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Abstract

Die Differenzierung von CD4 positive T-Helferzellen in verschiedene Subsets wie
Th2, Th9 und regulatorische T-Zellen (Treg) spielen eine entscheidende Rolle
bei allergischen Erkrankungen als pro- bzw. antiinflammatorische Faktoren.
Wahrend die proinflammatorische Rolle von Th2-Zellen bei allergischer Rhinitis
und allergischem Asthma schon lange bekannt ist, gibt es besonders bezlglich
Th9- und Treg-Zellen noch viele offene Fragen. In dieser Arbeit wurden diese
Zellen lokal mithilfe von induziertem Sputum und peripher anhand von Blutproben
von saisonalen allergischen Rhinitikern und Asthmatikern mit und ohne erfolgter
allergenspezifischer Immuntherapie (AlIT) quantifiziert. Allergenexposition fuhrte
zu einer Induktion von Th2- und Th9-Zellen sowie zu einer Reduktion von Treg-
Zellen, wahrend sich bei erfolgter AIT eine Suppression von Th2- und Th9-Zellen
zeigte. Um diese Ergebnisse zu unterstreichen, wurden die Zytokinlevel in
induziertem Sputum gemessen, die entsprechend ihrer assoziierten Zellen
starker oder geringer exprimiert wurden. So zeigte sich ein Abfall von IL9 und
TGFR bei Patienten mit erfolgter AIT bei gleichzeitig erhdhten Th9 und
verringerten Treg-Spiegeln. Aus der Zusammenschau der Ergebnisse kann man
schliel3en, dass TGFR und IL9 sich konkordant zu Th9-Zellen proinflammatorisch

verhalten, wahrend Treg-Zellen TGFR-unabhangig immunmodulatorisch wirken.



The differentiation of CD4 positive T-helper cells into various subsets such as
Th2, Th9 and Tregs plays an important role in the development of allergic
diseases. While Th2 cells are known to play a proinflammatory role in allergic
rhinitis and asthma, there are still many questions unanswered regarding Th9
and Treg cells. Here Th9 and Treg cells were quantified both locally in induced
sputum and systemically in blood of allergic rhinitis and asthma patients with or
without allergen-specific immunotherapy (AIT). Allergen exposure induced local
and systemic Th2, Th9 cell and reduced Tregs, while therapeutic allergen
exposure by AIT suppressed Th2 and Th9 cell frequencies. To underline these
findings cytokine levels in induced sputum were measured, which showed to be
corresponding to their associated cells. Therefore IL-9 and TGFR-levels in
patients who underwent AIT were decreased along induced Th9 levels and
decreased Treg cells. Altogether, these findings support that TGFRR and IL9 in
allergic airway inflammation act concordantly to Th9-cells, while Treg cells seem
to be immunomodulatory and TGFR-independent.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Allergische Rhinitis und allergisches Asthma

1.1.1 Epidemiologie

Eine laufende oder verstopfte Nase, Niesreiz, verquollene und gerotete
Augen, Juckreiz, trockener Husten bis hin zur Atemnot sind allergische
Schlussel-Symptome. Laut Robert Koch Institut (RKI) leiden aktuell fast 20%
der erwachsenen Bevolkerung in Deutschland an einer Allergie. Die
Lebenszeitpravalenz fur Asthma bronchiale liegt bei 8,6% und bei
Heuschnupfen steigt der Anteil sogar auf 14,8%. Nahezu jeder zweite
Deutsche weist eine Sensibilisierung gegen mindestens eines von 50
verbreiteten Einzelallergenen auf (Bergmann KC, 2016). Ergebnisse der
Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland (DEGS1) zeigen, dass die
Pravalenz fur Allergien, die in den letzten Jahrzehnten angestiegen war, nun
auf hohem Niveau ein Plateau erreicht zu haben scheint. Das gilt allerdings in
diesem Fall nur fur die allergische Rhinitis. Bei allergischem Asthma
bronchiale steigt die Pravalenz immer noch an und die Erkrankung betrifft
folglich immer mehr Patienten (Langen, Schmitz, & Steppuhn, 2013; Roma
Thamm & Antje Huther, 2018).

Die allergischen Leitsymptome Niesen, Juckreiz, Verstopfung der Nase
und/oder Rhinorrhoe haben Einfluss auf den Schlaf, die Leistungsfahigkeit und
auf das soziale Leben der Betroffenen und somit einen gro3en Einfluss auf
deren Lebensqualitat (Schatz, 2007; Walker et al.,, 2007). In der
Krankheitskostenstatistik des Statistischen Bundesamtes von 2019 werden
die Krankheitskosten von Asthma (ICD-10 ,J45, J46“) fur das Jahr 2015 mit
1,9 Mrd. Euro angegeben und zeigt somit dessen grolde volkswirtschaftliche
Relevanz auf (Bundesamt, 2019).
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1.1.2 Definition und Pathophysiologie

Der Begriff Allergie wird oft sehr unprazise und generell benutzt, um
hypersensitive Reaktionen auf Umweltantigene zu beschreiben. Die Definition
von Allergie beschreibt eine Immunglobulin E (IgE) vermittelte Entzindung
nach Kontakt mit einem Allergen. Als solche werden korperfremde, nicht
mikrobielle Proteine aus Pollen, Hausstaub, Milben, Tierhaaren,
Nahrungsmitteln oder Medikamenten bezeichnet. Warum manche dieser
Antigene allergische Reaktionen hervorrufen und andere nicht, ist nicht
ausreichend geklart. Entscheidend ist, dass Allergene gleich wie korpereigene
Antigene bei gesunden Probanden, anders als Mikroben, vom Korper toleriert
werden und keine Immunantwort generieren (Teale & Klinman, 1980; Van
Parijs & Abbas, 1998). Die Exposition der Allergene kann auf verschiedensten
Wegen erfolgen. Im Fall der allergischen Rhinitis oder dem allergischen
Asthma kommt es aerogen in den Schleimhauten der oberen und unteren

Atemwege zum Kontakt mit dem Allergen.

Frihe Phase Spate Phase

Innerhalb von Minuten 2-24h spéater

¥
‘ >| )' )

Atemwegsepithel

v

®,%_ * e Histamin

% Gcfaﬂpnrmcab-limtT
GefaRdilatation T

Abbildung 1: Verlauf einer allergischen Reaktion.

In der friihen Phase der Allergie (A), wenige Minuten nach Kontakt zum Allergen in den
Atemwegen (iber das Atemwegsepithel wird das Allergen an vorherrschende IgE

gebunden. Diese aktivieren Mastzellen, die wiederum proinflammatorische Mediatoren
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wie Histamin freisetzen. Histamin steigert die Gefdl3permeabilitadt und fihrt zu einer
Gefaldilatation, das zum klinischen Bild einer Allergie fiihrt. Nach 2 — 24 Stunden kommt
es zu einer zweiten Reaktion, der spéten-Phase-Reaktion (B). Dabei akkumulieren
Eosinophile, Neutrophile und T- und B-Zellen und bilden ein entziindliches Infiltrat und

rufen eine langsame Entziindungsreaktion hervor.

IgE bindet an Mastzellen und Basophile und aktiviert diese durch cross-linking
(Bischoff, 2007). Auch antigenprasentierende Zellen wie B-Zellen und
dendritische Zellen binden an IgE und fuhren zu einer T-Zell-Aktivierung und
der Sekretion von inflammatorischen Zytokinen, die wiederum Eosinophile
aktivieren (Eckl-Dorna et al., 2019). Eosinophile und Mastzellen sezernieren
proinflammatorische Mediatoren wie Histamin, Leukotriene, Zytokine und
Chemokine, die die Symptome und das klinische Bild von Asthma verstarken
(Holgate, 2012). Es kommt zu Gefaldilatation, erhohter Gefallpermeabilitat
und Reaktion in der glatten Muskulatur. Auf diese unmittelbare Reaktion der
Zellen auf das Allergen bei einem bereits sensibilisierten Patienten erfolgt die
spate-Phase Reaktion nach zwei bis 24 Stunden (siehe Abb. 1). Hierbei
kommt es zur Akkumulation von Neutrophilen, Eosinophilen und
Makrophagen, die eine langsame Entzindungsreaktion hervorrufen. Treten
diese Reaktionen wiederholt auf, kdnnen die immer wieder ansteigenden IgE-
und Mastzellspiegel zu einer chronischen allergischen Erkrankung fuhren, die
wiederum Gewebeschaden und Remodelling des betroffenen Gewebes zur
Folge haben (Abul K. Abbas, 2018).

1.1.3 Klinisches Bild — One airway, one disease

Mehrere epidemiologische Studien konnten einen Zusammenhang zwischen
Rhinitis und Asthma nachweisen (Bousquet, Vignola, & Demoly, 2003;
Linneberg et al., 2002). So zeigen bis zu 80% der Patienten mit allergischem
Asthma bronchiale auch Symptome der allergischen Rhinitis (Leynaert et al.,
2004). Das klinische Bild von Asthma ist typischerweise durch bronchiale
Hyperreagibilitdt, reversible bronchiale Obstruktion, Remodeling der
Atemwege und hohe IgE-Serumspiegel gepragt. Diese Vorgange flihren zu
einer Verengung der Atemwege und verursachen wiederholt ein Gefuhl von
Enge im Brustkorb und Atembeschwerden bis hin zu Atemnot. Ursache dafur
ist eine Mastzellaktivierung, die durch IgE Cross-Linking zur Freisetzung von

3
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Histamin und anderen bronchokonstriktorischen Proteasen fuhrt (Holgate,
2012). Zusatzlich zeigen sich haufig rhinitische Symptome wie Niesen und
nasaler Juckreiz sowie rezidivierende Konjunktivitiden.

Umgekehrt konnte gezeigt werden, dass 15% bis 38% der Patienten mit
allergischer Rhinitis bereits asthmatische Symptome zeigen (Gergen &
Turkeltaub, 1992; Leynaert, Bousquet, Neukirch, Liard, & Neukirch, 1999).
AuRerdem konnte fur Rhinitiker ein hoheres Risiko, an allergischem Asthma
zu erkranken, aufgezeigt werden (Leynaert et al., 2004). Aufgrund der
Annlichkeit der beteiligten Entziindungszellen, Mediatoren und Zytokine in den
oberen und unteren Atemwegen (Holgate & Polosa, 2006; Kay, 2001) entstand
das ,one airway, one disease” Konzept (Vignola & Bousquet, 2001; U. M.
Zissler et al.,, 2018). Auch wenn in Hinblick auf die Th2-Entzindung
Unterschiede in den einzelnen Atemwegen zu finden sind (Giovannini-Chami
et al.,, 2018), sieht ,Ein Atemweg, eine Krankheit” allergische Rhinitis und
allergisches Asthma nicht als zwei separate Krankheiten, sondern erkennt den
weitreichenden Zusammenhang zwischen den beiden, der Uber einen
anatomischen Zusammenhang, hinausgeht und bei Diagnosestellung und

Therapie nicht vernachlassigt werden darf (Min, 2010).
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1.2 Molekulare Vorgange bei allergischer Rhinitis und Asthma

Th-Zellen (T-Helferzellen) mit ihrem Oberflachenmolekul CD4 spielen eine
entscheidende Rolle in verschiedensten immunologischen Prozessen z.B.
durch Aktivierung von zytotoxischen T-Zellen und Makrophagen oder Reifung
von B-Zellen zu Plasmazellen. Sie kdnnen Entzindungsprozesse generieren
oder auch zur Toleranzentwicklung und Suppression von Inflammation
beitragen (Cosmi, Maggi, Santarlasci, Liotta, & Annunziato, 2014).

Durch Kontakt mit Antigenen durch Antigen prasentierende Zellen (APCs)
konnen die Th-Zellen in verschiedene Subtypen differenzieren, die jeweils
durch verschiedene Zytokine eine spezifische Immunantwort hervorrufen. In
Bezug auf allergische Erkrankungen zeigen manche Subtypen typischerweise

eine vermehrte Expression, wahrend andere herunterreguliert werden.

