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1 Einleitung

1.1 Allergie

1.1.1 Geschichte und Definition

Der Begriff Allergie wurde erstmals 1906 von dem Wiener Padiater Clemens von Pirquet
verwendet. Pirquet forschte uber Infektionskrankheiten und erkannte, dass in der
Pathogenese dieser Erkrankungen nicht nur die Krankheitserreger, sondern auch der
Organismus mit seiner aktiven Reaktion auf die Erreger eine Bedeutung innehat. Der
Terminus Allergie entstand aus den griechischen Woértern dAAog/allos (anders) und
epyov/ergon (Tatigkeit, Handlung). Pirquet jedoch verstand unter einer Allergie allgemein
eine veranderte Reaktion/-sfahigkeit des Korpers (Huber 2006; Kay 2001). Diese Definition
anderte sich in den folgenden Jahrzehnten und es entstand das heutige Verstandnis einer
Allergie als spezifische Anderung der Immunitatslage im Sinne einer krank machenden
Uberempfindlichkeit (Huber 2006; Ring 1988, S. 13).

1.1.2 Einteilung

Die heutige Einteilung der Allergien beruht auf Coombs und Gell, die Allergien Typ I-IV
unterschieden (Ring 1988, S. 16ff): Typ | entspricht der allergischen IgE-vermittelten
Sofortreaktion, wie zum Beispiel Anaphylaxie, allergische Rhinitis und Konjunkitivitis,
allergisches Asthma bronchiale sowie Nahrungsmittel- und Insektengiftallergien. Die
allergischen Reaktionen Typ Il beruhen auf zytotoxischen Antikérpern, die gegen
korpereigene Zellen gerichtet sind, wahrend der Typ Il der Immunkomplex-vermittelten
Allergie entspricht. Die Allergie Typ IV-Reaktion, auch Spattypreaktion genannt, kommt
durch T-Zellen zustande. Diese Einteilung wurde spater um Allergie Typ V und VI erweitert.
Typ V ist durch granulomatdse Reaktionen gekennzeichnet, Typ VI beschreibt eine
stimulierende Hypersensitivitéat, die durch Antikbrper bewirkt wird. Zwischen den
verschiedenen Reaktionen sind auch Uberschneidungen und gegenseitige Beeinflussungen
maoglich, ebenso kénnen Patienten an mehr als einer Allergie leiden (Ring 1988, S. 16ff). In

dieser Arbeit liegt der Schwerpunkt auf Allergien des Typ |.

1.1.3 Epidemiologie

Allergien sind haufige Erkrankungen in den Industriestaaten und ihnen kommt eine grof3e
gesundheitspolitische Bedeutung zu. Die Lebenszeitpravalenz nach BGS98 liegt gesamt bei
40 %. Bei Frauen wird die Lebenszeitprdvalenz mit 47% und bei M&nnern mit 33%

angegeben. Die hdchste Pravalenz liegt mit 62% bei westdeutschen Frauen zwischen 30



und 39 Jahren vor. Oft leiden die Patienten nicht nur an einer allergischen Erkrankung, es
treten vielfach noch weitere Allergien auf. Im Laufe des Lebens &ndert sich die
Haufigkeitsverteilung der allergischen Erkrankungen: wahrend bei Babys und Kleinkindern
zumeist eine atopische Dermatitis oder eine Nahrungsmittelallergie auftritt, finden sich im
Jugendalter hauptsachlich Rhinitis allergica und allergisches Asthma bronchiale. Im Alter
sinkt die Pravalenz allergischer Erkrankungen im Allgemeinen (Grevers 2008, S. 4). Auch
sind regionare Unterschiede in der Pravalenz bekannt: Allergien sind in Stadten haufiger als
auf dem Land, in Industriestaaten haufiger als in Entwicklungslandern, in Westdeutschland
haufiger als in Ostdeutschland (Hermann-Kunz 1999a, 2000). Allergien des Typ | werden
zunehmend haufiger (Ring et al. 2001; Bousquet et al. 2011), so stieg die Pravalenz der
allergischen Rhinitis alleine in den Jahren 1990 bis 1998 um 70 % an (Hermann-Kunz
1999b).

1.1.4 Ursachen

Fir die Entstehung einer Allergie beziehungsweise die Zunahme der Préavalenz der Allergien
gibt es viele mehr oder minder umstrittene Hypothesen.

Ein Grund fur die steigende Pravalenz allergischer Erkrankungen ist sicherlich das
gesteigerte offentliche Interesse und Gesundheitsbewusstsein sowie die in den letzten
Jahrzehnten verbesserte Diagnostik (Ring et al. 2001).

Einen bedeutenden Beitrag zur Entstehung allergischer Erkrankungen leisten genetische
Faktoren. Bestimmte Genloci wurden in diesem Zusammenhang identifiziert: zum Beispiel
die chromosomale Region 11q12-13, die flr die B-Untereinheit des IgE-Rezeptors FceRI
codiert und die Region 5¢q31-35, die zum einen Gene fur Zytokine enthalt, welche T,2-
Reaktionen anregen, wie zum Beispiel IL-5, IL-9, IL-13 und vor allem IL-4, zum anderen die
Gene der TIM-Familie fir Oberflachenproteine der T-Zellen, des Endotoxinrezeptors CD14
und des [(-adrenergen Rezeptors ADRB2 (Janeway und Murphy 2009, S. 706). Auch
epigenetische Einflisse werden diskutiert (Ring et al. 2001; Bousquet et al. 2011).

Auch Umweltfaktoren und Lebensstil tragen zum Auftreten von Allergien bei. Die Exposition
gegeniber Allergenen steigt an. Ein Beispiel hierfir ist die Belastung mit Feinstaub sowohl in
geschlossenen Raumen, hervorgerufen durch zum Beispiel Zigarettenrauch oder Geréte wie
Laserdrucker und gleichzeitige Gebaudeisolierung, als auch in der Auf3enluft durch zum
Beispiel Dieselpartikel (Jenerowicz et al. 2012). Feinstaubpartikel interagieren mit Pollen und
aktivieren sie zu einer hoheren Allergenfreisetzung (Ring et al. 2001). Besonders

Dieselpartikel verschieben die Immunantwort in Richtung T42.

Durch die Globalisierung ist auch das Spektrum der Allergene breiter geworden, viele nicht-

einheimische Pflanzen werden angesiedelt. Hierzu gehoren beispielsweise Ambrosiaarten,
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welche zum Grof3teil hochallergen sind (Burbach et al. 2009; Boehme et al. 2009). Zusatzlich
fuhrt der Klimawandel zu Verdnderungen: durch die Temperaturerhéhung und die steigende
CO,-Konzentration erhoht sich der Pollenflug, auch die Pollensaison wird léanger (Behrendt
und Ring 2012). Auch die Nahrung wird immer internationaler und exotischer (Ring et al.
2001).

Eine weitere Hypothese stellt die sogenannte ,Hygienehypothese” dar (Janeway und Murphy
2009, S. 709). Durch die immer weiter sinkende Zahl der Infektionskrankheiten in den
westlichen Landern tritt das Immunsystem immer weniger in Kontakt mit Viren, Bakterien
sowie Pilzen und Parasiten. Eine grof3e Rolle in der Abwehr von Pilzen und Parasiten spielt
das IgE-System und eosinophile Granulozyten. Es wird vermutet, dass durch den sinkenden
Kontakt mit diesen Erregern der dafir vorgesehene und qualifizierte Teil des Immunsystems
stattdessen auf eigentlich harmlose Substanzen wie Pollen reagiert. Infektionen mit Viren
und Bakterien hingegen beziehungsweise der Kontakt zu Endotoxinen, l16sen eher eine Ty1-
Antwort aus und schutzen somit vor Allergien.

Vor allem frahkindliche Infektionen scheinen eine wichtige Rolle zu spielen, da das
Immunsystem in der friihen Kindheit eher Ty2-gepréagt ist und durch Infektionen wie Masern,
Hepatitis A oder Kontakt mit Mycobacterium tuberculosis auf Tyl-Reaktionen umgelenkt
wird. Eine groRe Bedeutung scheinen hierbei CD8*-T-Zellen zu haben. Dafir spricht auch,
dass Kinder, die Geschwister haben oder die schon frith eine Kindertagestatte besuchen und
mit vielen Erregern in Kontakt kommen, besser vor allergischen Erkrankungen geschitzt
sind. Allerdings gibt es Ausnahmen: eine Infektion mit zum Beispiel RS-Viren kann

altersabhangig auch allergieférdernd wirken (Janeway und Murphy 2009, S. 709).

Auch soziale Ursachen werden diskutiert. Kinder von Akademikern haben ein erhohtes
Risiko an allergischen Erkrankungen zu leiden (Hermann-Kunz 1999a), wobei man nattrlich
den Einfluss eines unterschiedlich ausgepragten Gesundheitsbewusstseins auf diese

Aussage nicht ausschlieRen darf.

Ebenso dirfen psychische und psychosomatische Faktoren nicht unbeachtet bleiben: Bei
circa 20% der Patienten, die sich mit allergischen Symptomen beim Arzt vorstellen, kann
keine organische Ursache festgestellt werden (Hausteiner-Wiehle et al. 2011). Risikofaktoren
dafir sind eine  schwierige  Arzt-Patienten-Beziehung  (Unzufriedenheit  des
Patienten/Gegeniibertragung des Arztes), weibliches Geschlecht, sowie psychische
Erkrankungen. Es konnte gezeigt werden, dass Zusammenhdnge zwischen psychischem
Stress und dem Immunsystem bestehen, worauf sich die Forschungsrichtung der
Psychoneuroimmunologie entwickelte. Allergische Erkrankungen treten vermehrt nach
Stress beziehungsweise Life-events, also mit Stress besetzten Lebenssituationen, auf.

Stress kann zu einer zeitweiligen Schwéachung des Immunsystems (Dhabhar 2009) sowie
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einer Verschiebung des Zytokingleichgewichts in Richtung Tx2-Antwort fihren (Montoro et
al. 2009; DeKruyff et al. 1998). Auch durch klassische Konditionierung kann eine allergische
Reaktion ausgelost werden (Vits et al. 2011).

1.1.5 Mechanismen der Typ I-Allergie

Gemeinsame Merkmale der allergischen Erkrankungen des Typ | sind ein erhdhter
spezifischer IgE-Spiegel und ein Ty2-Zell-dominiertes Milieu. An Mediatoren und Zytokinen
sind vor allem Histamin, IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13, an Zellen speziell Mastzellen und
eosinophile Granulozyten zu nennen. Voraussetzung fir eine Allergie ist zunachst die
Sensibilisierung. Die spater auftretende allergische Reaktion, die Effektorreaktion, wird in

eine Sofort- sowie eine Spatreaktion unterteilt.

Abbildung 1: Mechanismen der Typ I-Allergie

Anstieg der Zytokine IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13;

Anstieg der IgE-Antikérper,

Aktivierung von eosinophilen Granulozyten und Mastzellen;
Verschiebung der Immunantwort Richtung Tn2

1.1.5.1 Sensibilisierung

Allergene sind Substanzen, die allergische Reaktionen auslésen kdnnen. Sie zeichnen sich
dadurch aus, dass sie besondere Eigenschaften aufweisen, die die Immunreaktion in
Richtung einer Ty2-Antwort lenken. Allergene sind meist Proteine mit einer geringen
Molekilmasse und sind sehr gut l6slich. So konnen sie sich bei Kontakt mit den
Schleimh&uten gut von ihren Transportpartikeln (Pollenkdrner, Milbenkot) trennen. Die
vorwiegend geringe Allergendosis und der Eintritt Gber die Schleimhdute scheint eine
Aktivierung von Ty2-Zellen zu beginstigen. Viele Allergene haben enzymatische
Eigenschaften, wodurch sie vor allem durch Spaltung von Zellkontakten in das Epithel

eindringen konnen (Janeway und Murphy 2009, S. 702ff).

Nach Eintritt der Allergene werden diese zunéchst von antigenprasentierenden Zellen (APC)
aufgenommen, die in die regionalen Lymphknoten wandern, dort die Antigene den naiven
CD4"-T-Zellen prasentieren und je nach Dosis und Art des prasentierten Antigens bestimmte

Zytokine freisetzen. Wahrend in einem Milieu von Zytokinen wie zum Beispiel IL-4, IL-5, IL-9



und IL-13, welches bei Reaktionen auf Allergene vorliegt, eine Entwicklung zu Ty2-Zellen
gefordert wird, sorgen Zytokine wie 1L-12 oder IFNy, die besonders bei Prasentation von zum
Beispiel Endotoxin freigesetzt werden, fur die Ausbildung von Tyl-Zellen. Die bei der
allergischen Sensibilisierung entstehenden Ty2-Zellen setzen selbst wiederum T,2-Zytokine
frei, also IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13, wodurch das Milieu weiter Ty2-lastig wird und sich weitere
naive CD4"-T-Zellen zu Ty2-Zellen entwickeln (Deetjen und Alzheimer 2005, S. 402-405;
Janeway und Murphy 2009, S. 705-707).

Die Interaktion zwischen APCs und naiven T-Zellen findet Uber verschiedene Rezeptoren
statt. Die antigenprasentierende Zelle exprimiert MHC (Major Histocompatibility Complex)-I
Molekule auf der Zelloberflache. Diese bestehen aus zwei transmembranaren Ketten (a und
B). Zwischen diesen Ketten besteht eine Rinne, in der die Zelle zuvor aufgenommene und
prozessierte Antigene beziehungsweise Teile davon (lineare Peptide von 13-18
Aminosauren oder mehr) prasentiert (Janeway und Murphy 2009, S. 160; Deetjen und
Alzheimer 2005, S. 400).

Die T-Zelle exprimiert den T-Zell-Rezeptor. Hierbei handelt es sich um ein Heterodimer aus
einer a- und B-Untereinheit. Dieser T-Zell-Rezeptor bindet lineare Peptidfragmente von 7-11
Aminosauren, die auf MHC-Molekulen prasentiert werden. Der T-Zell-Rezeptor ist sehr
spezifisch und erkennt nur ein bestimmtes Epitop. Es existieren geschatzt 10 verschiedene
T-Zell-Rezeptoren bei jedem Menschen. Diese Vielfalt der Rezeptoren entsteht durch
unterschiedliche Mechanismen: bei der somatischen Rekombination werden zufallsgesteuert
verschiedene Genabschnitte zusammengesetzt, wobei die Ubergange ungenau verknipft
werden, wodurch weitere Differenzierung gewonnen wird. Durch Kombination je einer a- und
B-Kette wird weitere Variabilitdt erreicht. Mit dem T-Zell-Rezeptor assoziiert ist das CD3-
Molekdl, das Uber seine ITAM-Sequenzen fur die Signallberleitung in die Zelle zustandig ist
(Hof et al. 2005, S. 72ff). Neben dem T-Zell-Rezeptor sind von Seiten der T-Zellen unter
anderem auch noch die CD4-Molekile und CD28-Molekiile von groRer Wichtigkeit. CD4-
Molekiile dienen der Erkennung von MHC-II, wodurch sie sicherstellen, dass nur fremde, von
APCs prasentierte Peptide, eine Immunantwort ausldsen. Als costimulierender Rezeptor ist
auch CD28 zu nennen, dessen Bindung an die costimulierenden Liganden der APC, B7.1
(CD80) und B7.2 (CD86), fur die Aktivierung der T-Zelle notwendig ist (Janeway und Murphy
2009, S. 435; Deetjen und Alzheimer 2005, S. 402). Auch dadurch wird die Ausldsung von
Immunantworten  kontrolliert. Die Costimulation durch CD28 tragt Uuber den
Transkriptionsfaktor NF-kB zur Freisetzung von IL-2 durch die T-Zellen selbst bei, welches

zur Autostimulation und Proliferation der T-Zellen fihrt (Janeway und Murphy 2009, S. 304).

Bei Aktivierung der T-Zellen wird vor allem Uber IL-4 und das Fehlen von IL-12 der

Transkriptionsfaktor STAT6 aktiviert. Dieser stimuliert wiederum den Transkriptionsfaktor
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GATA-3. GATA-3 sorgt fur die Freisetzung der Effektorzytokine IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13, die
alle die weitere Stimulation von Ty2-Antworten fordern (Janeway und Murphy 2009, S. 705).
IL-4 ist besonders fur die Aktivierung von B-Zellen und deren Antikdrperswitch zu
Antikorpern der Klasse IgE wichtig. IL-5 vermittelt vor allem Wachstum und Differenzierung
sowie Aktivierung von eosinophilen Granulozyten, die wiederum das Major basic protein
freisetzen. IL-9 wirkt besonders auf mukosale Mastzellen, die dann Uber ihre gebundenen
IgE-Antikorper Entziindungsmediatoren abgeben. IL-13 steigert die Schleimproduktion und
die Kontraktion von glatter Muskulatur, wodurch es einen wesentlichen Beitrag zur

Symptomatik des Asthma leistet (Janeway und Murphy 2009, S. 1008).

Auch B-Zellen sind antigenpréasentierende Zellen. Sie nehmen das zu ihrem spezifischen
Antikorper passende Antigen auf und prasentieren es auf MHC-II-Molekulen. Erkennt eine
bereits aktivierte T-Zelle mit ihrem T-Zell-Rezeptor eine B-Zelle, die ein passendes Antigen
auf MHC-Il prasentiert, bindet sie diese. Durch Interaktion des CD40-Liganden auf der
T-Zelle und dessen Rezeptor CD40 auf der B-Zelle, ist die B-Zelle im Stande, Rezeptoren fir
die von der T-Zelle gebildeten Zytokine zu exprimieren und Antikorper zu produzieren. Die
Antikorper sind sehr spezifisch, ihre Variabilitdt erhalten sie &hnlich wie der T-Zell-Rezeptor
Uber somatische Rekombination, ungenaue Verknipfung und Kombination der schweren
und leichten Ketten. Dazu kommt bei den Antikdérpern noch der Mechanismus der
somatischen Hypermutation, also Punktmutationen im variablen Bereich der Antikdrper
(Deetjen und Alzheimer 2005, S. 392).

1.1.5.2 Sofortreaktion

Die allergische Sofortreaktion findet innerhalb von Sekunden statt. Die von den B-Zellen in
der Sensibilisierungsphase gebildeten Antikorper der Klasse IgE binden an die Rezeptoren
FceRI auf Mastzellen sowie basophilen Granulozyten. Mastzellen befinden sich meist im
Gewebe in der Néhe von Korperoberflaichen, wo potentielle Erreger eindringen kdnnen.
Werden diese gebundenen IgE-Antikérper durch erneut eintretende passende Allergene
guervernetzt, fiihrt das zur Freisetzung von vorgefertigten zytoplasmatischen Granula. Diese
enthalten Gewebsmediatoren wie Histamin, Heparin, Prostaglandine, Leukotriene, Enzyme,
Chemokine und Zytokine (Janeway und Murphy 2009, S. 719ff). Histamin und Heparin
erhbhen die GefalR3permeabilitit und fordern die Kontraktion der glatten Muskulatur.
Prostaglandine und Leukotriene stimulieren zusatzlich noch die Schleimproduktion. Enzyme
wie Tryptase und Chymase sorgen fir Gewebeschaden und den nachfolgenden
bindegewebigen Umbau (Janeway und Murphy 2009, S. 716). Chemokine locken weitere
Zellen an, wie zum Beispiel neutrophile Granulozyten, Monozyten und Makrophagen. Die in
den Granula enthaltenen Zytokine sind die obengenannten Zytokine der Ty2-Reaktion sowie

TNFa, welches Entzlindungsreaktionen férdern und die Endothelzellen aktivieren kann, so



dass Entziindungszellen leichter aus dem Blutkreislauf in das Gewebe austreten konnen.
Eine geringe Antigendosis fuihrt dabei meist zu einer starkeren Reaktion der Mastzelle als
hohere Dosen, die sogar eine IL-10 Produktion ausldosen konnen (Galli et al. 2005;
Gonzalez-Espinosa et al. 2003).

1.1.5.3 Spatphase

Die Spatphase einer allergischen Reaktion tritt nach circa acht bis zwolf Stunden auf. Nach
Freisetzung vorgefertigter Mediatoren aus Granula synthetisieren die aktivierten Mastzellen
nun weiter Mediatoren und sondern diese ab. Dadurch wird die Entziindungsreaktion weiter
verstarkt und Zellen, vor allem eosinophile Granulozyten und T-Zellen werden angelockt.
Eine wichtige Rolle spielt hierbei Prostaglandin D2, das Uber seinen Rezeptor PTGDR,
welcher vor allem auf T-Zellen, eosinophilen Granulozyten und basophilen Granulozyten
exprimiert wird, eben diese Zellen aktiviert (Janeway und Murphy 2009, S. 717). Eosinophile
Granulozyten befinden sich meist im Bindegewebe nahe den Epithelien. Sie setzen bei
Aktivierung freie Radikale, chemische Mediatoren und Zytokine sowie das Major basic
protein frei und verursachen dadurch Gewebeschaden und Gewebeverénderungen.
AulRerdem halten sie Entziindungen aufrecht und verstarken die Reaktion durch Aktivierung
von weiteren Zellen wie Mastzellen und Basophilen. Zusammengefasst kommt es bei der
Spatreaktion zu anhaltenden Odemen und oft in der Folge zu Gewebsreaktionen wie
Remodeling, Hypertrophie, Hyperplasie und zu chronischer Entziindung (Janeway und
Murphy 2009, S. 719ff).

1.1.6 Begrenzung der allergischen Reaktion

Freilich gibt es auch Gegenregulationsmechanismen, die Immunreaktionen begrenzen
beziehungsweise fehlgeleitete Reaktionen verhindern. So wird sichergestellt, dass die
Gewebeschaden durch immunologische Reaktionen so gering wie moglich gehalten werden.
Ein hierbei sehr wichtiger Mechanismus ist zunachst die Spezifitat, zum Beispiel der B-Zell-
und T-Zellrezeptoren, vor allem in Verbindung mit der vorherigen Selektion der T-Zellen im
Thymus. Hierbei werden autoreaktive T-Zellen ausgesondert und eliminiert (Deetjen und
Alzheimer 2005, S. 395-400).

AuBerdem sind zur Aktivierung von Immunzellen oft mehrere Signale beziehungsweise
Costimulationen nétig. Als Beispiel sei die oben genannte Aktivierung (siehe Kapitel 1.1.5.1)
von T-Zellen durch APCs genannt, die auf der Erkennung des Antigens, des MHC-Molekills,

sowie auf der Costimulation und dem Zytokinmilieu beruht.

Auch fir die Antikdrperproduktion durch B-Zellen sind mehrere Signale notwendig. Zuerst
muss Kontakt mit einem Antigen erfolgen, im Anschluss ist ein Kontakt mit T-Zellen

notwendig. Von dieser Regelung gibt es nur wenige Ausnahmen, zum Beispiel die T-Zell-
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unabhangige B-Zell-Aktivierung durch LPS Uber CD14 auf B-Zellen (Deetjen und Alzheimer
2005, S. 392). Die Aktivierung von eosinophilen Granulozyten ist ebenfalls streng reguliert.
Zunachst muss ihre Differenzierung im Knochenmark durch IL-5 stimuliert werden,
anschlie3end sind Chemokine, die sogenannten Eotaxine, fur ihre Aktivierung zustandig
(Janeway und Murphy 2009, S. 717).

Fur die Begrenzung immunologischer Reaktionen sind vor allem das System der
regulatorischen T-Zellen (Tq4s) SOwie die Zytokine IL-10 und TGFB notwendig.

IL-10 wird von antigenprasentierenden Zellen, von Ty, zum Teil auch von T42- und
Mastzellen gebildet, vor allem bei Vorliegen von hoheren Antigendosen (Galli et al. 2005;
Gonzalez-Espinosa et al. 2003). Dieses Zytokin fordert die Differenzierung von
regulatorischen T-Zellen und hemmt die Expression von MHC, Effektor-T-Zellen (Tes) und
die Freisetzung von deren Zytokinen.

TGFB wird von T.gs, antigenprasentierenden Zellen und Chondrozyten gebildet und wirkt
entzindungshemmend durch die Hemmung von B- und T-Zellen sowie Makrophagen. Auf
regulatorische T-Zellen wirkt TGF stimulierend (Jutel und Akdis 2008).

Die regulatorischen T-Zellen werden in verschiedene Subpopulationen unterteilt. Die
regulatorischen T-Zellen im engeren Sinne sind die natirlichen regulatorischen T-Zellen,
also CD4'CD25"-T-Zellen. Diese machen circa 10-15% der CD4*-T-Zellen aus und kommen
hauptsachlich in der Peripherie vor. Sie werden im Thymus auf ihre regulatorische Funktion
festgelegt und unter anderem durch IL-10, Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO), Adenosin und
vor allem TGF@ aktiviert. lhre Wirkung wird unter anderem {ber den Transkriptionsfaktor
FoxP3 vermittelt und besteht hauptsachlich in der direkten Zell-zu-Zell-Hemmung von
Effektor-T-Zellen als auch in der Freisetzung von IL-10 und TGF.

Weitere Subpopulationen sind Ty3-Zellen und Tr1-Zellen. Diese werden auch als adaptive
regulatorische T-Zellen bezeichnet und entstehen in der Peripherie aus naiven CD4'-T-
Zellen. Ty3-Zellen sind vor allem mukosale Zellen und werden durch Uber die Schleimhaut
aufgenommene Antigene aktiviert. Sie sezernieren vor allem TGF[, aber auch IL-10 und IL-
4. lhre Hauptaufgabe scheint in der Induktion von oraler Toleranz zu liegen. Tr1-Zellen
werden vor allem von IL-10 und IFN induziert, sie sezernieren vor allem IL-10 aber auch
TGFB (Jutel und Akdis 2008; Palomares et al. 2010; Chen und Oppenheim 2010).

Weiteren Einfluss auf die Hemmung der Immunreaktion hat die Indolamin-2,3-Dioxygenase.
Dieses Enzym ist in den Tryptophanstoffwechsel eingebunden. Uber die Aktivierung von
Toll-like-Rezeptoren (TLR) auf dendritischen Zellen durch zum Beispiel LPS oder DNA
kommt es zu einer erhéhten Expression der IDO durch dendritische Zellen. Diese erhéhte
Expression kann auch durch die Zytokine IFNy und TNFa ausgelést werden. IDO wirkt

immunsuppressiv, zum Beispiel Gber die Induktion von Ty (Taher et al. 2008).
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Auch Adenosin, das von vielen Pollen freigesetzt wird, hat immunsuppressive Eigenschaften
und bewirkt bei gesunden Probanden eine Erhdhung von IL-10. Bei Patienten mit Atopie ist
diese Induktion nicht mehr moglich (Gilles et al. 2011).

Ebenso kann auch Vitamin D3 durch seine Wirkung in Bezug auf Zellproliferation und
Immunregulation an der Begrenzung einer Immunantwort mitwirken und Gber dendritische

Zellen das Zytokingleichgewicht und die Zellproliferation beeinflussen (Ma et al. 2010).

Mastzellen sind ebenfalls in die Immunregulation eingebunden und kdnnen je nach
Antigendosis immunsuppressive Zytokine, wie zum Beispiel IL-10 freisetzen (Galli et al.
2005; Gonzalez-Espinosa et al. 2003).

Durch diese verschiedenen Mechanismen wird das Immunsystem im Gleichgewicht

zwischen Toleranz, Immunitat und Reaktivitat gehalten.

1.1.7 Therapie

1.1.7.1 Notwendigkeit der Therapie

Es gibt viele Grinde, die fur eine Notwendigkeit der Therapie allergischer Erkrankungen
sprechen. Allergien koénnen im Rahmen einer Anaphylaxie beziehungsweise eines
allergischen Schocks lebensbedrohlich sein. Besonders haufige Ausltser sind im Kindesalter
Nahrungsmittel, spater Medikamente und Insektengifte. In Deutschland wurden nach
Auswertung von Daten des statistischen Bundesamtes zwischen 2004 und 2008 150
Todesfalle durch Anaphylaxie bekannt, wobei die Dunkelziffer héher liegen dirfte. Laut dem
2006 von der Charité in Berlin ins Leben gerufenen Anaphylaxie-Register wurden im
Zeitraum von 2006 bis November 2010 2114 Félle von Anaphylaxie und sechs Todesfalle
bekannt (Worm und Hompes 2012).

Zum anderen gibt es deutliche Hinweise, dass mit zumindest bestimmten Therapien das
Risiko eines Etagenwechsels, also eines Auftreten von Asthma in Folge einer allergischen
Rhinitis, gemindert werden kann. Dieses Risiko betragt bei einem langjahrigen Allergiker
circa 25% (Grevers 2008, S. 144). AulRerdem kann bei schon bestehendem Asthma die
Anzahl der schweren Asthmaanfélle und die damit zusammenhangenden Klinikaufenthalte
durch eine adaquate Therapie gesenkt werden (Corren 2007; Corren et al. 2004). Ebenso
kénnen oft weitere Sensibilisierungen verhindert werden (Wedi und Kapp 2004). Nicht zuletzt
steigt durch Therapie die Lebensqualitat der Allergiker, Ausfalle im Arbeitsleben und die

damit verbundenen Kosten sinken.



1.1.7.2 Therapiemdglichkeiten

Far Allergien stehen verschiedene Therapieoptionen zur Verfugung. Im nicht-
pharmakologischen Bereich ist zunachst die Allergenkarenz, also das Meiden des Allergens,
zu nennen. Neben Verzicht auf Allergie-induzierende Nahrungsmittel und Abschaffen von
Haustieren sei als ein weiteres Beispiel das sogenannte Encasing, also das Verwenden von
Milbenschutzbeziigen, genannt.

Antihistaminika werden vor allem bei Rhinitis allergica, Urticaria, Mastozytose, Anaphylaxie
aber auch Asthma eingesetzt. Sie wirken Uber kompetitive Hemmung am H1-(Histamin)-
Rezeptor und verhindern somit die Wirkungen des Histamins. Bei Engwinkelglaukom oder
Leberstoffwechselstorung sollte auf den Einsatz jedoch eher verzichtet werden.
Wechselwirkungen treten mit Medikamenten auf, die wie auch Antihistaminika Uber
Zytochrom P-450 verstoffwechselt werden. Die haufigsten Nebenwirkungen bestehen in
Mudigkeit, Mundtrockenheit und Ubelkeit. Allerdings sind diese unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen bei den neueren Antihistaminika wesentlich seltener (Grevers 2008;
Bousquet et al. 2008; Ring 1988, S. 130ff).

Glukokortikosteroide sind wichtige Bestandteile der Therapie von Allergien und sehr effektiv.
Der Einsatz erfolgt topisch, intranasal oder auch systemisch. Sie wirken immunsuppressiv
durch Hemmung der humoralen und zellularen Immunantwort und antientziindlich durch
Hemmung der Prostaglandin- und Leukotriensynthese, durch Senken der Chemotaxis und
Reduktion der Makrophagenaktivitat. Nebenwirkungen, die vor allem bei systemischer Gabe
auftreten konnen, sind unter anderem Atrophie, Hypertrichose, Cushing-Syndrom, Diabetes
mellitus, Hyperlipidamie, Osteoporose und Elektrolytentgleisungen (Ring 1988, S. 130ff;
Grevers 2008; Bousquet et al. 2008).

Leukotrien-Rezeptor-Antagonisten wie zum Beispiel Montelukast werden vor allem beim
allergischen Asthma eingesetzt. Sie sind in der Regel gut vertraglich, als Nebenwirkungen
treten Kopfschmerzen und gastrointestinale Beschwerden auf. Leider ist die Wirkung von
Montelukast nicht bei allen Patienten zufriedenstellend (Bousquet et al. 2008; Grevers 2008;
Ring 1988, S. 130ff).

Cromoglicinsdure zahlt zu den Mastzellstabilisatoren und hemmt somit die
Mediatorfreisetzung aus aktivierten Mastzellen. Als Nebenwirkungen treten vor allem
Kopfschmerzen und Eosinophilie auf (Ring 1988, S. 130ff; Grevers 2008; Bousquet et al.
2008).

Als weitere Therapie wird die allergenspezifische Immuntherapie (ASIT) eingesetzt, auf die

im folgenden Kapitel naher eingegangen wird.
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1.2 ASIT (Allergenspezifische Immuntherapie)

1.2.1 Geschichte und Begrifflichkeit

Das Prinzip der allergenspezifischen Immuntherapie (ASIT) ist seit Uber einhundert Jahren
bekannt. Auch wenn schon zuvor Vorlaufer der Immuntherapie entwickelt wurden, zum
Beispiel durch Edward Jenner, der der Vorreiter der Pockenschutzimpfung war, oder durch
Alexandre Besredka, der als erster an der Entwicklung der ASIT an einem experimentellen
Tierversuch forschte und diesen Tieren verdinnte Allergen-Losungen in steigenden Dosen
verabreichte, wurde die Geburtsstunde der allergenspezifischen Immuntherapie auf das Jahr
1911 datiert. Leonard Noon fiihrte die erste allergenspezifische Immuntherapie am
Menschen durch. Er nannte diese Art der Therapie ,prophylactic inoculation®. Hierbei
injizierte er verdinnte Allergenextrakte in steigender Dosis und fuhrte auch
Provokationstests an der Konjunktivitis durch. Seine Arbeit wurde von seinem Kollegen John
Freeman weitergefiihrt. 1955 erfolgte die erste kontrollierte Studie durch William Frankland
(Ring und Gutermuth 2011).

