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1 Einleitung

1.1 Allgemeines zur Allergie

Der Begriff Allergie wurde 1906 von Clemens von Pirquet in die medizinische
Terminologie eingeflihrt und beschreibt eine angeborene oder erworbene spezifische
Anderung der Reaktionsféahigkeit des Immunsystems gegenlber kérperfremden,
eigentlich unschédlichen Substanzen, die als Antigen erkannt werden. Die
Entwicklung einer Allergie erfolgt nach einem klinisch stummen Erstkontakt in einer
Sensibilisierungsphase, die mehrere Tage bis Jahre dauern kann. Bei erneutem
Kontakt mit dem eigentlich harmiosen Antigen, kommt es zum Auftreten von
Entziindungsreaktionen an verschiedenen Organsystemen, die lokal begrenzt oder
generalisiert auftreten konnen. Besonders haufig betroffen sind Haut, Konjunktiven,
Nasen-, Rachen-, sowie die Bronchialschleimhaut, also Grenzflachen, an denen sich
die Auseinandersetzung des Organismus mit seiner Umwelt zunachst unmittelbar
abspielt. Die Symptome sind sehr variabel und reichen von allergischer
Rhinokonjunktivitis Gber allergisches Asthma bis hin zum anaphylaktischen Schock.
Als Allergene werden Antigene bezeichnet, die eine allergische Immunantwort
auslésen kénnen [40].

1963 erfolgte die Einteilung der Allergien durch Coombs und Gell in vier Typen, je
nach Pathomechanismus, wobei diese Formen nicht isoliert, sondern zum Teil
parallel ablaufen oder ineinander Ubergehen.

Die haufigste Form und Gegenstand dieser Arbeit ist die Typ | Allergie, die durch
Immunglobulin der Klasse E (IgE) vermittelt wird und nach erneutem Allergenkontakt
innerhalb von Sekunden bis Minuten zu klinischen Symptomen fiihrt. Nach diesem
Muster verlaufen beispielsweise die allergische Rhinokonjunktivitis, das allergische
Asthma bronchiale und die Nahrungsmittelanaphylaxie. Sie wird daher auch als IgE-
vermittelte Allergie vom Soforttyp oder als anaphylaktische Allergie bezeichnet.
Reaktionen vom Typ |Il, auch zytotoxischer Typ genannt, entstehen durch
zytotoxische Antikérper, die gegen zellwandstandige Antigene (z.B. Medikamente)
gerichtet sind. Durch Aktivierung von Komplement oder zytotoxischen Killerzellen
kommt es zur Zytolyse kérpereigener Zellen.

Bei Reaktionen des Typ Illl kommt es zur Bildung gewebestandiger oder

zirkulierender Immunkomplexe, welche das Komplementsystem sowie neutrophile
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Granulozyten und Thrombozyten aktivieren. Es kommt zur Phagozytose der
Immunkomplexe unter Freisetzung von gewebeschadigenden Enzymen. Diese Form
der Allergie wird auch als Immunkomplextyp oder Arthus-Typ bezeichnet.

Reaktionen vom Typ IV, auch verzégerter Typ oder zelluldre Allergie genannt,
entstehen durch Freisetzung von Lymphokinen aus sensibilisierten Lymphozyten.
Dies fuhrt zur Aktivierung bzw. Proliferation von Makrophagen und mononuklearen
Zellen und hiermit zu einer Infiltration und Entzindungsreaktion am Ort der
Antigenbelastung.

Spater wurden noch die Typen V und VI hinzugefiugt. Typ V beschreibt
granulomatose Reaktionen, die sich histologisch durch Epitheloidzellgranulome
auszeichnen und nach Injektionen von Fremdsubstanzen im Verlauf von einigen
Wochen entstehen.

Typ VI kommt durch spezifische pathogene Antikdrper zustande, wie sie z.B. bei
Autoimmunerkrankungen der Schilddruse oder bei der Myasthenia gravis
vorkommen. Diese spezifischen Antikérper haben entweder stimulierende oder

neutralisierende Wirkung auf die Effektororgane [45].

1.1.1 Immunologische Grundlagen

Bej der Immunitat unterscheidet man eine angeborene Resistenz von adaptiver oder
erworbener Resistenz. Die Widerstandsfahigkeit des menschlichen Organismus ist
gegenuber bestimmten Erregern angeboren und unspezifisch. Dabei wird der Erreger
anhand bestimmter Oberflachenstrukturen als fremd erkannt und eliminiert. Der
Mensch ist also von Anfang an resistent gegen viele Mikroorganismen, gegen andere
kann er Immunitat erwerben (adaptive oder erworbene Immunitat). Diese erworbene
Resistenz ist spezifisch, d.h. erworbener Schutz besteht nur gegen den Erreger der
die Krankheit verursacht. Die adaptive Immunitat fihrt aber nicht nur zur Resistenz
im engeren Sinn, sondern sie kann auch an der Pathogenese vieler Krankheiten
beteiligt sein. Die Allergie gehért zu einer Gruppe von Immunphadnomenen, wie z.B.
auch Autoimmunerkrankungen, bei denen die krankmachenden Folgen im
Vordergrund stehen. Es treten Schadigungen durch fehlgeleitete oder

Uberschieende Immunreaktionen auf.
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Eine Immunantwort erfolgt auf einen bestimmten immunologischen Reiz hin. Bei
diesem Reiz handelt es sich meist um ein Protein, welches Antigen genannt wird. Die
Antikérper sind sterisch dazu passende Immunrezeptoren, die das gefaltete Protein
Uber Bereiche von etwa 8-15 Aminosauren erkennen. Die an der Erkennung
beteiligten Strukturelemente nennt man seitens der Antigene Epitope, seitens der
Immunrezeptoren Antigenbindungsstellen. Der Immunapparat kann jedoch nicht
durch das Epitop alleine stimuliert werden. Erst wenn das Epitop Bestandteil eines
Makromolekiils ist, entsteht die immunisierende Wirkung [26].

Die Allergene werden von antigenprasentierenden Zellen aufgenommen,'prozessiert
und als Peptide auf MHC-Klasse-lI-Molekilen prasentiert, so dass sie von T-
Helferzellen (TH) erkannt werden. Als antigenprasentierende Zellen fungieren unter
anderem  zirkulierende Monozyten, im Gewebe sessile Makrophagen,
Langerhanszellen der Haut und interstitielle dendritische Zellen.

Innerhalb der T-Helferzellen unterscheidet man je nach Zytokin-Sekretionsmuster
verschiedene Untergruppen, welche TH1 und TH2 genannt werden. Die T-
Helferzellen erkennen auf den B-Lymphozyten die gleiche MHC-Klasse-II-
Peptidkombination wie auf der antigenprasentierenden Zelle, schiitten Zytokine aus
und aktivieren somit die B-Lymphozyten. Infektionen allgemein, beispielsweise
bakteriell, durch intrazellulare Parasiten, induzieren eine starke TH1-Antwort. Wurm-
und andere extrazelluldre Parasitenerkrankungen fiihren frith zu IL-4-Freisetzung
und damit zu einer TH2-Antwort. IL-12 fungiert als wichtigster Forderer der TH1-
Zellen und hemmt TH2-Zellen, wahrend IL-4 die TH2-Antwort fordert und die TH1-
Zellen hemmt. Beim Allergiker findet auf dieser Ebene eine bisher nicht verstandene
Fehlregulierung statt, die zu einer U(Obermé&Rigen pathologischen TH2-
Antwortbereitschaft fiihrt. Die TH2-Zellen schitten wiederum vermehrt IL-4 aus und
bewirken somit eine Differenzierung der aktivierten B-Zelle in eine IgE-produzierende
Plasmazelle.

Das gebildete allergenspezifische IgE bindet an den hochaffinen IgE-Rezeptor
(FceRIl) gewebsstandiger Mastzellen oder im Blut zirkulierender basophiler
Granulozyten. Bei einem erneuten Kontakt bindet das Allergen an das
allergenspezifische IgE. Sobald es zur Quervernetzung, das heiflt Uberbriickung
zweier zellstandiger IgE-Antikdrper durch das Allergen kommt, wird eine Kaskade
chemischer Reaktionen in Gang gesetzt, die zur Degranulation und Freisetzung

praformierter biogener Amine (z.B. Histamin) aus Mastzellen und basophilen
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Granulozyten fuhrt. Gleichzeitig werden andere Mediatoren neu gebildet (z.B.
plattchenaktivierender  Faktor/PAF, Leukotriene und Prostaglandine). Die
freigesetzten Mediatoren beeinflussen die glatte Muskulatur: Kontraktion vor allem in
der Lunge (Bronchokonstriktion), Kontraktion postkapillarer Venolen und Erweiterung
der Arteriolen sind die Folge [26, 45].

1.1.2 Ursachen allergischer Erkrankungen

Die Entstehung einer Allergie ist von verschiedenen Faktoren abhangig. Eine
genetische Pradisposition ist haufig bei Allergikern zu beobachten. Der Begriff Atopie
wurde 1922 von Coca und Cooke eingefiihrt und beschreibt eine familiar auftretende
Neigung zur Entwicklung bestimmter Krankheiten (Rhinokonjunktivitis, Asthma,
atopisches Ekzem) auf dem Boden einer Uberempfindlichkeit von Haut und
Schleimhéduten gegen Umwelltstoffe, die meist mit erh6hter IgE Synthese assoziiert
ist [45]. Die Krankheit wird polygen vererbt und multifaktorielle Phanomene sowie
modulierende Umwelteinflisse sind fur die Auspragung von Bedeutung.
Anscheinend wiegt bei genetischer Pradisposition der Einfluss der Mutter starker als
der des Vaters. Kinder atopischer Eltern haben ein Atopierisiko von 20-30% wenn
nur ein Elternteil betroffen ist, im Gegensatz zu 30-40% zeigen beide Eltern
unterschiedliche Manifestationen, bis hin zu 60-80% wenn beide Eltern dieselbe
Manifestation aufweisen [45].

Als weitere Risikofaktoren fur die Allergieentstehung haben sich ein hoéherer
Sozialstatus der Eltern, sowie Tabakrauch- oder Verkehrsbelastung herausgestellt.
Andererseits scheinen Kinder, die auf dem Bauernhof aufwachsen, weniger Allergien
zu entwickeln [42, 45, 50].

Eine Zunahme der Allergien in den letzten Jahren vor allem in der westlichen Welt
wurde in mehreren epidemiologischen Studien nachgewiesen [25, 43, 44, 49, 65].
Diese Zunahme lasst sich jedoch nicht allein durch die verbesserte Allergie-
Diagnostik sowie eine erhdhte Aufklarung der Patienten bezuglich allergischer
Erkrankungen und ihrer Symptome erklaren [50]. Die zugrunde liegenden Ursachen
sind Gegenstand laufender Studien, jedoch noch nicht volistandig geklart.

Kontrovers wird in diesem Zusammenhang die sogenannte Hygienehypothese

diskutiert, die besagt, dass das Immunsystem aufgrund der verbesserten
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hygienischen Verhéltnisse der westlichen Welt in der Bekdmpfung von parasitaren
Infektionen ungeubt, statt einer TH1 eine TH2-Immunantwort auf eigentlich harmlose
Proteine begiinstigt.

Ebenso Gegenstand der Diskussion und vieler Untersuchungen sind die Einflisse
von Umweltschadstoffen auf die Zunahme allergischer Erkrankungen in den letzten
Jahren.

Epidemiologische Studien assoziierten die Exposition gegeniiber atmospharischen
Umweltschadstoffen, wie z.B. Kraftfahrzeugemissionen, mit zunehmenden
Symptomenkomplexen wie Asthma und allergischer Rhinokonjunktivitis [2, 8, 23, 29,
37, 49, 50]. Der Effekt von Dieselemissionen auf die Pathophysiologie von
allergischen Atemwegserkrankungen wurde ausfuhrlich, sowohl im Tierversuch als
auch an Patienten, mittels in vivo und in vitro Modellen untersucht [18, 20, 35, 47,
57]. Diese Untersuchungen wiesen eindeutig einen Zusammenhang zwischen dem
Kontakt mit Dieselemissionen und der Aktivierung einer IgE-abhangigen allergischen
Entziindungsreaktion nach [60]. Weitere Studien wiesen einen Effekt der an
Dieselrupartikel gebundenen organischen Substanzen auf die allergeninduzierte
Degranulation von Mastzellen [13] und auf spontane Histaminausschiittung und

Zytokinproduktion in basophilen Granulozyten nach [11].

1.2 Dieselrul3partikel und polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe

Einen wichtigen Anteil an der Luftverschmutzung tragen Dieselmotoremissionen. Sie
enthalten mehrere tausend Einzelsubstanzen, die zum Teil gasférmig und zum Tell
partikelférmig ausgestolen werden. Es kommt zur Bildung eines Aerosols, der
feinsten Verteilung fester und flussiger Stoffe in Gas oder Luft. Von besonderer
Bedeutung fiir die gesundheitliche Bewertung sind DieselruRpartikel (DEP) und ihre
assoziierten polyzyklischen aromatischen Kohlenwasserstoffe (PAK). DEP bestehen
aus Agglomeraten kohlenstoffhaltiger Rupartikel sowie verschiedenen organischen
Verbindungen, zusammengesetzt aus unverbrannten Kraftstoff-Kohlenwasserstoffen
und Pyrolyseprodukten einschliellich PAK (siehe Abb.1). Die organischen
Bestandteile sind fest an die Rul3partikel angelagert [1, 60] .