1.2.1 Th2-Zellen und das Th1/Th2 Modell

Wenn das Atemwegsepithel und die darunter liegende Mukosa in Kontakt mit
Allergenen kommt, werden diese dort von Antigen prasentierenden Zellen
(APCs) wie den dendritischen Zellen oder B-Zellen aufgenommen, in Peptide
zerlegt und mithilfe des Haupthistokompatibilitatskomplexes (MHC) der Klasse
Il naiven T-Zellen prasentiert. Diese Interaktion von dendritischen Zellen mit
den naiven Th1-Zellen in Anwesenheit von Interleukin 4 (IL-4) fuhrt zu einer
Differenzierung in Th2-Zellen und Migration in die Mukosa. Th2-Zellen
produzieren und setzen die Interleukine IL-4, IL-5 und IL-13 frei (Chaplin,
2006). Damit wird eine allergische Entzindung, die zu Typ 2
Entzindungsreaktionen gehort, ausgelost. IL-4 verstarkt die Rekrutierung von
eosinophilen Granulozyten und weiteren Th2-Zellen ins betroffene Gewebe,
wahrend IL-5 die eosinophilen Granulozyten aktiviert. IL-13 ist fur die
vermehrte  Schleimproduktion und -sekretion in den Epithelzellen
verantwortlich (Abul K. Abbas, 2018). IL-4 und IL-13 induzieren die IgE-
Synthese, was die Interaktion zwischen T-Zell-Rezeptor/CD3 Komplex auf den
T-Zellen und dem MHC Il Antigen auf den B-Zellen erfordert (Punnonen et al.,
1993; Vercelli, Jabara, Arai, & Geha, 1989). In Abhangigkeit der T-Zell-
Reaktion produzieren B-Zellen allergenspezifische IgE-Antikorper. Es kommt
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zum sogenannten Klassenwechsel der Immunglobuline (Prussin & Metcalfe,
2006). Das freigesetzte IgE bindet mit hoher Affinitat an den Fc-Rezeptor der
Mastzellen und aktiviert diese (Abul K. Abbas, 2018).

Lange Zeit diente das Th1/Th2 Modell, das erstmals von Mosmann und
Coffman Ende der 80er Jahre beschrieben wurde, als Erklarung vieler
Phanomene des adaptiven Immunsystems. Th1 und Th2-Zellen wurden
aufgrund  ihrer unterschiedlichen  Zytokinfreisetzung verschiedenen
Erkrankungen zugeordnet, bei deren Genese ihnen eine entscheidende Rolle
zugeteilt wurde. Den Th1-Zellen wurde beispielsweise IL-2, IFNy (Interferon
gamma) und TNF (Tumor-Nekrose-Faktor) zugeordnet und den Th2-Zellen die
Interleukine IL-4, IL-5, IL-6 und IL-13 (Mosmann, Cherwinski, Bond, Giedlin, &
Coffman, 1986). So sah man das Ungleichgewicht von Th1 und Th2 zu
Gunsten der Th2- Zellen als eine mogliche Ursache der Pathologie bei
allergischen Erkrankungen an (Mosmann & Coffman, 1989).

Diese Theorie wurde im Laufe der Forschung unter anderem mit dem E1/E2
Paradigma erganzt, das die Th1/Th2 Hypothese auf Th2-gepragte
Epithelzellen erweitert (U. Zissler & Chaker, 2016). Man entdeckte zudem
neue Subpopulationen der CD4 positiven Th-Zellen. So sind in der Literatur
weitere Th-Zellen beschrieben wie die Th17-Zellen, die regulatorischen T-
Zellen und die Th9-Zellen, deren Zytokine Einfluss auf die zellulare Antwort
auf Allergene haben (M. H. Kaplan, Hufford, & Olson, 2015; Saravia,
Chapman, & Chi, 2019).

1.2.2 Rolle von Th9 in Allergie und Asthma

Auch wenn IL-9 produzierende Zellen als Th9-Zellen erst 2008 von Veldhoen
et al. als solche definiert wurden (M. Veldhoen et al., 2008), gab es schon
friher Hinweise auf die proinflammatorische Wirkung von IL-9 bei allergischen
Erkrankungen. Nicolaides et al. zeigten bereits 1997 einen Zusammenhang
zwischen IL-9 und inflammatorischen Erkrankungen wie Asthma bronchiale
auf (Nicolaides et al.). Es konnte gezeigt werden, dass IL-9 Mastzellen aktiviert
(Matsuzawa et al.,, 2003) und dass auf Mastzellen, T-Zellen,

Atemwegsepithelzellen und Monozyten IL-9-Rezeptoren exprimiert werden
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(Sugimoto et al., 2018). IL-9 hat einen modulierenden Einfluss auf die B-Zell-
Antwort (Takatsuka et al., 2018), hemmt die IFN-y Expression (Jia et al., 2017)
und induziert IL-13 (Gounni et al., 2004) und CCL-11 (Eotaxin) uber STAT3 in
der glatten Muskulatur der Atemwege (Yamasaki et al., 2010). Fur folgende
Th9-assoziierte Gene IL-4Ra, STAT6, TGFRRII, PU.1, OX40, IL-9, IL-9R,
SMAD3 und IL-33 konnte ebenfalls eine Verbindung mit Asthma aufgezeigt
werden (Parulekar, Atik, & Hanania, 2014; Seumois et al., 2014; Simpson et
al., 2014).

Th9-Zelle

B-Zellen

Glatte Muskulatur der
Atemwege

uopynpoidsmyniy

Mastzellen

Becherzellen
Epithelzellen

Abbildung 2: Ubersicht der Einfliisse der Th9-Zellen.

Schematische Darstellung der verschiedenen Auswirkungen von Th9-Zellen auf das
klinische Bild von allergischer Rhinitis und Asthma. Mastzellen werden zur
Histaminfreisetzung angeregt, Eosinophile aktiviert und in den Becherzellen wird die
Mukussekrektion gesteigert. Th9 spielt eine Rolle in der Regulation von B-Zellen und der
IgE-Freisetzung. Des Weiteren kommt es zu einer bronchialen Konstriktion in der glatten

Muskulatur der Atemwege und eine Becherzellmetaplasie in den Epithelzellen.

Auch wenn IL-9 von mehreren Zellen wie ILCs (innate Lymphoidzellen), Th17-
Zellen und regulatorischen T-Zellen (Noelle & Nowak, 2010) (Wilhelm et al.,
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2011) sezerniert werden kann, konnte gezeigt werden, dass die Th9-Zellen in
vivo die Hauptquelle von IL-9 sind (Jones, Gregory, Causton, Campbell, &
Lloyd, 2012). All diese Erkenntnisse weisen darauf hin, dass Th9-Zellen eine
entscheidende Rolle in der Pathogenese allergischer Erkrankungen spielen,
siehe Abb. 2.

Wahrend die Rolle von Th2 mit den Th2-assoziierten Schlussel-Zytokinen IL-
4, IL-5 und IL-13 bei allergischen Erkrankungen schon lange bekannt ist, hat
sich erst in den letzten Jahren das Augenmerk der Forschung auf Th9-
assoziierte Zytokine wie IL-9, IL-10 und IL-21 erweitert. Eine Vielzahl an
Studien zeigte die bedeutende Rolle von IL-9 in allergischen und autoimmunen
Krankheiten auf (Stassen, Schmitt, & Bopp, 2012).

Uber Th9-Zellen ist bekannt, dass sie hauptséchlich IL-9 sezernieren, aber
auch fur die Freisetzung von IL-10, IL-17, IL-21 und IL-22 verantwortlich sind
(Dardalhon et al., 2008; Jager, Dardalhon, Sobel, Bettelli, & Kuchroo, 2009;
M. H. Kaplan et al., 2011).

Erhohte Spiegel von Th9 und den damit verbundenen Zytokinen konnte in
Verbindung mit allergischen Erkrankungen sowohl in Mausen als auch in
humanen mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) in vivo
nachgewiesen werden. Anhand von Mausmodellen konnte in vitro und in vivo
das Mitwirken von Th9 bei allergischen Atemwegserkrankungen aufgezeigt
werden. Die Inhalation des Umweltallergens der Hausstaubmilbe fuhrte zu
einer frihen in vivo Differenzierung von Th9-Zellen bei Mausen (Jones et al.,
2012). Der Transfer von Ovalbuminspezifischen Th2- und Th9-Zellen in Mause
mit PU.1 (ein Th9 assoziiertes Gen) negativen T-Zellen zeigte eine verringerte
Mastzellakkumulation im Gewebe im Vergleich zu den Wildtypmausen, was
auf die Bedeutung von Th9-Zellen bei der Mastzellrekrutierung schlief3en lasst
(Sehra et al., 2015). Anti-IL-9-Antikorper zeigte bei Mausen eine schutzende
Wirkung vor Atemwegsremodelling mit einer gleichzeitigen Reduktion der
Mastzellen. Atemwegsremodelling, das zu einer verminderten Lungenfunktion
fuhrt, konnte durch Aufhebung von IL-9 verhindert werden (Kearley et al.,
2011). IL-9-Antikorper konnten aul3erdem die Anzahl an Th9-Zellen, Th17-
Zellen, Mastzellen, Eosinophilen und Neutrophilen in den Atemwegen bei

einem chronisch allergischen Asthmamodell in Mausen reduzieren. Der
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Entzindungsindex und der Mukusindex konnte signifikant gesenkt werden
(Kim, Cho, Cho, & Woo, 2013).

Auch beim Menschen zeigte der Einsatz monoklonaler Antikbrper gegen IL-9
einen positiven Effekt auf allergische Symptome (Parker et al., 2011). Erhohte
Anteile an CD4-positiven Zellen und hohere IL-9-Spiegel konnten
beispielsweise im Serum allergischer Patienten mit Lungenbeteiligung im
Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen nachgewiesen werden (Kudo,
Ishigatsubo, & Aoki, 2013). Bei atopischen Sauglingen konnte durch
Hausstaubmilben- oder Katzenallergenstimulation eine vermehrte IL-9
Produktion provoziert werden, wahrend die Spiegel der Zytokine anderer Th-
Zellen nicht anstiegen. Bei Asthmatikern und bei Atopikern konnten hohere IL-
9-Spiegel im Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen festgestellt werden
(Erpenbeck et al., 2003; Yao, Tepper, & Kaplan, 2011).

Zur Ganze erklart ist die Mitwirkung von Th-9 bei allergischen Erkrankungen
allerdings noch nicht. Da der Grofteil der Studien auf Mausmodellen basiert
und einige Ergebnisse sich teilweise widersprechen, sind noch weitere
Studien vor allem anhand von humanem Probandenmaterial n6tig, um einen

vollstéandigen Uberblick zu erlangen (Stassen et al., 2012).

1.2.3 Zusammenhang zwischen Th9- und Th2-Zellen

In der Literatur wurde immer wieder die Frage aufgeworfen, ob es sich bei
Th9-Zellen um eine eigene Th-Zellgruppe handelt, die sich aus naiven T-
Zellen entwickeln, oder um umprogrammierte Th2-Zellen. Veldhoen et al.
beschrieb die Th9-Zelle erstmals und zeigte, dass IL-9 produzierende Zellen
sich von den bisher bekannten Subpopulationen der Th-Zellen unterscheiden
und diese Th9-Zellen unter Einfluss von TGFR aus Th2-Zellen
umprogrammiert werden (M. Veldhoen et al., 2008). Sowohl Th2- als auch
Th9- Zellen entstehen im Beisein von IL-4 und zeigen sehr ahnliche
Funktionen. Vieles weist darauf hin, dass IL9 und Th2-assoziierte Zytokine
zusammenwirken oder sich gegenseitig erganzen.

Jedoch zeigten weitere Veroffentlichungen, dass sich Th9-Zellen mehr von
Th2-Zellen unterscheiden als man urspringlich dachte. Th9-Zellen
exprimieren IL-9, aber setzen keine SchlUsselzytokine anderer Th-Zellen wie
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IL-4, IL-5, IL-13 (Th2), IFNy (Th1) oder IL-17 (Th17) frei. AuBerdem ist die
Differenzierung von Th9-Zellen vorrangig durch den Transkriptionsfaktor PU.1
reguliert, anders als bei Th2-Zellen, deren Haupttranskriptionsfaktor GATA3
ist (Dardalhon et al., 2008; M. Veldhoen et al., 2008). Mause mit PU.1
mangelhaften T-Zellen waren imstande eine normale Th2-Zellantwort zu
generieren, aber zeigten eine verminderte allergische Atemwegsentzindung
und eine geringere Expression von IL-9 als der Wildtyp (Chang et al., 2010).
Munitz und Foster kommen in ihrer Review zum Schluss, dass Th9-Zellen sich
in ihrem Signalweg von den anderen Th-Zellen unterscheiden und eine
entscheidende Rolle in der Pathologie der allergischen Erkrankungen spielen
(2012).