Seither hat die allergenspezifische Immuntherapie immer breitere Anwendung gefunden und
wurde im Laufe der Zeit immer weiterentwickelt. Neue Schemata und Anwendungen wurden
entwickelt, so die Rush- und Ultrarush-Therapie, und neben der subkutanen die sublinguale
Immuntherapie. Ferner wurden die Allergene immer verbessert und Zusétze und Adjuvantien
fur eine wirkungsvollere ASIT ermittelt. Auch wenn bis heute die genaue Wirkweise der ASIT
nicht restlos bekannt ist, wurden viele Hypothesen be- beziehungsweise widerlegt und so
viele Teilmechanismen schon ergriindet. Dadurch hat sich auch die Bezeichnung fur diese
Art der Therapie mit der Zeit verandert. Aus der prophylaktischen Inokulation wurde lber die
Desensibilisierung die Hyposensibilisierung. Spéter entwickelte sich die Benennung
Immuntherapie und der heute am meisten gebrauchte Begriff ,spezifische Immuntherapie®.
Da der Begriff ,spezifische Immuntherapie“ jedoch nicht ganz eindeutig ist, weil auch eine
Immuntherapie mit Antikbrpern als spezifische Immuntherapie bezeichnet werden kann,
tendiert man aktuell eher zum Terminus der allergenspezifischen Immuntherapie (Ring und
Gutermuth 2011).

1.2.2 Indikation

Die Indikation zur allergenspezifischen Immuntherapie kann durch verschiedene Kriterien
gestellt werden (Moote und Kim 2011): der Nachweis einer IgE-vermittelten relevanten
Sensibilisierung muss vorliegen (zum Beispiel Gber Hauttestungen, In-vitro-Testungen), eine
Allergenkarenz ist nicht moglich oder ausreichend, und andere Therapien fuhren nicht zum
gewunschten Erfolg beziehungsweise werden vom Patienten nicht toleriert oder abgelehnt.

Auch bei in der Anamnese vorliegender systemischer Reaktion, vor allem mit
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respiratorischen und kardiovaskularen Symptomen, ist eine ASIT indiziert (Wedi und Kapp
2004). Besonders effektiv ist eine allergenspezifische Immuntherapie bei Allergenen wie
Insektengiften, Pollen und Hausstaubmilben, weniger bei Tierepithelien (Wedi und Kapp
2004).

1.2.3 Praktische Anwendung

Das Prinzip der allergenspezifischen Immuntherapie beruht auf der Applikation von langsam
steigenden Dosen von relevanten Allergenen. Bei Patienten mit sehr starken Reaktionen in
der Anamnese oder Reaktionen wahrend der allergenspezifischen Immuntherapie ist eine
noch langsamere Steigerung, eine Wiederholung der letzten Dosis oder sogar eine
Dosisminderung noétig (Ring 1988, S. 140ff). Bei der subkutanen allergenspezifischen
Immuntherapie (SCIT) werden die Allergene streng subkutan in die Streckseite des
Oberarms injiziert. Die Einstiegsdosis ist meist eine 1.000-10.000 fache Verdinnung der
Erhaltungsdosis. In der Einleitungsphase wird je nach Allergenpraparat alle drei bis sieben
Tage flr wassrige Extrakte, beziehungsweise alle ein bis zwei Wochen fir
Semidepotpréaparate gespritzt (Wedi und Kapp 2004). Es gibt mittlerweile auch Protokolle bei
denen die Erhaltungsdosis schneller erreicht wird: die Rush- oder Ultrarush-Protokolle, vor
allem bei Insektengiftallergie angewendet, die die Erhaltungsdosis innerhalb von vier
beziehungsweise zwei Tagen erlangen (Wedi und Kapp 2004). Diese Therapien werden
stationar durchgefihrt.

Nach Erreichen der Erhaltungsdosis wird nur noch alle 4-6 Wochen injiziert. Als
Erhaltungsdosis bezeichnet man diejenige Dosis, bei der Symptomfreiheit oder zumindest
eine deutliche Besserung vorliegt, oder diejenige Dosis, die Uber langere Zeit ohne
systemische Nebenwirkungen toleriert wird (Ring 1988, S. 140ff).

Die Erhaltungsdosis liegt zum Beispiel bei den Insektengiften bei 100 pg Gift pro Injektion.
Die allergenspezifische Immuntherapie wird mit der Erhaltungsdosis dann drei bis funf Jahre
fortgefuhrt. Bei nicht ausreichender Wirksamkeit und hohem Risiko kann die Erhaltungsdosis
hoher gesetzt werden beziehungsweise die allergenspezifische Immuntherapie langer als
funf Jahre oder sogar lebenslang durchgefuhrt werden. Im Rahmen der Sicherheit ist es
notwendig, dass die allergenspezifische Immuntherapie von allergologisch erfahrenen Arzten
durchgefuhrt wird und eine ausreichende Notfallversorgung sichergestellt ist (Wedi und Kapp
2004). Vor jeder Injektion ist eine Anamnese zur Vertraglichkeit der vorigen Dosis und zu
Medikamenteneinnahmen zu fihren, nach der Injektion muss der Patient mindestens 30
Minuten in der Praxis unter Aufsicht verbleiben und im Anschluss schwere kdrperliche
Anstrengungen meiden (Ring 1988, S. 140ff).
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Neben der subkutanen allergenspezifischen Immuntherapie existiert noch die sublinguale
Immuntherapie (SLIT). Dabei werden Allergenpraparate in Kontakt mit der oralen Mukosa
gebracht. Die sublinguale allergenspezifische Immuntherapie war lange Zeit umstritten, doch
mehren sich die Nachweise ihrer Effektivitat (Durham et al. 2010), auch wenn im Vergleich
zur subkutanen Immuntherapie eine weitaus hoéhere Allergendosis appliziert werden muss
und der Therapieerfolg erst spater einsetzt (Keles et al. 2011). Die Vorteile der sublingualen
Therapie sind die leichte Applikation, die auch von zu Hause aus erfolgen kann, das Fehlen
von systemischen, schwerwiegenden Nebenwirkungen, die leichte Anwendbarkeit und
Akzeptanz bei Kindern aufgrund fehlender Injektionen (Wedi und Kapp 2004; Ring 1988). Ein
neuer Aspekt ist die Kombination beider Therapieformen. Keles et al. und Boyce et al.
(Keles et al. 2011; Boyce et al. 2012) fuhrten eine Studie an Kindern durch, in der die
Wirksamkeit der Kombination einer SCIT in der Einleitungsphase und der SLIT in der

Erhaltungsphase gezeigt wurde.

1.2.4 Allergenpraparate

Im Gegensatz zu anderen Landern wie zum Beispiel den USA, werden in Deutschland
standardisierte Produkte verwendet, die durch das Paul-Ehrlich-Institut Gberprift werden
(Englert et al. 2012). Fraher wurden vor allem wassrige Allergenextrakte verwendet, doch um
die Anzahl der notigen Injektionen zu senken, wurden immer mehr Depot- und
Semidepotpraparate entwickelt. Diese erh&dlt man durch Kopplung der Allergene an
Aluminiumhydroxid oder L-Tyrosin. Als weitere Entwicklung wurden Allergoide hergestellt,
also chemisch veranderte Allergene. Diese zeichnen sich dadurch aus, dass sie weniger
allergen sind und IgE-Antikorper weniger binden. Dafir sind sie verstarkt immunogen, das
hei3t sie stimulieren das Immunsystem und férdern die Bildung allergenspezifischer 1gG-
Antikdrper (Ring und Gutermuth 2011; Kleine-Tebbe et al. 2012). Um die Standardisierung

zu verbessern wurden mehr und mehr rekombinante Allergene hergestellt (Ring 1988).

1.2.5 Vorteile

Die allergenspezifische Immuntherapie spielt in der heutigen Therapie der Allergien eine
sehr grof3e Rolle. Sie ist — im Gegensatz zu allen anderen Therapien, die nur symptomatisch
wirken — nach wie vor die einzige kausale Therapie von Allergien (Jutel und Akdis 2011;
Kleine-Tebbe et al. 2012). Nicht nur ihre momentane Wirksamkeit wurde in vielen Studien
belegt (Calderon et al. 2007), sondern auch ihre langanhaltende Wirkung uber die
Therapiedauer hinaus. Diese langanhaltende Wirkung ist sowohl fur die SCIT als auch die
SLIT belegt (Durham et al. 2010; Durham et al. 1999). Dartber hinaus hat die
allergenspezifische Immuntherapie auch praventive Eigenschaften. Sie senkt das Risiko

eines Etagenwechsels, also des Neuauftretens eines Asthma bei vorbestehender Rhinitis
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allergica (Jacobsen et al. 2007), und bei schon bestehendem Asthma kann sie das Auftreten
schwerer Asthmaanfalle maRigen (Corren 2007; Corren et al. 2004). Durch eine
allergenspezifische Immuntherapie bei Sensibilisierung auf ein Allergen, kann verhindert
werden, dass weitere, neue Sensibilisierungen auftreten (Purello-D'Ambrosio et al. 2001).

1.2.6 Einschrankungen und Kontraindikationen

Als Kontraindikationen gelten Erkrankungen, die ein erhdhtes Risiko fur schwere
Nebenwirkungen und systemische Reaktionen wahrend der allergenspezifischen
Immuntherapie mit sich bringen. Darunter fallen Hyperthyreose und kardiovaskulare
Erkrankungen wie zum Beispiel instabile Angina pectoris, ausgepragte Arrhythmie, schlecht
eingestellte Hypertonie oder ein vorangegangener Myokardinfarkt, da bei eventuell
notwendiger Adrenalingabe das Risiko fir Nebenwirkungen steigt (Wedi und Kapp 2004;
Kleine-Tebbe et al. 2012; Moote und Kim 2011). Auch instabiles Asthma bronchiale gilt als
Kontraindikation, vor allem wenn die FEV; trotz adaquater Therapie unter 70% liegt (Kopp et
al. 2009). Weiterhin liegt eine Kontraindikation bei Malignomen wegen der theoretischen
Moglichkeit der Progredienz, bei schweren Erkrankungen des Immunsystems,
Immunsuppression, Immundefekten, sowie Autoimmunerkrankungen vor. Laut Frew et al.
(Frew 2010) ist der schadliche Effekt der allergenspezifischen Immuntherapie bei diesen
Erkrankungen jedoch nicht nachgewiesen, zumindest unter der Bedingung, dass die Risiken
und der Nutzen der Therapie vorher richtig beurteilt wurden.

Ebenso fiihren medikamentése Therapien zu Kontraindikationen fiur die allergenspezifische
Immuntherapie. Unter Therapie mit 3-Blockern sollte eine ASIT maoglichst nicht durchgefihrt
werden, da B-Blocker das Risiko fiir Nebenwirkungen und schwere Reaktionen erhéhen und
die Therapie der schweren Reaktionen mit Adrenalin durch die Blockade der Rezeptoren
erschwert ist. Umstritten ist jedoch, ob, aufgrund der Gefahr eines Angioddems, auch eine
Therapie mit ACE-Hemmern als Kontraindikation gilt (Wedi und Kapp 2004). Fehlende oder
mangelnde Compliance ist ebenfalls ein Grund, der gegen die Einleitung einer
allergenspezifischen Immuntherapie spricht (Moote und Kim 2011). Erh6hte Vorsicht ist beim
Einsatz der allergenspezifischen Immuntherapie bei Kindern unter 5 Jahren, alten Menschen
und schwangeren Frauen geboten (Moote und Kim 2011; Wedi und Kapp 2004; Kleine-
Tebbe et al. 2012). Eine ASIT sollte nach Mdglichkeit in der Schwangerschaft nicht
begonnen werden, eine bereits laufende ASIT, die gut vertragen wird, kann jedoch
weitergefiihrt werden (Ring 1988, S. 147). Freilich sind auch bei Vorliegen von
Kontraindikationen Ausnahmen mdglich. Es muss immer eine Risiko-Nutzen-Abwéagung
durchgefuhrt werden, vor allem bei Insektengiftallergien, da bei einem Insektenstich auch

eine todliche Anaphylaxie auftreten kann.
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1.2.7 Nebenwirkungen und unerwiinschte Wirkungen

Bei der allergenspezifischen Immuntherapie konnen verschiedenartige und verschieden
schwere Nebenwirkungen auftreten. Nebenwirkungen und unerwiinschte Reaktionen sind
umso haufiger, je weniger gut die Indikation gestellt wurde, beziehungsweise je weniger
adaquat die Risiko-Nutzen-Abwagung durchgefihrt wurde. Auch bei Mischpraparaten von
unterschiedlichen Allergenen und Verwendung von nicht standardisierten Praparaten treten
Nebenwirkungen haufiger auf (Wedi und Kapp 2004). Grundsatzlich kann man lokale und
systemische Reaktionen unterscheiden. Unter lokale Reaktionen fallen Rotung, Schwellung
und Juckreiz an der Einstichstelle. Eine lokale Therapie mit Kuhlung oder topischen
Steroiden ist hier oft ausreichend. Die systemischen Reaktionen kénnen mild bis schwer hin
zur Anaphylaxie sein. Die ersten Symptome der Anaphylaxie kénnen sehr variabel und
unspezifisch sein, als Beispiele seien Urticaria, Dyspnoe, Odeme, Schwindel, Synkope,
Flush und gastrointestinale Symptome wie Krampfe, Diarrhoe, Ubelkeit und Erbrechen
genannt (Moote und Kim 2011). Die Therapie erfolgt mit Adrenalin, Corticosteroiden,

Antihistaminika und Bronchodilatatoren (Moote und Kim 2011).

1.2.8 Sicherheit und Vertraglichkeit

Trotz gelegentlicher Nebenwirkungen und unerwinschter Reaktionen ist die
allergenspezifische  Immuntherapie eine sehr sichere und gut vertragliche
Therapiemdglichkeit. Die Inzidenzen schwerer, nicht fatal verlaufender systemischer
Nebenwirkungen liegen fur unmodifizierte Semidepot-Préparate zwischen 0,002% und
0,0076%. Bei modifizierten Semidepot-Préaparaten sind die Inzidenzen mit zwischen 0,01%
und 0,005% pro Injektion etwas hoher. Das Risiko eines anaphylaktischen Schocks lag bei
0,0004% pro Injektion. Die SLIT weist allgemein ein wesentlich geringeres
Nebenwirkungsrisiko auf. Diese Ergebnisse beruhen auf einer Datenerhebung des Paul-
Ehrlich-Instituts im Zeitraum zwischen 1991 und 2000 (Luderitz-Plchel et al. 2001). In dieser
Zeit wurden 555 schwerwiegende Reaktionen nach Injektion gemeldet, 37% waren durch
Einhalten der Sicherheitsbestimmungen vermutlich zu verhindern gewesen. Essentiell sind
also Sicherheitsvorkehrungen wie eine vor jeder Injektion durchzufiihrende ausreichende
Anamnese, eine korrekte Indikationsstellung, adaquate Uberwachung des Patienten, gut
ausgebildetes Personal und gutes Notfallmanagement (Luderitz-Pichel et al. 2001; Moote
und Kim 2011; Wedi und Kapp 2004).
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Abbildung 2: Vorteile (griin) und Nachteile (rot) der ASIT

1.2.9 Mechanismen

Trotz der langen klinischen Erfahrung mit der allergenspezifischen Immuntherapie sind ihre
genauen Mechanismen noch nicht vollstandig bekannt. Jedoch ist das Verstandnis der
Mechanismen unabdinglich fiir die Verbesserung sowohl der Wirksamkeit als auch der
Sicherheit der ASIT. Der grundsatzliche Mechanismus der allergenspezifischen

Immuntherapie ist die Induktion von Toleranz, vor allem der peripheren T-Zellen.

Eine besonders wichtige Rolle spielen hierbei die durch die allergenspezifische
Immuntherapie aktivierten beziehungsweise induzierten T (Cezmi A. Akdis MD 2010).
Verschiedenen Subpopulationen der T4 Wurde eine Beteiligung an den Wirkungen der
ASIT nachgewiesen: den natirlichen CD4'CD25'FOXP3"* regulatorischen T-Zellen, den
adaptiven regulatorischen T-Zellen Tg1 und T3, aber auch CD8" regulatorischen T-Zellen
und regulatorischen NK-Zellen. Diese Zellen sezernieren hauptsachlich die Zytokine IL-10
und TGFB, wobei Trl-Zellen hauptsachlich IL-10 produzieren und Ty3-Zellen vor allem
TGFB. Regulatorische T-Zellen hemmen die Antigenprasentation (Jutel und Akdis 2011;
Janeway und Murphy 2009) und die Aktivierung von dendritischen Zellen. Damit wird die
Aktivierung von Effektor-T-Zellen sowie die Sekretion proinflammatorischer Zytokine
gesenkt. Uber direkten Zell-Zell-Kontakt hemmen T.4 die FceRl-abhangige
Mediatorfreisetzung der Mastzellen. Diese Hemmung wird Gber OX40 und OX40L vermittelt
(Gri et al. 2008).

Durch die Sekretion der inhibitorischen Zytokine IL-10 und TGFB werden weitere hemmende
Funktionen induziert. Effektor-T-Zellen wie Ty1-/Tyl7 und besonders T,2-Zellen werden
supprimiert und ihre Funktion dadurch eingeschrankt. Die Reifung von dendritischen Zellen
und ihre Antigenprasentation Uber MHC-II wird gesenkt. Auch die Interaktion zwischen T-
Zellen und antigenprasentierenden Zellen wird gestort, indem IL-10 die Costimulation
zwischen B7 und CD28 blockiert (Jutel et al. 2006). Ebenfalls durch IL-10 wird die
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proinflammatorische Wirkung von sowohl eosinophilen Granulozyten als auch basophilen
Granulozyten und Mastzellen vermindert. Der Spiegel des eosinophilen kationischen Protein
(ECP), ein Marker der Aktivierung eosinophiler Granulozyten, sowie der Histamin-Spiegel,
als Marker fur Mastzellen, sinken. Auch die Chemokinproduktion sinkt, womit die Chemotaxis
eingeschrankt ist, und somit inflammatorische Zellen nicht so leicht angelockt werden
beziehungsweise ins Gewebe Ubertreten koénnen (Jutel und Akdis 2011). So ist die
Eosinophilie in den Atemwegen und die Hyperreagibilitdt der Atemwege vermindert (Van et
al. 1998; Vissers et al. 2004). Der Transkriptionsfaktor FoxP3, der einen essentiellen
Transkriptionsfaktor fur regulatorische T-Zellen und ihre Proteine darstellt, wird durch IL-10
und TGFB im Sinne eines positiven Ruckkopplungsmechanismus hochreguliert, indirekt
durch IL-10 und direkt und indirekt durch TGFB (Jutel et al. 2006). AuRerdem vermittelt TGFp
die erhdhte Expression von CTLA-4 auf T-Zellen und die verminderte Expression von FceRI
auf Langerhans-Zellen (Jutel et al. 2006). Die vorgenannten Ablaufe zeigen die bedeutende
Rolle der immunsuppressiven Zytokine. Vissers et al. zeigten diese Relevanz, indem sie mit
der Blockade von IL-10 die Wirksamkeit der allergenspezifischen Immuntherapie aufhoben.
(Vissers et al. 2004).

Im Verlauf der allergenspezifischen Immuntherapie verédndert sich auch die
Zusammensetzung der verschiedenen Antikdrperklassen. Unter dem Einfluss von TGFB
steigt das allergenspezifische IgA, das vor allem im Bereich der Schleimhaute auftritt. IL-10
ist vor allem fur den Antikoérper-Switch von IgE zu 1gG4 verantwortlich (Akkoc et al. 2011).
Das allergenspezifische IgE sinkt im Laufe der ASIT, wahrend das allergenspezifische 1gG4
meist um das 10- bis 100fache ansteigt. Diese IgG4-Antikérper scheinen blockierende
Eigenschaften aufzuweisen, indem sie das Allergen binden, bevor es an das zellgebundene
IgE bindet, somit Mastzellen und basophile Granulozyten aktiviert und die allergische
Sofortreaktion einleitet. AuRerdem haben |gG4-Antikbrper einige antiinflammatorische
Eigenschaften. Sie zeigen eine geringere Affinitdt gegenuber Fc-Rezeptoren (Jutel und Akdis
2011). Auch sind Antikorper der Klasse 1gG4 nicht zur Aktivierung des proinflammatorischen
Komplement-Systems beféahigt. Sie verhindern ebenfalls die Bildung von Immunkomplexen
durch andere Antikdrper. Es gibt jedoch Hinweise, dass die alleinige Erhéhung von
Antikorpern der Klasse 1gG4 im Serum nicht mit dem Kklinischen Erfolg der
allergenspezifischen Immuntherapie korreliert. Sie scheint eher mit der applizierten
Allergendosis zusammenzuh&ngen. Wichtig ist deshalb nicht nur die Quantitat, sondern vor
allem die Aktivitat der allergenspezifischen 1gG4-Antikorper (Jutel und Akdis 2011; Gilles und
Traidl-Hoffmann 2012).

Im Verlauf einer allergenspezifischen Immuntherapie sind auch Veréanderungen im Zytokin-

Gleichgewicht erkennbar. Es zeigt sich eine Verschiebung des Zytokin-Gleichgewichts von
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Ty2 nach Tyl. Die Ty2-Zytokine IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13 nehmen ab, wahrend die Tyl-
Zytokine IL-12 und IFNy relativ oder absolut zunehmen (Jutel und Akdis 2011; Jutel et al.
2006). Vissers et al. beschreiben diese Verénderungen im Verhaltnis von IL-5 zu IL-10
(IL-5/IL-10-Ratio), das sich im Verlauf der allergenspezifischen Immuntherapie in Richtung
IL-10 verschiebt (Vissers et al. 2004). Wie oben erwéhnt steigen auch die inhibitorischen
Zytokine 1L-10 und TGFf an (Gogishvili et al. 2007; Vissers et al. 2004; Van et al. 1998).

Auch Histamin spielt eine bedeutende Rolle in der Induktion von Toleranz. Diese Wirkungen
werden Uber den Histamin Rezeptor H2 vermittelt. Die Sekretion von IL-10 durch
dendritische Zellen und Ty2-Zellen wird gesteigert. Umgekehrt wird die Sekretion von IL-12
von dendritischen Zellen sowie die Chemotaxis der eosinophilen Granulozyten gehemmt. Die
Proliferation von T-Zellen und damit deren Sekretion von Zytokinen wie IL-4 und IL-13 wird
gehemmt (Akdis et al. 2008). Histamin steigert auch die inhibitorische Wirkung von TGFf auf
T-Zellen (Kunzmann et al. 2003).

Diese durch die allergenspezifische Immuntherapie herbeigefiihrten Verédnderungen treten in
einem bestimmten zeitlichen Ablauf auf. In den ersten Tagen ist schon eine geringere
Mediatorenfreisetzung durch Mastzellen und basophile Granulozyten zu erkennen. Im Laufe
der ersten Woche steigt die Zahl der regulatorischen T-Zellen an. Im weiteren Verlauf steigt
sowohl der Spiegel der allergenspezifischen Antikorper IgE und 1gG4 an. Wéahrend die 1gG4-
Antikorper danach weiter steigen, sinken die IgE-Antikbrper im Verlauf der
allergenspezifischen Immuntherapie dann wieder ab. Fir das erst spat absinkende IgE
werden langlebige Plasma-Zellen verantwortlich gemacht, die das IgE noch lber langere Zeit
produzieren. Die Gewebereaktion nimmt ebenfalls erst ziemlich spat im Verlauf der
allergenspezifischen Immuntherapie ab, die Anzahl der Mastzellen und eosinophilen
Granulozyten im Gewebe sinkt (Jutel und Akdis 2011; Gilles und Traidl-Hoffmann 2012;
Akdis und Akdis 2011).
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Abbildung 3: Molekulare Effekte der ASIT

Durch die ASIT sinkt die Anzahl der Antikdrper der Klasse IgE, wéahrend die der Klasse IgG4 steigen.

Die Zahl der Effektorzellen der Allergie, eosinophile Granulozyten (E), basophile Granulozyten (B) und
Mastzellen (MC) sinkt.

Die Tu2-Zytokine sinken, wéhrend die Anzahl der immunsuppressiven Zellen und immunsuppressive
Zytokine ansteigen.

1.2.10 Einflussfaktoren und Verbesserung der Wirkung

Obwohl die allergenspezifische Immuntherapie eine gut etablierte Therapiemodalitat ist, liegt
es doch im Interesse, sowohl die Effektivitat als auch die Vertraglichkeit der
allergenspezifischen Immuntherapie zu verbessern, um in Zukunft mehr Patienten durch
diese Therapie helfen zu kénnen. Es gibt verschiedene Mdglichkeiten die Effektivitat der
allergenspezifischen Immuntherapie zu steigern. Die wichtigsten Mechanismen hierbei sind
einerseits die Gabe verbesserter beziehungsweise veranderter Allergene, andererseits die

Gabe von Adjuvantien.

Allergene werden immer weiter dahingehend verbessert, dass sie weniger allergen und
trotzdem genauso immunogen wirken. Das wird erreicht, indem man Allergene herstellt, die
nicht so gut an ihren spezifischen IgE-Antikérper binden und damit die Sofortreaktion Uber
die Mediatorfreisetzung von Mastzellen nicht oder nicht so gut auslésen kénnen, aber
andererseits die Rezeptoren der T-Zellen so gut binden, dass sie eine Immunmodulation und
T-Zell-Toleranz induzieren kdnnen. Dies ist deshalb moglich, da IgE-Antikdrper und B-Zell-
Rezeptoren nur komplexe dreidimensionale Strukturen erkennen, wahrend T-Zell-
Rezeptoren lineare Epitope erkennen. Es gibt verschiedene Anséatze zur Verbesserung der
Allergene, die im Artikel ,Mechanisms of allergen-specific immunotherapy“ (Akdis und Akdis
2007) zusammengefasst wurden. Eine Mdglichkeit ist die Fusion von verschiedenen Major-
Allergenen zu einem rekombinanten Allergen. Auch kénnen Fragmente von Major-

Allergenen zu sogenannten chiméren Allergenen fusioniert werden. Durch sterische
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Hinderung wird die IgE-Bindung vermindert. Ferner wurde durch die Polymerisierung von
Major-Allergenen eine verminderte Allergenitat erzielt. So zeigte die Trimerisierung von
Betv 1l eine Verminderung der Mediatorenfreisetzung. Eine weitere Maoglichkeit ist die
Erstellung von Peptiden, die den T-Zell-Epitopen entsprechen und keine F&higkeit zur
Bindung von IgE aufweisen. Ebenso ist es moglich, Allergene zu fragmentieren und somit die
T-Zell-Epitope zu erhalten, wahrend die IgE-Bindungsstellen zerstort werden.

Durch die Gabe von Adjuvantien kann die Effektivitat und die Sicherheit der
allergenspezifischen Immuntherapie gesteigert  werden. Depotpraparate mit
Aluminiumhydroxid und L-Tyrosin verhindern die Dissemination der Allergene, erhalten ihre
Konzentration im Gewebe und vermindern somit auch systemische Reaktionen (Bidad et al.
2011).

Liganden der Toll-like-Rezeptoren werden ebenfalls als Adjuvantien verwendet. Toll-like-
Rezeptoren befinden sich insbesondere auf antigenprasentierenden Zellen. lhre Aufgabe
besteht darin, PAMPs (pathogen-associated molecular patterns), also pathogen-spezifische
Molekile, zu erkennen. Bindung von Liganden an Toll-like-Rezeptoren fiihrt zur Aktivierung
des Transkriptionsfaktors NF-kB und damit zur Bildung von Zytokinen. Die Aktivierung Uber
Toll-like-Rezeptoren fuhrt zu einer Tyl-dominierten Immunantwort und damit zur
Verschiebung des Zytokin-Gleichgewichts zu Ungunsten einer Ty2-Antwort. Als Beispiel
seien DNA-Bestandteile wie CpG (cytosine phosphorothionate guanosine), ein Ligand des
Toll-like-Rezeptors 9 und MPL, ein LPS-Derivat, welches an Toll-like-Rezeptor 4 bindet,
genannt. Diese Toll-like-Rezeptor-Liganden, an Allergene gekoppelt, steigern die Tyl-
Antwort (Bidad et al. 2011; Frew 2010; Johansen et al. 2005). Auch Liganden des Toll-like-
Rezeptors 2, wie Lipopeptide und Peptidoglycane, haben Tyl-verstarkende und Ty2-
schwachende Eigenschaften (Johansen et al. 2005; Ring und Gutermuth 2011). Ebenso
wirken sie regulatorisch, indem sie regulatorische T-Zellen, sowohl CD4" als auch CD8",
aktivieren (Tsai et al. 2010).

Es wurde gezeigt, dass auch mykobakterielle Adjuvantien das Risiko fir allergische
Reaktionen senken (Ring und Gutermuth 2011; Bidad et al. 2011, Stirling und Chung 2000).
Die Bindung des Allergens an virusartige Partikel (virus-like particles) verbessert die Wirkung
der allergenspezifischen Immuntherapie. Die Immunogenitat wird dadurch im Vergleich zur
Allergenitat gesteigert (Ring und Gutermuth 2011; Bidad et al. 2011).

Ma et al. (Ma et al. 2010) zeigten, dass die Gabe von Vitamin D3 die Effektivitat der
allergenspezifischen Immuntherapie steigert. Vitamin D3 hat nicht nur Wirkungen im Bereich
des Calcium- und Phosphatstoffwechsels, sondern auch immunmodulatorische

Eigenschaften. Viele Zellen des Immunsystems haben membranstandige oder zytosolische
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Vitamin D3-Rezeptoren, zum Beispiel B- und T-Zellen, dendritische Zellen und Makrophagen
(Ma et al. 2010).

Fur Omalizumab, einen rekombinanten humanisierten monoklonalen Antikdrper gegen IgE
(Anti-IgE-Antikorper), wurde ebenfalls eine Verbesserung der allergenspezifischen
Immuntherapie nachgewiesen. Dieser Antikérper bindet I6sliches IgE und verhindert die
Bindung der IgE-Antikérper an die Fce-Rezeptoren auf Mastzellen, Basophilen,
Makrophagen und dendritischen Zellen. Es wurde gezeigt, dass die Wirkung der
allergenspezifischen Immuntherapie gesteigert wird und dass Nebenwirkungen der
allergenspezifischen Immuntherapie, vor allem systemische Nebenwirkungen, weniger
haufig auftreten. Mit der Pramedikation mit Omalizumab soll erreicht werden, dass durch
eine groéRere Sicherheit der allergenspezifischen Immuntherapie die Indikationsstellung
dieser Therapie ausgeweitet werden kann. Dies ist vor allem bei Patienten mit erh6htem
Risiko, zum Beispiel Asthmapatienten, oder bei Patienten, bei denen die allergenspezifische
Immuntherapie auf Grund von unerwinschten systemischen Wirkungen nicht (weiter)

durchgefuhrt werden kann, besonders relevant (Kopp et al. 2009; Kopp 2011).

Es wurden auch Studien durchgefiihrt, die als Adjuvantien Inhibitoren der Ty2-Zytokine IL-4
und IL-13 einsetzten. Diese Inhibitoren konnten zwar die Sensibilisierung durch Allergene
vermindern, auf die allergenspezifische Immuntherapie zeigten sie jedoch nicht die erwartete
Wirkung (Gogishvili et al. 2007).

Fir eine weitere Verbesserung der Wirksamkeit der allergenspezifischen Immuntherapie
wurden auch neue Applikationsformen in Betracht gezogen. Senti et al. beschrieben die
intralymphatische Immuntherapie, bei der, unter sonografischer Kontrolle, die Allergene tber
oberflachliche Lymphknoten appliziert werden. Die Vorteile dieses Verfahrens sind zum
einen die weniger haufigen Injektionen und die geringere Dosis an Allergenen die bendétigt
wird. Zum anderen ist laut Senti et al. die ILIT (intralymphatic immunotherapy) sehr gut
vertraglich, sehr effektiv, quasi schmerzfrei und férdert die Compliance der Patienten (Senti
et al. 2009; Bidad et al. 2011).

1.3 Tumornekrosefaktor a — TNFa

1.3.1 Definition

Der Tumornekrosefaktor a, kurz TNFa, ist ein Zytokin mit zahlreichen verschiedenen
Funktionen und Eigenschaften. Er spielt eine Rolle im Immunsystem, bei
Entziindungsreaktionen, in der Apoptose und der Hemmung von Zellwachstum. Ebenso hat

TNFa  wachstumsférdernde  Eigenschaften und  wirkt als Wachstums- und
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Differenzierungsfaktor. TNFa vermittelt seine Wirkungen Uber Zellregulation und im

Zusammenspiel mit anderen Zytokinen und Mediatoren.