Der Gehalt an PAK variiert je nach Sammelort und Jahreszeit, ebenso wie die

Verteilung der PAK auf die verschiedenen PartikelgroRen. Bei der Aufnahme Uber
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die Atmung in die Lunge spielt die PartikelgréRe eine gro3e Rolle. So kommt es bei
ultrafeinen Partikeln zu einer viel héheren Ablagerung in der Lunge. DEP finden sich
in der feinen und ultrafeinen Fraktion atmospharischer Schwebstdube und sind
vollstdndig alveolengéngig. Durch die hohe Verweildauer aufgrund der schlechten
Clearance ergibt sich eine besondere Expositionssituation der menschlichen Lunge
[52].

Org. Verbindungen 24 % Sonstige
(davon 1 % PAK) Bestandteile 2 %

Sulfat 3 %

Kohlenstoff 71 %
(Reiner RuB)

Abb.1: DieselruRbestandteile

1.3 Basophile Granulozyten

Basophile Granulozyten wurden erstmals 1879 von Paul Ehrlich beschrieben. Sie
sind mit 0,5 bis 1% die seltensten zirkulierenden Leukozyten im Blut aber durch
Blutabnahme sehr einfach zu gewinnen. Basophile Granulozyten enthalten
zytoplasmatische Granula, welche sich mit basischen Farbstoffen anfarben lassen.
Auch wenn ihre Existenz schon seit mehr als einem Jahrhundert bekannt ist, sind die
Zusammenhange ihrer physiologischen Rolle im Bereich der Immunologie noch nicht
vollkommen erforscht. Es ist anzunehmen, dass Basophile, ebenso wie Neutrophile,
Eosinophile, Makrophagen und Mastzellen, eine wichtige Rolle im Bereich der
angeborenen Immunitat gegeniiber pathogenen Organismen spielen [19].

Ebenso wie auf Mastzellen, befinden sich auf der Zellmembran basophiler
Granulozyten hochaffine IgE-Rezeptoren (FceRl), an welche das allergenspezifische

IgE bindet. Eine Uberbriickung der zellstandigen IgEs durch korrespondierende

6
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Antigene induziert eine Fusion der zytoplasmatischen Granula mit der
Plasmamembran. Wie bereits oben beschrieben, kommt es dabei zu einer
Freisetzung vielfaltiger Mediatoren wie z.B. Histamin, Heparin, neutralen
Proteinasen, sauren Hydrolasen und chemotaktischen Faktoren, sowie zur Bildung
von sekundaren Mediatoren wie Leukotrienen und Zytokinen. Die Aktivierung der
basophilen Granulozyten kann durch Messung der in das extrazellulare Medium
abgegebenen Mediatoren quantifiziet werden. Ebenso kann die Aktivierung der
Basophilen aber auch durch Verdnderungen an der Zelloberfliche, der
Plasmamembran, gemessen werden.

Dies geschieht mittels eines monoklonalen Antikdrpers (mAK). Dieser mAK erkennt
ein Glykoprotein der relativen Molekularklasse §3.000 (GP53), welches der Gruppe
CD63 zugeordnet wurde. Das CD63 Antigen wurde, neben den basophilen
Granulozyten, auch auf anderen Leukozyten nachgewiesen. Bei der Klonierung
wurden vier wahrscheinliche transmembrane Regionen gefunden und das Antigen
als homolog zu einem melanomassoziierten Antigen beschrieben.

Bei inaktiven Basophilen wird der gebundene mAK fluoreszenzmikroskopisch
hauptsachlich auf der Innenseite der Granulamembran gefunden. Bei aktivierten
Basophilen bindet der mAK an exozytischen Ausstllpungen der Zelloberflache.
Daraus lasst sich schlieBen, dass bei ruhenden Basophilen das CD63 Antigen
hauptsachlich an der Granulamembran zu finden ist, wéhrend die Aktivierung von
Basophilen zu einer erhdhten Expression des CD63 Antigens auf der
Plasmamembran fahrt. Wahrscheinlich ist das CD63 Antigen in der Granulamembran
verankert und erst die Fusion der Granula mit der Plasmamembran fuhrt zur

Expression auf der Zelloberflache [28].

A"tigeL Anti-IgE-FITC
®
()
a a C
o o 0
o % |
© o >ﬂ
o o o o )
! / ' /
CD63 /
Ruhender Basophiler Aktivierung CD63-Expression Anti-CD63-PE

Abb.2: Basophilenaktivierung [17]
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Die Kopplung des mAK an einen fluoreszierenden Farbstoff, macht diesen zu einem
sehr nitzlichen Werkzeug, um die Aktivierung basophiler Granulozyten
durchfluBzytometrisch zu bestimmen.
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2 Zielsetzung und Strategie der Arbeit
2.1 Zielsetzung

Bisher wurde dem Einfluss organischer Komponenten von DEP auf IgE-vermittelte
allergische Reaktionen wenig Aufmerksamkeit geschenkt. Das Ziel der folgenden
Arbeit war es, den Einfluss von verschiedenen organischen Umweltextrakten auf die
Antigen-induzierte Aktivierung basophiler Granulozyten von Birkenpollenallergikern
und gesunden, nicht atopischen Personen zu untersuchen. Eventuell vorhandene
synergistische Effekte der partikelassoziierten organischen Komponenten und Bet v
1, dem bedeutendsten Birkenpollenallergen, auf die Basophilenaktivierung
sensibilisierter Individuen sollten nachgewiesen werden.

2.2 Strategie
2.21 Organische Aerosolextrakte (AERex)

Die Aerosolproben wurden direkt an einer stark befahrenen sechsspurigen Strafle
gesammelt. Diese simulierten idealerweise die Schadstoffbelastung der Luft, die von
Menschen in stark verkehrsbelasteter Umgebung eingeatmet wird. Die PartikelgroRe
wurde durch einen Filter unter 2,5 pym gehalten, da besonders Partikel geringer
GroBe bis in die Lungenalveolen gelangen und dort abgelagert werden.

222 Allergenauswahl

Als Allergen entschied man sich fiir ein aerogenes Allergen, welches Uber den
Luftweg aufgenommen wird, ebenso wie das Schadstoffgemisch. Dadurch wurde
versucht, der physiologischen Doppel- und Mehrfachbelastung des Korpers auf
demselben Angriffsweg durch viele Substanzen gleichzeitig ndherzukommen. Somit
soliten mogliche additive oder synergistische Wirkungen untersucht werden.
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2221 Birkenpollenallergen

Birkenpollen spielen aufgrund des weitverbreiteten Wachstums des Baumes eine
zentrale Rolle als Allergenquelle. Das bedeutendste Birkenpollenallergen Betula
verrucosa (Bet v 1) ist darlberhinaus fir einen Grofteil der, in Mittel- und
Nordeuropa sehr haufigen, birkenpollenverwandten Allergien verantwortlich und
eignete sich daher besonders fiir die folgenden Untersuchungen. Birkenpollen sind
botanisch mit den meisten Baumpollen wie zum Beispiel Erle und Hasel verwandt
und zeigen aufgrund einer strukturellen Ahnlichkeit eine hohe Kreuzreaktivitat mit
diesen Pollen. Zusatzlich sind Kreuzallergien mit Sellerie, Apfel und anderen
Nahrungsmitteln fur einen groen Teil der Nahrungsmittelallergien verantwortlich [34,
59].

2222 Rekombinantes Allergen

Natirliche Allergenextrakte sind komplexe Gemische, die, neben dem relevanten
allergenen Protein in haufig unbekannten Konzentrationen, nicht-allergene Proteine
und Kohlenhydrate enthalten. AuBerdem sind bestimmte Allergene in den natirlichen
Extrakten nicht vertreten oder werden bei der Herstellung dieser Extrakte verandert.
Rekombinante Allergene bieten den Vorteil, dass sie beziiglich Proteinkonzentration
und IgE-Reaktivitat eindeutig quantifiziet werden kénnen. Wahrend natirliche
Allergenextrakte bei der Diagnosestellung lediglich eine Sensibilisierung des
Patienten gegeniiber bestimmten Allergenquellen identifizieren, kann eine Diagnose,
die sich auf rekombinante Allergene stitzt, prazise die krankheitsverursachenden
Allergene und damit die individuellen Sensibilisierungsprofile der Patienten
bestimmen [59, 61, 62]. Im Falle der Birkenpollenallergie wurde mehrfach gezeigt,
dass ein einzelnes rekombinantes Allergen (Bet v 1) fur eine verlassliche,
standardisierte Diagnose der allergischen Erkrankung, mit einer Sensitivitat von Gber
90% und einer Spezifitdit von 100%, ausreicht [59]. Daher wurde fir die folgenden

Experimente rekombinantes Bet v 1 gewahlt.
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2 Zielsetzung und Strategie der Arbeit

223 Auswahl des Testsystems

Eine bereits ldnger bekannte, vielfach etablierte und optimierte Methode, die
Basophilenaktivierung nachzuweisen, stellt die Messung der Histaminausschiittung
dar. Der Histamin-Release-Test ist eine der haufigsten in der Routinediagnostik von
Allergien verwendeten Methoden. Dieser Test beruht auf der Messung des in den
Granula basophiler  Granulozyten  préformierten  Mediators  Histamin.
Ausgangsmaterial kénnen Vollblut oder aufgereinigte periphere Leukozyten sein. Es
erfolgt die Inkubation der interessierenden Allergene oder meist a'nti-IgE als
Positivkontrolle mit den Zellen. Eine Negativkontrolle wird mitgefiihrt. Dariiber hinaus
wird der Gesamthistamingehalt nach Zerstérung der Zellen bestimmt. Nach
Beendigung der Inkubation der Allergene und Zentrifugation werden die Uberstande
aufbewahrt. In diesen Uberstdnden wird Histamin spektrofluocrometrisch oder mittels
Enzymimmunoassay, friher als Radio-lmmunoassay gemessen. Die
Histaminfreisetzung wird in Prozent des Gesamthistamingehalts angegeben [64].
DurchfluBzytometrie ermdglicht die Analyse von Oberflichenverdanderungen an
Zellen durch Markierung tber an Fluorochrome gekoppelte Antikdrper. Basophilen-
Aktivierungs-Tests markieren Membranproteine auf basophilen Granulozyten, die
nach Exposition gegeniiber dem Allergen erscheinen. Diese
Oberflichenveranderungen an Basophilen basieren auf einer in vitro
allergeninduzierten Basophilenaktivierung. Durch Bindung eines mit Farbstoff
markierten IgE-Antikérpers werden die basophilen Granulozyten markiert. Weitere
farbstoffmarkierte Antikérper erkennen auf aktivieten Basophilen vermehrt
exprimierte Glykoproteine. Hierfur stehen im Wesentlichen zwei Oberflachenmarker
zur Verfligung: CD63 und CD203c, ein Typ Il Transmembranprotein, welches auf
Basophilen, Mastzellen und deren Vorldufern exprimiert wird und bei Allergenkontakt
rapide hochreguliert wird [7].

Verschiedene Untersuchungen zum Vergleich der beiden Testsysteme wurden
durchgefiihrt. Basophilen-Aktivierungs-Tests bieten den Vorteil der kirzeren
Inkubationszeit, da das Plateau der Basophilendegranulation bereits nach 20 min
erreicht wird. Weitere technische Vorteile bieten das benétigte geringere
Blutvolumen, sowie die sofortige Analyse nach Durchfiihrung des Tests, wahrend
beim _Histamin—Freisetzungstest’ der Uberstand fiur die Durchfilhrung des

Immunoassays aufbewahrt werden muss. Der Prozentsatz an aktivierten Basophilen
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kann genau quantifiziert werden und umgeht somit die unspezifische
Histaminausschittung von anderen Quellen wie z.B. Thrombozyten. Basophilen-
Aktivierungs-Tests bewiesen sich als sensitive und verlassliche Methode fir die in
vitro Quantifizierung der Basophilenaktivierung. Sensitivitat und Spezifitdt waren
vergleichbar gut mit Ergebnissen des Histamin-Release-Test [30, 46].

