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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Allergie ist definiert als eine ,,spezifische Anderung der Immunititslage im Sinne einer
krankmachenden Uberempfindlichkeit“. Die Ursachen, welche zu dieser fehlgeleiteten Im-
munreaktion gegen eigentlich harmlose Antigene fiihren, sind bislang unklar. Extrinsische
als auch intrinsische Faktoren werden diskutiert, welche die allergische Immunantwort be-
einflussen konnen und deren Zusammenwirken die Suszeptibilitdt eines Individuums fiir die
Entwicklung und Auspragung allergischer Erkrankung beeinflusst. Die vorliegende Studie
hat zum Ziel extrinsische und intrinsische immunmodulatorische Faktoren im Hinblick auf
allergische Erkrankungen nédher zu charakterisieren.

Der erste Teil dieser Arbeit fokussiert sich auf die extrinsische Immunmodulation durch
Pollen. Insbesondere geht es um die Frage, inwieweit die zunehmende Urbanisierung Ein-
fluss auf die immunogenen Eigenschaften von Pollen nimmt. In den letzten Dekaden lésst
sich eine stetige Zunahme der Soforttyp-Allergie beobachten. Studien konnten zeigen, dass
die zunehmende Urbanisierung mitverantwortlich fiir diesen Trend ist. Erhohte Schad-
stoffexposition iibt eine direkte Wirkung auf den Menschen aus und kann so in suszeptiblen
Individuen die Allergieentstehung begiinstigen. Pollen gehoren zu den hiufigsten Auslésern
einer Typ 1 Allergie. Unzureichend untersucht ist allerdings bislang wie die verdnderten
Umweltbedingungen der Urbanisierung den Allergentrager selbst beeinflussen. In dieser
Studie wird daher die Frage bearbeitet, ob und inwieweit die Urbanisierung ebenfalls den
Allergentrager beeinflusst und zu verdnderten Eigenschaften mit erhdhter Allergenitét fiihrt.
Da Stidte aufgrund ihrer Umweltbedingungen (hohere Temperatur, Schadstoffe) als Modell
fiir zukiinftige Bedingungen gesehen werden konnen, geben unsere Ergebnisse ebenfalls
Aufschluss iiber zukiinftige Verdnderungen hinsichtlich der Pollinosis, die im Zuge des Kli-
mawandels stattfinden werden. In unserer Studie machen wir Gebrauch von einem breit an-
gelegten Untersuchungsnetzwerk mit Temperatur- und Schadstoffmessungen entlang eines
Urbanisierungsgradienten in Miinchen. Um ein besseres Verstindnis der Immunreaktion auf
den Pollen zu gewinnen, werden im ersten Teil dieser Arbeit zudem die immunmodulatori-
schen Wirkungen Allergen-unabhéngiger Faktoren aus Pollen auf die Sofortreaktion unter-
sucht.

Unsere Untersuchungen von Birkenpollen in ihrem natiirlichen Umfeld identifizierten Ozon
als malgeblichen Einflussfaktor auf die Allergenitdt. Die Ergebnisse dieser Studie deuten
auf eine Zunahme der Pollenallergenitiat durch Ozon und einen Einfluss der Urbanisierung
auf den Allergentrdger hin. Hohe Ozonkonzentrationen stehen hierbei im Zusammenhang
mit héheren Gehalten des Majorallergens Bet v 1, einer verdnderten Lipidzusammensetzung

und einer starkeren immunstimulatorischen Kapazitit. Sollte es im Zuge des Klimawandels

11



1 Zusammenfassung

sowie der zunechmenden Urbanisierung zu steigenden Ozonkonzentrationen kommen, ist
ebenfalls mit einer erhhten Allergenitdt des Pollens zu rechnen. Eine detaillierte Analyse
der Wirkung von Ozon auf die Allergenitdt von Pollen konnte helfen, zukiinftige Entwick-
lungen hinsichtlich der Pollinosis abzuschitzen und Therapie- sowie priaventive Strategien
zu entwickeln.

Ferner zeigt der erste Teil dieser Arbeit, dass nicht-Allergene Substanzen aus Pollen zu einer
Aggravation der allergischen Sofortreaktion fithren. Als moéglicher verantwortlicher Faktor
aus Pollen konnte Adenosin identifiziert werden. Die gewonnenen Ergebnisse zu nicht-
allergenen Substanzen aus Pollen verbessern das Verstindnis der Immunreaktion auf den
Pollen und unterstreichen die Analyse weiterer Allergen-unabédngiger Faktoren zur Bestim-
mung der Pollen-Allergenitat.

Der zweite Teil dieser Arbeit beschéftigt sich mit der Frage, inwieweit eine intrinsische Im-
munmodulation durch die Sexualhormone 17B-Ostradiol und Testosteron sowie das Adipo-
kin Leptin stattfindet. Es soll geklart werden, inwieweit diese Hormone mitverantwortlich
fiir Pravalenzunterschiede zwischen den Geschlechtern in allergischen Erkrankungen sind.
Hierbei wird ein besonderes Augenmerk auf die Option synergistischer Effekte von Sexual-
hormonen und Adipokinen gelegt.

Die Analysen weisen darauf hin, dass 178-Ostradiol eine proinflammatorische Wirkung auf
sowohl Monozyten als auch T-Zellen hat. Eine Stimulation unter 178-Ostradiol-Inkubation
fiihrte in beiden Zelltypen zur Induktion eines proinflammatorischen Zytokinprofils, gekenn-
zeichnet durch eine verminderte IL-10 und verstarkte GM-CSF Sekretion. In memory T-
Zellen lieB} sich zusatzlich die Induktion sowohl Thl- als auch Th2-spezifischer Zytokine
beobachten. Parallel deutete das Zytokinprofil der naiven- als auch memory T-Zellen auf die
Induktion pathogener Th17-Zellen durch 178-Ostradiol hin. Diese Beobachtungen geben
deutliche Hinweise auf eine Beteiligung der Sexualhormone an den unterschiedlichen Im-
munantworten zwischen den Geschlechtern. Ferner wurden in dieser Studie synergistische
Wirkungen von 17B-Ostradiol und Leptin auf Monozyten beobachtet. Synergistische Effekte
von Leptin und 178-Ostradiol in der Induktion einer innaten Immunantwort, mit niedrigeren
IL-10 und héheren GM-CSF Konzentrationen, konnten somit ebenfalls mitverantwortlich fiir
die gesteigerte Immunantwort des weiblichen Geschlechts sein. Einige Effekte, wie sie fiir
Leptin beschrieben sind, wurden in dieser Studie nicht, oder nur unter Koinkubation mit 1783-
Ostradiol, beobachtet. Angenommen werden kann, dass Leptin in seiner Wirkung von
Kofaktoren, u. a. 17B8-Ostradiol abhingig ist und méoglicherweise differenzierte Wirkungen
in Ménnern und Frauen sowie in Abhéangigkeit des Mikromillieus hat.

Die Ergebnisse dieser Studie verbessern das Verstdndnis fiir Mechanismen der extrinsischen
als auch intrinsischen Immunmodulation. Es wird deutlich, dass das Immunsystem sowohl

von Umweltfaktoren als auch durch korpereigene Botenstoffe in der Art der Immunreaktion
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1 Zusammenfassung

beeinflusst wird. Weitere differenzierte Analysen konnten an einer verbesserten individuel-
len Risikoabschidtzung fiir allergische Erkrankungen, unter paralleler Beriicksichtigung
extrinsischer als auch intrinsischer Faktoren, mitwirken und helfen, neue Therapie- als auch

praventive Strategien zu entwickeln.
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2 Summary

2 Summary

Allergy is defined as a specific alteration of the immune status leading to a pathological hy-
persensitivity reaction. The causes leading to this inappropriate immune reaction against
usually harmless antigens remain largely unclear. Extrinsic and intrinsic factors are dis-
cussed which influence the allergic immune response and whose interaction influences the
individual susceptibility to the development and outcome of allergic diseases. The aim of the
current study is to characterize extrinsic and intrinsic immune moldulatory factors associated
with allergic diseases.

The first part of this work focuses on extrinsic immune modulation caused by pollen and the
question to which extend the immune modulatory properties of pollen are influenced by in-
creasing urbanisation. The incidence of allergic diseases due to type I hypersensitivity has
been steadily increasing in the last decades. Several studies demonstrated that urbanisation is
jointly responsible for this trend. Amongst others, elevated exposure to pollutants can pro-
mote the development of allergic disease via a direct impact on susceptible individuals. Pol-
len is a common elicitor of type 1 allergic diseases. Up to date it is poorly understood how
changing environmental conditions caused by urbanisation influence this relevant allergen
carrier itself. It is highly interesting to know if urbanisation can likewise influence the aller-
gen carrier thus leading to modified properties of pollen with a potentially higher allergenici-
ty. Since cities can be regarded as harbringers of future climate, our study will help to under-
stand how pollinosis may alter in the light of a changing climate. To obtain a better under-
standing of the pollen-induced immune response, allergen-independent immune modulatory
properties of pollen on the immediate type immune reaction are investigated. Birch trees
were monitored along an urbanisation gradient in Munich and its sourrounding and pollen
was respectively harvested from urban and rural trees.

Our study on birch pollen in their natural environment revealed ozone as a prominent factor
influencing the allergenicity of pollen. Our findings show an increase of pollen allergenicity
induced by ozone, indicating an influence of urbanisation on the allergen carrier. Higher
ozone concentrations were related to a higher content of pollen allergen (Bet v 1), an altered
lipid composition and a higher immune stimulatory capacity. In case of rising ozone concen-
trations due to climate change and increasing urbanisation, a higher allergenicity of pollen
can be expected. Detailed analysis of the impact of ozone on the allergenicity of pollen could
help to predict future trends and develop both therapeutic and preventive strategies concern-
ing pollinosis. Moreover, this work has shown that non-allergenic compounds of pollen
could aggravate the immediate type allergic reaction, in which adenosin was identified as a

potential responsible factor in pollen. Findings concerning non-allergenic pollen compounds



2 Summary

improve our understanding of the immune reaction directed against pollen and highlight the
analysis of allergen-independent factors in determination of pollen allergenicity.

The second part of this study deals with the question to which extent the sex hormones 1703-
estradiol and testosterone, and the adipokine leptin have intrinsic immune modulatory prop-
erties. It should be clarified how these hormones might be jointly responsible for differences
in the prevalence of allergic diseases between the sexes. In addition, synergistic effects be-
tween sex hormones and adipokines were investigated.

Our data demonstrated a proinflammatory effect of 17B-estradiol on monocytes as well as on
T cells. Stimulation in the presence of 17B-estradiol caused a proinflammatory cytokine
profile in both cell types, characterized by a lower IL-10 and a higher GM-CSF secretion.
Moreover, an induction of Thl and Th2 specific cytokines could be observed in memory T
cells. The cytokine profile of naive and memory T cells indicated the induction of pathogenic
Th17 cells by 17B-estradiol. This is a hint of an involvement of sex hormones in the different
immune responses between the sexes. Furthermore synergistic effects of leptin and 1783-
estradiol could be observed in monocytes. Thus synergistic effects of leptin and 178-
estradiol in the induction of an innate immune response, characterized by lower IL-10 and
higher GM-CSF concentrations in monocytes, could be jointly responsible for the enhanced
immune status of the female sex. Certain effects described for leptin could not be observed
or were just observed in co-treatment with 178-estradiol in this study. It could be hypothe-
sized that the effect of leptin depends on cofactors (e.g.17B-estradiol) and may exert poten-
tially differential effects in men and women and depending on the microenvironment.

In conclusion, our findings help us to gain a better understanding of mechanisms of extrinsic
and intrinsic immune modulation. These results demonstrate that the immune system is in-
fluenced by environmental factors as well as by endogenous messengers in the type of im-
mune response. Further differential analyses could contribute to an improved individual risk
assessment of allergic diseases, by simultaneous consideration of extrinsic and intrinsic fac-

tors and could help to develop both new preventive and therapeutic strategies.
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3 Einleitung

3.1  Grundlagen der extrinsischen und intrinsischen Immunmodulation

Die Allergie ist eine spezifische Anderung der Immunititslage im Sinne einer krankmachen-
den Uberempfindlichkeit (Ring 2004). Bislang ist unklar, was die Ursachen fiir diese fehlge-
leitete Immunreaktion sind. Die vorliegende Arbeit hatte zum Ziel, sowohl extrinsische als

auch intrinsische Faktoren mit Einfluss auf die allergische Immunreaktion zu analysieren.

Im ersten Teil wurde die Immunmodulation durch Pollen, sowie der Einfluss der Urbanisie-
rung auf die immunogenen Eigenschaften von Pollen untersucht. Allergische Erkrankungen
stellen ein zunehmendes Problem der heutigen Zeit dar. Studien konnten zeigen, dass die
zunehmende Urbanisierung mitverantwortlich fiir die steigende Pravalenz dieser Erkrankung
in den Industrieldndern ist. Diskutiert wird ein Einfluss der Urbanisierung auf suszeptible
Individuen, welcher die Entstehung allergischer Erkrankungen begiinstigt [1]. Die Frage, die
sich stellt, ist, ob die verdnderten Umweltbedingungen der Urbanisierung zudem Einfluss auf
den Allergentrager nehmen und dessen Allergenitit beeinflussen und in dieser Weise eben-
falls zur erhohten Allergiepriavalenz beitragen. Einen Allergentrager, welcher in besonderem
Mal} diesen verdnderten Umweltbedingungen ausgesetzt ist, stellt der Pollen dar, aber auch
die den Pollen produzierenden allergenen Pflanzen.

Der erste Teil dieser Studie sollte die Frage kldren, ob durch die zunehmende Urbanisierung
eine Verdanderung des Allergentrigers statt findet, welcher zu einer verstarkten Allergenitét
des Pollens beitragt. Des Weiteren sollten Allergen-unabhéngige Faktoren aus Pollen und
deren Wirkung in der Sofortreaktion der allergischen Typ 1 Reaktion ndher analysiert wer-

den.

Die Immunantwort wird hingegen nicht nur von extrinsischen Faktoren beeinflusst, auch
intrinsische, endogene immunmodulatorische Faktoren werden diskutiert. Hierzu gehdren u.
a. Sexualhormone und Adipokine.

Im zweiten Teil wurden die intrinsischen immunmodulatorischen Eigenschaften der Sexual-
hormone 17p-Estradiol und Testosteron sowie des Adipokins Leptin analysiert. Aufgrund
verdnderter relativer Risiken allergischer Erkrankungen in Abhéingigkeit des Geschlechtes
als auch in Abhéngigkeit des Erndhrungsstatus sind diese Hormone als intrinsische immun-
modulatorische Faktoren in den Vordergrund geriickt. Es sollte gekldrt werden, inwieweit
diese Hormone eigenstdndige Risikofaktoren fiir allergische Erkrankungen darstellen und die

Immunantwort beeinflussen.
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Zum verbesserten Verstdndnis der Arbeit werden im Folgenden zunichst die allgemeinen
Grundlagen allergischer Erkrankungen erldutert. Zudem wird die bestehende Literatur zum
Einfluss der Urbanisierung auf den Pollen als auch die Immunmodulation durch Pollen kurz
vorgestellt. Dariiber hinaus wird die Datenlage allergischer Erkrankungen in Abhdngigkeit
von Geschlecht als auch Adipositas aufgefiihrt und Zusammenhédnge und Wirkungen der
Sexualhormone als auch Adipokine auf das Immunsystem erldutert. AbschlieBend wird das
Konzept der T-Helfersubzellpopulationen vorgestellt, welche eine herausragende Bedeutung

in der Regulation der Immunantwort einnehmen.

3.2 Einteilung und Pathomechanismen allergischer Erkrankungen

Allergische Erkrankungen gehdren zu den Uberempfindlichkeitsreaktionen [2] und stellen
ein bedeutendes Gesundheitsproblem mit erheblichen volkswirtschaftlichen Kosten dar [1,
3]. Sie sind jedoch kein auf die heutige Zeit beschrianktes Phinomen. Die ersten Aufzeich-
nungen zu allergischen Symptomen lassen sich bereits in Schriften aus dem alten Rom fin-
den, in denen die Symptome der Rhinokonjunktivitis, des Asthma bronchiale sowie des ato-
pischen Ekzems beschrieben wurden [4]. Eine Definition sowie Systematisierung verschie-
denster allergischer Erkrankungen wie der Anaphylaxie oder des Heuschnupfens fand aller-
dings erst weitaus spater, im 19. und 20. Jahrhundert, statt. Der Begriff Allergie selbst wurde
schlieBlich durch die zwei Wiener Péddiatrer Clemens von Pirquet und Bela Schick im Jahre
1906 gepragt. Sie definierten die Allergie als eine ,,spezifisch verdnderte Reaktionsfahigkeit
des Organismus nach Allergenkontakt™ [5]. 1995 wurde der Begriff schlie8lich von Johannes
Ring erneut definiert. Nach Ring (1995) ist die Allergie eine ,,spezifische Anderung der Im-

munititslage im Sinne einer krankmachenden Uberempfindlichkeit [6].

Die Allergie umfasst dabei verschiedene immunologische Erkrankungen. Nach Coombs und
Gell werden diese in vier Typen eingeteilt [7]. Die Einteilung erfolgt hierbei anhand der Art
der zugrundeliegenden Immunreaktion sowie dem Effektormechanismus, welcher fiir die
Uberempfindlichkeitsreaktion verantwortlich ist (Tab. 1) [8]. Gemein ist allen vier Typen

eine krankmachende Immunreaktion auf normalerweise harmlose exogene Substanzen [8, 9].
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Tabelle 1: Einteilung der Allergietypen 1 — 4 nach Combs und Gell und assoziierte Erkankun-

gen [7, 10]
Auftreten
Symptomatik Krankheitsbilder R~
Pathogenese nach Exposi- (Beispiele) Antikorper
tion
Friihreaktion:
IgE-Bildung
. Sek}mden - Heuschnupfen,

Typ 1 ygE—ver.mlttelte Minuten Urtikaria, allergisches IgE-vermittelt

Mediatorfreisetzung aus Spitreaktion: Asthma

Mastzellen p '
ca.6h

zellzerstorende ("zytoto- Hamolytische Ana- Zytotoxische
Typ 2 xische) AntikSrper 6-12h mie, allergische Ag- Antikdrper der

Komplementaktivierung ranulomatose Klassen IgG, IgM

Zirkulierende Immun- - hauptsichlich
Typ 3 komplexe 6-12h Vaskulitis, Serum- durch IgG vermit-

krankheit
Komplementsystem telt

durch sensibilisierte T- | 24 h — mehre- Keine

Typ4 Lymphozyten re Tage Kontakekzem (zellvermittelt)
Typ 1

Im heutigen Sprachgebrauch wird unter dem Begriff Allergie meist die Typ 1 Allergie ver-
standen. Die Typ 1 Allergie ist eine Soforttypreaktion, welche nach vorrangegangener Sen-
sibilisierung innerhalb von wenigen Sekunden bis Minuten zu Symptomen fiihrt. Krank-
heitsbilder, die in diese Kategorie fallen, sind u. a. die allergische Konjunktivitis, die allergi-

sche Rhinitis, das allergische Asthma sowie die Nesselsucht [11, 12].

Der Pathomechanismus der Typ 1 Allergie kann in zwei Phasen eingeteilt werden - die Sen-
sibilsierungsphase und die Auslosephase [13]. Beim Erstkontakt mit dem Allergen findet
eine sogenannte Sensibilisierung statt. Hierbei wird das Allergen von Antigen-
prasentierenden Zellen (APZ) aufgenommen, prozessiert und iiber den MHCII-Komplex
naiven T-Zellen prasentiert. Diese differenzieren darauthin zu Th2-Zellen, welche in B-
Zellen iiber IL-4 den Isotypwechsel zu IgE stimulieren [13]. Die gebildeten IgE-Antikorper
(AK) binden in Folge an FCe-Rezeptoren von im Gewebe lokalisierten Mastzellen. Bei er-
neutem Kontakt mit dem Allergen findet eine Quervernetzung der an die Mastzelle gebun-
denen IgE-AK durch das Allergen statt. Dies fithrt zur Aktivierung der Mastzelle mit Aus-
schiittung von Mediatoren, gefolgt von den typischen Symptomen der Soforttypallergie. Dies

wird als Auslosephase bezeichnet [13].
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Die Auslosephase kann abermals in zwei Phasen eingeteilt werden, eine Frithphase und eine
Spéatreaktion. In der Frithphase findet die Ausschiittung kurzlebiger Mediatoren wie Hista-
min statt. Die Spéatreaktion ist gekennzeichnet durch die Produktion und Sekretion von Leu-
kotrienen, Zytokinen und Chemokinen, gefolgt von der Rekrutierung verschiedener Leuko-

zyten, zu denen Neutrophile, Eosinophile, Basophile und Th2-Zellen gehdren [9, 11-13].

Typ 2

Bei allergischen Erkrankungen des Typ 2 sind IgM- oder IgG-Antikérper gegen Zelloberfla-
chen- und Matrixantigene gerichtet. Die Zellzerstorung findet hierbei primér durch die Akti-
vierung des Komplementsystem statt [14]. Beispiele fiir allergische Erkrankungen vom Typ

2 sind die Hamolytische Andmie und die allergische Agranulomatose [8].

Typ 3

Allergische Erkrankungen des Typ 3 sind ebenfalls IgG abhéngig. Hierbei werden jedoch
AK gegen 16sliche Antigene (AG) gebildet, was zur Bildung von AG-AK-Komplexen fiihrt.
Bilden sich diese Komplexe in hohen Konzentrationen und kénnen nicht mehr entsprechend
geklart werden, findet eine Ablagerung im Gewebe statt. Dies fiihrt zu einer Komplement
und FcR-mediierten Rekrutierung und Aktivierung von Leukozyten. Die pathologischen
Eigenschaften der Krankheit sind hierbei weniger von der Quelle des AGs abhdngig als
vielmehr vom Ort der Deposition der Immunkomplexe. Hierbei konnen multiple Organe und
Gewebe betroffen sein, wobei Niere und Gelenke besonders anfillig sind. Typische Erkran-

kungen sind die Vaskulitis oder die Serumkrankheit [8].

Typ 4

Allergische Erkrankungen des Typ 4 werden von T-Zellen vermittelt. Die Gewebezerstérung
wird hierbei durch Zytokine von hauptsdchlich Th1- und Th17-Zellen und die Zelllyse durch
cytotoxische Lymphozyten (CTL) vermittelt. Die typische T-Zell-vermittelte Reaktion ist
eine Spattyp Reaktion, welche durch Aktivierung von T-Zellen und Produktion von Zytoki-
nen induziert wird. Diese rekrutieren und aktivieren Leukozyten, primiar Makrophagen. Zu

den allergischen Erkrankungen des Typ 4 gehoren u. a. das Kontaktekzem [8].
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3.3  Gemeinsamkeiten allergischer Erkrankungen mit Autoimmunerkrankungen

Autoimmunerkrankungen gehdren wie die allergischen Erkrankungen zu den Uberempfind-
lichkeitsreaktionen und sind dhnlich allergischen Erkrankungen pathologisch fehlgeleitete
Immunreaktionen gegen eigentlich harmlose Antigene [2]. Gegenteilig zu allergischen Er-
krankungen wird die Immunreaktion hingegen nicht durch exogene Faktoren ausgelost, son-

dern durch endogene korpereigene Strukturen [2].

Die Einteilung erfolgt entsprechend allergischen Erkrankungen ebenfalls anhand der Art der

zugrundeliegenden Immunreaktion sowie dem Effektormechanismus.

Der IgE verittelte Typ 1 existiert bei Autoimmunerkrankungen nicht. Ansonsten finden sich
dieselben Typen 2-3, welche ebenfalls bei allergischen Erkrankungen gefunden werden kon-
nen (Tab. 2). Beispiele fiir Autoimmunerkrankungen sind die Pemphigus vulgaris, der Sys-

temische Lupus Erythematodes oder die Multiple Sklerose [2].

Tabelle 2: Einteilung von Autoimmunerkrankungen und assoziierte Erkrankungen

Krankheitsbilder
Pathogenese Antikorper
(Beispiele)
zellzerstorende (zytoto- ) ) Zytotoxische
xische) Antikdrper Pemphigus vulgaris, Auto- oo
. .. . . Antikorper der
Typ 2 immunh@molytische Ani- )
Komplementaktivie- mie Klassen IgG,
rung IgM
Zirkulierende Immun- hauptsichli
. i ptsdchlich
Typ 3 komplexe Systemischer Lupus Eryth durch IgG ver-
ematodes el
Komplementsystem mittelt
durch sensibilisierte T- . keine (zellver-
Typ 4 Lymphozyten Multiple Sklerose mittelt)

3.4  Allergische Erkrankungen in Abhéngigkeit extrinsischer Faktoren

3.4.1 Hintergrund

Allergische Erkrankungen, insbesondere die Typ 1 Allergie, stellen ein zunehmendes Prob-
lem der heutigen Zeit dar [15]. Hierbei konnte eine deutliche Zunahme dieser Allergieform
in den letzten Dekaden beobachtet werden [16], ein Trend welcher sich nicht fiir allergische
Erkrankungen des Types 2-4 beobachten lie [1]. Bereits bis zu 30% der Bevolkerung in den
Industrieldndern sind von einer Typ 1 Allergie betroffen [17]. Diskutierte Ursachen fiir die

stetige Zunahme sind veradnderte Lebensgewohnheiten sowie das Fehlen protektiver immun-
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stimulierender Faktoren [1]. Gleichzeitig wird die Zunahme anthropogener Schadstoffe aus
Verkehr und Industrie, mit Wirkung auf Mensch und Allergentrdger, mitverantwortlich ge-

macht [1, 18-20].

3.4.2 Wirkung Luftschadstoffe auf den Menschen

Schadstoffbelastung wird in zwei Typen eingeteilt, wobei lediglich die Typ 2 Schadstoffbe-
lastung mit der zunehmenden Allergiepravalenz in Verbindung gebracht wird. Schadstoffbe-
lastung vom Typ 1 ist gekennzeichnet durch hohe Schwefeldioxid (SO;)-Konzentrationen
mit groben Staubpartikeln, wie sie in Teilen der ehemaligen DDR vorlag [1, 19]. Schadstoff-
belastung vom Typ 2 findet sich in hoch popularisierten Industrienationen in der westlichen
Welt und wird von Innen- und AuBlenquellen emittiert [1].

Wihrend die Typ 1 Schadstoffbelastung keine bis geringe Assoziation mit der Allergieent-
stehung zeigt, wird eine positive Assoziation zu Infektionen und inflammatorischen Erkran-
kungen des oberen Respirationstraktes festgestellt [19]. Eine vergleichende Studie zu Kin-
dern aus Ost- und Westdeutschland beschreibt sogar eine inverse Beziechung von SO,-
Belastung und Allergien [21].

Im Gegensatz dazu stehen NO,, Ozon, VOCs, Passivrauch sowie feine und ultrafeine Parti-
kel aus KFZ-bedingten Emissionen und Emissionen aus dem Innenraum. Diese werden als
adjuvante Faktoren in der Allergieentstehung (Typ 1) diskutiert [19]. I vitro als auch in vivo
Versuche und Beobachtungen geben hier Hinweise auf adjuvante und aggravierende Wir-
kung in Sensibiliserungs- und Auslosephase der allergischen Soforttypreaktion. /n vivo Un-
tersuchen zu den Schadstoffen NO, und Ozon konnten zeigen, dass Exposition von Allergi-
kern mit diesen Schadstoffen zu einem Anstieg inflammatorischer Zellen in der Nasen-
spilfliissigkeit fithrt [22, 23]. In vitro konnte eine durch Sauerstoffradikalbildung bedingte
Storung der Membranintegritdt mit Freisetzung inflammatorischer Mediatoren durch NO,
und Ozon festgestellt werden [24, 25]. Fiir Passivrauch wurde die Induktion eines Th2-
assoziierten Zytokinmillieus und die Produktion von allergenspezifischem IgE beobachtet
[19, 26]. Weiter geben Expositionsstudien klare Evidenzen fiir die Verstarkung symptomati-
scher Beschwerden durch Passivrauch. In Schwangerschaft und Stillzeit stellt Passivrauch
einen mafigeblichen Risikofaktor fiir die allergische Sensibilisierung dar [27, 28]. Von be-
sonderer Bedeutung als adjuvante Faktoren mit Wirkung in Sensibilierungs- und Auslose-
phase der Allergie sind zudem partikuldre Schwebstdube, hier insbesondere Dieselrufiparti-
kel. So konnte gezeigt werden, dass die Interaktion von Dieselruflpartikeln mit Allergenen
einen Isotypswitch zu IgE in der nasalen Schleimhaut begiinstigt. Zudem wurde eine Sensi-
bilisierung auf Neoantigene in Richtung einer Th2-Antwort und ein starker Anstieg der 1L-4

Produktion in der Mukosa durch DieselruBipartikel festgestellt. Auch eine Aggravation der
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lokalen Schleimhautentziindung sowie eine verstirkte allergeninduzierte Freisetzung von

Histamin aus Mastzellen durch Dieselruflpartikel wurde postuliert [26, 29-33].

Zusammenfassend besteht Evidenz dafiir, dass anthropogene Luftschadstoffe {iber Wirkung
auf den Menschen zumindest in Teilen mitverantwortlich fiir den stetigen Anstieg allergi-

scher Erkrankungen in Industrienationen gemacht werden konnen.

3.4.3 Wechselwirkung zwischen Lusftschadstoffen und Allergentrager

Neben einer direkten Wirkung anthropogener Schadstoffe auf den Menschen wird gleichzei-
tig eine Wechselwirkung entsprechender Schadstoffe mit dem Allergen und Allergentrager
beschrieben, welcher ebenfalls Einfluss auf die allergische Sensibilisierung sowie Sympto-
matik nimmt (Tab. 3).

Zu den diskutierten Mechanismen gehoren hier u. a. Nitrierungsreaktionen von Allergenen,
Bildung von allergenhaltigen Aerosolen als auch verdnderte Allergengehalte und -
bioverfiigbarkeiten durch Schadstoffe.

U. a. konnte gezeigt werden, dass Ozon und NO, zu einer Nitrierung von Proteinen, auch
dem Birkenpollenallergen Bet v 1 fithren [34]. Dies wiederum begiinstigte eine Sensibilisie-
rung im Tiermodell und trug zu einer verstarkten Immunantwort mit hoher IgE- und Zyto-
kinproduktion bei [35]. Zudem konnten bei allergischen Patienten héhere Konzentrationen
von spezifischem funktionalem IgE gegen nitriertes Bet v 1 als gegen nicht-nitriertes Bet v 1
gefunden werden [35], was einen Hinweis auf eine stdrkere Allergenitét nitrierter Proteine
gibt.

Untersuchungen von Behrendt et al. (1997) beschreiben, dass auch die Bioverfiigbarkeit von
Allergenen aus Pollen durch Schadstoffe beeinflusst werden kann. Die Autoren stellten fest,
dass NO, und SO, die Bioverfligbarkeit von Allergenen aus Graserpollen reduzieren, wassri-
ge Schwebstaubextrakte hingegen zu morphologischen Verdnderungen der Pollenoberflache
mit vermehrten Austritt allergenhaltiger Proteine fithren [10, 36].

Andere Studien beschreiben dhnliche Effekte. In diesen wird eine Voraktivierung von Pollen
durch Schadstoffe mit Austritt von Allergenen postuliert. Als Folge wird eine Bildung aller-
genhaltiger Aerosole diskutiert [37-42]. Aufgrund einer tieferen Lungengéngigkeit konnen
diese zu einer verstiarkten Symptomatik, speziell asthmatischer Beschwerden, fithren [37-
42].

In einer Studie von Morgenstern et al. wurde ein weiterer Hinweis fiir eine Wechselwirkung
anthropogener Schadstoffe mit dem Allergentrdger gegeben [43]. Hierbei wurde der Zu-
sammenhang der Schadstoffexposition von Kindern mit dem Auftreten allergischer Erkran-
kungen untersucht. Es wurde beobachtet, dass die Exposition gegeniiber PM2,5 aus Ver-

kehrsbelastung die Sensibilisierungsraten sowie atopische Erkrankungen bei Kindern erhdht.
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Die Sensibilisierungsraten waren ausschlieBlich gegeniiber AuBenallergenen erhoht, was
ebenfalls einen Hinweis fiir eine Wechselwirkung anthropogener Schadstoffe mit dem Aller-
gentrager gibt.

Neben direkten Effekten von Schadstoffen auf den Allergentriager werden ebenfalls indirekte
iiber Einfluss auf allergene Pflanzen diskutiert.

Masuch et al. (1997) begasten Gréserspezien mit Ozon und beschrieben einen Anstieg meh-
rerer Griserpollenallergene [44]. Ahnliche Untersuchungen von Eckl-Dorna et al. (2010)
zeigten ebenfalls einen Anstieg von Allergenen durch Ozonbegasung [45]. Die physiologi-
sche Relevanz erhohter Allergengehalte mit verstarkter Symptomatik wurde in Immunoblots
bestitigt.

Eine Studie von Guedes et al. (2009) konnte zudem Unterschiede zwischen urbanen und
ruralen Pollen des weilen Géansefulles (Chenopodium alba) detektieren. Hierbei zeigten sich
unterschiedliche Proteinprofile zwischen urbanen und ruralen Pollen mit einer zusétzlichen
Reduzierung des Proteingehaltes in urbanen Pollen — ein Hinweis auf einen Einfluss urbaner
und ruraler Umweltbedingungen auf Pollen [46].

Auch Studien in Canna Pollen beschreiben unterschiedliche Expressionsmuster zwischen
urbanen und ruralen Pollen. Parallel wird ebenfalls eine Reduzierung des Proteingehalts in
urbanen Pollen festgestellt. Die Allergenitét der Pollen wurde zudem im murinen Sensibilie-
rungsmodell untersucht, wobei eine starkere Allergenitdt urbaner Pollen postuliert wurde
[47].

In diesem Zusammenhang ist interessant, dass Studien von D’Amato et al. (2000) und Ried-
ler et al. (2000) zudem eine hohere Priavalenz von Pollenallergien in urbanen Gebieten be-
schreiben [48, 49]. Pollen sind stirker entsprechenden Luftschadstoffen ausgesetzt als es
andere Allergene, wie beispielsweise die Hausstaubmilbe, sind. Die erhohte Privalenz von
Pollenallergien in urbanen Gebieten deutet ebenfalls auf eine Wirkung anthropogener Schad-
stoffe auf allergene Pflanzen und deren Allergentrdger hin, welche zu einer erhohten Aller-

genitit des Pollens fiir den Menschen fiihrt.

Abschlieflend ldsst sich sagen, dass bisherige Studien darauf hindeuten, dass die zunehmende
Urbansierung mit verdnderten Umweltbedingungen und steigender Schadstoffbelastung ei-
nen Einfluss auf den Menschen als auch den Allergentriager vermitteln. Hierbei besteht Evi-
denz, dass diese Verdnderungen als mitursdchliche Faktoren der zunehmenden Allergie vom

Typ 1 betrachtet werden konnen.
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Tabelle 3: Einfluss von Schadstoffen auf Pollen

Schadstoff Effekt auf Allergen/Allergentriger/Pflanze

. Nitrierung von Proteinen/Allergenen
NO; *  Beschidigung Pollenoberfliche

. Reduzierung Bioverfiigbarkeit von Allergenen

. Verstirkt die Nitrierung durch NO,
Ozon . Beschidigung Pollenoberfldche

. Erhoht Allergengehalt

SO, . Reduzierung Bioverfiigbarkeit von Allergenen
DieselruB3partikel *  Beschddigung Pollenoberfliche
Wiissrige Schwebstau- . Morphologische Verdnderungen der Pollenoberfléche
bextrakte o

Erhohte Bioverfiigbarkeit von Allergen

3.4.4 Adjuvante Effekte von Pollen

Allergien sind gekennzeichnet durch eine Th2-gewichtete Immunantwort auf bestimmte
Antigene, was in Folge zur Bildung von IgE und je nach Lokalisation zu den typischen
Symptomen der Soforttyp Allergie fiihrt. AbschlieBend geklart ist jedoch noch nicht, wes-
halb auf bestimmte Antigene eine Th2-gerichtete Immunantwort induziert wird. Bekannt ist,
dass der genetische Hintergrund ein mafgeblicher Faktor ist, welcher die Suzeptibilidt eines
Individuums zur Auspragung einer allergischen Erkrankung bestimmt. Parallel sind adjuvan-
te Faktoren bekannt geworden, welche in suszeptiblen Individuen die Allergieentstehung
fordern konnen. Diese Faktoren kdnnen anthropogener als auch biogener Natur sein und
sowohl auf Ebene der Sensibilisierung als auch in der Auspragung allergischer Erkrankun-

gen Einfluss nehmen (Abb. 1) [50].

Im Falle der Pollenallergie werden u. a. Pollen-cigene biogene Faktoren, welche parallel mit
dem Pollenallergen freigesetzt werden, fiir die Sensibilisierung und die Th2-begiinstigende
Immunititslage des Pollenallergens verantwortlich gemacht (Abb. 1). Zu diesen Pollen-

eigenen Faktoren gehoren NADPH-Oxidasen, Proteasen und PALMs (Abb. 3). Ein weiterer
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kiirzlich in Pollen identifizierter Faktor mit immunogenen Eigenschaften ist Adenosin [51-

59].