1.2.4 Differenzierung der Th9-Zellen

naive T-
Treg Zelle Th1 Zelle
FoxP3 | TGFB_ ey, (ER)
IL-12 ..
LAWY
[ J
IL 10 °ee ®e L2
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Abbildung 3: Ubersicht der verschiedenen T-Zell-Subtypen.

Schematische Darstellung der verschiedenen Subtypen, die sich aus naiven T-Zellen
entwickeln kénnen. Besonderes Augenmerk wird hierbei auf die Th9-Differenzierung
gelegt. Die Interleukine IL2 und IL4 in Zusammenhang mit TGFR sind dabei von
entscheidender Bedeutung. Dabei ist die Differenzierung vorrangig durch den
Transkriptionsfaktor PU.1 reguliert. IL4 ohne Beisein von TGFB oder IL2 fiihrt zur

Differenzierung von  Th2-Zellen. Der  Haupttranskriptionsfaktor = der  Th2-
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Zelldifferenzierung ist GATA3. TGFR ohne Beisein von IL4 oder IL2 fiihrt nach bisherigen
Kenntnissen zur Differenzierung der regulatorischen T-Zellen. Als entscheidender

Transkriptionsfaktor muss hier FoxP3 genannt werden.

Bei der Differenzierung von naiven Th-Zellen in die verschiedenen Subtypen
zeigten Zytokine wie TGFR oder verschiedene Interleukine die
entscheidenden Einflisse (Dardalhon et al., 2008; Lloyd & Hessel, 2010)
(siehe Abb. 3). 1994 stellten Schmitt et al. fest, dass IL-2 essentiell fur die IL-
9 Produktion ist. In Abhangigkeit von IL-2 und TGFR konnte auch IL-4 eine
wichtige Rolle zugemessen werden, da es in dieser Kombination ein starker
Antreiber fur die IL-9 Produktion zu sein scheint (1994). IL-4 aktiviert
zahlreiche Transkriptionsfaktoren wie STAT6, GATA3 und IRF4, die eine
Verbindung mit der Entwicklung von Th9-Zellen aufzeigten (Dardalhon et al.,
2008; Staudt et al., 2010; M. Veldhoen et al., 2008). IL-9 produzierende Th9-
Zellen erhalten zudem ein autokrines Feedback durch IL-9 (Marc Veldhoen et
al., 2008). Auch das TGFR-Signal scheint eine entscheidende Rolle fur Th9-
Zellen zu spielen. So induziert es bei der Differenzierung von Th9-Zellen die
Aktivierung von Smad und die Expression von PU.1, Gene, die den Th9-Zellen
zugeordnet werden konnten (Chang et al., 2010; Elyaman et al., 2012). Doch
die absolute Notwendigkeit von TGF[31 fur die Entwicklung von Th9-Zellen ist
noch nicht endgultig geklart.

So konnte gezeigt werden, dass Activin A (Teil der TGFR-Superfamilie)
anstelle von TGFR1 Th9-Zellen induzieren kann. Zudem mussten am
Mausmodell fur allergische Entzindungen sowohl TGFR als auch Activin A
ausgeschaltet werden, um eine Senkung von IL-9 in vivo zu erreichen. Es
scheint als ware die Differenzierung von Th9 nicht auf TGFR1 reduziert,
sondern unterlage der groReren TGFR-Superfamilie (Jones et al., 2012). Diese
Erkenntnisse weisen darauf hin, dass ein ausgepragtes Gleichgewicht von
Zytokinen fur die Differenzierung von naiven T-Zellen in Th9-Zellen notig ist,
aus denen sich bei anderer Zytokin-Zusammensetzung andere Th-Subsets
entwickeln.

So zeigte sich, dass IL-4 alleine ohne Prasenz von TGFR zu einer Th2-
Zelldifferenzierung fuhrt (Kopf et al., 1993) und dass das TGF[}-Signal ohne
Beisein von IL-4 zur Differenzierung in regulatorische T-Zellen fihrt
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(Josefowicz, Lu, & Rudensky, 2012). Die Transkription von Treg-Zellen wird
mafgeblich von FoxP3 (forkhead box P3) bestimmt (Hori, Nomura, &
Sakaguchi, 2003). TGFR ist dabei von Bedeutung, weil es die FoxP3
Genexpression induziert und dadurch die Differenzierung von naiven T-Zellen
zu Treg-Zellen antreibt, die hemmend auf die Th2-Antwort wirken (Chen et al.,
2003).

TGFR ist somit entscheidend fur Differenzierung verschiedenster Zellen wie
von IL17 produzierenden murinen T-Helferzellen (Th17), IL9 produzierenden
T-Helferzellen (Th9) und Treg Zellen (Annunziato, Cosmi, Liotta, Maggi, &
Romagnani, 2009; Kimura & Kishimoto, 2010; Putheti, 2017). Welches Subset
sich durch TGFR bildet, scheint abhangig vom Beisein zusatzlicher Zytokine
wie |IL6 bei Th17 Zellen oder IL4 bei Th9-Zellen zu sein (Dardalhon et al., 2008;
Kimura & Kishimoto, 2010).

Andere Studien weisen jedoch auf eine TGFR-unabhangige Differenzierung
von regulatorischen T-Zellen hin und zeigen einmal mehr das Bild von TGFR
als pleiotropes Signal auf und unterstreichen dessen Rolle sowohl als
proinflammatorischer als auch antiinflammatorischer Faktor (Sledzihska etal.,
2013). Die Daten dieser Arbeit in Zusammenhang mit Ergebnissen aus
murinen Untersuchungen konnten die These der TGFR-Unabhangigkeit von
Treg-Zellen unterstreichen und wurden in einer gemeinsamen Arbeit im
Journal Frontiers in Immunology veroffentlicht (Musiol et al., 2021). Somit
bleibt hinsichtlich der Differenzierung der regulatorischen T-Zellen die Frage
offen, welcher Faktor da die entscheidende Rolle spielt.

1.2.5 Rolle von regulatorischen T-Zellen in Allergie und

Asthma

Wahrend Th2- und Th9-Zellen bei der Entstehung von allergischen
Reaktionen eine verstarkende Rolle spielen, scheinen regulatorische T-Zellen
(Tregs) dem Ganzen eher entgegenzuwirken. Sie spielen eine unabdingbare
Rolle bei der Modulation von Immunantworten auf korpereigene Antigene und
der Verhinderung Uberschie3ender Immunreaktionen, die fur die Wirtszelle
schadlich waren (Sakaguchi, Yamaguchi, Nomura, & Ono, 2008).
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So zeigte sich bei einer verminderten Anzahl von Tregs eine vermehrte IgE-
Produktion und eine verstarkte allergische Entzindung (Lewkowich et al.,
2005). Durch einen IL-10 abhangigen Mechanismus konnen Tregs die
allergische Entzundung verringern und die Th2-Zellspiegel senken (Kearley,
Barker, Robinson, & Lloyd, 2005). Vor allem beim gesunden Patienten zeigte
sich, dass Tregs durch die Sekretion von IL-10 die Th2-Antworten nach unten
regulieren konnten (Hawrylowicz & O'Garra, 2005). Tregs hemmen die
allergische Entzindung auch durch direkten Effekt auf Mastzellen, Basophile
und Eosinophile und spielen eine entscheidende Rolle im Remodeling von
Gewebe (Gri et al., 2008). AuRerdem konnte ein direkter Effekt auf B-Zellen
nachgewiesen werden mit der Folge, dass die Produktion von
allergenspezifischem IgE gehemmt und die Produktion von IgG4 gesteigert
wird (Meiler, Klunker, Zimmermann, Akdis, & Akdis, 2008).

In der entzindungshemmenden Wirkung von Tregs scheint das Zytokin IL-27
eine entscheidende Rolle zu spielen. Tregs werden durch |IL-27 dazu stimuliert
mit Hilfe von Th1-zellvermittelter Immunitat Entzindungen einzudammen (Hall
et al., 2012). Eine Studie aus 2019 legt nahe, dass Tregs die Hauptzielzellen
von IL-27 in vivo sind, da die antiinflammatorische Wirkung von IL-27 durch
die Abwesenheit von Tregs aufgehoben war, wahrend ein Treg-Transfer die
Entzindungshemmung wieder ermoglichte. Dies zeigt die bedeutende Rolle
von Tregs und IL-27 bei der Immunmodulation (Nguyen et al., 2019).
Transfer von regulatorischen T-Zellen in Mausmodellen allergischer und
asthmatischer Inflammation zeigten, dass diese essentiell fur die Induktion
und Erhaltung von Immuntoleranz sind (Cottrez, Hurst, Coffman, & Groux,
2000). Bei Studien an humanem Probandenmaterial konnte bei gesunden
Probanden die Existenz spezifischer regulatorischer T-Zellen gegen haufige
Umweltantigene aufgezeigt werden (Akdis et al., 2004). Mehrere klinische
Studien an allergischen Probanden zeigten, dass bei der allergenspezifischen
Immuntherapie (AIT) die Funktion von Tregs induziert wird und dies den
Verlauf der allergischen Erkrankung beeinflussen kann (K. T. Nouri-Aria et al.,
2004; Radulovic, Jacobson, Durham, & Nouri-Aria, 2008).

Es zeigt sich also sowohl beim Gesunden als auch bei allergischen Patienten
nach allergenspezifischer Immuntherapie die bedeutende Rolle von Tregs bei

der Immunmodulation.
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Dennoch bleiben viele Fragen bezuglich der Rolle und den genauen zellularen
Vorgangen von regulatorischen T-Zellen bei allergischen Erkrankungen offen.
In der folgenden Arbeit wird genauer auf die Rolle von Tregs bei der
allergischen Immunantwort und bei der allergenspezifischen Immuntherapie

eingegangen.
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1.3 Allergenspezifische Immuntherapie (AIT)

Der 1911 erstmals von John Freeman und Leonard Noon beschriebene
Versuch einer Desensibilisation von Allergien durch Injektionen steigender
Dosis eines Allergens stellt bis heute in etablierter Form den einzigen kausalen
Therapieansatz von Allergien neben der Vermeidung der Allergenexposition
dar (Jackson, 2003; Marek Jutel, Kosowska, & Smolinska, 2016). Das
Grundkonzept der Therapie besteht darin, dem Patienten das Allergie-
auslosende Allergen in steigender Dosis zu verabreichen, bis eine
hypersensibilisierte Reaktion auf das Allergen stark geschwacht wird oder
ganzlich ausbleibt.

Ziel ist eine Immuntoleranz mittels langfristiger Verschiebung der
Immunantwort durch Eingreifen in grundlegende immunologische
Mechanismen. Die Induktion einer peripheren T-Zell-Toleranz und die
vermehrte Bildung regulatorischer T-Zellen ist ein Schlusselmechanismus des
Therapiekonzepts. Die dabei uUberwiegende Th2-Antwort soll mit einer
vermehrten Th1-Antwort ersetzt werden (Fujita, Soyka, Akdis, & Akdis, 2012).
Sowohl die frihe- als auch die spate-Phase-Reaktion sollen durch verminderte
Mastzellaktivitat und Induktion regulatorischer T-und B-Zellen gehemmt
werden. Des Weiteren beinhaltet die Entwicklung von Allergen-Toleranz
antiinflammatorische Zytokine wie IL-10, TGFR und Suppressormechanismen
bezuglich des Histaminrezeptors (O. Palomares, Akdis, Martin-Fontecha, &
Akdis, 2017).

Die vermehrte Freisetzung von regulatorischen T-Zellen steht im
Zusammenhang mit dem Switch von allergenspezifischen B-Zellen zu einer
vermehrten IgG Produktion (Frew, 2010). Verschiedene Subklassen von IgG,
vor allem IgG3 und teils auch 1gG2, zeigten in Studien die Fahigkeit, eine IgE-
vermittelte Basophilendegranulation zu verhindern (MacGlashan & Hamilton,
2016).