Als Testprinzip entschied man sich fiir den Basotest®, Orpegen Pharma, Heidelberg,
der seit 1997 kommerziell erhéltlich ist, da er eine sehr schnelle, etablierte und
zuverldssige Methode darstellt, die Aktivierung der basophilen Granulozyten in

heparinisiertem Vollblut zu messen [48].
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3 Material und Methoden

3 Material und Methoden
3.1 Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien
3.11 Gerate
DurchfluBzytometer FACSCalibur™, BD Biosciences, Heidelberg
Pipetten Reference, Eppendorf, Hamburg
Vortexer Vortex-Genie 2, Scientific InduStries, New
York, USA
Wasserbad SW21, Julabo, Seelbach
Zentrifuge Megafuge 1.0R, Heraeus, Hanau
3.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien
Water Sigma-Aldrich Chemie, Miinchen
Best. Nr. W3500
Basotest-Kit bestehend aus: Stimulationspuffer,
- Waschlésung, Positivkontrolle,
Farbereagens, Lyse-Lésung
Orpegen Pharma, Heidelberg
Best. Nr. 10-0500
DMSO Baker, Griesheim
Best. Nr. 7157
Eppendorf Tubes 1,5ml Eppendorf, Hamburg
Best. Nr. 0030015.002
Falcon Polystyrol-Réhrchen 5ml BD Biosciences, Heidelberg
Best. Nr. 352052
Falcon Polypropylen-Réhrchen BD Biosciences, Heidelberg
15/50mi Best. Nr. 352070/352096
Parafilm M ' Pechiney Plastic Packaging, Chicago, USA

Size: 4” x 125’
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3 Material und Methoden

S-Monovette 9ml LH Sarstedt, Nimbrecht
Best. Nr. 02.1065

3.2 Rekombinantes Bet v 1

rBet v 1 (Betula verrucosa, birch pollen allergen 1, Biomay, Wien) ist ein
lyophilisiertes, rekombinantes Protein mit IgE-Bindungskapazitt. Es wurde durch
heterologe Expression in Escherichia coli (E. coli), gramnegativen  Stabchen-
bakterien, hergestellt. 99%ige Reinheit wurde durch SDS-PAGE und Féarbung mit
Coomassie Brilliant Blue R-250 sichergestellt. Das lyophilisierte Protein wurde mit
Reinstwasser zu einer Konzentration von 1mg/ml rekonstituiert und anschlieBend
aliquotiert. Die Aliquots wurden bis zum Gebrauch bei —-80°C gelagert.

3.3 AERex

Samtliche Herstellungsschritte der Umweltextrakte sowie die analytischen
Untersuchungen erfolgten am Institut fir Okologische Chemie des GSF-
Forschungszentrums fiir Gesundheit und Umwelt in Neuherberg, Miinchen unter der
Leitung von Patrick Bohn sowie der Mitarbeit von Yicel Saritas, Jutta Lintelmann und
Georg Matuschek.

3.3.1 Sammlung von atmosphéarischem Schwebstaub

Urbaner Feinstaub wurde mit Hilfe eines Andersen High-Volume Sampler (Andersen
Instruments Inc., USA, mit einem 2,5 um Probenkopf ausgestattet) gesammelt. Der
Partikeldurchmesser betrug weniger als 2,5 pm.

Das Aerosol wurde auf einem Quarzfaserfilter (GF 20, 203 x 254 mm, Schleicher &
Schuell, Deutschland) gewonnen, welcher zuvor ber mindestens drei Stunden auf
500°C erhitzt wurde. Die Luft wurde Uber einen Probenkopf der Gréle PM 2,5 mit
einer mittleren Geschwindigkeit von 52 m®h durch den Filter gezogen.
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Es fanden zwei Sammlungen statt: Eine Ein-Tages-Sammlung (AERex'?) vom 20.02.
bis 21.02.2003, mit deren Extrakt eine Pilotversuchsreihe gestartet wurde. Diese
Sammlung ging tber 23,93 h und entsprach einem Luftvolumen von 1270 m?3. Eine
zweite, langere Probennahme erstreckte sich vom 05.06. bis 10.06.03. Die Funf-
Tages-Sammlung (AERex5d) tber 119,89 h entsprach einem Luftvolumen von 6230
m3. Alle Proben wurden neben einer dicht befahrenen sechsspurigen Stralle
(Ingolstadter Landstrasse: 44000 Kraftfahrzeuge/Tag, persénliche Mitteilung des

Planungsreferates Miinchen) in Minchen gesammelt.

Abb.3: Sammelort: GSF-Forschungsgeléande, Neuherberg, Munchen.

3.3.2 Praparation der organischen Umweltextrakte

Ein Drittel des 1-Tage- und zwei Drittel des 5-Tage-Filters wurden mittels
Wasserdampfdestillation extrahiert. Die Filter wurden jeweils mit 2560 ml Wasser in
einem Kolben zwei Stunden lang auf 100°C erhitzt. Der Wasserdampf kiihlte bei der
Passage durch einen Liebig-Kiihler ab. Das wassrige Kondensat wurde mittels
Uberfuihrung in eine Hexanphase extrahiert. Nach zwei Stunden wurde der Vorgang
abgestoppt und die Hexanphase entfernt. Um beide Extrakte vergleichbar zu machen
wurde AERex'® 100 pl DMSO und AERex*™® 1 ml DMSO hinzugefiigt. Das Hexan
wurde unter Stickstoff bei 40°C verdampft, wodurch zwei organische Extrakte mit

ahnlichen Luftaquivalentkonzentrationen pro ml entstanden.
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3.3.3 GC-MS Analyse

Die GC-MS Analyse wurde mit Hilfe eines Hewlett-Packard GC-MS Systems (GC
6890 Serie, 5973N mass selective detector) durchgefiihrt. Das Massenspektrometer
wurde im vollen Scan Modus (m/z 35 — 400) mit lonisierung durch Elektronenaufprall
betrieben. Die chromatographische Trennung wurde durch Benutzung einer 30,0 m
DB-5ms Saule mit 0,25 mm id und 0,25 pm Filmdicke erreicht (J&W Scientific,
Rancho, Cordova, CA). Die Injektion erfolgte kontinuierlich. Die Ofentemperatur stieg
von 55°C um 10 K pro Minute bis auf 300°C an, die fur 15 Minuten gehalten wurden.

Die Identifikation der Einzelsubstanzen basierte auf dem Vergleich ihrer

Retentionszeiten und Massenspektren mit denen reiner Standardsubstanzen.

3.34 HPLC Analyse

Um die Varianz der PAK Komponenten von AERex'® (Ein-Tages-Sammiung im
Winter) und AERex®® (Fiinf-Tages-Sammlung im Sommer) zu untersuchen, wurde
eine quantitative HPLC Analyse durchgeflihrt. Dies ist eine der sensitivsten und
selektivsten analytischen Methoden um PAK zu bestimmen. Nachweisgrenzen im
niedrigen Picogrammbereich pro Mikroliter kbnnen leicht erreicht werden [31].

Es wurde hierfir ein HPLC System HP 1100 (Agilent Technologies, Bé&blingen,
Deutschland), ausgestattet mit Dioden Array- und Fluoreszenzdetektor, verwendet.
Die analytische Saule (MZ-PAH C-18, 5 ym, 250 mm, 3 mm id) wurde von MZ
Analysentechnik, Mainz, Deutschland erworben. Die PAKs wurden mit einem
Acetonitrilgradienten bei 308 K und 0,5 ml/min aufgetrennt: Die Trennung startete mit
58 % Acetonitril, der organische Losungsmittelgehalt wurde innerhalb von 35 min auf
100 % gesteigert und bei 100 % Acetonitril Uber die letzten 12min gehalten. Wahrend
der folgenden 2 min wurde die initiale Elutionszusammensetzung erreicht und das
System fir 15 min equibriliert. Das Injektionsvolumen betrug 10 pl. Detektion und
Quantifizierung der PAKs wurde mit zeitgesteuerter Fluoreszenzdetektion
durchgefiihrt. Die HPLC Methode wurde extern in Konzentrationen von 2 pg/pl bis zu
100 pg/ul fur die Quantifizierung von 18 PAKs, davon entstammten 15 der U.S. EPA
,Priority pollutant‘-Liste, kalibriert. Die resultierenden Korrelationskoeffizienten der

Kalibrationskurven (n=6) lagen alle héher als 0,999.
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3.3.5 Bestimmung von LPS in AERex

LPS wurde mit Hilfe des Limulus Amebocyte Lysate (LAL) Assay (Cambrex Bio
Science, Apen, Deutschland) gemessen. Die AERex Proben wurden in DMSO
bereitgestellt und in einer 1:100 Verdiinnung in LPS freiem Wasser getestet. Die 1 %
DMSO Tragersubstanz zeigte keine Beeinflussung des LAL Test Systems.
Escherichia coli Standard diente als Positivkontrolle.

34 Patienten

Getestet wurde das Blut von sechs Birkenpollenallergikern (w=4, m=2) im Alter
zwischen 21 und 39 Jahren (Durchschnittsalter 28,5 + 7,9 Jahre). Die Diagnose der
Birkenpollenallergie wurde durch die klinische Anamnese der allergischen
Rhinokonjunktivitis, einen positiven Pricktest auf Birkenpollen sowie spezifisches IgE
gegen Birke und rBet v 1 (CAP-Klasse = 3, spezifisches IgE > 3,50 kU/l, UniCAP®,
Pharmacia & Upjohn, Freiburg, Deutschland) gestellt. Alle Teilnehmer hatten 15
Tage vor Blutenthnahme weder Antihistaminika noch Glukokortikosteroide zu sich
genommen. Alle freiwilligen Blutspender wurden in die Studie aufgenommen
nachdem sie ihr schriftliches Einverstandnis gegeben hatten. Die Studie erfolgte
nach den Leitlinien der Deklaration von Helsinki. Das Kontrollkollektiv bestand aus
funf Nichtallergikern (w=3, m=2) im Alter zwischen 23 und 32 Jahren
(Durchschnittsalter 27,2 + 4,1 Jahre). Die |dentifizierung erfolgte durch negativen
Pricktest, Gesamt IgE von < 25 kU/l und niedrigem spezifischen Serum IgE (CAP-
Klasse 0, spezfisches IgE = 0,34 kU/l) gegen Birke und Bet v 1, sowie 10 weiteren
Standardallergenen (Dermatophagoides pteronissinus, Katzenepithelien,
Huhnereiweil, Milcheiweil, Dorsch, Weizen, Sellerie, Latex, Lieschgras, Beifull)
(siehe Tab.1). Die Ethikkomission der Technischen Universitat Miinchen genehmigte
die Studie.
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3.4.1 Pricktest

Die Durchfuhrung des Pricktest erfolgte entsprechend der tblichen Methodik [15, 43],
mittels Applikation eines Tropfen wassrigen Birkenpollenextraktes (Allergopharma,
Reinbek, Deutschland) am volaren Unterarm. Danach wurde die Haut mittels einer
standardisierten Prick-Nadel mit definierter Eindringtiefe angestochen. Nach 15
Minuten wurde die Testlésung abgewischt und die Reaktion abgelesen. Eine
Quaddelbildung von einem Durchmesser gréer als 3 mm, sowie eine
Erythembildung mit Durchmesser gréer als 5 mm, zahlte als positives Ergebnis
(Abstufung siehe Tab.1). Die Positivkontrolle wurde mit 0,1 % Histamin durchgefiihrt
und die Negativkontrolle mit 0,8 % NaCl.

Grad Erythemdurchmesser (mm) Quaddeldurchmesser (mm)
0 <5 <3
+ 5-10 3-10
+ 11-20 3-10
++ 21-30 3-10
+4++ 31-40 10 - 15 oder Pseudopodien
R > 40 > 15 oder viele Pseudopodien

Tab.1: Abstufungsbewertung des Pricktests, modifiziert tibernommen aus [16]

3.4.2 Messung des spezifischen IgE

Der CAP-Test dient dem hochempfindlichen Nachweis von spezifischem IgE im
Patientenserum. Das relevante Allergen ist kovalent an ein hydrophiles Trager-
Polymer gebunden. Spezifisches IgE der Probe bindet an dieses Allergen und wird
mittels monoklonalen und polyklonalen, mit fluoreszierender B-Galaktosidase
markierten, anti-IgE (Fc) Antikdrper nachgewiesen [40]. Die Ergebnisse werden
Ublicherweise semiquantitativ nach Klassen angegeben (siehe Tab 2): 0 = negativ, 1
= sehr schwach positiv, 2 — 6 = positiv, mit steigender Intensitat [44].

Die Messung erfolgte mittels fluoreszierendem Immunoassay nach der Anleitung des

Herstellers (UniCAP®, Pharmacia & Upjohn, Freiburg, Germany). Die Messung
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wurde sowohl mit Birkenpollenextrakt als auch mit r Bet v 1 durchgefiihrt (siehe
Tab.3).

Beurteilung Klasse Spezifisches IgE (kU/l)
negativ 0 <0,10
grenzwertig 0 0,10-0,34
sehr schwach positiv 1 0,35-0,69
schwach positiv 2 0,70 - 3,49
positiv 3 3,50 ~17,49
Stark positiv 4 17,50 — 49,99
sehr stark positiv 5 50,00 - 99,99
sehr stark positiv 6 > 100,0

Tab.2: Beurteilung der CAP-Klassen, Routinediagnostik der Klinik und Poliklinik fur
Dermatologie und Allergologie am Biederstein

343 Blutenthahme

Die Blutentnahme erfolgte an peripheren Venen mittels 9 ml Monovetten. Als
Gerinnungshemmer fungierte ausschlieBlich Lithium-Heparin. Die Blutentnahme

erfolgte jeweils unmittelbar vor der Durchfilhrung des Basotest®.

3.5 Basophilen-Aktivierungstest
3.5.1 Prinzip und Durchfiihrung

Fir jeden Testansatz wurden 100 ul heparinisiertes Vollblut in 5ml Falcon Tubes
pipettiert und zundchst fir 10 min bei 37°C mit 20 pl Stimulationspuffer, der
Interleukin 3 enthielt, inkubiert. Anschlieiend wurden einem Roéhrchen 100 ul der
Positivkontrolle, die das chemotaktische Peptid N-formyl-Methionin-Leucin-
Phenylalanin enthalt, und als Negativkontrolle einem Réhrchen 100 pl Waschlésung
hinzugefugt. Den (brigen Testansatzen wurde je nach Versuchsaufbau 100 ul
Allergen alleine (Endkonzentration: 0,001 ng/ml, 0,0045 ng/ml, 0,0454 ng/ml, 0,4545
ng/ml, 4,5454 ng/ml, 45,454 ng/ml 454,54 ng/ml oder 45454 ng/ml) oder in
Kombination mit AERex'? in Endkonzentrationen von 0,0096 m?, 0,0128 m?, 0,0148
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m3 0,0192 m? oder 0,0275 m?® Luftaquivalent oder AERex*® in Endkonzentrationen
von 0,037 m? 0,053 m* 0,062 m? 0,075 m* 0, 094 m3 0,151 m® oder 0,755 m?
hinzugefugt.