Genetic Predisposition
(e.g. Barrier dysfunction, cytokine
dysregulation)

adjuvant causal
Lack of Allergens
'I:arztt:ygive Primary sequence

Allergic Sensitisation Lack of bacterial

. g homologues
Biogenic and Sk MW
Anthropogenic ize, MW,
Cofactors Hydrophobicity
e.g. PALMs, LPS, Protein fold
NADPH Oxidase Stability
DEP, VOC, NO,, O, Solubility
Irritants . ) . Oligomerisation
Particle Matter Skin/Airway Hyperreactivity Surface motifs
ETS, NO,, O, Post-translational
Infections modification
Exercise Function

Allergic Disease

Abb. 1: Determinanten allergischer Erkrankungen [S0]

NADPH-Oxidasen

NADPH-Oxidasen sind membran-gebunde Enzymkomplexe, welche im Menschen u.a. in
der Phagosomenmembran Neutrophiler Granulozyten gefunden werden konnen [60]. Die
Aufgabe von NADPH-Oxidasen in Granulozyten ist die Generierung von Hyperoxiden und
reaktiven Sauerstoffspezien zur Zerstorung von Pathogenen. Gezeigt werden konnte, dass
Pollen ebenfalls NADPH-Oxidasen enthalten. In Pollen wird eine Funktion der NADPH-
Oxidasen im Pollenschlauchwachstum, in der Abwehr mikrobieller Erreger als auch in der
Signalgebung diskutiert [51, 61, 62]. In murinen Studien konnte gezeigt werden, dass die in
Pollen enthaltenen NADPH-Oxidasen ebenfalls zu Generierung reaktiver Sauerstoffspezien
in mukosalen Zellen fiihren und Einfluss auf die adaptive Immunantwort nehmen [51]. Die
parallele Gabe von Antigen mit NADPH-Oxidasen fiihrt zu einer Aggravation der Antigen-
induzierten allergischen Entziindung, einer erhdhten Atemwegshyperreaktivitidt sowie einer
verstarkten Bildung von IgE im Vergleich zur Gabe von Antigen allein. Die zusétzliche
Gabe von Antioxidantien schwécht die Antigen induzierte allergische Entziindung wieder ab.
Dies hebt die Bedeutung von in Pollen enthaltenen NADPH-Oxidasen in der allergischen
Entziindung hervor, weshalb sie als adjuvante und aggravierende Faktoren in Pollen disku-

tiert werden [51].
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Proteasen

Neben NADPH-Oxidasen sind weitere Enzyme, sogenannte Proteasen in verschiedenen
Pollenspezien beschrieben [63, 64]. Hierbei handelt es sich um proteolytische Enzyme, wel-
che Proteine oder Peptide spalten. Proteasen werden hingegen nicht nur in Pollen gefunden,
auch im Menschen sind sie nahezu ubiquitdr exprimiert. Im Menschen sind sie u.a. beteiligt
an der Regulation des Proteingehaltes der Zelle, aber auch an der hydrolytischen Spaltung
von Nahrungsmitteln im Gastrointestinaltrakt. Angenommen wird, dass Pollen-Proteasen
parallel mit dem Allergen aus dem Pollen freigesetzt werden und iiber ihre proteolytische
Aktivitdt auf humanem Gewebe sowie spezifische Aktivierung von Rezeptoren ebenfalls an
der Immunreaktion auf Pollenallergene beteiligt sind [52]. Diskutiert wird hier eine Zersto-
rung von Zell-Zell-Kontakten (Tight-Juncitons) zwischen den Epithelzellen, eine Aktivie-
rung spezifischer Protease- (PARs) und Toll-like-Rezeptoren (TLRs) sowie eine Induktion
von TSLP und weiteren proinflammtorischen Zytokinen und Chemokinen [52]. Begleitet
von einer Allergen-unabhingigen Aktivierung des Immunsystems konnen Allergene somit
leichter epitheliale Barrieren iiberqueren, was zu einer verstarkten Allergenitét beitragt [52].
Auch Allergene selbst konnen Proteasefunktion haben. Diese kann mitverantwortlich fiir ihre
Allergenitit sein oder diese maBigeblich bestimmen. Ein Beispiel hierfiir ist Der p 1, welches
zur Familie der Papain-like Cytein-Proteasen gehort.

Neben Proteasefunktionen sind weitere intrinische Funktionen von Allergenen bekannt, wel-
che ebenfalls mitverantwortlich fiir ihre Allergenitdt gemacht werden. So fungieren manche
Allergene als Pektatlyasen, Trypsininhibitoren, Kalzium-bindende Proteine, Lipidtransfer-
proteine oder Aktinbindende Proteine [50]. Jedoch sind nicht alle Allergene mit intrinsischen
Funktionen ausgestattet und nicht alle Proteasen sind Allergene. Deswegen gibt die intrinsi-

sche Aktivitét nicht die Antwort auf die Frage, was das Allergen zum Allergen macht.

Eikosanoide und PALMs

In Pollen wurden ebenfalls Lipide mit struktureller Ahnlichkeit zu den menschlichen Eiko-
sanoiden gefunden, die sogenannten Pollen-assoziierte Lipidmediatoren (PALMs) [25, 65].
Aufgrund ihrer Kreuzreaktivitit im PGE, und LTB, ELISA sowie ihrer funktionellen Ahn-
lichkeit zu entsprechenden Eikosanoiden wurden sie als PALMpgg; und PALM| 154 bezeich-

net.

Eikosanoide sind Produkte des Stoffwechsels von mehrfach ungesattigten Fettsduren, welche
20 Kohlenstoffatome enthalten [66]. Im Korper wirken sie als Immunmodulatoren und Neu-
rotransmitter und sind beteiligt an verschiedensten entziindlichen Prozessen [67]. Hierbei
unterscheidet man ausgehend von der Vorlaufersubstanz verschiedene Serien von Eikosano-
iden [68, 69]. Vorldufersubstanzen bilden hierbei die Dihomogammalinolensdure, die Arach-

idonsdure und die Eicosapentaensdure [68, 70]. Produkte der Dihomogammalinolensdure
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und der Eicosapentaensdure werden dabei als primér antiinflammatorisch, Produkte der Ara-
chidonsdure als inflammatorisch betrachtet (Abb. 2) [67-69]. Die einzelnen Vertreter der
Eikosanoide lassen sich in vier unterschiedliche Substanzgruppen unterteilen, die iiber G-
Protein-gekoppelte Membranrezeptoren oder nukledre Rezeptoren wirken [67]. Man unter-
scheidet hier die Prostacycline, die Thromboxane, die Prostaglandine und die Leukotriene

[66, 67, 71].
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Abb. 2: Produkte der Arachidonsiure (modifiziert, basierend auf [72])

LTB& und PALM@

Leukotriene der Serie 4 bilden sich aus Arachidonsdure iiber das Enzym Arachidonat-5-
Lipoxygenase,  welches die  Reaktion von  Arachidonsdure  iber  5-
Hydroperoxyeicosatetraensdure (5-HPETE) zu Leukotrien A4 (LTA4) katalysiert (Abb. 3)
[67, 71]. Das sehr instabile Epoxid Leukotrien A4 ist in Folge die Ausgangsverbindung zur
Biosynthese diverser Leukotriene. LTB, besitzt ein Molekulargewicht von 336,5 DA und ist
ein Leukotrien, welches von Leukozyten als Antwort auf inflammatorische Mediatoren pro-
duziert wird. Beschriebene Rezeptoren fiir LTB, sind der hochaffine BLT1-Rezeptor und der
niedrigaffine BLT2-Rezeptor [73, 74]. LTB,4 vermittelt u. a. die Adhésion von Leukozyten
am Endothelium, was diesen wiederum die Einwanderung in entsprechendes Gewebe er-

laubt. Fiir Neutrophile Granulozyten ist es zudem ein potentes Chemoattraktanz [74-76] und
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in der Lage in diesen die Produktion von Reaktiven Sauerstoffspezien sowie die Freisetzung
von lysosomalen Enzymen zu induzieren [77].

In Pollen verschiedener Spezies konnten ebenfalls LTB,-dhnliche Substanzen in unterschied-
lichen Konzentrationen durch Kreuzreaktivitit im LTB, ELISA identifiziert werden. Diese
wurden in Folge als PALM|1p4 bezeichnet [25]. LTB4 in Pollen wird ausgeschlossen, da
Pollen keine Arachidonséure, die Vorldufersubstanz fiir LTB,, enthalten.

Ahnlich LTB, waren ebenfalls wissrige Pollenextrakte (WPE) in der Lage eine Migration
und Aktivierung von Neutrophilen Granulozyten mit Freisetzung von Myeloperoxidase zu
induzieren [78]. Entsprechende Migration konnte mittels LTB4-Rezeptorantagonist gehemmt
werden. Zudem konnte der WPE induzierte Calcium-Flux durch Vorinkubation mit LTB4
gehemmt werden wie auch der durch LTB, induzierte Calcium-Flux durch WPE gehemmt
werden konnte. Dies sind deutliche Hinweise einer funktionellen Ahnlichkeit LTB4-
dhnlicher Substanzen aus Pollen (PALM| rg4) mit LTB,. Ahnlich Neutrophilen Granulozyten
induzieren WPE zudem eine Chemotaxis von Eosinophilen Granulozyten mit Aktivierung
und Freisetzung von Kationischen Protein sowie der Expression von CD11b. Auch hier
konnte die Migration durch den LTB4-Rezeptorantagonisten Ly293111 gehemmt werden
[79]. Als relevante chemoattraktisch wirksame Substanzen, verantwortlich fiir beobachtete
Migrationen, wurden 9- und 13-HODE und HOTE in WPE identifiziert. Hierbei handelt es
sich um monohydroxilierte Produkte der Linol- bzw Linolensdure [58]. Zusammenfassend
kann angenommen werden, dass in Pollen enthaltene LTB,-dhnliche Substanzen iiber spezi-
fische Aktivierung humaner BLTI1- und BLT2-Rezeptoren wirken, somit Allergen-
unabhingige inflammatorische Wirkung vermitteln und so Einfluss auf die allergische Ent-

ziindungsreaktion nehmen.

PGEg und PALM@
Neben LTBy-dhnlichen Substanzen sind in Pollen ebenfalls PGE,-dhnliche Lipidmediatoren

beschrieben. In menschlichen Zellen entstehen Prostaglandine durch die Cyclooxygenasen
COX-1 und COX-2 und nachfolgende verschiedene Prostaglandin-Synthasen [67, 71]
(Abb.3) aus der Dihommogammalinolensdure, der Arachidonsdure oder der Eicosapentaen-
sdure. Prostaglandine der Serie 2, zu denen PGE, gehort, sind dabei u. a. verantwortlich fiir
Schmerz, Blutgerinnung und Entziindung. PGE, besitzt dabei ein Molekulargewicht von
352,5 DA und vermittelt seine Wirkungen iiber die vier Rezeptoren EP1, EP2, EP3 und EP4
[67]. Im Korper ist PGE, das mengenmifBig haufigste Prostaglandin und hat vielfaltige phy-
siologische Funktionen. Unter pathologischen Bedingungen wird es ubiqitar produziert [80-
82]. Neben der Fieberreakton ist PGE,; beteiligt an allen Kardinalsymptomen der Entziindung
zu denen Odembildung, Rétung, Schwellung und Schmerz gehdren [80, 83]. PGE, erhoht

dabei die GefdBBpermeabilitidt und den Blutfluss im inflammatorischen Gewebe. Gleichzeitig
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fiihrt es zu einer Verstirkung des durch andere Entziindungmediatoren hervorgerufenen
Schmerzes, indem es die Aktivierungsschwelle fiir resistente Natriumkanile an sensiblen
Nerven herabsetzt [84].

Parallel vermittelt es direkte Effekte auf Immunzellen. Auf dendritische Zellen wurde ein
stimulatorischer Effekt auf die Maturation, die Antigenaufnahme, die Expression Kostimula-
torischer Molekiile sowie die Migration zum Lymphknoten gezeigt [85-87]. In Makrophagen
unterstiitzt es die Aktivierung durch IFN-y und TNF-a und induziert die Matrix-
Metalloproteinasen MMP-2 und MMP-9 [88, 89].

Die Wirkung auf T-Zellen stellt sich hingegen weitaus komplexer dar. So sind parallel im-
munsuppressive sowie -stimulatorische Effekte von PGE, beschrieben. Zum einen ist eine
Hemmung der T-Zellproliferation postuliert, wobei dieser Effekt in Abhangigkeit vom Diffe-
renzierungsstatus sowie der Lange der PGE, Interaktion mit der Zielzelle diskutiert wird.
Ebenfalls beschrieben ist eine Induktion von FoxP3'CD4'CD25" positiven regulatorischen
T-Zellen mit Unterdriickung von Effektor T-Zellen [90-92], eine Induktion von T-Zell-
Anergie und eine Hemmung der T-Zell Zytoxitat [93]. Gleichzeitig werden inflammatorische
Mechanismen in Teilen kontrovers diskutiert. So zeigten Studien eine Potentierung der Thl-
und Th17-Differenzierung durch PGE, [94], wihrend andere wiederum eine Hemmung von
IL-12 und IFN-y, nicht hingegen IL-4 und IL-5 durch PGE, postulierten [95]. Weitere Stu-
dien beschrieben eine verstiarkte IL-5 Produktion in T-Zellen durch PGE, [96]. Spétere Stu-
dien unterstiitzten eine Th2-fordernde Wirkung von PGE,, indem sie einen primenden Effekt
von PGE, auf Th-Zellen mit Folge einer hoheren Produktion der Th2-spezifischen Zytokine
IL-4, IL-10 und IL-13, sowie einer Hemmung der IL-12 Rezeptorsensitividt, postulierten
[97].

Ebenfalls auf Ebene der APZ wird ein Einfluss auf die T-Zellpolarisierung diskutiert. Hier-
bei ist sowohl ein Einfluss auf die APZ in Form einer Thl- [98], Th17- [99, 100] als auch
Th2-fordernden [101] Immunitétslage beschrieben. Die Wirkung scheint hier in Teilen in
Abhéngigkeit der Rezeptorwirkung als auch der Stimulationsbedingungen zu stehen. Die
Wirkung von PGE, ist somit sehr vielfdltig, womdglich in starker Abhédngigkeit von Kofak-

toren, Konzentration und Rezeptorexpression.

In Pollen werden, wie bereits beschrieben, ebenfalls PGE,-dhnliche Lipide, die sogenannten
PALMpgg, gefunden, welche mit weiteren Pollenfaktoren eine Th2-gewichtete Immunitéts-
lage begiinstigen.

Dendritische Zellen sind die Verbindung zwischen innater und adaptiver Immunabwehr und
sind die effektivsten APZ zur Aktivierung naiver T-Zellen, womit ihnen eine besondere Rol-
le in der Induktion einer Immunantwort zukommt. Im Falle der Allergie kommt ihnen eine

spezielle Rolle in der Sensibilisierungsphase, also der Entstehung der Allergie zu. Gleichzei-
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tig haben sie Einfluss auf die Erhaltung und Auspriagung der Erkrankung in bereits sensibili-
sierten Individuen [102, 103].

Eine Studie von Traidl-Hoffmann et al. [59] konnte zeigen, dass die Stimulation von aus
Monozyten generierten Dendritischen Zellen (MoDZ) mit LPS in Anwesenheit von WPE zu
einer verstiarkten Expression von Maturationsmarkern fiihrt, dhnliche Effekte wie sie fiir
PGE,; beobachtet werden konnen. Funktionell zeigte sich eine verstarkte Proliferation naiver
allogener T-Zellen, somit eine Verstarkung der allostimulatorischen Kapazitdt durch WPE.
Ebenfalls beschrieben wurde eine dosisabhédngige selektive Inhibition von IL-12p70 durch
WPE, wihrend andere Zytokine IL-6, TNF-a und IL-10 unbeeinflusst blieben [59]. Durch
GC-MS Analysen konnte PPE, als relevanter Faktor fiir beobachtete Effekte identifiziert
werden. PPE; war entsprechend WPE in der Lage die LPS induzierte IL-12 Sekretion zu
hemmen und eine Stimulation von MoDZ mit WPE sowie PPE, fiihrte in einer allogenen
DZ-T-Zellkokultur (MLR) zu einer erhohten 1L-4/IFN-y Ratio [59]. Weitere Studien analy-
sierten den Einfluss von WPE auf die Chemokin-Produktion, die Chemokin-Rezeptor Ex-
pression sowie die migratorische Kapazitit von MoDZ [56]. WPE fiihrten dabei zu einer
verstarkten Expression von CXCR4. Ein Chemokinrezeptor, welcher moglicherweise an der
Migration von DC in lymphoide Organe wahrend der allergischen Entziindung beteiligt ist.
Weiterhin wurde eine verminderte CCR1 und CCRS5 Expression beobachtet. Verminderte
CCR1 und CCRS5 Expression wird mit einem proinflammatorischen Phinotyp dendritischer
Zellen in Zusammenhang gebracht [104]. Die funktionelle Relevanz der erhéhten CXCR4
Expression zeigte sich in einer verstarkten Migration auf den CXCR4 Ligand CXCL12. Zu-
dem wurde eine verstiarkte Migration auf die Lymphknoten ,,Homing® Chemokine CCL19
und CCL21 beschrieben. Die Analyse der Chemokine zeigte zudem eine verringerte Produk-
tion der Th1-Chemokine CXCL10 und CCL5 mit paralleler Erhéhung des Th2-Chemokins
CCL22. Die funktionelle Bedeutung wurde in Migrationsassays mit Th1l- und Th2-Zellen
deutlich. Hierbei induzierten Uberstinde von mit LPS und WPE generierten MoDZ eine
verstirkte Th2- und verminderte Th1-Chemotaxis.

In einem murinen Modell wurde die Wirkung von WPE auf die Polarisierung von T-Zellen
weiter in vivo untersucht. Hierbei fiihrte die Gabe von Allergen in Kombination mit Bet-
WPE zu einer Herunterregulation des Thl-Zytokins IFN-y und einer Induktion der Th2-
typischen Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 [55]. PPE; in Kombination mit Allergen hingegen
fiihrte zu einer Herunterregulation von sowohl Th1- als auch Th2-spezifischen Zytokinen. In
vitro konnten die beobachteten WPE Effekte nur teilweise auf PPE1 zuriickgefiihrt werden.
Die Herunterregulation der Th1-Chemokine CXCL10 und CCL5 war fiir PPE; auch nach
Stimulation zu beobachten, hingegen nicht die Hochregulation des Th2-Cheomokins CCL22.

In der Gesamtheit sprechen diese Ergebnisse fiir summative Effekte von Pollenfaktoren auf

die Induktion einer Th2-gewichteten Immunantwort.
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Adenosin

Einen kiirzlich ebenfalls in Pollen identifizierter Faktor mit Wirkung auf Immunzellen stellt
Adenosin dar [53]. Im Korper kann das Nukleosid Adenosin ubiquitdr gefunden werden.
Adenosin besteht dabei aus der Nukleinbase Adenin und dem Zucker B-D-Ribose, wobei das
Molekulargewicht 276,2 DA betrdgt. Seine Wirkungen vermittelt Adenosin iiber die vier G-
Protein gekoppelten Rezeptoren Al, A2a, A2b und A3 [105], welche mit unterschiedlichen
G-Proteinen gekoppelt sind und unterschiedliche bis gegenlaufige Effekte vermitteln. Der
A1l- und A3-Rezeptor sind mit Gi-Proteinen gekoppelt, wiahrend der A2a- und A2b-Rezeptor
mit Gs-Proteinen und der A2b zusitzlich noch mit Gq/G11-Proteinen gekoppelt ist [106].
Des Weiteren besitzen die verschiedenen Rezeptoren unterschiedliche Affinitiaten zu Adeno-
sin, wobei der Al- und A2a-Rezeptor eine hohere Affinitat im Vergleich zu den Rezeptoren
A2b und A3 zeigen [107]. Produziert wird Adenosin intrazelluldr und extrazellulér, insbe-
sondere unter Bedingungen verstarkten Energieverbrauchs wie Stress oder Hypoxie, welche
sich im Rahmen von Entziindung oder Verletzung finden lassen [107, 108].

Die Wirkung von Adenosin wird primir als antiinflammatorisch eingeordnet, wobei auch
inflammatorische Wirkungen, abhingig von der Rezeptorbeteiligung, vermittelt werden.
Unter normalen Bedingungen liegen die Adenosin-Konzentrationen dabei bei etwa 300
nmol/l, wohingegen sie unter ischdmischen oder inflammatorischen Bedingungen rapide auf
bis zu 600-1200 nmol/l ansteigen kénnen [109].

Nachdem nicht alle durch WPE vermittelten Effekte auf bekannte Faktoren aus Pollen zu-
riickgefiihrt werden konnten, wurde in einer Studie von Gilles et. al (2011) das Pollenmeta-
bolom mittels Ultrahochauflésender-Massenspektrometric auf weitere ,,Kandidaten-
Substanzen* mit immunogener Wirkung analysiert [53]. Hierbei wurde Adenosin als rele-
vanter Faktor identifiziert. Die Pridsenz von Adenosin in Pollen verschiedener Spezies in pi-
molaren Konzentrationen konnte mittels hochauflosender Massenspektrometrie bestatigt
werden. In Zellassys wurde dessen immonogene Wirkung untersucht, wobei divergente Ef-
fekte in Zellen von Atopikern und Nicht-Atopikern beobachtet werden konnten [53].

Die Funktion von Adenosin in Pollen ist noch nicht abschlieBend geklért. Ein aktiver Trans-
porter-abhangiger Import von Nukleosiden konnte gezeigt werden, welche als Grundbaustei-
ne fiir die RNA Synthese wahrend der Pollenkeimung diskutiert werden [110, 111]. In fri-
schen Pollen detektiertes Adenosin kdnnte auch ein Abbauprodukt von ATP darstellen, wel-
chem u. a. Bedeutung in der Pollenkeimung und der Pollenschlauchbildung zukommt [112-
115].

Ahnlich PPE, ist auch Pollen-Adenosin in der Lage die Funktion humaner dendritischer Zel-
len zu modulieren. Hierbei konnte ebenfalls eine LPS induzierte IL-12 Hemmung durch in

Pollen enthaltenem Adenosin mit Beteiligung der A2a- und A2b-Rezeptoren gezeigt werden
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[53]. Des Weiteren vermittelt es iiber dendritische Zellen ebenfalls Wirkungen auf naive T-
Zellen. Werden dendritische Zellen (Nicht-Atopiker) zunidchst mit Adenosin oder WPE in-
kubiert und in Folge in Koinkubationen mit naiven T-Zellen eingesetzt, fithrt dies liber Wir-
kung auf dendritische Zellen zu einer Hemmung von IFN-y und Induktion von IL-10. Weiter
konnte gezeigt werden, dass Adenosin aus Pollen iiber dendritische Zellen von Nicht-
Atopikern tolerogene Wirkung durch Induktion von CD4"CD25"¢"Foxp3 " regulatorischen T-
Zellen vermittelt. Dieser Effekt ist auf dendritische Zellen von Atopikern signifikant gerin-
ger ausgepragt. Ebenfalls war in nicht-Atopikern die Induktion von IL-10 begleitet von er-
niedrigten Konzentrationen der Th2-spezifischen Zytokine IL-5 und IL-13, was sich eben-
falls nicht fiir Atopiker beobachten lieB [53]. Mit WPE oder Adenosin behandelte dendriti-
sche Zellen von Atopikern induzierten in allogenen Stimulationsassays mit naiven T-Zellen
von Nicht-Atopikern niedrigere Konzentrationen IL-10 und héhere Konzentraionen IL-5 und
IL-13 [53]. Adenosin scheint somit bei Nicht-Atopikern in der Lage zu sein, tolerogene Sig-
nale liber dendritische Zellen auf naive T-Zellen zu vermitteln, in dendritischen Zellen von

Atopiker scheint dieser Mechanismus gestort [53].
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Abb. 3: Imnmunmmodulation durch Pollen [modifiziert, basierend auf [116]]. Zusammenfassend
kann man sagen, dass der Pollen eine Vielzahl unterschiedlicher Substanzen enthilt, welche parallel
mit dem Allergen auf der Schleimhaut freigesetzt werden. Zu diesen Faktoren gehdren Proteasen,
NADPH-Oxidasen, PALMs oder Adenosin. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass diese Fakto-
ren divergente Wirkungen auf Zellen des Immunsystems besitzen, weshalb sie als adjuvante und ag-
gravierende Faktoren in der Soforttypallergie diskutiert werden. Wahrend durch Proteasen eine Barri-
erezerstorung mit den Folgen einer erleichterten Allergenpenetration beschrieben wird, ist fiir
NADPH die Induktion von oxidativem Strel mit verstirkter Rekrutierung von Granulozyten postu-
liert. Zusétzlich enthalten Pollen LTB4-dhnliche Lipidmediatoren (PALMj tp4), welche als Chemoat-
traktanz fiir Neutrophile und Eosinophile Granulozyten ebenfalls immunstimulatorische Wirkungen
vermitteln. Weitere in Pollen enthaltene PGE,-dhnliche Lipidmediaotren (PALMpggy) zeigen im-
mmunmodulative Wirkungen und begiinstigen eine Th2-gewichtete Allergie-fordernde Immunitétsla-
ge. Auch Pollen-Adenosin vermittelt immunmodulatorische Wirkungen. Hierbei werden hingegen
vielmehr tolerogene Effekte beschrieben, welche im Atopiker im Vergleich zum Nicht-Atopiker in
verminderter Auspragung bestehen.

3.5  Allergische Erkrankungen in Abhéngigkeit intrinsischer Faktoren

3.5.1 Hintergrund

Neben extrinsischen Faktoren, zu denen u. a., wie in 3.4 diskutiert, die Urbanisierung und
hier insbesondere anthropogene Schadstoffe gehoren, werden auch intrinsiche Faktoren als
Risikofaktoren fiir allergische Erkrankungen diskutiert. Neben genetischen Faktoren [9, 117,
118] sind hier ebenfalls hormonelle Faktoren, zu denen Sexualhormone, aber auch Adipoki-
ne gehoren, in den Vordergrund geriickt. Epidemiologisch konnen Unterschiede in der Pra-

valenz bestimmter Erkrankungen zum einen zwischen dem méannlichen und weiblichen Ge-
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schlecht, zum anderen in Abhingigkeit vom Erndhrungsstatus beobachtet werden. Hier wird
das weibliche Geschlecht als auch der Zustand der Adipositas mit einem verdnderten relati-
ven Riskio fiir einige allergische Erkrankungen in Zusammenhang gebracht. Dies deutet
darauf hin, dass sowohl Geschlecht als auch Adipositas mit einer verdnderten Immunantwort
in Verbindung stehen, welche zur Entwicklung oder Auspriagung bestimmter Erkrankungen

pradispositioniert.

Als Ursache fiir eine verdnderte Immunitéitslage zwischen Méannern und Frauen werden mit-
unter die Sexualhormone diskutiert [119-121]. Bei Adipositas werden die sogenannten Adi-
pokine mitverantwortlich gemacht [122-125]. Wahrend das weibliche Geschlecht mit einer
verstirkten Immunkompetenz in Verbindung gebracht wird, lasst sich dies fiir Adipositas
nicht pauschal sagen. Sofern man die Mortalitdtsraten einiger Erkrankungen in Verbindung
zu Adipositas betrachtet, werden sowohl erhdhte als auch gleichbleibende und erniedrigte
relative Risiken in Abhéngigkeit zur Erkrankung beschrieben [126]. Hierbei steht das relati-
ve Risiko sowohl in Abhdngigkeit zum Ausmal} der Adipostitas, hingegen ebenfalls, fiir jede
Erkankung zu beobachten, in weiterer Abhangigkeit zum Geschlecht [126].

3.5.2  Geschlechtsspezifische Unterschiede

Wihrend das weibliche Geschlecht mit einer erhohten Immunkompetenz in Verbindung
gebracht wird, stellt es gleichzeitig einen unabhéngigen Risikofaktor fiir pathologisch fehlge-
leitete Immunantworten gegen eigentlich harmlose Antigene dar. Hierzu gehdren allergische
Erkrankungen als auch Autoimmunerkankungen [121, 127]. Bis zu 5% der Bevdlkerung der
westlichen Lander sind von Autoimmunerkrankungen betroffen und 80% davon sind Frauen
[128]. Auch die Mehrzahl der von Asthma Betroffenen [129, 130], von schweren Nah-
rungsmittelallergikern [131-133] sowie vom anaphylaktischen Schock Betroffenen machen
Frauen aus [134].

Als Ursache fiir diese Beobachtungen sind verstirkt Sexualhormone in den Vordergrund
geriickt. Unterstiitzt wird die Hypothese einer hormonellen Beteiligung an Erkrankungen
sowie einer direkten Wirkung von Sexualhormonen auf das Immunsystem durch die Expres-
sion von Sexualhormonrezeptoren auf Immunzellen [135-139].

Sowohl Menstruation als auch Schwangerschaft zeigen einen Einfluss auf die Allergie-
auspragung. Dies wiederum gibt einen mafigeblichen Hinweis fiir eine direkte Beteiligung
von Sexualhormonen an der allergischen Entzlindungsreaktion [140-143]. Beispiele hierfiir
sind das Atopische Ekzem, bei dem sich hdufig eine Verschlechterung wahrend der Menst-
ruation beobachten lésst, als auch Asthma bei dem in 40% der Fille eine Zyklusabhéngigkeit
festzustellen ist [134]. Auch die Einnahme synthetischer Hormone in Form oraler Kontra-

zeptiva oder im Rahmen einer Hormonersatztherapie hat einen Einfluss auf die Allergie-
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auspragung und spricht fiir einen direkten Einfluss von Sexualhormonen auf die Auspragung
der Erkrankung. Hierbei konnte eine Aggravation der Symptomatik sowie eine Erhéhung des
Risikos fiir Keuchhusten beobachtet werden [144]. Auch ein Anstieg von IgE-Antikérpern
durch die Einnahme oraler Kontrazeptiva konnte gezeigt werden.

Aber auch hohere Konzentrationen der Antikorper Isotypen IgG sowie IgM sind bei Frauen
beschrieben [145-147]. Gemeinhin besitzen Frauen im Rahmen bestimmter Infektionen eine
hohere Resistenz als auch bessere Prognose. In vitro Untersuchungen konnten zeigen, dass
Ostrogen die IgG und IgM-Produktion von sowohl ménnlichen als auch weiblichen periphe-
ren mononukledren Blutzellen (PBMZs) erhoht, wohingegen Testosteron die Produktion
inhibiert [148-151].

Auch tierexperimentelle Studien deuten auf eine verbesserte Infektions-Resistenz beim weib-
lichen Geschlecht und eine Wirkung von Sexualhormonen auf das Immunsystem hin [135].
Metaanalysen beschreiben eine verstiarkte Pravalenz von Helminth-Infektionen beim ménnli-
chen Geschlecht verschiedener Wirbeltierarten [152]. Weitere Ubersichts-Arbeiten zeigen,
dass eine hohere Prévalenz parasitarer Infektionen sowie Filariosen in ménnlichen Ge-
schlecht in acht von zehn Studien postuliert wird [153, 154]. Ebenfalls findet sich eine hohe-
re Mortalitdt in Folge von Infektionen bei mannlichen Affen [155] sowie eine verringerte
Zytokinproduktion [156] als auch Antikorper-Antwort beim méannlichen Geschlecht ver-
schiedener Spezies [157].

Zusammenfassend deuten diese Beobachtungen auf eine gesteigerte Immunantwort beim
weiblichen Geschlecht und einen Einfluss von Sexualhormonen auf das Immunsystem hin.
Hierbei lisst sich auf eine immunstimulatorische Wirkung von Ostrogenen und eine immun-

suppressive von Testosteron schlielen.

Ostrogene
Bildung und Funktion

Ostrogene sind die Hauptvertreter der weiblichen Geschlechtshormone, wobei zwischen
Ostron, Ostriol und Ostradiol unterschieden wird. Ostradiol ist dabei das potenteste der Ost-
rogene [158]. Gebildet werden Ostrogene hauptsichlich in den Ovarien, im Follikel und
Gelbkorper, zu einem geringen Teil auch in der Nebennierenrinde und im Fettgewebe. Hier
entstehen sie aus mannlichen Geschlechtshormonen, katalysiert durch das Enzym Aromatase

CYP19A1 (Abb. 4).
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Abb. 4: Schema der Steroidsynthese [159]

Auch Minner bilden Ostrogene, hingegen in geringeren Mengen, wobei hier der Bildungsort
der Hoden ist [160]. Die physiologischen Ostradiolspiegel von Frauen liegen im Bereich 44
— 587 pmol/l in der folikuldren Phase, 125 — 1468 pmol/l in der Ovulationsphase und von 99
— 903 pmol/l in der lutealen Phase. Postmenopausal liegen die Ostradiolspiegel zwischen 44
und 110 pmol/l. Bei Minnern finden sich Ostradiolspiegel von 44 — 206 pmol/l. Die Wir-
kungen der Ostrogene sind vielfiltig. U. a. sind sie verantwortlich fiir die Entwicklung der
sekundiren weiblichen Geschlechtsmerkmale [161] sowie die Steuerung des Menstruations-
zyklus. Gleichzeitig haben sie Einfluss auf das psychische Befinden, den Knochenaufbau
[162] aber auch das Immunsystem [120, 127, 163, 164]. Die Wirkung der Ostrogene auf das
Immunsystem wird, wie bereits beschrieben, als primir immunstimulatorisch eingeordnet

[120, 127, 165].

Ostrogenrezeptoren (ERs) und ,.klassischer® Wirkmechanismus von Ostrogenen

Ihre Wirkungen konnen Ostrogene iiber spezifische Rezeptoren oder aber Rezeptor-
unabhingig vermitteln [166]. Bei den Ostrogenrezeptoren (ER) werden der Ostrogenrezeptor

o (ERa) und der Ostrogenrezeptor § (ERP) unterschieden, welche zur Superfamilie der nuk-

36



3 Einleitung

ledren Rezeptoren gehdren [166]. Bei beiden Rezeptoren handelt es sich um im Cytosol be-
findliche Rezeptoren, welche primir als DNA-bindende Transkriptionsfaktoren agieren und
als solche die Genexpression des Zielgens regulieren (,.klassischer” Wirkmechanismus).
Durch ihre lipohilen Eigenschaften konnen Ostrogene frei durch die Zellmembran diffundie-
ren und ihre Wirkungen innerhalb der Zelle vermitteln. Beim klassischen genomischen
Wirkmechanismus der Rezeptoren wird die Bindung der Ostrogene gefolgt von einer Dime-
risierung mit anschlieBender Translokation in den Zellkern. Translozierte Dimere binden in
Folge an spezifische Motive der DNA, sogenannte Ostrogen-responsive Elements (ERE) und
beeinflussen so die Genexpression. Mogliche Dimere konnen dabei Homo- aber auch Hete-
rodimere zwischen ERa und ERf sein. Hingegen konnen sich auch Heterodimere mit ande-

ren Rezeptoren bilden. Hier sind u. a. Dimere mit dem Thyroidrezeptor beschrieben.

Expression der ERs

Waihrend beide Rezeptoren weitldufig in Zellen sowie Geweben exprimiert sind, lassen sich
dennoch differenzierte Expressionsmuster beobachten. Der ERa wird hauptsdchlich im En-
dometrium, Eierstockstromazellen, Haut, Hypothalamus und in Brustkrebszellen [167] ex-
primiert. Die Expression des ERp ldsst sich verstarkt in Niere, Gehirn, Knochen, Herz, Lun-
ge, intestinaler Mukosa, Prostata und Endothelzellen beobachten [168].

Parallel wird eine Regulation der Rezeptorexpression durch inflammatorische, hypoxische
oder pathologische Zustinden beschrieben. Hierbei wird eine Anderung des Verhiltnisses
der Rezeptoren zueinander postuliert. Das Verhiltnis der Rezeptoren ist von mafigeblicher
Bedeutung, da unterschiedliche bis gegenldufige Effekte durch die Rezeptoren vermittelt
werden konnen [169, 170].

Regulation ER-Expression unter pathologischen und inflammatorischen Bedingungen

Tierexperimentelle Studien beschreiben eine Zunahme der ERB- und Abnahme der ERao-
Expression unter Verletzungs- oder Blutungszustinden und deuten somit eine Zunahme von
ERp unter inflammatorischen Bedingungen an [171]. Inflammatorische Bedingungen wer-
den gleichzeitig von Hypoxie begleitet. Ebenfalls gezeigt werden konnte eine Abnahme von
ERa unter hypoxischen Bedinungen [172, 173] sowie eine Zunahme der ER} Expression
unter oxidativem Stress [174].

Uberdies konnte auch unter pathologischen Bedingungen im Menschen eine veridnderte Ex-
pression der ERs nachgewiesen werden. Ein Beispiel hierfiir ist die Rheumatoide Arthritis.
In Patienten mit Rheumatoider Arthritis konnte eine verstarkte Expression des ERf} in Fib-
roblasten sowie inflammatorischen Zellen des Synovialgewebes nachgewiesen werden [175].

Auch eine verdnderte Rezeptorexpression in Patienten mit Systemischem Lupus Erythe-
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matodes konnte beobachtet werden. Zumal die T-Zellen der Patienten eine unveridnderte
Expression des ERP im Vergleich zu den Kontrollen aufwiesen, fand sich eine erniedrigte
ERa Expression, womit wiederum eine Verschiebung des Verhiltnisses zugunsten von ERf3
resultierte [176].

Eine verdnderte Rezeptorexpression unter inflammatorischen oder pathologischen Bedin-
gungen gibt Hinweis auf eine unterschiedliche Wirkung und méglicherweise Bedeutung von

Ostrogenen unter physiologischen und pathologischen Bedingungen.

Regulation der Ostrogensynthese unter inflammatorischen Bedingungen

Interessanterweise lésst sich ebenfalls eine Induktion der Aromataseaktivitit unter inflamma-
torischen Bedingungen beobachten. Dieses Enzym ist verantwortlich fiir die Konvertierung
von Androgenen zu Ostrogenen. Die Folge einer Induktion von Aromatase ist damit ein An-
stieg der Ostrogenkonzentration. Die Induktion von Aromatase kann hierbei durch die in-
flammatorischen Zytokine IL-6, TNF-a und IL-1 stattfinden [165].