Auch wenn der genaue Mechanismus der Immuntherapie noch nicht
entschlusselt wurde, konnte gezeigt werden, dass ein Shift von einer Th2- auf

eine Th1-Antwort stattfindet und die Produktion von regulatorischen T-Zellen
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gesteigert wird, was einen dampfenden Effekt auf die Immunantwort auf
Allergene zeigt (Moote, Kim, & Ellis, 2018). Nach erfolgter Immuntherapie
konnte eine Reduktion von Histamin und Tryptase in nasalem Sekret
nachgewiesen werden, sowie ein Verringerung der Eosinophilenanzahl, Th2-
Zellen und deren Zytokine (Furin et al., 1991; Scadding et al., 2015).

Laut aktueller EAACI Leitlinien ist die Indikation fur die Durchfuhrung einer
spezifischen Immuntherapie gegeben, wenn eine moderate bis schwere
allergische Rhinokonjunktivitis vorliegt, die klinisch relevante Allergie durch
einen Pricktest oder spezifisches IgE im Serum nachgewiesen werden kann,
eine optimal eingestellte Pharmakotherapie nicht ausreichend ist oder diese
aufgrund Nebenwirkungen nicht tragbar ist und die Exposition nicht oder nicht
ausreichend verhindert werden kann (Pfaar, Angier, Muraro, Halken, &
Roberts, 2020).

Zur Durchfuhrung der allergenspezifischen Immuntherapie (AIT) kann das
Allergen auf verschiedenen Wegen dem Patienten zugefuhrt werden: Die
ursprunglichen Methoden sehen eine subkutane (SCIT) oder sublinguale
(SLIT) Gabe vor. Dabei betragt die Dauer der Therapie mindestens 3 Jahre
(Pfaar et al., 2014). Neuere Studien berichten von alternativen Methoden wie
eine direkte intralymphatische Injektion des Antigens (ILIT), epikutane (EPIT)
oder intrakutane (IDIT) Gabe oder eine lokal nasale Applikation (LNIT). Die
Immuntherapien bei den in dieser Studie eingeschlossenen Probanden sind
auf subkutanem oder sublingualem Wege erfolgt. Cochrane Metaanalysen
haben gezeigt, dass sich SCIT bei Patienten mit saisonaler allergischer
Rhinitis als effektiv herausgestellt haben (Gtobinska et al., 2018). Bei
allergischem Asthma wurde gezeigt, dass Immuntherapie zu einer eindeutigen
Reduktion der Symptome und des Medikamentenbedarf fUhren konnte,
besonders bei der SCIT. Allerdings muss die Datenlage mit Vorsicht betrachtet
werden bezuglich der Studienqualitat und Publikationsbias. Auch sind
Langzeiteffekte noch nicht ausreichend erforscht (Dhami, Kakourou, et al.,
2017). Dasselbe gilt auch fur die Erfolge durch Immuntherapie bei allergischer
Rhinitis. Hier waren die Ergebnisse noch eindeutiger als beim allergischen
Asthma. Allerdings sind auch hier in der Literatur potentielle Publikationsbias
berichtet (Dhami, Nurmatov, et al., 2017).
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Auch bezuglich des genauen Mechanismus der AIT herrschen in der
Forschung noch Unklarheiten. Der Versuch Kklinische Biomarker zum
Monitoring des Verlaufs von Immuntherapie festzulegen, zeigte zum Beispiel
fur IgG Subtypen vielversprechende Ergebnisse. Die Analysen von Th1- oder
Th2-assoziierten Zytokinen als Erfolgsmarker waren jedoch teilweise
widerspruchlich und konnten die Erwartungen nicht bestatigen (Shamiji et al.,
2017).

In der folgenden Arbeit wird durch besonderes Augenmerk auf den Einfluss
der Immuntherapie bei teils- bis volltherapierten Patienten auf die Th2- und
Th9-Zellpopulationen versucht, mehr Klarheit in die Frage zu bringen, welche
Vorgange bei der Immuntherapie eine Rolle spielen und welche Folgen diese
auf bestimmte Biomarker hat. Auch mochte ich mit dieser Arbeit die Rolle von
regulatorischen T-Zellen in der lokalen und systemischen Reaktion bei

immuntherapierten Patienten genauer untersuchen.
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1.4 Sputum

Um Zellen aus der Lunge zu generieren, stehen mehrere Methoden zur
Verfugung. Goldstandard ist die bronchoalveolare Lavage (BAL). Dabei wird
mit Hilfe eines Bronchoskops Material von den peripheren Atemwegen wie den
terminalen Bronchiolen und den Alveolen gewonnen (Totsch, Guzman,
Theegarten, Schmid, & Costabel, 2007). Jedoch ist diese hoch-invasive
Untersuchung nicht ohne Risiken. So kann es unter anderem zu Verletzungen
der Atemwege durch die Einfuhrung der Instrumente kommen, sowie zu
passagerer Hypoxie oder zu reflektorischen Bronchospasmen (Patel PH,
2019). Zusatzlich wird diese Untersuchung in der Regel in Vollnarkose
durchgefuhrt, was zusatzliche Risiken birgt.

Eine Alternative zur BAL ist die minimal-invasive Methode des induzierten
Sputums, welche die Gewinnung von Atemwegszellen bis in die 14.
Bronchiengeneration erlaubt. Die Sputuminduktion erfolgt bei vollem
Bewusstsein durch Inhalation von hypertoner Kochsalzlosung uber einen
definierten Zeitraum mit anschlieRend aktivem Abhusten des Sekrets durch
den Patienten selbst.

Unter induziertem Sputum versteht man Sekretionen der unteren Atemwege.
Es besteht in erster Linie aus Bestandteilen bronchialen Sekrets und enthalt
Entzindungszellen aus dem zentralen Atemwegsepithel wie Makrophagen,
Lymphozyten, Neutrophile, Eosinophile und Basophile, aber mit einem
geringen Anteil auch squamose Zellen. Induziertes Sputum eignet sich somit,
um eine Art "Schnappschuss" des aktuellen lokalen Entzindungsgeschehens
in der Lunge zu erhalten.

Bei der Sputumgewinnung ist es wichtig, darauf zu achten, Verunreinigungen
aus Mund- und Rachenraum sowie durch die Nasenschleimhaut moglichst
gering zu halten.

Ergebnisqualitat und Vergleichbarkeit der Proben erreichte man im Laufe der
Forschung durch ein standardisiertes Protokoll zur Induktion und Aufreinigung
des Sputums. So bewahrte es sich, selektierte Sputumplugs (Pfropfen) zur
Analyse zu verwenden und die Proben so weit wie moglich von der Saliva zu

trennen, die haufig zu Verunreinigungen mit Plattenepithelzellen fuhrt
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(Baumann et al., 2021; E. Pizzichini, Pizzichini, Efthimiadis, Hargreave, &
Dolovich, 1996; U. M. Zissler et al., 2018). Auch die Wirksamkeit des Agens
DTT in Form von Sputolysin zur Aufspaltung der Disulfidbriicken zur besseren
Verarbeitung des Sputums konnte bestatigt werden (U. M. Zissler, 2012).
Nach entsprechender Aufreinigung kann das Sputum fur verschiedenste
Analysen wie Zellzahlung, durchflusszytometrische Untersuchungen sowie
Transkriptome mittels PCR und Microarrays verwendet werden.

Studien zeigten, dass die Ergebnisse einer Sputuminduktion durchaus mit
denen einer bronchoalveolaren Lavage vergleichbar sind und unterstreichen
damit die Aussagekraft dieser Methode (Blau et al., 2014; J. V. Fahy, Wong,
Liu, & Boushey, 1995).

Es gibt bereits einige Studien, die anhand von induziertem Sputum die lokale
Entzindungsreaktion in der Lunge untersucht haben (Panzner et al., 2015; U.
M. Zissler, 2012).

Somit hat sich das induzierte Sputum als eine valide Methode bewahrt, um
sich ein Bild der aktuellen entzindlichen Geschehnisse in der Lunge zu
machen, die bei aerogen-getriggerten Allergien Eintrittspforte des Allergens
ist. Anders als bei der Untersuchung im Blut, wo man die systemischen Folgen
der Entzindung genauer ins Auge fassen kann, bietet die Analyse des
Sputums eine Momentaufnahme der lokalen Vorgange vor Ort, wo die
allergische Reaktion ihren Anfang nimmt. Somit erweist es die idealen
Voraussetzungen fur den Vergleich der Iokalen zur systemischen
Immunantwort, bei der in dieser Arbeit besonderes Augenmerk auf Th2-, Th9-
Zellen und regulatorischen T-Zellen gelegt wurde.
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1.5 Zielsetzung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit werden folgende Inhalte behandelt:

Die durchflusszytometrische Analyse von Sputum und PBMCs
erfolgt mit Fokus auf die Rolle von Th9-, Th2- und Treg-Zellen, um
einen Einblick in die systemische und lokale Entzindungsreaktion
bei Patienten mit allergischer Rhinitis und allergischem Asthma zu
erhalten. Besonderes Augenmerk liegt dabei bei den

Patientengruppen mit erfolgter AIT.

Die Charakterisierung von Proteinen in den Sputum-Uberstanden
im Vergleich zwischen den einzelnen Gruppen wahrend sowie
auch aufRerhalb der Pollensaison. Es soll untersucht werden, ob die
Zytokinlevel  die  Ergebnisse  der  Durchflusszytometrie

widerspiegeln.

Die Zytospinauszahlung der Sputumproben als Goldstandard zur
Zelldifferenzierung soll zusatzlich zu den klinischen Parametern
dazu dienen, die jeweiligen Probandengruppen besser zu

charakterisieren.

Korrelation der experimentellen Daten mit klinischen Ergebnissen:
Analyse von Zusammenhangen zwischen lokaler und systemischer
Zellantwort sowie klinischen Parametern wie dem mRQLQ- oder
dem GINA-Score.
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2. Material und Methodik

2.1 Materiallisten

2.1.1 Verbrauchsmaterialien und Gerate

Tabelle 1: Ubersicht der Verbrauchsmaterialien.

Angegeben werden Bezeichnung sowie Hersteller.

Verbrauchsmaterialien Bezeichnung Hersteller
96-Well-Platte U-botton Non-Tissue BD Falcon
Culture plate

70pl Filter Cell Strainer 70um Nylon  BD Falcon

Adapter REF SARSTEDT

Aliquot 1,5ml Safe Seal SARSTEDT

Aliquot 2,0ml Safe Seal SARSTEDT

Butterfly Safety-Multifly-Kantile SARSTEDT

Blutabnahmerdohrchen Vacutrainer CPT BD biosciences,
Heidelberg,

Deutschland

Deckglaschen

Einwegpipette Pasteurpipette Plastik bis neolLab
3ml
Facstubes groR 5 ml Polystyrene Round- BD Falcon

Bottom Tube

Facstubes klein

Falcon Rohrchen 50ml SARSTEDT
Gerdiist fur Zytospin Zytospinhalter ~Shandon Thermo Scientic
Cytoclip
Zytospinzentrifuge Thermo Scientic
Cytospin 4
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Immersionsol Type N Leica Microsystems
Impfose
Klebefolie
Objekttrager Menzel-Glaser Superfrost Thermo Scientic
Zellkulturschale Petrischale D=100mm TPP
Pipetten 10-100pl eppendorf
0,5-10pl eppendorf
Pipetierhilfe 1000pl eppendorf
200pl eppendorf
10pl eppendorf
Pricktestlanzette Allergopharma
Pricktestlosung 108 Birke Allergopharma
Physiologische Allergopharma
Kochsalzlosung
309 Katzenepithelien Allergopharma
Histamin 1+999 Allergopharma
006 Graser Allergopharma

708 Dermatophagoides Allergopharma

farinae

725 Dermatophagoides Allergopharma

pteronyssinus
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Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Gerite.

Angegeben werden Bezeichnung sowie Hersteller.