1.3.2 Geschichte

Urspringlich hatte TNFa Bedeutung in der Tumortherapie. Schon vor Uber hundert Jahren
wurden Falle von Tumorpatienten beobachtet, bei denen es, vor allem im Rahmen einer
begleitenden Infektion, zur Tumorregression oder sogar Heilung kam. Um 1890 entwickelte
William Coley eine Tumortherapie mit bakteriellen Toxinen. Diese Therapie wurde jedoch
bald von den neueren Radio- und Chemotherapien abgeldst. Spater fand man heraus, dass
das Phanomen der Tumorregression Uber Lipopolysaccharide beziehungsweise Endotoxin
vermittelt wurde (Balkwill 1989; Wanebo 1989). O’Malley beschrieb 1962, dass diese
Eigenschaft Uber das Serum behandelter Tiere Ubertragbar sei (Balkwill 1989). 1975
benannte Carswell diese vermittelnde Substanz ,Tumornekrosefaktor (Carswell et al. 1975).
Fast zehn Jahre spater wurde das menschliche Gen fir TNF sequenziert (Balkwill 1989;
Wanebo 1989).

1.3.3 Struktur von TNFa

Das Gen von TNFa liegt auf dem kurzen Arm von Chromosom 6 (Chr 6p21.3) und befindet
sich damit in der Region, die auch fir MHC-Molekiile codiert. Es enthalt vier Exons. Zuerst
wird TNFa in der Zelle als 26 kDa schweres und 233 Aminosauren langes Propeptid
produziert (Wanebo 1989). Dieses Propeptid wird zuerst als Transmembranprotein in die
Zellmembran transportiert. Es ist ein sogenanntes Typ-ll-Membranprotein, was bedeutet,
dass es sich um ein Protein mit einer einzelnen Transmembranhelix handelt, dessen N-
terminales Ende auf der zytosolischen Seite der Membran liegt (Hehlgans und Mannel
2002). Auch hier ist es schon biologisch aktiv (Hehlgans und Pfeffer 2005). Es wird von der
Metalloprotease TACE (TNFa Converting Enzyme) gespalten und dadurch entsteht die
I6sliche Form des TNFa. Diese ist 157 Aminosauren lang und ist 17 kDa schwer. Der
isoelektrische Punkt liegt bei 5,3 (Wanebo 1989). Diese Form lagert sich zumeist als
Homotrimer zusammen und bildet das 51 kDa schwere aktive, 16sliche TNFa (Balkwill 1989).
Nur so kdnnen die TNF-Rezeptoren aktiviert werden (Eck und Sprang 1989).

1.3.4 Freisetzung von TNFa

Die Freisetzung von TNFa erfolgt Gber verschiedene Wege. Zum einen kann TNFa Uber die
Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren und die weitere Vermittlung tber den NF-kB Signalweg
produziert werden (Janeway und Murphy 2009, S. 536). Die Liganden fir Toll-like-
Rezeptoren sind zum Beispiel Bestandteile der Bakterienwand wie zum Beispiel

Lipopolysaccharide. Nach Stimulation durch Endotoxin ist die maximale Serumkonzentration
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des TNFa nach zwei Stunden erreicht, allerdings sinkt sie aufgrund der kurzen Halbwertszeit
(18,2 Minuten) auch sehr schnell wieder ab (Oliver et al. 1993). Auch Viren kbénnen die
Freisetzung von TNFa triggern. Andere Zytokine wie IL-1 und IFNy, aber auch CSF (colony
stimulating factors) konnen ebenfalls die Bildung von TNFa induzieren.

Produzenten des TNFa sind vor allem Makrophagen und Monozyten, besonders die Kupffer-
Zellen der Leber und peritoneale Makrophagen, gefolgt von Monozyten aus dem Blut und
Makrophagen der Milz (Wanebo 1989). Aber auch Lymphozyten, dendritische Zellen und
sogar Mastzellen konnen die Quelle fir TNFa sein (Balkwill 1989; Hehlgans und Mannel
2002; Janeway und Murphy 2009, S. 79).

Hemmend auf die Freisetzung von TNFa wirkt exogenes Insulin und PGE2. Ebenso senken
B-Blocker und Adrenalin den TNFa-Spiegel (Wanebo 1989).

1.3.5 Funktion

1.3.5.1 TNFa als wachstumsférdernder und zytotoxischer Faktor

TNFa ist gekennzeichnet durch eine Vielzahl von verschiedenen Funktionen.

Eine wichtige Rolle spielt TNFa im Zellwachstum und der Zellteilung. TNFa wirkt dabei
synergistisch mit Wachstumsfaktoren wie EGF (epidermal growth factor), PDGF (platelet
derived growth factor) und Insulin und stimuliert sowohl deren Produktion als auch eine
erhdhte Expression ihrer Rezeptoren. TNFa aktiviert second messenger wie c-myc oder
MAPK (mitogen-activated protein kinase) und vermittelt so den Ubergang der GO in die G1-
Phase im Zellzyklus und wirkt somit mitogen (Vietor et al. 1993; Balkwill 1989). Dieser Effekt

wurde zuerst in Fibroblasten gezeigt (Palombella et al. 1988).

Im Gegensatz dazu hat TNFa aber auch zytostatische und zytotoxische Eigenschaften.
TNFa unterstiitzt ebenfalls die Aktivitat von Makrophagen in der Abtdtung bestimmter
Immunzellen durch beispielsweise die Induktion der NO-Produktion (Janeway und Murphy
2009, S. 455).

Namensgebend fur TNFa war die zytotoxische Wirkung gegeniiber bestimmten Tumoren, die
zur Regression und in einigen Fallen sogar zum vdlligen Verschwinden von Tumoren fiihrte
(siehe auch Kapitel 1.3.2). Asher et al. beschrieben den Einfluss von TNFa auf verschiedene
Tumoren in Mausen. Sie fanden heraus, dass die Fahigkeit zur Einleitung der Nekrose der
Tumorzellen von der Immunogenitat der verschiedenen Tumoren abhangt. Bereits 24
Stunden nach TNF-Gabe fand sich eine deutliche Nekrosezone in bestimmten Tumoren,
nach 72 Stunden fand sich ein Gemisch aus Entziindungszellen und Zellschatten der
Tumorzellen (Asher et al. 1987). Die zytotoxischen Effekte des TNFa werden Uber die
sogenannte Todesdoméne an Rezeptoren vermittelt und Uber die folgende Caspasen-

Aktivierung eingeleitet (Hehlgans und Pfeffer 2005) (siehe auch Kapitel 1.3.6). Auch toxische
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Leukotriene und freie Radikale sind unter anderem an der Zytostase beteiligt (Balkwill 1989).
Es wurde ebenfalls gezeigt, dass TNFa synergistisch mit einer Reihe von Zytostatika wirkt

(Regenass et al. 1987).

1.3.5.2 TNFa und Kachexie

Die Ausschittung von hohen Mengen von TNFa flihrt zu Gewichtsverlust und folgend zur
Kachexie. Cerami et al. beschrieben als Ursache vor allem eine Hemmung der
Lipoproteinlipase. Die Lipoproteinlipase ist fur die Hydrolyse der Triacylglyceride und somit
fur die Versorgung der Fettzellen mit Fettsduren zustdndig. Somit ist eine
Hypertriglyceridamie bei Entzindungen nachweisbar. Da TNFa vor allem bei chronischen
Erkrankungen und Tumoren erhdht ist, und es Nachweise gibt, dass die Tumorzellen selbst
potente TNFa-Produzenten sind, ist in diesen Fallen oft eine Kachexie zu beobachten
(Tumorkachexie) (Cerami und Beutler 1988).

In den 1980er Jahren wurde die Ursache der Kachexie einem Zytokin namens Cachektin
zugeschrieben. Spater fand man jedoch heraus, dass Cachektin dem TNFa entspricht
(Beutler et al. 1985).

1.3.5.3 TNFa im Immunsystem und in der Entziindung

Die Wirkung des TNFa auf das Immunsystem beginnt schon in dessen Entwicklung. Bei
fehlendem TNFa ist die Bildung von follikularen dendritischen Zellen blockiert, die Bildung
der Peyer Plaques ist gehemmt (Hehlgans und Pfeffer 2005). Auch die Mikroarchitektur der
weillen Pulpa der Milz ist gestort (Janeway und Murphy 2009, S. 380). TNFa hat auch
Einfluss auf verschiedene Zellen des Immunsystems: neben der oben erwdhnten Stimulation
der Phagozytoseaktivitdt der Makrophagen aktiviert TNFa auch neutrophile Granulozyten
und B-Zellen und fordert die Antikorperproduktion. TNFa steigert die MHC-1 Expression und
die IL-1 Produktion. TNFa und IL-1 haben viele gemeinsame Wirkungen, vor allem im
Bereich der Entziindungsreaktion. Beide wirken proinflammatorisch und induzieren Fieber
(Dinarello et al. 1986). Allerdings unterscheiden sie sich dadurch, dass IL-1 weniger
zytotoxische Eigenschaften aufweist und die MHC-Produktion nicht so ausgepragt steigert
wie TNFa (Dinarello et al. 1986). Auch fordert TNFa die Bildung von Interferon y und GM-
CSF, wodurch dber eine positive Rickkopplung auch wieder die Freisetzung von TNFa

gesteigert wird (Wanebo 1989).

TNFa ist auch bei akuten Entziindungen mafgeblich beteiligt. In der Leber fordert er die
Bildung von Akute-Phase-Proteinen, wie CRP (C-reaktives Protein), Komplementfaktoren,
Fibrinogen, Prothrombin und Weiteren (Deetjen und Alzheimer 2005, S. 388ff; Hof et al.
2005, S. 104). Durch eine Steigerung der COX-2 (Cyclooxygenase 2) kommt es zur erhdhten

Bildung von PGE2 und folglich im Hypothalamus zur Auslésung von Fieber (Janeway und
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Murphy 2009, S. 117). TNFa spielt auch eine Rolle in der Endothelaktivierung. Er steigert die
Permeabilitat der Gefal3e, I6st Tight junctions (Janeway und Murphy 2009, S. 606) und
fordert die Expression von Adhasionsmolekilen wie Selektinen, die aus den Weibel-Palade-
Korperchen der Endothelzellen freigesetzt werden (Janeway und Murphy 2009, S. 114).
Selektine erkennen Integrine auf Leukozyten, leiten die Adh&asion dieser Zellen ein und
ermoglichen schlieRlich die Diapedese. So kommt es zur Bildung von Odemen, zur
vermehrten Durchblutung von Geweben und schlieBlich auch zur Gewebezerstérung
(Hehlgans und Mannel 2002). Durch eine von TNFa verursachte Steigerung der lokalen
Gerinnungsaktivitat wird versucht, die Entziindung moglichst lokal zu halten und die weitere
Ausbreitung von Pathogenen zu verhindern (Janeway und Murphy 2009, S. 117).

Auch bei vielen Autoimmunerkrankungen und chronischen Erkrankungen ist TNFa erhoht, so
zum Beispiel bei Erkrankungen des rheumatischen Formenkreises. Hier sind seit langerem
Antikérper gegen TNFa therapeutisch im Einsatz. Seit einigen Jahren mehren sich in der
Literatur Hinweise, dass auch eine Stimulation des TNFR2, zum Beispiel mit TNFa-
Agonisten kinftig in der Therapie von zum Beispiel Autoimmunerkrankungen eingesetzt
werden konnten. Es konnte namlich gezeigt werden, dass hierdurch nicht nur Tegs Stimuliert
werden, sondern auch autoreaktive T-Zellen selektiv zerstort werden (Faustman und Davis
2010; Faustman und Davis 2013).

Als Maximalvariante kann TNFa auch einen septischen Schock mit Kreislaufversagen
auslésen. Im Rahmen der akuten Entzindung sind neben TNFa auch IL-6 und IL-18
beteiligt, die synergistisch wirken. Diese drei Zytokine werden auch als endogene Pyrogene
bezeichnet (Janeway und Murphy 2009, S. 117). In Ratten, die rekombinanten TNFa
erhielten, konnte ein schockéhnlicher Zustand ausgeldst werden (Cerami und Beutler 1988).
Im Umkehrschluss wurde gezeigt, dass in TNF-Rezeptor-defizienten Mausen kein septischer
Schock ausgelost werden kann (Pfeffer et al. 1993), allerdings kann die entziindliche
Reaktion auch nicht begrenzt werden. Das weist auch auf immunregulatorische Funktionen
des TNFa hin.

1.3.5.4 Immunregulatorische Funktionen von TNFa

Es gibt viele Hinweise flr immunregulatorische Funktionen von TNFa. TNFa ist neben IFNy
ein starker Aktivator der IDO (Indolamin-2,3-Dioxygenase). Diese hat immunsuppressive
Eigenschaften zum Beispiel die Induktion von T4 (Chen et al. 2008a; Li et al. 2011). Tiegs
konnen auch direkt durch TNFa induziert werden. Diese Aktivierung wird Gber den TNFR2
vermittelt (Chen et al. 2007). TSG-6 ist ein TNFa-induziertes Protein, das ebenfalls
antiinflammatorische Eigenschaften aufweist (Wisniewski und Vilcek 1997). Ob und wann

TNFa pro- oder antiinflammatorisch wirkt, scheint unter anderem von der Dosis des TNFa
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und der Dauer der Wirkung abzuhé@ngen. Auch die postseptische Immunsuppression scheint
durch TNFa verursacht (Chen et al. 2007).

1.3.5.5 Weitere Funktionen

TNFa schitzt Zellen vor der Infektion durch Viren, schafft also einen antiviralen Status.
Allerdings ist dieser Effekt nicht so ausgepragt wie bei den a- und B-Interferonen (Balkwill
1989).

Die Rolle von TNFa im Knochen besteht in der Aktivierung von Osteoklasten und damit im
Knochenabbau. Auch Chondrozyten werden zum Abbau von Proteoglycanen und zur
Sekretion von knorpelabbauenden Enzymen wie zum Beispiel Kollagenase stimuliert.
Prostaglandin E2 steigt unter TNFa-Einwirkung an (Dayer et al. 1985; Wanebo 1989).

Ferner ist TNFa an der Neoangiogenese beteiligt (Balkwill 1989).

Entziindung

Schock
/—\_

Zelltod

Tumor-
regression

Knochen-/
Knorpel-
abbau

Immun-
regulation

Abbildung 4: Zusammenfassung der wichtigsten Funktionen von TNFa

1.3.6 Die TNF-Familie und ihre Rezeptoren

Zur TNF/TNFR Superfamilie gehtren zwischenzeitlich mehr als 40 Molekile (Hehlgans und
Pfeffer 2005). Bei den Liganden gehdren neben TNFa auch Lymphotoxin a (LTa) und
Lymphotoxin B (LTB) zur engeren TNF-Familie. Weitere Liganden sind zum Beispiel FASL
(Fas Ligand), RANKL (receptor activator of nuclear factor kappa-B ligand), APRIL (a
proliferation induced ligand), und OX40L. Bei den Rezeptoren kann man verschiedene
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Gruppen unterscheiden: FAS (CD95), TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand
receptor), TRAMP (TNF-like receptor apoptosis mediating protein) und TNFR1
(Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1) besitzen alle eine sogenannte Todesdoméane und kénnen
somit die Apoptose der Zielzelle einleiten.

OX40, TNFR2 (Tumornekrosefaktor-Rezeptor 2), CD27, CD30, CD40, LTBR und RANK
(receptor activator of NF-kB) hingegen haben TIMs (TRAF-interacting motifs). Damit kbnnen
sie TRAFs (TNFR-associated factor) binden. Bisher sind 6 TRAFs bekannt, die die
Rezeptoren, weitere Signalmolekile und IAPs (inhibitors of apoptosis) binden kdnnen
(Hehlgans und Pfeffer 2005).

1.3.6.1 Liganden

1.3.6.1.1 Lymphotoxin a (LTa)

Das Zytokin Lymphotoxin a, auch TNFB genannt, gehort ebenfalls zur TNF-Familie. Dieses
Zytokin hat ahnliche Eigenschaften wie TNFa. Auch die zugehdrigen Gene finden sich in
direkter Nachbarschaft. Die beiden Molekile stimmen zu 30% ihrer Aminosauren Uberein
und nutzen die gleichen Zellrezeptoren. Allerdings ist von Lymphotoxin a keine
membranstandige Form bekannt (Balkwill 1989). Lymphotoxin a wird von aktivierten T-
Lymphozyten produziert. Auch Lymphotoxin a lagert sich zu Homotrimeren zusammen,
gleichwohl sind auch Heterotrimere mit LT bekannt. Die Homotrimere aktivieren, wie TNFa
selbst, die beiden TNFa-Rezeptoren TNFR1 und 2 (Hehlgans und Mannel 2002).

1.3.6.1.2 Lymphotoxin 8 (LTB) und LIGHT

LTB wird ebenfalls von aktivierten Lymphozyten exprimiert. LTB existiert nur als
membranstandiges Molekul, eine I6sliche Form ist bis dato unbekannt. Diese
membranstandige Form kann Heterotrimere mit LTa bilden: LTaif, und LTayB:. LTayB:
bindet ebenso wie LTa und TNFa an die Rezeptoren TNFR 1 und 2, wahrend LTa;[3, an den
LTB-Rezeptor (LTBR) bindet. Dieser Rezeptor bindet auch den Liganden LIGHT
(lymphotoxin-like, exhibits inducible expression, and competes with herpes simplex virus
glycoprotein D for HVEM, a receptor expressed by T-lymphocytes), wahrend LIGHT auch
noch an den spezifischen Rezeptor HYEM (Herpes Virus Entry Mediator) bindet (Hehlgans
und Mannel 2002; Hehlgans und Pfeffer 2005).

1.3.6.2 Rezeptoren
Die vielfaltigen Wirkungen von TNFa werden Uber zwei membranstandige Rezeptoren
vermittelt, Tumornekrosefaktor-Rezeptor (TNFR) 1 und 2. Diese sind in ihrer extrazellularen

Doméne sehr ahnlich und zeichnen sich unter anderem durch Cystein-reiche Doméanen und

27



Disulfidbriicken aus (Hehlgans und Pfeffer 2005), unterscheiden sich jedoch deutlich in ihrer
intrazellularen Doméne und ihrer Signaltransduktion. Die Anzahl der Rezeptoren kann durch
zum Beispiel IFNy gesteigert werden (Wanebo 1989).

1.3.6.2.1 TNFR1

Dieser Rezeptor, auch p55 oder CD120a genannt, hat eine Masse von 55-60 kDa. TNFR1
wird auf fast allen Geweben exprimiert. Vor allem der l6sliche TNF ist ein Ligand des TNFR1,
wobei auch der membranstandige TNF gebunden wird. TNFR1 kann durch eine
intrazellulare sogenannte Todesdoméne die Apoptose der Zielzelle einleiten. Nach Bindung
von TNFa lagert sich der Rezeptor zu Trimeren zusammen (Janeway und Murphy 2009, S.
458), wird internalisiert und bindet Adaptermolekile. Dazu gehdren TRADD (TNFR-
associated Death Domain) und FADD (Fas-associated Death Domain). Diese bilden
gemeinsam den DISC (Death-inducing signaling complex). Dieser wiederum bindet die
Procaspase 8, die sich durch ihre hohe lokale Konzentration autokatalytisch spaltet. Dadurch
wird Caspase 8 freigesetzt und es kommt zur kaskadenartigen proteolytischen Aktivierung
weiterer Caspasen, die durch ihre proteolytische Aktivitdt zum Zelltod fiihren. Zuerst werden
Proteine des Zytoskeletts gespalten und anschlieRend die dadurch freigesetzte DNA
fragmentiert (Hehlgans und Mannel 2002). Um eine falschliche oder Liganden-unabhangige
Aktivierung der Todesdomanen zu vermeiden, gibt es die SODDs (silencer of death
domains). Diese binden die Todesdoménen und verhindern die Rekrutierung von TRADD
(Hehlgans und Pfeffer 2005). Bei Ligandenbindung dissoziiert SODD und ermdglicht die
Bindung von TRADD. Durch die IAPs (inhibitors of apoptosis) wird ebenfalls die Einleitung
der Apoptose verhindert. Die IAPs hemmen die Effektor-Caspasen. Induziert werden die
IAPs unter anderem Uber den NF-kB-Signalweg.

TRADD kann aber auch einen anderen Signalweg vermitteln, indem es TRAF2 (TNF-
associated factor 2) und RIP (receptor interacting protein) anregt. Dadurch werden weitere
Signalwege aktiviert, so der NF-kB- und der AP-1-Signalweg. Im NF-kB-Signalweg wird
zunachst die IKK (IkB-Kinase) aktiviert. Diese phosphoryliert die kB, ein NF-kB-
inhibierendes Molekdl. Durch die Phosphorylierung wird NF-kB freigesetzt und ist nun aktiv.
Weitere Signalwege laufen Uber die Aktivierung von MAP-Kinasen, so zum Beispiel p38 und
JNK/AP-1 (Faustman und Davis 2010; Janeway und Murphy 2009, S. 297). Durch diese
Signalwege werden eher anti-apoptotische Signale und Transkriptionsfaktoren aktiviert und
eine inflammatorische Reaktion ausgeldst (Hehlgans und Mannel 2002). Diese Signalwege
konnen im Gegensatz zum apoptoseinduzierenden Signalweg auch ohne eine

Internalisierung des Rezeptors stattfinden.
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1.3.6.2.2 TNFR2

Dieser Rezeptor, auch p75 oder CD120b genannt, hat eine Masse von 75-80 kDa. TNFR2
hat keine Todesdoméne und ist somit nicht direkt apoptoseauslosend. Er kommt nicht
ubiquitar vor, sondern hauptsachlich in lymphatischem Gewebe. Die Expression wird genau
reguliert. TNFR2 wird vor allem durch den membranstandigen TNF aktiviert. Der Rezeptor
bindet bei Aktivierung TRAF2 und aktiviert den NF-kB-Signalweg, den JNK/AP-1-Signalweg,
den p38/MAPK Signalweg, den ERK (extracellular signal-regulated kinase)-Signalweg und
den PI3K (phosphoinositide 3-kinase)-Signalweg. Diese wirken durch die Hochregulierung
von den TNF-assoziierten Proteinen 1 und 2 (TRAF1 und 2) und den Apoptose-Inhibitoren c-
IAP 1 und 2 anti-apoptotisch. Allerdings beobachtete man eine erhOhte Apoptoserate bei
gleichzeitiger Aktivierung beider TNFa-Rezeptoren. Grell et al. vermuteten die Ursachen in
der durch TNFR2 ausgelésten endogenen Produktion von TNFa, die wiederum TNFR1
aktiviert und einer intrazellularen Beeinflussung von TNFR1 durch TNFR2 Uber TRAF2 oder
JNK (Jun N-terminal Kinase) (Grell et al. 1999; Hehlgans und Mannel 2002; Hehlgans und
Pfeffer 2005).

1.3.6.2.3 Icp75TNF Receptor Type 2

Hierbei handelt es sich um einen intrazellularen TNF-Rezeptor, der nicht auf der
Zellmembran exprimiert wird. Ansonsten entspricht der Aufbau des Rezeptors dem des
TNFR2-Rezeptors. Seine Aktivierung fuhrt zur Aktivierung von NF-kB und hat somit anti-
apoptotische und protektive Wirkungen. Das mag auch eine Erklarung dafir sein, dass
Zellen die TNF-Rezeptoren exprimieren und zugleich selbst TNF produzieren, gegen die

zytotoxischen Wirkungen des TNF geschitzt sind (Hehlgans und Mannel 2002).
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Abbildung 5: Signalweg der TNF-Rezeptoren

1.3.7 TNFa in der Therapie

Der therapeutische Einsatz von TNFa selbst ist aufgrund der nur kurzen Halbwertszeit nur
schwierig moglich. Die Halbwertszeit liegt bei nur 18,2 Minuten (Oliver et al. 1993). Eine
umso grofdere Rolle spielen jedoch Antikdrper gegen TNFa. Diese werden vor allem in der
Therapie von Autoimmunerkrankungen beziehungsweise Erkrankungen des Rheumatischen
Formenkreises eingesetzt (Faustman und Davis 2010). Als Beispiele seien die chronische
Polyarthritis, die Psoriasis-Arthritis, Psoriasis vulgaris, Morbus Crohn, Colitis ulcerosa und
Morbus Bechterew genannt. Die am haufigsten verwendeten Préparate sind Infliximab,
Adalimumab, Golimumab und Etanercept.

Infliximab, Handelsname Remicade®, ist ein monoklonaler, chiméarer Antikérper, der nur
intravends verabreicht werden kann. Die Infusionen erfolgen in Woche 0, 2 und 6,
anschliel3end alle 2 Monate. Die Halbwertszeit betragt 26 Tage. Adalimumab, Handelsname
Humira®, ist ein monoklonaler komplett humanisierter Antikdrper, der alle zwei Wochen
subkutan verabreicht wird und eine Halbwertszeit von 14 Tagen aufweist. Golimumab ist
ebenfalls ein monoklonaler komplett humanisierter Antikérper, welcher subkutan im Abstand
von 4 Wochen verabreicht wird. Etanercept, Handelsname Enbrel® ist ein Fusionsmolekdil
aus loéslichem TNF-Rezeptor und IgG1-Fc-Anteil. Die Anwendung erfolgt subkutan 1-2 mal
pro Woche. Die Halbwertszeit liegt bei 5 Tagen.

Unter Therapie mit TNFa-Antikbrpern konnen einige zum Teil schwerwiegende
Nebenwirkungen auftreten. So kann es zu lokalen Schwellungen und Reizungen der
Einstichstelle kommen. Kopfschmerzen und Grippe-&hnliche Symptome kénnen auftreten.
Die Infektionsneigung bis hin zu septischen Infektionen ist erhéht, vor allem was
opportunistische Infektionen betrifft. Da TNFa eine wichtige Rolle bei der Kontrolle einer

Tuberkulose-Infektion durch das Immunsystem spielt, kann es bei der Blockade von TNFa zu

30



einer Reaktivierung der Tuberkulose kommen. Deshalb ist ein negativer Tuberkulose-Test
vor Therapiebeginn notig. Auch autoimmunartige Erkrankungen, wie zum Beispiel das lupus
like syndrome oder Neuropathien konnen auftreten. Vor allem unter einer Therapie mit
Adalimumab kann es zu einer Verschlechterung einer Herzinsuffizienz kommen. Besonders
unter Infliximab als chimarem Antikdrper besteht das Risiko einer allergischen Reaktion und
eines Verlustes der Wirksamkeit aufgrund von Anti-Infliximab-Antikdrpern. Auch ein erhéhtes
Lymphomrisiko unter Anti-TNFa-Therapie wird diskutiert (Plewig 2012, S. 637—638, 2012, S.
1887-1892).

1.3.8 ASIT unter Anti-TNFa-Therapie

Hintergrund dieser Arbeit war der Fall einer Patientin in unserer Klinik. Diese Patientin litt an
rheumatoider Arthritis und M. Bechterew. Therapiert wurde sie mit Infliximab (Remicade®)
und anschlielend Etanercept (Enbrel®). Unter dieser Therapie waren ihre Erkrankungen
lange Zeit stabil.

Diese Patientin stellte sich mit einer Wespengiftallergie vor. Das spezifische IgE gegenuber
Wespengift lag bei Gber 100 kU/I. Die Patientin hatte in der Vorgeschichte mehrmals eine
schwere Anaphylaxie erlitten. Deshalb wurde bei ihr unter Abwégung der Risiken trotz Anti-
TNFa-Therapie eine allergenspezifische Immuntherapie eingeleitet. Es konnte unter der
Therapie kein Anstieg des allergenspezifischen 1gG4 nachgewiesen werden. Auch bei einer
Stichprovokation kam es zu einer allergischen Reaktion. Nach drei Jahren ASIT mit bereits
verdoppelter Dosierung, konnte immer noch kein IgG4-Anstieg nachgewiesen werden.

Es stellte sich nun die Frage, ob die Blockade des TNFa eine erfolgreiche ASIT unmdglich
macht beziehungsweise welche Rolle TNFa bei der ASIT spielt. Deshalb untersuchten wir im

Mausmodell die ASIT unter Behandlung mit einem Anti-TNFa-Antikorper.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung Kommentar Hersteller Bestellnummer
Albumin Bovine Bovines Roth 8076.3
Fraction V (BSA) Serumalbumin
Anti-mouse/rat TNFa- | Functional Grade eBioscience 16-7423-85
Antikdrper Img/ml Purified, CloneTN3-

19
Citrat (Citric acid CsHsO4 Sigma C-1909
monohydrate)
Diff-Quik Farbeset (3 Medion 130832

Lésungen) Diagnostics

Fixierlésung:

Fast Green 2mg/l in

Methanol

Farbeldsung I:

1,22 g/l Eosin Y in

Phosphat-Puffer

Farbelésung Il

1,1 g/l Thiazin in

Phosphat-Puffer
Dimethylsulfoxid C,HsSO Sigma D-8418
(DMSO0)
Di-natriumcarbonat Na,COs3 Sigma S-7795
Di-natrium- Na,HPO, Sigma S-9763
hydrogenphosphat (Sodium phosphate

dibasic)
Eosin Y Thermo scientific 6766008
Ethanol C,HsO Merck 1.00983.2511
Ether C,Hs—O-C;Hs Merck 1.00921.1000
Entellan Schnelleindeckmittel | Merck 107.961
FCS Fotales Kélberserum | PAA A15-041
Formaldehyd 37-40% | CH,O Staub
Hamalaun Saures Hamalaun Apotheke Klinikum

nach Mayer rechts der Isar
Imject Alum Alu hydroxide + mg | Thermo Scientific 77161

hydroxide + inactive
stabilizers

Pierce
Biotechnology

Kaliumchlorid

KCl

Merck

1.04933.0500
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Bezeichnung Kommentar Hersteller Bestellnummer
Kaliumdihydrogen- KH;PO, Merck 1.04873.1000
phosphat
Kaliumhydroxid KOH Merck 1.05021.0250
Ketamin 10% C13H16CINO WDT eG E1222044WDD
Limulus Amebocyte LAL Lonza 50-647U
Lysate QCL-1000 50-648U
LPS Lipopolysaccharid Invivogen Tirl-eklps
ultra pure E.coli K12
LPS5mg
Natriumchlorid NacCl Sigma S-9888
Natriumdihydrogen- | NaH,PO, Sigma S-9638
phosphat Sodium phosphate
monobasic
monohydrat
Natriumhydrogen- NaHCO; Merck 1.06329.0500
carbonat
OVA - Albumin from [ Crystallized + Sigma A-5503
chicken egg white lyophilized
Grade V essentially salt-free
Paraffin Paraplast 8 x 1 kg Mc Cormick 501006
Scientific
Perjodsaure PAS Kit Merck 1.01646
Pertex Schnelleindeckmittel | Medite Burgdorf PER 30000
GmbH
Phosphate Buffered pH 7,4 Gibco/Invitrogen 14190094
Saline (PBS), steril
Polyoxythylene- Tween 20 Sigma P-7949
Sorbitan CegH114026
Monolaureate
RPMI 1640 Gibco/lnvitrogen 21875-034
Salzsaure HCI, 32% Merck 1.00319.2500
Schiff’'sches Reagenz | PAS-Kit Merck 1.01646
Schwefelsaure H,SO, 96% Merck 1.00731.2500
Sodium dodecyl SDS 10% Fluka 71736
sulfat solution 10%,
100 ml
3,3,,5,5,' C16H20N2 Fluka 87748
Tetramethylbenzidine
Trizma Base C4H11NO3 Sigma T-1503
Trypan Blau 0,5% in | C34H24NgO14SsNa, Bohringer- 295833
NaCl 0,9% Mannheim
Xylazin 2% CoHigNoS Ani Medica
Xylol CsHio Merck 108681
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2.1.2 Arbeitsmaterial

Bezeichnung Kommentar Hersteller Bestellnummer
Aloecare TM Gentle | Handschuhe Meditrade 1231
Skin
C-Chip Disposable Digital Bio DHC-NO1
hemocytometer
System Neubauer
Improved
Cellstar 5ml Glaspipetten Greiner bio-one 606180
Cellstar 10 ml Glaspipetten Greiner bio-one 607180
Cellstar 20 ml Glaspipetten Greiner bio-one 760180
Cytofunnel Disposable Sample | Shandon 5991040
Chambers
Deckglaschen 18 x 18 mm Menzel GmbH BB018018A1l
Diamond D200 Pipettenspitzen Gilson RWG9/79634
200ul
Easypeal easyseal Sealing tape roll Nunc 236707
epT.l.LP.S. Standard | Pipettenspitzen Eppendorf 0030000.854
0,5-20 pl, 46 mm
epT.l.LP.S. Standard | Pipettenspitzen Eppendorf 0030000.870
2-200 pl, 53 mm
epT.l.LP.S. Standard | Pipettenspitzen Eppendorf 0030000.897
20-300ul, 55 mm
epT.l.P.S. Standard | Pipettenspitzen Eppendorf 0030000.919
50-1000 plI, 71 mm
Flachbodenplatten | fur LAL Nunc 167008
Histosetten Tissue Processing/ | Simport M490-12
embedding M490-5
cassettes
Minocaps (Einmal- [ end to end 4pl, 30- | Hirschmann 9000104
Kapillarpipette) 32mm Laborgerate
Mikroschraubréhre |2 ml Sarstedt 72.694.006
Neubauer CE Doppelt neolLab Migge 191844172
Zahlkammer Laborbedarf-
Vertriebs GmbH
Objekttrager 76 X 26 mm Menzel GmbH ISO 8037/1
Objekttrager- neolLab fiir 100 OTs | neoLab Migge 2-2436
Kasten Laborbedarf-
Vertriebs GmbH
Omnifix-F 1 ml Luer | Einmalspritze Braun 9161465V
Duo 25Gx5/8”
Omnifix-F 1ml Luer | Feindosierspritze Braun 9161406V

Solo

Tuberkulinspritze
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Bezeichnung Kommentar Hersteller Bestellnummer
Parafilm M Laboratory film American national 60631
Can
Chicago

Probenrdéhrchen (1 | zur Kabe Li1000A
ml) Plasmagewinnung
Reaction Tubes, 1,5 Greiner bio-one 616201
ml
Shandon far Cytospin Thermo Fisher 5991022
Filtercards white scientific
Tip-Tub, Trog zur Eppendorf 0030058.607
autoklavierbar Reagenzentnahme
Tube 15 ml Sarstedt 62.554.502
Tube 50 ml Sarstedt 62.547.254
Tube 0,5 ml Save Lock Tubes Eppendorf 0030121.023
Tube 1,5 ml Save Lock Tubes Eppendorf 0030120.086
Tube 2,0 ml Save Lock Tubes Eppendorf 0030120.094
Tube 4,5 ml Cryo Tube Vials Nunc 337516
Tube Sarstedt 55.476
Venflon Pro 20 GA, 1.26IN BD 393204
Venenverweilkaniile | 1.1x32mm
Zellkulturplatten Nunclon Surface Nunc 163320
96 well
2.1.3 Pipetten
Bezeichnung Kommentar ‘ Hersteller ‘ Bestellnummer
Eppendorf Pipette 0,5-10 pl Eppendorf 4910000.018
Reference
Eppendorf Pipette 2-20 pl Eppendorf 4910000.026
Reference
Eppendorf Pipette 2-20 pl Eppendorf 4910000.034
Reference
Eppendorf Pipette 10-100 pl Eppendorf 4910000.042
Reference
Eppendorf Pipette 50-200 pl Eppendorf 4910000.093
Reference
Eppendorf Pipette 100-1000 ul | Eppendorf 4910000.069
Reference
Transferpette -12 12-Kanal-Pipette Brand 30119a

20-200pl
Transferpette -S12 | 12-Kanal-Pipette Brand 30107a

20-200upl
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2.1.4 Gerate

Gerate Bezeichnung Hersteller
CO; Inkubator MCO-17AIC Sanyo Fisher
Cytozentrifuge Shandon Cytospin | Shandon

3

MA 2470E0102
Einbettautomat EG 1150 C Leica
Farbeautomat Tissue stainer COT | medite

20

Flussigstickstofftank | Apollo Messer-Griesheim
Gefrierschrank Economic Froster Bosch
Kafige Ventirack BioZone
VRClassic
(individually
ventilated cage
rack)
Kuhlschrank Profi Line Liebherr
Magnetrihrer RCTbasic IKA Labortechnik
Mikroskop DMLB Leica
Axiovert 40 CFL Zeiss
Mikrotom HM 355S Microm
pH-Meter CG 841 Schott
Photometer Multiscan Ascent Labsystems
Pipettierhilfen Accu Jet Brand
Swift Pet Abimed
Sterile Werkbank HeraSafe HS15 Heraeus
96109275
Sterile Werkbank HeraSafeHS15 Heraeus
96109276
Vernebler Pari-Boy Pari GmbH
LC Sprint Junior
Vortexer Bender/Hobein
MS 1 Minishaker IKA Labortechnik
Waage SBC 31 Scaltec Scaltec
Instruments
PB 303 Delta Range | Mettler Toledo
Warmeschrank TDO 50 Tissue medite
Drying Oven
Wasserbad 57°C PSI Medizintechnik
Grinewald
Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus/ Thermo

Thermo Electron
Corporation

Fisher
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Geréate Bezeichnung Hersteller
Zentrifuge Labofuge 400R Heraeus

Biofuge pico Heraeus

2.1.5 Tiere

Mausstamm Herkunft

C57BL/6 WT Charles River,
Deutschland

2.1.6 Betaubung, Ansatz

Bezeichnung Kommentar Hersteller
Ketamin/Xylazin Ketamin 10% WDT eG
Xylazin 2% Medica

1 ml Ketamin; 0,1
ml Xylazin, mit PBS
auf 10ml auffillen

2.1.7 Software

Software Hersteller Verwendungszweck
Ascent Software Version Thermo Labsystems ELISA Auswertung

2.6.