Die Inkubation erfolgte fur 20 min bei 37°C im Wasserbad. Der Aktivierungsprozess
wurde durch funfmindtige Inkubation der Proben auf Eis abgestoppt. Anschliel3end
erfolgte die Farbung wahrend einer 20 min dauernden Inkubation im abgedunkelten
Eisbad mit 20 ul eines zweifarbigen Antikérperreagenz. Dies enthielt zwei
verschiedene monoklonale Antikdrper, die mit unterschiedlichen Fluorochromen
konjugiert waren. Der monoklonale Antikérper anti-IgE-PE, mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin konjugiert, bindet an humanes Immunglobulin E
und erkennt daher basophile Granulozyten. Der monoklonale Antikérper anti-gp53-
FITC ist mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein konjugiert und erkennt ein auf
aktivierten Basophilen exprimiertes Glykoprotein gp53 (entspricht CD63). Alle
weiteren Schritte erfolgten unter Abdeckung der Proben als Lichtschutz.
Anschlielend wurden die Erythrozyten durch Zugabe von 2 ml Lyse Ldsung bei
Raumtemperatur 10 min lysiert. Die Proben wurden bei 4°C fur 5 min mit 1100 rpm
zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Je Probe wurden 3 ml Waschlésung
zugegeben und kurz gemischt. Es erfolgte eine abermalige Zentrifugation bei 4°C
iiber 5 min mit 1100 rpm und anschlieRender Entfernung des Uberstandes.

Nach zwei Waschschritten wurden die Zellen in 200 pl Waschlésung resuspendiert,
kurz gemischt und der Prozentsatz an aktivierten basophilen Granulozyten innerhalb

von zwei Stunden durchflulzytometrisch bestimmt.

3.5.2 Messung und Auswertung am Durchflu3zytometer

Die Zellen wurden im DurchfluBzytometer bei blaugriiner Lichtanregung analysiert
(488nm Argonlaser). Wahrend der Datenaufnahme mit CellQuest™ Software (Becton
Dickinson, San Jose, USA) wurde durch das Setzen eines entsprechenden
Schwellenwertes im FL2-Kanal ein Gate auf basophile Granulozyten mit hoher IgE-
Expression, messbar durch die Anwesenheit von anti-IgE-PE, gesetzt. Pro Probe
wurden wenigstens 1000 Basophile akquiriert. Ausgewertet wurde der Prozentsatz
an aktivierten Basophilen. Hierzu wurden durch das Setzen eines Auswertefensters

im Dot Plot Diagramm linSSC/logFL2 Zellen mit starker IgE-Expression eingegrenzt.
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Es wurde der Prozentsatz an Basophilen bestimmt, die das Aktivierungsantigen gp53
exprimierten. Dazu wurden im FL1-Histogramm des Kontrollansatzes Marker gesetzt.
Unter Beibehaltung dieser Markerpositionen wurde dann der Prozentsatz an
positiven Zellen bestimmt (siehe Abb.3). Laut der Anweisung des Herstellers wurden
Ergebnisse mit mehr als 15 % aktivierten basophilen Granulozyten als positiv
gewertet. Alle Untersuchungen fanden aullerhalb der Birkenpollenflugsaison statt,
die in Minchen vom 10.04. bis 01.05.2003 dauerte.
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Abb.4: Facs-Analyse der basophilen Granulozyten nach Durchfilhrung des Basotest® mittels
Blut eines Birkenpollenallergikers.

3.5.3 Versuchsatufbau

In Vorversuchen wurden zunachst die basophilen Granulozyten jedes Patienten auf
die Aktivierungsfahigkeit durch rBet v 1 getestet. Es wurde hierzu eine rBet v 1-
Titration durchgefuhrt. Neben der Positiv- und Negativkontrolle wurde den Ubrigen
Testréhrchen rBet v 1 in abfallenden Konzentrationen von final 450 ng/ml bis 0,0045

ng/ml hinzugefiigt. Diese Testreihe wurde mit dem Blut jedes Patienten durchgefihrt,
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um die jeweils individuelle Ansprechbarkeit auf rBet v 1 zu untersuchen und somit die
optimale rBet v 1-Konzentration zu ermitteln.

Ziel war es, einen Aktivierungsgrad der basophilen Granulozyten zu erreichen, der
einerseits eindeutig positiv war, von dem aus andererseits ein weiterer Zuwachs der
Aktivierung noch deutlich zu erkennen war. Als geeignete Allergenkonzentration gait
diejenige rBet v 1-Konzentration, bei der die basophilen Granulozyten des jeweiligen
Patienten zwischen 15 % und 50 % aktiviert wurden. Mit dieser Allergenkonzentration
wurden die weiteren Versuche durchgefuhrt.

Bei den folgenden Experimenten bestand der Versuchsaufbau jeweils aus Positiv-
und Negativkontrolle, sowie einem Testansatz mit der zuvor ermittelten rBet v 1-
Konzentration. Weiteren Testrohrchen wurde 10 pul  Allergen derselben
Endkonzentration, aber zusatzlich auch 10 ul AERex', bzw. AERex®, in
aufsteigenden Endkonzentrationen von 0,0096 bis 0,7551 m® Luftaquivalent
hinzugefiigt, unter Beibehaltung des Gesamt-Zusatzvolumens von 100 pl pro
Testansatz durch Hinzufligen von 80 ul Waschpuffer.

Da AERex in DMSO aufgenommen wurde, wurde als Kontrolle dem Blut rBet v 1 und
zusatzlich DMSO in Endkonzentrationen von 0,002 bis 0,045 % entsprechend des
DMSO Gehaltes in den zuvor eingesetzten AERex-Proben zugefugt. Als
abschlieBende Kontrollen wurde einer weiteren Testreihe jeweils nur AERex oder nur
DMSO in den entsprechenden Konzentrationen zugeflgt.

Far die Kontrollversuche mit dem Blut der nichtallergischen Patienten wurde die
héchste rBet v 1 Konzentration der vorausgehenden Versuche eingesetzt: 2,3 ng/ml.
Ebenso wurden dieselben AERex Konzentrationen, die in den vorausgehenden
Versuchen bei dem allergischen Patientenkollektiv den verstérkenden Effekt gezeigt

hatten, sowie die dazugehérigen DMSO-Kontrollen eingesetzt.
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100ul Puffer Allergen + 100ul AERex
Negativkontr AERex (100pl)
100pl fMLP 100l Allergen Allergen + 100ul DMSO
Positivkontr DMSO (100ul)

v v v v

20 pl Stimulationspuffer

ZEE T S 2 2 R

Abb.5: Versuchsaufbau Basophilen-Aktivierungstest

3.6 Statistische Analyse

Die Daten werden als arithmetische Mittelwerte + Standardabweichung angegeben.
Ein gepaarter T-Test wurde angewendet, um die Unterschiede der CD63 Expression
der basophilen Granulozyten zwischen AERex und Kontrollen zu ermitteln. Ein p

Wert von < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
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41

Ergebnisse

Charakterisierung der Patienten

Alle Patienten wiesen einen deutlich positiven Pricktest auf Birke auf (++++), sowie

spezifisches IgE gegen Birke und rBet v 1 CAP-Klasse = 3, spezifisches IgE = 3,50

kU/, (UniCAP®, Pharmacia & Upjohn, Freiburg, Deutschland).

Das Kontrollkollektiv wurde durch negativen Pricktest, Gesamt IgE von < 25 kU/I und

niedrigem spezifischen Serum IgE (CAP-Klasse 0, spezfisches IgE < 0,34 kU/I)

gegen Birke und Bet v 1 charakterisiert.

Probanden Geschlecht Alter Prick Test RAST Klasse RAST Klasse
Birke Birke* rBetv1

Patienten

I f 26 ++++ 4 3

Il m 24 ++4+ 3 3

M f 21 ++++ 4 4

v f 39 ++++ 4 4

\% m 38 ++++ 3 3

Vi f 23 +++4 3 3
Kontrollen

| f 24 neg. 0 0

] m 32 neg. 0 0

I f 26 neg. 0 0

v m 31 neg. 0 0

\YJ f 23 neg. 0 0

Tab.3: Charakterisierung der Birkenpollenallergiker und der gesunden Kontrolipersonen:
Alter, Geschlecht, spezifische IgE-Konzentrationen (CAP-RAST Klasse 0-6), Ergebnis des

Haut Prick Test, *t3, Pharmacia UniCap®
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4.2 Charakterisierung von AERex

Samtliche Herstellungsschritte der Umweltextrakte sowie die analytischen
Untersuchungen erfolgten am Institut fir Okologische Chemie des GSF-
Forschungszentrums flir Gesundheit und Umwelt in Neuherberg, Miinchen unter der
Leitung von Patrick Bohn sowie der Mitarbeit von Yicel Saritas, Jutta Lintelmann und

Georg Matuschek.
421 Qualitative Charakterisierung von AERex
In der GC-MS Analyse von AERex'® und AERex™ wurden mindestens neun

organische Komponentenklassen identifiziert. Besonders aromatische Verbindungen

wie PAK und ihre Derivate konnten nachgewiesen werden.

T I T ] GC/MS-Analyse
M 1@ (3)4) = AR
EPA PAK- (1) Fluoranthen
) i (5)(6) Standard
S | ‘ @) (2) Pyren
‘g'. L | (3,4) Benzola]anthracen, Chrysen
é’ : ” | { (10) (5.6) Benzo[b]fluoranthen, B[K]F
; | (8)©) (7) Benzo[a]pyren
’ ! |. (8,9) Indeno[1,2,3-¢,d}pyren, Di-
| | benzo[a, hJanthracen
| ‘ |
ot Ui A L WL (10) Benzo[ghilperylen
Zeit (min.)

Abb.6: Qualitative Charakterisierung von AERex durch GC-MS Analyse
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Organische Komponenten:
- PAK
- PAK-Ketone und PAK-Quinone
- Nitro-PAK
- n-Alkane
- aliphatische Sauren
- substituierte Phenole
- Guaiacole
- substituierte Guaiacole
- Dicarboxylsduren

- aromatische Carboxylsduren

Tab.4: Charakterisierung von AERex durch GC-MS Analyse

422 Quantitative Charakterisierung von AERex

Die Massenkonzentration der Summe aller untersuchter PAK war in AERex'? (1,14
ng/m?) ungefahr 20fach hoher als in AERex™ (0,06 ng/m?). Diese Werte sind
vergleichbar mit Werten von atmosphérischen Schwebstiduben die bei
vorangegangenen Studien in Minchen gesammelt wurden [31, 49, 50]. Abhéangig
vom jeweiligen PAK konnten 10 bis 1500-fach héhere Konzentrationen in AERex'?
als in AERex>® gemessen werden. So betrug der B[a]P Gehalt in AERex'?165 ng/ml,
wahrend in AERex® nur 0,20 ng/mi detektiert wurden. Andere, von der EPA ais
wichtige Umweltschadstoffe eingestufte PAK, waren ebenfalls nur marginal in

AERex*® zu messen.
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PAK AERex' AERex™
EPA Prioritatsliste* [ng/ml Extrakt]® [ng/ml Extrakt]®
Acenaphthen* n.d. n.d
Anthanthren 17,00 0,22
Anthracen* 51,15 5,34
Benzo[a]anthracen* 256,38 2,30
Benzo[b]fluoranthen* 513,02 0,35
Benzo[k]fluoranthen* 201,69 0,26
Benzo[g, h,ilperylen* 76,05 0,69
Benzo[a]pyren* 164,70 0,20
Benzo[e]pyren 808,01 0,98
Chrysen* 546,32 3,88
Coronen n.d. 0,26
Dibenzo[a, h]anthracen 12,35 0,19
Fluoranthen* 945,04 96,35
Fluoren* n.d. 4,40
Indeno[1,2,3-c,d]pyren* 92,46 n.d.
Naphthalen* n.d. 9,21
Phenanthren 391,89 62,58
Pyren 730,62 66,39
PAK- Gesamtgehalt [ng/m?] 1,14 0,06

Tab.5: HPLC Analyse von AERex; Lésungsmittel: DMSO; n.d.: nicht detektiert;
24233,33 m® Luft/ml; °4152,73 m?® Luft/ml;
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E AERex-1d
Naph B AERex-5d
Phe
Pyr
B[a]P
B[ ghi]P _
0 2(l)O 700 ;(l)O 800

[ng/ml]

Abb.7: Konzentrationen ausgewahlter PAK: Naphthalin, Phenanthren, Pyren,
Benzo[a]pyren, Benzo[ghi]perylen

423 LPS Reaktivitat in AERex

Bei der Messung in 1:100 Verdiinnung konnte keinerlei LPS Reaktivitat in beiden
Filterextrakten festgestellt werden. Die im Basophilen Aktivierungstest verwendeten

AERex Konzentrationen lagen somit unter der Nachweisgrenze des LAL-Test (0,05
E.U./ml).