Gerate

Bezeichnung

Hersteller

Computer

MacBookPro

Apple

Durchflusszytometer

BD LSRIlI Fortessa flow

cytometer

BD Bioscience

Farbewanne (Pappenh:

Kiihlschrank -80°C

Mikroskope Mikroskop Axiovert 40C Zeiss
Mikroskope Mikroskop Leica
Pipette 1000pl Eppendorf, Brand
Pipette 200pl Eppendorf,
Deutschland
Pipette 10pl Eppendorf,
Deutschland
Schiittler rollermixer SRTOD Stuart, UK
Transferpipette 20-200pl Brand

Ultraschallvernebler

Pari Turbo Boy SX

PARI, Starnberg,
Deutschland

Vortexer Vortex- Genie 2 Scientific Industries
Waage PB303 Delta Range Mettler Toledo
Zahlkammer Neubauer Improved Marienfeld GmbH
0,0025mm
Zentrifugen Megafuge 1.0R Thermo Scientific
Zentrifugen 380R Hettich
Zentrifugen 5 U30R Eppendorf,
Deutschland
Zentrifugen Cytospin 4 Thermo Scienti
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2.1.2 Reagenzien und Antikorper-Panel

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Reagenzien.

Angegeben werden Bezeichnung sowie Hersteller und Verdiinnung (wenn durchgefiihrt).

Reagenz Bezeichnung Hersteller Verdiinnung

Aqua dest.

Bronchodilatator Sultanol Dosier- GlaxoSmithKline
Aerosol - 100 pg

Salbutamol/
Dosis
FACS- Puffer 10% FCS 0,02%
NaAzid in PBS
Fc-Rezeptor- Tru-Stain BioLegend 1:20 in PBS
Block
FCS 10% in PBS
Fixierkonzentrat FoxP3 eBioscience, San 14 mit
Fixation/Permea Diego, CA, USA Fixierlosung
bilization
Concentrate
Fixierlosung FoxP3 eBioscience, San 34 mit
Fixation/Permea Diego, CA, USA Fixierkonzent
bilization Diluent rat
Giemsalosung Merck, Darmstadt
May- Merck, Darmstadt
Grunwaldlosung
Methanol Fluka
Millipore H20
NaAzid 0,02 % in
PBS
Natriumchlorid Klinikum rechts der

Isar -
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Iosung 3% zur

Inhalation

Krankenhausapothe
ke

Natriumchlorid
Iosung 4% zur

Inhalation

Klinikum rechts der
Isar -
Krankenhausapothe
ke

Natriumchlorid

Klinikum rechts der

Iosung 5% zur Isar -
Inhalation Krankenhausapothe
ke
PBS
PermWash 1:10 in
Losung Millipore H20
RNA cell protect RNA Protect Quiagen
reagent Cell Reagent
Sputolysin Sputolysin Merck, Darmstadt
Reagent
Trypan-Blau Trypan Blue Gibco by life 1:10in PBS
Stain 0,4% technologies
Viability Stain Fixable Viability eBioscience, San 1:1000 in
Stain (FVS) Diego, CA, USA PBS
Waschlosung FACS-Clean BD Bioscience
Waschlosung FACS-Rinse BD Bioscience
Cytometer BD Bioscience
Setup&Tracking
Beads

25



Material und Methodik

Tabelle 4: Ubersicht der Panel.

Angegeben werden Fluorochrom sowie Hersteller, Klon und Verdiinnung.

Antigen Fluorochrom Hersteller Klon Verdiinnung
CD3 APC-Cy7 BioLegends  HIT3 1:200

CD4 BV421 BD RPA-T4 1:200

CDh4 BV711 BioLegends  OKT-04 1:200

IL-9 eFluor710 eBioscience  MHD9D1  1:100

FoxP3 PerCP-Cy5.5  eBioscience  PCH101 1:50

GATA3 BV421 BioLegends  16E10A23 1:50

FVS510 HV510 BioLegends 1:1000

2.1.3 Programme

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Programme.

Angegeben werden Version sowie Hersteller.

Programme Version Hersteller
EndNote Version X9.3.2 Clarivate Analytics
Excel Version 16.16.27 Microsoft Office
FACS-Diva BD Bioscience, USA/ Becton
Software Dickensen, USA
FlowJo FlowJo software FlowJo, Ashland, OR, USA
GraphPadPrism Prism software version La Jolla, CA, USA
7 GraphPad software
Inc.
Word Version 16.16.27 Microsoft Office
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2.2 Methoden

2.2.1 Probanden

2.2.1.1 Ethische Richtlinien

Die Studie wurde im Vorfeld von der Ethikkommission der medizinischen
Fakultat der Technischen Universitat Munchen gepruft und genehmigt
(5156/11). Die Probanden wurden sowohl schriftlich als auch mundlich
aufgeklart, wobei das Procedere, mogliche Risiken und die Ziele der Studie
beschrieben wurden. Von jedem Probanden musste nach Richtlinien der
Erklarung von Helsinki eine Einverstandniserklarung vorliegen (World Medical,
2001). Die Studienteilnahme erfolgte freiwillig und es war fur jeden Probanden
jederzeit moglich die Studie abzubrechen. Die vorgeschriebenen Kriterien zum

Datenschutz waren zu jeder Zeit gewahrleistet.

2.2.1.2 Probandengruppen

In diese Studie wurden 58 Probanden eingeschlossen, die Uber ein Jahr lang
betreut wurden. In diesem Zeitraum wurden die Probanden zweimal
einbestellt. Einmal in Graspollenflugsaison von Mai 2017 bis Anfang August
2017 (Graspollen-Saison) und das zweite Mal im Zeitraum von Oktober 2017
bis Februar 2018 (aulerhalb der Graspollen-Saison). Mithilfe eines
Pollenflugkalenders (Pollenfluginformation, 0.D.) konnte kontrolliert werden,
dass in dieser Zeit auch ein Pollenflug vorhanden war und die Patienten somit
einer Allergenexposition ausgesetzt waren bzw. man aullerhalb der
Graspollen-Saison von einer fehlenden Allergenexposition ausgehen konnte.
Die Probanden wurden in eine gesunde Kontrollgruppe, eine Gruppe mit
allergischen Rhinitikern und eine Gruppe mit allergischen Asthmatikern
unterteilt. Bei den Patienten mit bestatigter Graserpollenallergie unterschied
man zusatzlich noch, ob sich diese einer allergenspezifischen Immuntherapie
(AIT) unterzogen hatten. Die Immuntherapie wurde in der Regel als subkutane
Immuntherapie (SCIT) verabreicht. Einige Patienten hatten die Immuntherapie
jedoch auch sublingual (SLIT) durchgefuhrt. Zur Vereinfachung und zum
besseren Verstandnis werde ich fortan die Bezeichnung ,AIT" fur jegliche in
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dieser Studie eingesetzte Immuntherapie verwenden. Es wurde nicht
differenziert, wie lange die Patienten mit einer Immuntherapie behandelt
wurden und ob diese bereits beendet war. Jedoch betrug die Mindestdauer
der Therapie aller Teilnehmer mindestens ein Jahr.

Wie in der Abb. 4 zu sehen ist, waren wahrend der Graspollen-Saison 26
Probanden in der Kontrollgruppe und insgesamt 34 Probanden auf die
einzelnen Allergikergruppen aufgeteilt. Davor waren 9 Rhinitiker mit AIT und
weitere 9 Rhinitiker ohne AIT. Bei den Asthmatikern waren in den Gruppen mit
AIT und ohne AIT jeweils 8 Probanden eingeschlossen.

AuBerhalb der Graspollen-Saison bestand die Kontrollgruppe aus 23
Probanden und die Allergikergruppen insgesamt aus 31. Diese wurden
wiederum aufgeteilt auf 9 Rhinitiker mit AIT, 6 Rhinitiker ohne AIT, 9
Asthmatiker mit AIT und 7 Asthmatiker ohne AIT.

Graspollen- auBerhalb der
saison Graspollensaison
(n=58) (n=54)
Kontrollgruppe Allerg|ker Kontrollgruppe Allerglker
(n=26) (n=34) (n=23) (n=31)

N\ RN

Rhinitiker Asthmaﬂker Rhinitiker Asthmahker
(n=18) (n=16) (n=15) (n=16)

SN LN SN LN

Rhinitiker + AIT Rhinitiker - AIT

Asthmaticer + Asthmatiker - AIT Rhmlkor AT Rhmlkor AT Aatmaticor +
(n=9) (n=9) (n=8) {n=8) =9 o

Asthmatiker - AIT
n=7)

Abbildung 4: Probandengruppen.

Darstellung der Probandengruppen wéhrend und aullerhalb der Pollensaison. Die
Unterteilung der Allergiker erfolgte in Patienten mit allergischer Rhinitis angegeben als
Rhinitiker, jeweils wieder unterteilt in Patienten mit erfolgter und ohne durchgemachter
Immuntherapie (AIT), sowie in Patienten mit allergischem Asthma angegeben als

Asthmatiker mit erfolgter und ohne durchgemachter Immuntherapie (AIT).
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Nicht alle Probanden, die im Fruhling/Sommer getestet wurden, konnten im
Herbst/Winter wieder in die Studie aufgenommen werden. Auch wurden nach
Analyse der Daten nur 58 Probanden wahrend der Allergiephase in die Studie
eingeschlossen. Vier Probanden konnten aus verschiedenen Grinden nur
einmal in die Analysen miteinbezogen werden. Somit sind 54 von den 58
Probanden in beiden Phasen der Studie beteiligt, wahrend die Proben der
ubrigen vier Probanden nur wahrend der Graspollen-Saison analysiert

wurden.

2.2.1.3 Probandencharakterisierung

Fir die Diagnosestellung und Einteilung der Probanden in die jeweiligen
Gruppen wurde ein Pricktest (>3mm) auf Graser, Birke, Hausstaubmilben
(Dermatophagoides farinae und D. pteronyssinus) und Katzenepithelien mit
Positiv- und Negativkontrolle durchgeflhrt sowie das spezifische IgE mithilfe
des Radio-Allergo-Sorbent-Tests (RAST) und das Gesamt-IgE gemessen. In
die gesunde Kontrollgruppe wurden nur Patienten ohne allergische Symptome
und mit negativem Pricktest eingeschlossen. Des Weiteren musste jeder
Allergiker einen mRQLQ ausfullen: Rhinoconjunktivitis Quality of Life mini
Questionnaire, der aus 28 Fragen besteht und 7 verschieden Bereiche abfragt
wie Einschrankungen im Alltag, Schlafprobleme, Symptome der Augen, Nase
oder anderweitig, praktische Probleme und emotionalen Einfluss der Allergie
auf den Patienten (Juniper & Guyatt, 1991). Der Proband muss dabei mit einer
Punktzahl von O fur nicht bis 6 fur sehr stark angeben, wie sehr er in jedem
Bereich durch seine Allergie beeintrachtigt ist. Probanden der Asthma-Gruppe
wurden basierend auf vorausgehender arztlicher Diagnose und anamnestisch
erhobenen Symptomen wie Atemnot, Husten und Engegefuhl in der Brust in
Zusammenhang mit Allergenexposition und/oder positivem
Bronchodilatationstest dieser zugeteilt. Bei Patienten mit diagnostiziertem
Asthma wurde der GINA Score angewandt und sichergestellt, dass es sich um
ein kontrolliertes Asthma handelt (FEV1% > 70%). Alle Patienten wiesen
anamnestisch seit mehr als zwei Jahren Symptome von Graserallergie vor.
Bei jedem Patienten wurde eine Lungenfunktion und eine Spirometrie

durchgefuhrt. Die Lungenfunktion wurde mit Hilfe eines Handspirometers
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(Jaeger SpiroPro; Wurzbug, Deutschland) uberpruft. Gemessen wurden die
Vitalkapazitat (FVC), die Einsekundenkapazitat (FEV1), der Tiffeneau
(FEV1/FVC) und der maximale exspiratorische Fluss (Maximal expiratory flow,
MEF25). Ein Reversibilitatstest mit Bronchodilatatoren nach 400ug
Salbutamolgabe wurde ebenfalls durchgefuhrt.