Citavi Literaturverwaltung
Microsoft Office Microsoft Corporation Statistische Auswertung,
Professional Edition 2010 Grafiken, Text
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2.1.8 Materialien fur ELISA

Bezeichnung

Nunc Maxi sorb 96
well U-Form
immuno plate

Kommentar
ELISA-Platte

Hersteller
Nunc

Bestellnummer
449824

BD OptEIA Set IL-5 | Mouse IL-5 ELISA BD Biosciences 555236
Set

BD OptEIA Set IL- Mouse IL-10 ELISA | BD Biosciences 555252

10 Set

BD OptEIA Set IFNy | Mouse IFNy ELISA | BD Biosciences 555138
Set

BD OptEIA Set Mouse TNF ELISA BD Biosciences 555268

TNFa Set

Mouse IL-13 Biosource/lnvitrogen | CMC2223

CytoSet

OVA - Albumin Coating ELISA OVA | Sigma A-5503

from chicken egg IgG1

white Grade V

Monoklonaler Anti- | Standard ELISA Sigma A-6075

Chicken Egg OVA IgG1

albumin Clone OVA

14

Biotin Anti-mouse Sekundéarer AK BD Pharmingen 553441

lgG1 0,5 mg/ml ELISA OVA IgG1

OVA - Albumin Coating ELISA OVA | Sigma A-5503

from chicken egg IgE

white Grade V

Mouse Anti- Standard ELISA Biozol BZL 05653

ovalbumin Igg 0,1 | OVA IgE

mg/ml

Biotin Anti-mouse Sekundéarer AK BD Biosciences 553419

IgE 0,5 mg/ml ELISA OVA IgE

Sheep Anti-mouse | Coating ELISA total | PC/ The Binding PC284

IgE IgE Site

IgG fraction,

monoclonal

34mg/ml

Purified Mouse IgE | Standard ELISA BD Pharmingen 557079

0,5 mg/ml total IgE

Biotin-Conjugated Sekundarer AK BD Pharmingen 553419

Rat Anti-mouse ELISA total IgE

IgE, monoclonal 0,5

mg/ml

Streptavidin Far alle 1Ig-ELISA Calbiochem 189733

Peroxidase 1mg/ml
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2.1.9 ELISA

2.1.9.1 Puffer und Reagenzien

Assay Diluent (500 ml)

e 50ml PBS, 10fach
e 50ml FCS

e 450 ml Aqua dest.

e Lagerung bei 4°C

BSA 3% (500 ml)

15g BSA (Albumin Bovine Fraction V)
50 ml Tris-Puffer, 10fach
450 ml Aqua dest.

Lagerung bei 4°C

Citrat-Puffer (Substrat-/Galatti-Puffer) (200 ml)

e 8,41 g Citrat (citric acid monohydrate)
e 180 ml Aqua dest.

e pH 3.95 mit 4M KOH einstellen

e auf 200 ml mit Aqua dest. auffillen

e Lagerung bei 4°C

Coating-Puffer fur ELISA: IL-5, IL-13, IFNy, Ig (500 ml)

o 4,20g NaHCO;(Natriumhydrogencarbonat)
e 1,789 Na,COs; (Di-natriumcarbonat)

e 500 ml Agqua dest.

e Lagerung bei 4°C
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Coating-Puffer fur ELISA: IL-10, TNFa (500 ml)

e 9,25 g NaH,PO, (Natriumdihydrogenphosphat)
e 5,90 g Na,HPO, (Di-natriumhydrogenphosphat)
e 450 ml Aqua dest.

e pH 6,5 mit4 M KOH einstellen

e auf 500 ml mit Aqua dest. auffillen

e Lagerung bei 4°C

HCI 5M (200 ml)

e 100 ml HCI 32%
e 100 ml Agqua dest.
e Lagerung bei RT

H,SO, 2M (Schwefelséure) (420 ml)

e 60ml H,SO, 96%
e 360 ml Agua dest.
e Lagerung bei RT

KOH 4M (200 ml)

e 44,88 gKOH
e 200 ml Agqua dest.
e Lagerung bei RT

PBS 10fach (1 )

e 80,0g NaCl (Natriumchlorid)

e 11,69 Na,HPO, (Di-natriumhydrogenphosphat)
e 20g KH,PO, (Kaliumdihydrogenphosphat)

e 2049 KCI (Kaliumchlorid)

e 900 ml Agqua dest.

e pH 7,4 mit 4M KOH einstellen
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e auf 1000 ml mit Aqua dest. auffillen

e Lagerung bei RT

Tris-Puffer 10fach (1 1)

e 60,55 g Trizma Base

e 800 ml Agua dest.

e pH 7,4 mit 5M HCI einstellen

e auf 1000 ml mit Aqua dest. auffillen

e Lagerung bei RT

TMB (1 ml)

24 mg TMB (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine)
500 pug Ethanol absolute
500 pg DMSO (Dimethylsulfoxid, C,HsSO)
Lagerung bei 4°C

Wasch-Puffer fur Ig-ELISA (2 1)

1800 ml Aqua dest.
200 ml Tris-Puffer 10fach

o 2 ml Tween 20 (Polyoxythylene-Sorbitan Monolaureate)

Lagerung bei 4°C

Wasch-Puffer flr Zytokin-ELISA (2 1)

1800 ml Aqua dest.
200 ml PBS 10fach

. 1 ml Tween 20 (Polyoxythylene-Sorbitan Monolaureate)

Lagerung bei 4°C
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2.2 Methoden

2.2.1 Tierhaltung

Es wurden weibliche C57BL/6 WT Mause verwendet, die bei Beginn der Versuche ca. 7
Wochen alt waren. Die Unterbringung erfolgte in einem spezifizierten, pathogenfreien (SPF)
Tierstall in belUfteten Ventiracks, wobei jeweils bis zu vier Tiere in einem Kafig gehalten
wurden. Zugang zu Wasser und Futter bestand ad libitum. Die Temperatur im Stall betrug

22°C, die Hell-/Dunkelphasen jeweils zwolf Stunden.

2.2.2 Blutenthnahme am Auge (Retrobulbarer Venenplexus)

Die anasthesierte Maus wurde mit dem Kopf leicht nach unten in der Hand gehalten. Mit
Daumen und Zeigefinger wurde die periorbitale Haut leicht gestrafft.

Mit einer Kapillare wurde im Augenwinkel, im Winkel von 45° in Richtung Orbitamitte,
eingestochen und die Kapillare dabei vorsichtig gedreht bis Blut in die Kapillare eintrat. Dann
wurde die Kapillare leicht zurtickgezogen und das Blut in einem Réhrchen aufgefangen.

Das Blut wurde 7 min bei 12.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand bis zur weiteren

Analyse der Immunglobulinspiegel im Serum mittels ELISA bei -20°C eingefroren.

2.2.3 Intraperitoneale Injektion (i.p.)

Die Mause wurden im Nacken mit Daumen und Zeigefinger fixiert und der Schwanz mit dem
kleinen Finger gefasst. Bei Injektion wurde die Maus mit dem Kopf leicht nach unten
gehalten um Verletzungen der inneren Organe zu vermeiden.

Die Injektion erfolgte im 30° Winkel knapp Uber einer gedachten Verbindungslinie beider
Knie in den unteren rechten Quadranten des Abdomens nahe der Mittellinie, um eine
Injektion in das Caecum zu verhindern.

Die Injektionsldsung wurde in maRigem Tempo und mit angemessenem Druck verabreicht.

2.2.4 Subkutane Injektion (s.c.)

Die Mause wurden im Nacken gehalten, dabei eine Hautfalte gebildet und in diese
Nackenfalte parallel zur Korperachse der Maus in moderater Geschwindigkeit injiziert.

Zuvor war das Nackenfell der Mause rasiert worden, um den Einstich zu erleichtern und

einen korrekten Einstich zu gewabhrleisten.

2.2.5 Anasthesie
Fur eine Kurznarkose wurden die Mause mit Ether betaubt.
Fur eine bis zu 30 min dauernde Narkose wurde eine Kombination aus Ketamin und Xylazin

eingesetzt, um eine gute Allgemeinanasthesie beziiglich Analgesie, Muskelrelaxation und
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vegetativen Wirkungen zu erreichen. 1 ml Ketamin 10% und 0,1 ml Xylazin 2% wurden mit
PBS auf 10 ml aufgefillt. Zur Anasthesie wurde den Mausen 0,1 ml/10g KG i.p. langsam
injiziert. Um ein Austrocknen der Cornea zu verhindern, wurde prophylaktisch eine
Augensalbe verwendet. Wahrend der Narkose wurde darauf geachtet, die Kérpertemperatur
der Mause nicht wesentlich absinken zu lassen.

Fir die BAL wurde den Mausen je 0,5 ml des o0.g. Mischungsansatzes aus Ketamin/Xylazin
verabreicht.

2.2.6 BAL

Die Letalanasthesie der Mause erfolgte mit 0,5 ml des o0.g. Mischungsansatzes aus
Ketamin/Xylazin. Nach Erl6schen des Ful3sohlenreflexes und anschlieBender Desinfektion
mit Ethanol 80% erfolgte die Erdffnung des Bauchraumes. Die Aorta wurde durchtrennt und
die Tiere bluteten aus. Hierdurch sollte ein Ubertritt von Bestandteilen des Blutes in die
Lunge vermieden werden.

AnschlieRend wurde der Thorax erdffnet und die Trachea unter Schonung der Vena jugularis
freigelegt. Die Trachea wurde punktférmig erdffnet und eine Kanlle (Venenverweilkantle)
eingefihrt. Mit einer 1 ml Feindosierungsspritze wurden 0,8 ml PBS Uber die Kanle in die
Lunge gespritzt, der Thorax massiert und die BAL-Flussigkeit vorsichtig wieder aufgezogen.
Diese Spulung wurde 4x (V1), bzw. 2x (V2 und V3) wiederholt.

Die BAL-Flissigkeit der ersten Spilung wurde separat in ein Tube (Tubel) gegeben, die
BAL-Flussigkeit der weiteren Spllungen in ein anderes Tube (Tube 2).

Tube 1 wurde bei 4°C mit 1000 rpm fiir 10 min zentrifugiert, der Uberstand bei -20°C bis zur
weiteren Analyse der Zytokinspiegel mittels ELISA eingefroren.

AnschlieRend wurden Tube 1 und Tube 2 gepoolt, ein weiteres Mal bei 4°C mit 1000 rpm fir
10 min zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellett wurde in 600 pl
RPMI/5%FCS aufgenommen und resuspendiert.

Alle Zellsuspensionen und Uberstande wurden auf Eis gestellt.

2.2.7 Versuchsprotokoll

2.2.7.1 Vorversuch

Um die Menge des Antikdrpers zu bestimmen, der nétig ist, um TNFa ausreichend zu
blocken, wurde zunachst ein Vorversuch mit insgesamt 10 Mausen durchgefiihrt. Den
Mausen wurden verschiedene Dosen eines Anti-TNFa-Antikdrpers (50 pg, 100 pg, 250 ug)
bzw. Placebo (PBS) intraperitoneal verabreicht. Sechs Stunden spater wurden 10 pg LPS
pro Maus intraperitoneal verabreicht (Ostberg et al. 2000), um die Bildung von TNFa zu

induzieren. Die Blutentnahmen erfolgten zu Beginn des Versuches, nach sieben und zehn
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Stunden sowie zwei und vier Tage spater. Aus den Serumproben erfolgte die Bestimmung

der TNFa-Spiegel mit Hilfe des TNFa-ELISAs.

Antikorperi.p.

LPS i.p.

Blutentnahme

l
|

Zeit: do

do do do
6h 7h 10h

d2

d4

Abbildung 6: Protokoll Vorversuch

Anzahl der Mause Injektion Injektion nach 6
Versuchsbeginn Stunden

2 Mause Placebo Placebo

2 Mause Placebo 10 ug LPS

2 Mause 50 pg Anti-TNFa- 10 pg LPS
Antikorper

2 Mause 100 pg Anti-TNFa- 10 ug LPS
Antikorper

2 Mause 250 pg Anti-TNFa- 10 ug LPS
Antikorper

Tabelle 1: Vorversuch: Ubersicht iiber Gruppenaufteilung und Injektionen

2.2.7.2 Versuch
Das Versuchsprotokoll wurde von Joost L. M. Vissers et al. (Vissers et al. 2004)

Ubernommen und dabei leicht abgewandelt.

Die Mause wurden mittels viermaliger intraperitonealer Injektion mit jeweils 10 pg OVA
(Ovalbumin Klasse V) adsorbiert an Aluminiumhydroxid (Imject Alum) in PBS an dO, d7, d14
und d28 sensibilisiert.

Zwei Wochen nach der letzten Sensibilisierung wurden die Mause in vier Gruppen a zehn
Méause geteilt: die erste Gruppe erhielt Anti-TNFa-Antikdrper und wurde immuntherapiert, die
zweite Gruppe erhielt Anti-TNFa-Antikérper, wurde aber nicht immuntherapiert. Die dritte
Gruppe wurde immuntherapiert, erhielt aber keinen Anti-TNFa-Antikorper, die vierte Gruppe
weder Anti-TNFa-Antikorper Immuntherapie. Die

erhielt noch allergenspezifische
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Versuchsanordnung der Versuche V2 und V3 wurde leicht verandert, die genaue Ubersicht
findet sich in Tabelle 2 und Tabelle 3.

Die allergenspezifische Immuntherapie fand dreimal in zweitdgigem Abstand an Tag d42,
d44 und d46 statt. 1 mg OVA (Ovalbumin Klasse V) in 0,2 ml PBS wurde subkutan in die
Nackenfalte injiziert.

Der Antikérper wurde einmal vier Stunden vor der ersten allergenspezifischen
Immuntherapie und einmal vier Stunden vor der ersten Challenge in einer Menge von 100 pug
(bzw. 200 pg in einigen Tiergruppen in V2 und V3) und im Volumen von jeweils 0,2 ml
(Verduinnung mit PBS) intraperitoneal gespritzt.

Die Challenge fir die Tiere aller vier Gruppen wurde an d53, d56 und d59 durchgefiihrt,
wobei 1% OVA in PBS vernebelt wurde und die Mause fiir 20 min zur Provokation exponiert
wurden.

Die Kontrollgruppe von 5 Mausen wurde mit Placebo (PBS) behandelt.

An d60 wurde bei allen Mausen die bronchoalveolare Lavage (BAL) durchgefiihrt.

10 Mause Sensibilisierung | Antikdrper ASIT (A) Challenge
(S) (100 pg) (AK)

10 Mause Sensibilisierung | Antikérper Placebo Challenge
S (100 pg) (AK)

10 Mause Sensibilisierung | Placebo ASIT (A) Challenge
(S)

10 Mause Sensibilisierung | Placebo Placebo Challenge
(S)

5 Méause Placebo Placebo Placebo Placebo

Tabelle 2: V1: Ubersicht iber Gruppenaufteilung und Injektionen
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Anzahl der d0-d28 d42 und d53 d42-d46 d53-d59
Mause

10 Mause Sensibilisierung | Antikdrper ASIT (A) Challenge
(S) (200 pg) (AK)
10 Mause Sensibilisierung | Antikérper ASIT (A) Challenge
(S) (100 pg) (AK)
10 Mause Sensibilisierung | Placebo ASIT (A) Challenge
(S
10 Mause Sensibilisierung | Placebo Placebo Challenge
(S
5 Méause Placebo Placebo Placebo Challenge

Tabelle 3: V2 und V3: Ubersicht (iber Gruppenaufteilung und Injektionen

Sensibilisierung: 10 pg OVA in AI(OH)3 i.p.
Allergenspezifische Immuntherapie: 1 mg OVA in 0,2 ml PBS s.c.
OVA Challenge: 1% OVA in PBS, 20 min.

BAL

Blutentnahme

Tag: do d7 d14 dz28 d42 d53 deo0
da4 ds6

d4e d59

[ Mause: c57BL/6 WT

Abbildung 7: Protokoll Versuch 1-3

2.2.8 Zellzéhlung

Fur jede Probe wurden mindestens zwei voneinander unabhangige Zellzahlungen tber vier
GroRRquadranten der Neubauer-Zahlkammer bzw. des C-Chip (disposable hemocytometer)
mit einem jeweiligen Volumen von 0,1 mm? (10 cm?®) durchgefiihrt. Die Proben wurden 1:2
mit Trypanblau verdinnt um einen besseren Kontrast zu erhalten und um tote Zellen (starke
Farbaufnahme) kennzeichnen zu kdnnen. Dann wurden die verdinnten Proben auf die
Neubauer Zahlkammer bzw. den C-Chip (Einweg-Zahlkammer) aufgebracht und die Zellen

unter dem Mikroskop bei 20 bzw. 32 facher Vergrof3erung gezéhlt.
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Zur Berechnung der absoluten Zellzahl wurde zunéchst der Mittelwert der gezahlten Zellen
berechnet und anschlie3end folgende Formel verwendet:

Mittelwert (gezahlt)
4 (Quadranten)

Zellzahl (absolut) = X 2 x 10* x Gesamtvolumen der Suspension in ml

wobei 2 dem Verdiinnungsfaktor entspricht; 10* entspricht dem Volumen der Zahlkammer.

2.2.9 Cytospin und Zelldifferenzierung

Mit Hilfe einer Cytofuge (Cytospin3) wurden die Zellen dann auf Objekttrager aufgebracht. Es
wurden mindestens zwei Objekttrager pro Probe erstellt. Die Einfullhilfen wurden mit 150 pl
Suspension befllt, Gberschissige Flussigkeit wurde durch einen Lochfilter aufgenommen.
Zentrifugiert wurde 10 min mit 400 rpm bei mittlerer Geschwindigkeit (,medium®). Die

Objekttrager wurden tber Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

AnschlieRend wurden die Objekttrager mit Diff-Quick (MedionDiagnostics) gefarbt:

Zunachst wurden die Objekttrager fir 2 min in Fixierlosung gestellt, dann direkt fir
2 min 45 sec in Farbelésung | (Eosin) und gleich anschlieBend fir 3 min in Farbelésung I
(Thiazin).

SchlieBlich wurden die Objekttrager mit kaltem Wasser mehrfach abgespilt und
anschlielRend bei Raumtemperatur tber Nacht getrocknet.

Am nachsten Tag wurden mit Entellan bzw. Pertex Eindeckmittel die Deckglaschen
angebracht und nach Trockenzeit unter dem Mikroskop mit 20-40 facher Vergrél3erung
verblindet angeschaut. Makrophagen, eosinophile Granulozyten, neutrophile Granulozyten
und Lymphozyten wurden anhand allgemeiner morphologischer Kriterien (Zellgrofie,
Kern-/Zytoplasmafarbe, Kernmorphologie) differenziert.

2.2.10 ELISA

2.2.10.1 Zytokin-ELISA

Die zytokine IL-5, IL-10, IL-13, IFNy und TNFa in der BAL-FlUssigkeit wurden mit den
jeweiligen ELISA-Sets von BD Biosciences gemessen. Es handelt sich hierbei um Sandwich-
ELISA, wobei ein Antikdrper, der das zu detektierende Antigen bindet, an eine feste Phase
(Mikrotiterplatte) adsorbiert wird. AnschlieBend wird ein mit einem Enzym gekoppelter
sekundarer Antikorper zugegeben. Durch Hinzufiigen eines colorimetrisch nachweisbaren
Substrats kann die Antigenkonzentration anhand der Farbreaktion bestimmt werden.
Zunéchst wurde beim Coating der Capture Antikorper tUber hydrophobe Wechselwirkungen
an den Boden der Wells (= Vertiefungen der Mikrotiterplatte) angeheftet. Dazu wurde der

Capture Antikorper 1:250 im jeweiligen Coating-Puffer verdiinnt und 50 pl pro Well pipettiert.
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Die Platten wurden mit einer Abdeckfolie abgedeckt und Uber Nacht im Kuihlschrank

inkubiert.

Am nachsten Tag wurden die Platten 3-mal mit Wasch-Puffer gewaschen, sorgfaltig
ausgeklopft und anschlieRend mit 100 ul Assay Diluent pro Well fur eine Stunde abgedeckt
bei Raumtemperatur geblockt. Damit wurden unspezifische Bindungen verhindert.

Nach weiterem Waschen und Ausklopfen wurden Standard, Proben und Blanks, je 50 pl pro
Well, aufgetragen.

Von dem Standard wurde eine Verdiinnungsreihe mit sich halbierenden Konzentrationen,
wie im Protokoll des Herstellers und in Tabelle 4 beschrieben, hergestellit.

Die Proben wurden unverdinnt eingesetzt und in Doppelwerten gemessen.

Nach einer Inkubation von 2 Stunden abgedeckt bei Raumtemperatur und finfmaligem
Waschen der Platten, wurde der Detection Antikorper und das Enzyme Reagent jeweils
1:250 in Assay Diluent verdiinnt, von der Verdiinnung wurden je 50 ul pro Well zugegeben
und 1 Stunde abgedeckt bei Raumtemperatur inkubiert.

AnschlieRend wurden die Platten 8-mal gewaschen, dann das Substrat hinzugefugt. Dazu
wurde pro Platte zu 5,45 ml Citrat-Puffer 2,55 pl kaltes H,O, sowie 55 pl gelostes TMB
zugegeben. Davon wurde sofort 50 pl pro Well pipettiert und die Platte im Dunkeln ca.
7 - 12 min inkubiert bis sich eine Differenz in der Blaufarbung der Blanks und dem kleinsten
Standard zeigte.

Abgestoppt wurde die Reaktion mit 25 ul einer 2M Schwefelsaure (H,SO,) pro Well, wobei
beim Pipettieren die gleiche Reihenfolge wie beim Pipettieren des Substrates eingehalten

wurde. Die Platten wurden im ELISA-Reader bei 450 nm gelesen.

Das Protokoll des IL-13 ELISAs unterschied sich von den anderen Zytokin-ELISA zunachst
hinsichtlich der Verdinnungen der Antikdrper. Der Capture Antikorper wurde 1:500 auf 4
pg/ml, der Detection Antikorper 1:250 auf 0,1 pg/ml und die Streptavidin-HRP 1:2500
verdunnt. Etwaige Abweichungen des Lot-spezifischen Data Sheets wurden beachtet.

Des Weiteren wurde der Detection Antikdrper sofort zu den Proben gegeben, 2 Stunden
inkubiert und dann erst die HRP zugegeben.

Die Proben wurden 1:2 in Assay Diluent verdinnt.

Alle weiteren Arbeitsschritte stimmten mit dem obigen Zytokin-ELISA Uberein.
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IL-5 1000- 7,8 pg/ml 8
IL-10 2000-15,6 pg/ml 8
IFNy 2000-15,6 pg/ml 8
TNFa 1000- 7,8 pg/ml 8
IL-13 1000 - 3,9 pg/ml 9
OVA-spezifisches IgG1 250- 0,49 ng/ml 10
OVA-spezifisches IgE 1000-1,95 ng/ml 10
Total-IgE 250- 0,98 ng/ml 9

Tabelle 4: Standardkonzentrationen der verschiedenen ELISA

2.2.10.2 Ig-ELISA

Die Antikorper-Titer OVA-spezifisches 1gG1l, OVA-spezifisches IgE und Total-IgE wurden
aus den Serumproben von dO, d28, d53, d60 bestimmt. Angewendet wurde die Methode des
Indirekten ELISAs, wobei ein Antigen an die Mikrotiterplatte adsorbiert wird, das von dem zu
detektierenden Antikdrper gebunden wird. Uber ein an einen sekundaren Antikorper
gebundenes chromogenes Substrat, kann die Konzentration des Antikdrpers bestimmt
werden. Bei der Bestimmung der Total-IgE-Antikdrper wurde, wie bei den Zytokin-ELISA, die
Methode des Sandwich-ELISA angewandt.

2.2.10.2.1 OVA-spezifisches IgG1 und OVA-spezifisches IgE

Das Coating erfolgte mit OVA Grade V in der Konzentration 0,1 ug OVA pro Well (OVA-
spezifisches IgG1) bzw. 1 pg OVA pro Well (OVA-spezifisches IgE) in Coating-Puffer wobei
100 pl der OVA-Lésung pro Well pipettiert wurden. Nach zwei Stunden Inkubation bei
Raumtemperatur, mit einer Abdeckfolie abgedeckt, wurden die Platten 3-mal gewaschen und
sorgfaltig ausgeklopft und anschlieBend mit 200 pl 3% BSA pro Well fir zwei Stunden
abgedeckt bei Raumtemperatur geblockt. Es folgten weitere drei Waschdurchgange bevor je
50 ul des Standard (sieheTabelle 4), der Proben (Verdiinnungen in Tabelle 5 beschrieben)
und Blanks als Doppelwerte pipettiert wurden.

Nach einer Inkubationszeit von zwolf Stunden bei 4°C und anschlieBendem viermaligen
Waschen wurde der sekundéare Antikorper 1:400 in BSA-Puffer verdinnt und davon 50 pl pro
Well aufgetragen. Die Platten wurden erneut zwei Stunden inkubiert und viermal gewaschen.
Die Streptavidin-Peroxidase wurde 1:1000 in BSA-Puffer verdinnt, 50 pl pro Well pipettiert
und die Platten 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.

AnschlieRend wurden die Platten 8-mal gewaschen, dann das Substrat zugegeben. Dazu
wurde pro Platte zu 10,9 ml Citrat-Puffer 5,1 pl kaltes H,O, sowie 110 pul geléstes TMB

zugegeben. Davon wurde sofort 100 pl pro Well pipettiert und die Platte im Dunkeln ca.
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5 min inkubiert bis sich eine Differenz in der Blaufarbung der Blanks und dem kleinsten

Standard zeigte.

Abgestoppt wurde die Reaktion mit 50 ul einer 2M Schwefelsaure (H,SO,) pro Well, wobei
beim Pipettieren der Stopplésung die gleiche Reihenfolge wie beim Pipettieren des

Substrates eingehalten wurde. Die Platten wurden im ELISA-Reader bei 450 nm gelesen.

2.2.10.2.2Total-IlgE

Der Coating-Antikérper wurde in Coating-Puffer auf 10 pg/ml verdiinnt, 50 ul pro Well
pipettiert und zwei Stunden bei Raumtemperatur abgedeckt inkubiert. Die Platten wurden
dreimal mit Wasch-Puffer gewaschen, ausgeklopft, zwei Stunden bei Raumtemperatur
abgedeckt mit 100 ul pro Well Blocking-Puffer (3% BSA) geblockt und hinterher wiederum
dreimal gewaschen.

Je 50 ul pro Well des Standards (siehe Tabelle 4), der Proben (Verdiinnungen in Tabelle 5
beschrieben) und der Blanks wurden als Doppelwerte aufgetragen, die Platten Gber Nacht
bei 4°C inkubiert.

Nach dreimaligem Waschen wurde der sekundare Antikdrper 1:400 in BSA-Puffer verdinnt
und davon 50 ul pro Well aufgetragen. Die Platten wurden erneut zwei Stunden inkubiert und
dreimal gewaschen.

Die Streptavidin-Peroxidase wurde 1:1000 in BSA-Puffer verdinnt, 50 pl pro Well pipettiert
und die Platten 30 min im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert.

AnschlieRend wurden die Platten 8-mal gewaschen, dann das Substrat zugegeben. Dazu
wurde pro Platte zu 5,45 ml Citrat-Puffer 2,55 pl kaltes H,O, sowie 55 pl gelostes TMB
zugegeben. Davon wurde sofort 50 pl pro Well pipettiert und die Platte im Dunkeln ca. 10
min inkubiert bis sich eine Differenz in der Blaufarbung der Blanks und dem kleinsten
Standard zeigte.