0.D.
Werte
[T
W

0 4 T T —
100 50 25 12,5 0 AERex* DMSO
E.Coli Standard [pg/ml]

Abb.8: LPS-Gehalt in AERex am Beispiel von AERex*
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4.3 rBet v 1-induzierte CD63 Expression auf basophilen Granulozyten

Zunachst wurden Blutproben jedes allergischen Spenders mit Verdiinnungsreihen
von rBet v 1 inkubiert, um die Antigen-induzierte Regulation der CD63 Expression auf
basophilen Granulozyten in Abhangigkeit von der Allergenkonzentration zu
analysieren. Die Basophilenaktivierung war bei allen Patienten dosisabhangig und
erreichte ihr Maximum bei einer Stimulation mit 4,5 ng/ml rBet v 1. Ziel war es, eine
Aktivierung der basophilen Granulozyten durch rBet v 1 im dynamischen Bereich
zwischen 15 % und 50 % zu erreichen, um einen modulatorischen Effekt von AERex
im weiteren Verlauf untersuchen und vergleichen zu kénnen. Die optimale rBet v 1-
Konzentration variierte daher je nach Patient (siehe Abb.9). Die in den
Folgeversuchen eingesetzte Konzentration an rBet v 1 bewegte sich je nach Patient
zwischen 0,05 und 2,3 ng/ml. Die Schwankungsbreite der CD63 Expression nach
Stimulation mit rBet v 1 innerhalb eines Versuches betrug weniger als £1,5 %. Die
basophilen Granulozyten der gesunden Probanden zeigten keine Hochregulation der
CD63 Expression durch rBet v 1 (Aktivierung der Basophilen Granulozyten bei
Inkubation mit 2,3 ng/ml rBet v 1 betrug 3,58 %, Mittelwert aus n=5, siehe Tab.15).

100 -
90 1
80 -
X 70 |
%’ 60 - —e— Patient |
g— : —=— Patient |l
g 50 - —a— Patient Ill
s 40 —=— Patient IV
8 130 - +— Patient V
© 20 —e— Patient VI
10 -

0,001 0,1 10 1000
r Bet v 1 [ng/ml]

Abb.9: Titration des rBet v 1, Suche nach der optimalen Allergenkonzentration flir den
angestrebten Aktivierungsbereich der basophilen Granulozyten;
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4.4 Effekte von AERex auf die Basophilenaktivierung allergischer

Probanden

Der Effekt von AERex auf basophile Granulozyten trat dosisabhangig auf. Fir jeden
Patienten wurde ein schmales Wirkungsfenster ermittelt, in welchem sich die Aktivitat
der basophilen Granulozyten, im Vergleich zum Kontrollansatz mit ausschlieRlich
rBet v 1, signifikant steigerte, wenn man zuséatzlich AERex hinzufugte.

AERex™

Basophile Granulozyten von Patient | zeigten bei Inkubation mit rBet v 1 0,25 ng/mi
eine Aktivierung von 18,16 % (Mittelwert, n=2). Bei Koinkubation mit AERex'® 0,019
m? zeigte sich eine Steigerung der Aktivitat auf 27,85 % (Mittelwert, n=2), bei 0,014
m? eine Steigerung auf 51,08 % (Einzelwert, siehe Tab.7, Abb.10).

Basophile von Patient || zeigten bei Inkubation mit rBet v 1 0,5 ng/ml eine Aktivierung
von 1598 % (Mittelwert, n=3), bei Koinkubation mit AERex'® 0,019 m?® eine
Steigerung auf 37,26 % (Mittelwert, n=3; siehe Tab.8, Abb.11).

Basophile von Patient Illl zeigten bei Inkubation mit rBet v 1 0,05-2,3 ng/ml (n=3
Versuche mit unterschiedlichen rBet v 1 Konzentrationen: 0,05 ng/ml, 0,5 ng/ml, 2,3
ng/ml) eine Aktivierung von 60,49 % (Mittelwert, n=3), bei Koinkubation mit AERex"®
0,019 m?® eine Steigerung auf 86,07 % (Mittelwert, n=3,; siehe Tab.9, Abb.12).
AERex™

Bei Inkubation mit rBet v 1 0,23 - 0,5 ng/ml (3 Versuche mit unterschiedlichen rBet v
1 Konzentrationen: 0,23 ng/ml, 0,5 ng/ml) zeigten Basophile von Patient Il in einem
erneuten Versuchsansatz eine Aktivierung von 11,12 % (Mittelwert, n=3), bei
Koinkubation mit AERex>® 0,125 m® eine Aktivierung von 13,62 % (Mittelwert, n=3),
bei AERex® 0,094 m* eine Aktivierung von 15,47 % (Mittelwert, n=2), bei AERex™
0,075 m® eine Aktivierung von 17,26 % (Mittelwert, n=3), bei AERex*® 0,062 m?® eine
Aktivierung von 14,07% (Mittelwert, n=2), bei AERex®® 0,053 m? eine Aktivierung von
13,65 % (Mittelwert, n=3) und bei Inkubation mit AERex*® 0,037 m? einen Abfall der
Aktivierung auf das Ausgangsniveau von 10,49 % (Mitteiwert, n=3; siehe Tab.10,
Abb.13, Abb.18).

Basophile von Patient Il zeigten in einem erneuten Versuchsansatz bei Inkubation
mit rBet v 1 0,1 ng/ml eine Aktivierung von 48,38 %, die sich bei Koinkubation mit
AERex® 0,755 m? auf 62,24 % steigerte und bei Koinkubation mit AERex* 0,377 m?
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wieder auf das Ausgangsniveau von 48,54 % abfiel (siehe Tab.11, Abb.14). Es
handelte sich um einen Versuchsansatz.

Basophile von Patient IV zeigten bei Inkubation mit rBet v 1 2,3 ng/ml eine
Aktivierung von 27,59 %, bei Koinkubation mit AERex*® 0,125 m? eine Aktivierung
von 32,38 % bei Koinkubation mit AERex* 0,094 m?* eine Aktivierung von 45,25 %,
die bei Koinkubation mit AERex> 0,075 m?® auf Ausgangsniveau von 25,94 % abfiel
(n=1; siehe Tab.12, Abb.15).

Bei Inkubation mit rBet v 1 2,3 ng/ml zeigten Basophile von Patient V eine
Aktivierung von 37,84 % (Mittelwert, n=2), bei Koinkubation mit AERex>® 0,062 m?
eine Aktivierung von 43,06 % (Mittelwert, n=2) die bei Koinkubation mit AERex>
0,053 m? auf 37,76 % abfiel (Mittelwert, n=2; siehe Tab.13, Abb.16).

Bei Inkubation mit rBet v 1 0,2 ng/ml zeigten Basophile von Patient VI eine
Aktivierung von 36,85 %, bei Koinkubation mit AERex* 0,151 m® eine Aktivierung
von 51,91 %, die bei Koinkubation mit AERex®® 0,125 m® auf 34,94 % abfiel (n=1;
siehe Tab.14, Abb.17).

Beide organischen Extrakte zeigten synergistische Effekte bei Koinkubation mit rBet
v 1 und induzierten eine signifikante Steigerung der Aktivitdt von basophilen
Granulozyten allergischer Probanden im Vergleich zu einer Inkubation mit rBet v 1
alleine. Eine Inkubation mit ausschlieRlich AERex'® oder AERex™ zeigte keinerlei
Effekte auf die CD63 Expression der basophilen Granulozyten. Es zeigte sich eine
Aktivierung zwischen 1 und 9 %, entsprechend der Mediumkontrolle (siehe Tab. 7-
13). Dies spricht fur das Fehlen eines direkten Effektes von AERex auf humane
Basophile in unserer Studie.

Eine Koinkubation mit DMSO und rBet v 1 ergab keine Anderung der Aktivitat im
Vergleich zu einer Inkubation mit ausschlieBlich rBet v 1 (siehe Tab. 7-14).
Inkubationen mit ausschlieBlich DMSO zeigten keinerlei Auswirkungen auf die
Basophilenaktivierung. Es zeigte sich eine Aktivierung zwischen 1 und 4 %,
vergleichbar zur Mediumkontrolle (siehe Tab. 7-14).

Es wurden keine zytotoxischen Effekte von AERex bei Verdunnungen von 1:1000
und héher (< 0,1 % DMSO) beobachtet. Die Verteilung der Zellen bei Messung im
DurchfluRzytometer blieb regelrecht entsprechend der Anweisungen des Herstellers.
Aktivierung mit 0,05 — 2,3 ng/ml rBet v 1 induzierte eine CD63 Hochregulation der
basophilen Granulozyten auf bis zu 50 %. Nach Inkubation mit AERex und Allergen

steigerte sich die Basophilenaktivierung aller Patienten auf bis zu 90 % (siehe
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Abb.19). Dieser Effekt war mit AERex'® groRer als mit AERex™ (siehe Abb.20). Im
Vergleich zu AERex'® wurden von AERex*® 5 bis 50-fach hohere Konzentrationen
benétigt, um einen maximalen Effekt auf die Basophilenaktivierung auszulésen. So
wurden von AERex'® 0,014 — 0,019 m® Luftaquivalente eingesetzt wahrend von
AERex™ 0,075 - 0,755 m?® Luftaquivalente benétigt wurden um maximale Effekte zu
beobachten. Dies korreliert mit der ca 20-fach héheren PAK- Konzentration der

Eintagessammlung.

(2]
o
|

o o
o o
TR

Induktion der CD63 Expression [% Basophile]
w
o

20 -
|
10 ‘
0 ﬁ | T | —
Medium Betv1 0,25 ng/ml AERex1d 0,019 m®* AERex1d 0,014 m?
+ Betv 10,25 +Betv10,25
ng/ml ng/mil

Abb.10: Basophilenaktivierung von Patient | bei Inkubation mit rBet v 1 0,25 ng/ml und
AERex'?. Dargestellt sind Mittelwerte (n=2 bzw. n=1).
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Abb.11: Basophilenaktivierung von Patient Il bei Inkubation mit rBet v 1 0,5 ng/ml und

AERex". Dargestellt sind Mittelwerte (n=3).
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0,05 ng/m! 0,027 m3+ 0,019 m3*+ 0,014 m3*+ 0,012 m3 +
Betv1 Betv 1 Betv1 Betv 1

Abb.12: Basophilenaktivierung von Patient 11l bei Inkubation mit rBet v 1 0,05 - 2,3 ng/ml und
AERex". Dargestellt sind Mittelwerte (n=3).
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Induktion der CD63 Expression [% Basophile]
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0+ . . . . . : ; .
Medium Betv10,23-AERex5d AERex5d AERex5d AERex5d AERex5d AERex 5d
0,5ng/ml 0,125 m*+ 0,094 m*+ 0,075m*+ 0,062m*+ 0,053 m*+ 0,037 m>+

Betv 1 Betv 1 Betv 1 Betv 1 Betv 1 Betv 1

Abb.13: Basophilenaktivierung von Patient Il bei Inkubation mit rBet v 1 0,23 - 0,5 ng/ml und
AERex*. Dargestellt sind Mittelwerte (n=3).
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Medium Betv1 0,1 AERex 5d AERex 5d AERex 5d AERex 5d
ng/mi 0,755 m* + Bet 0,377 m*®+ Bet 0,251 m?® + Bet 0,188 m?* + Bet
v10,1ng/ml v10,1ng/ml v10,1ng/ml v10,1ng/ml

Abb.14: Basophilenaktivierung von Patient Il bei Inkubation mit rBet v 1 0,1 ng/ml und
AERex®. Dargestellt sind Daten aus einem Versuchsansatz.
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Abb.15: Basophilenaktivierung von Patient IV bei Inkubation mit rBet v 1 2,3 ng/ml und
AERex®. Dargestellt sind Daten aus einem Versuchsansatz.
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ng/mi 0,125m*+ Betv 0,094m?+ Bet 0,062m?®+ Bet 0,053m?®+ Bet
1023 ng/mt v10,23ng/ml v10,23ng/ml v10,23 ng/mi

Abb.16: Basophilenaktivierung von Patient V unter Inkubation mit rBet v 1 0,23 ng/ml und
AERex®. Dargestellt sind Mittelwerte (n=2).
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Abb.17: Basophilenaktivierung von Patient VI bei Inkubation mit rBet v 1 0,2 ng/ml und
AERex™. Dargestellt sind Mittelwerte (n=2).
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Abb.18: Dosisabhangige Hochregulation von rBet v 1-induzierter Basophilen-aktivierung
durch AERex®. Basophile von Patient Il wurden mit 0,3 ng/ml rBet v 1 und verschiedenen
Konzentrationen von AERex*® (0,755 — 0,007 m3) inkubiert, um die Dosis-Wirkungs-
Beziehung von AERex auf die rBet v 1-induzierte Basophilenaktivierung zu verdeutlichen.
Gezeigt werden die Mittelwerte mit Standardabweichung aus 3 unabhangigen Experimenten.
Die Ergebnisse werden in Prozent der maximalen CD63 Expression (100%) nach Stimulation

mit 0,3 ng/ml rBet v 1 angegeben
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Abb.19: Einfluss von AERex auf die rBet v 1-induzierte CD63 Hochregulation basophiler
Granulozyten von 6 Birkenpollenallergikern. Blut von Patient Il und |ll wurde sowohl mit
AERex' als auch mit AERex*® getestet. Gezeigt wird der maximale Effekt nach Inkubation
mit rBet v 1 (0,05-2,3 ng/ml) und AERex (0,007-0,755 m?, schwarze S&ulen oder gefilite
Histogramme) im Vergleich zu rBet v 1 allein und DMSO (< 0,02 %, weif}e Sdulen oder
ungefilllte Histogramme). Die Variabilitdt der CD63 Expression innerhalb eines
Versuchansatzes nach Stimulation mit rBet v 1 (0,05-2,30 ng/ml) war geringer als 1,5 %.