Ostrogene konnen interessanterweise wiederum die Aromatase-induzierenden Zytokine IL-6,
TNF-o und IL-1 regulieren. Hier wird eine bimodale Wirkung von Ostrogenen diskutiert mit
Stimulation in physiologischen und Inhibition in pharmakologischen Konzentrationen [177,
178]. Gestiitzt wird die Studie zur Induktion von Aromatase durch proinflammatorische
Zytokine durch eine weitere Studie die feststellen konnte, dass sich in der Synovialfliissikeit
von Patienten mit Rheumatoider Arthritis — Gewebe mit erhdhter Entziindungsaktivitiat —
ein verindertes Verhiltnis von Ostrogenen zu Androgenen finden ldsst [165]. Dieses verin-
derte Verhiltnis wird auf die Expression von Aromatase in sich entziindlichem Gewebe lo-
kalisierter Makrophagen zuriickgefiihrt. Die erhohte Aromataseexpression fithrt zu einer
verstirkten Konvertierung von Androgenen zu Ostrogenen, womit die Ostrogenkonzentrati-
onen zu- und die Androgenkonzentrationen abnehmen. Dies sind Hinweise, die fiir eine star-
ke Beteiligung von Ostrogenen in der Entziindungsreaktion sprechen.

Nachdem die Ostrogen-Rezeptoren eine spezifische Expression aufweisen, ldsst sich zudem
eine unterschiedliche Affinitit der verschiedenen Ostrogene zu den Rezeptoren beobachten.
Hierbei binden Ostrone mit hoherer Affinitit an den ERa., Ostriol an den ERp. 17p-Ostradiol
bindet gleichsam an beide Rezeptoren. Interessanterweise wurden neben einer verdnderten
Rezeptorexpression im Systemischen Lupus Erythematodes, ebenfalls unterschiedliche Kon-
zentrationen der Ostrogenmetabolite im Vergleich zu gesunden Kontrollen beschrieben
[179].

Auch dies hat moglicherweise eine verdnderte Wirkung auf die Immunantwort zur Folge und

spricht fiir eine Beteiligung von Ostrogenen in der Entziindungsreaktion.
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,Nicht-klassischer Wirkmechanismus von Ostrogenen

Die Wirkung der Ostrogene ist damit duBert komplex und in starker Abhingigkeit von der
Rezeptorexpression. Neben einer Wirkung von Ostrogenen iiber entsprechende Rezeptoren
besteht zusétzlich eine Rezeptor-unabhidngige Wirkung (Abb. 6). Zudem kann auch die Wir-
kung iiber den Rezeptor in verdnderter Weise stattfinden, wobei der Rezeptor nicht als Tran-
skriptionsfaktor agiert und in anderer Weise Einfluss auf die Zelle nimmt (Abb. 5).

In Abhéngigkeit des Wirkmechanismus werden die Wirkungen bezeichnet als ,,genomische*
Wirkungen, in der der Rezeptor, wie bereits beschrieben, als Transkriptionsfaktor agiert, und
,.nicht-genomische® Wirkungen. Diese Bezeichnung kann hingegen auch irrefiihrend sein, da
auch als ,,nicht-genomische® Wirkungen bezeichnete Wirkmechanismen, Einfluss auf die
Genexpression nehmen konnen. Aus diesem Grund wird oftmals auch vom ,klassischen®
und ,,nicht-klassischen® Wirkmechanismus gesprochen.

Der als nicht-genomische Weg bezeichnete Wirkmechanismus der Ostrogene zeichnet sich
primdr durch seinen rapiden Verlauf aus, welcher unabhingig von der Transkription ist.
Hingegen konnen dennoch genomische Wirkungen indirekter Art nicht ausgeschlossen wer-
den. Die Wirkung kann hier in Abhédngigkeit oder unabhingig von den ERs stattfinden. Kri-
terien des nicht-genomischen Effektes sind eine Wirkung in einer Zeitspanne von wenigen
Minuten. Des Weiteren soll er nicht durch Inhibitoren der RNA- und Proteinsynthese zu
inhibieren sein und der Effekt durch physiologische Konzentrationen von Steroidhormonen
ausgelost werden.

Diskutierte nicht-genomische Wirkungen sind eine direkte Bindung von Ostrogenen an spe-
zifische Strukturen von Zielmolekiilen [180], ein membran-assoziierter Ostrogenrezeptor
[26], eine Wirkung oder Bindung an transmembrangekoppelte G-Proteine [181] sowie eine
verinderte Membranfluiditit [182, 183]. Vermutlich verbinden sich einige Ostrogenrezepto-
ren iiber Caveolin-1 mit der Zellmembran oder formen Komplexe mit G-Proteinen, Striatin,
Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (z.B. EGFR und IGF-1) oder 16slichen Tyrosin-Kinasen (z.B.
Src) [162, 184] und modulieren so die Funktion regulatorischer Kinasen (MAPK, PI3K,
Tyrosin-Kinasen) oder membran-assoziierter Molekiile (Ionenkanile, G-Protein gekoppelte

Rezeptoren) [185].
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Abb. 5: Direkt genomische, nicht-genomische und indirekt genomische Wirkungen von Ostro-
genen (modifiziert, basierend auf [186])

Immunstimulatorische Wirkung von Ostrogenen auf das Immunsystem

Zusammenfassend erscheint der Einfluss von Ostrogen auf das Immunsystem #duferst kom-
plex. Hierbei ist neben der Abhdngigkeit von der Rezeptorexpression auch eine Abhédngig-
keit von Expositonszeitpunkt und Expositionsdauer der Ostrogene beschrieben. Ebenfalls
gezeigt ist eine Abhingigkeit von der Konzentration der Ostrogene, mit bis zu gegenliufigen
Effekten in unterschiedlichen Konzentrationen. Generell werden Ostrogene als immunstimu-
latorisch betrachtet. Hinweise und Evidenz geben hier epidemiologische Beobachtungen und
in vitro Versuche. AusschlieBliche epidemiologische Beobachtungen machen es schwierig,
zwischen immunstimulatorischen Effekten von Ostrogenen und immunsuppressiven von
Adrogenen zu differenzieren sowie die Beobachtungen in direkte Abhangikeit zu den Sexu-
alhormonen zu bringen. So bestehen weitere endokrinologische Unterschiede zwischen
Mainnern und Frauen. Beispielsweise lassen sich in Frauen auch hohere Konzentrationen des
ebenfalls als immunstimulatorisch betrachteten Adipokins Leptin finden.

Fiir einen immunstimulatorischen Effekt von Ostrogenen sprechen ebenfalls in vitro Versu-
che. In diesen konnte u. a. eine Erhéhung der Phagocytosefahigkeit, Stimulation der Anti-
korperproduktion als auch bestimmter T-Zellzytokine durch Ostrogene gezeigt werden
[176]. Epidemiologische Beobachtungen sowie in vitro Versuche geben somit starke Evi-
denz fiir eine immunstimulatorische Wirkung von Ostrogenen mit der Folge einer verinder-

ten Immunantwort in Frauen.
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Androgene
Bildung und Funktion

Androgene sind Sexualhormone, welche fiir die Auspriagung der méannlichen Geschlechts-
merkmale verantwortlich sind. Zu ihren Vertretern gehdren Dehyroepiandrosteron (DHEA),
Androstendion, Androstendiol, Androsteron, Dehydrotestosteron und Testosteron (T). Die
Synthese der Androgene findet beim Mann primar in den Leydig-Zellen des Hodens und in
der Nebennierenrinde statt, bei der Frau in den Ovarien und ebenfalls in der Nebennierenrin-
de. Die Konzentration von Testosteron bei Ménner reicht dabei von 10-35 nmol/l, bei Frauen
liegen premenopausal Testosteronkonzentrationen von 1,3-2,6 nmol/l, postmenopausal 0,3-
0,82 nmol/l vor. Die Funktion der Androgene ist dhnlich den Ostrogenen vielfiltig. Zu ihren
Wirkungen gehoren u. a. die Erhaltung der méannlichen Merkmale, zudem hemmen sie die
Fettablagerung [187], fordern den Muskelaufbau [188] und nehmen Einfluss auf die Psyche
und das Verhalten [189]. Gleichzeitig ist eine Wirkung auf das Immunsystem diskutiert
[164]. Wihrend fiir Ostrogene eine immunstimulatorische Wirkung beschrieben ist, wird fiir
Testosteron u. a. durch epidemiologische Beobachtungen und in vitro Analysen eine immun-

suppressive Wirkung postuliert.

,.Klassischer” Wirkmechnismus von Androgenen und Androgenrezeptoren

Die Wirkung der Androgene wird entsprechend der Ostrogene primir iiber spezifische Re-
zeptoren vermittelt, kann hingegen ebenso rezeptorunabhingig sein. Eine Einteilung erfolgt
auch hier nach genomischer und nicht-genomischer Wirkung. Der Androgenrezeptor, auch
als NR3C4 (nuclear receptor subfamily 3, group C, member 4) bezeichnet, ist, wie der Ost-
rogenrezeptor, ebenfalls ein DNA bindender Transkriptionsfaktor, welcher die Genexpressi-
on reguliert [190]. Hierbei sind zwei Isoformen des Androgenrezeptors beschrieben, der
Androgenrezeptor A und der Androgenrezeptor B [191]. Aktiviert wird er entweder durch
Testosteron oder Dihydrotestosteron [192], was zu Konformationsdnderungen des Rezeptors

sowie Dimerisierung mit Translokation in den Zellkern fiihrt.

,LNicht-klassischer Wirkmechnismus von Androgenen

Neben dem klassischen genomischen Weg wird, dhnlich den Ostrogenen, ebenfalls ein nicht-
genomischer Signalweg diskutiert. Neben dem zytoplasmatischen Rezeptor wird zudem ein
Membranstindiger-Rezeptor, eine Interaktion mit speziellen Signaltransduktionsproteinen
im Cytoplasma, eine Interaktion mit zytoplasmatischen Androgenrezeptoren sowie ein ver-

dnderter lonentransport beschrieben [193, 194].
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Regulation der Testosteronkonzentration unter inflammatorsichen Bedingungen und immun-

suppressive Wirkung von Testosteron

Die Wirkung von Testosteron wird, wie bereits beschrieben, im Gegenteil zu Ostrogen als
eine immunsuppressive diskutiert [195]. Interessanterweise kann ein direkter Zusammen-
hang von inflammatorischen Bedingungen und Testosteron-Konzentration beobachtet wer-
den. So ist eine Abnahme der Serumtestosteronkonzentration wahrend Sepsis, Verbrennun-
gen, Myokardinfarkt oder Operationen beschrieben [196, 197]. Auch experimentelle Virus-
infektionen in Makakenaffen fiihrten nach Infektion zu einer Abnahme der Testosteronkon-
zentration [198]. Als moglicher Mechanismus wird eine Wirkung proinflammatorischer
Hormone auf die Hypothalamus-Hypophysen-Achse diskutiert, welche zur Senkung der
Testosteronkonzentrationen fiihren. In Ratten konnte gezeigt werden, dass das proinflamma-
torische Hormon IL-1f direkt auf die Hypothalamus-Hypophysen-Hoden-Achse mit Redu-
zierung der LH Freisetzung wirkt. Zudem wird eine direkte Hemmung der Expression des
»Steroidogenic Acute Regulatory® (StAR) Proteins in Leydig-Zellen durch IL-1 und TNF-
o postuliert [199, 200]. Uber Blockierung von StAR wird die Cholesterin-Translokation zur
mitochondrialen Membran der Leydig-Zellen unterbunden, somit der erste Schritt der Stero-
idhormonbiosynthese.

Eine Theorie zur Bedeutung verringerter Testosteronkonzentrationen durch Immunstimulati-
on ist die Annahme, dass hohe Testosteronkonzentrationen ebenfalls mit einem erhohten
Energieverbrauch einhergehen. Aufgrund dessen wird wéhrend einer Infektion der Testoste-
ronspiegel gesenkt wird, um die Energie fiir das Immunsystem bereitzustellen [195]. Auch
direkte immunsuppressive Effekte von Testosteron auf Immunzellen wurden beschrieben. In
vitro wurde u. a. eine Hemmung der Stickstoffmonoxid-Synthase in murinen Makrophagen
[201], eine Verringerung der Phagozytose-Kapazitit, eine verringerte Zytokinproduktion von
Makrophagen [202, 203] sowie eine Reduzierung der T-Helferzellfunktion durch Testoste-
ron beobachtet [204, 205]. Die Bedeutung der Senkung der Testosteronkonzentration unter
Infektion konnte somit auch in der funktionellen Verbesserung der Immunfunktion durch

verminderte inhibierende Testosteroneffekte liegen.

3.5.3 Einfluss des Erndhrungsstatus

Neben dem Geschlecht zeigt auch der Erndhrungsstatus Einfluss auf das Immunsystem.
Wihrend Untergewicht mit einer verminderten Immunkompetenz in Verbindung gebracht
wird, bedingt auch krankhaftes Ubergewicht, als Adipositas bezeichnet, eine verinderte Im-
munantwort [206-208]. So stellt dhnlich dem weiblichen Geschlecht auch Adipositas einen
unabhingigen Risikofaktor fiir eine Reihe von Erkrankungen dar und auch hier werden hor-

monelle Faktoren als mitursdchlich diskutiert [208, 209]. Die bei Adipositas diskutierten
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Hormone mit Einfluss auf die Immunantwort werden als Adipokine bezeichnet und sind vom

Fettgewebe sezernierte Substanzen.

Definition, Ursachen und Folgen der Adipositas

Adipositas beschreibt den Zustand einer iiber normale Malle hinausgehenden Vermehrung
des Korperfettanteils [210]. Nach WHO liegt eine Adipositas ab einem Koérpermassenindex
(BMI) von 30 kg/m” vor, wobei 3 Schweregrade unterschieden werden. Es ist hingegen auch
bereits ein BMI von 25-30 kg/m? als Ubergewicht oder Preadipositas klassifiziert (Tab. 4)
[211]. Der Korpermassenindex beschreibt das Verhaltnis von Koérpergrofie zu Gewicht. Eine
starke Vermehrung der Muskelmasse jedoch geht ebenfalls mit einem erhohten BMI einher,
wird dann hingegen nicht als Adipositas klassifiziert. Die Bezeichnung Adipositas bedingt
eine Korperzusammensetzung mit krankhafter Vermehrung des Fettgewebes. In der Betrach-
tung von Adipositas als Risikofaktor wird zudem nach dem Fettverteilungsmuster differen-
ziert. Intraabdominales Fett wird dabei als verstarkter Risikofaktor fiir einige mit Adipositas

in Verbindung gebrachte Erkrankungen betrachtet [212].

Tabelle 4: Einteilung des Ernéhrungsstatus nach WHO (nach [211])

Kategorie nach WHO BMI [kg/m’|
Untergewicht <18,5
Normalgewicht 18,5-24,9
Ubergewicht (Priadipositas) 25-29,9
Adipostias Grad | 30-34,9
Adipostias Grad 11 35-39,9
Adipostias Grad III (morbide Adipositas) >40

Als Ursache fiir die speziell in den industrialisierten Landern zu beobachtende Zunahme an
Adipositas werden die verdnderten Lebensbedingungen diskutiert. Diese fithren durch ver-
minderte korperliche Belastung und verstiarkte Nahrungszufuhr zu einer ungesunden Ener-
giebilanz [213]. Neben verdnderten Lebensbedingungen deuten Zwillingsstudien auch eine
starke genetische Beteiligung fiir die Entwicklung einer Adipositas an [214]. Unterstiitzt
wird dies durch Studien, die zeigen konnten, dass ein Zusammenhang zwischen dem BMI
adoptierter Kinder zu dem BMI ihren leiblichen Eltern, hingegen nicht zu dem der Adoptiv-
eltern besteht [215].

Die Folge von Adipositas ist ein erhohtes Risiko verschiedenster Erkrankungen [213]. Zu
diesen gehoren die typischen Zivilisationserkrankungen wie Bluthochdruck, Diabetes oder

Herzkreislauf-Erkrankungen. Parallel wird ebenfalls eine hohere Inzidenz von Infektionen,
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eine hohere Priavalenz bestimmter Autoimmunerkrankungen sowie Asthma postuliert. Be-
obachtungen, die einen Einfluss von Adipositas auf das Immunsystem wahrscheinlich ma-

chen [122, 207, 208, 216-219].

Asthma und Adipositas

Ein besonders interessantes Beispiel fiir ein verdndertes relatives Erkrankungsrisiko in Ab-
hiangigkeit von Adipositas ist Asthma. Adipositas erhoht zum einen das relative Risiko an
Asthma zu erkranken [217], zum anderen fiihrt sie zur Entwicklung eines schwer zu kontrol-
lierenden Typs von Asthma [220]. Somit besteht eine positive Korrelation der Adipositas
nicht nur mit der Inzidenz, sondern auch mit der Auspriagung der Erkrankung. Hierbei deuten
Studien auf einen direkten Zusammenhang zwischen BMI und Asthma hin [221]. Ebenfalls
wird eine Verbesserung der Erkrankung durch Gewichtsreduktion postuliert [217, 222-224].

Diskutiert werden im Hinblick auf Asthma und Ubergewicht u.a. mechanische Faktoren,
bedingt durch eine verringerte Lungenfunktion, zu der ein verringertes Atemvolumen sowie
eine verringerte funktionale Restkapazitdt gehoren [225]. Aufgrund einer verringerten Vo-
lumenkapazitdt und einer verringerten Dehnung der glatten Lungenmuskulatur besteht eine
geringere Kapazitit auf physiologische Stressereignisse zu reagieren [225]. Gleichzeitig ist
Ubergewicht verstirkt mit gastrodsophagealen Reflux assoziiert [225]. Direkter Kontakt der
Atemwege mit Magensaure fithrt zur Bronchokonstriktion [226], wobei die Zusammenhénge
gastrodsophagealen Reflux mit Asthma noch nicht abschlieBend geklért sind [225]. Beide
Effekte bedingen eine verringerte Lungenfunktion, der klinische Bedeutung in der Assoziati-
on von Asthma und Ubergewicht zugeschrieben wird [227]. Neben weiteren genetischen
Faktoren, welche eine Assoziation bestimmter Gene mit Asthma als auch Ubergewicht be-
schreiben [225], werden ebenfalls endokrinologische Faktoren mitursiachlich fiir die ver-

stiarkte Pravalenz von Asthma in adipdsen Personen gemacht [225, 228-230].

Das Fettgewebe als endokrines Organ

Das Fettgewebe ist ein endokrines Organ (Abb. 6) [231], womit eine Verdnderung der Fett-
masse ebenfalls endokrinologische Anderungen bedingt. Adipositas ist charakterisiert durch
einen niedriggradigen Entziindungsstatus, wobei vom Fettgewebe sezernierte proinflamma-
torische Mediatoren als ursdchlich diskutiert werden [124]. Die vom Fettgewebe sezernierten
Substanzen werden als Adipokine bezeichnet, bei denen es sich um bioaktive Faktoren han-
delt, die autokirn, parakrin oder endokrin wirken kdnnen [124]. Dabei haben Adipokine viel-
faltige Wirkungen und nehmen Einfluss auf Appetit, Energiegleichgewicht, Insulinsensitivi-
tat, Angiogenese, Blutdruck, Himostase hingegen ebenfalls das Immunsystem [231].

Zu den vom Fettgewebe sezernierten Substanzen gehdhren Zytokine, Komplementfaktoren,

C-reaktives Protein, Wachstumsfaktoren aber auch Hormone [231]. Gleichzeitig ist das Fett-
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gewebe gekennzeichnet durch die Expression bestimmter Enzyme, zu denen u. a. die Aroma-
tase gehort [231]. Hormone, deren primdre Quelle das Fettgewebe darstellt, sind Leptin und
Adiponektin, welche in Folge von Fantuzzi et al. [124] als die eigentlichen Adipokine be-
zeichnet wurden. Andere vom Fettgewebe sezernierte Substanzen werden auch von anderen

Geweben in dhnlichem Umfang oder vermehrt sezerniert.

. Hormone
Zytokine . Leptin, Resistin, Adiponectin
TNFa, IL-6, IL-8, IL-10, MCP-1 Adipozyten /
Komplement Faktoren J — .
Adipsin, Komplement Faktor B, Prostazykllne
ASP —_ ’ — PGE,
Enzyme Wachstumsfaktoren
Cytochrom P450 Aromatase, VEGF, HGF, IGF-1
17p-HSD

Abb. 6: Vom Fettgewebe sezernierte Substanzen [modifiziert, basiernd auf [232]]

Anderungen des Fettgewebe-Sekretionsmusters bei Adipositas

Endokrinologische Anderungen, welche mit Adipositas einhergehen, sind nicht nur durch
eine vermehrte Sekretion von Adipokinen gekennzeichnet. Vielmehr ldsst sich ein verdnder-
tes Sekretionsmuster finden, welches durch eine verstirkte Sekretion inflammatorischer Me-
diatoren charakterisiert ist [124]. Grob lassen sich die beiden von Fantuzzi et al. [124] als
eigentlichen Adipokine bezeichneten Hormone Leptin und Adiponektin in inflammatorisch
und antiinflammatorisch einteilen. Leptin wird primér als inflammatorisch betrachtet, Adi-
ponektin als antiinflammatorisch [233]. Der adipése Zustand ist nun nicht durch eine
gleichméfige Vermehrung von Leptin und Adiponektin charakterisiert. Es kann eine Zu-
nahme von Leptin [234], hingegen keine Zunahme von Adiponektin beobachtet werden.
Vielmehr ldsst sich ein Trend zu einer Reduktion des Adiponektinspiegels in adipdsen Per-
sonen finden [235]. Die verstiarkte Sekretion proinflammatorischer Substanzen mit vermin-
derter Sekretion antiinflammatorischer Substanzen bedingt in Folge einen niedriggradigen

Entziindungsstatus in adiposen Personen [124, 236, 237].
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Ursachen fiir das verdnderte Sekretionsmuster des Fettgewebes bei Adipositas

Als Ursache des verdnderten Sekretionsmusters bei Adipositas werden proinflammatorische
Makrophagen im Fettgewebe von adipdsen Personen diskutiert (Abb. 7). Makrophagen stel-
len einen normalen Bestandteil des Fettgewebes dar, im Fettgewebe adipdser Personen findet
sich diese hingegen vermehrt und zudem in verdanderter proinflammatorischer Form.

In Folge stellen Makrophagen im Fettgewebe bei Adipositas zum einen selbst eine Quelle
proinflammatorischer Mediatoren dar. Eine Vermehrung des Fettgewebes fiihrt ebenfalls zu
einer Vermehrung der Makrophagen und deren sezernierter Produkte. Zum anderen werden
sie fiir die verminderte Adiponektin-Sekretion von Adipozyten mitverantwortlich gemacht.
Die verstarkte IL-6 und TNF-a Sekretion der inflammatorischen Makrophagen hemmt die
Adiponektin-Sekretion von Adipozyten [124, 238] (Abb. 8). Gezeigt werden konnte das
TNF-a in der Lage ist, Adiponektin zu hemmen [239]. Die Makrophagen in adipésem Fett-
gewebe sind hingegen nicht nur durch eine héhere Sekretion von TNF-o. charakterisiert. Es
scheint vielmehr ein morphologisch als auch funktionell proinflammatorischer Status zu
bestehen, dessen Ursache bislang noch nicht vollstindig geklart ist. Als Ursache in der Dis-
kussion steht ein hypoxischer Zustand des Fettgewebes adiposer Personen, welcher zu mor-

phologisch als auch funktionell proinflammatorischen Makrophagen fiihrt [124, 240].

LEPTIN AND OTHER FACTORS
UPREGULATE ADHESION MOLECULES
ON ENDOTHELIAL CELLS, LEADING TO

MONOCYTE TRANSMIGRATION
‘ CLEPTIN
LEPTIN N 0VISFATIN
ADIPONECTIN b ) ADIPONECTIN <~
VISFATIN pIL-6
i AMCP-1
MCP-1 v 2 JOTHER FACTORS
OTHER FACTORS
280
(}f \ )r) -] INCREASED TNF
P o o 2 - INHIBITS
2
ADIPONECTIN
D £ 7 &) () e
]'i - 3 ? A
TNFo O TNFa
IL-6 fIL-6
MCP-1 N tMCP-1
OTHER CYTOKINES VY 2OTHER CYTOKINES AND CHEMOKINES
(RESISTIN AND ADIPSIN) (RESISTIN AND ADIPSIN)
OBESITY

Abb. 7: Morphologische und endokrine Anderungen von adiposem Fettgewebe [124]

Eine Vielzahl von Faktoren wird vom Fettgwebe sezerniert (siche Abb. 7), weshalb es als
endokrines Organ bezeichnet wird. Aufgebaut ist das Fettgewebe aus Adipozyten und der

stromalen vaskuldren Fraktion, welche bis zu 10% aus Makrophagen besteht. Zu den von
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Adipozyten sezernierten Faktoren gehoéren u. a. Leptin, Adiponektin, Visfatin, IL-6 und
MCP-1. Makrophagen sezernieren mitunter TNF-a, IL-6 und MCP-1. Mit steigendem Grad
der Adipositas lassen sich morphologische und endokrine Anderungen des Fettgewebes fest-
stellen. Leptin und weitere vom Fettgewebe sezernierte Faktoren fiihren zur Hochregulation
von Adhésionsmolekiilen an Endothelzellen, gefolgt von einer Monozyten-Transmigration.
Mit steigendem Grad der Adipositas lasst sich in Folge einer erhdhte Anzahl an Makropha-
gen im Fettgewebe finden. Diese Makrophagen zeigen zudem morphologische Verdnderun-
gen und reifen zu Riesenzellen heran. Parallel ldsst sich ein verdndertes Sekretionsmuster
beobachten. Unter Adipositas zeigt sich eine erhohte Leptin-, Visfatin-, IL-6- und MCP-
1Sekretion, wahrend die Adiponektinsekretion erniedrigt ist. Als ursachlich fiir eine ernied-
rigte Adiponektinsekretion wird das durch Makrophagen sezernierte TNF-o diskutiert. Ne-
ben einer erhéhten TNF-a Sekretion sezernieren diese Makrophagen zudem hoéhere Kon-

zentrationen an IL-6, MCP-1 und anderen Zytokinen und Chemokinen.

Hypoxischer Zustand des Fettgewebes bei Adipositas

Das Fettgewebe adipdser Personen ist durch einen hypoxischen Zustand gekennzeichnet.
Dieser wird auf die verstiarkte Hypertrophie und Hyperplasie des wachsenden Fettgewebes
zuriickgefiihrt. Die Adipozytengrof3e kann auf bis zu 140-180 um Durchmesser zunechmen
[241], die VergroBerung von Adipozyten ist hingegen aufgrund des Diffussionslimits von
Sauerstoff, welches bei einem Durchmesser von 100 um liegt, limitiert.

Angenommen werden kann, dass die Adipozyten adipdser Personen aufgrund ihrer Hyper-
trophie eine unzureichende Sauerstoffzufuhr haben [241]. Unzureichende Sauerstoffzufuhr
kann zu einer verstirkten Apoptoserate der Adipozyten fithren, was wiederum eine Makro-
phageninfiltration bedingen kann [241].

Es konnte gezeigt werden, dass die Apoptoserate von Adipozyten in adipdsen Personen um
ein 30-faches erhoht ist [242]. Apoptotische Adipozyten wiederum aktivieren Makrophagen,
was in Folge zu einem proinflammtorische Milieu mit Rekrutierung weiterer Immunzellen
fiihrt [241]. Es konnte beobachtet werden, dass 90 % der Makrophagen im weiflen Fettgewe-
be bei Adipositas, human als auch murin, um apoptotische Adipozyten lokalisiert sind. Dort
formen sie Riesenzellen (Giant cells), welche ein Charakteristikum eines inflammatorischen
Zustandes sind [242]. Als Ursache fiir das verdnderte Sekretionsmuster des Fettgewebes bei
Adipositas kann somit u. a. der hypoxische Zustand des Fettgewebes betrachtet werden, wel-
cher sowohl mit einer vermehrten Makrophageninfiltration als auch mit einer vermehrten

Makrophagenaktivierung einhergeht [241, 242].
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Makrophagen im Fettgewebe

Die Anzahl der Makrophagen im Fettgewebe, human sowie murin, ist direkt mit dem Uber-
gewicht sowie der AdipozytengroBe korreliert [236, 243]. Der Vergleich weiblicher und
mannlicher Miuse zeigt zudem, dass in weiblichen Mausen eine hohere Anzahl zu finden ist.
Die Ursache hierfiir ist bislang unklar und es ist fraglich, ob dies ebenfalls human der Fall ist
[124]. Induziert wird die Migration durch vom Fettgewebe sezerniert Substanzen, welche
Adhésionsmolekiile u. a. ICAM-1 in Endothelzellen hochregulieren und so zu einer Adhési-
on und Transmigration von Monozyten fithren [244]. Ein Effekt der durch Leptin immitiert
werden kann [244]. Insgesamt ldsst sich eine direkte Korrelation von Leptin, TNF-o und IL-
6 mit Adipositas feststellen [245]. Makrophagen sind dabei die Hauptquelle von TNF-a und

verantwortlich fiir 50% des vom Fettgewebe sezernierten IL-6 [243].

Fettgewebe und Sexualhormone

Neben Zytokinen exprimiert das Fettgewebe ebenfalls Enzyme unter anderem Aromatase.
Aromatase ist das Enzym, welches fiir die Konvertierung von Androgenen zu Ostrogenen
verantwortlich ist, womit aus einer Vermehrung des Fettgewebes auch eine verstiarkte Ex-
pression dieses Enzyms resultiert. Als Folgen werden verdnderte Sexualhormonspiegel mit
Unfruchtbarkeit bei Méannern und Frauen diskutiert [246]. Bei Ménnern ldsst sich zudem
eine Verweiblichung (Gyndkomastie) beobachten. Die Verdnderungen der Hormonspiegel
werden hingegen kontrovers diskutiert. Zum einen wird ein genereller Anstieg der Ostrogene
in Adipositas beschrieben, zum anderen werden hingegen auch differentielle Effekte in
Mainnern und Frauen postuliert [225, 246, 247]. Bei Mannern wird einheitlich eine Zunahme
der Ostrogene mit Abnahme der Androgene beschrieben, wihrend bei Frauen die Angaben
widerspriichlich sind [225, 247]. So wird sowohl eine Zu- als auch Abnahme der Ostrogene
bei Frauen postuliert [225, 246, 247].

Zumal hormonelle Effekte kontrovers diskutiert sind, wird die Zunahme der Ostrogene in
Adipositas als mitursdchlich fiir eine verfrithte Menarche bei Madchen sowie einen verspéte-
ten Pubertitseintritt bei Jungen betrachtet [246]. Moglicherweise ist Ausmal als auch Zeit-
punkt der Adipositas entscheidend fiir resultierende hormonelle und physiologische Effekte.
Wihrend ein Einfluss sich verdndernder Sexualhormonspiegel auf das reproduktive System
beschrieben ist, werden die steigenden Ostrogenkonzentrationen in Adipositas ebenfalls als
kausaler Faktor fiir die Assoziation von Asthma und Adipositas diskutiert [225]. So finden
sich Parallelen zwischen der Assoziation des weiblichen Geschlechts und Asthma sowie von
Adipositas und Asthma. Entsprechend dem weiblichen Geschlecht ist ebenfalls Adipositas
mit einem schweren therapieresistenten Asthma assoziiert [225]. Unabhédngig davon konnte
gezeigt werden, dass die Einnahme von Ostrogenen bei adulten Frauen das relative Risiko

fiir Asthma erhoht [225].
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Dies sind Beobachtungen, die Evidenz geben, dass ebenfalls verdnderte Spiegel der Sexual-

hormone an der Assoziation von Adipositas und Asthma beteiligt sein kénnten.

Leptin

Bei Leptin handelt es sich um ein 16 kDA grof3es Peptidhormon, welches vom OB Gen co-
diert wird [248]. Sezerniert wird Leptin primir von Adipozyten, in geringen Mengen aber
auch von der Plazenta, der Magenschleimhaut, dem Knochenmark, dem Brustepithel, dem
Skelettmuskel, der Hypophyse und dem Hypothalamus [248-252]. Die Hauptaufgabe von
Leptin ist die Appetitkontrolle, wobei die Leptinkonzentration direkt mit der Masse des Fett-
gewebes korreliert [253]. Die Leptinkonzentration Normalgewichtiger liegt hierbei um etwa
10 ng/ml, bei adipésen Personen bei etwa 30 ng/ml [254]. Interessanterweise kann ebenfalls
ein Unterschied der Leptinkonzentration zwischen Ménnern und Frauen beobachtet werden.
Hier weisen Frauen in Abhédngigkeit vom Alter eine 1,5 bis 3 fach héhere Konzentration an
Leptin im Vergleich zu Ménnern auf [255]. Parallel zeigen sie hingegen eine erniedrigete
Expression des Leptinrezeptors [256].

Maiuse mit Mutationen im OB-Gen (ob/ob) oder dem Leptinrezeptor-Gen (db/db), sowie
Menschen mit entsprechenden Mutationen haben starkes Ubergewicht [230, 257-260]. Uber
Wirkung im Hypothalamus hemmt Leptin das Hungergefiihl und steigert den Energiever-
brauch [248, 261-264]. In adip6sen Personen wird eine Storung dieser Regulation, eine so-
genannte Leptinresistenz, diskutiert, welche zur Gewichtszunahme beitragt [265, 266]. Ne-
ben der maligeblichen Beteiligung von Leptin an der Hungerregulation, hat es ebenfalls Ein-
fluss auf die Reproduktion [267], den Knochenstoffwechsel [268], die -Zellen des Pankreas
[269], die Angiogenese [270] aber auch das Immunsystem [124, 125, 271-275].

Wirkung von Leptin auf das Immunsystem

Sowohl Unter- als auch Ubergewicht gehen mit einer verinderten Immunantwort einher. Als
mitursdchlich diskutiert werden u. a. verdnderte Leptinkonzentrationen mit Wirkung auf das
Immunsystem [208, 273]. Weitere Beobachtungen, die fiir einen Einfluss von Leptin auf das
Immunsystem sprechen, sind erhdhte Leptinkonzentrationen nach Infektion sowie die Induk-
tion von Leptin durch proinflammatorische Zytokine wie TNF, Leukemia Inhibitory Factor
oder IL-1 [276-279]. Weiterhin wurden Leptinrezeptoren auf Immunzellen nachgewiesen,
was wiederum ein malgeblicher Hinweis fiir eine Bedeutung von Leptin im Immunsystem
ist [280-283].

Im Allgemeinen wird Leptin als immunstimulatorisch diskutiert, hingegen werden divergen-
te Effekte in unterschiedlichen Zelltypen beschrieben. Auf T-Zellen wirkt Leptin antiapopto-
tisch und reguliert die T-Zellproliferation wie —aktivierung [281]. Hierbei wirkt es inhibie-

rend auf die Proliferation von Gedéachtnis T-Zellen, hat hingegen einen stimulierender Effekt
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auf naive T-Zellen [273, 274, 284]. Parallel wird ebenfalls eine divergente Wirkung auf ver-
schiedene T-Helfersubtypen diskutiert. So wird die Stimulation des Thl- sowie Hemmung
des Th2-Phénotyps postuliert [273, 285].

Hinweis auf entsprechende Effekte von Leptin gaben u. a. tierexperimentelle Studien in Lep-
tin-defizienten Méausen. In diesen konnte festgestellt werden, dass Mause, welche Leptin-
defizient sind, eine verringerte Anzahl naiver T-Lymphozyten aufwiesen [273, 286]. Hierbei
konnte die Administration von Leptin die Zahlen normalisieren. Zudem lie3 sich in diesen
Mausen eine geringere Sekretion der Zytokine IL-2, IFN-y, TNF-a, und IL-18 sowie hohere
Sekretion von IL-10 und IL-4 beobachten. Dies fiihrte zu dem Schluss eines Thl-
stimulierenden Effektes von Leptin [273, 286].

Weitere tierexperimentelle Studien mit Fehlfunktionen von Leptin oder dem Leptinrezepor
untersuchten die Wirkung von Leptin auf Makrophagen [272]. Hier wurden Defekte in der
Phagozytose, sowie in der Expression inflammatorischer Zytokine in vivo und in vitro be-
schrieben. Die Administration von exogenem Leptin in vivo und in vitro hatte auch hier posi-
tiven Einfluss auf sowohl Phagozytose als auch Zytokinproduktion [272]. Auch auf Monozy-
ten hat Leptin stimulierende Effekte. Hier fiihrt es zu einer verstirkten Proliferation und

aggraviert die LPS oder PMA induzierte Aktivierung [275].

Adiponektin
Adiponektin wird vom ADIPOQ-Gen codiert. Das Molekulargewicht von Adiponektin ist

dabei uneinheitlich, so existiert eine ,high-molecular weight“- (HMW) und eine ,low-
molecular weight (LMW) Form [231]. Seine Wirkungen vermittelt Adiponektin iiber ver-
schiedene Rezeptoren [287-289]. Identifiziert sind bislang der Adiponektin-Rezeptor 1, der
Adiponektin Rezeptor 2 und T-Cadherin [288, 289]. Die Adiponektin 1- und 2 Rezeptoren
zeigen Homologie zu G-Protein gekoppelten Rezeptoren, wiahrend T-Cadherin zu Rezepto-
ren der Cadherin Familie gehort [288, 289]. Im Vergleich zu den Leptinkonzentrationen,
welche im ng/ml Bereich liegen, befinden sich die Adiponektinkonzentrationen im pg Be-
reich um ein vielfaches héher. Wahrend die Leptinkonzentration in adipésen Personen er-
hoht ist, ldsst sich fiir Adiponektin ein Trend zu einer Reduktion in Adipdsen [235] und einer
Erhohung in anorektischen Personen feststellen [290].

Eine Bedeutung hat Adiponektin u.a. im Glukosestoffwechsel [291], in der Insulinsensitivitét
[292, 293], im Lipidkatabolismus [291], im Energiemetabolismus und in der Immunregulati-

on [294-297].

Wirkung von Adiponektin auf das Immunsystem

Beschriebene Wirkungen von Adiponektin auf das Immunsystem sind eine Inhibition der

TNF-ao und IL-6 Sekretion sowie eine Induktion von IL-10 und dem IL-1-
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Rezeptorantagonist [294-297]. Auch postuliert wurde eine Inhibition von NFkB [297] sowie
eine Reduktion der Adhésionsmolekiile ICAM-1 und VCAM [298, 299]. Zusammenfassend

wird eine antiiflammatorische Wirkung von Adiponektin auf das Immunsystem postuliert.