Abgestoppt wurde die Reaktion mit 50 ul einer 2M Schwefelsaure (H,SO,) pro Well, wobei
beim Pipettieren der Stopplésung die gleiche Reihenfolge wie beim Pipettieren des
Substrates eingehalten wurde. Die abgestoppten Platten wurden im ELISA-Reader bei 450

nm gelesen.
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Tag Verdlinnungen (in 3% BSA)

ELISA OVA-spezifisches IgG1

do 1:100 1:200 1:10°
d28 1:10° 1:10* 1:10°
d53, d60 1:10° 1:10* 1:10°
d53,d60 (bei Bedarf) 1:10* 1:10° 1:10°
ELISA OVA-spezifisches IgE

do, d28, d53, d60 1:10

ELISA Total-IgE

do 1:10

d28, d53, d60 1:40 1:100

Tabelle 5: Verdiinnungen der Proben der Ig-ELISA

@ o @ o Y: Coating Antikdrper
Sz Sz X: Detection Antikérper
' ' V . zu messender Antikdrper
é x 0: Antigen

A @: Substrat
L O ': Streptavidin, enzymgekoppelt

Sandwich-ELISA Indirekter ELISA

Abbildung 8: Mechanismen des Sandwich- und Indirekten ELISA

2.2.10.3 Auswertung

Die ELISA wurden mit Hilfe des Programms Ascent Software Version 2.6 ausgewertet.

2.2.11 Histologie

Nach der BAL wurden die Lungen der Hélfte der Tiere enthommen und in 4 % Formaldehyd-
Losung fixiert, um die Proteolyse des Gewebes zu verhindern. Anschlieend wurden die
Lungen mit dem Skalpell in 5 Teile geschnitten, diese in Histosetten gegeben und uber
Nacht automatisch im Entwasserungsautomaten entwassert. Die Entwasserung wurde vom
Institut fir Pathologie des Helmholtzzentrums Minchen durchgefiihrt. Sie erfolgte mittels
aufsteigender Alkoholreihe, in der Folge wurden die Lungen in Xylol und anschlie3end in
Paraffin gegeben. Im Einbettautomaten wurden die Gewebestiicke mit der Schnittfliche
nach auf3en in Paraffin gebettet und nach Abkihlung am Mikrotom in 4 um diinne Schnitte

geschnitten. AnschlieBend wurden die Schnitte aus dem Wasserbad auf Objekttrager
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aufgezogen. Zur Vorbereitung der Farbung wurden die Objekttrager zunachst bei 67°C fur 28
min inkubiert, um das Paraffin aufweichen zu lassen. Anschliel3end wurden sie fir ca. 20 min
in einer absteigenden Alkoholreihe (Xylol 4x, 100% Ethanol 2x, 96% Ethanol 2x und 70%
Ethanol 1x, anschlieBend Aqua dest., je 2 min) entparaffiniert.

Fur die HE-Farbung wurden die Objekttrager dreimal in Hamalaun getaucht, folgend zweimal
in Agua dest., einmal in Eosin Y, dann je dreimal in 100% Ethanol und Xylol. AnschlieRend
wurden die Objekttrager mit Eindeckmittel und Deckglasern eingedeckt.

Die Proben wurden unter dem Mikroskop ausgewertet, bei der HE-Farbung stellen sich die
Kerne blau und das Zytoplasma rot dar.

Fur die PAS-Reaktion wurden die Objekttrager zunachst fiir 5 min in Perjodsaure gegeben,
in Agua dest. getaucht, fir 15 min mit Schiff schem Reagenz inkubiert, anschlieend fur 10
min unter laufendem warmen Wasser abgesplilt. Darauf erfolgte eine funfminltige Farbung
in Hamalaun, anschlieBend eine ebenfalls finfminitige Spulung unter laufendem kalten
Wasser. Die Farbung wurde in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80% und 96%
Ethanol) entwéssert und in Xylol fixiert.

Die Praparate wurden unter dem Mikroskop ausgewertet, bei der PAS-Farbung stellen sich
die Kerne blau, das Zytoplasma leicht rosa und Mukus pink dar.

2.2.12 LAL-Test

Zum Ausschluss einer Kontamination des Anti-TNFa-Antikdrpers mit Endotoxinen wurde ein
LAL-Test durchgefiihrt. Dieser wurde vom ZAUM, Zentrum fir Allergie und Umwelt,
Ubernommen und erfolgte gemall dem Protokoll von Lonza fir den Limulus Amebocyte
Lysate QCL-1000. Hierbei wurde zunachst das E.coli-Endotoxin mit 1 ml LAL-Wasser gelost.
Bei einer erreichten Konzentration von 25 EU/ml wurde mit LAL-Wasser 1:25 verdinnt. Zum
Erreichen der 4 Standardkonzentrationen wurde jeweils mit 1:2 weiterverdinnt. Das
Chromogenic Substrat wurde in 6,5 ml LAL-Wasser gelést und im Inkubator auf 37°C
vorgewarmt. Das LAL-Substrat wurde erst kurz vor Gebrauch in 1,4 ml LAL-Wasser gelost
und ebenfalls auf 37°C vorgewarmt. Je 50 pl der Proben und Standards wurden auf die
sterile Platte pipettiert, diese wurde anschlieRend 1 min bei 37°C auf der Heizplatte inkubiert.
In der Folge wurden 50 pl LAL in die Wells der ersten Reihe der Platte gegeben, im Abstand
von jeweils genau 15 sec in die folgenden Reihen. Nach 16 min wurden 100 pl des Substrats
in jedes Well pipettiert, auch jeweils im Abstand von 15 sec pro Reihe. Die Platte wurde
hierbei konstant bei 37°C auf der Heizplatte inkubiert. Nach 6 min wurden jeweils 100 ul des
Stoppreagenz (10% SDS) im Abstand von 15 sec dazugegeben. Die Messung erfolgte bei
405 nm.
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3 Ergebnisse

3.1 Vorversuch

Um den Einfluss von TNFa auf die allergenspezifische Immuntherapie zu untersuchen,
wurde im Tierversuch zur allergenspezifischen Immuntherapie TNFa mit Hilfe eines Anti-
TNFa-Antikorpers geblockt. Um die Menge des Antikdrpers zu bestimmen, der nétig ist, um
TNFa ausreichend zu blocken, wurde zunachst ein Vorversuch mit insgesamt 10 Mausen
durchgefuhrt. Den Mausen wurden verschiedene Dosen eines Anti-TNFa-Antikdrpers (50 g
[Maus 5 und 6], 100 pg [Maus 7 und 8], 250 pg [Maus 9 und 10]) bzw. Placebo (PBS) [Maus
1 bis 4] intraperitoneal verabreicht. Sechs Stunden spater wurden 10 pg LPS pro Maus
intraperitoneal verabreicht (auRer Maus 1 und 2), um die Bildung von TNFa zu induzieren.
Die Blutentnahmen erfolgten zu Beginn des Versuches, nach sieben und zehn Stunden,
sowie zwei und vier Tage spater. Aus den Serumproben erfolgte die Bestimmung der TNFa-
Spiegel mit Hilfe des TNFa-ELISAs. Bei Verwendung von 50 pg des monoklonalen
Antikérpers konnte noch ein deutlicher Anstieg des TNFa nach Injektion von LPS festgestellt
werden, wohingegen bei Gabe von 100 ug jenes Antikorpers keine Erhdhung des TNFa-
Spiegels nachweisbar war. So wurde fir den ersten Versuch 100 pg Antikdrper pro Maus

verwendet, um TNFa zu blocken.

2 Mause (Nr. 1,2) Placebo Placebo

2 Mause (Nr. 3,4) Placebo 10 ug LPS

2 Mause (Nr. 5,6) 50 pug Anti-TNFa- 10 pg LPS
Antikorper

2 Mause (Nr.7,8) 100 pg Anti-TNFa- 10 ug LPS
Antikorper

2 Mause (Nr. 9,10) 250 pg Anti-TNFa- 10 ug LPS
Antikorper

Tabelle 6: Ubersicht iiber den Versuchsablauf, Vorversuch
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Abbildung 9: Mittelwerte TNFa im Serum, in pg/ml, Vorversuch

nach Gabe von verschiedenen Dosen des Anti-TNFa-Antikérpers und anschlieBender Gabe von LPS
Maus 1 und 2: Placebo

Maus 3 und 4: Placebo und LPS

Maus 5 und 6: 50 ug Anti-TNFa-Antikérper und LPS

Maus 7 und 8: 100 pg Anti-TNFa-Antikdrper und LPS

Maus 9 und 10: 250 pg Anti-TNFa-Antikdrper und LPS

3.2 Versuch 1 (V1)

Das Versuchsprotokoll wurde von Joost L. M. Vissers et al. Ubernommen und dabei leicht
abgewandelt (Vissers et al. 2004).

Die Mause wurden mittels viermaliger intraperitonealer Injektion mit jeweils 10 ug OVA
(Ovalbumin Klasse V) adsorbiert an Aluminiumhydroxid (Imject Alum) in PBS an d0, d7, d14
und d28 sensibilisiert.

Zwei Wochen nach der letzten Sensibilisierung wurden die Méause in vier Gruppen a zehn
Mause geteilt: die erste Gruppe [S/AK100/A] erhielt Anti-TNFa-Antikdrper und wurde
immuntherapiert, die zweite Gruppe [S/AK100] erhielt Anti-TNFa-Antikdrper, wurde aber
nicht immuntherapiert. Die dritte Gruppe [S/A] wurde immuntherapiert, erhielt aber keinen
Anti-TNFa-Antikorper, die vierte Gruppe [S] erhielt weder Anti-TNFa-Antikdrper noch
allergenspezifische Immuntherapie. Die Versuchsanordnung der Versuche V2 und V3 wurde
leicht verandert, die genaue Ubersicht findet sich in Tabelle 7 (V1) und Tabelle 8 (V2 und
V3).

54



Die allergenspezifische Immuntherapie fand dreimal in zweitdgigem Abstand an Tag d42,
d44 und d46 statt. 1 mg OVA (Ovalbumin Klasse V) in 0,2 ml PBS wurde subkutan in die
Nackenfalte injiziert.

Von dem Anti-TNFa-Antikbrper wurde einmal vier Stunden vor der ersten
allergenspezifischen Immuntherapie und einmal vier Stunden vor der ersten Challenge 100
Hg (bzw. 200 ug in bestimmten Tiergruppen bei V2 und V3) im Volumen von jeweils 0,2 ml

(Verdinnung mit PBS) intraperitoneal gespritzt.

Die Challenge fur die Tiere aller vier Gruppen wurde an d53, d56 und d59 durchgefihrt,

wobei 1% OVA in PBS vernebelt wurde und die Mause fur 20 min exponiert wurden.
Die Kontrollgruppe [Kontrolle] von 5 Mausen wurde mit Placebo (PBS) behandelt.
An d60 wurde bei allen Mausen die bronchoalveoléare Lavage (BAL) durchgefuhrt.

Je eine Maus aus den Gruppen [S/AK100/A] und [S/AK100] starben wahrend des

Versuches, sodass diese in der Auswertung hicht berlcksichtigt werden konnten.

Analysiert wurden die Zellen aus dem BAL-Fluid. Es wurde die Gesamtzellzahl bestimmt und
es erfolgte die Differenzierung von Makrophagen, eosinophilen Granulozyten, neutrophilen
Granulozyten, und Lymphozyten unter dem Lichtmikroskop. Des Weiteren wurden die
Zytokine im BAL-Fluid mit Hilfe von ELISA bestimmt, so IL-5, IL-10, IL-13, IFNy und TNFa.
Im Serum wurden mittels ELISA die Immunglobuline OVA-spezifisches 1gG1, OVA-

spezifisches IgE und Gesamt-IgE gemessen.

10 Mause Sensibilisierung | Antikorper ASIT (A) Challenge
(S) (100 pg) (AK)

10 Mause Sensibilisierung | Antikdrper Placebo Challenge
(S) (100 pg) (AK)

10 Mause Sensibilisierung | Placebo ASIT (A) Challenge
(S)

10 Mause Sensibilisierung | Placebo Placebo Challenge
(S)

5 Mause Placebo Placebo Placebo Placebo

Tabelle 7: Ubersicht iiber den Versuchsablauf, Versuch 1
Auflistung der verschiedenen Gruppen der Mause und der Behandlung im Zeitverlauf
siehe auch Tabelle 2
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3.2.1 Gesamtzellzahl und Zelldifferenzierung aus der BAL- Flussigkeit
Die Zellen aus der BAL-Flussigkeit wurden mit Hilfe einer Zentrifuge auf Objekttrager
aufgebracht, gefarbt und anschlie3end unter dem Mikroskop analysiert.

3.2.1.1 Gesamtzellzahl

Die Gesamtzellzahl aus der BAL der sensibilisierten Ma&use unterschied sich
erwartungsgemalf signifikant von der der Mause, die zusatzlich immuntherapiert wurden
(p=0.00067). Die mittlere Zellzahl bei den sensibilisierten Mausen lag um ca. funf Millionen
(Mittelwert Gruppe [S] 4761000 Zellen, Mittelwert Gruppe [S/AK100] 5199722 Zellen). Durch
die allergenspezifische Immuntherapie konnte die Gesamtzellzahl in beiden Gruppen
deutlich gesenkt werden, unter Anwesenheit von TNFa (Mittelwert Gruppe [S/A] 210167
Zellen) deutlich starker als unter Abwesenheit von TNFa (Mittelwert Gruppe [S/AK100/A]
593074 Zellen).

In der Kontrollgruppe wurde ein Mittelwert von 69000 Zellen gezahlt.
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Abbildung 10: Gesamtzellzahl im BAL-Fluid, Mittelwert und Standardfehler, V1
Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikérper, Placebo
Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikérper, ASIT
Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT
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3.2.1.2 Makrophagen

Der mittlere prozentuale Anteil der Makrophagen an der Gesamtzellzahl war in den nur
sensibilisierten Tiergruppen deutlich geringer (Mittelwert Gruppe [S] 9,76%, Mittelwert
Gruppe [S/AK100] 8,57%) als in den zusatzlich immuntherapierten Tiergruppen. In
Anwesenheit von TNFa lag der prozentuale Anteil der Makrophagen héher (Mittelwert
Gruppe [S/A] 58,7%) als in Abwesenheit von TNFa (Mittelwert Gruppe [S/AK100/A] 37,1%).

In der Kontrollgruppe lag der prozentuale Anteil der Makrophagen bei 93,1%.
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Abbildung 11: prozentualer Anteil der Makrophagen an der Gesamtzellzahl im BAL-Fluid, Mittelwert und
Standardfehler, V1

Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikérper, Placebo

Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikorper, ASIT

Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT

57



3.2.1.3 Eosinophile Granulozyten

Im Vergleich zur Kontrollgruppe (Mittelwert Kontrollgruppe 1,23%) stieg der prozentuale
Anteil der eosinophilen Granulozyten in den rein sensibilisierten Gruppen auf tGber 70%
(Mittelwert  Gruppe [S] 77,7%, Mittelwert Gruppe [S/AK100] 82,6%). Durch die
allergenspezifische Immuntherapie konnte der Anteil der eosinophilen Granulozyten wieder
klar gesenkt werden, jedoch in der TNFa-geblockten Gruppe weniger stark (Mittelwert
Gruppe [S/AK100/A] 46,4%) versus Mittelwert Gruppe [S/A] 27,3%).
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Abbildung 12: prozentualer Anteil der eosinophilen Granulozyten an der Gesamtzellzahl im BAL-Fluid,
Mittelwert und Standardfehler, V1

Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikérper, Placebo

Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikérper, ASIT

Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT
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3.2.1.4 Neutrophile Granulozyten

In der Kontrollgruppe lag der mittlere prozentuale Anteil der neutrophilen Granulozyten bei
0,78%. In der nur sensibilisierten Gruppe [S] wurden 8,33% neutrophile Granulozyten
gezahlt, in der Gruppe [S/AK100] 5,05%, in der immuntherapierten Gruppe unter TNFa-
Blockade (Gruppe [S/AK100/A]) 8,54% und in der immuntherapierten Gruppe ohne TNFa-
Blockade (Gruppe [S/A]) 5,85%.
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Abbildung 13: prozentualer Anteil der neutrophilen Granulozyten an der Gesamtzellzahl im BAL-Fluid,
Mittelwert und Standardfehler, V1

Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikérper, Placebo

Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikorper, ASIT

Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT
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3.2.1.5 Lymphozyten

Der prozentuale Anteil der Lymphozyten unterschied sich in den nur sensibilisierten Gruppen
nicht klar von der Kontrollgruppe (Mittelwert Kontrollgruppe 4,86%, Mittelwert Gruppe [S]
4,18%, Mittelwert Gruppe [S/AK100] 3,83%). Durch die allergenspezifische Immuntherapie
konnte ein leichter prozentualer Anstieg vermerkt werden, wobei sich die Gruppen mit und
ohne Antikorper-Injektion geringfigig unterschieden (Mittelwert [S/AK100/A] 7,94%,
Mittelwert [S/A] 8,16%).
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Abbildung 14: prozentualer Anteil der Lymphozyten an der Gesamtzellzahl im BAL-Fluid, Mittelwert und
Standardfehler, V1

Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikérper, Placebo

Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikérper, ASIT

Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT
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Abbildung 15: Ubersicht iiber den prozentualen Anteil der verschiedenen Zellarten im BAL-Fluid in den
verschiedenen Gruppen, V1

Makrophagen, neutrophile Granulozyten, eosinophile Granulozyten, Lymphozyten

Abbildung 16: Zellen im BAL-Fluid; Eosin/Thiazin-Farbung, V1

oben links: nach Sensibilisierung: hauptséachlich eosinophile Granulozyten,

oben rechts: nach ASIT: Uberwiegend Makrophagen,

unten: nach ASIT unter TNFa-Blockade: sowohl Makrophagen als auch eosinophile Granulozyten
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3.2.2 Zytokine aus der BAL-Flussigkeit
Die Zytokine aus der BAL-Flussigkeit wurden aus den Uberstanden nach Zentrifugation mit
Hilfe von ELISA detektiert.

3.2.2.1 IL-13
In der Kontrollgruppe war in der BAL-F IL-13 im ELISA nicht nachweisbar.

In den Gruppen ohne ASIT stieg IL-13 stark an (Mittelwert Gruppe [S] 204 pg/ml, Mittelwert
Gruppe [S/AK100] 314 pg/ml). Die Gruppen mit ASIT wiesen wiederum nur sehr geringe
Werte von IL-13 auf, so lag der Mittelwert der TNFa-geblockten Gruppe bei 16 pg/ml, bei der
Gruppe ohne Anti-TNFa-Antikorper lie sich der Wert sogar unter die Nachweisgrenze des
ELISA senken.
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Abbildung 17: Konzentration von IL-13 im BAL-Fluid in pg/ml, Mittelwert und Standardfehler, V1
Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikdrper, Placebo
Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikérper, ASIT
Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT
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3.2.2.2 IFNy

Die Werte von IFNy waren niedrig in den nur sensibilisierten Gruppen (Gruppe [S] nicht
nachweisbar, Mittelwert Gruppe [S/AK100] 5 pg/ml), durch die ASIT stiegen die Werte an: in
Abwesenheit von TNFa (Gruppe [S/AK100/A]) auf einen Mittelwert von 12 pg/ml, in

Anwesenheit von TNFa (Gruppe [S/A]) noch weiter auf einen Mittelwert von 15 pg/ml.

Der Mittelwert in der Kontrollgruppe lag bei 9 pg/ml.
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Abbildung 18: Konzentration von IFNy im BAL-Fluid in pg/ml, Mittelwert und Standardfehler, V1
Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikérper, Placebo
Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikorper, ASIT
Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT
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3.2.2.3 IL-5

Der Nachweis von IL-5 war besonders hoch in den nur sensibilisierten Gruppen (Mittelwert
Gruppe [S] 490 pg/ml; Gruppe [S/AK100] 715 pg/ml). Die Werte fielen durch die ASIT in
Anwesenheit von TNFa auf durchschnittlich 85 pg/ml in Gruppe [S/A], in der Abwesenheit
von TNFa auf durchschnittlich 88 pg/ml in Gruppe [S/AK100/A].

In der Kontrollgruppe lag der durchschnittliche IL-5-Wert bei 20 pg/ml.
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Abbildung 19: Konzentration von IL-5 im BAL-Fluid in pg/ml, Mittelwert und Standardfehler, V1
Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikorper, Placebo
Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikérper, ASIT
Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT
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3.2.2.4 1L-10

Der Mittelwert von IL-10 stieg durch die Sensibilisierung von 19 pg/ml in der Kontrollgruppe
auf 65 pg/ml in Gruppe [S] und auf 79 pg/ml in Gruppe [S/AK100]. In den immuntherapierten
Gruppen war der Mittelwert deutlich geringer mit 39 pg/ml in der Gruppe [S/A] unter
Anwesenheit von TNFa und noch niedriger unter Abwesenheit von TNFa in der Gruppe
[S/AK100/A] mit 30 pg/ml.
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Abbildung 20: Konzentration von IL-10 im BAL-Fluid in pg/ml, Mittelwert und Standardfehler, V1

Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikérper, Placebo
Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikorper, ASIT
Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT

3.2.2.5 IL-5/IL-10

Das Verhdltnis von IL-5/IL-10 verschiebt sich durch die ASIT in Richtung IL-10. Unter TNFa-
Blockade verschiebt sich das Verhéltnis jedoch nicht so stark. Nach Sensibilisierung lag das
Verhaltnis bei 7,54; unter ASIT sank das Verhaltnis auf 2,18 und unter ASIT und Anti-TNFa-
Antikorperbehandlung lag das Verhéltnis von IL-5/IL-10 bei 2,93.

3.2.3 Immunglobulinbestimmung aus dem Serum

Den Mausen wurde im Laufe des Versuches mehrmals Blut entnommen. Im Serum der
Versuchstage d0O, d28, d53 und d60 wurden mit Hilfe von ELISA OVA-spezifische IgG1-
Antikérper, OVA-spezifische IgE-Antikérper und Gesamt-IgE-Antikorper gemessen und im

zeitlichen Verlauf bewertet.
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3.2.3.1 OVA-spezifische IgG1- Antikorper

Am Tag dO waren die gemessenen Mittelwerte der OVA-spezifischen IgG1-Antikdrper nahe
null (Gruppe [S] 7 ng/ml, Gruppe [S/A] 21 ng/ml) beziehungsweise nicht detektierbar (in der
Kontrollgruppe sowie den Gruppen [S/AK100] und [S/AK100/A].

Am Tag d28 kam es zu einem Anstieg der Werte in allen sensibilisierten Gruppen: Mittelwert
Gruppe [S] 83200 ng/ml; Mittelwert Gruppe [S/AK100] 77343 ng/ml; Mittelwert Gruppe [S/A]
77360 ng/ml; Mittelwert Gruppe [S/AK100/A] 79500 ng/ml, wahrend der Mittelwert der
Kontrollgruppe nur bei 2480 ng/ml lag.

Am Tag d53, nach Abschluss der ASIT, kam es zu einem signifikanten Anstieg der OVA-
spezifischen IgG1-Antikérper in der Gruppe [S/A], also bei ASIT in Anwesenheit von TNFa
im Vergleich zu der TNFa-geblockten Gruppe [S/AK100/A] (Mittelwert Gruppe [S/A] 1742000
ng/ml; Mittelwert Gruppe [S/AK100/A] 458000 ng/ml, p= 0,0013).

In den Gruppen ohne ASIT gab es nur einen geringen Anstieg der Antikorper bis Tag d53
(Mittelwert Gruppe [S] 103900 ng/ml, Mittelwert Gruppe [S/AK100] 87022 ng/ml).

In der Kontrollgruppe waren keine OVA-spezifischen IgG1- Antikbrper nachweisbar.

Nach der Challenge am Tag d60 kam es zu einem deutlichen Sinken der OVA-spezifischen
IgG1-Antikorper in den Gruppen mit ASIT, wobei die Werte der Gruppe [S/A] weiterhin klar
Uber denen der mit Antikdrper behandelten Gruppe [S/AK100/A] lagen (Mittelwert Gruppe
[S/A] 1080200 ng/ml; Mittelwert Gruppe [S/AK100/A] 343222 ng/ml). Die Werte der nicht
immuntherapierten Gruppen [S] und [S/AK100] blieben im Vergleich zu den Vormessungen
relativ ahnlich (Mittelwert Gruppe [S] 170010 ng/ml, Mittelwert Gruppe [S/AK100] 168389
ng/ml).

In der Kontrollgruppe lag der Mittelwert bei 3400 ng/ml.
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Abbildung 21: Konzentration OVA-spezifischer IgG1-Antikdrper im Serum in pg/ml, Mittelwert im
Zeitverlauf, V1

Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikérper, Placebo
Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikorper, ASIT
Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT

3.2.3.2 Gesamt-IgE- Antikorper

Am Tag dO lagen die Mittelwerte der Gesamt-IgE-Antikoérper zwischen 20 und 80 ng/ml als
Ausgangswert (Mittelwert Gruppe [S] 49 ng/ml; Mittelwert Gruppe [S/AK100] 27 ng/ml;
Mittelwert Gruppe [S/A] 75 ng/ml; Mittelwert Gruppe [S/AK100/A] 30 ng/ml; Mittelwert
Kontrollgruppe 37 ng/ml).

Am Tag d28 konnten durch die Sensibilisierung in allen Gruppen ein Anstieg der Antikdrper
beobachtet werden. So lag der Mittelwert der Gruppe [S] bei 1105 ng/ml; der Mittelwert der
Gruppe [S/AK100] bei 831 ng/ml; der Mittelwert der Gruppe [S/A] bei 953 ng/ml; der
Mittelwert der Gruppe [S/AK100/A] bei 664 ng/ml.

Der Mittelwert der Kontrollgruppe lag bei 374 ng/ml.

Am Tag d53, nach der allergenspezifischen Immuntherapie, war ein starker Anstieg in den
Werten der Gruppe [S/A], also der Gruppe mit ASIT auf 5503 ng/ml zu verzeichnen, ein
maligerer Anstieg vor allem in der Gruppe [S/AK100/A] (ASIT in Abwesenheit von TNFa) auf
2874 ng/ml, sowie den Gruppen [S] (Mittelwert 2316 ng/ml) und [S/AK100] (Mittelwert 1991
ng/ml).

Die Kontrollgruppe zeigte einen Mittelwert von 563 ng/ml.

Am Tag d60 und somit nach Ende der Challenge gab es einen starken Anstieg der Werte in
den nicht immuntherapierten Gruppen [S] (Mittelwert 5236 ng/ml) und [S/AK100] (Mittelwert
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6632 ng/ml), wahrend ein Sinken der Werte in den immuntherapierten Gruppen [S/A]
(Mittelwert 2680 ng/ml) und [S/AK100/A] (Mittelwert 1933 ng/ml) zu verzeichnen war.

Der Mittelwert der Kontrollgruppe lag bei 675 ng/ml.
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Abbildung 22: Konzentration der Gesamt-IgE-Antikdrper im Serum in pg/ml, Mittelwert im Zeitverlauf, V1

Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikérper, Placebo
Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikorper, ASIT
Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT

3.2.3.3 OVA-spezifische IgE- Antikorper

Zu Beginn des Versuches (d0) (Mittelwert Gruppe [S] 5 ng/ml, Gruppe [S/A] 5 ng/ml, Gruppe
[S/IAK100/A] 16 ng/ml, Gruppe [S/AK100] 28 ng/ml und Kontrollgruppe 22 ng/ml), sowie nach
der Sensibilisierungsphase (d28) (Mittelwert Gruppe [S] 9 ng/ml, Gruppe [S/A] 14 ng/ml,
Gruppe [S/AK100/A] 14 ng/ml, Gruppe [S/AK100] 24 ng/ml und Kontrollgruppe 9 ng/ml)
waren in allen Gruppen nur sehr geringe Spiegel der OVA-spezifischen IgE-Antikorper

nachweisbar.

Nach der ASIT, am Tag d53, stiegen die Werte leicht an: Mittelwert Gruppe [S] 64 ng/ml,
Gruppe [S/A] 51 ng/ml, Gruppe [S/AK100/A] 39 ng/ml, Gruppe [S/AK100] 145 ng/ml. In der

Kontrollgruppe waren die OVA-spezifischen IgE-Antikorper nicht nachweisbar.

Am Tag d60, nach der Challenge, war ein starker Anstieg der Mittelwerte in den nicht
immuntherapierten Gruppen [S/AK100] auf 742 ng/ml und [S] auf 607 ng/ml zu verzeichnen.
Die Werte in den immuntherapierten Gruppen [S/A] (137 ng/ml) und [S/AK100/A] (67 ng/ml)

stiegen im Gegensatz dazu nur geringfligig an.
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In der Kontrollgruppe lag der Wert unterhalb der Nachweisgrenze.
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Abbildung 23: Konzentration OVA-spezifischer IgE-Antikdrper im Serum in pg/ml, Mittelwert im
Zeitverlauf, V1

Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikérper, Placebo

Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikorper, ASIT

Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT
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3.2.4 TNFa
Um die Wirkungsweise des Anti-TNFa-Antikorpers, also das zuverlassige Blocken von TNFa,
zu Uberprifen, wurde der TNFa-Spiegel in den BAL-Uberstanden analysiert.

Man sieht, dass in den Gruppen [S], [S/AK100], und der Kontrollgruppe der mittlere TNFa-
Spiegel unter 60 pg/ml liegt. In der Gruppe [S/A] nach ASIT liegt er jedoch bei 136 pg/ml, in
der Vergleichsgruppe mit Antikdrpergabe [S/AK100/A] konnte der Wert auf 73 pg/ml gesenkt
werden.
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Abbildung 24: Konzentration von TNFa im BAL-Fluid in pg/ml, Mittelwert und Standardfehler, V1
Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikérper, Placebo
Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikorper, ASIT
Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT
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3.2.5 Histologie
Das Lungengewebe wurde in Formaldehyd fixiert, anschlielend geschnitten und gefarbt. Es
erfolgte eine HE- sowie eine PAS-Farbung.

In der HE-Farbung zeigten sich in der rein sensibilisierten Gruppe peribronchiale
inflammatorische Infiltrate, nach ASIT waren diese kaum zu beobachten. Nach ASIT unter

TNFa-Blockade sind einige entziindliche Infiltrate sichtbar, jedoch weniger als in der rein

sensibilisierten Gruppe.

Abbildung 25: HE-Farbung Lungengewebe; V1

oben links: nach Sensibilisierung: ausgepréagte peribronchiale Infiltrate

oben rechts: nach ASIT: wenig peribronchiale Infiltrate

unten: nach ASIT unter TNFa-Blockade: im Vergleich zu dem Bild nach Sensibilisierung weniger, im
Vergleich zu dem Bild nach ASIT mehr peribronchiale Infiltrate
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In der PAS-Farbung zeigte sich in der rein sensibilisierten Gruppe verstarkte
Mukusproduktion in den Bronchien, nach ASIT war diese kaum zu beobachten. Nach ASIT
unter TNFa-Blockade ist eine verstarkte Mukusproduktion sichtbar, jedoch weniger als in der

rein sensibilisierten Gruppe.

Abbildung 26: PAS-Farbung Lungengewebe; V1

oben links: nach Sensibilisierung: ausgepragte Mukusproduktion

oben rechts: nach ASIT: wenig Mukusproduktion

unten nach ASIT unter TNFa-Blockade: im Vergleich zu dem Bild nach Sensibilisierung weniger, im
Vergleich zu dem Bild nach ASIT mehr Mukusproduktion

3.2.6 Zusammenfassung

Zusammenfassend lasst sich erkennen, dass die Mittelwerte der Gruppe [S/AK100/A]
insgesamt zwischen den Werten der Gruppe [S/AK100] bzw. [S] und [S/A] liegen.
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3.3 Versuch 2 (V2)

In V2 wurde, zur besseren Darstellung der Wirkung des Antikorpers, eine Gruppe Méause mit
100 pg Anti-TNFa-Antikérper und eine weitere mit der zweifachen Dosis (200 pg) Anti-TNFao-
Antikorper behandelt.

Der genaue Versuchsaufbau wird in Tabelle 8 beschrieben.

10 Mause Sensibilisierung | Antikorper ASIT (A) Challenge
(S) (200 pg) (AK)
10 Mause Sensibilisierung | Antikdrper ASIT (A) Challenge
(S) (100 pg) (AK)
10 Mause Sensibilisierung | Placebo ASIT (A) Challenge
(S)
10 Mause Sensibilisierung | Placebo Placebo Challenge
(S)
5 Méause Placebo Placebo Placebo Challenge

Tabelle 8: Ubersicht iiber den Versuchsablauf, Versuch 2 und 3
Auflistung der verschiedenen Gruppen der Mause und der Behandlung im Zeitverlauf
siehe auch Tabelle 3

Analysiert wurden die Zellen aus dem BAL-Fluid. Es wurde die Gesamtzellzahl bestimmt und
es erfolgte die Differenzierung von Makrophagen, eosinophilen Granulozyten, neutrophilen
Granulozyten, und Lymphozyten unter dem Lichtmikroskop. Des Weiteren wurden die
Zytokine im BAL-Fluid mit Hilfe von ELISA bestimmt, so IL-5, IL-10, IL-13, IFNy und TNFa.
Im Serum wurden mittels ELISA die Immunglobuline OVA-spezifisches 1gGl, OVA-

spezifisches IgE und Gesamt-IgE gemessen.