*
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g B n = 3/AERex-1d
+¢:, H n = 5/AERex-5d
©
(a]
o
< L
AERex + DMSO + rBetv1 AEReXx DMSO Medium
rBetv1 rBetv1 (< 0,01 %)

Abb.20: Maximale Dosis-Wirkungs-Beziehung nach Inkubation mit AERex'® (3 Patienten)
und AERex* (5 Patienten) sowie rBet v 1. * p=0,05; ** p=0,003;
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4.4 Nichtallergisches Kontrollkollektiv

Basophile Granulozyten der nichtallergischen Kontrollgruppe zeigten keinerlei
Aktivierung bei Inkubation mit ausschlieflich rBet v 1, AERex oder DMSO, sowie
keinerlei Aktivierung bei Koinkubation von rBet v 1 und AERex oder rBet v 1 und
DMSO (siehe Abb.21).

AERex5d 0,062* + Betv1 2,3 ng/ml
AERex5d 0,075* + Betv1 2,3 ng/ml
AERex5d 0,094* + Betv 1 2,3 ng/ml
AERex5d 0,151* + Betv1 2,3 ng/ml
DMSO 1:22000 + Betv 1 2,3 ng/mli
DMSO 1:13200 + Betv 1 2,3 ng/ml
DMSO 1:8800 + Betv1 2,3 ng/ml
DMSO 1:6600 +Betv1 2,3 ng/ml
Betv1 2,3 ng/mi

AERex5d 0,062*

AERex5d 0,075*

AERex5d 0,094*

AERex5d 0,151*

DMSO 1:22000

DMSO 1:13200

DMSO 1:8800

DMSO 1:6600

Medium

Positiv-Kontrolle MLP | R

T T T T —

ALARE ] LLE LAR AR
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induktion der CD83 Expression [% Basophile]

(=] -

Abb.21: Basophilenaktivierung bei Nichtallergikern (n=5), * Luftdquivalente [m3];
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit gelang der Nachweis einer signifikant erhéhten CD63
Expression basophiler Granulozyten, die in vitro gegentber AERex und rBet v 1
exponiert wurden, im Vergleich zu Basophilen, die allein mit Allergen aktiviert
wurden. Die beobachteten Effekte waren dosisabhangig und zeigten sich nicht in
Abwesenheit von rBet v 1. Bei nichtallergischen Probanden zeigte sich kein Einfluss
auf die Basophilenaktivierung. Im Folgenden soll auf die Grundidee dieser Arbeit
eingegangen werden, sowie auf weitere Studien innerhalb dieses
Themenkomplexes, die den Anstold flr weiterflhrende Forschungsarbeit liefern.

Unterschiede in der Methodik und der Ergebnisse sollen diskutiert werden.

Epidemiologie

Atmospharische Schwebstaube der feinen und ultrafeinen Fraktion (< Partikelmasse
PM 2,5) wurden mit zahlreichen Effekten auf die menschliche Gesundheit,
einschlieBlich Erkrankungen des atopischen Formenkreises, in Verbindung gebracht.
Eine Assoziation zwischen allergischen Atemwegserkrankungen und Exposition
gegentiber  atmosphérischen  Umweltschadstoffen  wurde  epidemiologisch
nachgewiesen. Dies scheint ein Faktor fur die steigende Pravalenz und
Krankheitsexazerbation von Asthma und Rhinokonjunktivitis in der Bevélkerung zu
sein [23, 29, 54, 63]. DEP machen einen Grofteil der inhalierten Umweltschadstoffe
aus. Studien bewiesen, dass DEP beim Menschen als Adjuvanz an der Entwicklung
von allergischen Atemwegserkrankungen teilnehmen, indem sie die spezifische IgE-
Produktion unter Anwesenheit von Allergen sowohl in vivo als auch in vitro quantitativ
und qualitativ beeinflussen und die Th2 Zytokinproduktion, wie z.B. IL-4, IL-6, IL-10
und IL-13, als Antwort auf herkdmmliche Allergene férdern. Ebenso férdern sie
Entziindungsreaktionen der oberen Atemwege sowie die Einwanderung von
Granulozyten und Lymphozyten in die Schleimhaut des Nasen-Rachen-Trakts [12,
13, 14].

Tiermodelle
Die Gruppe um Takafuji et al untersuchte 1986 an Mausen adjuvante Effekte von
DEP bei intranasaler Applikation mit Ovalbumin. In 3wd&chigem Abstand wurde

Mausen Ovalbumin allein oder in Kombination mit DEP intranasal appliziert. Die IgE
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Antikérperproduktion war in den Mdusen nach Provokation mit der Kombination aus

Ovalbumin und DEP deutlich héher als nach Provokation mit Ovalbumin allein [56].

Humane Experimente

Die Arbeitsgruppe Diaz-Sanchez fuhrte 1996 Untersuchungen am menschlichen
oberen Respirationstrakt durch. Die Probanden wurden mit Kochsalz oder DEP nasal
provoziert. Es wurde jeweils vor und 18h nach Provokation eine nasale Lavage
durchgefiihrt und die mRNA flir Zytokine in den enthaltenen Zellen gemessen. Vor
Applikation waren lediglich Interferon-y, IL-2 und IL-13 mRNA nachweisbar. Nach
Applikation von DEP produzierten die Zellen nachweislich mRNA fir IL-2, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-10, IL-13 und Interferon-y. Die erwahnte mRNA-Expression war im Vergleich
zu Werten vor der Provokation signifikant verstarkt. Ebenso waren 4 Tage nach
nasaler Provokation mit DEP erhéhte IgE Werte nachweisbar. Nach Provokation mit
Kochsalz waren weder erhéhte mRNA Expression noch erhdéhte IgE Werte
nachweisbar [14]. Dieselbe Arbeitsgruppe untersuchte 2000 den Histamingehalt der
nasalen Lavage allergischer Probanden nach nasaler Provokation mit Allergen allein
oder in Kombination mit DEP. Provokation mit DEP allein zeigte hierbei keinen Effekt.
Eine Provokation mit DEP wund Allergen resultiete in dreifach hoheren

Histaminkonzentrationen als mit Allergen alleine [13].

Mechanismen

Es gibt zunehmende experimentelle Beweise dafiir, dass die an den Partikeln
adsorbierten organischen Substanzen fir die adjuvanten Effekte der DEP,
unabhéngig von der Partikelstruktur, verantwortlich sind. [4, 5, 11, 24, 55, 58, 60].
Solche Verbindungen kénnen auf Grund ihrer Lipophilie mit verschiedensten Zellen
der Immunabwehr, basophile Granulozyten eingeschlossen, interagieren und zu
einer Aufrechterhaltung und Exazerbation der allergischen Entziindungsreaktion
fuhren [27]. So konnte gezeigt werden, dass organischer Dieselrussextrakt (DEPex)
basophile Granulozyten zur Degranulation und erhdhten sowie prolongierten IL-4
Produktion anregt [11]. Basophilen-Reinkulturen wurden mit Allergenextrakten und
DEPex allein oder in Kombination inkubiert. Nach Exposition mit DEPex waren eine
signifikant hoéhere IL-4-Expression sowie Histaminausschittung nachweisbar als
nach alleiniger Allergenexposition. Dieser Effekt von DEPex war dosisabhangig und

sowohl bei Zellen allergischer als auch nichtallergischer Patienten nachweisbar.
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DEPex induzierten eine IgE-unabhangige IL-4 Expression und Histaminausschiittung
in hoch angereicherten Basophilenpopulationen. Bei diesen Experimenten konnte
kein synergistischer Effekt von DEPex und Allergen auf die in vitro IL-4 Produktion
nachgewiesen werden. Dies lasst vermuten, dass Basophile einen direkten
Angriffspunkt fur organische Verbindungen, wie sie im Dieselruld vorhanden sind,
darstellen [11].

Mehrere Studien haben neue Einsichten bezuglich der mdglichen Beteiligung von
Basophilen an der Initierung und Ausdehnung der spezifischen IgE-abhangigen
allergischen Entziindungsantwort geliefert und unterstitzen Spekulationen, die tiber
ihre anerkannte Rolle als Effektorzellen hinausgehen [10, 19]. Wahrend des Verlaufs
von allergischen Reaktionen migrieren Basophile ins Gewebe und nehmen an
Entziindungsreaktionen teil. Nach Quervernetzung der hochaffinen IgE Rezeptoren
(FceRI) oder als Antwort auf andere Stimuli, setzten Basophile rapide Mediatoren wie
Histamine und Leukotriene, sowie regulatorische Zytokine wie IL-4 und IL-13 frei [19].
Daher entschied man sich in dieser Studie ebenfalls fur die basophilen Granulozyten
als zu untersuchende Zellen. Zudem sind sie sehr leicht aus dem peripheren Blut zu

gewinnen.

Quellen der PAK: Unterschiede

In den zuvor beschriebenen Studien wurde DEPex mit Hilfe eines Dieselmotors als
Quelle direkt generiert. In der vorliegenden Arbeit kam ein Umweltschadstoffgemisch
zur Anwendung, welches an einer mehrspurig befahrenen Stralle gesammelt wurde.
Dies kommt somit in der Zusammensetzung der tatsachlich von Bewohnern stark
verkehrsbelasteter Umgebung eingeatmeten Luft naher. Es wurde untersucht, ob
AERex direkte Effekte auf basophile Granulozyten hat, oder synergistische Effekte
auf die rBet v 1-induzierte Stimulation der basophilen Granulozyten aufweist. Fur
diese in vitro Experimente wurden zwei organische Extrakte urbanen Aerosols (£ PM

2,5) mit quantitativ unterschiedlicher PAK Zusammensetzung verwendet.

Testsysteme: Unterschiede

Da Basophile verschiedener Spendergruppen unterschiedliche Aktivierungs-
Vorraussetzungen haben [10], wurden Basophile sowohl von nicht-allergischen als
auch von allergischen Blutspendern untersucht. Wahrend vorangehende Studien

Histaminausschuttung und Zytokinproduktion als Aktivierungskorrelat der Basophilen
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mafien [11], verwendete man diesmal einen Basophilen-Aktivierungs-Test, der die
CD63 Expression auf Basophilen misst. In Untersuchungen wurde gezeigt, dass die
Basophilendegranulation zu einer erhdhten CD63 Expression auf der
Plasmamembran fihrt. Zudem wurde eine Korrelation sowohl des Ausmafes als
auch der Kinetik der Histaminausschuttung und der CD63 Expression auf basophilen
Granulozyten nachgewiesen [28]. Es wurden keine signifikanten quantitativen
Unterschiede zwischen Histaminausschittung und Prozentsatz an CDG63-
exprimierenden Zellen nach Aktivierung basophiler Granulozyten mit anti-IgE oder
Graserpollen gemessen [46]. Man entschied sich fur dieses Testverfahren, da es
eine sehr schnelle und zuverldssige Methode darstellt, die Aktivierung der basophilen

Granulozyten zu messen.

Allergene: Unterschiede

In anderen Studien wurde ebenfalls der Einfluss auf die allergeninduzierte
Aktivierung gemessen. Als Allergen wurde hierbei Hausstaubmilbenallergen Der p 1
[13] oder Ambrosiaallergen [12] verwendet. Bei dieser Arbeit entschied man sich fiir
das Birkenpollenallergen rBet v 1, welches flr einen Groldteil der Allergien in Mittel-

und Nordeuropa verantwortlich ist.

Ergebnisse: Gemeinsamkeiten und Unterschiede

Die erhobenen Daten zeigen, dass beide in umweltrelevanten Konzentrationen
getesteten AERex Extrakte die rBet v 1-induzierte Basophilenaktivierung in
Blutproben von allen untersuchten Birkenpollenallergikern signifikant erhéhen. Es
zeigten sich klar synergistische Effekte, die in Abwesenheit von Allergen nicht
auftraten. Ein direkter Effekt von AERex allein auf die Basophilenaktivierung war
nicht nachzuweisen. Der Effekt von AERex war dosisabhangig. Die synergistischen
Effekte wurden nur bei basophilen Granulozyten von atopischen Patienten
beobachtet, nicht jedoch bei gesunden Probanden. Dies korreliert gut mit
vorangegangenen Studien, die synergistische Effekte von DEP und Antigen auf die
Th2-artige Zytokinproduktion nach in vivo durchgefuhrter nasaler oder bronchialer
Provokation allergischer Probanden nachwiesen [12, 14]. Ein ahnlicher Effekt von
DEPex auf die allergen-induzierte Mastzell-Degranulation wurde ebenfalls bereits
beschrieben. Hierbei waren Parallelen zu durch Adenosin 5-Monophosphat

verursachten Effekten aufgefallen. Adenosin, ein natirlicherweise vorkommendes
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Purinnukleosid, potenziert die IgE-abhangige Histaminausschittung von humanen
Lungen-Mastzellen in vitro. Nasale Provokation mit Adenosin verstarkt die Symptome
und Histaminausschittung bei allergischen Probanden, aber nicht bei gesunden
Kontrollprobanden [13].