3.5.4 Sexualhormone und Leptin

Wie bereits beschrieben, ist der Hormonhaushalt von Frauen nicht einzig durch hohere Kon-
zentrationen von Ostrogenen charakterisiert, es zeigen sich gleichzeitig auch hohere Kon-
zentrationen des ebenfalls als immunstimulatorisch betrachteten Hormons Leptin [300].
Fraglich ist, inwieweit dies im Zusammenhang mit den unterschiedlichen Immunantworten
zwischen den Geschlechtern steht.

Interessanterweise lasst sich ein direkter Zusammenhang der Sexualhormone mit Leptin
beobachten. So konnte gezeigt werden, dass 178-Ostradiol die Leptinsekretion induziert
[300], wéahrend Testosteron selbige hemmt [301]. Auch eine Regulation der Leptinrezepto-
rexpression durch 17B-Ostradiol ist beschrieben, wobei Frauen im Vergleich zu Ménnern
durch eine verminderte Expression der Leptinrezeptoren gekennzeichnet sind [256]. In der
Gesamtheit sind dies Hinweise fiir einen engen Zusammenhang der Sexualhormone mit Lep-

tin.

Auch auf Immunzellen sind sowohl Rezeptoren als auch Wirkungen der Sexualhormone und
Leptin beschrieben [127, 137, 163, 177, 178, 202, 205, 280-283, 302]. Die Frage, die sich
stellt, ist inwieweit diese Hormone hier moglicherweise zusammenwirken. Die Beobachtung,
dass Ostrogen Leptin induziert und beide Hormone als immunstimulatorisch betrachtet wer-
den, lasst die Vermutung zu, dass diese Hormone moglicherweise synergistische Wirkungen

entfalten.

In diesem Zusammenhang ist interessant, dass bei Asthma ein engerer Zusammenhang der
Leptinkonzentration mit der Erkrankung in Frauen als in Méannern postuliert wurde [228].
Mbglicherweise aufgrund einer synergistischen Wirkung von Leptin mit Ostrogenen, welche
in Folge den Effekt von Leptin verstiarken. Frauen weisen zudem ein verdndertes relatives
Mortalititsrisiko Adipositas-assoziierter Erkrankungen als Méanner auf[225, 303]. Weiterhin
ist unklar, inwieweit eine veranderte Wirkung adipositas-assoziierter Faktoren (z. B. Leptin),
moglicherweise liber Interaktionen mit den Sexualhormonen, in Méannern und Frauen be-

steht.
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3.6  Bedeutung CD4" T-Zellsubpopulationen

Das Immunsystem ist ein korpereigenes Abwehrsystem zum Schutz vor Erkrankungen. Ab-
hiangig von der Art der Immunantwort wird das innate von dem adaptiven Immunsystem

unterschieden.

Die innate Immunabwehr stellt die friihe Abwehrreaktion des Korpers gegen Krankheitser-
reger bereit. Nur ein Pathogen, welches diese erste Abwehr durchbricht, 16st eine adaptive
Immunantwort aus. Im Gegensatz zur adaptiven ist die innate Immunabwehr eine eher un-
spezifische Abwehrreaktion des Korpers, deren beteiligte Proteine im Genom festgelegt sind
und nicht angepasst werden konnen. Sie besteht aus zelluldren und biochemischen Abwehr-
mechanismen, die bereits vor der Infektion stehen, um eine schnelle Reaktion zu ermogli-
chen. Durchbricht ein Pathogen diese erste Abwehr, stellt die innate Immunabwehr zudem
die Weichen fiir die adaptive Immunabwehr. Durch ein spezifisches Zytokinmillieu kanns
sie die Richtung in eine mehr humorale oder zelluldre adaptive Immunabwehr vorgeben
[304-306]. Im Gegensatz zur innaten ist die adaptive Immunabwehr hochspezifisch und
zeichnet sich durch Ausbildung eines Gedéchtnisses aus. Dieses ermoglicht es auf erneuten
Antigenkontakt verstiarkt und verbessert zu reagieren. Vermittelt wird die adaptive Immun-
antwort von Lymphozyten, zu denen B-Zellen und T-Zellen gehoren. Unterschiedliche
Krankheitserreger induzieren hierbei verschiedene adaptive Immunantworten, welche sich
unter anderem durch die Induktion unterschiedlicher T-Zellsubpopulationen auszeichnen

[304-306]. Auf diese soll im Folgenden ndher eingegangen werden.

T-Zellen werden zunichst nach CD4 - und CD8 -Expression unterschieden [307]. CD4" T-
Zellen werden als T-Helferzelle bezeichnet, wobei mehrere Subpopulationen mit unter-
schiedlichen Eigenschaften und Funktionen sowie Bedeutung in Physiologie als auch Patho-
physiologie differenziert werden [2, 9, 308]. Die Induktion der fiir die Infektion entspre-
chenden Subpopulation ist dabei fiir die Klarung der Infektion von entscheidender Bedeu-
tung [9, 309].Unterschieden werden u. a. Th1-, Th2-, Th17- sowie Th22-Zellen, welche an
der Abwehr unterschiedlicher Krankheitserreger beteiligt sind (Abb. 8). Gleichzeitig werden
entsprechende Subpopulationen in Verbindung mit pathologischen Bedingungen, zu denen
die allergische Soforttypreaktion als auch Autoimmunerkrankungen gehoren, gebracht [309]
(Abb. 8). Als Gegenspieler entsprechender T-Zell-Populationen kénnen die regulatorischen
T-Zellen betrachtet werden. Diese sind verantwortlich fiir die Limitierung und Regulation
der Immunantwort sowie die Erhaltung der Toleranz gegen Selbstantigene und korperfremde

harmlose Antigene [309].
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Th1-Zellen

CD4" T-Zellsubpopulationen wurden erstmals in den 80iger Jahren beschrieben [310, 311],
wobei zunédchst nur ein Konzept der Thl- und Th2-Zellen bestand, welches spater erweitert
wurde.

Die Rolle der Th1-Zellen wird primér in der Abwehr intrazelluldrer Erreger, wie Bakterien,
Viren aber auch Parasiten eingeordnet, wobei ihre Hauptaufgabe in der Phagozytenaktivie-
rung liegt [312]. Uber die Produktion von IFN-y sind sie zudem beteiligt am Isotypwechsel
zu Komplement bindenden und opsonisierenden IgG-Antikdrpern [310, 313]. Parallel wer-
den sie als Effektorzellen in pathologisch fehlgeleiteten Immunantworten auf Selbstantigene,
in sogenannten Autoimmunerkrankungen, diskutiert [8]. Hier kann ihre inaddquate Aktivie-
rung und Reaktion auf Selbstantigene zu pathologischen Gewebeschdden- sowie im
schlimmsten Fall zur Gewebezerstérung fithren [8, 309, 314-316]. IFN-y ist dabei das Mar-
ker- und gleichzeitig wichtigste Effektorzytokin der Th1-Zellen und maBigeblich beteiligt an
der Makrophagenaktivierung [9, 312].

Induziert und unterstiitzt wird die Th1-Zell-Differenzierung durch die Zytokine 1L-12, IL-18
sowie Typ 1 Interferone, welche Infolge von Infektionen von der innaten Immunabwehr
gebildet werden [9, 312, 317, 318]. Die Zytokine IFN-y und IL-12 aktivieren die Transkrip-
tionsfaktoren T-Bet, STAT1 und STAT4, welche malBgeblich an der Thl-Differenzierung
beteiligt sind [312]. T-Bet wird hierbei als Masterregulator der Th1-Differenzierung betrach-
tet [312]. Das Markerzytokin der Th1-Zellen, IFN-y, amplifiziert die Thl-Differenzierung
und inhibiert die Differenzierung von Th2- und Th17-Zellen [318, 319].

Weitere Faktoren, welche die Th1-Zell Differenzierung beeinflussen, sind die Menge und
Art des Antigens und der Antigenpréasentation [320, 321]. Hohe Mengen an Antigen, sowie
Peptide mit einer starken T-Zellrezeptor-Wirkung 16sen dabei eher Th1-Antworten aus [320,
322, 323]. Es bestehen auch Studien mit gegenteiligen Ergebnissen, womit dieser Punkt Kkri-
tisch zu betrachten ist [321].

Auch die Peptidsequenz kann Einfluss auf die T-Zelldifferenzierung ausiiben. So induzieren
Peptide, die sich mit hoher Affinitdt an die MHC-Klasse-II-Molekiile anlagern und daher auf
APZ sehr dicht gedrangt vorkommen, ebenfalls eher eine Thl-Antwort [321]. Die meisten
Proteinantigene hingegen l6sen sowohl Thl- als auch Th2-Antworten aus. Ursédchlich sind
moglicherweise unterschiedliche Peptidsequenzen innerhalb der Proteine, welche mit unter-
schiedlicher Affinitidt an die MHC-Klasse-II-Molekiile binden und so zu unterschiedlicher
Dichte auf den APZ fiithren [320, 321]. Angenommen wird, dass auf bestimmte Peptidse-

gzenzen des Proteins eine Th1- und auf andere eine Th2-Antwort induziert wird [320].
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Th2-Zellen

Die Rolle der Th2-Zellen wird im Gegensatz zu Th1-Zellen primér in der Abwehr extrazellu-
larer Erreger eingeordnet [324]. Th2-Zellen spielen dabei eine wichtige Rolle in der humora-
len Immunabwehr und aktivieren speziell bei Primédrreaktionen hochst effektiv B-Zellen.
Th2-Zellen sind damit besonders in der Abwehr spezieller extrazellularer Erreger sowie
Helminthinfektionen von Bedeutung [324]. Von Th2-Zellen sekretiertes IL-4 kann zudem in
B-Zellen den Isotypwechsel zu IgE induzieren. IgE ist ein Antikérper mit Bedeutung in der
Abwehr von Helminthinfektionen, hingegen ebenso maligeblich beteiligt an der allergischen
Soforttypreaktion, einer fehlgeleiteten Immunantwort auf eigentlich harmlose Antigene
[324].

Induziert wird die Th2-Differenzierung durch die Zytokine IL-4 und IL-6, wobei IL-4 die
groflere Bedeutung zukommt [324]. Die urspriingliche Quelle von IL-4 ist noch nicht ab-
schlieBend geklart, wobei NK-T1 Zellen, Mastzellen, Eosinophile - aber auch Basophile
Granulozyten in der Diskussion stehen. Eine weitere Theorie ist, dass die T-Zelle selbst die
primdre Quelle ist [324]. Hierbei wird angenommen, dass, sofern eine T-Zellstimulation
erfolgt, hingegen keine starke innate Immunantwort induziert wurde und Thl-induzierende
Zytokine wie IL-12 fehlen, dass von der T-Zelle nach Antigenaktivierung selbst produzierte
IL-4 die T-Zelldifferenzierung induziert [324]. Auch ist ein positiver Einfluss von IL-10,
TGF-B, Kortikosteroiden, Vitamin D3 und PGE, auf die Th2-Zelldifferenzierung postuliert
[101]. Das fiir die Th2-Differenzierung nétige 1L-4 aktiviert STAT-6. STAT-6 zusammen
mit der Aktivierung des T-Zellrezeptors induziert in Folge die Expression von GATA3, dem
Masterregulator der Th2-Differenzierung [310, 311, 324-326]. GATA-3 fiihrt zur verstiarkten
Expression der Zytokine 1L-4, IL-5, IL-13 aber auch IL-10, welche kennzeichnend fiir Th2-
Zellen sind [310, 311, 324-326]. Ahnlich den Th1-Zellen, amplifiziert das von Th2-Zellen
produzierte IL-4 die Th2 Entwicklung und hemmt die Generation der anderen T-
Zellsubpopulationen, der Th1-, Th17- sowie regulatorischen T-Zellen (Tregs) [327-329].
Gegensitzlich zur Thl-Differenzierung wird die Th2-Differenzierung durch sehr geringe
Antigenmengen sowie eine geringe Antigenprasentation auf der Oberfliche von APZ indu-
ziert [9, 320, 322, 323]. Ebenfalls gegenldufig zur Thl-Differenzierung begiinstigt eine
schwache Wechselwirkung mit dem T-Zellrezeptor die Differenzierung zu Th2-Zellen [9,

321].

Th17-Zellen

2005 wurde schliefilich eine weitere eigenstindige T-Zellsubpopulation beschrieben, die
Th17-Zellen [330]. Im Gegensatz zu Thl- und Th2-Zellen, welche numerisch benannt sind,
wurden die Th17-Zellen nach ihrem Leitzytokin, dem IL-17 benannt. Die Rolle der Th17-

Zellen wird ebenfalls in der Abwehr extrazelluldrer Erreger, primér bei Bakterien- und Pilz-
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infektionen, eingeordnet. Hier kommt ihnen unter anderem Bedeutung in der Aktivierung
und Rekrutierung Neutrophiler Granulozyten zu [331]. Parallel werden sie auch als maf3geb-
lich beteiligt an der Pathogenese einiger entziindlicher Autoimmunerkrankungen diskutiert
[8].

Die Differenzierung von Th17-Zellen wird durch die Zytokine IL-6, IL-18, TGF-f3 und IL-
23 induziert, wobei IL-23 weniger fiir die Induktion als vielmehr fiir die Erhaltung und wei-
tere Stabilisation des Phanotyps von Bedeutung ist [331]. Entscheidende Transkriptionsfak-
toren fiir die Entwicklung von Th17-Zellen sind dabei ROR-C und STAT3 [9]. Charakteri-
siert sind Th17-Zellen durch die Sekretion der Zytokine IL-17, IL-22, TNF-o und IL-6 [330,
332-335]. Beschriebene Zytokine mit inhibierender Wirkung auf die Thl7-Differenzierung
sind IFN-y, IL-4, IL-2, IL-25 und IL-27 [336-340]. Gleichzeitig zeigen Th17-Zellen eine
reziproke Verbindung zu induzierbaren regulatorischen T Zellen [341], welche sich durch
immunsuppressive und regulatorische Eigenschaften auszeichnen [9, 342]. Beide T-
Zelltypen werden durch TGF-f induziert. Die Zugabe von IL-6 unterdriickt Tregs und indu-
ziert Th17-Zellen [335]. Hohe TGF-p Konzentrationen und eine Uberexpression von Foxp3
konnen zu einer Herunterregulation von Th17-Genen fithren, gefolgt von einer Konversion
von Th17 zu Treg [343, 344]. Umgekehrt ist eine Herunterregulation von Foxp3 durch IL-6
und TGF-f mit verstiarkter Th17-Genexpression gezeigt [344, 345].

Th22-Zellen

Th22-Zellen sind eine jlingst beschriebene T-Zellsubpopulation, von der angenommen wird,
dass sich ihre Funktion stark auf epitheliale Barrieren und Gewebe beschrankt, wo sie an der
Abwehr mikrobieller Pathogene sowie Wundheilung und Gewebeumbau beteiligt sind [346].
Gleichzeitig deuten einige Studien eine pathologische Funktion und Beteiligung an Hauter-
krankungen an, zu denen Psoriasis, das atopische Ekzem sowie die allergische Kontaktder-
matitis gehoren [347-350]. Die Bedeutung, speziell in der Haut, deutet die Expression der
Haut-homing Rezeptoren CCR4, CCR6 und CCR10 an [346, 351]. Th22-Zellen sezernieren
IL-22, hingegen kein IL-17 oder IFN-y [346, 351-353]. Der Rezeptor fiir IL-22 findet sich
ebenfalls nur auf Gewebezellen, was die Bedeutung dieser Zellen an epithelialen Barrieren
und in Geweben unterstreicht [348]. IL-22 fiihrt hier zur Induktion antimikrobieller Peptide
sowie von Defensinen [354]. Zusammen mit TNF-a fiihrt es des weiteren zur Induktion von
Komplementfaktoren und anitmikrobiellen Chemokinen in Keratinozyten [346, 355].
Gleichzeitig ist die Expression von Fibroblastenwachstumsfaktoren sowie des PDGF-
Rezeptors beschrieben [346].

Induziert werden Th22-Zellen durch die Zytokine TNF-a und IL-6, wobei noch kein Tran-
skriptionsfaktor identifiziert werden konnte [351]. Ahnlich Th17-Zellen exprimieren Th22-

Zellen hingegen ebenfalls den Arylhydrocarbon Rezepotor, dem maligebliche Beteiligung an
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der Zytokinsekretion von IL-17 und IL-22 zugeschrieben wird. Es konnte gezeigt werden,
dass ein Ligand des AHR die IL-17 Produktion inhibiert und die IL-22 Sekretion stimuliert
[352, 356]. Dies ldsst die Vermutung zu, dass der Arylhydrocarbon Rezepotor moglicher-
weise an dem Gleichgewicht zwischen Th22- und Th17-Zellen beteiligt ist [352, 356]. Un-
geklart ist bislang, ob es sich dabei um den Haupttranskriptionsfaktor der Th22-Zellen han-
delt.

Regulatorische T-Zellen

Regulatorische T-Zellen (Tregs) sind von entscheidender Bedeutung fiir die Erhaltung der
Sebsttoleranz, aber auch fiir die Regulation der Immunantwort auf Pathogene [342]. Unter-
schieden werden die natiirlich vorkommenden Tregs von den induzierbaren Tregs (iTregs).
Natiirlich vorkommende Tregs entwickeln sich im Thymus und zeichnen sich durch CD4
und hohe CD25 Expression sowie die Expression des Transkriptionsfaktors Foxp3 aus
(CD4'CD25 Foxp3") [342, 357].

Induzierbare regulatorische T-Zellen entwickeln sich aus CD4 CD25 Foxp3-Zellen nach T-
Zellrezeptor Stimulation in Gegenwart von TGF-§ und IL-2 [341, 342, 358]. Beide regulato-
rischen T-Zellpopulationen konnen ihre regulatorische Funktion durch Zellkontakt, aber
auch 16sliche Mediatoren vermitteln [342, 358, 359]. Zu den I6slichen Mediatoren gehoren
die Zytokine IL-10, IL-35 und TGF-B [342, 358, 359]. Regulatorische T-Zellen sind so in
der Lage verschiedene Immunzellen zu unterdriicken, darunter CD4" T-Zellen, CD8" T-
Zellen, dendritische Zellen, Makrophagen, Osteoblasten, Mastzellen, NK-Zellen und NKT-
Zellen. Somit sind sie in der Lage die Immunantwort auf Pathogene aber auch nicht-
pathogene Antigene und Allergene zu kontrollieren [360]. Dysfunktion oder Fehlen regulato-
rischer T-Zellen wird mit einer Reihe von Autoimmunerkrankungen sowie der Soforttypal-

lergie in Verbindung gebracht [361, 362].
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Abb. 8: T-Zellsubpopulationen und assoziierte Erkrankungen
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4 Ziel der Studie

Allergische Erkrankungen beschreiben eine fehlgeleitete Immunanwort gegen eigentlich
harmlose Umweltantigene. Die Ursachen, die zur Entstehung fiihren, sind bislang unklar.

Diskutiert werden extrinsische als auch intrinsische Faktoren.

Zu den extrinischen in der Diskussion stehenden Faktoren gehort die zunehmende Urbanisie-
rung.
Im ersten Teil dieser Studie sollten folgende Fragen beantwortet werden:

*  Wird die Allergenitdt von Pollen durch die zunehmende Urbanisierung beeinflusst?
Welche Faktoren natiirlichen oder anthropogenen Ursprungs stehen in Zusammen-
hang mit der Allergenitdt von Pollen?

Zur Beantwortung dieser Fragestellung wurden Birken von unterschiedlichen Standorten
ausgewdhlt, eingehend charakterisiert und in Bezug zur Allergentitét des Pollens gesetzt.
Durch Bestimmung von Allergen sowie PALMs und Adenosin in Pollen, sollte geklart wer-
den, inwieweit Allergengehalt sowie adjuvante immunmodulatorische und —stimulatorische
Faktoren durch Umweltfaktoren beeinflusst werden. Mittels weiterer in vitro Zellassays so-
wie in vivo Pricktests sollte die physiologische Relevanz gemessener Parameter beurteilt
werden.

Neben dem Allergen sind adjuvante immunomodulatorische Faktoren in Pollen bekannt
geworden, welche mitverantwortlich fiir die Immunreaktion gemacht werden.

Im weiteren Verlauf dieser Arbeit sollte daher die Frage beantwortet werden:

*  Welchen Einfluss haben Allergen-unabhéngige Faktoren aus Pollen auf die Sofortre-
aktion der Allergie?

Hierfiir sollten Stimulationsversuche mit der Mastzelllinie LAD2 sowie humanen basophilen

Granulozyten als auch Pricktestungen mit WPE durchgefiihrt werden.

Neben extrinsischen Faktoren werden auch intrinsische Faktoren, unter diesen Sexualhor-
mone und Adipokine, als mitbeteiligt an der Immunantwort mit Einfluss auf die Suszeptibili-

tat fir bestimmte Erkrankungen diskutiert.
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Im zweiten Teil dieser Studie sollten daher folgende Fragen beantwortet werden:

e Haben Hormone wie 17B-Ostradiol eine immunstimulatorische Wirkung auf das
Immunsystem? Welche Wirkung haben 17B-Ostradiol und Testosteron auf Monozy-
ten? Welche Wirkung haben 17B-Ostradiol und Testosteron auf T-Zellen?

Weiter stellt sich die Frage, welchen immunologischen Zusammenhang die Sexualhormone
mit Leptin haben. Aufgrund der Beobachtung, dass 178-Ostradiol Leptin induziert und beide
Hormone als immunologisch wirksame Hormone diskutiert werden, konnte angenommen
werden, dass diese Hormone mdoglicherweise synergistische Wirkungen auf Zellen des inna-
ten oder adaptiven Immunsystems entfalten.

Aus diesem Grund sollte im zweiten Teil dieser Studie weiter geklart werden:

e Haben 17B-Ostradiol und Leptin synergistische Wirkung? Wie wirken Testosteron
und Leptin zusammen?

Zur Beantwortung dieser Fragestellungen sollten Monozyten und T-Zellen unter Inkubation
erhdhter 17B-Ostradiol- als auch Testosteron-Konzentrationen sowie in Koinkubationen mit
Leptin stimuliert werden und auf Unterschiede in Uberlebensrate, Proliferation und Zyto-

kinprofil untersucht werden.

Die Ergebnisse dieser Studie tragen zum weiteren Verstdndnis der extrinsischen sowie
intrinschen Immunmodulation bei. Es werden Hinweise gegeben, inwieweit die zunechmende
Urbanisierung den Allergentrager beeinflusst und was dies fiir die Pridvalenz als auch Aus-
pragung der Pollenallergie in Zukunft bedeutet. Zudem tragt diese Studie zum besseren Ver-
standnis adjuvanter Pollenfaktoren in der Soforttypreaktion bei.

Der zweite Teil dieser Studie kann Hinweise geben, inwieweit Sexualhormone und Leptin
einen pradispositionierenden Faktor fiir bestimmte Erkrankungen darstellen konnten und
wieweit eine Immunmodulation durch diese Hormone stattfindet.

Zusammenfassend sollen die Ergebnisse dieser Studie helfen, extrinsische als auch intrinisi-
sche Risikofaktoren fiir allergische Erkankungen zu identifizieren. Dadurch koénnten indivi-
duelle Risikoeinschatzungen nach Umweltbedingungen und endokrinologischen Parametern

verbessert und moglicherweise Therapie- als auch praventive Strategien entwickelt werden.
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5.1  Probandencharakterisierung

Das Serum der Probanden wurde auf Gesamt-IgE und spezifisches IgE gegen iibliche Aller-
gene gescreent. Auf der Grundlage der IgE-Konzentration fand eine Einteilung in Atopiker
und Nicht-Atopiker statt. Der Nicht-Atopiker war charakterisiert durch ein Gesamt IgE <
100 kU und keine Sensibilisierung gegen eines der getesteten Allergene. Die Einteilung in
Atopiker erfolgte bei einem Gesamt IgE > 100 kU und einer Sensibilisierung gegen mindes-
tens ein getestetes Allergen.

Fiir die Untersuchungen zu immunologischen Effekten der Sexualhormone 17p-Ostradiol
(Reagenzien aufgefiihrt im Anhang), Testosteron und Leptin wurden nur weibliche Proban-

den im Alter zwischen 18 und 45 Jahren ausgewahlt.

5.2 Birkenphinologie und Pollenaufbereitung

Auswahl der Birken

Es wurden 40 Birken in Miinchen und dessen nordlichen Umland ausgewihlt (Abb. 9), wel-
che wihrend der Birkenpollensaison im Jahr 2010 beprobt wurden. Die Beprobung fand zu
einem definierten Zeitpunkt statt, dem phinologischem Entwicklungsstadium 60/61. (Abb.:
10).

Die Birken wurden nach dhnlicher GroBe und dhnlichem Alter ausgewéhlt und beschrankten
sich auf eine Spezies (Betula pendula), womit ein Einfluss dieser Parameter auf die zu analy-
sierenden Parameter minimiert werden sollte. Mittels eines Urbanisationsindexes (UI) (Joch-
ner et al. 2012) wurde der Urbanisationsgrad der Birkenstandorte definiert. Der UI diente
zudem der Einteilung der Birken in urbane und rurale Bdume. Zusitzlich wurden die Stand-

orte mittels Temperatur-, NO,- und Ozon-Messungen charakterisiert.
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Abb. 9: Lage der ausgewiihlten Birken (n=40) in Miinchen und dessen nordlichen Umland. Ur-
ban: n=20, rural: n=20; Kreisgrofe symbolisiert die Anzahl der Birken pro Standort. Hintergrund:
Corine Landcover 2000 (EEA 2000), rot: urbane Landnutzung, griin: Waldgebiete, beige: Acker, blau:
Fliisse und Seen.

Phinologische Beobachtungen und Birkenkartierschliissel

Um den Einfluss des Entwicklungsstandes der Kédtzchen und somit den Reifegrad des Pollen
auf die zu untersuchenden Parameter zu minimieren, wurden phénologische Beobachtungen
der zu beprobenden Birken durchgefiihrt. Diese stellten sicher, dass sich alle Kétzchen bei
Sammlung im selben und zudem maturen Entwicklungsstadium befanden. Die phinologi-
schen Beobachtungen erfolgten alle 1 bis 3 Tage und die phianologische Entwicklung wurde
anhand eines auf der Grundlage des BBCH-Codes entwickelten Birkenkartierschliissels be-
stimmt (Abb. 10). Die Kétzchensammlung der 40 beprobten Birken erfolgte im Entwick-
lungsstadium Code 60 und 61. Code 60 definierte das Stadium, in dem Kétzchen vereinzelt
Pollen frei geben, Code 61 das Stadium, in dem bis zu 10% der Kétzchen Pollen frei geben.
Die Stadien 60 und 61 wurden gewéhlt, da es sich bei dem Pollen dieser Stadien um mature

Pollen handelt und gleichzeitig die Bestimmung der Pollenmenge moglich macht.
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Code Visuelle Darstellung Erliduterung der Phase

50 Winterruhe: Kitzchen braun und nicht gestreckt

51 Einsetzen des Wachstumsvorgangs: erste griine
Stellen sichtbar, jedoch unbedeutende Streckung

5 stiarkere Dehnung der Kétzchen, leichte Dehnungs-
risse, Pollenanlagen nur durch Biegen sichtbar
starke Dehnungsrisse erkennbar, braune Deck-

S5 schuppen 16sen sich, Pollenanlagen bereits ohne
Biegen sichtbar
maximale Streckung erreicht, Pollenanlagen sind

59 deutlich sichtbar, Bliitenstaub wird jedoch noch
nicht freigegeben

60 nur ganz vereinzelt geben Kétzchen Pollen frei

61 Beginn der Bliite: etwa 10 % der Kétzchen stduben
leicht

6 mehr als 10 %, aber weniger als 50 % der Kédtzchen
stduben

65 Vollbliite: iiber 50 % der Kétzchen stduben

s abgehende Bliite: weniger als 50 % der Kétzchen
stdauben noch

68 nur noch wenige Kitzchen stduben, der Grofiteil
stdubt nicht mehr

6 Ende der Bliite: Kitzchen stduben nicht mehr, sind
aber noch nicht abgefallen

69n X GroBteil der Kétzchen bereits abgefallen

Abb. 10: Birkenkartierschliissel zur Bestimmung des Reifegrades der Kitzchen, nach einer

Erweiterung des BBCH-Codes von Jochner S
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Pollensiebung und Bestimmung der Kéitzchencharakteristika

Nach der Sammlung wurden die Kédtzchen zundchst fiir 24 Std. getrocknet, im Anschluss
gezdhlt, gewogen und zerkleinert. Zur Gewinnung des Pollens wurden die zerkleinerten
Kétzchen nacheinander durch zwei Siebe der Gréfien 100 um und 71 pm gesiebt. Der erhal-
tene Pollen wurde nach der Siebung ebenfalls gewogen und bis zu den weiteren Analysen

bei -80°C eingefroren.

Die bestimmten Kaétzchencharakteristika waren (1) Einzelkédtzchengewicht, (2) das Ge-
wichtsverhéltnis von Pollen zu Kétzchen (Ratio Pollen/Kédtzchen) und (3) die Menge Pollen
pro Kéatzchen (Pollen [g]/Einzelkdtzchen).

Die Kétchencharakteristika wurden wie folgt berechnet:

(1) Einzelkitzchengewicht [g] = (Katzchengewicht [g] — Pollen [g]) / Kitzchenanzahl [n]
(2) Ratio Pollen/Kétzchen = Pollen [g] / (Kdtzchengewicht [g] — Pollen [g])

(3) Pollen/Einzelkétzchen [g] = Pollen [g]/ Kétzchenanzahl [n]

5.3 Bestimmung atmosphérische Konzentration NO, und Ozon

Mittels Ozon- und NO,-Passivsammlungen wurde die Ozon- und NO,-Belastung der ausge-
wihlten Birken bestimmt. Die Bestimmung diente der Standortcharakterisierung und wurde
zur Analyse des Zusammenhangs von Ozon- und NO,-Konzentration mit den Parametern der
Katzchencharakteristika als auch den Parametern der Allergenitit verwendet. Zum Weiteren
diente die NO,-Konzentration als Indikator der Verkehrsbelastung der Standorte. Die Passiv-
sammlungen wurden fiir alle 40 Standorte parallel im Zeitraum vom 11.05.-18.05.2010

durchgefiihrt.

Passivsammlung NO,

Die NO,-Bestimmung erfolgte mittels Passivsammler direkt an den zu beprobenden Birken.
Pro Baum wurden zwei Passivsammler (Plexiglasrohrchen) angebracht, aus denen ein Mit-
telwert berechnet wurde. Die Passivsammler enthielten drei Edelstahlnetze, welche mittels
Triethanolamin-Losung beschichtet wurden. Das Prinzip ist die Bindung von NO, an die
beschichteten Edelstahlnetze durch Ausbildung eines Triethanoldiamin-NO,-Komplexes.
Zum Schutz vor Witterungseinfliissen wurden die Réhrchen in einer Aufhdngedose ange-
bracht, die in zwei bis drei Metern Hohe am Baum befestigt wurde. Zum Start der NO,-

Messung wurde die untere Verschlusskappe gedffnet und der genaue Expositions-Start-
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Zeitpunkt notiert. Nach einem einwochigen Expositionszeitraum wurden die Passivsammler

wieder verschlossen und das Ende der Messung notiert.

Vor Exposition (Beschichtung der Netze):

Zur Beschichtung wurden die Edelstahlnetze (40 Maschen/inch, 11 mm Durchmesser) fiir 10
Sekunden in eine Triethanolamin-Losung getaucht (1:7) und anschlieBend fiir 10 Minuten
luftgetrocknet. Drei Edelstahlnetze wurden in eine Verschlusskappe gegeben, welche auf
dem Passivsammler angebracht wurde. Mit einer zweiten Verschlusskappe wurde der Pas-

sivsammler luftdicht verschlossen.

Nach Exposition (Analyse):

Fiir die Analyse der Rohrchen wurden Wasser und zwei Reagenzien im Verhéltnis 1:1:0,1
vermischt (Reagenz 1: 2 g Sulfanilamid in 5 ml Phosphorsdure geldst und mit bidestilliertem
Wasser auf 100 ml aufgefiillt, Reagenz 2: 70 mg N-1-Naphtylendiamindihydrochlorid in 50
ml bidestilliertem Wasser gelost). Die drei Edelstahlnetze pro Passivsammler wurden in 2,1
ml dieser Losung fiir 30 Minuten geschiittelt. Die Extinktion wurde in einem Beckmann
Photometer bei einer Wellenldnge von 530 nm gemessen. Fiir die Auswertung der Analy-
seergebnisse wurde eine Standardkurve mit 0-50 nmol NO, erstellt. Durch Kontrollréhrchen,
welche nach Préparation nicht gedffnet wurden, wurde das bei der Réhrchenvorbereitung

adsorbierte Stickstoffdioxid bestimmt.

Die Bestimmung des im Passivsammler gebundenen Stickstoffdioxids erfolgte mit Hilfe

folgender Formel:

C=(QxZxMx1000)/(DxAxT)

in der folgende Parameter beriicksichtigt waren:

C: NO, in pg/m’

Q: adsorbiertes NO, [nmol]

Z: Diffusionsweg 7,5 cm

M: Molgewicht 46

D: Diffusionsquotient Stickstoffdioxid 0,154 cm?/s
A: Diffusionsquerschnitt 0,785 cm?

T: Expositionszeit in Sekunden
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Passivsammlung Ozon

Die Ozon-Messungen erfolgten ebenfalls nach dem Prinzip der Passivsammlung. Im Gegen-
satz zu den Passivsammlern fiir NO, wurden die Passivsammler fiir Ozon nicht selbsténdig
prapariert, sondern von der Passam AG (Méannedorf, Schweiz) bezogen und ebenfalls nach
Exposition analysiert. Die Passivsammler fiir Ozon wurden bis zur Exposition (max. 2 Tage)
bei 4°C gelagert und in Folge parallel mit den NO,-Passivsammlern am Baum angebracht (2
Ozon-Passivsammler-Rohrchen pro Birke). Die Ozonsammler wurden nach Anbringung am
Baum ebenfalls gedffnet und der genaue Startzeitpunkt der Exposition wurde notiert. Nach
7-tagiger Exposition wurden die Ozon-Passivsammler wieder verschlossen und der genaue
Endzeitpunkt notiert. Im Anschluss wurden die Passivsammler zur Analyse zuriick an die

Passam AG geschickt.

54  Temperaturmessungen und Urbanisationsindex

Die vorliegende Studie wurde in Kooperation mit Susanne Jochner (Fachgebiet Okoklimato-
logie, TU Miinchen, Freising) durchgefiihrt. S. Jochner fiihrte die Temperaturmessungen an

ausgewihlten Birkenstandorten durch und errechnete den Ul der Birkenstandorte.

Temperaturmessungen

Fiir die Temperaturmessungen (S. Jochner) wurden 15 Birken mit Datenloggern fiir Tempe-
ratur ausgestattet (HOBO U23-001, Onset Computer Corporation, Southern MA, USA). Die
Apparatur wurde in einem Strahlungsschutz auf der nordlichen Seite des Baumes in 3 m
Hohe angebracht. Die Lufttemperatur wurde alle 10 Minuten gemessen und es wurde eine
Durchschnittstemperatur fiir den Messzeitraum vom 1. Juli 2009 bis zum 5. Mai 2010 be-

rechnet.

Urbanisationsindex
Es wurde ein Ul mittels ArcGIS 9.3 auf Basis der CORINE Land Cover2000 Daten (EEA
2000) ermittelt (Jochner et al. 2012). Der Index gibt Art und Ausmal} bebauter Flache (z. B.

kontinuierliche und nicht kontinuierliche urbane Landnutzung, Industrie oder kommerzielle
Einheiten) innerhalb eines Radiuses von 2 km wieder. Der Index bewegt sich zwischen 0 und
1, wobei (0) einen niedrigen und (1) einen hohen Urbanisierungsgrad darstellt. Urbane

Standorte wurden mit einem UI 0,5-1 und rurale Standorte mit einem UI <0,5 definiert.
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5.5  Generierung und Weiterverarbeitung wissriger Pollenextrakte

Zur Charakterisierung der Pollen wurden wéssrige Pollenextrakte hergestellt. Hierbei wur-
den drei unterschiedliche Pollenextrakte, jeweils mit optimierten Bedingungen fiir die ein-

zelnen Analysen, hergestellt.

Ammoniumbicarbonatextrakte fiir PALMs- und Bet v 1-Bestimmung

Je 10 mg Pollen wurden in ein 15 ml Falcon-Réhrchen eingewogen, 10 Minuten bei 1200xg
zentrifugiert und in 2 ml Ammoniumbicarbonatpuffer (pH 8,14) aufgenommen. Die Suspen-
sion wurde eine Minute gevortext und anschlieend fiir 4 Stunden bei Raumtemperatur im
Dunkeln tiberkopf geschiittelt. Der Extrakt wurde in 2 ml Eppendorfgefalen umgefiillt und
10 min bei 17000xg zentrifugiert.

Fiir die Bestimmung von PALM| 14 und PALMpgg, wurde der wissrige Extrakt aliquotiert
und bei -80°C bis zur weiteren Analyse gefroren.

Die Extrakte fiir die Bet v 1-Bestimmung wurden zusétzlich mit BSA versetzt (0,1% BSA),
gevortext, abzentrifugiert und fiir mindestens 30 Minuten bei -80°C eingefroren, um im An-
schluss iiber Nacht Iyophilisiert zur werden. Bis zur Bet v 1-Bestimmung wurden die Proben

bei -80°C gelagert.

PBS-Extrakte fir Pricktestung, Migrationsassays und Ultra-Hochleistungs-

Fliissigkeitschromatographie

Zur Herstellung von PBS-Extrakten fiir Pricktestung und Migration wurden je 10 mg Pollen
in einem 15 ml Falcon-Rohrchen abgewogen. Im Anschluss wurde 1 ml PBS zugegeben, 30
Sekunden gevortext und der Extrakt bei 37°C fiir 30 min inkubiert. Wahrend der Inkubation
wurden die Pollenextrakte alle 10 min gevortext. AnschlieBend wurde der Extrakt bei 400xg

abzentrifugiert und anschlieBend durch einen Sterilfilter filtriert.