2.2.1.4 Ausschlusskriterien

Generelle Ausschlusskriterien waren Schwangerschaft, Alter unter 18 Jahren,
Rauchen, akute Erkaltungen, kardiopulmonale Instabilitat oder andere
systemische Erkrankungen. Am Tag der Probeentnahme wurde darauf
geachtet, dass kein akuter Atemwegsinfekt vorlag und keine systemische
Immuntherapie zu dem Zeitpunkt durchgefuhrt wurde, wie etwa systemische

Kortisoneinnahme, um die Ergebnisse nicht zu verfalschen.

2.2.2 Probengewinnung

Die Gewinnung der Blutproben sowie des Sputums nach Sputuminduktion

eines Probanden erfolgten zum selben Zeitpunkt.

2.2.2.1 Venose Blutentnahme

Bei jedem Probanden wurde Blut abgenommen und insgesamt 5 CPT-
Rohrchen (Vacutrainer CPT, BD biosciences, Heidelberg, Deutschland)
moglichst gleichmalig gefullt. Die CPT-Rohrchen wurden gleich nach
Abnahme bei 3000 rpm, bei 20°C fur 20 Minuten zentrifugiert, um das Material
fur 24 Stunden zu stabilisieren.

2.2.2.2 Sputuminduktion und -gewinnung

Das Protokoll fur die Sputuminduktion und -aufbereitung (siehe Abb. 5) wurde
von Dr. Zissler im Zentrum fur Allergie- und Umweltmedizin (ZAUM)
weiterentwickelt (2012). Dem Protokoll folgend wurden immer zwei Probanden
gleichzeitig induziert. Dadurch erreichte man mit zwei Durchlaufen die
Probengewinnung von vier Patienten pro Tag. Zu Beginn wurden die
Vitalparameter (Blutdruck und Puls) bestimmt und eine orientierende
Lungenfunktionstestung durchgefuhrt mit der Bestimmung der Vitalkapazitat
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(FVC), der Einsekundenkapazitat (FEV1), des Tiffenauwertes (FEV1/FVC)
und des maximal exspiratorischen Flusses (MEF25%).

Um die Gewinnung des Sputums zu ermoglichen, erfolgte eine Induktion durch
die Inhalation von Kochsalzlsungen. Zuvor  wurden drei
Lungenfunktionstestungen durchgefuhrt und es erfolgte eine Inhalation mit
400ug Salbutamol (kurzwirksames [-Mimetikum) zur Bronchodilatation. Die
Messungen wurden 15 Minuten nach Einnahme des Salbutamols wiederholt.
Zur Sicherheit fur den Probanden wurde der hochste FEV1 Wert als Richtwert
im folgenden Procedere herangenommen. Fiel wahrend der Induktion dieser
Wert um mehr als 10% ab, sollte die Lungenfunktionsmessung dreimal
wiederholt werden. Bestatigte sich der abgefallene FEV1 Wert, musste der
Vorgang der Induktion abgebrochen werden und dem Patienten Salbutamol
verabreicht werden. Bei einer Abnahme von mehr als 20% der FEV1 sollte die

Induktion sofort abgebrochen werden.

Probengewinnung

Messung der Ausgangs-FEV1 vor Salbutamolgabe

Salbutamolgabe 400ug

I

l Kontrollmessung der FEV1 15min nach Salbutamolgabe ]

l Inhalation von 3% NaCl fir 7 min ‘

l Nase schnauzen, Mundhéhle reinigen ‘

l Sputum abhusten, in Falkonréhrchen geben ‘

I

l erneute FEV1 Messung ‘

!

[ Abfall FEV1 = 20% ] — [ Abfall FEV1 < 10% ] — [ Abfall FEV1 = 10% und < 20%

l |

| Abbruch | | Fortfiihrung des Protokolls mit 4% und 5 % NaCL |

Abbildung 5: Protokoll der Probengewinnung.

Ablauf der einzelnen Schritte bei der Probengewinnung von induziertem Sputum.
Moadifiziert nach (U. M. Zissler, 2012)
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Die Induktion sieht eine dreimalige Inhalation Uber den Ultraschallvernebler
Pariboy (PARI Starnberg, Deutschland) von Kochsalzlésung vor mit
aufsteigender Konzentration von 3% auf 4% bis zu 5% fur jeweils 7 Minuten.
Nach jeder Inhalation wurde darauf geachtet, dass der Proband Nase und
Mund reinigt, durch die Nase schnauzt und den Mund nach grundlichem
Gurgeln ausspult. Dies hat den Zweck, die Sputumprobe maoglichst frei von
Plattenepithelzellen aus dem Rachenraum zu halten. Dann sollte das Sputum
in ein steriles Falkonréhrchen abgehustet werden. Nach jeder Sputumabgabe
erfolgte eine Lungenfunktionsmessung zur Kontrolle des FEV1. Dann wurde

der Vorgang mit der starker konzentrierten Kochsalzlésung wiederholt.

2.2.3 Sputumaufbearbeitung

Das Sputum wurde nach der Entnahme auf Eis aufbewahrt und innerhalb von
moglichst zwei Stunden aufbearbeitet, da die Qualitat des Sputums im Laufe
der Zeit und bei Raumtemperatur abnimmt. Verzégerungen der
Aufbearbeitung flhren dazu, dass vermehrt Zellen absterben und
RNA/Proteine  degenerieren. Erfolgreich gewonnenes Sputum der
Kontrollgruppe (n=24; 92.3%) und der allergischen Probanden (n=34; 89.4%)
wurde nach dem Protokoll von Dr. Zissler (siehe Abb. 6) verarbeitet (2018).
Das gewonnene Sputum wurde gewogen und dann mit Hilfe einer Impfose und
einer Pipette von der Saliva getrennt. Das daraus sich ergebende Gewicht an
Sputum wurde ausgerechnet und mit der vierfachen Menge einer 1:10 (v:v)
Sputolysinlosung (Merck, Darmstadt, Deutschland) verdinnt.

Durch vorsichtiges Aspirieren mit einer Pipette und Vortexen von 15 Sekunden
wurde das Sputum mit der Sputolysinlosung durchmischt. Anschlief3end
wurde die Probe auf einem Schattler (rollermixer SRT9D, Stuart,
GroRbritannien) bei 4°C fur 15 Minuten lang inkubiert. Nach der 15-minutigen
Inkubation wurde zu dieser Losung die zweifache Menge des Sputumgewichts
an Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) hinzugefugt. Erneut wurde die
Probe fur 15 Sekunden gevortext und je nach Viskositat eventuell zusatzlich 5
Minuten auf Eis gelegt.

Bei Erreichen der gewlnschten Viskositat wurde die angefertigte
Sputumlésung durch einen 70um Filter (Cell Strainer 70pm Nylon, BD Falcon)
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in ein Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt. Um die Durchgangigkeit des viskdsen
Sputums zu verbessern, wurde der Filter mit PBS angefeuchtet. Nach
Berechnung des Gewichts der nun Ubrig gebliebenen Losung wurden 10ul
davon fur die Zellzahlung in der Neubauer-Zahlkammer (nach Neubauer) mit
der Trypan-Blau-Methode verwendet.

Die Trypan-Blau-Methode sieht vor, dass die 10ul Probe mit 10pl Trypanblau
verdunnt werden. Diese Mischung wird in das Hamozytometer gefullt und die
Zellzahlung in allen vier Quadranten durchgefuhrt. Lebende Zellen erschienen
unter dem Mikroskop leuchtend hell. Trypanblau dringt bei toten Zellen durch
defekte Zellmembran und farbt diese Zellen tiefblau. Trypanblau wirkt toxisch
und fuhrt bei zu langem Einwirken zu einem Anstieg an toten Zellen. Darum
wurde jede Zahlung innerhalb von 5 Minuten durchgefuhrt. Es wurde zwischen
lebenden und toten Leukozyten sowie squamdsen Zellen differenziert. Kamen
mehr als 200 Zellen pro Quadrant vor, wurde die Losung nochmal mit PBS
verdunnt und erneut gezahlt, um Zahlfehler zu reduzieren. Der
Durchschnittswert der Zellen pro Quadrant wurde berechnet und der
prozentuale Anteil von lebenden und squamdsen Zellen wurde ermittelt.

Die restliche Probe wurde bei 4°C mit ausgeschalteter Bremse 10 Minuten
lang bei 2000 rpm zentrifugiert, um einen zell- und ablagerungsfreien
Uberstand zu erhalten. Dieser Uberstand wurde in 5 Aliquots zu je 1000l
abgefullt. Diese wurden beschriftet und umgehend bei -80°C eingefroren.

Im nachsten Schritt wurde die Zellsuspension auf 0,5 x 10° Zellen in PBS
aufgelost. Diese Losung wurde fur die Herstellung von Zytospins verwendet.
Pro Probe wurden vier Zytospins angefertigt. Jeweils zwei mit 75ul und zwei
mit 100ul, die dann fur 6 Minuten bei 450 rpm zentrifugiert wurden. Sollten die
Objekttrager eine zu hohe Dichte aufweisen, musste die Zellsuspension weiter
verdunnt werden. Die Objekttrager wurden, nachdem sie ca. 15 Minuten bei
Raumtemperatur trocknen konnten, fur 10 Minuten in Methanol fixiert. Dann
sollten sie nochmal 30 Minuten lang bei Raumtemperatur trocknen und wurden
dann fur die Zytospinauswertung aufbewahrt.

Mindestens 500.000 Zellen wurden in 1ml RNAprotect cell Reagenz (Qiagen)
resuspendiert und bei -80°C konserviert.
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Die restlichen Zellen, das heil3t abzuglich der Zellen fur die Zellzahlung, die
Zytospins und der 500.000 Zellen fur RNA-Analysen, wurden fur das
Antikorper-Staining der Panels vorbereitet.

Pro Probe wurden zwei Wells einer 96-Well-Platte geflllt: eines fur die
gefarbte und ein anderes fur die ungefarbte Probe. Es wurden so viele Zellen
wie moglich eingesetzt. Je nach Qualitat und Menge des gewonnenen
Sputums variierte die Zahl zwischen 400.000 bis zu 2 Millionen Zellen pro

Well, jeweils aufgelost in 100ul PBS.

SPUTUMPROZESSIERUNG
bei 4°C innerhalb von 2h durchzufiihren

Selektieren der Sputumplugs

l Wiegen, 4x Volumen 0,1% DTT hinzufligen und 15 min inkubieren ‘

l Vorsichtiges Aspirieren und Vortexen fiir 15 Sek ‘

l Hinzugabe von PBS und Vortexen von 15 Sek ‘

l 70um Filter mit PBS anfeuchten und Filterung durchfiihren ‘
| Zelizahlung und Vitalitétsbestmmung |
l Zentrifugieren fir 10 min ‘—»l Ubersténde bei -80°C lagern
Erstellen der Zytospinpraparate
l Zellsuspension in PBS aufésen ‘—> *

500.000 Zellen in 1ml RNAprotect cell-Reagenz
bei -80°C lagern

l Restliche Zellen fir Antikrper Farbung in 96-Well-Platte fillen

Abbildung 6: Protokoll der Sputumprozessierung.

Ablauf der Aufbearbeitung der Sputumproben. Modifiziert nach (U. M. Zissler, 2012)

2.2.4 PBMC Isolierung

Das Blut der Patienten wurde in jeweils 5 Vacutrainer CPT (BD biosciences,
Heidelberg, Deutschland) abgenommen und in diese jeweils moglichst
gleichmallig gefullt. Innerhalb von 30 Minuten wurden die Rohrchen bei 3000
rpm 20 Minuten lang zentrifugiert. Dieser Vorgang ermaoglicht es, die Zellen im
Serum fur 24 Stunden bei Raumtemperatur lagern zu konnen, ohne dass diese
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an Qualitat verlieren. Nichts desto trotz wurden alle Blutproben innerhalb
weniger Stunden weiter verarbeitet.

Vor Beginn der Isolierung der PBMCs wurden der Uberstand der CPT-
Roéhrchen durch 180°-Drehungen gemischt und dann der Uberstand aus allen
5 Rohrchen in ein steriles 50ml Falcon-Réhrchen zusammengefuhrt. Dieses
wurde dann bei 1200 rpm fur 10 Minuten bei 20°C zentrifugiert.