In V2 lieBen sich die Ergebnisse von V1 nicht bestatigen, die Werte der mit Anti-TNFa-
Antikorper behandelten Gruppen lagen nicht, wie bei V1, zwischen denen der nur
sensibilisierten Gruppe und denen der Gruppe, die ohne Anti-TNFa-Antikdrper
immuntherapiert wurde. Beziiglich der Gesamtzellzahl lagen die Mittelwerte der mit 200 pg
Antikérper behandelten Gruppe noch niedriger als die Werte der nur sensibilisierten Gruppe
und der Gruppe, die ohne TNFa-Blockade immuntherapiert wurde. Der prozentuale Anteil an
Lymphozyten und Makrophagen stieg unter TNFa-Blockade bei Immuntherapie noch starker
an als in der Gruppe mit Immuntherapie ohne TNFa-Blockade, die eosinophilen
Granulozyten fielen im Vergleich noch starker ab. Die Zytokine IL-13 und IL-5 sanken unter
Immuntherapie und TNFa-Blockade noch starker ab als unter Immuntherapie ohne TNFa-
Blockade. Das Verhdltnis von IL-5/IL-10 verschob sich durch die ASIT in Richtung IL-10.
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Unter TNFa-Blockade verschob sich das Verhdltnis starker. Die OVA-spezifischen IgG1-
Antikorper stiegen in der mit 200 pg Anti-TNFa-Antikorper behandelten und
immuntherapierten Gruppe noch starker an als in der Gruppe der Tiere, welche in
Anwesenheit von TNFa immuntherapiert wurde. Bei der Bestimmung der TNFa-Spiegel
zeigten sich die Werte in den Gruppen, welche mit Anti-TNFa-Antikbrper behandelt wurden,
nicht viel niedriger als in den nicht mit Anti-TNFa-Antikdrper behandelten Gruppen, in der
Gruppe mit der verdoppelten Dosis Anti-TNFa-Antikérper war der Wert sogar héher als in der
Gruppe, welche mit der geringeren Dosis Anti-TNFa-Antikérper behandelt wurde.

Da die Ergebnisse deutlich von denen des ersten Versuchs differieren und die TNFa-Werte
durch Anwendung des Anti-TNFa-Antikorpers nicht wie in V1 gesenkt wurden, wurde von
einem  Funktionsverlust des Anti-TNFa-Antikbrpers ausgegangen. So  erfolgten
Funktionstests des Anti-TNFa-Antikorpers und eine Wiederholung des zweiten Versuchs im
gleichen Setting als V3. Aufgrund der Redundanz der Ergebnisse wird hier auf die genaue
Darstellung der Ergebnisse des zweiten Versuchs (V2) verzichtet.

3.4 Test der Funktion des Antikorpers

3.4.1 Test auf Verunreinigung mit LPS
Mit Hilfe des LAL-Assays wurde sichergestellt, dass der verwendete Antikoérper frei von
Verunreinigungen durch LPS war. Im Test konnte kein LPS in der Antikdrper-Suspension

nachgewiesen werden.

3.4.2 Test der Block-Funktion im ELISA

Im ELISA wurde die Funktion des Antikorpers getestet. Dazu wurde der Recombinant mouse
TNFo-Antikorper, der als Standard im TNFa-ELISA verwendet wird, in der Anti-TNFa-
Antikdrper-Suspension beziehungsweise Assay Diluent in jeweils gleicher Konzentration

geldst und anschlie3end die Konzentration von freiem TNFa im TNFo—ELISA gemessen.

Der TNFa wurde in der Antikdrper-Suspension fast vollstandig blockiert, es konnten nur noch
28 pg/ml an TNFa nachgewiesen werden. In der Probe mit TNFa in Assay Diluent konnten

jedoch 1440 pg/ml TNFo. gemessen werden.

So konnte auch gezeigt werden, dass die Komplexe aus Anti-TNFa-Antikorper und von
diesem gebundenen TNFa keine falsch positiven Werte im ELISA durch Interferenz

hervorriefen.
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3.4.3 In-vivo-Versuch

Die Funktionsfahigkeit des Anti-TNFa-Antikdrpers wurde nochmals in vivo getestet. Zwei
Mausen (Maus 1 und 2) wurde 200 pg des Anti-TNFa-Antikorpers und 6 Stunden spéater 10
Mg LPS intraperitoneal gespritzt. Zwei weitere Mause (Maus 3 und 4) erhielten nur 10 pg LPS
und Placebo (PBS). Die Kontrollgruppe (zwei Mause, Maus 5 und 6) wurde nur mit Placebo
(PBS) behandelt. Die Blutentnahmen erfolgten zu Beginn des Versuches, nach sieben und
zehn Stunden, sowie zwei, vier und sechs Tage spater. Aus den Serumproben erfolgte die
Bestimmung der TNFa-Spiegel mit Hilfe des TNFa-ELISAs. Bei Maus 3 konnte am Zeitpunkt

Oh keine Probe gewonnen werden.

Unter Gabe von LPS kam es zu einem deutlichen Anstieg der TNFa-Werte (Maus 3 1510
pg/ml, Maus 4 1627 pg/ml), der aber durch die Gabe von Anti-TNFa-Antikorper verhindert
werden konnte (Maus 1,2,5,6 Wert jeweils unter 50 pg/ml).
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Abbildung 27: Mittelwerte TNFa. im Serum in pg/ml, Versuch zur Funktionstestung des Anti-TNFa-
Antikdrpers

nach Gabe von Anti-TNFa-Antikdrper und anschlielender Gabe von LPS
Maus 1 und 2: 200 pg Anti-TNFa-Antikdrper, LPS

Maus 3 und 4: Placebo und LPS

Maus 5 und 6: Placebo

3.4.4 Zusammenfassung
Im Rahmen der Funktionstestung des Anti-TNFa-Antikorpers konnte kein Funktionsverlust

nachgewiesen werden.
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3.5 Versuch 3 (V3)

Der Versuchsaufbau entspricht V2 und wird in Tabelle 8 beschrieben. Analysiert wurden die
Zellen aus dem BAL-Fluid. Es wurde die Gesamtzellzahl bestimmt und es erfolgte die
Differenzierung von Makrophagen, eosinophilen Granulozyten, neutrophilen Granulozyten,
und Lymphozyten unter dem Lichtmikroskop. Des Weiteren wurden die Zytokine im BAL-
Fluid mit Hilfe von ELISA bestimmt, so IL-5, IL-10, IL-13, IFNy und TNFa. Im Serum wurden
mittels ELISA die Immunglobuline OVA-spezifisches 1gG1l, OVA-spezifisches IgE und

Gesamt-IgE gemessen.

Eine Maus aus der Gruppe [S/AK100/A] und zwei Mause aus der Gruppe [S/AK200/A]
starben wahrend des Versuches und konnten bei der Auswertung nicht bertcksichtigt

werden.
3.5.1 Gesamtzellzahl und Zelldifferenzierung aus der BAL- Flussigkeit

Die Zellen aus der BAL-Flussigkeit wurden mit Hilfe einer Zentrifuge auf Objekttrager
aufgebracht, gefarbt und anschlie3end unter dem Mikroskop analysiert.
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3.5.1.1 Gesamtzellzahl

Der Mittelwert der Gesamtzellzahl lag in der Kontrollgruppe bei 60450 Zellen. Durch die
Sensibilisierung stieg der Wert auf 2765300 Zellen (Gruppe [S]) an. Durch die ASIT fielen die
Werte wieder ab. In der Gruppe [S/A] konnten durchschnittlich 323850 Zellen gezahlt werden
und in den Gruppen mit Blockierung durch den Anti-TNFa-Antikdrper 175430 Zellen in
Gruppe [S/AK200/A] und 244222 Zellen in der Gruppe [S/AK100/A].
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Abbildung 28: Gesamtzellzahl im BAL-Fluid, Mittelwert und Standardfehler, V3
Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikérper, ASIT
Gruppe [S/AK200/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 200 pg Anti-TNFa-Antikérper, ASIT
Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT
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3.5.1.2 Makrophagen

Der mittlere prozentuale Anteil der Makrophagen an der Gesamtzellzahl lag in der
Kontrollgruppe bei 91,9%. Nach Sensibilisierung lag dieser Anteil im Mittel bei 13,2%
(Gruppe [S]). Durch die allergenspezifische Immuntherapie stieg der prozentuale Anteil
wieder an. In der Gruppe [S/A] lag er bei 35,7%, in der Gruppe [S/AK200/A] bei 46,1% und in
der Gruppe [S/AK100/A] bei 44,9%.
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Abbildung 29: prozentualer Anteil der Makrophagen an der Gesamtzellzahl im BAL-Fluid, Mittelwert und
Standardfehler, V3

Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikérper, ASIT

Gruppe [S/AK200/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 200 pg Anti-TNFa-Antikérper, ASIT

Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT
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3.5.1.3 Eosinophile Granulozyten

Der mittlere prozentuale Anteil der eosinophilen Granulozyten lag in der Kontrollgruppe bei
7%. Durch die Sensibilisierung stieg der Anteil der eosinophilen Granulozyten an der
Gesamtzellzahl auf 80,7% (Gruppe [S]). Nach ASIT fiel der Anteil auf 58,7% in der Gruppe
[S/A] und noch weiter in den mit Anti-TNFa-Antikorper behandelten Gruppen: in der Gruppe
[S/AK200/A] auf 49,2% und in der Gruppe [S/AK100/A] auf 49,9%.
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Abbildung 30: prozentualer Anteil der eosinophilen Granulozyten an der Gesamtzellzahl im BAL-Fluid,
Mittelwert und Standardfehler, V3

Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikérper, ASIT
Gruppe [S/AK200/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 200 pg Anti-TNFa-Antikérper, ASIT
Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT

79



3.5.1.4 Neutrophile Granulozyten

In der Kontrollgruppe lag der mittlere prozentuale Anteil an neutrophilen Granulozyten bei
0,42%. Nach Sensibilisierung lag der Anteil bei 5,21% in Gruppe [S], nach ASIT waren die
Anteile niedriger. So fanden sich in der Gruppe [S/A] 3,31%, in der Gruppe [S/AK200/A]
2,20% und in der Gruppe [S/AK100/A] 2,33% neutrophile Granulozyten.
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Abbildung 31: prozentualer Anteil der neutrophilen Granulozyten an der Gesamtzellzahl im BAL-Fluid,
Mittelwert und Standardfehler, V3

Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikérper, ASIT

Gruppe [S/AK200/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 200 pg Anti-TNFa-Antikérper, ASIT

Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT

80



3.5.1.5 Lymphozyten

Der mittlere prozentuale Anteil der Lymphozyten in der Kontrollgruppe lag bei 0,63%. Nach
Sensibilisierung waren 0,88% Lymphozyten detektierbar (Gruppe [S]). In den Gruppen, in
denen eine ASIT stattfand, lag der prozentuale Anteil noch héher: in der Gruppe [S/A] waren
2,22%, in der Gruppe [S/AK200/A] 2,55% und in der Gruppe [S/AK100/A] 2,90%
Lymphozyten nachweisbar.
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Abbildung 32: prozentualer Anteil der Lymphozyten an der Gesamtzellzahl im BAL-Fluid, Mittelwert und
Standardfehler, V3

Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikérper, ASIT

Gruppe [S/AK200/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 200 pg Anti-TNFa-Antikérper, ASIT

Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT
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Abbildung 33: Ubersicht iiber den prozentualen Anteil der verschiedenen Zellarten im BAL-Fluid in den
verschiedenen Gruppen, V3

Makrophagen, neutrophile Granulozyten, eosinophile Granulozyten, Lymphozyten

3.5.2 Zytokine aus der BAL-Flissigkeit
Die Zytokine aus der BAL-Flissigkeit wurden aus den Uberstanden nach Zentrifugation mit
Hilfe von ELISA detektiert.
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3.5.2.1 IL-13

In der Kontrollgruppe lag der Mittelwert des Zytokins IL-13 bei 7 pg/ml. Nach der
Sensibilisierung lag der Wert bei 168 pg/ml in Gruppe [S]. In den Gruppen, die eine ASIT
erhielten, sank der Wert anschlieRend wieder ab. In der Gruppe [S/A] waren 25 pg/ml an
IL-13 zu finden, in der Gruppe [S/AK200/A] 25 pg/ml und in der Gruppe [S/AK100/A] 22
pg/ml.
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Abbildung 34: Konzentration von IL-13 im BAL-Fluid in pg/ml, Mittelwert und Standardfehler, V3
Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikorper, ASIT
Gruppe [S/AK200/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 200 pg Anti-TNFa-Antikérper, ASIT
Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT
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3.5.2.2 IFNy

In der Kontrollgruppe lag der Mittelwert von IFNy bei 181 pg/ml. In der rein sensibilisierten
Gruppe (Gruppe [S]) fanden sich durchschnittlich 84 pg/ml. Nach ASIT waren in der Gruppe
[S/A] 96 pg/ml, in der Gruppe [S/AK200/A] 151 pg/ml und in der Gruppe [S/AK100/A]
97 pg/ml an IFNy detektierbar.
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Abbildung 35: Konzentration von IFNy im BAL-Fluid in pg/ml, Mittelwert und Standardfehler, V3
Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikérper, ASIT
Gruppe [S/AK200/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 200 pg Anti-TNFa-Antikérper, ASIT
Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT
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3.5.23 IL-5

Von einem mittleren Ausgangswert von IL-5 von 15 pg/ml in der Kontrollgruppe stieg der
Wert in der rein sensibilisierten Gruppe [S] auf 408 pg/ml. In den Gruppen nach ASIT war der
Wert wieder vermindert: in der Gruppe [S/A] bei 49 pg/ml, in der Gruppe [S/AK200/A] bei
52 pg/ml und in der Gruppe [S/AK100/A] lag er bei 59 pg/ml.
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Abbildung 36: Konzentration von IL-5 im BAL-Fluid in pg/ml, Mittelwert und Standardfehler, V3
Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikorper, ASIT
Gruppe [S/AK200/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 200 pg Anti-TNFa-Antikérper, ASIT
Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT
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3.5.2.4 IL-10

In der Kontrollgruppe lag der Mittelwert von IL-10 bei 68 pg/ml. In der rein sensibilisierten
Gruppe lag der Mittelwert mit 69 pg/ml knapp dartiber. In den Gruppen nach ASIT fanden
sich in der Gruppe [S/A] 43 pg/ml, in der Gruppe [S/AK200/A] 78 pg/ml und in der Gruppe
[S/AK100/A] 41 pg/ml an IL-10.
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Abbildung 37: Konzentration von IL-10 im BAL-Fluid in pg/ml, Mittelwert und Standardfehler, V3

Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikorper, ASIT
Gruppe [S/AK200/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 200 pg Anti-TNFa-Antikérper, ASIT
Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT

3.5.2.5 IL-5/IL-10

Das Verhdltnis von IL-5/IL-10 verschiebt sich durch die ASIT in Richtung IL-10. Unter TNFa-
Blockade mit 200 pg Antikorper verschiebt sich das Verhaltnis starker, mit 100 pg Antikorper
nicht ganz so stark. In der Gruppe [S] lag das Verhéltnis bei 5,91 und sank durch ASIT auf
1,14 (Gruppe [S/A]). In den mit Anti-TNFa-Antikorper behandelten Gruppen lag das
Verhéltnis bei 1,44 in der Gruppe [S/AK100/A] und bei 0,67 in der Gruppe [S/AK200/A].

3.5.3 Immunglobulinbestimmung aus dem Serum

Den Mausen wurde im Laufe des Versuches mehrmals Blut enthommen. Im Serum der
Versuchstage dO, d28, d53 und d60 wurden mit Hilfe von ELISA OVA-spezifische 1gG1-
Antikorper, OVA-spezifische IgE-Antikdrper und Gesamt-IgE-Antikbrper gemessen und im

zeitlichen Verlauf bewertet.
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3.5.3.1 OVA-spezifische IgG1- Antikorper

Am Tag 0 (d0) des Experiments waren im Mittel nur geringe Mengen des OVA-spezifischen
IgG1-Antikdrpers nachweisbar: In der Kontrollgruppe 35 ng/ml, in der Gruppe [S] 5 ng/ml, in
der Gruppe [S/A] 5 ng/ml, in der Gruppe [S/AK200/A] 124 ng/ml und in der Gruppe
[S/AK100/A] 94 ng/ml.

Nach der Sensibilisierung am Tag 28 (d28) kam es in allen Gruppen, aufRer der
Kontrollgruppe, zu einem Anstieg der Mittelwerte. In der Gruppe [S] fanden sich 2637 ng/mi
an OVA-spezifischem IgG1, in der Gruppe [S/A] 1395 ng/ml, in der Gruppe [S/AK200/A]
2218 ng/ml und in der Gruppe [S/AK100/A] 1866 ng/ml. In der Kontrollgruppe waren keine
OVA-spezifischen 1gG1-Antikorper nachweisbar.

Am Tag 53 (d53) kam es zu einem starken Anstieg des Mittelwertes in der Gruppe, die ohne
Antikérper-Blockade immuntherapiert wurde (Gruppe [S/A]), auf 2375000 ng/ml. Die
Gruppen nach Antikérpergabe und allergenspezifischer Immuntherapie stiegen jedoch mit
ihren Werten deutlich weniger an (Gruppe [S/AK200/A] 803250 ng/ml und Gruppe
[S/AK100/A] 435878 ng/ml), und lagen damit ndher dem Wert in der rein sensibilisierten
Gruppe mit 328900 ng/ml.

In der Kontrollgruppe waren keine OVA-spezifischen IgG1-Antikbrper messbar.

Nach Challenge am Tag 60 (d60) fielen die Mittelwerte in der Gruppe [S/A] von
2375000 ng/ml auf 1437800 ng/ml deutlich ab. Weniger stark sanken die Werte in den
Gruppen [S/AK200/A] (von 803250 ng/ml auf 564388 ng/ml) und [S] (von 328900 ng/ml auf
276667 ng/ml). In der Gruppe [S/AK100/A] kam es zu einem leichten Anstieg von
435878 ng/ml auf 442556 ng/ml. In der Kontrollgruppe waren 1789 ng/ml OVA-spezifisches

IgG1 messbar.
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Abbildung 38: Konzentration OVA-spezifischer IgG1-Antikdrper im Serum in pg/ml, Mittelwert im
Zeitverlauf, V3

Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikdrper, ASIT
Gruppe [S/AK200/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 200 pg Anti-TNFa-Antikorper, ASIT
Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT

3.5.3.2 Gesamt-IgE- Antikorper
Am Tag 0 (dO) des Experimentes wurden die mittleren Ausgangswerte des Gesamt-IgE-
Spiegels gemessen: in der Kontrollgruppe fanden sich durchschnittlich 13 ng/ml, in der
Gruppe [S] 26 ng/ml, in der Gruppe [S/A] 28 ng/ml, in der Gruppe [S/AK200/A] 23 ng/ml und
in der Gruppe [S/AK100/A] 5 ng/ml.

Nach der Sensibilisierung am Tag 28 (d28) stiegen die Mittelwerte in allen Gruppen an:
Gruppe [S] auf 601 ng/ml, Gruppe [S/A] auf 675 ng/ml, Gruppe [S/AK200/A] auf 457 ng/ml
und Gruppe [S/AK100/A] auf 686 ng/ml. Auch in der Kontrollgruppe kam es zu einem
leichten Anstieg auf 179 ng/ml.

Am Tag 53 (d53) kam es in der Gruppe [S/A] zu einem Anstieg auf Uber 3000 ng/ml (3515
ng/ml), wahrend die Werte in den anderen Gruppen nur auf durchschnittlich 2000 ng/ml
stiegen (Gruppe [S/AK200/A] 2051ng/ml, Gruppe [S/AK100/A] 2052 ng/ml, Gruppe [S] 1970
ng/ml). Der Wert in der Kontrollgruppe lag bei 139 ng/ml.

Nach Challenge am Tag 60 (d60) kam es in allen Gruppen zu einem Abfall der Mittelwerte.
In Gruppe [S/A] waren 2346 ng/ml an Gesamt-IgE detektierbar, in der Gruppe [S/AK200/A]
1666 ng/ml, in der Gruppe [S/AK100/A] 1351 ng/ml und in der Gruppe [S] 1879 ng/ml. In der
Kontrollgruppe fanden sich 194 ng/ml an Gesamt-IgE.
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Abbildung 39: Konzentration der Gesamt-IgE-Antikdrper im Serum in pg/ml, Mittelwert im Zeitverlauf, V3

Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikorper, ASIT
Gruppe [S/AK200/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 200 pg Anti-TNFa-Antikorper, ASIT
Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT

3.5.3.3 OVA-spezifische IgE- Antikorper

Am Tag dO lagen die Mittelwerte der OVA-spezifischen IgE-Antikdrper unter 11 ng/ml.
(Gruppe [S] 1,3 ng/ml, Gruppe [S/AK100/A] 10 ng/ml, Gruppe [S/AK200/A] 9,6 ng/ml, Gruppe
[S/A] 6,4 ng/ml und in der Kontrollgruppe lag der Wert unterhalb der Nachweisgrenze des
ELISA).

Am Tag d28 stiegen die Werte in allen sensibilisierten Gruppen an (Gruppe [S] 7,7 ng/ml,
Gruppe [S/AK100/A] 17 ng/ml, Gruppe [S/AK200/A] 17 ng/ml und Gruppe [S/A] 14 ng/ml. In
der Kontrollgruppe lag der Wert weiterhin unter der Nachweisgrenze.

Am Tag d53 stieg der Mittelwert der OVA-spezifischen IgE-Antikérper in der Gruppe
[S/IAK200/A] deutlich an auf 61 ng/ml, in den Gruppen [S/A] und [S/AK100/A] stieg er
weniger stark auf 23 ng/ml ([S/AK100/A]) beziehungsweise 26 ng/ml ([S/A]). In Gruppe [S]
sank der Wert auf 1,6 ng/ml und in der Kontrollgruppe waren immer noch keine OVA-

spezifischen IgE-Antikérper nachweisbar.

Am Tag d60 sanken die Werte der Gruppen, die eine ASIT erhalten hatten (Gruppe [S/A] 15
ng/ml, [S/AK100/A] 8 ng/ml, [S/AK200/A] 14 ng/ml). In Gruppe [S] stieg der Wert wieder auf
10 ng/ml und in der Kontrollgruppe waren auch weiterhin keine OVA-spezifischen IgE-

Antikorper nachweisbar.
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Abbildung 40: Konzentration OVA-spezifischer IgE-Antikérper im Serum in pg/ml,

Zeitverlauf, V3

Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo
Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikdrper, ASIT
Gruppe [S/AK200/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 200 pg Anti-TNFa-Antikorper, ASIT
Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT
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3.5.4 TNFa
Der Mittelwert von TNFa in der Kontrollgruppe betrug 196 pg/ml. In der rein sensibilisierten
Gruppe [S] lag der Wert bei 77 pg/ml. Durch ASIT stieg TNFa in Gruppe [S/A] auf 115 pg/ml.
In den durch Anti-TNFa-Antikorper geblockten Gruppen lag der TNFa-Wert trotz Antikorper
noch hoher, ndmlich bei 117 pg/ml in Gruppe [S/AK100/A] und bei 184 pg/ml in der Gruppe
[S/AK200/A].
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Abbildung 41: Konzentration von TNFa im BAL-Fluid in pg/ml, Mittelwert und Standardfehler, V3

Kontrollgruppe: Behandelt mit Placebo

Gruppe [S]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo

Gruppe [S/AK100/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 100 pg Anti-TNFa-Antikorper, ASIT
Gruppe [S/AK200/A]: Sensibilisierung mit OVA, Gabe von 200 pg Anti-TNFa-Antikorper, ASIT
Gruppe [S/A]: Sensibilisierung mit OVA, Placebo, ASIT

3.5.5 Zusammenfassung

Zusammenfassend lasst sich erkennen, dass, betreffend die Zytokine, die Werte der Gruppe
[S/A] insgesamt meist zwischen den Werten der Gruppe [S] und den Gruppen [S/AK100/A]
und [S/AK200/A] liegen. Bei den OVA-spezifischen 1gG1-Antikorpern liegen die Werte der
Gruppen [S/AK100/A] und [S/AK200/A] zwischen denen der Gruppe [S] und [S/A].
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4 Diskussion

In diesen Versuchen wurde im Mausmodell mit C57BL/6-Mausen der Einfluss von TNFa auf
die allergenspezifische Immuntherapie untersucht. Das Mausmodell der allergenspezifischen
Immuntherapie wurde von Vissers et al. ibernommen und modifiziert (Vissers et al. 2004).
TNFo wurde mit Hilfe eines Anti-TNFa-Antikdrpers geblockt. Die Mause wurden mit OVA
sensibilisiert, unter An- oder Abwesenheit von TNFoa mit OVA immuntherapiert und
schlie3lich provoziert. Am Ende des Protokolls wurde eine bronchoalveoléare Lavage
durchgefiuhrt. In der bronchoalveolaren Lavage wurde die Gesamtzellzahl bestimmt und die
Zellen anschlieRend unter dem Lichtmikroskop differenziert. Im Uberstand der
bronchoalveolaren Lavage wurden mit Hilfe des ELISA die Zytokinspiegel gemessen. Die
Lungen selbst wurden histologisch untersucht. Im Serum wurden die OVA-spezifischen

IgG1- und IgE-Antikorper, sowie die Gesamt-IgE-Antikdrper gemessen.

In der sensibilisierten Gruppe der Méause stieg die Gesamtzellzahl im Vergleich zu der
Kontrollgruppe deutlich an. In der Zelldifferenzierung zeigte sich ein hoher prozentualer
Anteil an eosinophilen Granulozyten, wahrend der prozentuale Anteil der Makrophagen eher
gering war. Bei der Messung der Zytokine war, wie erwartet, eine Verschiebung zu Ty2-
Zytokinen zu verzeichnen. So stiegen IL-13 und IL-5 an, wahrend IFNy sank. Die IL-5/IL-10-
Ratio als Zeichen der Verschiebung des Zytokingleichgewichts war deutlich héher als in den
Vergleichsgruppen. Die OVA-spezifischen IgG1l-Antikbrper stiegen im Vergleich zur
immuntherapierten Gruppe nur sehr magiig an. Die Gesamt-IgE-Antikérper dagegen zeigten
eine starke Erhéhung mit Maximum am Ende des Versuches. Diese Ergebnisse zeigen eine
erfolgreiche Sensibilisierung an, da die typischen Pathomechanismen, die eine

Sensibilisierung ausmachen, vorliegen.

In der Gruppe der sensibilisierten und anschlieBend immuntherapierten Tiere war im
Vergleich dazu die Gesamtzellzahl drastisch niedriger und sank auf circa 1/23 des Wertes
der rein sensibilisierten Gruppe. Die Zelldifferenzierung war beherrscht von Makrophagen,
der prozentuale Anteil der eosinophilen Granulozyten war geringer. Der prozentuale Anteil
der Lymphozyten hingegen war hdher. Das Zytokingleichgewicht verschob sich Richtung
Tul, so sank der Spiegel von IL-5 auf etwas mehr als 1/6 der Vergleichsgruppe und IL-13
unter die Nachweisgrenze des ELISA, wahrend IFNy anstieg. Die IL-5/IL-10-Ratio sank
deutlich ab. Die OVA-spezifischen IgG1l-Antikorper zeigten einen deutlichen Anstieg
wahrend der ASIT. Das Gesamt-IgE stieg zunachst an, um dann wieder deutlich zu sinken.
Diese molekularen Veranderungen zeichnen eine erfolgreiche allergenspezifische

Immuntherapie aus.
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In der Gruppe der Mause, die sensibilisiert und unter TNFa-Deprivation immuntherapiert
wurden, lagen die gemessenen Werte praktisch durchgehend zwischen denen der beiden
Vergleichsgruppen. Die Gesamtzellzahl sank im Vergleich zur sensibilisierten Gruppe der
Tiere durch die ASIT nicht so stark ab wie unter Anwesenheit von TNFa. Auch in der
Zelldifferenzierung lag der prozentuale Anteil der eosinophilen Granulozyten Gber und der
prozentuale Anteil der Makrophagen unter dem der Vergleichsgruppe mit ASIT in
Anwesenheit von TNFa. Das Zytokingleichgewicht verschob sich unter Blockade von TNFa
nicht so weit in Richtung Tyl-bestimmter Immunantwort wie unter Anwesenheit von TNFa.
So war sowohl der Anstieg des IFNy als auch das Absinken von IL-5 und IL-13 dezenter. Der
Anstieg der OVA-spezifischen IgG1l-Antikdrper unterschied sich signifikant von der
Vergleichsgruppe mit TNFa: der Anstieg war wesentlich flacher. Die OVA-spezifischen IgE-
Antikdrper zeigten, im Vergleich mit der Gruppe, die in Anwesenheit von TNFa
immuntherapiert wurde, keinen so rasanten Anstieg und vor allem Abstieg. Die IL-5/IL-10-
Ratio war zwar deutlich niedriger als unter reiner Sensibilisierung, aber Uber der der unter
Anwesenheit von TNFa immuntherapierten Tiere. Diese in sich stimmigen Ergebnisse zeigen
eine deutliche Tendenz dahingehend, dass unter Blockade von TNFa die Effizienz der ASIT

beeintrachtigt ist.

In den zwei folgenden Versuchen im gleichen Mausmodell konnten diese Ergebnisse nicht
bestétigt werden. So schien die ASIT unter TNFa-Blockade mindestens genauso gut zu

funktionieren als unter Anwesenheit von TNFa.

Um der Frage nachzugehen, warum die Beobachtung des klinischen Falls einer Patientin
unserer Klinik nur im ersten Versuch nachvollzogen werden konnte und nicht in den
Folgeversuchen, wurde zunachst die Funktion des Anti-TNFa-Antikérpers untersucht.
Auffallig waren namlich die TNFa-Spiegel in den verschiedenen Versuchen. Im ersten
Versuch waren die TNFa-Werte in den Tieren, die nicht mit Anti-TNFa-Antikdrper behandelt
wurden, wie erwartet hdher als in den mit Antikdrper behandelten Tieren. Somit konnte eine
funktionierende Blockade durch den Anti-TNFa-Antikdrper nachgewiesen werden. In den
Folgeversuchen lagen jedoch die Werte von TNFa in den mit Anti-TNFa-Antikbrper
behandelten Tieren anstatt niedriger, gleich oder sogar hoher als in den Tieren ohne
Behandlung mit Anti-TNFa-Antikorper. Das lasst den Schluss zu, dass die Blockade von

TNFa durch den Anti-TNFa-Antikdrper nicht wirkungsvoll beziehungsweise ausreichend war.

Zur Funktionstestung des Anti-TNFa-Antikorpers wurde zunéchst ein ELISA durchgefihrt.
Der Tumornekrosefaktor a, der als Standard des ELISA verwendet wird, wurde mit Anti-
TNFa-Antikorper in verschiedenen Dosen versetzt. Der zugegebene Anti-TNFa-Antikorper
blockierte TNFa dosisabhangig. So konnte kein Funktionsverlust des Anti-TNFa-Antikorpers

nachgewiesen werden. Auch ein in-vivo-Test, bei dem, vergleichbar dem Vorversuch, die
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TNFa-Produktion von Mausen mit LPS stimuliert wurde, und unter Anti-TNFa-Antikérper-

Gaben unterbunden wurde, zeigte keinen Funktionsverlust des Anti-TNFa-Antikorpers.

Um die Frage nach einer Verunreinigung des Anti-TNFa-Antikdrpers durch Antikorper-
blockierende oder TNFa-stimulierende Substanzen zu klaren, wurde ein LAL-Test

durchgefihrt, der allerdings keine Verunreinigung durch LPS zeigte.

Ebenso stellten wir uns die Frage, ob die Halbwertszeit des Antikoérpers ausreichend war,
und der Antikdrper somit seine Funktion wahrend des Versuches ausreichend erfillen
konnte. In der Literatur fanden sich Angaben einer Halbwertszeit von verschiedenen Anti-
TNFa-Antikérpern von 5-6 Tagen (Haak-Frendscho et al. 1994). Damit sollte die Phase der
ASIT (im Versuchsprotokoll d42-d46 mit Injektion des Antikorpers an d42) und der Challenge
(d53-d59 mit Injektion des Antikdrpers an d53) hinreichend abgedeckt sein. AulRerdem wiirde
eine unzureichende Halbwertszeit und somit Verfligbarkeit des Antikérpers nicht die
unterschiedlichen Ergebnisse zwischen dem ersten und den folgenden Versuchen erklaren,

zumal die Dosis des Antikdrpers in den Folgeversuchen verdoppelt wurde.

Auch kann nicht ausgeschlossen werden, dass der Anti-TNFa-Antikdrper seine Funktion
aufgrund einer nicht ausreichenden Verteilung nicht erfillen konnte. Es besteht die
Mdoglichkeit, dass der Antikérper durch die intraperitoneale Injektion nicht gleichmafig im

Kdrper verteilt wurde und die Zielorgane nicht in ausreichend hoher Dosierung erreicht hat.

Weiterhin auffallig waren die in den Versuchen 2 und 3 insgesamt deutlich hdheren TNFa-
Werte im Vergleich zu Versuch 1. Auch und besonders in den Kontrollgruppen waren die
Werte des TNFa sehr hoch. Das kénnte auf eine exogene Stimulierung des Immunsystems

hinweisen.