Ultrazentrifugation

Zur ndheren Charakterisierung sowie Identifizierung immunstimulatorischer Substanzen im
Pollenextrakt wurde durch Ultrazentrifugation von PBS-Extrakten iiber einen 3 kDA cut-off
Filter eine Hoch- und eine Niedermolekulare Fraktion des Pollenextraktes generiert.

Zur Reinigung des Filters wurden vor Filtration 2 ml Aqua ad. injectabilia auf den Filter
gegeben und bei 4000 g fiir 10 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Darauthin wurde das Aqua ad.
injectabilia wieder vom Filter und aus dem Tube entfernt und der WPE auf den Filter gege-
ben. Dieser wurde bei 4000 g, 60 Minuten bei 4°C zentrifugiert und im Anschluss Konzent-
rat (>3kDA) und Filtrat (<3kDA) steril filtriert. Bis zur weiteren Verwendung wurden die
Extrakte bei -80°C gelagert.
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Herstellung der Pricklosungen zur Testung niedermolekularer Substanzen und Ade-

nosin

Zur Herstellung von mit niedermolekularen Substanzen angereicherten Pricklésungen fiir
Pricktestungen von Birkenpollenallergikern wurde die >3kDA Fraktion mit PBS oder mit der
niedermolekularen Fraktion verdiinnt (Abbildung 11). Fiir Pricktestungen mit Adenosin
wurde die >3kDA Fraktion mit PBS oder in einer Adenosinlésung in der Konzentration
1#10° M verdiinnt. Fiir die Gréserpollenallergiker wurden entsprechend verfahren, nur dass

anstelle der >3kDA Fraktion das Allergen Phlp6 verwendet wurde.

Pollen

Wassriger Pollenextrakt

(WPE)
l =
WPY 1. Pricklésung:
3kDA cut-off Filter———> 7§ + D-PBS

+/- —
- WPE <3kDsz 2. Pricklésung:
Nicht-Protein-Fraktion

_—/

Abb. 11: Herstellung von Pricklosungen an- und abgereichert mit Substanzen kleiner 3 kDa.

5.6  Isolation und Generierung verschiedener Zellpopulationen

Isolation von PBMZs

Mittels Dichtegradienten-Zentrifugation wurden Periphere Blut-mononukledre Zellen
(PBMZs) aus humanem Vollblut isoliert. Hierfiir wurden 25 ml Heparin-Blut in 25 ml D-
PBS w/o Ca*/Mg*" verdiinnt, anschlieBend auf 10 ml Lymphoprep (Axis-Shield) geschich-
tet und fiir 15 min bei 2000rpm (ohne Bremse) zentrifugiert. Nach Zentrifugation befinden
sich die Erythrozyten und Granulozyten am Boden des Falcons, wahrend sich PBMZs
(Lymphozyten, Monozyten und Thrombozyten) in der Interphase zwischen Lymphopreb und

Plasma befinden. Die Interphase mit den sich darin befindlichen Zellen wurde entfernt und
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mehrmals mit 5 mM EDTA in D-PBS w/o gewaschen. AnschlieBen wurden die Zellen in

Trypanblau gezéhlt.

Isolation von Monozyten

Monozyten wurden aus PBMZs (siche 3.2.13) mittels magnetischer Zellseparation (MACS;
Miltenyi Biotec) isoliert. Hierbei wurden die Zellen mit magnetischen MicroBeads, welche
an Antikorper gegen das Oberflaichenmolekiil CD14 gekoppelt waren, inkubiert und mittels
Positivselektion mit dem MACS separiert.

Isolation von Neutrophilen Granulozyten

Fiir die Isolierung von humanen Neutrophilen Granulozyten (PMN) wurden 50 ml EDTA-
Vollblut aus der Armvene von gesunden Probanden entnommen. Mittels zweifacher Dichte-
gradienten-Zentrifugation wurden die PMN abgetrennt. In ein 50 ml Falcon wurden 13 ml
des Histopaques 1119 (Sigma Diagnostics, St. Luis, USA) vorgelegt und darauf 13 ml His-
topaque 1077 (Sigma Diagnostics, St. Luis, USA) geschichtet. Auf die zwei Histopaque-
Schichten wurden anschlieBend 20 ml EDTA-Vollblut geschichtet. Nach der Dichtezentrifu-
gation bei 754xg fiir 45 min in einer Megafuge 1.0R trennten sich die verschiedenen Zellen
aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichte. Von oben nach unten hatten sich folgende Schich-
ten ausgebildet: Plasma, mononukledre Zellen, Histopaque 1077, polymorphonukledre Zel-
len, Histopaque 1119 und Erythrozyten. Die obersten drei Schichten wurden verworfen,
dann die polymorphonukledren Zellen mit einer Pipette abgesaugt und in einem 50 ml Fal-
con gesammelt. Uber mehrfache Waschschritte mit PBS wurden die Zellen gereinigt. Die
polymorphmononukledren Zellen wurden in 50 ml PBS aufgenommen, anschlieend bei
409xg fiir 20 min zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und das Zell-Pellet in 20 ml PBS
resuspendiert. Der Vorgang der Zentrifugation und das Absaugen des Uberstandes wurden
wiederholt. Danach wurden residuale Erythrozyten durch einen osmotischen Schock mit 1
ml Aqua dest. lysiert. Im direkten Anschluss wurde die Salzkonzentration durch Zugabe
einer doppelphysiologischen Natriumchlorid-Losung (1,8%, 1 ml) angeglichen. Die 2 ml
Zelllosung wurden auf 50 ml mit PBS aufgefiillt und bei 301xg fiir 10 min abzentrifugiert.
Nach Entfernen des Uberstandes wurde das Zell-Pellet in 5 ml Migrationsmedium resuspen-
diert. 10 pl der Zellsuspension wurden 1:10 mit Trypan-Blau verdiinnt und die Zellzahl in
einer Neubauerzdhlkammer bestimmt. Die Zellen wurden auf 1 Million Zellen pro ml Medi-

um eingestellt.

Isolation von CD4" T-Zellen
PBMZs wurden, wie in bei der Isolation von PBMZs beschrieben, isoliert. CD4" T-Zellen
wurden anschliefend mit dem CD4" T Cell Isolation Kit (#130-094-131) von Miltenyi iso-
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liert. Nicht-CD4" T cells (CD8" T cells, v/ T cells, B cells, NK cells, dendritic cells, mono-
cytes, granulocytes, and erythroid cells) werden durch eine Mischung biotin-konjugierter
Antikorper gegen CD8, CD14, CD16, CD19, CD36, CD56, CD123, TZR v/6 und CD235a
(glycophorin A) markiert. Diese Zellen werden anschliefend mit Anti-Biotin MicroBeads
magnetisch fiir die Depletion markiert. Somit werden nach Separation nicht-markierte CD4"

T-Zellen erhalten.

Isolation von naiven CD4" T-Zellen

PBMZs wurden wie in 3.2.13 beschrieben isoliert. Naive CD4" T-Zellen wurden anschlie-
Bend mit dem Naive CD4" T Cell Isolation Kit (#130-094-131) von Miltenyi isoliert. Fiir die
magnetische Depletion von Memory CD4" T-Zellen und nicht-T-Zellen werden die PBMZs
mit einem Cocktail von biotinylierten CD45R0O, CD8, CD14, CD15, CD16, CD19, CD25,
CD34, CD36, CD56, CD123, anti-TCRy/5, anti-HLA-DR und CD235a (glycophorin A)
Antikorpern inkubiert. Diese Zellen werden anschlieBend mit Anti-Biotin MicroBeads mag-
netisch fiir die Depletion markiert. Somit werden nach Separation nicht-markierte naive

CD4" T-Zellen erhalten.

Generierung von Dendritischen Zellen

Aus Monozyten generierte Dendritische Zellen (MoDZs) wurden aus Monozyten (siche
,Isolation von Monozyten) durch Zugabe von GM-CSF (500U/ml) und IL-4 (500U/ml)
generiert. Die Zellen wurden hierfiir fiir 5 Tage bei 37°C und 5% CO, in HU-DC (+IL-
4/+GM-CSF) inkubiert. An Tag 5 wurden die Zellen geerntet, gezéhlt und mittels FACS-
Farbung charakterisiert (CD80, CD83, CD86, HLA-DR, CDla).

5.7  Zellassays

Stimulation von MoDZs mit WPE

Die Stimulation der MoDZs mit wéssrigen Pollenextrakten (WPE) erfolgte in einer 96-Well-
Platte. Das Stimulationsmedium war HU-DC Medium und die Zellzahl betrug 100.000 Zel-
len pro Well. Die Zellen wurden mit den Endkonzentration WPE von 10 mg/ml, 5 mg/ml, 3
mg/ml, 1 mg/ml, 0,3 mg/ml plus LPS (100 ng/ml) stimuliert, wobei das Endvolumen pro
Well 200 pl betrug. Die Positivkontrolle war LPS (100 ng/ml; ohne WPE), die Negativkon-
trolle war das Medium. Nach Zugabe der Stimulanzien wurden die Zellen fiir 24 h bei 37 °C
und 5 % CO, im Brutschrank inkubiert. Nach 24 h wurden 100 pl Uberstand zur IL-6 und
IL-12 Bestimmung (ELISA) abgenommen. Die restlichen Zellen wurden zur Bestimmung

der Uberlebensrate im FACSCalibur PI-gefirbt.
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Migrationsassay

Die Migrationsassays wurden in 96-Well-Migrationsplatten der Firma NeuroProbe durchge-
fiihrt. Die Migrationsplatte besteht aus einer unteren Kammer, in welche die zu testenden
Substanzen sowie das Chemoattraktanz eingebracht werden und einer sich darauf befindli-
chen Membran (Porengréfle 3 um). Ein hydrophober Ring begrenzt die Fliche der Membran
iiber den Wells. In diesen hydrophoben Ring wird die Zellsuspension in Tropfenform aufge-
bracht.

Zur Analyse der chemoattraktischen Kapazitit der WPE wurden die unteren Kammern der
96 well Migrationsplatte mit 30 ul D-PBS, LTB,4 oder wissrigem Pollenextrakt gefiillt. Da-
raufthin wurde die Membran auf die 96-Well-Platte gegeben und 50 pl der Zellsuspension
der Neutrophilen Granulozyten (1 Mio Zellen/ml) auf die Membran pipettiert. In Folge wur-
den die Zellen 1 h bei 37°C im Brutschrank inkubiert. Nach 1 h wurden die Zellsuspensions-
Tropfen von der Platte entfernt und die Platte abzentrifugiert (Quick run; 30 sec). Anschlie-
Bend wurde die Membran abgenommen. Die sich in der Platte befindlichen Zellen wurden in
200 pl FACS-Puffer aufgenommen und im FACSCalibur (Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland) gezihlt. Bei der Auswertung durch die Software CellQuestPro (Becton Dickin-
son, Heidelberg, Deutschland) wurden die neutrophilen Granulozyten durch Gatesetzung von

den tibrigen Partikeln, wie Pollenresten, herausgefiltert und die migierten Zellen bestimmt.

Stimulation der Mastzelllinie LAD?2

An Tag 1 wurde die Mastzellinie LAD2 mit IgE sensibilisiert. Hierfiir wurden die Zellen bei
1000 rpm fiir 10 min abzentrifugiert, in Vollmedium aufgenommen und anschlieend IgE
(1pg/ml) zugegeben. Die Zellen wurden dann iiber Nacht bei 37°C und 5% CO,, je nach
Zellzahl in 24/12/6 Well mit IgE inkubiert.

An Tag 2 wurden die Zellen dann stimuliert. Dafiir wurden die Zellen bei 1000rpm fiir 10
min abzentrifugiert und der Uberstand abgenommen (zur Entfernung von IgE). Im Anschluss
wurden die Zellen in Tyrodes-Puffer aufgenommen und je 50 ul (entspricht 50 000 Zellen)
in 96 Well Platten ausgesit. Zu jedem Well wurden 25ul Anti-IgE und das Stimulanz (WPE)
oder Tyordes als Kontrolle gegeben. Die Platte wurde 60 min im Schiittelwasserbad (37°C)
inkubiert. Wahrenddessen wurden 50 pl der Substratlosung (pNAG in Citratpuffer) in die 96
well Platte (Uberstandsplatte und Sedimentplatte) vorgelegt. 50ul des Uberstandes wurden
auf 50ul pNAG pipettiert. Im Anschluss wurde die Platte abzentrifugiert und der Uberstand
abgenommen. Das Zellpellet wurde in 100 pl Triton X 10%ig resuspendiert. 50 pl des Zell-
aufschlusses wurden ebenfalls auf 50 ul pNAG pipettiert. Als Blank wurden 50 pul pNAG +
50 pl Tyrodes-Puffer mitgefiihrt. Die Platten wurden dann bei 37°C fiir 90 min inkubiert und
im Anschluss 100 ul Glycinpuffer pro Well pipettiert. Die Proben wurden bei 405 nm ge-

messen. In Folge wurde der Anteil ausgeschiitteter B-Hexosaminidase in Prozent berechnet.
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Hierfiir wurde zunichst die Gesamtdegranulation bestimmt, welche sich aus der Summe
intrazelluldrer und ausgeschiitteter b-Hexosaminidase berechnet. Der Anteil der ausgeschiit-
teten B-Hexosaminidase ergibt sich durch Division der intrazelluldren b-Hexosaminidase

durch die Gesamtdegranulation multipliziert mit 100.

Hormonstimulation von Monozyten

Die durch Dichtezentrifugation und anschlieBende MACS Separation (siche ,,Isolation und
Generierung verschiedener Zellpopulationen®) erhaltenen CD14" Monozyten wurden fiir die
Hormonstimulation in hormonreduziertes T-Zellmedium aufgenommen. AnschlieBend wur-
de die Hormonkonzentration auf 2,75%10° M 17B-Ostradiol, 2,75%10° M Testosteron und
1,95%10"M Leptin eingestellt. Zudem fand eine Parallelstimulation der Hormone 17f-
Ostradiol (2,75%10” M) und Leptin (1,95*10"M) sowie Testosteron (2,75*10° M) und Lep-
tin (1,95*107M) statt.

Hormonbedingungen waren:
(1) 178-Ostradiol (2,75%10” M)
(2) 178-Ostradiol (2,75*107° M) + Leptin (1,95*107 M)
(3) Testosteron (2,75%107 M)
(4) Testosteron (2,75%10° M) + Leptin (1,95*107 M)
(5) Leptin (1,95%107 M)

Die Kontrollen waren Medium und Ethanol. Die Ethanolkontrolle der 178-Ostradiol-
Inkubation war 0,028% Ethanol, die Ethanolkontrolle der Testosteron-Inkubation war
0,0028% Ethanol. Alle Hormonkonzentrationen sowie die Mediumkontrolle und Ethanol-
kontrollen wurden mit 100 ng/ml LPS stimuliert. Nach 24h wurde die Uberlebensrate der
Zellen mittels PI Fiarbung im FACS (FACSCalibur) analysiert und die Uberstinde im IL-10-,
TNF-a-, IL-6-, IL-12-, IL-23- und GM-CSF ELISA eingesetzt.

Hormonstimulation von CD4" T-Zellen

Die CD4" T-Zellen wurden fiir die Hormonstimulation in hormonreduziertes T-Zellmedium
aufgenommen. Anschliefend wurde die Hormonkonzentration 2,75*%10° M 17p-Ostradiol,
2,75%10° M Testosteron und 1,95%107"M Leptin eingestellt. Zudem fand eine Parallelstimu-
lation der Hormone 17p-Ostradiol (2,75*10° M) und Leptin (1,95%107"M) sowie Testosteron
(2,75*%10° M) und Leptin (1,95*10"M) statt.
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Hormonbedingungen waren:
(1) 178-Ostradiol (2,75*%10° M)
(2) 178-Ostradiol (2,75*107° M) + Leptin (1,95*107 M)
(3) Testosteron (2,75%107 M)
(4) Testosteron (2,75%10° M) + Leptin (1,95*107 M)
(5) Leptin (1,95%107 M)

Kontrollen waren Medium und Ethanol (0,028%). Die Stimulation der CD4" T-Zellen fand
mit Anti-CD3/Anti-CD28 statt. Nach 3 Tagen wurde die Uberlebensrate der Zellen mittels PI
Firbung im FACS analysiert und die Uberstinde im IL-10-, TNF-a-, IL-17-, IL-22-, IFN-y-,
IL-13- und GM-CSF ELISA analysiert. Zusitzlich wurde die Proliferation mittels H’-

Inkorporationsassay bestimmt.

Hormonstimulation von naiven CD4" T-Zellen

Die naiven CD4" T-Zellen wurden fiir die Hormonstimulation in hormonreduziertes T-
Zellmedium aufgenommen. AnschlieBend wurde die Hormonkonzentration 2,75%10° M
17p-Ostradiol, 2,75%10™ M Testosteron und 1,95*107 M Leptin eingestellt. Zudem fand eine
Parallelstimulation der Hormone 17f-Ostradiol (2,75%10” M) und Leptin (1,95%107M) so-
wie Testosteron (2,75%*10™ M) und Leptin (1,95*107M) statt.

Hormonbedingungen waren:
(1) 178-Ostradiol E2 (2,75*%10” M)
(2) 178-Ostradiol (2,75*10° M) + Leptin (1,95*10"M)
(3) Testosteron (2,75%107 M)
(4) Testosteron (2,75%10° M) + Leptin (1,95*10"M)
(5) Leptin (1,95*107M)

Kontrollen waren Medium und Ethanol (0,028%). Die Stimulation der naiven CD4" T-Zellen
fand mit Anti-CD3/Anti-CD28 statt. Nach 7 Tagen wurde die Uberlebensrate der Zellen
mittels PI Firbung im FACS analysiert, die Uberstinde in IL-10-, TNF-a-, IL-17-, IL-22-,
IFNy-, IL-13- und GM-CSF ELISA analysiert sowie die Proliferation mittels H’-

Inkorporationsassay bestimmt.
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5.8 Prick Test

Fiir die Prick-Testung wurden 5 ul der Pricklosungen auf dem Unterarm aufgetragen, wo-
raufhin ein gerader Einstich mit einer Lanzette (90° zur Hautoberfldche) fiir mindestens 1
Sekunde durch die Allergenlosung hindurch statt fand. 15 min nach Einstich erfolgt die Mes-
sung von Quaddel und Erythem mittels Lineal. Es wurde der grofite Durchmesser (Durch-
messer 1) und der senkrecht dazu stehende Durchmesser (Durchmesser 2) einer jeden Quad-
del und jeden Erythems gemessen und danach der Mittelwert mit folgender Formel berech-

net:

Quaddeldurchmesser 1 [mm] x Quaddeldurchmesser 2 [mm] / 2 = Quaddelgrofle [mm?]

Erythemdurchmesser 1 [mm] x Erythemdurchmesser 2 [mm] / 2 = Erythemgrof3e [mm?]

Die Reaktion wurde als positiv gewertet sobald ein Durchmesser > 3mm gemessen wurde.

5.9 ELISA
Bet v 1 ELISA

Pro Standort wurden zwei unabhidngige Proben im Doppelansatz vermessen. Hierbei wurde
in jedes Well einer Mikrotiterplatte 100 ul Coating-Antikorper (1:10) pipettiert und iiber
Nacht bei 4°C inkubiert. Danach erfolgten drei Waschschritte mit Waschpuffer. Im An-
schluss wurde die Platte mit 1%-iger BSA Ldsung fiir /2 h geblockt, gefolgt von einem er-
neuten Waschschritt. Darauf wurden 100 pl Probe bzw. Standards im Doppelansatz fiir eine
Stunde in der Mikrotiterplatte unter Schiitteln bei RT inkubiert und durch dreimaliges Wa-
schen die iiberschiissigen Substanzen entfernt. Der Uberschuss des danach zugegebenen 100
ul biotinylierten Zweit-Antikorpers (1:6000, 1 Stunde) wurde ebenfalls durch dreimaliges
Waschen entfernt. Danach wurde 100 pl Streptavidin-Peroxidase (1:16000) zugesetzt und fiir
30 min im Dunkeln inkubiert. AnschlieBend wurden 100 ul TMBSubstrat zugegeben. Nach
10 min wurde die Reaktion mittels Stopplosung abgestoppt. Die Auswertung erfolgte mittels
Standardkurve im MRX TC Revalation Mikrotiterplatten Reader der Firma Thermo (Engels-
bach, Deutschland) mit der Wellenldnge 492 nm. Die Bet v 1-Konzentration wurde auf 10

mg Pollen berechnet.
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PGE,- und LTB, ELISA

Die Pollen-assoziierten Lipidmediatoren PALMpgg, und PALM| 14 wurden mittels kaufli-
cher PGE,- und LTB4 ELISA nach Angaben des Herstellers im wéssrigen Pollenextrakt be-

stimmt.

Zytokin ELISA
Die Konzentrationen der Zytokine IFN-y, I1L-17, IL-22, IL-4, IL-10, TNF-a, GM-CSF und

IL-6 wurden durch kommerzielle Sandwich ELISA Kits aus zellfreiem Uberstand bestimmt.

5.10 Ultra-Hochleitsungs-Fliissigkeitschromatographie

Die  Adenosinkonzentration der WPE  wurde  mittels  Ultra-Hochleitsungs-
Flissigkeitschromatographie gekoppelt mit einem 2996 Photodioden-Array (Waters, Esch-
born, Deutschland) analysiert (Gilles et al. 2011). Die Analysen wurden durch die Abteilung
Analytische BioGeoChemie (Helmholtz Zentrum Miinchen) durchgefiihrt. Die Adenosin-
konzentrationen der WPE wurde durch den Vergleich der Peak-Flachen der WPE mit den

Peak-Fliachen von Standards mit bekannten Konzentrationen ermittelt.

5.11 Statistische Analysen

Normalverteilungstest

Da die Verteilungsform der Daten oftmals fiir die Verwendung eines bestimmten statisti-
schen Verfahrens ausschlaggebend ist, wurden alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten
Daten eingangs mit dem Kolmogorov-Smirnoff Test auf Normalverteilung gepriift. Uber-
schreitet dabei die Signifikanz den Wert von 5 %, ist eine Normalverteilung der Daten anzu-
nehmen [363].

Mittelwertsvergleiche

Sofern die Daten normal verteilt waren, wurde fiir vergleichende Analysen (Mittelwertsver-
gleiche), z.B. zwischen urbanen und ruralen Standorten, der T-Test bzw. der gepaarte T-
Test, fir nicht normal verteilte Variablen der Mann-Whitney-Test bzw. der Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test verwendet. Bei P-Werten < 0,05 kann die Nullhypothese, dass sich

die Mittelwerte signifikant voneinander unterscheiden, abgelehnt werden kann.

Korrelationsanalysen

Zur Uberpriifung von korrelativen Beziehungen zwischen z.B. den pollenbezogenen Parame-

tern und den Umweltvariablen wurden bivariate Korrelationen vorgenommen. Dabei fand
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der Pearsonsche Korrelationskoeffizient fiir metrisch skalierte Variablen Verwendung, der
Rangkorrelationskoeffizient Spearmans Rho fiir ordinalskalierte Variablen. Der Korrelati-
onskoeffizient » kann Werte zwischen -1 und +1 annehmen. Der Zusammenhang ist dabei
umso stirker, je ndher der Betrag des Korrelationskoeffizienten an 1 liegt, wobei negative
Werte eine gegenldufige Bezichung darstellen, positive Werte eine gleichldufige Beziehung

[363]. Korrelationen mit P-Werten < 0,05 wurden als signifikant betrachtet.

Fiir alle statistischen Methoden wurde das Programm GraphPad Prism 5 verwendet.
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6.1  Extrinsische Immunmodulation der allergischen Antwort

6.1.1 Modulation der Allergenitét von Birkenpollen durch Umweltfaktoren

Zunehmende Urbanisierung und verdnderte Umweltbedingungen beeinflussen neben dem
Menschen, ebenfalls die sich darin befindlichen Pflanzen, von besonderem Interesse, die
allergenen Pflanzen. Es stellt sich die Frage, ob durch die verdnderten Umweltbedingungen
der zunehmenden Urbanisierung moglicherweise Wirkungen auf den Allergentrager beste-
hen, die dessen Allergenitdt erhohen und somit zur zunehmenden Allergiepravalenz beitra-
gen. Um diese Frage zu kldaren wurden Birkenpollen, als allergologisch relevante Pollenart,

auf ihre Allergenitdt in Abhédngigkeit ihrer Umweltbedingungen untersucht.

6.1.1.1 Charakterisierung der Birken nach verschiedenen Umweltfaktoren

Es wurden 40 Birken im Gro3raum Miinchen fiir die Studie ausgewéhlt (Abb. 11) und die in
der Studie eingeschlossenen Parameter der Urbanisierung (UI, NO,-Konzentration, Ozon-
Konzentration, Temperatur) zwischen den ausgewéhlten urbanen und ruralen Birkenstandor-
ten verglichen (Abb. 12). Hierbei zeigten sich signifikant hohere NO,-Konzentrationen so-
wie Temperaturen fiir die in urbanen Gebieten lokalisierten Birken (Abb. 12, A, C). Der
errechnete Ul unterschied sich ebenfalls signifikant zwischen den ausgewéhlten Birken
(Abb. 12, G) und stand in direktem Zusammenhang zu sowohl Temperatur als auch NO,-
Konzentration (Abb. 12, B, D).

Fiir die Ozonkonzentration konnte kein Zusammenhang zum UI beobachtet werden (Abb.
12, F). Im ruralen-urbanen Vergleich zeigte sich fiir die Ozonkonzentrationen ein zu NO,
und Temperatur gegenldufiger Trend, mit hoheren Ozonkonzentrationen fiir rural lokalisierte

Birken (Abb. 12, E; p=0,12).
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Abb. 12: Charakterisierung der Birkenstandorte hinsichtlich Temperatur, NO,-Konzentration,
Ozonkonzentration und UI. Mittelwertsvergleiche der Temperatur (A; n=16; T-Test (zweiseitig)),
NO,- (C; n=40; Mann-Whitney Test (zweiseitig)) und Ozonkonzentration (E; n=40; Mann-Whitney
Test (zweiseitig)) sowie des Ul (G; n=40; Mann-Whitney Test (zweiseitig)) zwischen urbanen und
ruralen Birkenstandorten (Mittelwert + Standardfehler) sowie Korrelationen (Spearman (zweiseitig))
der Umweltvariablen Temperatur (B), NO,-Konzentration (D) und Ozon-Konzentration (F) mit den
UL n. s.: p>0,05, ***: p<0,001

Die NO,-Konzentration wurde in dieser Studie als Mal} fiir die Verkehrsbelastung verwen-
det, wohingegen Ozon als eigenstdndiger Faktor betrachtet wurde. Ozon ist ein sekundarer
Schadstoff, dessen Konzentration komplexen Vorgingen unterliegt [364, 365]. Die wichtigs-
te Vorldufersubstanz fiir den Ozonaufbau ist NO,, womit NO, und Ozon in engem Zusam-
menhang stehen [364, 365]. Um den Zusammenhang von Ozon und NO, an den in dieser
Studie ausgewdhlten Standorten zu untersuchen, wurden die Schadstoffe in Beziehung ge-
setzt (Abb. 13). Hierbei zeigte sich in der Gesamtheit der Birken in urbanen und ruralen Ge-
bieten (n=40) eine nicht signifikant negative Korrelation von NO, und Ozon (Abb. 12 A).
Die getrennte Analyse urbaner und ruraler Standorte hingegen zeigte unterschiedliche Rela-
tionen in urbanen und ruralen Gebieten. In ruralen Gebieten standen hohe NO,-

Konzentrationen in Zusammenhang mit hohen Ozonkonzentrationen (Abb. 13 B), wohinge-
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gen in urbanen Gebieten hohe NO,-Konzentrationen begleitet von niedrigen Ozonkonzentra-

tionen waren (Abb. 13 C).
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Abb. 13: Korrelation (Spearman (zweiseitig)) von Ozon- und NO,-Konzentration (Passivsamm-
ler) im gesamten Untersuchungsgebiet (n=40) (A), in ruralen (n=20) (B) und urbanen Gebieten
(n=20) (C). n.s.: p>0,05; **: p<0,01

6.1.1.2 Kitzchencharakteristika in Abhéngigkeit von Umweltfaktoren

Pollen pro Einzelkétzchen (g Pollen/Kétzchen)

Der Vergleich der Pollenmenge pro Kitzchen fiir rurale (n=20) und urbane Birken (n=20)
zeigte keine signifikanten Unterschiede (Abb. 14 A). Dahingegen fand sich eine signifikant
negative Korrelation der Pollenmenge pro Kéatzchen mit dem UI (n=40; Abb. 14 B), welcher
eine detailliertere Betrachtung des Zusammenhangs ermdglichte. Der Ul ist ein MaB fiir den
Grad der Urbanisierung und steht im Zusammenhang mit Temperatur als auch NO,-
Konzentration (Abb. 12, B, D). Die NO,-Konzentration (n=40) und die Temperatur (n=16;
10% Signifikanzniveau) zeigten, entsprechend dem UI, ebenfalls eine negative Korrelation
mit der Pollenmenge pro Kitzchen (Abb. 14 C, D). Damit standen hohe NO,-
Konzentrationen und hohe Temperaturen im Zusammenhang mit geringen Pollenmengen pro

Kitzchen. Die gemessenen Ozon-Konzentrationen (n=40) zeigten keine Verbindung zur

Pollenmenge pro Kétzchen (Abb. 2 E).

Kétzchengewicht

Neben der Pollenmenge pro Kitzchen wurde das Kétzchengewicht bestimmt. Hierbei konnte
fiir urbane im Vergleich zu ruralen Birken ein signifikant hoheres Kétzchengewicht festge-
stellt werden. Dieses stand hingegen in keinem Zusammenhang zu einem der gemessenen
Umweltparameter Weder fiir UI, noch Temperatur, NO,- oder Ozonkonzentration konnte

eine Korrelation zum Kétzchengewicht beobachtet werden (Abb. 14, F-J).

Ratio Pollen/Kétzchen

Ein weiterer bestimmter Parameter der Ké&tzchencharakteristika war die Ratio Pol-

len/Kédtzchen. Sie gibt an, wie viel g Pollen in einem g Kétzchen produziert werden. Die
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Ratio aus Pollen/Kédtzchen ergibt sich somit aus g Pollen/g Kétzchen und gibt Aufschluss
dariiber, in welchem Verhéltnis Pollensynthese und Kitzchensynthese zueinander stehen.
Hierbei zeigten rurale Birken eine signifikant hohere Ratio Pollen/Kétzchen (Abb. 14, K)
und somit eine hohere Pollen- zu Kétzchensynthese als urbane Birken.

Zudem konnte eine negative Korrelation der Ratio Pollen/Kdtzchen mit sowohl dem Ul
(Abb. 14, L) als auch der Temperatur (Abb. 14, M) und der NO,-Konzentration beobachtet
werden (Abb. 14, N). Ein niedriger Ul sowie niedrige Temperaturen und NO,-
Konzentrationen standen somit im Zusammenhang mit einer hohen Pollen- zu Kétzchensyn-
these. Fiir Ozon lieB sich, wie fiir g Pollen/Kédtzchen und das Kétzchengewicht, auch mit der
Ratio Pollen/Kédtzchen keine Korrelation feststellen (Abb. 14, O). Ozon stand somit zu kei-

nem der bestimmten Kédtzchencharakteristika in Verbindung.
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Abb 14.: Zusammenhang der Kitzchencharakteristika mit Ul, Temperatur, NO,- und Ozon-
konzentration. Mittelwertsvergleiche der Menge Pollen pro Einzelkitzchen (g Pollen/Kétzchen; A;
n=40), des Kitzchengewichts (F; n=40) und des Verhiltnisses von Pollen zu Kétzchen (Ratio Pol-
len/Kétzchen; K; n=40) zwischen urbanen und ruralen Birkenstandorten sowie Korrelationen der
Kétzchencharakteristika mit den Umweltvariablen UI (n=40; B, G, L), Temperatur (n=16; C, H, M),
NO,- (n=40; D, I, N) und Ozonkonzentration (n=40; E, J, O). Die verwendeten Testverfahren waren
der Mann-Whitney Test (zweiseitig; A), der T-Test (zweiseitig; F, K) die Spearman-Korrelation
(zweiseitig; B, C, E, D,G, H, I, J, L, N) und die Pearson-Korrelation (zweiseitig; L, O). Der Vergleich
urbaner und ruraler Birken ist dargestellt als Mittelwert + Standardfehler. *: p<0,05; **: p<0,01; ***:
p<0,001

6.1.1.3 Allergenitit in Abhingigkeit vom Reifegrad

Um Aufschluss iiber die Entwicklung des Majorallergens Bet v 1, sowie der PALMs mit der

Reifung des Pollens und des Kétzchens zu bekommen, fand eine sequentielle Sammlung von
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fiinf ausgewahlten Birken und die Bestimmung von Allergen- und PALMs-Gehalt statt.
Hierbei konnte eine inverse Beziechung von PALMs- und Bet v 1-Gehalt beobachtet werden
(Abb.15). Wihrend zu Beginn der Reifung die hochsten PALMs- und niedrigsten Bet v 1-
Gehalte gemessen werden konnten, lieBen sich kurz vor Freisetzung des Pollen mit den Sta-
dien 60-61, die niedrigsten PALMs-, hingegen die hochsten Bet v 1-Gehalte messen. Wih-
rend die Bet v 1-Gehalte dann wieder abnahmen, nahmen die PALMs-Gehalte wieder leicht
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Abb. 15: Abhiingigkeit des Bet v 1- und PALMs-Gehaltes vom Reifegrad der Kitzchen. Analy-
sen des Bet v 1- (orange) und PALMs Gehalts (LTBs=griin; PGE,=blau) in Abhéngigkeit vom Reife-
grad (BBCH) der Kitzchen. Dargestellt ist der Mittelwert + Standardfehler von fiinf sequentiell be-
probten Birken.

6.1.1.4 Allergenitit in Abhédngigkeit von Umweltfaktoren

Abhéngigkeit des Bet v 1 Gehalts von Umweltfaktoren

In den Analysen zeigte sich ein Trend zu hoheren Bet v 1-Konzentrationen in ruralen Pollen
(Abb. 16, A; p=0,16). Ein dhnlicher Trend war bereits fiir die Ozonkonzentration zu be-
obachten, welche ebenfalls fiir rurale Standorte tendenziell erhdht war (Abb. 12, E; p=0,12).
Bei Betrachtung des Zusammenhangs von Bet v 1-Gehalt und Ozonkonzentration zeigte sich
eine signifikant positive Korrelation der Ozonkonzentration mit dem Bet v 1-Gehalt (Abb.
16, E, p=0,02). Damit standen hohe Ozonkonzentrationen mit hohen Bet v 1-
Konzentrationen in Zusammenhang. Der Ul (n=40) und die NO,-Konzentration (n=40) stan-
den in keinem Zusammenhang zum Bet v 1-Gehalt (Abb. 16, B, D). Dahingegen liel3 sich fiir
die Temperatur (n=16), trotz einer Abhingigkeit zum UI (Abb. 12, B), eine negative Korre-
lation mit der Bet v 1-Konzentration feststellen (Abb. 16, C, p=0,04).
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Abb. 16: Analysen des Einflusses von Umweltfaktoren auf den Bet v 1-Gehalt der Birkenpollen.

Mittelwertsvergleiche des Bet v 1-Gehaltes zwischen ruralen (n=20) und urbanen (n=20) Birkenpollen

(A; T-Test (zweiseitig)) sowie Korrelation (Pearson (zweiseitig)) des Bet v 1-Gehaltes mit den Um-

weltvariablen UI (B; n=40), Temperatur (C; n=16), NO,-Konzentration (D; n=40) sowie Ozonkon-

zentration (E; n=40). Der Vergleich urbaner und ruraler Birken ist dargestellt als Mittelwert + Stan-

dardfehler. P.=Pollen n.s.: p>0,05; *: p<0,05

Abhéngigkeit des Adenosingehalts von Umweltfaktoren

Zur Bestimmung des Adenosingehaltes der Pollen (n=40) wurden WPE generiert und mittels

HPLC auf ihren Adenosingehalt analysiert.

Es zeigten sich keine Unterschiede beziiglich des Adenosingehaltes zwischen urbanen und

ruralen Pollen (Abb.17, A). Ebenso wenig stand einer der analysierten Parameter mit Adeno-

sin in Verbindung (Abb. 17, B-E).
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Abb. 17: Analysen zum Einfluss von Umweltfaktoren auf den PALMs-Gehalt. Mittelwertsver-
gleiche des Adenosin-Gehaltes zwischen ruralen (n=20) und urbanen (n=20) Birkenpollen (A) sowie
Korrelation des Adenosin-Gehaltes mit den Umweltvariablen Ul (B; n=40), Temperatur (C; n=16),
NO,-Konzentration (D; n=40) sowie Ozonkonzentration (E; n=40). Die verwendeten Testverfahren
waren der T-Test (zweiseitig; A), die Pearson-Korrelation (zweiseitig; B) und die Spearman-
Korrelation (zweiseitig; C-E). Der Vergleich urbaner und rural Birken ist dargestellt als Mittelwert +
Standardfehler. P.=Pollen ; n. s.: p>0,5

Abhingigkeit des PALM Gehalts von Umweltfaktoren

PALM@—Gehalt

Der PALMpgg,-Gehalt unterschied sich nicht zwischen ruralen und urbanen Pollen (Abb. 18,
A). Ebensowenig konnte eine Abhingigkeit zum UI (Abb. 18, B), der Temperatur (Abb. 18,
C) oder der NO,-Konzentration (Abb. 18, D), direkt in Verbindung stehender Parameter,
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beobachtet werden. Im Gegensatz hierzu zeigte sich eine hoch signifikant negative Korrela-

tion (r=-0,68) von PALMpgg, mit der Ozonkonzentration (Abb. 18, E).