Neuere Untersuchungen ergaben, dass DEPex die IgE-unabhangige basophile
Zytokinproduktion und Histaminausschittung wirksam einleiten kann [11]. Im
Gegensatz zur vorliegenden Studie verwendete man organische Extrakte frisch
gesammelter Umweltpartikel (£ PM 2,5) mit unterschiedlichem PAK Gehalt. Nach
Auftrennung urbaner PM 10 in feine und grobe PartikelgrofRe wurde der grofdte
proinflammatorische Effekt (Produktion von TNF, IL-6, COX-2) auf alveolare
Makrophagen durch Material der groben Fraktion getriggert. Diese enthielt 90 bis
95% des stimulatorischen Materials der untersuchten PM10 [3]. Primare Epithelzellen
reagierten auf die grobe Fraktion mit hoherer IL-8 und COX-2 Expression als durch
die feine oder ultrafeine Fraktion induziert wurde. PM jeder GréfRe induzierte
oxidativen Stress in Epithelzellen. Im Vergleich zur PM der Umgebungsluft induzierte
Diesel PM lediglich eine minimale Zytokinantwort in Alveolarmakrophagen und
Epithelzellen. Grobe und feine Fraktion der Umgebungsluft konnten die LPS
induzierte TNF Ausschuttung inhibieren, wahrend Silikon, vulkanische Asche oder
Kohle keinen inhibitorischen Effekt zeigten. Dieselpartikel beeinflussten weder die
Zytokin - mRNA  Induktion noch die Protein-Produktion, jedoch die
Zytokinausschuttung der Zellen. Grobe und feine PM der Umgebungsluft inhibierte
sowohl die mRNA Induktion als auch die Protein-Produktion. Die Studiengruppe um
Lin beschrieb 2005 einen héheren Anteil an verkehrsrelevanten Metallen (Pb, Cd,
Cu, Zn, Ba und Ni) in Nanopartikeln als in Partikeln anderer Gré3e. Der Anteil an Ag,
Ba, Cd, Pb, Sb, V und Zn in Nanopartikeln war stark mit Diesel Brennstoff assoziiert
[32].

Abweichende chemische Zusammensetzungen und unterschiedliche Verteilung
feiner und ultrafeiner Partikel in PM der Umgebungsluft und Diesel PM kénnten das
Fehlen synergistischer Effekte von DEPex und Allergen auf Basophile, sowie die
allergenunabhangige IL-4 Produktion und Histaminausschittung in Devouassoux
Studie erklaren [11]. So wurden zum einen in oben erwahnter Studie gereinigte
Basophile mit Allergen bzw. DEPex beimpft, wahrend in der vorliegenden Studie
heparinisiertes Vollblut verwendet wurde. Zum anderen kam in der vorliegenden

Arbeit ein komplexes Umweltextrakt im Gegensatz zu generietem DEPex zur
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Anwendung. Da die DEPex Aktivitdt nicht mit genau definierten Werten von
Benzo[a]Pyren korreliert wurde, ergeben sich Schwierigkeiten, die Ergebnisse mit
denen der vorliegenden Arbeit zu vergleichen.

Die starksten Effekte auf die Basophilenaktivierung wurden nach Stimulation mit
AERex'? beobachtet, welches im Winter 2003 gesammelt wurde. Es beinhaltet eine
zwanzigfach héhere Konzentration an PAK als AERex*®, welches im Sommer 2003
gesammelt wurde. Dies ldsst vermuten, dass die biologische Aktivitat von AERex mit
dem Gehalt an bestimmten organischen Substanzen, im besonderen PAK, korreliert.
Es besteht eine signifikante Fluktuation der PAK-Konzentrationen im Verlauf des
Jahres mit normalerweise zwei- bis zehnfach hdheren PAK-Konzentrationen in den
Wintermonaten [6, 52]. Bei niedrigeren Temperaturen brauchen Kraftfahrzeuge
langere Zeit bis sie die optimale Arbeitstemperatur erreichen. Dies bewirkt eine
héhere Emission von PAK [33]. Signifikante Unterschiede des PAK-Gehaltes am
Anfang und am Ende einer Heizperiode weisen zusatzlich auf einen Einfluss der
PAK-Emissionen durch heizende Haushalte hin. Im GrofRraum Minchen sind im
Winter haufig Inversionswetterlagen zu beobachten, die einen Austausch in der
Atmosphare beeintrachtigen und somit zu einer Schadstoffanreicherung in der
untersten Luftschicht fihren [33, 52]. Bei niedrigeren Temperaturen steigt der Anteil
der partikelgebundenen PAK. Chemische Reaktionen zwischen PAK und
atmosphérischen Photooxidantien wie z.B. O3 NO; NOj3 und OH kénnen die PAK-
Konzentration in der Atmosphéare zusatzlich beeinflussen. Zudem waren Friihjahr und
Sommer 2003 sehr hei, was zu einer hohen UV-Strahlung und hohen
Ozonkonzentrationen fiihrte. Dies verursachte Photodegradation und Oxidation der
PAK sowie eine leichtere atmospharische Zerstreuung der Schadstoffe [33].

Die Zusammensetzung der organischen Phase von Umweltaerosolen hangt von der
Jahreszeit bei Sammlung, dem Sammelort, Wetterbedingungen und anderen
Faktoren ab. Die organische Phase setzt sich aus (ber 20000 Substanzen
zusammen, von denen bisher nur ein Drittel identifiziert werden konnte. Es kann nicht
ausgeschlossen werden, dass bei den verwendeten Extrakten andere Substanzen
als die PAK zu dem beobachteten Effekt beitragen. Jedoch zeigt die HPLC-Analyse
von AERex, sowie der Vergleich mit anderen Studien, die adjuvante Effekte von
polyaromatischen Verbindungen untersuchten [5, 27, 60], dass zum Grofteil PAK zu
der Verstarkung der rBet v 1-induzierten Basophilenaktivierung bei

Birkenpollenallergikern  beitragen. Da beide organischen Extrakte zu
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unterschiedlichen Jahreszeiten und Uber unterschiedliche Zeitdauer gesammelt
wurden, muss diese Verstarkung als ein allgemeiner Effekt von AERex auf humane

basophile Granulozyten angesehen werden.

Wirkungsweise

Die Bioverfigbarkeit von PM-assoziierten PAK ist durch Studien innerhalb der
Krebsforschung bekannt. Um die Verbindung zwischen PAK und typischen
Transport-Partikeln zu analysieren, untersuchte die Studiengruppe um Gerde [21]
das Ausmal} der Freisetzung und die metabolischen Prozesse von an Dieselruf3
adsorbiertem B[a]P. Hunde wurden durch Inhalation dem ruf3adsorbierten B[a]P
ausgesetzt. Nach Ablagerung in den Alveolen wurde eine Fraktion des B[a]P rapide
von RuBpartikeln abgetrennt und in den Biutkreislauf adsorbiert. Die verbleibende
Fraktion B[a]P blieb an RuRpartikel gebunden bis 5,6 Monate spéter in der Lunge
nachweisbar. Der Anteil an schnell adsorbiertem B[a]P erschien, abgesehen von
niedrigen Konzentrationen an Phase | und Phase |l B[a]lP Metaboliten,
unmetabolisiert im Blut. Somit wurde die Relevanz der Adsorbtion durch das
alveolare Epithel als wichtige Eintrittspforte organischer Komponenten, im
Besonderen PAK, in den menschlichen Organismus verdeutlicht.

Organische Komponenten, hierunter vor allem die oxygenierten PAK Derivate wie
Quinone und Ketone, flhren zur Produktion von reaktiven Sauerstoffverbindungen
(ROS) durch die Induktion von Cytochrom P4501A [39] und kdnnen direkten
oxidativen Stress ausiiben [38]. Diese Erkenntnisse beruhen grétenteils auf in vitro
Studien, in denen ROS von Makrophagen, Neutrophilen, Eosinophilen und
Epithelzellen nach Stimulation mit DEP oder ihrer chemischen Bestandteile
produziert werden. In murinen Modellen konnte eine Behandlung mit Antioxidantien
die DEP verstarkte IgE Produktion blockieren und ihre proinflammatorischen und
adjuvanten Effekte abschwachen [49]. ROS kénnen zahlreiche Signalwege und
zelluldre  Ereignisse  aktivieren. Diese  Effekte  stehen im  Verdacht,
Gesundheitsbeeintrachtigungen, wie chronische Entziindungsreaktionen,
Karzinogenese, Alterungsprozess oder akute symptomatische Reaktionen des
Respirationstrakts, zu verursachen oder zu verschlimmern [9, 31, 49, 53]. Der Einfluf
dieser metabolischen Vorgange auf humane polymorphonukledre Granulozyten
wurde bereits beschrieben. So beeinflussen Partikel Entzindungsreaktionen auf

zellularer Ebene, indem sie die Enzymausschittung aus den Granula, sowie die
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Synthese und Freisetzung der proinflammatorischen Mediatoren 1L-8, PGE, und
Leukotrien Bs modulieren. Organische Extrakte fuhren zu einem schnellen und
starken Anstieg der Sauerstoffradikalfreisetzung [11, 24]. Dies kénnte ebenfalls fur
den modulierenden Effekt von AERex auf humane Basophile verantwortlich sein [27].
Zudem bestehen verschiedene genetische Varianten der Glutathion-S-Transferase,
welche im Sauerstoffmetabolismus und bei Entgiftungsprozessen der Xenobiotika
eine Rolle spielt. Kurzlich durchgefuhrte Studien zeigten, dass diese genetischen
Varianten die Empfindlichkeit auf die DEP-induzierte Verstarkung der allergischen
Reaktionen beeinflussen [49]. Diese Untersuchungen konzentrierten sich auf in den
Atemwegen exprimierte Gene, die bei der Detoxifika'tion von auch in DEP
enthaltenen Chemikalien involviert sind. So konjugieren diese Genprodukte reaktive
Zwischenverbindungen mit Glutathion. Genetische Varianten die durch eine
Abnahme oder Fehlen dieser Enzymfunktion gekennzeichnet sind, zeichnen sich
durch Atemwegshyperreaktivitdt, Asthma und erhdhtes Lungenkrebsrisiko bei
Rauchern aus. Patienten mit erniedrigter Enzymfunktion zeigten bei nasaler
Provokation mit Allergen und DEP erhéhte Empfindlichkeit fur adjuvante Effekte der
DEP [22]. Dies kann sich ebenfalls auf der von uns untersuchten zellularen Ebene
der Basophilen auswirken.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass AERex in umweltrelevanten
Konzentrationen die Fahigkeit besitzt, die rBet v 1-induzierte Basophilenaktivierung
von allergischen Probanden zu erhdhen. Dies lasst eine wichtige Rolle der
organischen Verbindungen, vor allem PAK, in der Chronifizierung und Verstarkung
der IgE-vermittelten allergischen Erkrankungen vermuten. Basophile Granulozyten
stellen eine Hauptquelle fur friihe IL-4 Produktion in allergischen Patienten nach
spezifischem Antigenkontakt dar. Daher kénnen synergistische Effekte zwischen
AERex und natlrlicher Bet v 1-Exposition ebenfalls Auswirkungen auf primare

Sensibilisierung mit anderen ubiquitédren Aeroallergenen haben.
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6 Zusammenfassung

Epidemiologische Studien haben die hohe Pravalenz der IgE-vermittelten
allergischen Erkrankungen mit einer erhdhten Exposition gegeniber durch
Verkehrsaufkommen  bedingten  Umweltschadstoffen wie zum  Beispiel
DieselruBpartikeln (DEP) in Verbindung gebracht. Es gibt zunehmend experimentelle
Nachweise fiur die Beteiligung organischer Komponenten der DEP, vor allem der
polyzyklischen Kohlenwasserstoffe (PAK), an der Entwicklung und Chronifizierung
allergischer Atemwegserkrankungen. In dieser Studie untersuchten wir den Einfluss
organischer Umweltextrakte (AERex) mit unterschiedlichen PAK-Konzentrationen auf
die Aktivierung von humanen basophilen Granulozyten.

Vollblutproben von sechs Birkenpollenallergikern sowie funf Kontrollpersonen wurden
wiederholt in der Anwesenheit von AERex mit oder ohne rBet v 1 inkubiert.
AnschlieRend wurden die Basophilen mit Hilfe der DurchfluRzytometrie auf ihnre CD63
Expression als MaR fiir die Basophilenaktivierung analysiert.

Basophile, die in vitro gegeniiber AERex und rBet v 1 exponiert wurden, exprimierten
CD63 signifikant 20 bis 40 % hoéher als Basophile die allein mit Allergen aktiviert
wurden. AERex verursachte synergistische, dosisabhangige Effekte mit rBet v 1,
zeigte aber keinen Einfluss auf die Basophilenaktivierung von nichtallergischen
Probanden. Der Effekt von AERex auf die CD63-Hochregulation wurde in allen
Blutproben aller Patienten beobachtet und zeigte sich nicht in Abwesenheit von rBet
v 1. Die starksten Effekte der Basophilenaktivierung wurden nach Stimulation durch
AERex mit dem héchsten PAK-Gehalt beobachtet.