Eine solche exogene Stimulierung kdnnte beispielsweise durch das fir die Sensibilisierung
verwendete Ovalbumin erfolgt sein. Fir das handelsibliche Ovalbumin wurden bereits
mehrfach Kontaminationen mit LPS nachgewiesen (Schiitt und Steck 2007; Watanabe et al.
2003). Bei dem von uns verwendeten Ovalbumin liegen seitens der Firma keine Werte flr
eine solche Verunreinigung vor. Eine Kontamination mit Endotoxinen wurde von der Firma
nicht getestet (Information Firma Sigma-Aldrich). Laut Literaturangaben wurden fir dieses
Ovalbumin LPS-Kontaminationen bis 456 pg/ml gemessen (Bewersdorff 2010). In den
meisten Publikationen zum Mausmodell der Immuntherapie wurde handelsibliches
Ovalbumin verwendet und doch eine erfolgreiche Immuntherapie durchgefiihrt. Allerdings
mehren sich in der Literatur Hinweise auf einen Einfluss von LPS-kontaminiertem Ovalbumin
auf die Ergebnisse der Immuntherapie, beziehungsweise auf Immunantworten im
Allgemeinen (Lowe et al. 2015; Tsuchiya et al. 2012; Watanabe et al. 2003). Weiterhin wird

LPS ein groRRer Einfluss auf das Immunsystem im Gesamten zugeschrieben. Eine niedrige
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Dosis LPS scheint zu einer Ty2-Antwort des Immunsystems zu fihren, wahrend eine hohe
Dosis LPS mit einer Ty1l-Antwort und so einer vermehrten Toleranz einherzugehen scheint
(Watanabe et al. 2003). Da LPS ein sehr potenter Aktivator von TNFa ist, ist natirlich in
einem Mausmodell zur Rolle von TNFa bei der allergenspezifischen Immuntherapie eine
Kontamination von Ovalbumin von sehr gro3er Relevanz (Janeway und Murphy 2009, S.
536; Oliver et al. 1993).

Unterstitzt wird letztere These auch durch die in V3 insgesamt erhéhten IFNy-Spiegel. In V1
lagen die Werte von IFNy bei maximal 15 pg/ml. In V3 lagen die Mittelwerte des IFNy in allen
Gruppen Uber 80 pg/ml. Da LPS ebenfalls ein sehr potenter Induktor fiir IFNy ist und IFNy
vor allem in der Tyl-vermittelten Immunantwort eine grof3e Rolle spielt, kann durch vermehrt

vorliegendes LPS im Ovalbumin der Versuch gestort worden sein (Lowe et al. 2015).

Zusammenfassend kann der Grund fir die nicht ausreichende Blockade des TNFa durch
den Anti-TNFa-Antikérper nicht sicher benannt werden. Eine Verunreinigung kann nicht
vollstandig ausgeschlossen werden. Es sollten hierzu Versuche mit einem anderen Modell in
Betracht gezogen werden.

Die Annahme, dass das Fehlen von TNFa die Effizienz einer allergenspezifischen
Immuntherapie beeintrachtigt, ist nach momentanem Forschungsstand recht plausibel.

Durch Fehlen von TNFa wird die Mikroarchitektur in lymphatischen Organen gestort, was
auch funktionelle Folgen hat (Hehlgans und Pfeffer 2005). TNFa hat wichtige
immunmodulatorische Eigenschaften (Hehlgans und Pfeffer 2005). Des Weiteren ist TNFa
ein Zytokin, welches eine grofRe Rolle in der Tyl-gewichteten Immunantwort spielt. Folglich
verschiebt das Blockieren von TNFa das Zytokingleichgewicht eher in Richtung einer T,2-
Immunantwort und wirkt daher allergieférdernd (Hehlgans und Pfeffer 2005; Deetjen und
Alzheimer 2005, S. 388ff). TNFa aktiviert IDO (Indolamin-2,3-Dioxygenase), die wiederum
immunsuppressive Eigenschaften hat (siehe auch Kapitel: 4.1.3). Ferner induziert TNFa das
TSG-6-Protein, ein antiinflammatorisches Zytokin (siehe auch Kapitel: 4.1.1). Viele Studien
zeigen, dass TNFa Uber TNFR2 direkt Ty aktivieren kann (siehe auch Kapitel: 4.1.5). Da
die ASIT auf immunsuppressiven Mechanismen beruht, vor allem auf der Induktion von T s,

ist eine Stérung der Wirkungsweise der ASIT bei Fehlen von TNFa denkbar.

4.1.1 TNFa und TSG-6

Die beiden Zytokine TNFa und IL-1, die beide eine bedeutende Rolle bei inflammatorischen
Prozessen spielen, l6sen Signalwege aus, bei denen verschiedene Transkriptionsfaktoren
und somit viele Gene aktiviert werden. Eines dieser Gene ist das TSG-6 (TNF-stimulated
gene 6). Dieses Gen codiert fur ein antiinflammatorisches Protein gleichen Namens. Es

handelt sich hierbei um ein Polypeptid von 277 Aminosauren mit einer Sighalsequenz von 17
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Aminosauren (Wisniewski und Vilcek 1997). Das TSG-6-Protein hat eine Masse von 35 kDa
und besitzt zwei spezielle Domanen. Einmal eine Hyaluronsaure-Bindestelle, die allen
Hyaladherinen, also Hyaluronsaurebindeproteinen gemeinsam ist, und zum anderen eine C-
terminale CUB (complement C1r/C1s, Uegf and bone morphogenic proteinl)-Doméne. Diese
Domane findet sich bei vielen verschiedenen, meist extrazellularen oder

membranassoziierten Proteinen.

Das TSG-6-Protein zeigt sich besonders bei Patienten mit (chronischen) Entziindungen und
Autoimmunerkrankungen erhéht. Vor allem im Serum von Patienten mit systemischem
Lupus erythematodes, bakterieller Sepsis und in der Synovialfliissigkeit von Patienten mit
Arthritis (Rheumatoide Arthritis, Osteoarthritis) finden sich erhthte Werte des TSG-6-
Proteins. Das TSG-6-Protein wird vor allem in mononukledren Zellen sowie in Chondrozyten
und Zellen der Synovia gebildet (Wisniewski et al. 1996). Die starksten Induktoren sind TNFa
und IL-1, aber auch bakterielles LPS und mechanische Stimuli. Die Aktivierung des TSG-6
wird von den Transkriptionsfaktoren NF-IL-6 und AP1 (activator protein 1) reguliert.

Das TSG-6-Protein bildet temperaturabhangig einen stabilen kovalenten Komplex mit dem
Plasmaprotein lal (inter-a-inhibitor) (Wisniewski et al. 1994). lal hat eine Masse von 225 kDa
und ist eine Serinprotease mit inhibitorischen Eigenschaften, welche durch die Bindung mit
dem TSG-6-Protein verstarkt werden. Unter anderem wird Plasmin inhibiert, ein
proinflammatorisches  Protein.  Plasmin  aktiviert  Metalloproteinasen, die  zur
Gewebezerstérung durch Proteolyse fuhren. Das TSG-6-Protein hemmt also diese
Gewebezerstérung und greift in das proteolytische Netzwerk ein. Die antiinflammatorischen
Wirkungen von TSG-6-Protein wurden von Wisniewski et al. im Mausmodell gezeigt
(Wisniewski et al. 1996). AuRBerdem hemmt das TSG-6-Protein die Migration von
inflammatorischen Zellen, besonders neutrophilen Granulozyten, in das entziindete Gewebe.
Mindrescu et al. (Mindrescu et al. 2005) fanden heraus, dass das TSG-6-Protein in
Makrophagen die COX-2 (Cyclooxygenase 2) erhéht. Dadurch wird die
Prostaglandinsynthese gesteigert, vor allem die des Prostaglandin D2 (PGD2). Dessen
Metabolite PGJ2, vor allem 15-deoxy-A12-14-PGJ2, kbnnen die Aktivitat von Makrophagen
und ihre Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen senken, Uber PPARy (peroxisome
proliferator-activated receptor y) wirken und direkt die proinflammatorischen Signalwege NF-
kB und AP-1 hemmen (Mindrescu et al. 2005). Das TSG-6-Protein scheint im Rahmen einer
Entziindung ein negatives Feedback zu induzieren und weist immunsuppressive
Eigenschaften auf (Wisniewski et al. 1996). Bei einer Blockade von TNFa kdnnte durch die
fehlende Induktion durch TNFa das TSG-6-Protein sinken und somit die fir eine effiziente

ASIT notige Immunsuppression fehlen.
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4.1.2 TNFa und TGFB

TGFB ist ein Zytokin mit immunsuppressiver Wirkung. Es wird von T4 gebildet, vor allem
von Ty3-Zellen und aktiviert gemeinsam mit IL-10 weitere regulatorische T-Zellen.

Sullivan et al. (Sullivan et al. 2005) zeigten, dass TNFa in Fibroblasten die Produktion von
TGF induziert. TGFB wurde hierzu im ELISA gemessen. Mit Hilfe von real-time-PCR konnte
festgestellt werden, dass die mRNA des TGFB unter TNFa um das Zwei- bis Vierfache
anstieg. Auch erhohte sich die Stabilitdt der mMRNA des TGF[3. Unter Einfluss von TNFa stieg
die Halbwertszeit der mRNA von vorher 15 auf 24 Stunden. Es zeigte sich, dass TNFa Uber
die ERK (extracellular signal regulated kinase) wirkt, da Inhibitoren der ERK die Induktion
von TGF[ verhindern (Sullivan et al. 2005).

In einer weiteren Studie bestatigten Sullivan et al. dass die Induktion von TGFB zumindest
teilweise Uber de novo Transkription erfolgt. Die pra-mRNA des TGF[3, also die noch nicht
gespleite RNA, stieg nach Stimulation mit TNFa stark an. Die Transkription von TGF wird
unter anderem Uber AP-1 (activator protein 1) reguliert. Also wurden die Zellen vor
Stimulation mit TNFa mit Curcumin, einem Inhibitor des AP-1, behandelt. In der Folge sank
sowohl die pra-mRNA als auch die mRNA des TGF. Dies zeigt, dass AP-1 in der Induktion
von TGFf durch TNFa eine wichtige Rolle spielt (Sullivan et al. 2009).

Bei Blockade von TNFa kann es zu einer geringeren Produktion von TGF@ kommen, und
somit die fur eine effiziente ASIT ndtige Immunsuppression eingeschrankt sein.

41.3 TNFaundIDO

4.1.3.1 IDO

Die Indolamin-2,3-Dioxygenase (IDO) ist ein zytosolisches Enzym, welches eine Ham-
Gruppe besitzt. Die Indolamin-2,3-Dioxygenase besteht aus 403 Aminosauren und weist
eine Masse von ca. 40000 kDa auf (Taylor und Feng 1991). Sie katalysiert den ersten Schritt
im Abbau der essentiellen Aminosdure Tryptophan. Dieser Schritt ist der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt des Tryptophanmetabolismus. Hierbei wird aus
Tryptophan N-Formylkynurenin gebildet. In der Folge entstehen tber Kynurenin noch weitere
Metaboliten, so die Kynureninsaure oder die Xanthurensdure (Taylor und Feng 1991;
Johnson et al. 2009). Die IDO ist nicht in allen Zellen durchgehend aktiv, sie muss zuné&chst
induziert werden. Die Gene der IDO (IDO1 und IDO2) liegen nahe beieinander auf
Chromosom 8. In der Promotorregion finden sich Elemente namens ISRE (interferon
stimulated response element) und GAS (interferon gamma activated sequence) tber die die
IDO induziert werden kann. Die Hauptproduzenten von IDO sind dendritische Zellen, es gibt
aber auch Hinweise, dass auch Makrophagen, eosinophile Granulozyten und epitheliale

sowie endotheliale Zellen IDO exprimieren kdnnen (Johnson et al. 2009).
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4.1.3.2 IDO Induktion

Die Indolamin-2,3-Dioxygenase kann durch verschiedene Signalwege induziert werden. Toll-
like-Rezeptoren (TLR) befinden sich vor allem auf Makrophagen und sind fir die Erkennung
von pathogenen Molekilen verantwortlich. Es existieren verschiedene Unterformen der Toll-
like-Rezeptoren, so erkennt der Toll-like-Rezeptor 4 Lipopolysaccharide, der Toll-like-
Rezeptor 9 DNA-Bestandteile wie CpG. Durch Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren kommt
es zu einem Anstieg der IDO. Hayashi et al. (Hayashi et al. 2004) zeigten eine Erh6hung der
IDO in verschiedenen Geweben nach Gabe eines TLR 9-Liganden.

Auch wurde eine IDO-Induktion bei Virusinfektionen nachgewiesen. Die Aktivitat der IDO
stieg in Mausen nach einer Infektion mit Influenza-Viren um das 120-fache an. Der zeitliche
Verlauf der IDO deckte sich nicht mit dem zeitlichen Verlauf der Virusreplikation (Taylor und
Feng 1991, Yoshida et al. 1979).

Die wichtigsten Zytokine, die die Produktion der IDO erhéhen, sind IFNy und TNFa. Sie
kénnen hierbei synergistisch wirken, TNFa kann aber auch IFNy-unabhéangig fir eine
Induktion der IDO sorgen. IFNy stimuliert die IDO-Produktion tber regulatorische Elemente
in der Promotorregion der IDO-Gene. Es handelt sich hierbei um ISRE 1 und 2 (IFN-
stimulated response elements) und GAS 1 bis 3 (interferon gamma activated sequences).
Besonders ISRE 1 und 2 sowie GAS-2 und 3 wird eine Bedeutung bei der IFNy-induzierten
IDO-Produktion zugeschrieben. ISRE 1 und 2 werden durch die Bindung von IRF-1 (IFN
regulatory factor) und GAS durch die Bindung von Stat1a (signal transducer and activator of

transcription 1a) aktiviert (Robinson et al. 2003).

Robinson et al. stellten eine synergistische Wirkung von TNFa auf die dosisabhangige IFNy-
induzierte Aktivitat von IDO in Zellkultur mit HeLa-Zellen fest. In Real-time-PCR wurde auch
die mRNA der IDO analysiert, mit dem Ergebnis, dass auch diese bei zusatzlicher TNFa-
Gabe anstieg. AuRerdem wurde die Translokation von Transkriptionsfaktoren in den Zellkern
untersucht. Dazu wurden ebenfalls HeLa-Zellen verwendet, die mit IFNy und TNFa oder nur
mit einem von beiden Zytokinen inkubiert wurden. Die IRF-1- und die Statl- Konzentration im
Zellkern wurde gemessen. Dabei stellte sich heraus, dass IFNy alleine sowohl die
Konzentration von IRF-1 und Stat1 steigern konnte. Durch die zusatzliche Gabe von TNFa
gelang es, die Konzentration von IRF-1 um mehr als das Zweifache und die Konzentration
von aktiviertem Statl um das Finffache zu erhdhen. Die Erhéhung des aktivierten Statl
scheint jedoch einer vermehrten Phosphorylierung und nicht einer erhdhten Transkription zu
verdanken zu sein. Auch die Bindung von Statl an GAS, beziehungsweise von IRF-1 an die
ISREs, wird durch die Costimulation mit TNFa gesteigert. Um den molekularen
Mechanismen der synergistischen Wirkung von IFNy und TNFa auf die Spur zu kommen,

wurde die Expression von IFNGR (IFNy-Rezeptor) auf der Zelloberflache untersucht. Zellen
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wurden mit IFNy und TNFa oder nur mit einem der beiden Zytokinen inkubiert. Als Ergebnis
zeigte sich, dass bei gemeinsamer Inkubation mit IFNy und TNFa ein starker Anstieg des
IFNGR zu verzeichnen war, und somit der IFNy-Signalweg verstarkt wird (Robinson et al.
2003).

In einer weiteren Studie bestéatigten Robinson et al. die synergistische Aktivierung von IDO
durch IFNy und TNFa und die Wirkung Uber ISRE und GAS. Daflir wurde vor allem die
Auswirkung von Mutationen im ISRE oder GAS-Gen getestet und dabei eine fehlende

Transkription festgestellt (Robinson et al. 2005).

Es wurde aber auch ein IFNy-unabhangiger Signalweg zur Induktion von IDO nachgewiesen.
Fujigaki et al. (Fujigaki et al. 2006) untersuchten in Zellkultur mit THP-1-Zellen, einer
monozytischen Zelllinie, die Wirkung von LPS und proinflammatorischen Zytokinen auf die
IDO-Induktion. IDO wurde durch LPS induziert und unter Anwesenheit einer Kombination
von proinflammatorischen Zytokinen (TNFa, IL-6, IL13) kam es zu einer synergistischen
Aktivierung von IDO. Weiterhin wurde gezeigt, dass Statl und IRF-1, die beiden
Transkriptionsfaktoren des IFNy-vermittelten Signalweges, im Signalweg der IDO-Induktion
durch LPS keine Rolle spielen, dieser Signalweg also Statl- und IRF-1-unabh&ngig ist. Nach
einer LPS-Stimulation stieg TNFa signifikant an, mit einem Maximum circa drei Stunden
nach Stimulation. IFNy war nicht nachweisbar. Antikorper gegen TNFa, IL-6 und IL1B3
minderten die IDO-Induktion. Ferner zeigten Fujigaki et al. eine Beteiligung von p38 MAP-
Kinase und NF-kB bei der INFy-unabhangigen Aktivierung von IDO. Antikdrper gegen p38
MAP-Kinase und NF-kB inhibierten die Aktivierung von IDO (Fujigaki et al. 2006).

Auch O’Connor et al. wiesen die Rolle von TNFa in der IDO-Aktivierung im Mausversuch
nach. Nach Behandlung mit dem Anti-TNFa-Antikorper Etanercept sank die mRNA der IDO
im Gewebe (O'Connor et al. 2009).

Li et al. beschaftigten sich ebenfalls mit der Induktion von IDO durch TNFa. Auch sie zeigten
die Induktion von IDO durch TNFa sowie die Minderung der IDO-Produktion durch Anti-
TNFa-Antikorper. Ebenso setzten sie Inhibitoren der p38 MAP-Kinase und des NF-kB ein
und fanden eine inhibierte IDO-Expression. So zeigten auch Li et al., dass TNFa die IDO
aktiviert, und dass p38 MAP-Kinase und NF-kB dabei eine bedeutende Rolle spielen (Li et al.
2011).

4.1.3.3 IDO Funktionen
Die IDO zeigt hauptsachlich immunsuppressive Eigenschaften. Diese bestehen zum einen in
der Hemmung von Effektor-T-Zellen und zum anderen in der Induktion von regulatorischen

T-Zellen. Es stellte sich lange die Frage, ob fur diese immunsuppressiven Eigenschaften der
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Mangel an Tryptophan durch Abbau durch die IDO oder die Entstehung von Tryptophan-
Metaboliten durch die IDO verantwortlich ist.

Munn et al. zeigten die Relevanz des GCN2-(general control nonderepressible 2)-
Signalwegs in der Proliferationshemmung und Anergie-Induktion von T-Zellen unter IDO-
Einfluss. Ein Mangel an Aminosauren im Stoffwechsel fihrt zur Zunahme der freien tRNA-
Molekile. Das wiederum aktiviert die GCN2-Kinase. Dadurch wird eine Stressantwort der
Zelle eingeleitet, die ISR (integrated stress response), die den Arrest des Zellzyklus, Anergie

und sogar die Apoptose einleiten kann (Munn et al. 2005).

Fallarino et al. wiesen nach, dass zytotoxische T-Zellen in Zellkultur mit IDO und DCs die -
Kette des T-Zell-Rezeptors weniger exprimieren, was auch mit einem Funktionsverlust der
Zellen einhergeht. Nach Ausschalten des GCN2 Signalwegs konnte dieser Effekt nicht mehr
hervorgerufen werden. Ebenso konnten Fallarino et al. zeigen, dass durch den Tryptophan-
Katabolismus eine Umwandlung von CD4'CD25 Foxp3™-Zellen zu CD4"CD25"Foxp3*-Zellen
stattfand. Fur diesen Schritt war sowohl TGF, als auch der GCN2-Signalweg notwendig
(Fallarino et al. 2006).

Chen et al. (Chen et al. 2008a) zeigten, dass IDO fir die Induktion von regulatorischen
CD4"CD25Foxp3*-T-Zellen durch dendritische Zellen notwendig ist. Plasmazytoide
dendritische Zellen (pDC) konnen naive CD4°CD25-T-Zellen in regulatorische
CD4'CD25'Foxp3*-T-Zellen umformen. Bei Aktivierung exprimieren diese pDCs
betrachtliche Mengen an IDO. Chen et al. untersuchten die Stimulation von pDCs durch
TLR9-Liganden und fanden heraus, dass pDCs bei Aktivierung durch TLR9-Liganden ihre
IDO-Produktion und IDO-Expression deutlich steigern. Um nachzuweisen, dass IDO in die
Teg-Generierung involviert ist, wurde die IDO inhibiert. In Zellkultur, mit durch CpG (TLRO9-
Agonist) aktivierten pDCs und naiven CD4"CD25 T,egs, wurde der IDO-Inhibitor 1-methyl-D-
Tryptophan zugegeben. Dadurch wurden im Vergleich mit der Kontrollgruppe signifikant
weniger CD4"CD25"T,eqs generiert.

Auch die Funktion dieser geringeren Anzahl von CD4'CD25'T,egs Wurde untersucht. Dazu
wurde gemessen, inwieweit die durch pDCs induzierten T4 die Proliferation von naiven
CD4"-T-Zellen beeinflussen konnen. Es zeigte sich, dass durch die Gabe von 1-methyl-D-
Tryptophan auch die suppressive Funktion der induzierten T4 und somit eine Inhibition oder
Suppression der Proliferation von naiven CD4"-T-Zellen stark eingeschrankt ist. In der Folge
wurde bei einem weiteren Versuch gleichen Aufbaus Kynurenin zugegeben. Kynurenin ist
der erste bedeutende Metabolit in dem von IDO katalysierten Abbau von Tryptophan. Die

Zugabe von Kynurenin konnte den Effekt des IDO-Antagonisten 1-methyl-D-Tryptophan
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umgehen und fuhrte wieder zur Produktion von T.g Mit normaler suppressiver Funktion
(Chen et al. 2008a).

Hwang et al. beschaftigten sich mit dem Zusammenspiel von IDO, TNFa und DCs. Kultiviert
mit TNFa exprimieren DCs viele Oberflachenmolekiile, so CD83, CD86 oder CD40. Bei
Hemmung der IDO durch 1-MT (1-methyl-D-Tryptophan) konnte auch die Expression von
CD83, CD86 oder CD40 gehemmt werden. Es konnte gezeigt werden, dass IDO und TNFa
eine wichtige Rolle fir die Aktivierung und chemotaktische Sensibilitdt der DCs spielen
(Hwang et al. 2005).

Auch fur die Tumortherapie ist IDO von steigendem Interesse. Da der IDO
immunsuppressive Funktionen nachgewiesen sind, wird vermutet, dass sie auch an der
Immunevasion beteiligt ist und somit den Tumor durch Toleranzbildung vor dem
Immunsystem schiitzt. Die Hemmung von IDO kénnte somit zu einer effektiveren Therapie
beitragen (Popov und Schultze 2008; Wang et al. 2009). Dementsprechende Medikamente
werden aktuell in Studien getestet.

IDO verhindert auerdem durch ihre immunsuppressiven Eigenschaften die AbstoRung des

Feten durch den mutterlichen Organismus in der Schwangerschaft (Munn et al. 1998).

4.1.3.4 IDO und Asthma

Hayashi et al. (Hayashi et al. 2004) untersuchten im Mausmodell die Rolle der IDO bei
Asthma. Zuerst zeigten sie, dass die Gabe eines TLR9-Liganden eine Erhdhung der IDO in
verschiedenen Geweben zur Folge hat. Weiterhin wurden OVA-sensibilisierte Mause mit
dem TLR9-Liganden ISS-ODN (synthetic immunostimulatory sequence
oligodeoxynucleotide) behandelt, ein Teil der Mause zusatzlich mit dem IDO-Inhibitor M-trp
(1-methyl-DL-Tryptophan). Fir die Behandlung mit ISS-ODN wurde eine Reduktion der
asthmatischen Reaktion festgestellt. Die Zahl der eosinophilen Granulozyten sowie die
Serumwerte der Zytokine IL-5 und IL-13 sanken, die Hyperreaktivitat der Atemwege ging
ebenfalls zurlick. Diese Effekte konnten durch die Gabe des IDO-Inhibitors M-trp verhindert
werden. In einer Ty2-Zelllinie wurde eine erhohte Rate an Zelltod durch Gabe von ISS-ODN
induziert, wahrend die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 sanken. Auch diese Effekte waren

reversibel durch die Gabe des IDO-Inhibitors M-trp.

4.1.35 IDOund ASIT

Die Indolamin-2,3-Dioxygenase spielt eine wichtige Rolle in der Toleranzinduktion bei der
allergenspezifischen Immuntherapie. Taher et al. (Taher et al. 2008) stellten den Beitrag der
IDO zur allergenspezifischen Immuntherapie mit Hilfe eines Mausmodells zur Immuntherapie

dar. Es wurden mit Ovalbumin sensibilisierte und provozierte BALB/c Mause verwendet, bei
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denen die IDO mit Hilfe des IDO-Inhibitors 1-methyl-DL-Tryptophan blockiert wurde. Die
Blockade der IDO wahrend der allergenspezifischen Immuntherapie zeigte keinen Einfluss
auf die Hyperreagibilitat der Atemwege oder auf die OVA-spezifischen IgE-Antikorper im
Serum im Vergleich zur Kontrollgruppe mit allergenspezifischer Immuntherapie und ohne
IDO-Blockade. Weiter wurde die Eosinophilie in der bronchoalveolaren Lavage und im
Lungengewebe gemessen. Durch allergenspezifische Immuntherapie gelang es, die
Eosinophilie zu senken, in den Gruppen, bei denen jedoch die IDO blockiert wurde, konnte
die Suppression der Eosinophilie nicht aufrechterhalten werden. Auch die Ty2-Zytokine
wurden in der bronchoalveoldren Lavage gemessen. IL-3 und IL-13 wurden durch die
allergenspezifische Immuntherapie signifikant gesenkt. Durch Blockade der IDO wurde diese

Senkung verhindert.

Um herauszufinden, ob die IDO-abhéngige Toleranzinduktion durch die Senkung des
Tryptophan oder die Produktion von Tryptophanabbauprodukten, wie Kynurenin und seinen
Metaboliten zustande kam, wurden weitere Versuche durchgefuhrt. Die Gabe von
Tryptophan wéahrend der allergenspezifischen Immuntherapie konnte deren Effizienz nicht
mindern. Jedoch die Gabe von Kynurenin und seinen Metaboliten 3-Hydroxykynurenin und
Xanthurensaure verstarkten die durch die allergenspezifische Immuntherapie hervorgerufene
Senkung der Eosinophilie und der Ty2-Zytokine. Diese Studie zeigt, dass die durch die IDO
produzierten Tryptophanmetabolite einen wichtigen Beitrag zur Senkung der Eosinophilie
und der Ty2-Zytokine bei der Induktion der Toleranz unter Immuntherapie leisten (Taher et
al. 2008).

4.1.3.6 Zusammenfassung

Die der Wirkung der ASIT zugrunde liegenden Mechanismen sind noch nicht vollstandig
bekannt. Bisher wurde die Reduktion der Entziindung sowie die Verschiebung des T,2-
Zytokinmilieus in Richtung Tyl-Zytokinmilieu und die Induktion von allergenspezifischen
IgG4-Antikorpern beschrieben. Am wichtigsten scheint jedoch die Aktivierung von T4 und
den zugehorigen Zytokinen IL-10 und TGF zu sein, die fur die Hemmung der T4 und die
Induktion der Toleranz unabdinglich sind. Die Indolamin-2,3-Dioxygenase ist ein potenter
Inhibitor der Texs und ein potenter Aktivator von T.g4. Dadurch kann sie fur eine effiziente
Toleranzinduktion bei der ASIT wichtig sein. TNFa wiederum ist ein Aktivator der IDO. Unter
einer Anti-TNFa-Therapie fehlt die Stimulation der IDO durch TNFa und mag negative

Einflisse auf die Effizienz der ASIT haben.

4.1.4 TNFa und die Antikorperbildung
Es gibt ebenfalls Hinweise darauf, dass ein Mangel an TNFa die Antikdrperproduktion

negativ beeinflusst und somit einen Einfluss auf die Effektivitdt der ASIT hat. Dieser Einfluss
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wird Uber das Complement-System vermittelt. Complement-Faktoren werden im Rahmen
von Immunantworten sezerniert und spielen eine Rolle bei der Chemotaxis, der Opsonierung
und auch uber den MAC (Membranangrifiskomplex) bei der Zerstérung von Zielzellen
(Deetjen und Alzheimer 2005, S. 384-387). Die Quelle der Complement-Faktoren sind zum
groldten Teil Hepatozyten, aber auch andere Quellen wurden beschrieben. So produzieren
neben  Monozyten und Makrophagen auch Leukozyten und  Fibroblasten
Complementfaktoren, vor allem den Faktor C3 (Terui et al. 1997). Auch epidermale
Keratinozyten wurden als C3-Produktoren ausfindig gemacht (Basset-Seguin et al. 1990).

4.1.4.1 TNFaund C3

Es wurde gezeigt, dass die C3-Produktion in vielen Zellen, so Hepatozyten und Fibroblasten
durch TNFa gesteigert wird. Perlmutter et al. untersuchten die Wirkung von TNFa auf die
Produktion von Akute-Phase-Proteinen in Hepatozyten. In der Zellkultur konnte nach
Inkubation mit TNFa eine konzentrationsabhangige, bis zweieinhalbfache Steigerung des
Complement-Faktors C3 hervorgerufen werden. Auch die mRNA fir C3 war in den Zellen
erhoht (Perlmutter et al. 1986). Katz et al. zeigten die Erhéhung von C3 in dermalen
Fibroblasten durch TNFa. Durch eine Inkubation mit TNFa in Zellkultur konnte eine bis zu
elffache Erhéhung der C3-Produktion in Fibroblasten nachgewiesen werden (Katz und
Strunk 1989). Terui et al. zeigten in einer Keratinozytenzellkultur, dass auch in Keratinozyten
die C3-Produktion durch TNFa und auch IFNy erhéht werden kann. Diese Steigerung
erfolgte konzentrationsabhéngig. Die Wirkung dieser proinflammatorischen Zytokine wird
Uber die Proteinkinase C und Proteintyrosinkinasen vermittelt. Weiterhin inkubierten Terui et
al. Keratinozyten zuerst mit kleinen Mengen von IFNy oder TNFa, spater wurden weitere
Mengen des gleichen oder des jeweils anderen Zytokins zugegeben. Die Ergebnisse zeigten
eine leichte Steigerung bei der Zugabe des gleichen Zytokins und eine betrachtliche
Steigerung bei Gabe des jeweils anderen Zytokins. Daraus kann man auf eine synergistische
Wirkweise der beiden Zytokine und auf eine Wirkweise Uber unterschiedliche Signalwege
schlieBen (Terui et al. 1997).

4.1.4.2 C3und die Antikdrperproduktion

Der Complement-Faktor C3 wiederum ist eine wesentliche VVoraussetzung fir eine effiziente
Antikorperbildung beziehungsweise fir die humorale Immunantwort. Verschoor et al.
erforschten die Rolle von C3 in der Antikorperbildung in HSV1-infizierten chiméren Mausen.
Eine HSV1-Infektion kann vor allem bei immuninkompetenten Personen schwere
Komplikationen  hervorrufen. Diese = Komplikationen  kdénnen  durch  suffiziente
Antikorperbildung verhindert werden (Simmons und Nash 1985; Verschoor et al. 2001).
Verschoor et al. infizierten WT- (Wild-Typ) und C3/-Mause (C3 Knock-out Mause) mit HSV1

intradermal. Die HSV1-lgG-Titer wurden gemessen. In den WT-Mausen lieBen sich die
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klassischen Ablaufe einer humoralen Immunantwort zeigen. In C3/-Mausen war die primare
und sekundare IgG-Antwort deutlich gestort. AnschlieBend wurden C37/-Mausen
Knochenmarkzellen von WT-M&ausen ubertragen und die Mause dann mit HSV1 infiziert. Hier
war die Antikérperbildung vergleichbar mit chimaren WT-Mausen, denen Knochenmark von
WT-Mausen ubertragen wurde. Die Antikorperantworten von C3/-Méausen ohne
Knochenmarktransplantation und WT-oder C37/-Mausen, die mit WT-Knochenmark
behandelt wurden, unterschieden sich um das 13-16-fache. Der Beitrag von C3 zur
Antikorperbildung wird von Verschoor et al. zusammengefasst: C3 bindet das Antigen und
steigert somit die B-Zell-Antwort. Uber den B-Zell-Corezeptor CD21/CD19/CD81 senken die
C3/Antigen-Komplexe die Aktivierungsschwelle der B-Zellen. AuRerdem wird das Uberleben
der aktiven B-Zellen geftrdert. Weiterhin ist die complementvermittelte Bindung von
Antigenen auf follikulare dendritische Zellen von groRer Bedeutung. Dadurch wird die lokale
Konzentration des Antigens gesteigert und erleichtert so eine B-Zell-Antwort (Verschoor et
al. 2001).