PALM@—Gehalt

Fir die PALM| ts-Gehalte lie3 sich ein Trend zu hoheren Konzentrationen in ruralen Pollen
feststellen (p=0,06; Abb. 18, F), jedoch weder UI (Abb. 18. G), Temperatur (Abb. 18, H),
NO,- (Abb. 18, I) noch Ozonkonzentration (Abb. 18, J) standen in einem signifikanten Zu-

sammenhang mit den gemessenen PALM| 1p4-Gehalten.

Beide Lipidmediatoren stehen iiber dieselbe Vorlaufersubstanz, die a-Linolensdure, in en-
gem Zusammenhang, werden hingegen iiber unterschiedliche Wege gebildet. PALMpgg,
wird ausschlieBlich {iber Autoxidation gebildet, PALM| 1p4 zusitzlich iiber das Enzym Lipo-
xygenase [366]. Im Folgenden wurde zuséitzlich zu dem Gehalt von PALM| tp4 und PALMp.
o2 das Verhdltnis der Lipide zueinander (Ratio PALM| 1p4/PALMpggy) bestimmt. Dies sollte
Riickschliisse dariiber geben, ob moglicherweise ein Syntheseweg der Lipidmediatoren
durch duBere Faktoren beeinflusst werden kann und somit zu einem verdnderten Verhéltnis
der Lipide zueinander fiihrt. Obwohl sich weder die PALMpgg,-Gehalte noch die PALM| tp4-
Gehalte zwischen urbanen und ruralen Pollen unterschieden, zeigten sich dagegen signifi-
kante Unterschiede beziiglich des Verhiltnisses der Lipidmediatoren zueinander. Das
PALM_ 1ps/PALMpggy-Verhiltnis war in ruralen Pollen signifikant erhdht (Abb. 18, K) und
zeigte zudem eine signifikante Korrelation mit dem UI (Abb. 18, L), der Temperatur (Abb.
18, M), der NO,-Konzentration (Abb. 18, N) als auch der Ozonkonzentration (Abb. 18, O).
Hierbei standen hohe PALM| 1p4/PALMpgg,-Gehalte mit einem niedrigen Ul, einer niedrigen
Temperatur, niedrigen NO,-Konzentrationen sowie hohen Ozonkonzentrationen in Verbin-

dung (Abb. 18, L-O).
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Abb. 18: Zusammenhang des PALM-Gehalts mit Umweltfaktoren. Mittelwertsvergleiche der
PALM| 1s-Gehalte (A), PALMpgro-Gehalt (F) und der Ratio PALM| 14/PALMpgg; (K) zwischen
ruralen (n=20) und urbanen (n=20) Birkenstandorten sowie Korrelationen der PALM-Gehalte und der
Ratio mit den Umweltvariablen UI (B, G, L; n=40), Temperatur (C, H, M; n=16), NO,-Konzentration
(D, I, N; n=40) sowie Ozonkonzentration (E, J, O; n=40). Der Vergleich urbaner und ruraler Birken ist
dargestellt als Mittelwert = Standardfehler. Die verwendeten Testverfahren waren der Mann-Whitney
Test (zweiseitig; A, F, K), die Spearman-Korrelation (zweiseitig; B, D, I, G, L, M, N, O) und die
Pearson Korrelation (zweiseitig; C, E, H, J). n. s.: p>0,05; *: p<0,05; **: p<0,01; ***: p<0,001

6.1.1.5 Immunmodulatorisches und -stimulatorisches von WPE

Mit der Beobachtung, dass Ozon mit mehreren Parametern der Allergenitdt (Bet v 1;
PALMs) in Zusammenhang stand, sollte im weiteren Verlauf der vorliegenden Studie die
immunologische Relevanz der mit Ozon in Zusammenhang stehenden, veranderten Aller-
gen- und Lipidgehalte geklart werden. Dafiir wurden die Pollen ausgewéhlt, welche von den
nach Messung jeweils am hochsten und niedrigsten Ozon-exponierten Birken aus urbanen
und ruralen Gebieten stammten (n=4) und in in vitro und in vivo Versuchen nidher analysiert.
Geklart werden sollte die immunstimulatorische als auch -modulatorische Kapazitit dieser
Pollen, sowie ihr in vivo Potential in der allergischen Hautreaktion. Die ausgewéhlten Pollen
der am hochsten Ozon-exponierten Birken (n=2) werden in Folge als ,,Hoch-Ozon* Pollen
bezeichnet, die Pollen, welche von den am niedrigsten Ozon-exponierten Birken (n=2)

stammen als ,,Niedrig-Ozon* Pollen.
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Potential von ,,Hoch-,, und ,.Niedrig-Ozon“ Pollen in der Inhibition einer Thl-

Antwort

Ozon war positiv mit der Ratio PALM1p4/PALMpgg, korreliert (siche Abb. 18, O). Damit
stand eine verdnderte Lipidzusammensetzung, hin zu einem hoheren Anteil immunstimulato-
rischer zu -modulatorischer PALMs, mit hdheren Ozonwerten in Verbindung. Im Folgen-
den sollte die immunologische Relevanz dieses Verhiltnisses getestet werden. Aufgrund des
hoheren Anteils immunmodulatorischer PALMs in den ,,Niedrig-Ozon“ Pollen wurde ange-
nommen, dass diese ein starkeres immunmodulatorisches Potential aufweisen.

Um diese Hypothese zu testen wurden Stimulationsversuche mit aus Monozyten generierten
dendritischen Zellen (MoDZ) durchgefiihrt. Es wurde getestet, inwieweit die LPS induzierte
IL-12-Sekretion, somit das Potential eine Thl-Antwort zu induzieren, durch WPE der

,Hoch-,, und ,,Niedrig-Ozon* Pollen gehemmt werden kann.

In den Stimulationen konnte sowohl fiir die ,,Hoch-“ als auch die ,,Niedrig-Ozon*“ Pollen
eine konzentrationsabhidngige Hemmung der IL-12 Sekretion beobachtet werden. Hierbei
hemmte die niedrigste Konzentration von 3 mg/ml WPE bereits mehr als 70% des LPS indu-
zierten 1L-12.

Die ,,Hoch-Ozon* Pollen zeigten dabei in allen eingesetzten Konzentrationen eine signifi-
kant schwichere IL-12-Hemmung und somit ein signifikant geringeres Potential eine Thl-
Antwort zu inhibieren als die ,,Niedrig-Ozon* Pollen (Abb. 19). Hierbei konnte eine stirkere
Signifikanz in den niedrigeren WPE Konzentrationen von 3 mg/ml und 5 mg/ml festgestellt
werden (p=0,016), wobei 10 mg/ml (p=0,031) WPE die LPS induziert IL-12 Sekretion fast
vollstdndig hemmten (Abb. 19).
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Abb. 19: Potential von ,,Hoch-Ozon* Pollen die LPS induzierte IL-12 Sekretion zu hemmen.
MoDZ (Spender n=3) wurden in An- und Abwesenheit von WPE (,,Hoch-Ozon“=schwarz; n=2;
,»,Niedrig-Ozon“=grau; n=2) in den Konzentrationen von 3 mg/ml, 5 mg/ml und 10 mg/ml WPE stimu-
liert und die IL-12 Sekretion bestimmt. Die IL-12 Sekretion unter LPS und WPE Stimulation wurde
bezogen auf die IL-12 Sekretion unter alleiniger LPS Stimulation (=100%). Dargestellt ist die IL-12
Sekretion in % als Mittelwert + Standardfehler. Die Signifikanzen wurden mittels Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test (einseitig) berechnet. *: p<0,05

Vergleich der Neutrophilen Chemotaxis auf ,,Hoch-* und ,.Niedrig-Ozon‘ Pollen

Um das immunstimulatorische Potential der ,,Hoch-*“ und ,,Niedrig-Ozon* belasteten Pollen
zu testen, wurden Neutrophile Granulozyten aus dem Blut nicht-atopischer Probanden (n=3)
isoliert und in Migrationsassays mit WPE von ,,Hoch-“ (n=2) und ,,Niedrig-Ozon* (n=2)
Pollen eingesetzt. Aufgrund der Beobachtung das ,,Hoch-Ozon* Pollen ein hoheres Verhalt-
nis immunstimulatorischer zu modulatorischer PALMs besitzen wurde angenommen, dass
diese ein hoheres immunstimulatorisches Potential besitzen.

In den Analysen liel sich eine konzentrationsabhidngige Migration der Neutrophilen Gra-
nulozyten auf die WPE feststellen, wobei die hochste Migration auf 10 mg/ml zu beobachten
war. Im Vergleich der ,,Hoch-*“ und ,,Niedrig-Ozon* Pollen zeigte sich in allen eingesetzten
Konzentrationen eine signifikant stirkere Chemotaxis Neutrophiler Granulozyten hin zu
,Hoch-Ozon“ Pollen (Abb. 20, A). Bei der Einzelbetrachtung eingesetzter Pollenextrakte
(n=4) in Bezug auf die Ozonexposition entsprechender Birken, konnte des Weiteren eine
Korrelation der Migration mit der Hohe der Ozonexposition beobachtet werden. Diese Kor-

relation fand sich fiir alle eingesetzten WPE Konzentrationen (Abb. 20, B-D).
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Abb. 20: Vergleich der Neutrophilen Chemotaxis auf ,,Hoch-“ und ,Niedrig-Ozon“ Pollen.
Neutrophile Granulozyten wurden in Migrationsassays mit WPE von ,,Hoch-“ ,, (n=2; dunkelgraue
Punkte und Linie) und ,,Niedrig-Ozon* Pollen (n=2; hellgraue Punkte und Linie) eingesetzt. Die WPE
wurden in den Konzentrationen 1 mg/ml, 3 mg/ml und 10 mg/ml eingesetzt. Es wurde auf Unterschiede
beziiglich der Induktion einer Neutrophilen Chemotaxis zwischen ,,Hoch-* und ,,Niedrig-Ozon“ Pollen
getestet (A) sowie auf Abhdngigkeit der Stirke der Migration mit der Héhe der Ozonexposition (B-D;
getestet fiir die eingesetzten Konzentrationen: 1mg/ml (B), 5 mg/ml (C) und 10 mg/ml (D)). Unter-
schiede in der Neutrophilen Chemotaxis auf ,,Hoch-,, und ,,Niedrig-Ozon“ belastete Pollen wurden
mittels Wilcoxon Vorzeichen-Rang-Test (einseitig) bestimmt. Der Vergleich von ,,Hoch-“ und ,,Nied-
rig-Ozon“ Pollen ist dargestellt als Mittelwert = Standardfehler. *, p<0,05

Allergische kutane Immunreaktion auf ,,Hoch-* und ,.Niedrig-Ozon‘ Pollen

Neben einer verdnderten Lipidzusammensetzung konnten ebenfalls hohere Allergengehalte
in ,,Hoch-Ozon* Pollen beobachtet werden. Die Relevanz dieser erhohten Allergengehalte
sollte anhand der allergischen Immunreaktion in der Haut, induziert durch Pricktestung, un-
tersucht werden.

Beim Vergleich, sowohl der Quaddel- als auch der ErythemgroBe der unterschiedlichen
Pricklésungen, zeigten sich signifikant groBere Quaddeln (Abb. 21, A) und Erytheme (Abb.
21, B) fir WPE von ,,Hoch-Ozon“ Pollen. Betrachtet man die Gréfle der Quaddeln und
Erytheme der einzelnen WPE in Bezug zur Ozonbelastung, gemessen an entsprechender
Birke, zeigte sich dhnlich den Migrationsassays eine signifikant positive Korrelation der

Quaddel- und ErythemgroB3e mit der Hohe der Ozonbelastung (Abb. 21, C-D).
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Abb. 21: Quaddelbildung in Pricktestung mit WPE von ,,Hoch-“ und ,,Niedrig-Ozon* Pollen.
Birkensensibilisierte Probanden (n=5) wurden mit WPE von ,,Hoch-,, (n=2) und ,,Niedrig-Ozon*
(n=2) Pollen geprickt und Quaddel- und Erythembildung gemessen. (A-B; Wilcoxon Vorzeichen-
Rang-Test (zweiseitig)). Zudem wurde der Zusammenhang zwischen Ozonexposition und Quaddel-
und Erythemgrofe analysiert(C, D; Spearman-Korrelation (zweiseitig)). Der Vergleich ,,Hoch-“ und
,,Niedrig-Ozon“ belasteter Pollen ist dargestellt als Mittelwert + Standardfehler. *: p<0,05; **:
p<0,01; ***: p<0,001

6.1.2 Immunmodulation durch WPE <3kDA

6.1.2.1 Einfluss von WPE auf die humane Mastzelllinie LAD?2

Adenosin und PALMs sind Allergen-unabhéngige, niedermolekulare Substanzen mit im-
munmodulatorischer und -stimulatorischer Kapazitdt die in Pollen identifiziert wurden und
deren Zusammenhang mit Faktoren der Urbanisierung im ersten Teil der vorliegenden Arbeit

untersucht wurde.

Im weiteren Verlauf sollte die Bedeutung Allergen-unabhingiger Substanzen aus Pollen in
der Auslosephase, der Sofortreaktion, der allergischen Reaktion ndher untersucht werden.
Eine besondere Rolle in der Auslosephase der allergischen Reaktion nimmt die Mastzelle
ein, welche nach Aktivierung zu den typischen Symptomen der Soforttypreaktion fithrt. Um
den Einfluss Allergen-unabhéngiger Faktoren aus Pollen auf Mastzellen zu klaren, wurde die
humane Mastzelllinie LAD2 iiber 24h mit IgE sensibilisiert und in Folge mit Anti-IgE in
Anwesenheit verschiedener Konzentrationen von WPE (1mg/ml, 3 mg/ml, 10 mg/ml) akti-

viert. Bestimmt wurde im Anschluss der Anteil ausgeschiitteter f-Hexosaminidase.
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Die Analysen zeigten, dass eine Anti-IgE vermittelte Aktivierung der Mastzelllinie LAD2 in
Anwesenheit von WPE zu einer tendenziell verstiarkten B-Hexosaminidase-Ausschiittung im
Vergleich zur Kontrolle fiihrt (Abb. 22). Hierbei konnte eine hohere Signifikanz fiir die nied-
rigeren WPE Konzentrationen von 1 mg/ml und 3 mg/ml WPE (p=0,063) im Vergleich zu 10
mg/ml beobachtet werden (p=0,13).
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Abb. 22: 3-Hexosaminidase-Ausschiittung von LAD2 unter anti-IgE Aktivierung in Anwesen-
heit von WPE. Die humane Mastzelllinie LAD2 wurde in 4 unabhingigen Versuchen iiber 24h mit
Anti-IgE sensibilisiert und in Folge mit Anti-IgE plus WPE verschiedener Konzentrationen (1 mg/ml,
3 mg/ml und 10 mg/ml; orange Balken) stimuliert. Die Kontrolle war die alleinige Stimulation mit
Anti-IgE (grauer Balken). Das verwendete Testverfahren ist der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
(zweiseitig). Der Vergleich ,,Hoch-“ und ,,Niedrig-Ozon® belasteter Pollen ist dargestellt als Mittel-
wert + Standardfehler.

6.1.2.2 Einfluss von WPE <3kDA auf die allergischen Hautreaktion

Nachdem eine aggravierende Wirkung des WPE auf die Anti-IgE vermittelte Mastzelldegra-
nulation der humanen Mastzellinie LAD2 beobachtet werden konnte, sollte im Folgenden
die Allergen-unabhingige Wirkung des WPE auf die allergische Hautreaktion in vivo unter-
sucht werden. Bei den bereits in Pollen identifizierten immunwirksamen Faktoren Adenosin
und PALMs handelt es sich um niedermolekulare Molekiile. Aus diesem Grund wurden fiir
die in vivo Testung die Moglichkeiten der immunwirksamen Substanzen eingegrenzt und der
Fokus auf die Wirkung niedermolekularer Substanzen gelegt. Hierfiir wurden Pricktestungen
mit WPE ab- und angereichert mit Substanzen kleiner 3 kDA durchgefiihrt.

Mittels Ultrazentrifugation iiber 3 kDA cut-off Filter wurden WPE in eine grofler (> 3 kDa)
und kleiner 3 kDa Fraktion (< 3 kDa) separiert. Die > 3 kDa Fraktion, welche das Allergen
enthielt, wurde zum einen mit PBS, zum anderen mit der <3 kDa Fraktion verdiinnt. So ent-

standen 2 Pricklésungen mit gleicher Allergenkonzentration, ab- und angereichert mit Sub-
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stanzen kleiner 3 kDa. Es wurde getestet, ob niedermolekulare Substanzen bei selbem Aller-

gengehalt in Pricktestungen Einfluss auf Quaddel- und Erythemgréfen nehmen.

Hierfiir wurden zunéchst 3 Birkenpollenallergiker repetitiv (2x) mit Pricklosungen (n=4) an-
und abgereichert mit Substanzen kleiner 3 kDa geprickt. Die repetitive Pricktestung wurde
an zwei Tagen im Abstand von mindestens 24h mit den Birkenpollenextrakten zweier ver-
schiedener Birken (# 5; #17) durchgefiihrt. Jede Pricklosung wurde dabei 4-5 mal pro Ter-
min und Patient geprickt, das Readout war die Quaddelgrofe.

Mit Ausnahme von Patient 3, zum 2. Termin mit dem Standort 5 (Abb. 23, F), zeigte sich bei
allen Probanden zu beiden Zeitpunkten und bei beiden WPE (# 5; #17) ein aggravierender
Effekt der <3kDa Fraktion auf die allergische Hautreaktion (Abb. 23, A-F). Der Effekt war
nach Patient, Standort und Zeitpunkt unterschiedlich ausgeprégt, ebenso wie die Quaddel-
grofle selbst. Bei Patient 1 zeigte sich mit denselben Prickldsungen eine bis zu 10-fach gro-
Bere Quaddelbildung (Abb. 23, A, D), wobei Patient 2 und 3 im gleichen Groflenbereich
lagen (Abb. 23, B-C, E-F).
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Abb. 23: Wirkung von WPE<3kDa auf die Quaddelgrofie in repetitiven Pricktestungen. Es wur-
den Pricklosungen ab- (+PBS) und angereichert (+< 3kDa) mit niedermolekularen Substanzen von
WPE hergestellt und in Pricktestungen an Birkenpollen-sensibiliserten Probanden (n=3) getestet (A-
F). Es wurde repetitiv an 2 Terminen getestet. Getestest wurden WPE, hergestellt aus Pollen von 2
verschiedenen Birken (Standort 5=dunkelgraue Balken; Standort 17=hellgraue Balken). Dargestellt ist
der Mittelwert der Quaddelgrden + Standardfehler.

Die aggravierende Wirkung der WPE < 3 kDa auf die allergische Hautreaktion wurde in
mehreren Probanden weiter untersucht, wobei sich ein signifikant aggravierende Effekt auf
die Quaddelgrofle zeigte (n=6; Abb. 24, A). Um zu untersuchen, ob es sich bei diesem Effekt

um einen vom Sensibilisierungsstatus abhidngigen oder um eine allgemein aggravierende

&9
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Wirkung auf die allergische Reaktion handelt, wurde im néchsten Schritt der Einfluss der
WPE < 3 kDa auf nicht gegen Birke sensibilisierte Probanden untersucht. Hierfiir wurden
Griserpollenallergiker (keine Birkensensibilsierung) mit dem Gréserpollenallergen (n=2) Phl
p 6 geprickt. Dieses wurde zum einen in PBS, zum anderen in der WPE <3 kDa gel6st. So-
mit entstanden wiederum 2 Pricklosungen mit gleichem Allergengehalt mit und ohne nie-
dermolekulare Substanzen.

Auch in den Gréserpollenallergikern zeigte sich eine Aggravation der allergischen Hautreak-
tion durch die niedermolekulare Fraktion des Birkenpollenextraktes (Abb. 24, B). Trotz sel-
ber Allergenkonzentration von Phl p 6 induzierte die Pricklésung angereichert mit niedermo-
lekularen Substanzen des Birkenpollenextraktes eine gro3ere Quaddelbildung in nicht gegen

Birke sensibilisierten Graserpollenallergikern.

Bisherig identifizierte niedermolekulare immunwirksame Substanzen in WPE sind PALMs
und Adenosin. Zielzelle der Pricktestung ist die Mastzelle auf der bereits eine Expression
verschiedener Adenosinrezeptoren beschrieben wurde. Im nédchsten Schritt sollte geklart
werden, ob Adenosin moglicherweise beteiligt an der aggravierenden Wirkung des WPE <3
kDa in der Pricktestung ist.

Hierfiir fanden weitere Pricktestung an Birkenpollen- und Gréserpollen-sensibilisierten Pro-
banden statt. Diesmal wurde die niedermolekulare Fraktion des WPE durch eine Adenosin-
16sung ersetzt. Fiir die Pricktestungen mit Birkenpollenallergikern wurde die groBer 3 kDa
Fraktion zum einen in PBS, zum anderen in einer Adenosinlosung verdiinnt. Fiir die Gréaser-
pollenallergiker wurde Phlp6 ebenfalls in PBS oder einer Adenosinlésung verdiinnt. Die
Endkonzentration von Adenosin in den Pricklésungen betrug 3*10° M. Dies entspricht der
Konzentration, welche in WPE gemessen wurde.

Sowohl beim Birken- als auch beim Gréserpollenallergiker induzierte die Pricklosung mit
Adenosin eine groflere Quaddelbildung (Abb. 24, C-D). Pricktestung mit Adenosin aggra-

vierte somit entsprechend der WPE <3kDa ebenfalls die allergische Hautreaktion.
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Abb. 24: Wirkung von WPE <3kDa und Adenosin auf die Quaddelgriofie in Pricktestungen.
Birken- (A, C) und Griserpollenallergiker (B, D) wurden mit verschiedenen Prickldsungen gleicher
Allergengehalte mit unterschiedlichen Gehalten niedermolekularer Substanzen geprickt und in Folge
die QuaddelgroBe bestimmt. Beim Birkenpollenallergiker wurden hierbei Prickldsungen des Birken-
WPE >3kDA ab- (Birke+PBS) und angereichert (Birke+WPE<3kDA) mit Substanzen kleiner 3 kDA
verglichen (A; n=6), sowie Birken-WPE >3kDA ohne (Birke+PBS) und mit Adenosin (Birke+ADO)
(C; n=3). Beim Griserpollenallergiker wurden Pricklosungen mit dem Allergen Phlp6 ohne
(Grast+PBS) und mit Substanzen kleiner 3kDA (GrastWPE<3kDA) (B n=2) sowie ebenfalls ohne
(Gras+PBS) und mit Adenosin (Gras+ADO) verglichen (D; n=4). Das verwendete Testverfahren ist
der Wilcoxon Vorzeichen-Rang-Test (zweiseitig). Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler.
* p<0,05; *** p<0,001

6.1.2.3 Einfluss von WPE <3kDA auf Basophile Granulozyten

Neben Mastzellen exprimieren auch Basophile Granulozyten den FceRI und auch ihnen wird
eine Beteiligung bei der Soforttypallergie zugeschrieben. Aus diesem Grund wurde die Wir-
kung des WPE <3kDa sowie Adenosin zusitzlich auf diesen Zelltyp analysiert.

Mit Hilfe eines Basophilen Aktivierungstests wurde der Einfluss der WPE <3kDa sowie
Adenosin auf die Allergen-abhéngige sowie Allergen-unabhédngige Aktivierung Basophiler
Granulozyten untersucht. Hierfiir wurden Basophile Granulozyten aus dem Blut von Allergi-

kern isoliert und in An- und Abwesenheit von WPE <3kDa oder Adenosin mit dem entspre-
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chenden Allergen (Bet v 1; Phl p 1) stimuliert. Das Readout war hierbei die prozentuale Ex-
pression der Aktivierungsmarker CD63 und CD203.

In Basophilen Granulozyten fiihrte bereits die alleinige Allergen-unabhingige Stimulation
mit WPE <3kDa (n=4) zu einer signifikanten Aktivierung, gekennzeichnet durch eine er-
hohte Expression von CD63 und CD203. Wurden Basophile Granulozyten parallel mit Al-
lergen und WPE <3kDa stimuliert, zeigte sich eine Aggravation der Allergen-abhiangigen
Aktivierung (n=2).

Auch Basophile Granulozyten exprimieren Adenosinrezeptoren. Aus diesem Grund wurde
getestet, ob Pollen-Adenosin an der Aggravation der Basophilenaktivierung durch WPE
<3kDa beteiligt sein konnte. Hierfiir wurden Basophile Granulozyten parallel mit Allergen
und Adenosin stimuliert. Auch Adenosin war in der Lage die Allergenabhédngige Aktivie-
rung der Basophilen Granulozyten zu aggravieren. Die aggravierende Wirkung lag im &hnli-
chen Bereich wie die der WPE <3kDa, womit Adenosin die aggravierende Wirkung der

WPE <3kDa nachbilden konnte.
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Abb. 25: Aktivierung Basophiler Granulozyten durch WPE <3kDa und Adenosin. Basophile
Granulozyen wurden aus dem Blut von Birken- und Griserpollen-sensibilisierten Probanden isoliert
und Allergen-unabhingig (A; n=4; WPE 30 mg/ml) und Allergen-abhingig (B; n=2; WPE 0,01 mg/ml
/0,1 mg/ml /1 mg/ml) mit WPE stimuliert. Die Allergen-abhingige Stimulation fand zusétzlich mit
Adenosin in den Konzentrationen 1*#10® M, 1*107 M und 1*10° M statt. Das verwendete Testverfah-
ren fiir die Allergen-unabhingige Aktivierung ist der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (zweiseitig).
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6.2 Intrinsische Immunmodulation

Die Antwort des Immunsystems auf ein Antigen wird mafigeblich von parallel vorkommen-
den Antigen-unabhédngigen Faktoren, dem sogenannten Mirkomillieu, beeinflusst. Dieses
Mikromillieu kann sowohl aus extrinsischen Faktoren als auch intrinsichen Faktoren beste-
hen. Wiéhrend sich der erste Teil dieser Arbeit mit der Immunmodulation durch extrinsische
Faktoren beschiftigte, lag der Fokus des zweiten Teils auf der Immunmodulation durch
intrinsische Faktoren. Hierbei wurde der Einfluss der Sexualhormone 17B-Ostradiol und

Testosteron sowie des Adipokins Leptin auf die Immunanwort untersucht.

Imunmodulation durch 178-Ostradiol, Testosteron und Leptin

Epidemiologische Beobachtungen deuten auf eine gesteigerte Immunantwort beim weibli-
chen Geschlecht hin. Gleichzeitig konnen hohere Konzentrationen des Adipokins Leptin in
Frauen beobachtet werden [300], dessen Konzentration wiederum in Abhédngigkeit zu den
Sexualhormonen steht. Fraglich ist, welchen immunologischen Zusammenhang die Sexual-
hormone mit Leptin haben und inwieweit die erhohten L-Konzentrationen in Frauen mitver-
antwortlich fiir deren gesteigerte Immunantwort gemacht werden kdnnen.

Um diese Fragen zu kléren, sollte der Einfluss der Hormone alleinig als auch in Kombination
auf das Immunsystem analysiert werden. Untersucht wurde hierbei die Wirkung auf Zellen
des innaten Immunsystems, auf Monozyten, als auch auf Zellen des adaptiven Immunsys-
tems, auf T-Zellen. Im Hinblick auf T-Zellen sollte sowohl die Wirkung auf naive (RA") T-

Zellen als auch Gedachtnis (memory) T-Zellen untersucht werden.

6.2.1 Wirkung von 178-Ostradiol, Testosteron und Leptin auf Monozyten

Die Stimulation der Monozyten unter 17B-Ostradiol- im Vergleich zur Testosteron-
Inkubation zeigte signifikante Unterschiede in der Sekretion der Zytokine GM-CSF und IL-
10 (Abb. 26, A, C). Die Stimulation unter 178-Ostradiol-Inkubation fiihrte zu einer signifi-
kant hoheren GM-CSF- und niedrigeren IL-10 Sekretion (Abb. 26, A, C). Fiir die Testoste-
ron-Inkubation konnten nicht signifikant hemmende Effekte auf die GM-CSF Sekretion
(p=0,1165) und kein Effekt auf die IL-10 Sekretion beobachtet werden (Abb. 26, A,C).
Ebenfalls lieB sich ein Trend hin zu einer hoheren TNF-o Sekretion unter 178-Ostradiol-
Inkubation im Vergleich zur Testosteron-Inkubation feststellen (p=0,1094; Abb. 26, B). Fiir
beide Hormonbedingunen unverdndert zeigte sich die IL-6 Sekretion (Abb. 26, D). Mitge-
fiihrte Kontrollen (Eth-K E; Eth-K T) zeigten keinen Effekt auf die Zytokinsekretion (Abb.
26, A-D).
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Zusammenfassend lieB sich die Induktion eines proinflammatorischen Zytokinprofils durch
178-Ostradiol beobachten, welches durch eine hohere GM-CSF und TNF-a und niedrigere
IL-10 Sekretion gekennzeichnet war (Abb. 26, A, C-D).

Parallel zur Zytokinsekretion wurde der Einfluss von 178-Ostradiol und Testosteron auf die
Apoptoserate der Monozyten analysiert. Dies gab zudem Aufschluss dariiber, ob Unterschie-
de in der Zytokinsekretion auf unterschiedliche Uberlebensraten (Lebendzellzahl) zuriickge-
fiihrt werden konnten.

Weder 178-Ostradiol noch Testosteron oder die Losungsmittelkontrollen zeigten einen Ein-
fluss auf die Uberlebensrate der Monozyten (Abb. 26, E). Damit konnte zudem ausgeschlos-
sen werden, dass die beobachtete unterschiedliche Zytokinsekretion aus unterschiedlichen

Uberlebensraten resultierte.
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Abb. 26: Zytokinsekretion von Monozyten nach Stimulation unter 178-Ostradiol- oder Testos-
teron-Inkubation. Monozyten (n=7) wurden unter 17B-Ostradiol- (rote Balken) oder Testosteron-
Inkubation (blaue Balken) stimuliert. Es wurden entsprechende Losungsmittelkontrollen fiir 176-
Ostradiol (rot gestreifte Balken) und Testosteron (blau gestreifte Balken) und eine Mediumkontrolle
(schwarze Balken) mitgefiihrt. Im Anschluss wurden aus den Uberstinden die Zytokine (I) GM-CSF
(A), TNF-a (B), IL-10 (C) und IL-6 (D) bestimmt. Parallel wurde die Uberlebensrate (II) der Mo-
nozyten (n=4) ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte plus Standardfehler. E2=17p-Ostradiol,
T=Testosteron; Eth-K E2=Ethanolkontrolle fiir E2; Eth-K T=Ethanolkontrolle fiir Testosteron;

Med=Medium; *, p<0,05

Tabelle 5: P-Werte der Analysen auf Unterschiede zwischen 17p-Ostradiol- und Testosteroninkubati-
on aus Abb. 26. ": gepaarter T-Test (zweiseitig); 2. Wilcoxon Vorzeichen-Rang-Test (zweiseitig);

dunkelgrau: 5% Signifikanzniveau;

hellgrau:  20%

Signifikanzniveau);

E2=17p-Ostradiol,

T=Testosteron; Eth-K E2=Ethanolkontrolle fiir E2; Eth-K T=Ethanolkontrolle fiir Testosteron;

Med=Medium;
Bedingung E2 E2 T Eth-K E2 | Eth-KE2 Eth-K T
A\ VS A\ A\ A4 A\ VS

Bedinw T Eth-K E2 | Eth-KT Eth-K T Med Med

GM-CSF 0,04 0,04 0,12 0,42" 0,59" 0,61"

TNF-o. 0,11 0,30> 0,69* 0,50> 0,58 0,58

IL-10 0,05 0,11 0,30° 1 0,94 0,94’

IL-6 0,47" 0,227 0,69* 12 0,38 0,38

Uberlebensrate |  0,43" 0,74 0,28" 0,55 0,99" 029"
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Analyse des Zytokinprofils

Zytokine kdnnen synergistische als auch antagonistische Effekte haben, womit fiir den Ver-
lauf einer Immunantwort das Verhéltnis der Zytokine zueinander von entscheidender Bedeu-
tung ist. Um diesem Aspekt Rechnung zu tragen, wurde in Folge nicht mehr nur die Kon-
zentration der Zytokine alleinig, sondern im Verhiltnis zueinander fiir die unterschiedlichen
Inkubationsbedingungen betrachtet. Das Verhéltnis der Zytokine zueinander wurde als pro-
zentualer Anteil der Summe der bestimmten Zytokine GM-CSF, TNF-a. und IL-10 berech-
net. Die IL-6 Konzentration war nicht von den Hormonbedingungen beeinflusst, weshalb sie

nicht in die Berechnung miteinbezogen wurde.

Die Stimulation von Monozyten unter 17B8-Ostradiol-Inkubation im Vergleich zur Testoste-
ron-Inkubation fiihrte zu einem Zytokinprofil mit einem hoheren Anteil pro-
inflammatorischer Zytokine (Abb. 27, A). Die Stimulation unter 17B-Ostradiol-Inkubation
zeigte hierbei einen mehr als 3 -fach hoheren Anteil GM-CSF, einen 1,4 -fach héheren An-
teil TNF-a und einen ca. 1/4 geringeren Anteil IL-10 (Abb. 27, A) im Vergleich zur Testos-
teron-Inkubation (Abb. 27, B). Die Kontrollen hatten keinen Einfluss auf das Zytokinprofil
(Abb. 27, C-E).

Im Vergleich zur Kontrolle lieB sich fiir 178-Ostradiol eine prozentuale Induktion von GM-
CSF und TNF-a und eine Hemmung von IL-10 beobachten (Abb. 27, A, C).

Testosteron zeigte im Vergleich zur Kontrolle eine schwache GM-CSF und IL-10 Hemmung
und leichte TNF-o. Induktion (Abb. 27; B, D). Im Vergleich zu 178-Ostradiol zeigte Testos-

teron somit nur einen marginalen Einfluss auf das Zytokinprofil (Abb. 27, A-D, Tabelle).
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Abb. 27: Zytokinprofil von Monozyten nach Stimulation unter 178-Ostradiol- oder Testosteron
Inkubation. Monozyten (n=7) wurden unter 17B-Ostradiol (A) - oder Testosteron-Inkubation (B)
stimuliert, wobei entsprechende Lésungsmittelkontrollen fiir 178-Ostradiol (C) und Testosteron (D)
und eine Mediumkontrolle (E) mitgefiihrt wurden. Im Anschluss wurden aus dem Uberstand die Zy-
tokine (I) GM-CSF (rot), TNF-a (B), IL-10 (griin) und IL-6 (nicht dargestellt, da kein Einfluss von
17B-Ostradiol oder Testosteron) bestimmt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Zytokine GM-
CSF, TNF-o. und IL-10 berechnet auf ihre Summe.

Wirkung von Leptin alleinig und in Koinkubation auf Monozyten

Im néchsten Schritt sollte getestet werden, ob Leptin synergistische oder antagonistische
Effekte mit oder zu 17B-Ostradiol oder Testosteron in Monozyten zeigt. Hierfiir wurden
parallel Koinkubationen der Sexualhormone mit Leptin (1,95%107 M) durchgefiihrt und mit
den Einzelhormoninkubationen verglichen. Eine Leptin-Inkubation sollte den alleinigen

Effekt von Leptin kldren.

Leptin allein zeigte keinen Einfluss auf die GM-CSF Sekretion hatte. Dahingegen fiihrte die
Koinkubation von 178-Ostradiol und Leptin zu hoheren GM-CSF Konzentrationen als dies

fiir die alleinige 17B-Ostradiol -Inkubation zu beobachten war. Dies ldsst auf einen synergis-
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tischer Effekt von Leptin und 17B8-Ostradiol beziiglich einer Stimulation der GM-CSF Sekre-
tion schliefen (Abb. 28, A). Fiir Testosteron lieB sich ebenfalls eine Steigerung der GM-
CSF Sekretion beobachten. Das Resultat war hingegen, dass die inhibierende Wirkung von
Testosteron auf die GM-CSF Sekretion aufgehoben wurde. Damit antagonisierte Leptin den
Effekt von Testosteron (Abb. 28, A).

Ebenfalls deutete sich eine synergistische Wirkung von Leptin und 178-Ostradiol in Bezug
auf die IL-10 Sekretion an (Abb. 28, C ). So zeigte sich eine verstiarkte IL-10 Hemmung von
178-Ostradiol in Kombination mit Leptin im Vergleich zu 178-Ostradiol allein an
(p=0,1094), wobei auch hier fiir Leptin alleinig kein Effekt auf die IL-10 Sekretion beobach-
tet werden konnte (Abb. 28, C). Entsprechende Effekte waren fiir Testosteron und Leptin
nicht zu beobachten (Abb. 28, C).

Auf die IL-6 Sekretion hatten weder 178-Ostradiol noch Testosteron Einfluss und auch die
Koinkubation mit Leptin fiihrte zu keiner Verdnderung der IL-6 Konzentrationen. Leptinal-
leinig hingegen flihrte zu einer signifikanten Steigerung der IL-6 Sekretion (Abb. 28, D). Der
Vergleich der Koinkubation von 178-Ostradiol und Leptin mit der Koinkubation von Testos-
teron und Leptin zeigte die gleichen Unterschiede, wie sie bereits bei der alleinigen 1783-
Ostradiol- und Testosteron-Inkubation zu beobachten waren (Abb. 27). Hingegen waren die
Effekte tendenziell starker ausgeprigt und die Signifikanzen hoher (Abb. 28, Tabelle). Dies
spricht fiir synergistische Effekte der Sexualhormone mit Leptin. Auch hier induzierte die
Koinkubation von 17B-Ostradiol und Leptin im Vergleich zur Koinkubation von Testosteron
und Leptin ein proinflammatorisches Zytokinmillieu in Monozyten, geprigt von hoéheren

GM-CSF und TNF-a und niedrigeren IL-10 Konzentrationen (Abb. 28).