Vom dadurch entstandenen Uberstand wurden je 5 Aliquots (1,5ml Safe Seal,
SARSTEDT) mit je 1000pl Serum aufgeflllt und bei -80°C eingefroren. Der
restliche Uberstand wurde verworfen. Das Zellpellet wurde zuerst mit 1ml PBS
vorsichtig gelost und dann mit 50ml PBS verdinnt. Erneut wurde eine
Zentrifugation mit 1200 rpm fur 10 Minuten bei 20°C durchgefuhrt und der
Uberstand verworfen. Wieder wurde das Zellpellet mit 1ml PBS vorgeldst und
dann mit 10ml PBS erganzt.

Von dieser Losung wurden 10ul mit 90ul Trypanblau-Losung vermischt und in
die Neubauer-Zahlkammer gegeben zur Auszahlung der Zellen nach
derselben Vorgangsweise wie bei den Zellen aus dem Sputum. Bestimmt
wurde die Zellzahl pro ml und die Gesamtzellzahl.

Dann wurden fur jede Patientenprobe zwei Wells einer 96-Well-Platte gefullt
fur eine gefarbte und eine ungefarbte Probe fur das Antikorperfarben. Jedes
Well enthielt dann 1,5 Millionen Zellen in 100ul PBS.

2.2.5 Erstellung des Panels

Um uber Oberflachenmolekule sowie Uber intrazellulare Marker und auch uber
Transkriptionsfaktoren eine genauere Klassifizierung der vorhanden Zellen zu
generieren und die Th9-Zellen zu identifizieren, wurde ein Panel mit acht
Antikorpern erstellt.

Die Oberflachenmolekile CD4 und CD3 wurden gewahlt, um im
Durchflusszytometer gezielt Th-Zellen zu analysieren. IL-9 dient zur
Identifizierung von Th9-Zellen, GATAS3 als Haupttranskriptionsfaktor von Th2-
Zellen und FoxP3 als Marker um T-regulatorische Zellen zu filtern. Alle
oberflachlichen und intrazellularen Marker sowie die Transkriptionsfaktoren

sind in Tab. 4 (siehe 2.1 Materialliste) aufgelistet.
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2.2.6 Oberflachen- und intrazellulares Staining

Das im Folgenden beschriebene Staining erfolgte sowohl fur die
aufgereinigten Zellen aus dem Sputum als auch fur die aus dem Patientenblut
isolierten PBMCs.

Eine 96-Well-Platte enthielt somit pro Probe zwei Wells, um eines davon mit
dem Antikorper-Panel zu farben und das andere als Kontrolle ungefarbt zu
lassen. Fur die spezifischen Antikorper wurde das Foxp3/Transcription Factor
Staining Buffer Set (eBioscience, San Diego, CA, USA) nach Anweisung des
Herstellers verwendet.

Die 96-Well-Platten wurden dann bei 1200 rpm fur 5 Minuten abzentrifugiert
und der Uberstand wurde verworfen. Jedes Well wurde mit 50ul Fc-Rezeptor-
Block versehen und resuspendiert. Dabei wurde TruStain (BioLegend, USA)
in einem Verhaltnis von 1:20 (v:v) in PBS verdunnt. Dann wurde die Platte fur
15 Minuten bei 4°C inkubiert. Dann wurden die Wells mit jeweils 200l PBS
aufgefullt, die Platte bei 1200 rpm fur 5 Minuten abzentrifugiert und der
Uberstand abgeworfen. Im n&chsten Schritt wurde nur auf die Probe, die
gefarbt werden sollte, 50pl Fixable viability Stain (FVS510 BioLegend, USA)
gegeben und resuspendiert. Das FVS wurde immer frisch auf kaltem PBS in
einer Verdunnung von 1:1000 angesetzt. Nach 10-15 Minuten Inkubation bei
4°C wurde zu jedem Well 200ul PBS dazugegeben, die Platte bei 1200 rpm 5
Minuten abzentrifugiert und der Uberstand abgeworfen. Jeder gefarbten Probe
wurden nun die Antikorper fur das Markieren der Antigene auf der
Zelloberflache, die zuvor im Verhaltnis 1:200 in kaltem FACS-Puffer angesetzt
worden waren, hinzugefugt. Nach sorgfaltiger Resuspension wurde die Platte
fur 30 Minuten bei 4°C gelagert, 200ul kaltes FACS-Puffer zu jedem Well
hinzugefugt, das Ganze bei 1200 rpm fur 5 Minuten abzentrifugiert und der
Uberstand abgeworfen. Darauf wurde jedes Well mit 100yl der Fixierldsung
(FoxP3 Fixation/Permeabilization Concentrate und FoxP3
Fixation/Permeabilization Diluent im Verhaltnis 1:3) aufgefullt und
resuspendiert. Dieses Mal erfolgten die 30 Minuten Inkubationszeit bei
Raumtemperatur. Nach dem Waschschritt mit 100yl PermWash-L6sung,
Abzentrifugation bei 1200 rpm fiir 5 Minuten und Verwerfen des Uberstandes

wurde jedes Well wieder mit 100pl PermWash aufgefullt. Die Platte wurde mit
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einer Folie versiegelt und lichtgeschitzt bei 4°C Uber Nacht gelagert. Die
Mindestinkubationszeit sollte 8 Stunden betragen.

Am Folgetag wurde das Intrazellularstaining durchgefuhrt. Bevor die
intrazellularen Antikorper hinzugefugt werden konnten, musste die Platte erst
wieder bei 1200 rpm fiir 5 Minuten abzentrifugiert und der Uberstand
abgeworfen  werden. Die Zytokine wurden 1:100 und die
Transkriptionsfaktoren 1:50 in PermWash angesetzt und dann auf jede
gefarbte Probe als Intrazellular-Antikorperfarbelosung in der Menge von 50yl
hinzugegeben. 30 Minuten mussten die intrazellularen Antikorper im Well bei
Raumtemperatur inkubiert werden, bevor wieder ein Waschschritt mit 100l
kalter PermWash-Losung erfolgte. Die Platte wurde bei 1200 rpm fur 5
Minuten abzentrifugiert, der Uberstand verworfen. Die Wells wurden
schlief3lich mit 100ul FACS-Puffer resuspendiert und in FACS-Roéhrchen mit
200ul FACS-Puffer Uberfuhrt.

Dann erfolgte das Einlesen in das Durchflusszytometer BD LSRIl Fortessa
flow cytometer (BD Bioscience).

Das Fixable viability Staining (FVS) (eBioscience, San Diego, CA, USA) ist
eine Methode, um lebende von toten Zellen zu unterscheiden. Laut Hersteller
enthalt das FVS einen Farbstoff, der an extra- und intrazellulare Amine bindet.
Ist die Zellmembran durchgéangig, wie es der Fall bei nekrotischen Zellen ist,
weist diese Zelle einen sehr viel hoheren Anteil dieses Farbstoffes vor.
Lebende Zellen haben eine intakte Zellmembran und farben sich folglich nicht
so stak an. Anhand des Farbstoffanteils kann man die Zellen in vitro die
Eigenschaft lebend oder tot zuordnen. Dies spielt beim Gating der Ergebnisse
des Durchflusszytometers eine entscheidende Rolle.

2.2.7 Durchflusszytometrie

Die Analyse der aus Sputum und PBMC gewonnenen Zellen erfolgte mithilfe
des Durchflusszytometers BD LSRIl Fortessa (BD Bioscience). Durch
Laserstrahlen und fluoreszierendem Licht kann dieses Messgerat Aussagen
uber die GroRe, Granularitat und Fluoreszenintensitat von Partikeln, in diesem
Fall von Zellen, machen. Die Zellen werden in einer Flussigkeit, hier FACS-
Puffer, transportiert. Auf diesen Fluss ftrifft der Laserstrahl und wird von den
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Partikeln in der Flussigkeit abgelenkt. Ein Raster detektiert die Streuung des
Laserstrahls und kann somit die Oberflachenbeschaffenheit, Grofde, Form und
internen Charakteristika der Zelle erkennen. Anhand dieser Daten kann
bestimmt werden, um welche Zellen es sich handelt. Eine weitere
Informationsquelle sind fluoreszierende Stoffe, die an und in der Zelle in Form
von fluoreszenzmarkierten Antikdrpern angebracht wurden. Die Lichtenergie,
die von den fluoreszierenden Stoffen in einer fur sie charakteristischen
Wellenlange absorbiert wird, fuhrt im weiteren Schritt zu einer
Energiefreisetzung in Form eines Lichtphotons. Diese Photone konnen
wiederum von einem Detektorsystem registriert werden und genauere
Angaben uber die Beschaffenheit der Zelle liefern. Die aus dem Sputum und
Blut extrahierten Zellen wurden von uns mit Antikdrpern fluoreszenzmarkiert
und mit Hilfe des Durchflusszytometers ausgewertet. Zur Registrierung der
Daten wurde die FACS Diva Software (Becton Dickensen, USA) benutzt.

2.2.7.1 Kompensation und Kontrollen
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Abbildung 7: Kontrollfarbung fiir Th2- und Th9-Zellen fiir PBMC (A) und Sputum
(B).

Die spezifische Antikérperfarbung ist in Rot angegeben, in Blau die FMO- Farbung und in

Grau die Isotypen-Kontrolle.

38



Material und Methodik

Zu Beginn der Graspollen-Saison und der Winter-Saison wurde jeweils eine
Kompensation durchgefuhrt, um zu verhindern, dass sich Uberlappende
Fluoreszenzspektren die Ergebnisse verzerren. Die Kontrollfarbungen wurden
sowohl fur Th2, Th9 (Abb. 7) als auch fur Tregs (Abb. 8) fur jeweils PBMC und
Sputum durchgefuhrt.
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Abbildung 8: Kontrollfarbung fiir regulatorische T-Zellen fiir PBMC (A) und Sputum
(B).

Die spezifische Antikérperfarbung ist in Rot angegeben, in Blau die FMO- Farbung und in

Grau die Isotypen-Kontrolle.

Fur die Kompensation wurden Kompensationsbeads verwendet. Diese
Mikropartikel binden AntikOrper mit einer konstanten Autofluoreszenz und
liefern dadurch die Positivkontrolle. Fur die Negativkontrolle werden Beads
verwendet, die keine Antikorper binden. Um eine madglichst genaue und
fehlerfreie Auswertung zu gewahrleisten, wurden mehrere Kontrollverfahren
durchgefuhrt: pro verwendeten Antikorper eine ungefarbte Kontrolle zum
Vergleich, ein Isotypen Staining und ein Fluorescence Minus One (FMO)

Staining.
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2.2.7.2 Gating Strategien

Zusatzlich zu den oben genannten Kontrollma3nahmen wurden die Resultate
der Durchflusszytometrie noch gefiltert, um das Ergebnis genau auf jene
Zellen einzuschranken, die man untersuchen will. Dieses Filtern wird auch
Gating genannt und sieht eine Strategie vor, um gezielt spezifische Zellen aus
all den erfassten Partikeln herauszusuchen.

Wichtig fur die Auswertung ist ein identisches Gating, das in jeder Analyse
angewandt wird, um dieselben Voraussetzungen zu garantieren und einen
Vergleich zwischen Sputum (0.5x10° Zellen) und PBMC (2.0x10° Zellen) zu
ermoglichen. Dieses Vorgehen lasst somit einen direkten Vergleich der
lokalen sowie der systemischen Reaktion zu. Weil Messungen an Zellen aus
dem Sputum aufgrund dessen Viskositat schwieriger sind, wurde in diesem
Falle die Gating-Strategie im Backgating ein weiteres Mal angewandt.

2.2.7.2.1 Th9-Gating und Th2-Gating
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Abbildung 9: Gating fiir Th2- und Th9-Zellen fiir PBMC.

Es wurde zuerst auf Singlets gegatet, dann auf Lebendzellen, dann auf CD3 positive und
CD4 positive Zellen. Flir Th2-Zellen wurde zudem auf GATAS3, fiir Th9-Zellen auf TGFR
und IL9 gegatet.
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Um Th9-Zellen herauszufiltern wurden folgende Schritte unternommen (siehe
auch Abb. 9 und 10).
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Abbildung 10: Gating fiir Th2- und Th9-Zellen fiir Sputum.