Die Fahigkeit von AERex, in natirlich vorkommenden Konzentrationen die
Basophilenaktivierung Birkenpollenallergiker zu erhéhen, lasst eine wichtige Rolle
organischer Komponenten des urbanen Aerosols in der Aggravation IgE-vermittelter
allergischer Erkrankungen vermuten. Dies kénnte ein neuer Aspekt der Wirkung
unspezifischer Stimuli bei der klinischen  Manifestation  allergischer

Entziindungsreaktionen sein.
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Vil Anhang

rBetv1[ng/ml] Patientl* Patientll* Patientlll* PatientIV* PatientVV* Patient VI*
45455 82,75 28,26
454 55 72,04 84,16 92,57 41,62 76,97
45,454 88,84 81,93 97,81 46,85 87,97 68,66
4,5454 81,05 85,82 93,23 55,76 90,34 84,98
0,4545 64,18 37,54 20,49 17,51 44,96 17,55
0,0454 2,59 7,3 1,35 1,42 3,31 3,21
0,0045 3,23 5,24 1,55 1,74 402 1,88
0,001 4,24 3,61 3,29 2,14 7,82

Tab.6: rBet v 1-Titration des Patientenkollektivs, *Aktivierung basophiler Granulozyten [%].

Proben I.D. Patient I* Patient I* Mittelwert*
Medium 1,74 1,43 1,59
DMSO 1:15400 1,03 1,03
DMSO 1:22000 1,35 0,93 1,14
DMSO 1:28600 1,56 1,56
DMSO 1:44000 1,22 1,22
AERex'® 0,027m? 1,44 1,44
AERex'? 0,019m?* 1,24 2,28 1,76
AERex' 0,014m? 0,73 0,73
AERex'? 0,009m? 0,72 0,72
rBetv 1 0,25ng/ml 32,52 3,8 18,16
DMSO 1:15400 + rBet v 1 0,25ng/m!| 3,22 3,22
DMSO 1:22000 + rBet v 1 0,25ng/ml 16,13 3,22 9,68
DMSO 1:28600 + rBet v 1 0,25ng/ml 3,86 3,86
DMSO 1:44000 + rBet v 1 0,25ng/ml 10,02 10,02
AERex'® 0,027m? + rBet v 1 0,25ng/ml 474 4,74
AERex'® 0,019m? + rBet v 1 0,25ng/ml 4458 11,12 27,85
AERex'® 0,014m? + rBet v 1 0,25ng/ml| 51,08 51,08
AERex'® 0,009m? + rBet v 1 0,25ng/ml 6,13 6,13

Tab.7: Patient |, Versuche mit AERex'?, * Aktivierung basophiler Granulozyten [%].
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Proben 1.D. Patient II* Patient I1* Patient II* Mitteiwert*
Medium 1,56 2,08 2,45 1,82
DMSO 1:15400 1,44 1,44
DMSO 1:22000 1,10 1,10
DMSO 1:28600 1,41 1,41
DMSO 1:33000 1,20 1,20
AERex'® 0,027m? 1,82 1,82
AERex'® 0,019m? 1,11 2,07 1,11
AERex'® 0,014m? 1,54 1,54
AERex'? 0,009m? 1,78 1,78
rBetv 1 0,5ng/m! 14,17 17,60 32,66 15,89
DMSO 1:15400 + rBet v 1 0,5ng/m! 18,74 16,05 17,40
DMSO 1:22000 + rBet v 1 0,5ng/m! 16,10 17,32 23,52 16,71
DMSO 1:28600 + rBet v 1 0,5ng/ml 20,31 16,80 18,56
DMSO 1:33000 + rBet v 1 0,5ng/ml 18,99 14,36 16,68
AERex'? 0,027m? + rBet v 1 0,5ng/mi 16,36 15,10 15,73
AERex'? 0,019m? + rBet v 1 0,5ng/m! 56,94 17,58 24,22 37,26
AERex'® 0,014m? + rBet v 1 0,5ng/ml 20,85 15,62 18,24
AERex'? 0,009m? + rBet v 1 0,5ng/ml 19,37 15,66 17,52

Tab.8: Patient Il, Versuche mit AERex'?, * Aktivierung basophiler Granulozyten [%].
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Proben 1.D. Patient II* Patient llI* Patient lII* Patient llI* Mittelwert*
Medium 2,29 2,36 2,67 3,40 2,68
DMSO 1:15400 4,00 4,00
DMSO 1:22000 2,90 2,90
DMSO 1:28600 2,50 2,50
DMSO 1:33000
AERex'? 0,027m? 2,06 8,60 2,45 4,37
AERex'® 0,019m? 2,48 1,96 3,73 2,72
rBet v 1 2,3-0,05ng/ml 87,10 87,23 7,14 60,49
DMSO 1:22000 + rBet v 1 83,32 80,00 7,05 56,79
DMSO 1:28600 + rBet v 1 83,13 81,63 8,21 57,66
DMSO 1:33000 + rBet v 1 85,57 85,50 11,24 60,77
AERex' 0,027m? +
rBet v 1 82,04 80,25 4,04 55,44
AERex'® 0,019m? +
rBet v 1 83,61 83,54 91,06 86,07
AERex' 0,014m? +
rBet v 1 97,11 79,01 6,54 60,89
AERex'® 0,009m?+
rBet v 1 81,27 85,12 9,18 58,52

Tab.9: Patient Ill, Versuche mit AERex'?, * Aktivierung basophiler Granulozyten [%)].
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Proben I.D. Patient II* Patient II* Patient II* Mittelwert* S.D.*
Medium 3,18 6,50 0,96 373
rBetv 10,23 -
0,5ng/ml 7.34 8,60 17,41 11,12 4,48
DMSO 1:6600 +
rBet v 1 13,74 13,74
DMSO 1:8800 +
rBet v 1 10,21 12,66 11,44
DMSO 1:11000 +
rBet v 1 8,42 10,46 0.44
DMSO 1:13200 +
rBet v 1 10,23 12,15 11,19
DMSO 1:15400 +
rBet v 1 10,51 14,20 12,36
DMSO 1:22000 +
rBet v 1 8,20 10,92 9,56
AERex> 0,125m? +
rBet v 1 10,70 13,97 16,19 13,62 2,25
AERex™ 0,094m® +
rBetv 1 15,10 15,83 15,47 0,36
AERex> 0,075m® +
rBetv 1 18,10 16,11 17,57 17,26 0,84
AERex> 0,062m® +
rBetv 1 16,97 11,17 14,07 2,90
AERex™ 0,053m?* +
rBet v 1 8.59 16,71 15,64 13,65 3,60
AERex® 0,037m?® +
rBet v 1 7.17 10,53 13,77 10,49 2,69

Tab.10: Patient II, Versuche mit AERex®, * Aktivierung basophiler Granulozyten [%)].
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Proben I.D. Patient IlI*
Medium 1,98
rBetv 1 0,1ng/ml 48,38
DMSO 1:1100 + rBet v 1 0,1ng/ml 49,35
DMSO 1:2200 + rBet v 1 0,1ng/ml 45,47
DMSO 1:3300 + rBet v 1 0,1ng/ml 4319
DMSO 1:4400 + rBetv 1 0,1Tng/mli 40,96
AERex™ 0,755m? + rBet v 1 0,1ng/m 62,24
AERex™ 0,377m? + rBet v 1 0,1ng/ml 48,54
AERex™ 0,251m?+ rBet v 1 0,1ng/ml 46,11
AERex™ 0,188m? + rBet v 1 0,1ng/ml 50,51

Tab.11: Patient Ill, Versuche mit AERex™, * Aktivierung basophiler Granulozyten [%].

Proben 1.D. Patient IV* Patient IV* Mittelwert*
Medium 2.16 2,80 2,48
DMSO 1:6600 3,10 3,10
DMSO;:8800 3,00 3,00

3
AERex™ 0,125m 4,70 470
AERex™ 0,094m? 3,70 3,70
rBetv 1 2,3ng/ml 27 59 27,59
DMSO 1:2200 +
rBet v 1 2,3ng/ml 3357 33,57
DMSO 1:6600 +
rBetv 1 2,3ng/mi 30,64 30,64
DMSO 1:8800 +
rBetv 1 2,3ng/m| 27,62 27,62
DMSO 1:11000 +
rBetv 12,3ng/ml 25,56 25,56
AERex™ 0,377m?+ | |
rBetv 1 2,3ng/ml 33.26 33,26
AERex™ 0,125m? +
rBetv 12,3ng/ml 32,38 32,38
AERex™ 0,094m?+ | |
rBetv 1 2,3ng/mli 4525 45 25
AERex™ 0,075m? + |
rBetv 1 2,3ng/mi 25 94 25,94

Tab.12: Patient 1V, Versuche mit AERex™, * Aktivierung basophiler Granulozyten [%].
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Proben I.D. Patient V* Patient V* Mittelwert*
Medium 464 11,34 7,99
DMSO 1:6600 3,36 3,36
DMSO 1:8800 3,15 3,15
DMSO 1:13200 2,83 2,83
DMSO 1:15400 1,98 1,98
AERex™ 0,125m?® 9,63 9,63
AERex™ 0,094m? 6,07 6,07
AERex* 0,062m? 5,45 545
rBet v 1 0,23ng/ml 55,49 20,18 37,84
DMSO 1:6600 +
rBet v 1 0,23ng/ml 54,74 21,19 37,97
DMSO 1:8800 +
rBet v 1 0,23ng/ml 57,33 18,49 37,91
DMSO 1:13200 +
rBet v 1 0,23ng/ml 53,48 14,03 33,76
DMSO 1:15400 +
rBet v 1 0,23 ng/ml 50,13 17,08 33,61
AERex* 0,125m3+
rBet v 1 0,23ng/ml 53,71 254 39,56
AERex* 0,094m? +
rBet v 1 0,23 ng/ml 60,96 17,26 39,11
AERex™ 0,062m? +
rBet v 1 0,23ng/ml 67,98 18,14 43,06
AERex™ 0,053m? +
rBetv 1 0,23ng/ml 56,12 19,39 37,76

Tab.13: Patient V, Versuche mit AERex>, * Aktivierung basophiler Granulozyten [%].
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Proben I.D. Patient VI*
Medium 9,09
rBetv 1 0,2ng/m| 36,85
DMSO 1:3300 + rBet v 1 0,2ng/ml 32,72
DMSO 1:4400 + rBet v 1 0,2ng/ml 32,46
DMSO 1:5500 + rBet v 1 0,2ng/ml 34,59
DMSO 1:6600 + rBet v 1 0,2ng/ml 32,41
AERex™ 0,251m? + rBet v 1 0,2ng/ml 40,36
AERex™ 0,188m? + rBet v 1 0,2ng/mi 35,71
AERex™ 0,151m? + rBet v 1 0,2ng/ml 51,91
AERex™ 0,125m? + rBet v 1 0,2ng/ml 34,94

Tab.14: Patient VI, Versuche mit AERex®, * Aktivierung basophiler Granulozyten [%].
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Kontrolle Kontrolle Kontrolle Kontrolle Kontrolle

Proben 1.D. I* I n* v+ v* Mittelwert* S.D*
Positiv-Kontrolle fMLP 28,25 2926 16,14 54,20 18,70 29,31 15,06
Medium 2,55 6,28 3,03 2,65 0,60 3,02 2,05
DMSO 1:6600 2,62 364 2,16 2,79 0,49 2,34 1,16
DMSO 1:8800 22 3,3 3,81 267 0,69 2,53 1,20
DMSO 1:13200 255 1,87 2,26 2,07 0,00 1,75 1,01

DMSO 1:22000 202 3.2 221 1,52 1,33 2.06 0,73
AERex™ 0,125m? 328 7,76 4,05 3,40 208 4,11 2,16
AERex™ 0,094m? 3,06 11,2 46 3,33 0,62 4,56 3,98
AERex™ 0,062m? 3.74 497 4,17 2,05 0,88 3,16 1,66
AERex™ 0,037m? 2,93 461 41 1,73 0,47 277 1,70
rBet v 1 2,3ng/ml 3,34 8,1 2,89 281 0,74 3,58 272

DMSO 1:6600 +

rBet v 1 2,3ng/ml 258 1,79 3,64 2,03 2.30 2,47 0,72

DMSO 1:8800 +

rBet v 1 2,3ng/ml 1,8 1,67 1,27 1,08 1,76 1,62 0,32
DMSO 1:13200 +

rBet v 1 2,3ng/ml 2 51 1,19 1,9 1,94 1,70 1,85 0,48
DMSO 1:22000 +

rBet v 1 2,3ng/ml 1,81 1,41 2,05 1,75 1,96 1,80 0,25
AERex™ 0,125m? +

rBet v 1 2,3ng/ml 3,12 4,93 4,11 2,65 1,11 3,18 1,46
AERex™ 0,094m? +

rBet v 1 2,3ng/ml 3,12 5,72 2,33 2,67 0,24 2,82 1,96

AERex™ 0,062m? +

rBet v 1 2,3 ng/ml 3,03 3 2,57 2,26 1,39 2,45 0,67

AERex® 0,037m3+

rBet v 1 2,3ng/m! 3,04 4,08 1,64 3,42 0,74 2,58 1,36

Tab.15: Kontrolle |-V, Versuche mit AERex™, * Aktivierung basophiler Granulozyten [%)].
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