Bei Betrachtung der Uberlebensrate deutete sich fiir die Koinkubation von Testosteron und
Leptin eine reduzierte Uberlebensrate gegeniiber alleiniger Testosteron-Inkubation an, wobei
kein Unterschied zur Kontrolle bestand. Zwischen der Koinkubation von 178-Ostradiol mit
Leptin und alleiniger 17B-Ostradiol-Inkubation ergaben sich keine Unterschiede beziiglich

der Uberlebensrate der Monozyten (Abb. 28, E).
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Tabelle 6: P-Werte der Analysen auf Unterschiede zwischen Einzelhormoninkubation mit 1783-
Ostradiol und Testosteron und Koinkubation mit Leptin aus Abb. 28. (dunkelgrau=5% Signifikanzni-
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Abb. 28: Einfluss von Leptin auf die Zytokinsekretion von Monozyten unter 17B8-Ostradiol-
oder Testosteron-Inkubation. Monozyten (n=7) wurden unter 178-Ostradiol-Inkubation (rote Bal-
ken), Koinkubation von 178-Ostradiol und Leptin (hellrote Balken), Testosteron-Inkubation (blaue
Balken), Koinkubation von Testosteron und Leptin (hellblaue Balken), sowie Leptin Inkubation fiir
24h stimuliert. Im Anschluss wurden aus dem Uberstand die Zytokine (I) GM-CSF (A), TNF-a. (B),
IL-10 (C) und IL-6 (D) bestimmt. Parallel wurde die Uberlebensrate (II) der Monozyten (n=4) ermit-
telt. Dargestellt ist das Vielfache der Kontrollen. Kontr.=Kontrolle, E2=17p-Ostradiol, T=Testosteron,
E2+L=Koinkubation 17f-Ostradiol und Leptin, T+L=Koinkubation Testosteron und Leptin,

veau; mittelgrau=10% Signifikanzniveau; hellgrau=20% Signifikanzniveau)

Bedingung E2 T E2+L L E2+L T+L | Eth-KE2 | Eth-KE2 | Eth-K T
A4 A\ A\ A\ A\ A\ Vs VS VS A\
Bedinw E2+L | T+L T+L Med Eth-K E2 | Eth-KT| Eth-K T Med Med
GM-CSF | 0,02" | 008" | 0,02" | 030> | 0,02" 0,22" 0,42' 0,59' 0,61"
TNF-o. | 0,58° | 0,99' | 0,08% | 094> | 0,22° 0,94’ 0,50> 0,58 0,58
IL-10 0,11 | 047> | 0,022 | 022° | 0,03° 0,16 1 0,94’ 0,94’
IL-6 0,38> | 0,58> | 0,22 [ 0,03 0,69 0,11° 1 0,38’ 0,38’
;“’e“‘" 0,84 | 0,13' | 0,70' | 0,84' | 063" | 042" | 055 | 099" | 029
ensrate

' gepaarter T-Test (zweiseitig); Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (zweiseitig)
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Analyse des Zytokinprofils

Um synergistischen und antagonistischen Effekten von Zytokinen Rechnung zu tragen, wur-
de entsprechend der Einzelhormoninkubationen auch fiir die Koinkubationen das Verhéltnis
der Zytokine zueinander bestimmt. Dieses Verhéltnis wurde ebenso als prozentualer Anteil
der Summe der Zytokine GM-CSF, TNF-a und IL-10 berechnet.

Betrachtet man das Verhiltnis der Zytokine, zeigte sich, dass Leptin das durch 178-Ostradiol
induzierte pro-inflammatorische Zytokinprofil weiter verstiarkte (Abb. 29, A, C). Eine Koin-
kubation mit 178-Ostradiol und Leptin im Vergleich zu 178-Ostradiol alleinig fiihrte zu ei-
nem weiteren Erhohung des GM-CSF- und TNF-a-Anteils und einer weiteren Reduzierung
des IL-10-Anteils (Abb. 29, A, C).

Fiir die Koinkubation von Testosteron und Leptin waren dhnliche Tendenzen zu beobachten,
jedoch schwicher ausgeprigt (Abb. 29, B, D). Leptin alleinig zeigte wenig Einfluss auf das
Zytokinprofil (Abb. 29, C, E), wobei sich eine leichte Steigerung des IL-10 Anteils und Er-
niedrigung des TNF-o Anteils im Vergleich zur Kontrolle (Med) beobachten lieB3.
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Abb. 29: Einfluss von Leptin auf das Zytokinprofil von Monozyten unter 17B8-Ostradiol- oder
Testosteron-Inkubation. Monozyten wurden unter unterschiedlichen Hormoninkubationen stimuliert
und das Zytokinprofil analysiert. Dargestellt sind die Zytokine GM-CSF (rot), TNF-a (orange) und
IL-10 (griin) in Prozent. Die untersuchten Hormonbedingungen waren eine Stimulation unter 176-
Ostradiol-Inkubation (A), unter Testosteron-Inkubation (B), unter Koinkubation von 17B-Ostradiol
und Leptin (E2+L; D), unter Koinkubation von Testosteron und Leptin (T+L; E) sowie unter Lep-
tininkubation (L; F). Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Zytokine GM-CSF, TNF-a und IL-10
berechnet auf ihre Summe.

6.2.2 Wirkung von 17B-Ostradiol, Testosteron und Leptin auf naive T-Zellen

Bei der Stimulation naiver T-Zellen unter 17B8-Ostradiol- und Testsoteron-Inkubation zeigten
sich primdr hemmende Effekte auf die Zytokinsekretion (Abb. 30, A, C-F). Die n-Zahl der
Versuche war mit 4 hingegen verhiltnismafig gering und alle beobachteten Effekte erreich-
ten nicht das Signifikanzniveau. Fiir beide Hormone lie sich hingegen gleichermalien eine
nicht signifikante IFN-y- (Abb. 30, C) sowie IL-17-Hemmung(Abb. 30, D) beobachten, wo-
bei die IL-17-Hemmung fiir 178-Ostradiol stirker ausgeprigt war (Abb. 30, Tab.). Fiir Tes-
tosteron liel sich zudem eine tendenzielle IL-10-Hemmung beobachten (Abb. 30, F Tab).
Unterschiede zwischen 178-Ostradiol- und Testosteron-Inkubation zeigten sich fiir GM-CSF
(Abb. 30, B) und TNF-o. (Abb. 30, G). Hierbei waren unter 178-Ostradiol- im Vergleich zur
Testosteron-Inkubation tendenziell hohere GM-CSF- und niedrigere TNF-a Konzentrationen
zu beobachten.

Wihrend Testosteron keinen Effekt auf die Proliferation und Uberlebensrate zeigte (Abb. 30,
H-I), konnte fiir 178-Ostradiol eine Proliferationshemmung und ein Trend hin zu einer redu-
zierten Uberlebensrate beobachtet werden. Die Aussagekraft iiber die Uberlebensrate ist

hingegen aufgrund einer sehr geringen n-Zahl (n=2) schwach (Abb. 30; H-I).
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Abb. 30: Zytokinsekretion naiver T-Zellen nach Stimulation unter 178-Ostradiol- oder Testos-
teron-Inkubation. Naive T-Zellen (n=4) wurden unter 178-Ostradiol- (rote Balken) oder Testosteron-
Inkubation (blaue Balken) stimuliert, wobei entsprechende Losungsmittelkontrollen fiir 178-Ostradiol
/Testosteron (grauer Balken) sowie eine Mediumkontrolle (schwarze Balken) mitgefiihrt wurden. Im
Anschluss wurden aus den Uberstinden die Zytokine (I) IL-13 (A), GM-CSF (B), IFN-y (C) IL-17
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IL-22 [pg/m1]
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(D), IL-22 (E), IL-10 (F) und TNF-a (G) bestimmt. Parallel (II) wurde die Prolifertation (H; n=4) und

die Uberlebensrate (I; n=2) der T-Zellen ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte plus Standardfeh-
ler. E2=17p-Ostradiol, T=Testosteron; Eth=Ethanolkontrolle fiir E2 und T; Med=Medium

Tabelle 7: P-Werte der Analysen auf Unterschiede zwischen 17B-Ostradiol- und Testosteron-
Inkubation aus Abb. 30. Die p-Werte wurden mittels Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (zweiseitige
Testung) ermittelt. E2=17p-Ostradiol, T=Testosteron; Eth=Ethanolkontrolle fir E2 und T;

Med=Medium; hellgrau=20% Signifikanzniveau

Bedingung E2 E2 T Eth-K
Vs Vs Vs Vs Vs
Bedingung T Eth-K | Eth-K | Med
IL-13 0,875 | 0,375 | 0,375 | 0,625
GM-CSF 0,125 | 0,875 | 0,875 1
IFN-y 0,375 | 0,25 0,25 | 0,375
1L-17 0,375 | 0,125 | 0,25 | 0,625
1L-22 0,875 | 0,625 | 0,375 | 0,625
I1L-10 0,625 | 0,375 | 0,125 | 0,625
TNF-a 0,125 1 0,625 | 0,625
Proliferation 0,25 0,25 1 1
Uberlebensrate | 0.5 1 1 1
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Analyse des Zytokinprofils

Aufgrund synergistischer als auch antagonistischer Effekte bestimmter Zytokine und der sich
daraus ergebenden Bedeutung des Verhiltnisses der Zytokine zueinander, wurde auch fiir die
naiven T-Zellen das Verhéltnis der Zytokine zueinander als prozentualer Anteil der Summe

aller bestimmten Zytokine ermittelt (Abb. 31, A-C).

Bei Betrachtung des Zytokinprofils der unter unterschiedlichen Hormonbedingungen stimu-
lierten naiven T-Zellen zeigten sich #hnliche Effekte fiir 178-Ostradiol- und Testosteron-
Inkubation (Abb. 31, A, B). Diese waren hingegen unterschiedlich stark ausgeprigt.

Fiir sowohl 178-Ostradiol als auch Testosteron ergab sich ein erniedrigter Anteil IL-13 und
IFN-y. Die Erniedrigung des IL-13-Anteils war unter 17B-Ostradiol-Inkubation stirker aus-
gepragt, die Erniedrigung des IFN-y-Anteils war unter Testosteron-Inkubation marginal stir-
ker ausgeprigt. Fiir beide Hormone gleichermallen erniedrigt war der IL-17-Anteil. Eben-
falls erniedrigt war der IL-22-Anteil, marginal unter 178-Ostradiol-, verstérkt unter Testoste-
ron-Inkubation.

Der prozentuale Anteil TNF-a zeigte sich fiir beide Hormone induziert, fiir Testosteron deut-
lich starker ausgeprigt. Der Anteil GM-CSF war ebenfalls fiir beide Hormone induziert,
wobei hier die Induktion unter 17B-Ostradiol-Inkubation deutlich stirker ausgeprigt war.

Die 17B8-Ostradiol Inkubation zeigte zudem eine Reduzierung des IL-10-Anteils.

I Naive CD4" T-Zellen

A) /_IL—IO B) Hg;/})O C) Hg;/loo

3%

1L-22
16%

IL-17
3%

IL-17
2%
1L-17
2%

17p-Ostradiol Testosteron Kontrolle

Abb. 31: Zytokinprofil naiver T-Zellen nach Stimulation unter 178-Ostradiol- oder Testosteron-
Inkubation. Naive T-Zellen (n=4) wurden unter 178-Ostradiol (A) - oder Testosteron-Inkubation (B)
stimuliert, wobei entsprechende Kontrollen (Ethanol) fiir 178-Ostradiol und Testosteron (C) mitge-
fiihrt wurden. Im Anschluss wurden aus den Uberstinden die Zytokine IL-10 (griin), IL-13 (blau),
IFN-y (rot), TNF-a (orange), IL-17 (gelb), IL-22 (hellrot) und GM-CSF (hellorange) bestimmt. Dar-
gestellt ist der prozentuale Anteil der Zytokine berechnet auf ihre Summe.
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Wirkung von Leptin alleinig und in Koinkubation auf naive T-Zellen

Im néchsten Schritt sollte getestet werden, ob Leptin synergistische oder antagonistische
Effekte mit oder zu 17B8-Ostradiol oder Testosteron in naiven T-Zellen zeigt. Hierfiir wurden
Koinkubationen der Sexualhormone mit Leptin (1,95*10” M) durchgefiihrt und mit den Ein-
zelhormoninkubationen verglichen. Eine Leptin-Inkubation sollte den alleinigen Effekt von

Leptin kldren.

In den Analysen zeigten sich keine bis antagonistische Effekte von Leptin mit den Sexual-
hormonen in naiven T-Zellen. Fiir die Koinkubation von 17B-Ostradiol und Leptin ergab sich
eine niedrigere GM-CSF-Sekretion unter Koinkubation im Vergleich zu alleiniger 1783-
Ostradiol-Inkubation. (Abb. 32, B). Zudem wurde die 178-Ostradiol induzierte IL-17-
Hemmung abgeschwiécht (Abb. 32, D). Ebenfalls deuteten sich marginal héhere IL-10-
Konzentrationen unter Koinkubation von 178-Ostradiol und Leptin im Vergleich zur Ein-

zelinkubation von 17B-Ostradiol an (Abb. 32, F).

Fiir Testosteron und Leptin zeigten sich gegensitzlich zu 17B-Ostradiol marginal hohere
GM-CSF-Konzentrationen unter Koinkubation im Vergleich zu Stimulation unter alleiniger
Testosteron-Inkubation (Abb. 32, B). Gleichzeitig war ein Trend hin zu einer héheren 1L-22
Sekretion unter Koinkubation zu erkennen (Abb. 32, E).

Leptin alleinig induzierte eine hohere IL-17 sowie IL-10 Sekretion (Abb. 32, D, F).

Die Ethanolkontrolle hatte keinen Effekt auf die Zytokinsekretion (Abb. 32, Tabelle).

Die Analyse der Proliferation der Koinkubation von Leptin mit den Sexualhormonen im
Vergleich zur Einzelinkubation der Hormone zeigte keine Unterschiede. Auch die Uberle-
bensrate der Koinkubation im Vergleich zur Einzelinkubation der Hormone unterschied sich

nicht.
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Abb. 32: Einfluss von Leptin auf die Zytokinsekretion von naiven T-Zellen unter 178-Ostradiol-
oder Testosteron-Inkubation. Naive T-Zellen (n=4) wurden unter 178-Ostradiol-Inkubation (rote
Balken), 17B-Ostradiol+Leptin- Inkubation (hellrote Balken), Testosteron-Inkubation (blaue Balken),
Testosteron + Leptin-Inkubation (hellblaue Balken) sowie Leptin-Inkubation stimuliert. Im Anschluss
wurden aus den Uberstinden die Zytokine (I) IL-13 (A), GM-CSF (B), IFN-y (C), IL-17 (D), IL-22
(E) IL-10 (F) und TNF-a. (G) bestimmt. Parallel (IT) wurde die Proliferation (H; n=4) und die Uberle-
bensrate (I; n=2) der T-Zellen ermittelt. Dargestellt ist das Vielfache der Kontrollen.
Kontr.=Kontrolle, E2=17B-Ostradiol, T=Testosteron, E2+L=Koinkubation 17|3—Ostradiol und Leptin,
T+L=Koinkubation Testosteron und Leptin, L=Leptin

Tabelle 8: P-Werte der Analysen auf Unterschiede zwischen Einzelhormoninkubation mit 1783-
Ostradiol und Testosteron und Koinkubation mit Leptin aus Abb. 32. Die p-Werte wurden mittels

Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (zweiseitig) ermittelt. (hellgrau=20% Signifikanzniveau)

Bedingung E2 T E2+L L E2+L T+L | Eth-K
A\ \C \C \C \C \C Vs Vs
Bedingung E2+L| T+L | T+L | Med |Eth-KE2|Eth-KT| Med
1L-13 0,38 0,63 0,63 0,88 0,38 0,13 0,63
GM-CSF 0,13 0,63 0,25 0,88 0,63 0,88 1
IFN-y 0,38 0,63 1 1 0,88 0,38 0,38
1L-17 0,13 0,13 0,13 0,13 0,63 0,63 0,63
1L-22 0,63 0,25 0,63 1 0,38 0,38 0,63
1L-10 0,25 0,38 0,13 0,13 0,63 0,63 0,63
TNF-a 0,88 1 0,88 0,88 0,63 0,25 0,63
Proliferation 0,88 1 0,25 0,63 0,25 0,63 1
Uberlebensrate | 0,50 0,50 0,50 1 1 0,5 1
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Analyse des Zytokinprofils

Auch fiir die Koinkubation der Sexualhormone mit Leptin in den naiven T-Zellen wurde das
Zytokinprofil berechnet. Fiir das Zytokinprofil wurden die Zytokine als prozentualer Anteil

der Summe aller Zytokine bestimmt.

Bei Betrachtung des sich ergebenden Zytokinprofils naiver T-Zellen durch Koinkubation
von 17B-Ostradiol mit Leptin im Vergleich zur Einzelinkubation von 178-Ostradiol, zeigte
sich fiir die Koinkubation eine weitere Reduzierung des IL-13- und IL-22-Anteils (Abb. 33).
Gleichzeitig wurde die marginale 17B-Ostradiol-induzierte IFN-y-Hemmung durch Leptin
aufgehoben und der IFN-y Anteil deutlich erh6ht. Der IFN-y-Anteil der Koinkubation lag
damit deutlich iiber dem der Kontrolle.

Ebenfalls antagonisiert wurde die 17B-Ostradiol-induzierte Erhdhung von GM-CSF. Diese
wurde durch Leptin deutlich abgeschwécht, lag hingegen dennoch iiber dem GM-CSF Anteil
der Kontrolle. Gleichzeitig wurde die unter 17B8-Ostradiol-Inkubation beobachtete Reduzie-
rung des IL-17 Anteils durch Koinkubation mit Leptin aufgehoben und entsprach wieder
dem der Kontrolle. Auf den IL-10-Anteil konnte im Zytokinprofil kaum ein Effekt beobach-
tet werden, es zeigte sich nur eine 0,2% Erhéhung von IL-10 unter Koinkubation (Abb. 33;
178-Ostradiol: 3,4%; 17B8-Ostradiol+Leptin: 3,6%).

TNF-a, welches unter alleiniger 178-Ostradiol-Inkubation erhoht war, wurde durch Koinku-
bation weiter erhoht.

Zusammengefasst fiihrte die Koinkubation von 178-Ostradiol und Leptin zu einem erniedrig-
ten Anteil des Th2-spezifischen Zytokins IL-13 und einem erhoéhten Anteil des Thl-
spezifischen Zytokins IFN-y.

Die Koinkubation von Testosteron und Leptin fiihrte zu einem Zytokinprofil mit einem er-
hohten Anteil IL-10. Der IL-13-Anteil war dhnlich dem der 17B8-Ostradiol- und Leptin-
Inkubation unter Koinkubation ebenfalls erniedrigt. Fiir IFN-y lie3 sich eine marginale Erho-
hung unter Testosteron und Leptin im Vergleich zu alleiniger Testosteron-Inkubation be-
obachten. TNF-a war gegenteilig zu 17B-Ostradiol und Leptin Inkubation unter Koinkubati-
on von Testosteron und Leptin im Vergleich zur Einzelinkubation von Testosteron ernied-
rigt. Der IL-17 und IL-22-Anteil waren unter Koinkubation leicht erhoht wiahrend der GM-
CSF-Anteil marginal erniedrigt war.

Die alleinige Leptin-Inkubation fiihrte zu einem hoéheren Anteil IL-10, einem fast um ein
Drittel erniedrigten Anteil IL-13 und hatte keinen Effekt auf den IFN-y-Anteil. Des Weiteren
fiihrte Leptin zu einer Erhohung des TNF-a- und IL-17-Anteils sowie einer marginalen Er-

niedrigung des IL-22-Anteils. Auf den GM-CSF-Anteil hatte Leptin keinen Effekt.



6 Ergebnisse

107

A)

1L-22
16%

IL-17 %
2%

—

17B-Ostradiol+Leptin

IL-10
5%

S

G)

IL-17
2%

N

1 —

Medium (Leptin-Kontrolle)

B)

IL-17
2%

E)

IL-10

Testosteron

IL-17

4%

Testosteron+Leptin

IL-10
5%

)

IL-17 S
3%

Kontrolle (E2/T)

IL-10
7%

Abb. 33: Einfluss von Leptin auf das Zytokinprofil von naiven T-Zellen unter 17B8-Ostradiol-
oder Testosteron-Inkubation. Naive T-Zellen (n=4) wurden unter 178-Ostradiol-Inkubation (A)
,Testosteron-Inkubation (B); Koinkubation von 178-Ostradiol und Leptin (D), Koinkubation von
Testosteron und Leptin (E), sowie alleiniger Inkubation von Leptin (F) stimuliert. Hierbei wurde eine
Losungsmittelkontrollen fiir 17B8-Ostradiol/Testosteron (C) und eine Mediumkontrolle (gleichzeitig
Leptinkontrolle; G) mitgefiihrt. Im Anschluss wurden aus den Uberstinden die Zytokine IL-10 (griin),
IL-13 (blau), IFN-y (rot), TNF-a (orange), IL-17 (gelb), IL-22 (hellrot) und GM-CSF (hellorange)
bestimmt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Zytokine, berechnet aus der Summe aller be-

stimmten Zytokine (=100%). E2=17B-Ostradiol; T=Testosteron
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6.2.3 Wirkung von 17B-Ostradiol, Testosteron und Leptin auf memory T-Zellen

In den Analysen konnten unterschiedliche Wirkungen von 178-Ostradiol und Testosteron auf
die Zytokinsekretion von memory T-Zellen festgestellt werden. Wahrend eine Stimulation
unter 17B-Ostradiol-Inkubation zu unverinderten Konzentrationen der Zytokine IL-13, GM-
CSF und IFN-y fiihrte (Abb. 34, A-C), zeigte sich eine signifikante Hemmung von IL-17, IL-
22 und IL-10. (Abb. 34, D-F) Ebenfalls lie3 sich eine leichte Hemmung fiir TNF-a beobach-
ten (p=0,166, Abb. 34, G).

Gegensitzlich zu 178-Ostradiol lieB sich fiir Testosteron eine signifikante Hemmung von IL-
13 beobachten und auf dem 10%-Signifikanzniveau ebenfalls fiir IFN-y (p=0,062). Ahnlich
178-Ostradiol zeigte Testosteron ebenfalls hemmende Effekte auf die IL-17 und IL-22-
Sekretion. Dennoch lagen die IL-17 und IL-22-Konzentrationen der 17B-Ostradiol-
Inkubationen signifikant unter denen der Testosteron-Inkubation. TNF-a wurde durch Tes-
tosteron ebenfalls schwach gehemmt. Auf die IL-10 Sekretion zeigte Testosteron keinen
Effekt und signifikant hohere Werte im Vergleich zur 178-Ostradiol-Inkubation.

Die Ethanolkontrolle zeigte alleinig auf die IL-22 Sekretion einen leicht hemmenden Effekt
(p=0,15).

Neben dem Zytokinprofil wurde ebenfalls der Einfluss der Hormone auf die Proliferation
sowie die Uberlebensrate der Zellen analysiert. Hierbei zeigte 17B-Ostradiol eine um mehr
als 80%-ige signifikante Hemmung der Proliferation, hatte hingegen keinen Effekt auf die
Uberlebensrate. Testosteron zeigte keinen Effekt auf die Proliferation, hingegen lieB sich auf

dem 10% Signifikanzniveau eine schwach ausgeprigt bessere Uberlebensrate beobachten.
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Abb. 34: Zytokinsekretion von memory T-Zellen nach Stimulation unter 178-Ostradiol- oder
Testosteron-Inkubation. Memory T-Zellen (n=6) wurden unter 17B-Ostradiol- (rote Balken) oder
Testosteron-Inkubation (blaue Balken) stimuliert, wobei eine Ldsungsmittelkontrollen fiir 176-
Ostradiol/Testosteron (grauer Balken) sowie eine Mediumkontrolle (schwarze Balken) mitgefiihrt
wurden. Im Anschluss wurden aus den Uberstéinden die Zytokine (I) IL-13 (A), GM-CSF (B), IFN-y
(C) IL-17 (D), IL-22 (E), IL-10 (F) und TNF-a (G) bestimmt. Parallel (I) wurde die Prolifertation (H;
n=6) und die Uberlebensrate (I; n=5) der T-Zellen ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte plus
Standardfehler. E2=17p-Ostradiol, T=Testosteron, Eth=Ethanol, Med=Medium; *: p<0.05

Tabelle 9: P-Werte der Analysen auf Unterschiede zwischen 17B-Ostradiol- und Testosteron-
Inkubation aus Abb. 34. E2=17p-Ostradiol, T=Testosteron; Eth=Ethanolkontrolle fir E2 und T;
Med=Medium; (dunkelgrau=5% Signifikanzniveau; mittelgrau=10% Signifikanzniveau; hell-
grau=20% Signifikanzniveau)

Bedingung E2 E2 T Eth-K
A\ A\ A\ A\ A\
Bedinw T Eth-K Eth-K Med
GM-CSF 0,6875* 0,6171" 1 0,3201"
IL-13 0,2893' 0,632' 0,0428' 0,4611'
IL-22 0,0398' 0,0311' 0,0635' 0,154'
IL-17 0,0316' 0,0315' 0,1663" 0,6184'
TNF-a 0,166 0,0994' 0,1294' 0,3455'
IL-10 0,0222' 0,0007" 0,2665' 0,293'
IFN-y 0,8438" 0,3125° 0,0625 0,2188°
Proliferation 0,0313° 0,0313° 0,5625" 1°
Uberlebensrate |  0,0963' 0,6039' 0,0907" 0,3444'

L gepaarter T-Test (zweiseitig); 2:Wilcoxon—Vorzeichen—Rang-Test (zweiseitig)



6 Ergebnisse 110

Analyse des Zytokinprofils

Aufgrund synergistischer sowie antagonistischer Wirkungen bestimmter Zytokine wurde
auch fiir memory T-Zellen das Verhiltnis der Zytokine als prozentualer Anteil der Summe
aller bestimmten Zytokine ermittelt.

In memory T-Zellen hatten 178-Ostradiol- und Testosteron-Inkubation groBtenteils unter-
schiedliche Effekte auf das Zytokinprofil (Abb. 35, A, B).

178-Ostradiol-Inkubation fiihrte zu einem um mehr als die Hilfte reduzierten Anteil IL-10,
wiahrend Testosteron keinen Effekt auf den prozentualen Anteil IL-10 hatte. Des Weiteren
zeigte sich eine prozentuale Erhohung von IL-13 unter 178-Ostradiol-Inkubation sowie ein
um ein Drittel erhohter Anteil IFN-y. Gegenteilig war der IL-13 Anteil unter Testosteron-
Inkubation erniedrigt und der IFN-y Anteil nur marginal erhoht. Der TNF-a Anteil zeigte
sich fiir beide Hormone geringfiigig erhoht, fiir 178-Ostradiol tendenziell stirker ausgeprigt.
Auf den Anteil IL-17 zeigte 17B-Ostradiol eine deutliche Hemmung, wihrend Testosteron
keinen Effekt hatte. Fiir beide Hormone gleichermallen deutlich erniedrigt war der 1L-22-
Anteil. GM-CSF war fiir beide Hormone prozentual erhoht, fiir 178-Ostradiol hingegen deut-
lich stirker ausgepragt. Die Losungsmittelkontrolle Ethanol zeigte maximale Abweichungen
von 1% von der Mediumkontrolle, hatte somit nahezu keinen Effekt auf das Zytokinprofil

(Abb. 35, C).

Zusammenfassend lieB sich fiir die Stimulation von memory T-Zellen unter 17B8-Ostradiol-
Inkubation die Induktion eines proinflammatorischen Zytokinprofils beobachten. Dieses war
gepragt von einem erniedrigten Anteil 1L-10, sowie einem erhéhten Anteil sowohl Thl-
(IFN-y) als auch Th2- (IL-13) spezifischer Zytokine. Ebenfalls erhoht waren die Zytokine
TNF-a und GM-CSF.

Testosteron beeinflusste das Zytokinprofil gegeniiber 178-Ostradiol vergleichsweise

schwach.
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Abb. 35: Wirkung von 178-Ostradiol und Testosteron auf das Zytokinprofil von memory T-
Zellen. Memory T-Zellen (n=4) wurden unter 17B-Ostradiol (A) - oder Testosteron-Inkubation (B)
stimuliert, wobei entsprechende Losungsmittelkontrollen fiir 178-Ostradiol/Testosteron (C) und eine
Mediumkontrolle (Tabelle Med) mitgefiihrt wurden. Im Anschluss wurden aus den Uberstinden die
Zytokine IL-10 (griin), IL-13 (blau), IFN-y (rot), TNF-a (orange), IL-17 (gelb), IL-22 (hellrot) und
GM-CSF (hellorange) bestimmt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Zytokine, berechnet aus der
Summe aller bestimmten Zytokine (=100%).

Wirkung von Leptin alleinig und in Koinkubation auf memory T-Zellen

Um zu kldren, ob Leptin synergistische oder antagonistische Effekte mit oder zu 178-
Ostradiol oder Testosteron in memory T-Zellen zeigt, wurden Koinkubationen der Sexual-
hormonen mit Leptin durchgefiihrt und mit den Einzelhormoninkubationen verglichen. Eine

L-Inkubation sollte den alleinigen Effekt von Leptin klaren.

Bei Betrachtung der Koinkubationen der Sexualhormone mit Leptin zeigten sich dhnlich
naiven T-Zellen primir antagonistische Effekte. Fiir 178-Ostradiol und Leptin lieB sich hier-
bei eine deutliche Abschwichung der 178-Ostradiol induzierten IL-17-Hemmung durch Lep-
tin beobachten (Abb. 36). Zudem war eine leichte Hemmung der IL-13-Sekretion durch 178-
Ostradiol und Leptin zu beobachten. Fiir Testosteron und Leptin zeigte sich eine Abschwi-
chung der von Testosteron induzierten GM-CSF-Sekretion. Ebenfalls abgeschwacht wurde
der hemmende Effekt von Testosteron auf die IL-22 und TNF-a-Sekretion.

Fiir eine alleinige Leptin-Inkubation lieB sich eine leichte Induktion der IL-22-Sekretion
feststellen, wobei sich auf kein anderes Zytokin Effekte zeigten.

Auf die Proliferation sowie Uberlebensrate zeigte die Koinkubation mit Leptin keinen Ef-

fekt. Auch Leptin alleinig hatte keinen Effekt auf die Proliferation oder Uberlebensrate.
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Abb. 36: Einfluss von Leptin auf Zytokinsekretion von memory T-Zellen unter 17B8-Ostradiol-
oder Testosteron-Inkubation. Memory T-Zellen (n=4) wurden unter 178-Ostradiol-Inkubation (rote
Balken), 17B8-Ostradiol+Leptin-Inkubation (hellrote Balken), Testosteron-Inkubation (blaue Balken),
Testosteron+Leptin-Inkubation (hellblaue Balken), sowie Leptin-Inkubation stimuliert. Im Anschluss
wurden aus den Uberstinden die Zytokine (I) IL-13 (A), GM-CSF (B), IFN-y (C) IL-17 (D), IL-22
(E), IL-10 (F) und TNF-o. (G) bestimmt. Parallel (I) wurde die Prolifertation (H; n=4) und die Uber-
lebensrate (I; n=3) der T-Zellen ermittelt. Dargestellt sind die Mittelwerte plus Standardfehler als
Vielfaches der Kontrolle. Kontr.=Kontrolle, E2=17B-Ostradiol, T=Testosteron, E2+L=Koinkubation
17B-Ostradiol und Leptin, T+L=Koinkubation Testosteron und Leptin, L=Leptin

Tabelle 10: P-Werte der Analysen auf Unterschiede zwischen Einzelhormoninkubation mit 1783-
Ostradiol und Testosteron und Koinkubation mit Leptin aus Abb. 36. Die p-Werte wurden mittels
Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (zweiseitige Testung) ermittelt. E2=17p-Ostradiol, T=Testosteron;
L=Leptin, E2+L= Koinkubation mit E2 und L; T+L= Koinkubation mit T und L; Eth-K
E2=Ethanolkontrolle fiir E2; Eth-K T=Ethanolkontrolle fiir T; Med=Medium; (hellgrau=20% Signifi-
kanzniveau).

Bedingung E2 T E2+L L E2+L T+L | Eth-K
\'C \6 \'C \C \C \& Vs Vs
Bedingung E2+L | T+L | T+L | Med |Eth-KE2 |Eth-KT| Med
IL-13 0,25 1 0,875 | 0,875 0,25 0,125 0,25
GM-CSF 0,625 | 0,125 | 0,625 | 0,875 0,625 0,875 0,375
IFN-y 0,625 | 0,875 | 0,625 | 0,375 0,875 0,125 0,625
I1L-17 0,125 | 0,625 0,25 0,875 0,625 1 0,375
1L-22 0,375 | 0,125 0,25 0,25 0,125 0,375 0,375
IL-10 0,875 1 0,125 1 0,125 0,875 0,875
TNF-a 0,375 | 0,125 | 0,375 | 0,875 0,125 0,625 1
Proliferation 0,375 | 0,375 | 0,125 | 0,875 0,125 0,875 1
Uberlebensrate 0,5 0,75 0,5 0,5 1 0,5 0,25




6 Ergebnisse 113

Analyse des Zytokinprofils

Um mogliche synergistische oder antagonistische Effekte der Zytokine zu beriicksichtigen,
wurde fiir die Koinkubation der Sexualhormone mit Leptin in den memory T-Zellen eben-
falls das Zytokinprofil berechnet. Fiir das Zytokinprofil wurden die Zytokine als prozentua-
ler Anteil der Summe aller bestimmten Zytokine ermittelt.

Bei Betrachtung des sich ergebenden Zytokinprofils durch Koinkubation mit Leptin im Ver-
gleich zur Einzelinkubation der Sexualhormone, zeigte sich fiir E2 und Leptin eine leichte
Abnahme des IFN-y-, IL-13- und GM-CSF-Anteils sowie Zunahme des I1L-17- und IL-22-
und TNF-a-Anteils.

Fiir Testosteron und Leptin liel sich ebenfalls eine Abnahme des GM-CSF-Anteils sowie
Zunahme des [L-22-Anteils beobachten.

Bei der alleinigen L-Inkubation zeigte sich ebenfalls eine prozentuale Zunahme von IL-22

und IFN-y sowie Abnahme von GM-CSF und TNF-a..
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Abb. 38: Einfluss von Leptin auf das Zytokinprofil von memory T-Zellen unter 178-Ostradiol-
oder Testosteron-Inkubation. Memory T-Zellen (n=4) wurden unter den Inkubationsbedingungen:
178-Ostradiol (A), Testosteron (B), 178-Ostradiol + Leptin (D), Testosteron + Leptin (E) oder Leptin
(F) stimuliert, wobei entsprechende Losungsmittelkontrollen fiir 17B-Ostradiol/Testosteron (C) und
eine Mediumkontrolle (G) mitgefiihrt wurden. Im Anschluss wurden aus den Uberstinden die Zytoki-
ne IL-10 (griin), IL-13 (blau), IFN-y (rot), TNF-a (orange), IL-17 (gelb), IL-22 (hellrot) und GM-CSF
(hellorange) bestimmt. Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Zytokine, berechnet aus der Summe

aller bestimmten Zytokine (=100%).
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7 Diskussion

7.1 Extrinsische Immunmodulation der allergischen Antwort

7.1.1 Modulation der Allergenitét des Allergentragers durch Umweltfaktoren

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit hatte zum Ziel den Einfluss der Urbanisierung auf die
immunogenen Eigenschaften von Birkenpollen zu untersuchen.

Hierfiir wurden 40 Birken von unterschiedlichen Standorten ausgewahlt, ihre Umweltbedin-
gungen durch Schadstoff- und Temperaturmessungen sowie die Erstellung eines Ul néher
charakterisiert und in Bezug zu verschiedenen Parametern der Allergentitiat des Pollens ge-
setzt.

Hierbei konnte Ozon als mafBgeblicher Einflussfaktor auf die Allergenitdt von Birkenpollen
identifiziert werden. Ozon stand sowohl im Zusammenhang mit dem Allergengehalt als auch
der PALMs-Zusammensetzung der Pollen. Mit steigenden Ozonkonzentrationen konnte eine
Erhohung des Gehaltes an Bet v 1 sowie einer Erhohung des Verhéltnisses immunstimulato-
rischer zu -modulatorischer PALMs beobachtet werden.

Die Relevanz verdnderter Allergen und PALMs-Gehalte wurde in in vivo und in vitro Unter-
suchungen weiter analysiert. Hierfiir wurden Pricktestungen sowie Migrationsassays mit
Neutrophilen Granulozyten und Stimulationsversuche mit MoDZ durchgefiihrt.

Die Relevanz der erhdhten Allergengehalte in ,,Hoch-Ozon® Pollen konnte durch groBere
Quaddel- und Erythembildung in Pricktestungen bestétigt werden. Die verdnderte Lipidzu-
sammensetzung hin zu einem hdéheren Anteil immunstimulatorischer zu -modulatorischer
PALMs von ,,Hoch-Ozon* Pollen zeigte sich in der Induktion einer verstarkten Chemotaxis

in Neutrophilen Granulozyten sowie einer verminderten IL-12 Hemmung in MoDZs.

7.1.1.1 Unterschiede in Temperatur und NO,-Konzentration zwischen urbanen und

ruralen Birken

Bei der Auswahl der in der Studie eingeschlossenen Birken wurde darauf geachtet, dass die
urbanen Birken, eine gewisse Stralenndhe zeigten sowie einen moglichst hohen Versiege-
lungsgrad aufwiesen und rurale Birken eine gewisse Entfernung zu Straflen zeigten und sich
in einem Gebiet mit geringem Versiegelungsrad befanden.

Die geeignete Auswahl zeigte sich mit der Ermittlung des UI, der sich signifikant unter-
schied, hingegen befanden sich dennoch vereinzelt Birken in Randgebieten. Damit kam den
Korrelationsanalysen im weiteren Verlauf besondere Bedeutung zu, um auch schwache Zu-

sammenhdnge und moégliche Einflussfaktoren zu identifizieren.
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Die in der Studie ausgewihlten und nach Urbanisationsgrad in urban und rural eingeteilten
Birkenstandorte zeigten signifikante Unterschiede fiir die NO,-Belastung und die Tempera-
tur: An urbanen Birkenstandorten konnten erwartungsgemall signifikant héhere NO,-
Konzentrationen sowie Temperaturen gemessen werden.