Ferner fanden Verschoor et al. heraus, dass, bei fehlender Produktion von C3 durch
myeloide Zellen, die Aktivierung naiver B-Zellen gemindert ist. Bei Abwesenheit von
myeloidem C3 sind aulRerdem die Areale der follikularen dendritischen Zellen in den Follikeln
der peripheren Lymphknoten und die Zahl der follikuldren dendritischen Zellen deutlich
kleiner (Verschoor et al. 2003).

Fur eine suffiziente Antikdrperbildung ist also der klassische Complementweg und die

kovalente Bindung an Antigene notwendig.

4.1.4.3 Zusammenfassung

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass TNFa in vielen Zellen die Produktion von C3
steigert. C3 wiederum ist essentiell fur eine suffiziente Antikérperbildung. Eine Blockade von
TNFa wirde demnach uUber eine verminderte C3-Produktion zu einer insuffizienten
Antikdrperproduktion fuhren. Da in der allergenspezifischen Immuntherapie regelmafRig
Anstiege von antigenspezifischen IgG-Antikérpern zu beobachten sind, wére eine durch das
Fehlen von TNFa gestorte Antikdrperantwort eine mogliche Erklarung fur das Misslingen der
ASIT unter Anti-TNFa-Therapie.

4.1.5 TNFa und Ty

Eine weitere Erklarung fur den Einfluss von TNFa auf die ASIT kann das Zusammenspiel
und die gegenseitige Beeinflussung von TNFa und T.4 sein. Die Aktivierung und
Proliferation von T ist eine der molekularen Veranderungen, die bei einer erfolgreichen
ASIT zu verzeichnen sind. Diese Beeinflussung von TNFa und T, wird in der Literatur

gegenwartig kontrovers diskutiert.
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Valencia et al. und Nagar et al. fanden eine hemmende Wirkung von TNFa auf T egs.
Valencia et al. inkubierten CD4*CD25"-Zellen mit TNFa und untersuchten ihre suppressive
Funktion. Sowohl die Zugabe von TNFa als auch eines agonistischen TNFa-Antikdrpers
fuhrte zu einer fehlenden Proliferationshemmung von CD4'CD25-Zellen. Diese Effekte
waren konzentrationsabhangig. AuRerdem wurde gezeigt, dass durch den Einfluss von TNFa
sowohl die mRNA des FoxP3 als auch FoxP3 selbst sank. Durch Gabe des Anti-TNFa-
Antikorpers Infliximab konnte die Expression von FoxP3 wieder gesteigert werden und die
suppressive Funktion der Zellen wiederhergestellt werden (Valencia et al. 2006).

Chen et al. (Chen und Oppenheim 2010) schrieben die verminderte Suppression der Tegs
eher einer Stimulation der Tes durch TNFa zu. Eine Aktivierung der Ty tritt erst unter
langerer Exposition mit TNFa auf. Bei chronischen Entziindungen wirde die hohere
Expression von TNFR2 durch Tgs im Vergleich mit Texs daflr sorgen, dass TNFa vermehrt
Einfluss auf T, hat. Chen et al. vermuten auch eine Beeinflussung der Wirkung von TNFa
durch Zeit, Ort, Zytokinmilieu, Quelle des TNFa und Rezeptorzustand. AuRerdem sei die
Isolierung und Differenzierung der T.4 in den verschiedenen Studien nicht identisch
gewesen. Dadurch lie3en sich die unterschiedlichen Ergebnisse der verschiedenen Studien
erklaren (Chen und Oppenheim 2010; Chen et al. 2007).

Nagar et al. zeigten in ihrer Studie, dass durch TNFa der NF-kB-Signalweg vor allem in Tiegs
induziert wurde. Ferner zeigten sie, dass durch Stimulation mit TNFa die
Oberflachenmolekille 4-1BB und OX40 um mehr als das Dreifache stiegen, durch Gabe
eines Anti-TNFR2-Antikdrpers wurde diese Expression wieder gesenkt. Auch untersuchten
sie die Wirkung von TNFa auf Tiegs. In einer Cokultur von CD25"- und CD25-T-Zellen wurde
zusatzlich TNFa, der Anti-TNFa-Antikdrper Infliximab oder beides zugesetzt. Die Proliferation
der CD25"-Zellen wurde gemessen. Mit Hilfe von ELISA wurde auch die Funktion der Tiegs
untersucht, die IFNy-Produktion der CD25-Zellen zu inhibieren. Das Ergebnis zeigte, dass
TNFa die Suppression durch T, inhibierte, wahrend unter Infliximab die Suppression vollig
wiederhergestellt wurde (Nagar et al. 2010).

Chen et al. (Hamano et al. 2011) merkten zu dieser Studie an, dass man die Ergebnisse von
Nagar et al. statt einer Funktionsminderung der T4 auch als Funktionssteigerung der Tegs
auf TCR-Stimulation oder TNFR2-Costimulation der Ty werten kann (Hamano et al. 2011;
Chen et al. 2010). Auch sprechen sie die Mdglichkeit an, dass Unterschiede in den Studien,
beziglich zum Beispiel Spezies, Methodik und vor allem Zeitrahmen fir die

widerspruchlichen Daten verantwortlich sein kdnnen (Hamano et al. 2011).

Biton et al. untersuchten in vivo in TNFa transgenic (TTg) Mausen die Beeinflussung von
TNFa und Tg. Sie zeigten, dass durch Behandlung mit Anti-TNFa-Antikorper sowohl die

Anzahl als auch die Funktion der T4 zunahm (Biton et al. 2011).
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Chen und Oppenheim wandten in ihrem Kommentar zu diesem Artikel ein, dass humaner
TNFa nicht den murinen TNFR2 binden kénne und somit das oben genannte Mausmodell,
das auf Uberexpression von humanem TNFa beruht, die Wirkung von TNFa auf Tregs Nicht
darstellen konne. Aul3erdem sei die Auswahl der T4 nicht ausreichend gewesen. Biton et
al. hatten nur CD4°CD25"-Zellen als Tregs gewertet und isoliert und keine weiteren Marker
zur besseren Differenzierung herangezogen (Chen und Oppenheim 2011a).

Im Gegensatz dazu zeigt der Uberwiegende Teil der aktuellen Literatur jedoch, dass TNFa
eine stimulierende Wirkung auf Teg hat und somit neben seinen mannigfachen
proinflammatorischen Eigenschaften auch immunsuppressiv wirkt. 2005 fanden Sterns et al.
heraus, dass bei TNF/TNFR-defizienten Mausen die sepsisinduzierte Immunsuppression
ausblieb (Sterns et al. 2005). Verschiedene Autoren beschrieben eine verstarkt ausgepragte
Entziindung in TNFa-defizienten Mausen (Chen et al. 2007).

Chen et al. untersuchten die Wirkung von TNFa auf T.eqs Und Tegs in Abhangigkeit von Zeit
und Dosis.

Zuerst wurde die Verteilung der TNF-Rezeptoren auf Immunzellen untersucht. TNFR1, der
Uber eine Todesdomane verfigt, konnte nur in geringen Mengen auf T-Zellen nachgewiesen
werden. TNFR2, welcher besonders die Zellproliferation und das Zelliberleben vermittelt,
konnte auf CD4'CD8'-Maussplenozyten in recht hohen Mengen nachgewiesen werden.
Durch Aktivierung der T-Zellen uUber TCR-Stimulation konnte diese Expression noch
gesteigert werden. Die Expression von TNFR2 war auf T.qs mit 32% deutlich hoher als auf
Ters Mit 8%. Splenozyten von TNFR2-defizienten Mausen zeichneten sich durch eine
geringere Proliferationsrate aus (Chen et al. 2007).

Weiterhin untersuchten Chen et al. den Effekt von TNFa auf Ters und Tregs in Cokultur in
Abhangigkeit von der Zeit. Bei einer relativ kurzen Expositionszeit (48h) gegeniber TNFa
(0.5-10 ng/ml) war eine gesteigerte Proliferationsrate der T.xs zu vermerken und eine
Reduktion der Inhibition der Texs durch Tgs. Bei einer langeren Exposition von TNFa (72h)
konnte die inhibitorische Wirkung durch Ty auf Texs wieder nachgewiesen werden. Auch die
Anergie der T4 auf TCR-Stimulation wurde durch TNFa Gberwunden. In Zellkultur wurde
ebenfalls der Effekt von TNFa auf die Expression von CD25 und FoxP3 gemessen. Die
Exposition von T,y gegenuber TNFa zeigte im Vergleich zu Medium eine erhohte FoxP3

Expression und eine erhéhte immunsuppressive Funktion der T4 (Chen et al. 2007).

AuRerdem wirkt TNFa synergistisch mit IL-2 auf T.g. Dieser Effekt ist zeit- und
dosisabhangig. IL-2 steigerte den Anteil der FoxP3'-Zellen innerhalb der CD4'T-
Zellpopulation um das Zweifache. Durch Zugabe von TNFa stieg der Anteil der FoxP3'-

Zellen um das Vierfache. Auch die Expression von CD25 stieg an. Im Gegensatz dazu
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konnte keine Proliferationssteigerung von Tegs durch IL-2 und/oder TNFa verzeichnet
werden. Auch die durch IL-2 induzierte Aktivierung von Stat5 wurde durch TNFa gesteigert.
Die inhibitorische Funktion der T4 wurde ebenfalls in Cokultur untersucht. IL-2 konnte die
immunsuppressive Funktion der T.gs deutlich erhdhen. Durch Zugabe von TNFa wurde die

Funktion der T4 Nochmals signifikant gesteigert (Chen et al. 2007).

Ferner wurden auch die T.gs in TNFR2-defizienten Méausen untersucht. Zunéchst waren in
diesen Mausen die Funktion und die Anzahl der T4 Nnormal. Durch CLP (Cecal ligation and
puncture) wurde eine Sepsis induziert. In WT-Mausen stieg die Anzahl der Ty, was auf eine
postseptische Immunsuppression hinweist. In den TNFR2-defizienten Mausen jedoch war
kein nennenswerter Anstieg der Tqs zU finden (Chen et al. 2007).

Diese Studie legt also den Schluss nahe, dass TNFa zu Beginn einer Entziindung
proinflammatorische Wirkungen hat, aber in spateren Entzindungsphasen immunsuppressiv
wirkt. Diese These wird unterstitzt durch Beispiele aus der Literatur, in denen zum Beispiel
Mause auf ein Pathogen schnell mit Entzindung und Hepatosplenomegalie reagieren,
wahrend TNF/-Mause anfangs nur eine schwache Reaktion zeigten und spater schwere,
nicht begrenzte Entziindungsreaktionen aufwiesen (Marino et al. 1997).

Die Bedeutung und genaue Funktion der TNFR2-exprimierenden T4 zeigten Chen et al.
TNFR2 wird zumeist von CD4'CD25"-T-Zellen exprimiert, aber auch CD4'CD25-Zellen
konnen (seltener) TNFR2 exprimieren. Unter den CD4'Splenozyten finden sich 3,6%
CD25'TNFR2"-Zellen, 6,1% CD25'TNFR2-Zellen und 2,8% CD25 TNFR2*-Zellen. Vor allem
aktivierte und Memory-Tes exprimieren TNFR2, naive T4 Sind meist TNFR2-negativ. Hier
ist TNFR2 ein wesentlich besserer Marker zur Unterscheidung der Funktion der Tgs als
CD25. Auch die FoxP3-Expression ist in CD4'CD25'TNFR2*-Zellen hoher als in
CD4'CD25'TNFR2-Zellen. Unter den CD4"'CD25 TNFR2-Zellen waren 1% FoxP3", von den
CD4'CD25TNFR2"-Zellen waren es 25-40%. Bei C57BL/6 Mausen waren 80% der CD8"
CD4'CD25"-Zellen im Thymus TNFR2-positiv. In den sekundaren lymphatischen Geweben,
wie Lymphknoten, Milz und Peyer-Plaques, exprimierten 30-40% der Zellen TNFR2", im
peripheren Blut unter 10% (Chen et al. 2008b).

In Cokultur wurde die suppressive Funktion der verschiedenen Untergruppen von Tiegs
untersucht. CD4"CD25'TNFR2"-Zellen zeigten sich als sehr potente Suppressoren und
konnten die Replikation von Tes hemmen. Allerdings zeigten die CD4'CD25'TNFR2-Zellen,
die immerhin 60% der CD4"CD25"FoxP3*-Zellen ausmachen, nur eine geringe suppressive
Funktion. Jedoch die eigentlich nicht zu den T,y zéhlenden CD4'CD25TNFR2'-Zellen
wirkten suppressiver als CD4'CD25'TNFR2-Zellen. Auch in BALB/c Mausen war die
suppressive Funktion der TNFR2"-Zellen bis auf das Zehnfache hoher als die der TNFR2-

107



Zellen. Es zeigte sich, dass TNFR2 ein besserer Marker fur die suppressive Funktion der
Tregs ist als CD103 oder CD25. Zudem wird TNFR2 nicht nur auf murinen T4, sondern auch
auf humanen T4 exprimiert. CTLA-4 korreliert gut mit TNFR2, da tUber 80% der TNFR2'-
Zellen auch CTLA-4 exprimieren (Chen et al. 2008b). Die beste Selektion der suppressivsten
Tegs €rreicht man durch eine Kombination der Oberflachenmarker TNFR2 und FoxP3 oder
TNFR2 und CD25 (Chen und Oppenheim 2011b).

Es wurden auch in vivo Versuche zur Wirkung von TNFa auf T4 durchgefuhrt. Wu et al.
untersuchten die Wirkung von intraperitoneal verabreichtem TNFa auf T4 Bei
neugeborenen NOD Mausen zeigt sich eine Reduktion der Anzahl von CD4'CD25"-Zellen in
der Milz. Im Gegensatz dazu stieg die Anzahl der CD4"CD25"-Zellen in der Milz bei jungen,
erwachsenen Mausen an. Dieser Unterschied wurde dadurch erklart, dass Ty in
neugeborenen Mausen noch nicht ihre volle Funktion und Verteilung im Korper
aufgenommen haben. So werden vor allem T.s durch TNFa aktiviert. In erwachsenen
Mausen sind die Teg dann schon voll funktionsfahig, und werden durch die hohere
Expression von TNFR2 durch TNFa starker aktiviert als Tegs (Chen und Oppenheim 2010;
Wu et al. 2002).

Chen et al. (Chen und Oppenheim 2010) zeigten in ihren Studien, dass Pertussistoxin in
Mausen die Anzahl der Tegs und die TGFB-induzierte FoxP3 Expression minderte. In IL-67/-
Mausen jedoch war eine gegenteilige Beobachtung zu machen. Daflir mussten also andere
Zytokine als IL-6 verantwortlich sein. Den Autoren gelang es, TNFa als dieses andere
Zytokin zu identifizieren (Chen und Oppenheim 2010).

Hamano et al. untersuchten die Wirkung von TNFa auf die Expression von TNFR2 auf der
Zelloberflache von Tiegs. Tregs, die mit TNFa/IL-2 fir zwolf Stunden behandelt wurden,
regulierten ihre Genexpression nach oben. Die davon betroffenen Gene waren unter
anderem Gene, die fur Molekile der TNFR-Superfamilie codieren, so TNFR2, OX40, Fas, 4-
1BB und GITR (glucocorticoid-induced TNFR-related protein). Diese wurden um mehr als
das Zweifache hochreguliert. Uber PCR wurde die mRNA gemessen. Diese mRNA der
Mitglieder der TNFR Superfamilie wurde im Vergleich zu unstimulierten T4 durch die
Inkubation mit IL-2 und TNFa um mehr als das Vierfache gesteigert. Folglich anderte sich
auch die Oberflachenexpression dieser Molekile. TNFR2 wurde um mehr als das Zweifache
hochreguliert, diese Hochregulierung war von der Dosis des TNFa abhangig. Die Expression
von OX40 wurde ebenfalls um mehr als das Zweifache gesteigert und die Expression von
4-1BB um das uber Sechsfache im Vergleich mit unstimulierten Tg. Da eine Zugabe von
IL-2 und TNFa auch zu einer vermehrten Expression der Aktivierungsmarker CD44 und

CD69 auf Tgs fuhrt, kann man auf eine Aktivierung von T4 durch die genannten Zytokine
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schlieRen. Die Expression der Oberflachenmolekile der TNFR-Superfamilie @nderte sich
also durch Stimulation mit TNFa und IL-2 (Hamano et al. 2011).

Die Vermutung, dass TNFa TNFR2- in TNFR2"-Zellen verandern konnte, wurde ebenfalls
von Hamano et al. Gberprift. TNFR2-Zellen wurden also mit IL-2 und TNFa behandelt. IL-2
alleine rief bereits eine Expression von TNFR2 hervor, TNFa bewirkte aber noch eine weit

hohere Expression (Hamano et al. 2011).

Um die IL-2 unabhéngige Wirkung von TNFa auf T zu testen, kultivierten Hamano et al.
die Tgs Mit einer Zytokinkombination aus TNFa und IL-7. Mit Hilfe von Anti-IL-2-Antikdrpern
wurde sichergestellt, dass die Ergebnisse des Versuchs nicht Uber IL-2 vermittelt werden
und somit IL-2 unabhangig sind. Mit alleiniger Stimulation durch IL-7 proliferierten nur 6% der
Tregs- Bei zusétzlicher Gabe von TNFa kam es zu 37,8% Proliferation bei FoxP3*-Zellen. Bei
den FoxP3-Zellen waren es 10,8%. Also stimuliert TNFa besonders T.g. TNFa in
Verbindung mit IL-7 bewirkte eine dosisabhangige Steigerung der FoxP3-Expression und der
TNFR2-Expression und trug so zu einer Aktivierung der T4 bei. Eine Erhéhung der TNFR2-
Expression konnte auch durch eine alleinige Stimulation durch TNFa Uber 24 Stunden
ausgelost werden. Es konnte auch gezeigt werden, dass TNFa in Zusammenspiel mit [L-15

ebenfalls T4 aktiviert (Hamano et al. 2011).

Die Bedeutung der Oberflachenmolekile 4-1BB und OX40 wurde ebenfalls getestet. Durch
Gabe von agonistischen Antikérpern gegen 4-1BB und OX40 wurde der anerge Status der
Tegs Uberwunden und die Proliferation induziert. Diese Antikorper wirken auch synergistisch

in Kombination mit TNFa auf die Proliferation von T4 (Hamano et al. 2011).

In einem in vivo Versuch untersuchten die Autoren die Wirkung von LPS auf T4 und die
Vermittlung Gber TNFa. Durch in vivo Injektion von LPS kam es zu einer zwei- bis dreifachen
Steigerung der FoxP3*-Zellen. Die Oberflachenmolekiile TNFR2, 4-1BB und OX40 stiegen
ebenfalls an. Bei Injektion eines Anti-TNFa-Antikdrpers vor LPS-Gabe wurde die Expansion

sowie die Expression der Oberflachenmolekule heruntergeregelt (Hamano et al. 2011).

Da die Expression von TNFR2 auch auf CD4'FoxP3-Zellen nachgewiesen wurde,
untersuchten Chen et al. (Chen et al. 2010) die Eigenschaften dieser Zellen und ihre
Reaktion auf Stimulation durch TNFa. Es zeigte sich, dass diese Zellen bei hoher TNFR2-
Expression resistenter gegenuliber der Suppression durch Ty Sind als Zellen mit fehlender
oder geringerer TNFR2-Expression. Weiterhin wurden CD4'FoxP3™ Tumorzellen verwendet
und ihre Resistenz gegenuber T4 getestet. Diesen Tumorzellen gelang es, der Suppression
durch T4, die aus Lymphknoten entnommen waren, zu entkommen. Wurden jedoch T egs
aus Tumorgewebe entnommen, die wesentlich hohere Raten an TNFR2 exprimierten,
konnten diese die CD4'FoxP3'-Zellen hemmen. Dies zeigt also, dass TNFa bei CD4"FoxP3-
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Zellen Resistenz gegenuber der Suppression der T4 €rzeugt, die durch eine ausreichend
hohe Expression von TNFR2 auf T4 wieder uberwunden werden kann. Also ist die Starke
der TNFR2-Expression bei T,y entscheidend fiir ihre suppressive Funktion (Chen et al.
2010).

Allgemeine Hinweise auf die immunsuppressive Wirkung von TNFa im klinischen Bereich
liefern die Studien von Jakob et al. Wiederholte Injektionen von TNFa verhinderten die
Entwicklung von Lupusnephritis und von Typl Diabetes bei NOD Mausen (Jacob et al. 1990;
Jacob und McDevitt 1988).

Auch die Anti-TNFa-Therapie, die beispielsweise bei der Behandlung von rheumatoider
Arthritis und chronisch entziindlichen Darmerkrankungen sehr etabliert ist und fur die
meisten Patienten gute Therapieergebnisse zeigt, kann bei einigen Patienten auch negative
Auswirkungen haben. Kollias et al. berichteten (ber die Entwicklung von Lupus und
neuroinflammatorischen Erkrankungen unter Anti-TNFa-Therapie. Bei Patienten mit MS kam
es zur Exazerbation ihrer Erkrankung (Kollias et al. 2002).

Chen et al. sahen die Wirkung der Anti-TNFa-Therapie hauptsachlich in der Verminderung
der Costimulation der Tes Uber TNFR2. Aul3erdem vermuteten sie einen Beitrag zum
Therapieerfolg der Anti-TNFa-Therapie bei einer Komplexbildung zwischen TNFa und
seinem Antikorper. Diese Komplexe kénnten die biologische Aktivitat des TNFa steigern und
somit Uber TNFR2 zu einer erhohten Aktivierung von Tgs fihren (Chen und Oppenheim
2010).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die genaue Wirkung von TNFa auf T,egs immer
noch nicht vollstdndig bekannt ist. Auch wenn einige Studien zeigten, dass TNFa die
Funktion von Ty nicht steigert oder sogar mindert, zeigten zahlreiche andere Studien eine
Stimulation von T durch TNFa und somit eine immunsuppressive Wirkung. Die
unterschiedlichen Ergebnisse lassen sich durch verschiedenen Studienaufbau, verschiedene
Zeitablaufe und Differenzierungskriterien erklaren. So wurde zum Beispiel die Isolierung von
Twegs iN verschiedenen Studien von Chen et al. kritisiert. Die Isolierung nach CD25 reiche
nicht aus, da CD25 auch durch aktivierte CD4" Ters exprimiert werden kann (Chen und
Oppenheim 2010). Die in den verschiedenen Studien gezeigte aktivierende Wirkung von
TNFa auf Tregs mag einer der Grunde fur eine unter TNFa-Blockade nicht so wirksame ASIT

sein.
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5 Zusammenfassung

In einem Tierversuch mit C57BL/6-M&usen wurde mit Hilfe eines Modells der
allergenspezifischen Immuntherapie die Rolle von TNFa in der allergenspezifischen
Immuntherapie untersucht. Die Mause wurden an insgesamt vier Tagen mit OVA
sensibilisiert, an insgesamt drei Tagen mit OVA immuntherapiert und ebenfalls an drei Tagen
mit OVA provoziert. Ein Teil der Mause erhielt jeweils vor allergenspezifischer
Immuntherapie und vor Provokation einen Anti-TNFa-Antikorper intraperitoneal gespritzt. Am
Ende des Versuchsprotokolls wurde eine bronchoalveolare Lavage durchgefihrt. In der
Flussigkeit der bronchoalveolaren Lavage wurde die Gesamtzellzahl bestimmt und die Zellen
anschlieRend unter dem Lichtmikroskop differenziert. Im Uberstand der bronchoalveoléaren
Lavage wurden mit Hilfe des ELISA die Zytokinspiegel gemessen. Die Lungen selbst wurden
histologisch untersucht. Im Serum wurden die OVA-spezifischen IgG1- und IgE-Antikorper,
sowie die Gesamt-IgE-Antikdrper bestimmt.

Im ersten Versuch zeigten sich deutliche Tendenzen, dass die Blockade von TNFa die
Effizienz der ASIT mindert. Die Gesamtzellzahl im Vergleich mit nur sensibilisierten Tieren
sank nach ASIT in den mit Anti-TNFa-Antikbrper behandelten Tieren nicht so stark wie in
den Tieren mit ASIT ohne Antikérperbehandlung. Bei der Beurteilung der eosinophilen
Granulozyten und Makrophagen lagen die prozentualen Werte der jeweiligen Zellen in der
Gruppe der mit Anti-TNFa-Antikorper behandelten Tiere nach ASIT zwischen denen der nur
sensibilisierten Tiere und der Tiere mit ASIT ohne Antikorper: die eosinophilen Granulozyten
konnten durch ASIT nicht so stark gesenkt werden, der prozentuale Anteil der Makrophagen
stieg nicht so deutlich an. Bei den Zytokinen konnte man durch ASIT, wie erwartet, eine
Verschiebung der T42- zu Ty1-Zytokinen verzeichnen. Jedoch konnte diese Verschiebung in
der mit Anti-TNFa-Antikorper behandelten Gruppe nach ASIT nicht in dem Mal3 erreicht
werden, wie in der Gruppe mit ASIT ohne Antikdrperbehandlung. IL-10, als
immunsuppressives Zytokin, das fur das Gelingen der ASIT eine wichtige Rolle spielt, war in
der Gruppe der Tiere nach ASIT und Anti-TNFa-Antikdrperbehandlung deutlich niedriger als
in der Gruppe nach ASIT und ohne Antikérperbehandlung. Die Antikorper der Klasse 1gG1
(vergleichbar beim Menschen der Antikorperklasse IgG4) zeigen den deutlichsten
Unterschied zwischen den Gruppen mit und ohne Anti-TNFa-Antikérperbehandlung nach
ASIT: in der Gruppe ohne Antikorper stieg der Mittelwert der IgG1-Antikbrper nach ASIT
rasant an um danach wieder etwas abzufallen, wahrend in der Gruppe mit Anti-TNFa-
Antikérperbehandlung der Anstieg der IgGl-Antikdrper nach ASIT nur maRig war. Das
Gesamt-IgE in der Gruppe ohne Anti-TNFa-Antikorperbehandlung stieg nach ASIT klar an,

danach fiel es deutlich ab. In der Gruppe mit Antikdrperbehandlung war der Anstieg und
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Abfall der Antikdrper nach ASIT sehr viel weniger steil. Diese in sich stimmigen Ergebnisse

legen den Schluss nahe, dass die ASIT unter TNFa-Blockade weniger effektiv ist.

In den folgenden zwei Versuchen konnte diese Tendenz nicht mehr nachgewiesen werden.
Als Grund hierfur liegt eine unzureichende Blockade des TNFa durch den Anti-TNFa-
Antikérper nahe. Im Versuch 1 findet sich, wie erwartet, in den mit Anti-TNFa-Antikorper
behandelten Gruppen ein niedrigerer TNFa-Spiegel als in den Vergleichsgruppen. In der
Gruppe ohne Antikérperbehandlung nach ASIT ist der TNFa-Spiegel am hdchsten, was den
Schluss zulasst, dass bei einer erfolgreichen ASIT TNFa bendétigt wird. In den folgenden
Versuchen Uberraschte zum einen ein deutlich héherer TNFa-Spiegel vor allem in den
Kontrollgruppen als bei Versuch 1, zum anderen waren die Werte in den mit Anti-TNFa-
Antikorper behandelten Gruppen gleich oder sogar deutlich hoher als in den
Vergleichsgruppen ohne TNFa-Blockade.

Daraus kann man schlussfolgern, dass der Anti-TNFa-Antikbrper seine Funktion nicht
(ausreichend) erfullt hat. Die anschlieRenden Funktionsprifungen konnten keinen
Funktionsverlust des Antikdrpers nachweisen. Eine mogliche Erklarung wére eine
mangelhafte Verteilung des Antikérpers und somit eine unzureichende Wirkung, eine
Verunreinigung des Antikorpers oder aber eine andere endogene Storvariable. Die
unverhaltnismalig hohen TNFa-Spiegel vor allem in den Kontrollgruppen kénnten auch auf
eine exogene Stimulation des Immunsystems hinweisen. Hierbei ist besonders die mdgliche
Kontamination von zu Sensibilisierungszwecken verwendetem Ovalbumin durch LPS zu

erwahnen.

Die Annahme, dass das Fehlen von TNFa die Effizienz einer allergenspezifischen
Immuntherapie beeintrachtigt, ist nach momentanem Forschungsstand recht plausibel.

Durch Fehlen von TNFa wird die Mikroarchitektur in lymphatischen Organen gestort, was
auch funktionelle Folgen hat. TNFa hat wichtige immunmodulatorische Eigenschaften. Des
Weiteren ist TNFa ein Zytokin, welches eine groRe Rolle in der Tyl-gewichteten
Immunantwort spielt. Folglich verschiebt das Blockieren von TNFa das Zytokingleichgewicht

eher in Richtung einer Ty2-Immunantwort und wirkt daher allergieférdernd.

TNFa aktiviert einige immunsuppressiv wirkende Moleklle. So zum Beispiel das TSG-6-
Protein, das antiinflammatorisch wirkt, die Zellmigration mindert, proinflammatorische

Signalwege hemmt und die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen senkt.

TNFa induziert ebenfalls TGF, ein Zytokin, das eine grof3e Rolle in der Immunsuppression
spielt. Es wird von T4 gebildet, vor allem von T3-Zellen, und aktiviert gemeinsam mit IL-10

weitere regulatorische T-Zellen.

112



Es konnte gezeigt werden, dass TNFa auch die Produktion des Complementfaktors C3
steigert. Der Complementfaktor C3 wiederum wird fur eine suffiziente Antikorperbildung
bendtigt. Da in der ASIT regelmafiig Anstiege von antigenspezifischen IgG-Antikdrpern zu

beobachten sind, kann TNFa so einen Einfluss auf die Effizienz der ASIT haben.

TNFa wirkt ebenfalls als Aktivator der IDO (Indolamin-2,3-Dioxygenase). IDO hemmt
Effektor-T-Zellen und induziert regulatorische T-Zellen. IDO aktiviert T4, Steigert ihre
chemotaktische Sensibilitat und kann sogar CD25-T-Zellen in CD25*-T-Zellen tiberfiihren.
Eine Studie zeigte eine Reduktion der allergischen Asthmareaktion durch Induktion von IDO.
Eine weitere Studie untersuchte die Rolle von IDO bei der ASIT. Fur eine effiziente ASIT war
die Prasenz von IDO nétig, da unter Blockade von IDO die Eosinophilie und die Ty2-Zytokine
nicht gesenkt werden konnten.

Eine weitere Erklarung fir den Einfluss von TNFa auf die ASIT kann das Zusammenspiel
und die gegenseitige Beeinflussung von TNFa und T4 sein. Es wurde gezeigt, dass TNFa
neben seinen mannigfachen proinflammatorischen Eigenschaften auch immunsuppressiv
wirken kann. Bei TNF/TNFR defizienten Mausen blieb die sepsisinduzierte
Immunsuppression aus. Nach langerer Expositionszeit mit TNFa konnte eine erhdhte
suppressive Funktion der T4 nachgewiesen werden, auflerdem konnte durch TNFa der
anerge Status der T, Uberwunden werden. Ebenso verstarkte TNFa die Expression von
FoxP3, einem Marker der Te4. TNFa steigerte weiterhin die Transkription und
Oberflachenexpression von Mitgliedern der TNFR-Superfamilie, darunter TNFR2, 4-1BB und
OX40. Durch Gabe von Agonisten von 4-1BB und OX40 konnte die Proliferation der Tegs

gesteigert und die Anergie Uberwunden werden.

TNFa hat somit immunregulatorische und immunsuppressive Eigenschaften. AuRerdem wird

es indirekt fur eine suffiziente Antikdrperbildung bendtigt.

Kennzeichnend fir eine effiziente allergenspezifische Immuntherapie ist die Induktion von
Toleranz durch Immunsuppression. Daran beteiligt sind neben vielen weiteren Molekilen IL-
10, TGFB und vor allem regulatorische T-Zellen. Aullerdem zeigt sich eine vermehrte
Antikdrperproduktion der Antikorperklasse 1gG4. Somit scheint TNFa durch seine
Wirkungsweise die molekularen Verdnderungen bei ASIT zu unterstiitzen. Folglich ist bei

einer Blockade von TNFa eine Stérung der Wirkungsweise der ASIT denkbar.

Um die Rolle von TNFa in der allergenspezifischen Immuntherapie und seine exakte
Wirkungsweise noch genauer zu erschlief3en, sind sicherlich weitere Studien notwendig.
Eine sichere Blockade von TNFa musste dabei sichergestellt werden. Versuche mit einem

anderen Modell sollten in Betracht gezogen werden.
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