Das Gating erfolgte nach demselben Schema wie bei den PBMC-Proben. So wurde
zuerst auf Singlets gegatet, dann auf Lebendzellen, dann auf CD3 positive und CD4
positive Zellen. Flir Th2-Zellen wurde schlie8lich auf GATAS, fir Th9-Zellen auf TGFR
und IL9 gegatet.

Zuerst wurde sichergestellt, dass nur einzelne Zellen und keine Zellcluster mit
ausgewertet werden. Dann erfolgte das Gating auf Lymphozyten, von denen
nur lebende Zellen in Frage kamen. Der FVS ist ein intrazellularer Marker, der
die Zellmembran passieren kann, wenn sie wie bei toten Zellen nicht mehr
intakt ist. Somit wurden durch das Gating alle fixable viability stain positiven
Zellen aus dem Auswertungspool entfernt.

41



Material und Methodik

Durch das Gaten auf CD3 und CD4 positive Zellen erhalt man Th-Zellen. Alle
Th-Zellen, die positiv auf IL9 waren, wurden zu den Th9-Zellen gezahilt.

Die Th-Zellen, die positivauf GATA3 gegatet werden konnten, wurden als Th2-
Zellen identifiziert.

2.2.7.2.2 Treq Gating

Hierfur wurde auf dem bereits oben genannten Schema basierend einzelne

Zellen und keine Zellcluster, Lymphozyten, lebende Zellen und Gating auf CD3
und CD4 positive Zellen- mittels FoxP3 auf regulatorische T-Zellen gegatet
(siehe Abb. 11 und 12).
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Abbildung 11: Gating fiir regulatorische T-Zellen fiir PBMC.

Es wurde zuerst auf Singlets gegatet, dann auf Lebendzellen, dann auf CD3 positive und

CD4 positive Zellen. Das spezifische Gating fiir Treg-Zellen erfolgte anhand von FoxP3.
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Abbildung 12: Gating fiir regulatorische T-Zellen fiir Sputum.

Es wurde zuerst auf Singlets gegated, dann auf Lebendzellen, weiters auf CD3 positive
und CD4 positive Zellen. Das spezifische Gating fiir Treg-Zellen erfolgte auch bei der

Sputumanalyse anhand von FoxP3.

2.2.8 Zytospins

Bei Erstellung von Zytospins wird eine Zellsuspension mit Hilfe einer
Zytospinzentrifuge sehr dinn auf ein Objekttrager aufgetragen. Damit kann
nach Anfarbung der Zellen eine genaue Analyse und Auszahlung derselben
erfolgen. Pro Proband lagen 4 Zytospins aus den aus dem Sputum
gewonnenen Zellen vor. Jeweils zwei waren mit 100ul Zellsuspension und
zwei mit 75l Zellsuspension angefertigt worden. Im Lichtbildmikroskop wurde
ausgewertet, welches dieser 4 am besten geeignet ware fur die
Zellauszahlung.

2.2.8.1 Anfarbung

Diese jeweils als am besten geeigneten ausgewahlten Zytospins wurden
mittels der Farbung nach Pappenheim angefarbt.

Dafur wurde zuerst die Giemsa-Losung hergestellt in einer 1:5 Verdinnung
und dann durch ein Papierfilter gefiltert. Die May-Grunwald Losung wurde

ebenfalls durch einen solchen Papierfilter gefiltert. Die erste Farbung mit der
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May-Grunwaldlosung erfolgte fur 8 Minuten. Es wurden immer gleichzeitig 8
Objekttrager in einer Glaswanne gefarbt. Nach 8 Minuten wurden die
Objekttrager mehrfach sorgfaltig mit Leitungswasser gespult, um
Uberschussige Farbreste zu entfernen, die das Auszahlen spater erschweren
wurden. Dann erfolgte der Giemsa-Farbeschritt fur 35 Minuten. Auch hiernach
wurden die Objekttrager mehrmals mit Leitungswasser gespult. Dann wurden
die Objekttrager lichtgeschutzt zum Trocken ausgelegt. Sobald die
Objekttrager vollig getrocknet waren, wurden sie fur 10 Sekunden in Xylol
getaucht. Im nachsten Schritt wurden drei Tropfen Eukitt auf den Objekttrager
gegeben, um das Deckglaschen als Schutzschicht dartber zu kleben. Wichtig
ist dabei, Luftblaschen zu vermeiden, damit das genaue Auszahlen

gewahrleistet werden kann.

2.2.8.2 Auszahlung

Die Flache auf dem Objekttrager wurde in 4 Quadranten geteilt und in jedem
Quadranten wurden unterm Mikroskop mit Ol mit 60facher VergroRerung
maanderformig die ersten 100 Zellen differenziert gezahlt. Gezahlt wurden
dabei die nicht squamodsen Zellen und diese wurden differenziert in
Makrophagen, Lymphozyten, neutrophile, basophile und eosinophile
Granulozyten. Der prozentuale Anteil der jeweiligen Zelltypen wurde
berechnet. Das Auszahlen der Zytospins wurde von zwei Personen
unabhangig voneinander durchgefuhrt. Die Ergebnisse wurden verglichen und
bei Abweichen des Varianzkoeffizienten von mehr als 5% wurde von einer

dritten Person noch einmal nachgezahilt.

2.2.9 Proteinanalysen aus Sputum-Supernatants

In den Sputa der Patienten mit allergischer Rhinitis oder allergischem Asthma
wurden neun Biomarker identifiziert und mit denen gesunder
Kontrollprobanden verglichen. Die gemessenen Zytokine wurden in Th9-
assoziierte Zytokine (TGFR, IL-9), Th2-assoziiert (IL-4, IL-5, IL-13),
antiinflammatorische Zytokine (IL-10), Th1-assoziierte Zytokine (IL2 und IFNy)
und proinflammatorische Zytokine (IL-6) eingeteilt (Tab. 6).
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Die Messung der Zytokine in den Sputumuiberstanden wurde mit dem
LegendPlex Kit TGF[31 (BioLegend, CA, USA) nach Anleitung des Herstellers

durchgefuhrt (Abb.13).

Tabelle 6: Ubersicht der analysierten Zytokine.

Alle gemessenen Zytokine werden mit den ihnen zugeordneten Funktionen und

assoziierten Zellen angegeben.

Produziert von Zytokin Bezeichnung Funktion
Th2-Zellen IL-4 Interleukin 4 Induktion der Th2-Zellreaktion
und IgE-Klassenwechsel
IL-5 Interleukin 5 Aktivierung der Eosinophilen
IL-13 Interleukin 13 IgE-Klassenwechsel und
Mukushypersekretion
Th9-Zellen TGFR Transforming Growth Differenzierung der Th9-Zelle in
Factor beta Anwesenheit von IL-4
IL-9 Interleukin 9 Induktion  von  Mastzellen,
Eosinophilen und Th2-
Zelldifferenzierung
Makrophagen, IL-6 Interleukin 6 Kontrovers diskutiert
Neutrophile, pro/antiinflammatorisch
Epithelzellen
Th1-Zellen IL-2 Interleukin 2 Antiinflammatorisch -
Regulation von regulatorischen
T-Zellen
IFNy Interferon gamma Antiinflammatorisch -
Regulation von Th2-Zellen
Regulatorische IL-10 Interleukin 10 Antiinflammatorisch, hemmt
T-Zellen Makrophagenfunktion

Dieses ermoglicht ein Immunoassay, das nach demselben Prinzip arbeitet wie

»>andwich® Immunoassays, wo ein I6slicher Analyt zwischen zwei Antikorper
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gebunden wird. Ein Antikdrper-Bead-Komplex bindet spezifisch an das
gesuchte Protein.

Die Beads haben verschiedenen Grof3en und APC Fluoreszenzen und lassen
sich dadurch eindeutig voneinander unterscheiden. Jedes Bead exprimiert an
seiner Oberflache einen spezifischen Antikdrper und kann somit an ein genau

bestimmtes Protein binden.
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X

Y
A

Bead Bead
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I biotinversetzter Antikorper

Abbildung 13: Inmunoassay nach dem LegendPlex Kit.

Prinzip der Messung der Zytokine in den Sputumiiberstdnden mit dem LegendPlex Kit.
Modifiziert nach Herstellerwebsite (BioLegend)

Versetzt man eine Probe mit unbekannter Menge der Zielproteine mit einem
Panel ausgewahlter Beads, werden diese Proteine an das passende Bead
gebunden. Nach einem Waschschritt werden dieser Losung biotinversetzte
Antikorper hinzugeflugt, die an den Zielprotein-Bead-Komplex binden. Dadurch
entsteht ein Bead-Zielprotein-Antikorper Sandwich. Der fluoreszierende
Farbstoff Streptavidin-phycoerythrin (SA-PE) bindet in einem nachsten Schritt
an die biotinversetzten Antikorper. Die Intensitat des fluoreszierenden Signals
ist abhangig von der Menge des gebundenen Proteins. Dieses Signal kann
dann durchflusszytometrisch eingelesen werden. Zur Auswertung der
Konzentration eines bestimmten Analyten anhand einer Standardkurve wurde

die LegendPlex data analysis Software verwendet.
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Anmerkung: Normalerweise wird das TGFR fur diese Art von Analyse immer
extra angesauert. In diesem Fall wurde aber unter Verwendung eines nativen
Kits des Herstellers natives TGFR3 gemessen. Es kann dabei direkt im
Sputumuberstand gemessen werden ohne erst herausgelost werden zu

mussen.

2.2.10 Statistische Tests zur Auswertung

Die experimentellen Vorgange und Analysen wurden blind durchgefihrt. Die
Erfassung der Rohdaten erfolgte durch Ubertragung der demographischen
und klinischen Angaben und Messergebnisse in eine Excel-Tabelle. Fur die
statistische Analyse wurde GraphPadPrism, Version 7.0, verwendet.

Mit dem D’Agostino-Pearson Test wurden die Gruppen auf Normalverteilung
uberpruft. Bei Nicht -Normalverteilung der Gruppen folgte eine nicht
parametrische Testung. Der Vergleich zwischen zwei Gruppen wurde mit dem
Mann-Whitney-U Test durchgefuhrt. Bei mehr als zwei Gruppen wurde zuerst
mit dem Kruskal Wallis Test als ANOVA mit Bonferroni Korrektur vorgetestet,
um einen Fehler der 1. Art zu vermeiden. Konnten in der Gesamtverteilung
signifikante Unterschiede gemessen werden, wurden auch die einzelnen
Gruppen gegeneinander getestet.

Bei Normalverteilung fur unverbundene Gruppen wurde der Wilcoxon-Rang-
Vorzeichentest verwendet, wahrend bei verbundenen Gruppen entsprechend
der t-Test fur verbundene Stichproben angewandt wurde. Das
Signifikanzniveau wurde bei 5% festgelegt (p<0,05). In der graphischen
Darstellung wird die Signifikanz durch das Symbol ,** angegeben, wobei gilt:
. p<0,05, ,**“ p<0,01 und ,**** p<0,001.
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Ergebnisse

3. Auswertung und Ergebnisse

3.1 Demographische Daten

Von den insgesamt 64 Probanden, von denen klinische Daten und
Patientenmaterial gesammelt wurden, konnten von 58 Probanden wahrend
der Graspollen-Saison und 54 auflerhalb der Graspollen-Saison genlugend
Sputum gesammelt werden. Die Daten von vier Patienten konnten aufgrund
mangelnder Probengewinnung in der zweiten Phase der Studie nicht mehr

ausgewertet werden.

3.1.1 Altersverteilung und Geschlechterverteilung

Es nahmen Probanden im Alter von 19 bis 53 Jahren teil, wobei eindeutig der
Groldteil der Probanden (sowohl Kontrollprobanden als auch Allergiker) der
Altersklasse 20-30 Jahre zuzuordnen war (siehe Tab. 7). Die
Geschlechterverteilung innerhalb der Gruppen ist in der Abb. 14 und in der
Tab. 7 abzulesen.

Tabelle 7: Demographische Daten.

Das Alter der Probanden ist als Mittelwert (x Standardfehler), die Geschlechterverteilung

in Prozent angegeben.

Kontroll Allergische  Allergische Allergische Allergische
gruppe Rhinitis Rhinitis Rhinitis mit Rhinitis mit
ohne AIT mit AI