Hohere Temperaturen sind ein typisches Charakteristikum stiddtischer Gebiete und werden
als sogenannter ,,urban heat island effect (Warmeinseleffekt) bezeichnet [367, 368]. Unter
anderem verantwortlich fiir die positive Temperaturanomalie im Vergleich zum ruralen Um-
land sind die Bebauung, das Fehlen von Vegetation sowie die Warmeproduktion durch In-
dustrie, Haushalte und Verkehr. In besonderem Mal tragt zudem der erhohte Versiegelungs-
grad urbaner Gebiete zu diesem Effekt bei [369, 370]. In Abhdngigkeit vom Material haben
versiegelte Flachen u.a. eine verdnderte spezifische Warmekapazitit und einen verdnderten
Warmeleitfahigkeits-, Temperaturleitfahigkeits- und Warmeeindringkoeffizienten. Viele
urbane Oberflachen, wie etwa asphaltierte Flachen, speichern somit ein hoheres Mal3 an
Wirme als dies fiir unversiegelte Flachen der Fall ist. Damit bedingt eine hohere Versiege-
lung in den meisten Féllen auch hohere Temperaturen [370]. In ruralen Gebieten findet sich
mehr Vegetation, welche durch Transpiration zu einer Abkiihlung beitragt. [370].

Die signifikanten Unterschiede fiir Temperatur, NO,-Konzentration sowie den UI (siche
4.1.1.2) geben Hinweis, dass die ausgewahlten Birken eine entsprechend gute urbane und
rurale Population darstellen und Vergleiche zwischen diesen Populationen sinnvoll sind.
Trotzdem konnen schwache Effekte tiberdeckt werden, womit den Korrelationsanalysen im
spateren Verlauf besondere Bedeutung zukommt.

Neben NO,-Konzentration und Temperatur wurde ebenfalls die Ozonkonzentration der
Standorte gemessen. Fiir die Ozonkonzentration lie3 sich ein zu Temperatur und NO, gegen-
laufiger Trend beobachten. Die Ozonkonzentration war fiir rurale Gebiete hoher, hingegen
erreichten gemessene Unterschiede zwischen urbanen und ruralen Gebieten nicht das Signi-
fikanzniveau. Aufgrund eines geringeren Abbaus von Ozon in ruralen Gebieten und dem
Aufbau von Ozon durch biogene fliichtige organische Substanzen (BVOC, z.B. Terpene),
welche aus der Vegetation freigesetzt werden, finden sich hier oftmals hohere Konzentratio-
nen. Zudem trigt das aus urbanen Gebieten stammenden NO, zum weiteren Ozonaufbau bei
[364, 365]. In urbanen Gebieten wird mit NO, parallel auch NO emittiert, welches zu einem
schnellen Abbau von Ozon beitrdgt. Die relativ hohe Stabilitdit von NO, kann zu einem
Transport von NO, aus der Stadt in rurale Gebiete fithren, womit in urbanen Gebieten emit-
tiertes NO, zur Ozonbildung auf dem Land beitragen kann [364, 365]. Aufgrund seiner ho-
hen Reaktivitit und damit verbundenen Kurzlebigkeit findet hingegen kein Transport von
NO aus der Stadt in rurale Gebiete statt. Mit dem Transport Ozon-aufbauender, hingegen
keiner Ozon-abbauenden Substanzen von urbanen Gebieten in rurale Gebiete, konnen urbane

Emissionen somit zu einer Erh6hung der Ozonkonzentration auf dem Land beitragen [364,
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365]. Dies zeigte sich in dieser Studie in einer tendenziellen, jedoch nicht signifikanten Ozo-
nerhéhung fiir rurale Birkenstandorte.

Zudem wurde in den Korrelationsanalysen ein unterschiedlicher Zusammenhang zwischen
Ozon und NO; in urbanen und ruralen Gebieten deutlich: Es zeigte sich eine negative Korre-
lation von NO, und Ozon in urbanen Gebieten und eine positive in ruralen Gebieten. Mit
NO, wird in urbanen Gebieten parallel auch NO emittiert, womit entstehendes Ozon rasch
wieder abgebaut wird. Somit konnen hohe NO, mit hohen NO-Konzentrationen und niedri-
gen Ozonkonzentrationen in Verbindung stehen. In ruralen Gebieten hingegen steht NO,,
teilweise aus urbanen Gebieten transportiert, moglicherweise nicht oder in geringerem Mal3
mit NO in Verbindung, wodurch der Abbau vergleichsweise gering ist. Somit kdnnen hohe
NO,-Konzentrationen mit hohen Ozonkonzentrationen auftreten. Nicht-signifikante Unter-
schiede zwischen urbanen und ruralen Gebieten beziiglich der Ozonkonzentration sind mog-
licherweise auf eine zu geringe n-Zahl, sowie die bereits beschriebenen Randstandorte der

Studie zuriickzufiihren.

7.1.1.2 Zusammenhang von Kétzchencharakteristika und Umweltfaktoren

Neben der Allergenitdt von Pollen ist ebenfalls die Quantitit entscheidend fiir Bestehen und
Ausmal} der Symptomatik von Pollenallergikern, weshalb in dieser Studie neben der Aller-
genitdt der Pollen ebenfalls die Pollenmenge analysiert wurde. Zudem wurden die Katz-

chencharakteristika (Kédtzchengewicht, Ratio Pollen/Kétzchen) ndher bestimmt.

Pollenmenge pro Kétzchen

Die Pollenmenge pro Kétzchen zeigte keine Unterschiede zwischen urbanen und ruralen
Birken. Hingegen fand sich eine signifikant negative Korrelation der Pollenmenge pro Katz-
chen mit dem UI, welcher eine préazisere Betrachtung des Zusammenhangs der Pollenmenge
pro Kédtzchen mit dem Urbanisationsgrad ermdglichte. Dabei lie3 sich nur eine schwache
Korrelation der Pollenmenge pro Kéitzchen mit dem UI und keine mit der Temperatur fest-
stellen. Dahingegen fand sich eine deutlich stiarkere und zudem hoch signifikante Korrelation
mit der Konzentration des Schadstoffes NO,. Betrachtet man NO, als Maf} fiir die Schad-
stoffbelastung, deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass entweder NO, selbst oder ein ande-
rer mit NO, und der Verkehrsbelastung in Zusammenhang stehender Faktor, die Pollenmen-
ge pro Kétzchen negativ beeinflusst.

Dies steht im Gegensatz zu Studien, die eine verstiarkte Pollenproduktion mit hoheren CO,-
Konzentrationen beschreiben und in Folge steigende CO,-Konzentrationen aus Verkehrsbe-
lastung und Industrie mit der Zunahme an Allergien in Zusammenhang bringen [371]. Prob-

lematisch bei diesen Studien ist die Betrachtung des einzelnen Schadstoffes und die kiinstli-
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che Exposition mit dem Einzelschadstoff. Untersuchungen in Stiddten, bei denen sich multip-
le Einfliisse ergeben, bringen somit neben steigenden CO,-Konzentrationen aus beispiels-
weise Verkehrsbelastung auch steigende Konzentrationen von u. a. NO,, NO, PM und weite-
ren Schadstoffen mit sich. Unterschiedliche Schadstoffe konnen divergente bis gegenlaufige
Effekte auf Pflanzen haben [10, 372]. Aus diesem Grund sind Studien mit experimentellen
Designs (z.B. mit nur CO,-Begasung) fiir Aussagen iiber Exposition unter natiirlichen Be-
dingungen unzureichend und geben keinen Hinweis auf die Pollenproduktion unter verstark-
ter Verkehrsbelastung oder generell erhohter Schadstoffexposition.

Gefolgt wurden diese Studien von einer Studie von Ziska et al. (2003), durchgefiihrt entlang
eines urbanen-ruralen Grandienten in Baltimore, USA. In dieser wurde ein positiver Zusam-
menhang von Pollenmenge und Temperatur sowie CO, in Ambrosiapflanzen beschrieben
[373]. Moglich wire, dass sich die kontrdaren Ergebnisse der vorliegenden Studie aufgrund
der unterschiedlichen Pflanzenarten, ergeben haben. Die Birke ist eher an die kalten Klimate
der hoheren Breiten angepasst. Es ist anzunehmen, dass hohere Temperaturen sowie Schad-
stoffbelastung die Physiologie der Birke und somit ihre Pollenproduktion negativ beeinflus-
sen [374, 375]. Die optimalen Wachstumsbedingungen sowie Resistenzeigenschaften unter-
scheiden sich zwischen Pflanzenarten, u. a. Trockenresistenz, Hitzeresistenz, Nahrstoffver-
fligbarkeit oder Temperaturoptima. So ist es durchaus moglich, dass unterschiedliche bis
gegenldufige Effekte zu erwarten sind. Dies lédsst keine einheitliche Aussage eines Tempera-
tur- oder Schadstoffeffektes liber verschiedenen Pflanzenarten zu.

Ein weiterer kritischer Punkt der Studie von Ziska et al. (2003) ist, dass keine natiirlich ge-
wachsenen Pflanzen verwendet wurden, statt dessen wurden die Pflanzen auf einem urba-
nen-ruralen Gradienten gepflanzt, womit Adaptationsmechanismen der Pflanzen nicht mit-
einbezogen werden konnten. Zudem ist ein schnelleres Wachstum der urbanen Ambrosia-
Pflanzen beschrieben. Eine andere Studie wiederum konnte einen Zusammenhang der Grofie
von Glaskraut mit der Pollenmenge zeigen [376]. Somit sind die von Ziska et al. (2003) beo-
bachteten hoheren Pollenmengen moglicherweise ausschlieBlich auf schnelleres Wachstum
und groBere Pflanzen zuriickzufiihren und nicht auf CO,-Konzentration oder Temperatur.
Abschlielend ldsst sich sagen, dass die in der vorliegenden Studie beobachteten abnehmen-
den Pollenmengen pro Kétzchen mit steigenden NO,-Konzentrationen die Vermutung zulas-
sen, dass NO, selbst oder mit NO, in Verbindung stehende Faktoren aus Verkehrsbelastung
einen Streffaktor fiir Birken darstellen. Es kann angenommen werden, dass eine hohe Ver-
kehrsbelastung zu niedrigeren Pollenmengen in Birken beitrdgt und dass aufgrund der vor-
liegenden Studie in urbanen Gebieten somit nicht mit einer héheren Birkenpollen-Exposition

zu rechnen ist.
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Kétzchengewicht

Es zeigten sich signifikant schwerere Kédtzchen bei urbanen Birken. Dennoch war kein signi-
fikanter Zusammenhang zu einem der gemessenen Umweltparameter zu finden. Es liel sich
lediglich eine Korrelation mit der NO,-Konzentration auf dem 10%-Signifikanzniveau
(0,066) beobachten und weder Ul noch Temperatur oder Ozonkonzentration zeigten einen
Zusammenhang mit dem Katzchengewicht.

Dies steht im Gegensatz zu vergangenen Studien, die einen Einfluss von CO; und Ozon auf
KatzchengroBle und -gewicht beschrieben. Darbah et al. (2007) untersuchten den Einfluss
von CO, und Ozon auf Kédtzchengrofe und -gewicht, wobei sie einen positiven Einfluss von
CO; und einen negativen von Ozon dokumentierten [372]. Ein positver Einfluss von CO, auf
Sprof3, Wurzel und Biomasse allergener Pflanzen konnte in weiteren Studien gezeigt werden
[371]. Gregg et al. (2003) stellte eine Wachstumsretardierung von Baumklonen in ruralen
Gebieten fest und identifizierte Ozon als negativen Wachstumsregulator [377]. Zusammen-
fassend liele sich somit ein postiver Einfluss von CO, und ein negativer Einfluss von Ozon
auf die Biomasse vermuten.

In der vorliegenden Studie zeigte sich kein Zusammenhang des Kitzchengewichts mit der
Ozonkonzentration, hingegen eine Korrelation auf dem 10%-Signifikanzniveau mit NO,.
NO; stellt u. a. ein Mal fir die Schadstoffbelastung dar und steht damit in Verbindung mit
CO,. Moglich wire, dass hier hohere CO,-Konzentrationen in urbanen Gebieten verantwort-
lich fiir die schwereren Kétzchen sind.

Die Ursache, dass keine signifikant positive Korrelation mit NO, oder aber eine negative
Korrelation mit Ozon gefunden werden konnte, konnte das parallele Vorkommen beider
Schadstoffe unter natiirlichen Bedingungen sein, wie sie in der vorliegenden Studie gegeben
waren.

Somit bestehen unter natiirlicher Exposition parallel induzierende (CO,) als auch hemmende
(Ozon) Wirkungen, womit moglicherwese vielmehr das Verhiltnis von Ozon zu CO, iiber
den resultierenden Effekt entscheidet.

Ein weiterer die Analysen erschwerender Aspekt ist, dass zudem in urbanen und ruralen
Gebieten ein unterschiedlicher Zusammenhang zwischen Ozon und NO, besteht. Damit
konnten Zusammenhinge aufgrund einer unterschiedlichen Abhdngigkeit der Storfaktoren
(CO,, Ozon) zueinander erschwert sichtbar werden.

Es wird deutlich, dass ein Effekt, der unter kiinstlicher Exposition sichtbar wird, moéglicher-
weise unter natiirlicher Exposition nicht sichtbar wird, da er iiberlagert wird. Die parallele
Analyse verschiedener Umweltparameter unter natiirlichen Bedingungen als auch in Exposi-
tionsstudien ist ndtig, um Wirkung und Relevanz verschiedener Umweltbedingungen zu

bestimmen.
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Es wire hingegen ebenso mdglich, dass ein weiterer Storfaktor in der vorliegenden Studie
hinzu kommt. So kénnten ein oder mehrere anderere in dieser Studie nicht eingeschlossene
Parameter weitere Einflussfaktoren auf das Kitzchengewicht sein und als Storfaktoren fiir
ausbleibende Korrelationen von Ozon und NO, mit dem Kétzchengewicht verantwortlich

sein.

Ratio Pollen/Kétzchen

Abschliefend wurde neben Pollenmenge und Katzchengewicht das Verhéltnis von Pollen-
gewicht zu Kétzchengewicht betrachtet, somit Pollensynthese zu Katzchensynthese. Hierbei
zeigten rurale Birken eine signifikant hohere Ratio Pollen/Kédtzchen, welche sowohl mit der
Temperatur als auch mit dem UI und der NO,-Konzentration negativ korreliert war.
Urséchlich fir die Korrelation mit NO, konnte auch hier anstelle von NO, ein mit NO, in
Verbindung stehender Faktor sein. Vergangene Studien deuten hierbei auf CO, hin [371].

Es konnte somit angenommen werden, dass ein mit der Verkehrsbelastung in Verbindung
stehender Faktor zu geringeren Pollenmengen mit gleichzeitig schwereren Kétzchen fiihrt.
Dabei ist nicht auszuschlieBen, dass bei diesem gegenldufigen Verhiltnis von Kétzchen zu
Pollen, das Kétzchen eine Art Schutzhiille fiir den Pollen darstellt. Hierbei konnte es sich bei
NO; oder einem mit NO, vorkommenden Faktor, eher um einen Stref3faktor handeln, wel-
cher zu geringeren Pollenmengen und mehr als Schutzfunktion zu schwereren, den Pollen
umgebenden, Kétzchen fiihrt.

Beschrieben ist eine Ablagerung von Schadstoffen auf Pollen sowie eine Voraktivierung von
Pollen in urbanen Gebieten [36]. Auch eine Art Film, der urbane Pollen umgibt, konnte beo-
bachtet werden. Moglicherweise ist die den Pollen umgebende Katzchenmasse ein Adaptati-
onsmechanismus urbaner Birken, um den Pollen vor der Freisetzung aus den Pollensdcken

weitesgehend vor Voraktivierung und Ablagerungen zu schiitzen.

Weitere Forschungsarbeiten sind nétig, um Effekte und Wirkungen einzelner Schadstoffe als
auch Schadstoffgemische zu analysieren. Expositionsstudien mit verschiedenen Schadstoffen
konnten helfen, die fir die Effekte verantwortlichen Faktoren zu identifizieren und einen
besseren Einblick in die Wirkungen von Schadstoffen auf Birken und deren Pollenprodukti-
on zu gewinnen. Parallele Studien unter natiirlichen Expositionsbedingungen sind unerlass-
lich, um kiinstliche Expositonsstudien zu iiberpriifen und die Relevanz ermittelter Ergebnisse

zu bestimmen.



7 Diskussion 121

7.1.1.3 Abhéngigkeit des Bet v 1- und PALMs-Gehalts vom Reifegrad

Der Freisetzung des Birkenpollens aus dem Kétzchen geht (nach der Dormanzphase) eine bis
zu mehrere Wochen dauernde Reifung des Pollens und des Kétzchens voraus. Um die Ent-
wicklung und Abhingigkeit der Allergenitdt vom Reifegrad der Kdtzchen zu untersuchen,
fand eine sequentielle Sammlung von fiinf ausgewahlten Birken mit gleichzeitiger Allergeni-
tatsbestimmung statt.

Hierbei zeigten sich steigende Bet v 1-Gehalte mit steigender Reifung. Dieser Zusammen-
hang wurde bereits in der Studie von Buters et al. (2008) [378] beobachtet und konnte in der
vorliegenden Studie bestitigt werden. In der vorliegenden Studie wurden zudem die
PALMs-Gehalte beriicksichtigt, welche eine inverse Beziehung zum Allergen Bet v 1 zeig-
ten. So wurden hohe PALMs-Gehalte in friihen Reifestadien und niedrige kurz vor Freiset-
zung der Pollen festgestellt.

Die inverse Bezichung von Bet v 1 und PALMs lédsst die Hypothese zu, dass hier moglich-
erweise eine Bindung der PALMs an Bet v 1 statt findet. In Folge konnen die PALMs mog-
licherweise nicht mehr im ELISA detektiert werden. Unterstiitzt wird diese Hypothese durch
die Annahme verschiedener Wissenschaftler, dass es sich bei Bet v 1 moéglicherweise um ein
Lipidtransferprotein handelt [379, 380].

Lipidtransferproteine sind eine weit verbreitete pflanzliche Proteinfamilie in einer Groflen-
ordnung von 9 kDA mit hoher Hitze- und Séurestabilitdt [381]. Sie sind die Major-Allergene
bei Patienten mit Sensibilierung auf Friichte der Rosacea-Familie und kénnen zu schweren
Nahrungsmittelallergien fiihren. Thre Funktion in Pflanzen ist der Transfer von Phospholipi-
den und anderen Fettsiuren zwischen Zellmembranen [382]. Ahnlich den Lipidtransferprote-
inen ist auch Bet v 1 in der Lage, verschiedene Liganden zu binden u. a. Lipide, Flavonoide
und Cytokinine [379, 380]. Hierbei werden mindestens zwei Bindungsstellen diskutiert. Es
kommen unterschiedliche Bindungsaffinitdten mit unterschiedliche Isotypen vor, welche
gleichzeitig fiir die physiologische Funktion von Bedeutung zu sein scheinen [380]. Sofern
man von einer Lipidbindung von Bet v 1 ausgeht, wird ebenfalls die Bindung der PALMs
wahrscheinlich, was die inverse Beziehung von Bet v 1 mit den PALMs erkldren wiirde.
Ungeklart ist die Bedeutung dieser Bindung. Diskutiert wird eine Rolle von Bet v 1 im Hyd-
ratationsprozess [383] mit Freisetzung von Lipiden und Flavoniden auf der Stigmaoberflache
[380].

Die physiologische Relevanz fiir den Menschen, die genaue Ligandenbindung, als auch die
Frage unter welchen Umstidnden die Liganden wieder freigesetzt werden, ist bislang hinge-
gen ungeklart. Moglich wére auch, dass die Bindung nicht im Pollen sondern moglicher-
weise erst durch Elution des Pollens in der wissrigen Losung stattfindet.

Mit zunehmenden Reifestadien der Kétzchen sanken die Bet v 1-Gehalte wieder und die

PALMs-Gehalte stiegen. Beim folgenden Abfall von Bet v 1 und PALMs kann angenommen
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werden, dass es sich hierbei um Pollen handelt, die den Reifeprozess nicht abgeschlossen
haben. Moglicherweise platzen nur Pollensdcke von reifen Pollen auf. Es wire moglich, dass
es sich bei dem gesammelten Pollen der spiteren Bliithphase (spéteren Reifestadien) um un-
reifen oder ,,unvitalen” Pollen gehandelt hat, weshalb kein Platzen der Pollensédcke statt ge-
funden hat. Die am Ende im Kétzchen gefundenen Pollen spiegeln mdglicherweise nur die
Anfangsstadien wieder, womit die U (Bet v 1) und V (PALMs) -formige Kurvenform zu-
stande kam.

Alle in dieser Studie gesammelten Birkenkétzchen befanden sich in den Entwicklungsstadien
60 und 61. Die Bestimmung des Maturationsgrades der Pollen wurde durch tdgliche Be-
obachtungen gewihrleistet, hingegen kann trotzdem ein gewisser Fehler nicht ausgeschlos-
sen werden. Die Auswahl einer grofleren Birkenanzahl wire hier geeignet, um diesen Fehler
Zu minimieren.

Dies ist jedoch die erste Studie, die eine dementsprechende Reifebestimmung in die Analy-
sen mit einbezogen hat. Aus diesem Grund sollten auch vergangene Studien unter diesem
Aspekt kritisch betrachtet werden. Da die vorliegende Arbeit zeigen konnte, dass die Aller-
gen- als auch PALMs-Gehalt maf3geblich vom Reifegrad beeinflusst werden, kann ange-
nommen werden, dass Studien welche den Reifegrad nicht miteinbezogen haben, nicht in der
Lage sind, ihre Daten richtig zu interpretieren. Aufgrund der vorliegenden Arbeit kann ange-
nommen werden, dass sofern der Reifegrad von Pollen nicht beriicksichtigt wird, keine ver-
gleichenden Analysen zwischen Pollen verschiedener Bedingungen vorgenommen werden

konnen.

7.1.1.4 Zusammenhang des Bet v 1-Gehalts mit Ozonkonzentration und Temperatur

Das Allergen des Pollens ist primér verantwortlich fiir die Symptomatik des Pollenallergi-
kers, womit diesem besondere Bedeutung zukommt. Bet v 1 ist das Majorallergen der Birke
und in Nordeuropa zeigen iiber 90 % der Birkenpollenallergiker eine Sensibilisierung auf
Bet v 1 [384].

In der vorliegenden Studie wurde der Zusammenhang der Bet v 1-Gehalte von Pollen ver-
schiedener Birken mit urbanisationsbezogenen Parametern untersucht. In den Analysen zeig-
te sich, dass weder Ul noch NO, in Zusammenhang zu den Bet v 1-Konzentrationen des
Pollens stehen. Dahingegen konnte eine positive Korrelation der Bet v 1-Gehalte mit der
Ozonkonzentration und eine negative mit der Temperatur beobachtet werden.

Die detaillierte Analyse der Daten spricht hingegen nur fiir einen Zusammenhang des Bet v
1-Gehaltes mit Ozon und keinen mit der Temperatur. Die Betrachtung der Literatur (Tashpu-

latov 2004) lasst weiter den Schluss zu, dass die Temperatur moglicherweise sogar ein Stor-
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faktor ist und der Zusammenhang von Ozon und Bet v 1 stirker ist als es aus den Analysen

hervorgeht.

Temperatur und Bet v 1-Gehalt

Die Analyse des Zusammenhangs der Temperatur mit den Gehalten an Bet v 1 zeigte eine
signifikant negative Korrelation. Somit standen niedrige Temperaturen in Zusammenhang
mit hohen Bet v 1-Gehalten.

Studien zum Einfluss der Temperatur auf die Expression von Bet v 1 sind widerspriichlich.
So zeigten Hjelmroos et al.(1995) [385] eine hohere Bet v 1-Expression in Pollen, welche
auf der Siidseite von Birken gesammelt wurden. Dies deutet auf einen positiven Einfluss der
Temperatur auf die Expression des Majorallergens hin. Ahnliche Ergebnisse berichtete Ahl-
holm et al. (1998) [386]: Die Autoren brachten ebenfalls hohere Durchschnittstemperaturen
mit einer verstirkten Bet v 1-Expression in Zusammenhang.

Im Gegensatz hierzu konnten Helander et al. (1997) eine hohere Bet v 1-Konzentration in im
Schatten lokalisierten Birken detektieren [387]. Dies wiederum spricht fiir einen positiven
Einfluss niedriger Temperaturen auf den Bet v 1-Gehalt.

Der grofite Storfaktor vergangener Studien diirfte die Methodik der Pollensammlung sein.
Die vorliegende Studie iiberpriifte die Methodik durch eine sequentielle Sammlung 5 ausge-
wihlter Birken. Diese konnte zeigen, dass der gewidhlte Sammelzeitpunkt die maximale Bet
v 1-Konzentration der Birke wiederspiegelt.

In vergangenen Studien wurde die Methodik nicht iiberpriift. Zum einen fand keine exakte
Reifebestimmung der Kétzchen statt oder es wurde mit semipermeablen Auffangbeuteln, in
denen die Pollen gesammelt wurden, gearbeitet. Die Arbeit mit derartigen Beuteln birgt die
Gefahr einer Voraktivierung der Pollen mit vorzeitiger Freisetzung von Allergenen. Die
Freisetzung von Allergenen aus Pollen kann durch verschiedene Parameter induziert werden.
Hierzu gehoren eine hohe Luftfeuchtigkeit, Gewitter, Regen oder Schadstoffe [388]. Ferner
besteht zudem eine Temperaturabhéngigkeit der Allergenfreisetzung [388]. Wird der Pollen
vor Analyse in Auffangbeuteln Morgentau, Regen, weiteren Schadstoffen sowie ebenfalls
unterschiedlichen Temperaturen oder gar Gewittern ausgesetzt, kann angenommen werden,
dass bereits vor Analyse eine Freisetzung von Bet v 1 aus den Pollen statt findet. Auch die
Sammlung von Asten, welche in Folge in Glasbehiltern (Helander 1997) weiter gereift wer-
den scheint ungeeignet, da es wahrscheinlich ist, dass speziell die Umweltbedingungen wah-
rend der Pollenreifung die Allergengehalte mafigeblich beeinflussen. Unter diesen Gesichts-
punkten sind die vergangenen Studien zum Einfluss der Temperatur auf den Bet v 1-Gehalt

in Birken kritisch zu betrachten.
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In der vorliegenden Studie konnte eine negative Korrelation von Bet v 1 mit der Temperatur
beobachtet werden. Fiir die negative Korrelation von Bet v 1 mit der Temperatur sprechen
Studien zur Familie der PR (pathogen-related)-Proteine, zu der auch Bet v 1 gehort (PR_10).
Beschrieben ist eine Induktion von PR-Proteine durch Viren, Bakterien, Pilze aber auch
durch Kilte [389]. Es wurde festegestellt, dass sich im Winter die hochste Akkumulation der
PR10 Proteine in der Zucker-Kiefer und der Westlichen Weymouth Kiefer finden ldsst. Auch
in Pfirsich und Maulbeere konnte eine Akkumulation der PR-10 Proteine bei kalten
Klimabedingungen beobachtet werden [389]. Daten, die fiir einen positiven Einfluss tiefer

Temperaturen auf den Bet v 1-Gehalt sprechen.

Bei einer detaillierten Analyse des Zusammenhangs von Bet v 1 und Temperatur in der vor-
liegenden Studie sprechen hingegen auch einige Faktoren gegen diesen Zusammenhang. So
konnte keine Korrelation von Bet v 1 mit dem Ul gefunden werden. Der UI steht in starker
Abhéngigkeit zur Temperatur (r=0,88), womit — sofern eine Korrelation der Temperatur mit
Bet v 1 zu finden ist — ebenfalls eine Korrelation mit dem Ul zu erwarten gewesen wire.

Die fiir die Korrelation zur Verfiigung stehende Anzahl an Temperaturmessungen be-
schrankte sich auf 16, wahrend fiir den UI 40 Datenpunkte zur Verfiigung standen. Damit ist
die Aussagekraft des Ul gegeniiber der Temperatur erhoht. Der UI korreliert mit der Tempe-
ratur (r=0,88), zeigt hingegen keine Korrelation mit Bet v 1. Dies spricht dafiir, dass auch die
Temperatur in keiner Abhangigkeit zu Bet v 1 steht und sich eine zuféllige Korrelation der
Temperatur mit Bet v 1 aufgrund der geringen n-Zahl ergeben hat.

Des Weiteren unterschied sich die Temperatur zwischen Stadt- und Landstandorten hochsig-
nifikant (Temperatur: p<0,0001), die Bet v 1-Gehalte hingegen nicht. Wiirde die Temperatur
den Bet v 1-Gehalt mallgeblich beeinflussen, wiren auch fiir Bet v 1 signifikante Unter-
schiede zwischen Stadt- und Landbirken zu erwarten gewesen. Damit ist, sofern vorhanden,
von einem verhdltnismaBig schwachen Effekt von der Temperatur auf den Bet v 1-Gehalt
auszugehen.

Ebenfalls gegen einen positiven Einfluss niedriger Temperaturen auf den Bet v 1-Gehalt
spricht eine Studie von Tashpulatov et al. (2004) in der die Aktivitdt des Bet v 1a-Promoters
in Abhédngigkeit von Stress und der Temperatur untersucht wurde [390]. Hierbei konnte ge-
zeigt werden, dass hohe Temperaturen und Stress zu einer verstarkten Aktivitdt des Promo-
ters fiihren. Damit wiirden hohe Temperaturen im Zusammenhang mit hohen Bet v 1-
Gehalten stehen.

Die vorliegende Studie konnte ebenfalls eine positive Korrelation von Ozon und Bet v 1-
Gehalt zeigen. Ozon und Temperatur zeigen eine nicht signifikant negative Korrelation (Da-

ten nicht gezeigt: r=-0,5; p=0,07). Damit konnte angenommen werden, dass sich die Korrela-



7 Diskussion 125

tion der Temperatur mit den Bet v 1-Gehalten aufgrund der Abhéngigkeit der Temperatur zu
Ozon ergeben hat.

Aufgrund der Studie zum Einfluss der Temperatur auf den Bet v 1-Promoter konnte weiter
angenommen werden, dass die Temperatur in der vorliegenden Studie vielmehr ein Storfak-
tor ist und der Effekt von Ozon auf den Bet v 1 Gehalt hoher ist, als es aus den Analysen
hervor geht. Gleichzeitig wird deutlich, dass sofern von einem Temperatureffekt auszugehen
ist, dieser im Vergleich zu Ozon als schwach einzuordnen ist.

Um die Frage des Einflusses der Temperatur auf die Bet v 1 Gehalte abschlie3end zu klaren,

wiren Expositionsstudien notig.

Ozon und Bet v 1-Gehalt

Der Zusammenhang zwischen der Ozonexpostion der Birken und dem Bet v 1-Gehalt in den
Pollen ist konform mit Studien von Masuch et al. (1997) [44] und Eckl-Dorna et al. (2010)
[45], die eine Erhohung des Allergengehaltes in Gréserspezies durch Ozon beschreiben.
Eckl-Dorna et al. (2010) wéhlten hierbei kiinstliche Expositionsbedingungen und bestitigten
die Relevanz der erhohten Allergengehalte in Immunoblots mit Seren von Grasallergikern.
Masuch et al. (1997) wihlten unterschiedliche Versuchsaufbauten, natiirliche Expositionsbe-
dingungen und die kiinstliche Exposition. Hierbei kritisch zu betrachten ist, dass sich die
verglichenen Gebiete der natiirlichen Expositionsbedingungen in einer Entfernung von 100
km befanden und zudem unterschiedliche Hohenlagen gegeben waren. Somit kann ange-
nommen werden, dass diese Gebiete weitaus mehr Unterschiede als nur die Ozonkonzentra-
tion aufwiesen und Unterschiede nicht primir auf Ozon zuriickzufiihren sind. Die kiinstli-
chen Expositionsstudien dieser Arbeit konnten hingegen ebenfalls eine Erhéhung der Aller-
gengehalte durch Ozon zeigen. Damit ist ein Hinweis auf eine Erhdhung der Allergenitét
durch Ozon, auch in Grasspezies, gegeben. Dies hebt die Bedeutung von Ozon als relevan-
ten, die Allergenitdt von Pollen beeinflussenden Faktor, hervor und stiitzt die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit.

Die Ursache fiir die Erhdhung von Allergenen durch Ozon konnte sein, dass dieser Schad-
stoff einen maBgeblichen Stressfaktor fiir Pflanzen darstellt [391]. In Folge kommt es zur
Induktion bestimmter Proteine, unter diesen moglicherweise auch Allergene. Viele Allerge-
ne, wie z.B. Bet v 1, gehoren zu den PR-Proteinen, weshalb eine Induktion von PR-Proteinen
und somit Allergenen durch Strefl Evidenz besitzt.

Gregg et al. (2003) [377] identifizierten Ozon als ursidchlichen Faktor fiir eine Wachstumsre-
tardierung von Baumklonen (Pappelklone) in ruralen Gebieten im Vergleich mit urbanen
Gebieten. Auch Padkkonen et al. (1995) [392] untersuchten den Effekt von Ozon auf Bir-
kenklone und konnten ebenfalls eine Wachstumsretardierung beobachten. Zudem wurden

ultrastrukturelle Verletzungen durch Ozon beobachtet [392]. Die ultrastrukturellen Verlet-
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zungen als auch die Wachstumsdefizite durch Ozon geben deutliche Hinweise darauf, dass
Ozon einen maBigeblichen Stressfaktor fiir Pflanzen darstellt.

Stress oder Verletzung wiederum fiihrt zur Induktion von PR-Proteinen. Damit kdnnte eine
Induktion von Bet v 1, welches ein PR-Protein darstellt, durch Ozon erklért werden. In Spar-
gel, Tomate, der WeiBlen Kiefer als auch Birke wurde eine Akkumulation von PR-10-
Proteinen nach Verwundung oder Pathogenbefall gezeigt [389]. Ebenfalls die Studie von
Tashpulatov et al. (2004) konnte eine Induktion des Bet v 1-Promotors durch Stress be-
obachten.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie, zusammen mit der bestehenden Literatur, geben
damit einen starken Hinweis, dass Ozon ein Stressfaktor und in Folge ein malB3geblicher Ein-

flussfaktor auf die Expression des Majorallergens Bet v 1 in Birkenpollen ist.

Aus der Gesamtheit der oben aufgefiihrten Ergebnisse sowie aufgrund der Literaturlage, ist
zu schlieen, dass unter den eingeschlossenen Parametern Ozon und nicht die Temperatur
der maligebliche Faktor ist, welcher die Bet v 1-Expression beeinflusst.

Zumal der Korrelationskoeffizient von Ozon und Bet v 1 bei nur r = 0,37 lag und Ozon somit
nur etwa 11% der Datenvariabilitit von Bet v 1 erkldren wiirde, kann dies fiir eine natiirliche
Exposition viel sein. In diesem Zusammenhang sollte beriicksichtigt werden, dass ebenfalls
weitere Faktoren bestehen konnen, u. a. der genetische Hintergrund, welche den Bet v 1-
Gehalt bestimmen. Wie beschrieben, konnte auch die Temperatur ein mafigeblicker Storfak-
tor sein.

Hingegen wird ebenfalls die Ozonsensitivitdt, und somit das Ausmall der Ozonwirkung,
durch weitere Faktoren beeinflusst. Trockenstress kann iiber eine SchlieBung der Blattspalten
die Ozonsensitivitidt von Pflanzen heruntersetzen, womit die Ozonkonzentration und Wir-
kung in Abhédngigkeit von Trockenstress betrachtet werden miissten [393, 394]. In welchem
Ausmal} dies wiederum fiir die Bet v 1-Expression relevant ist und welchen Einfluss mog-
licherweise Trockenstress selbst auf die Bet v 1-Gehalte in Pollen hat, bleibt zu kldren.

Aus diesem Grund wiren auch hier Expositionsstudien zum Einfluss von Ozon auf den Bet v
1-Gehalt sinnvoll. Dies konnte ebenfalls die Identifizierung des relevanten Zeitpunkts mit
mafBgeblichem Einfluss ermdglichen. Wire der relevante Zeitpunkt der Ozonexposition ge-
klart, konnten Ozonmessungen zu definierten Zeitpunkten helfen, Prognosen fiir die Aller-
genitit der Birkenpollen in der Blithsaison zu treffen und symptomatische Beschwerden

vorab abzuschitzen.

Die Differenz der Ozongehalte in dieser Studie bewegte sich aufgrund der lokalen Nihe
(Miinchen und Umkreis) nur in einer verhédltnisméaBig kleinen Spanne. Trotzdem konnte ein

signifikanter Einfluss von Ozon auf den Bet v 1-Gehalt gezeigt werden. Die Entwicklung der
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Ozonkonzentrationen in den ndchsten Dekaden ist unklar, hingegen kann aufgrund des Kli-
mawandels sowie der zunehmenden Urbanisierung von einem Anstieg der Ozonkonzentrati-
onen ausgegangen werden. Der Klimawandel bedingt hohere Temperaturen, welche iiber
eine verstdrkte Freisetzung fliichtiger organischer Verbindungen (VOC) aus der Vegetation
(biogene VOCs, BVOCs) und Verdunstungsprozessen zu einer verstirkten Ozonbildung
fiihren kénnen [364, 395]. Ebenfalls mit dem Klimawandel in Verbindung stehen Hitzeperi-
oden (Schir et al. 2004). UV-Strahlung liefert die Energie fiir den Ozonaufbau und je langer
Warmwetterperioden andauern, desto stirker ist die Akkumulation von Ozon. Diese Fakto-
ren in Kombination mit der zunehmenden Urbanisierung, welche mit verstarkter Freisetzung
ozonaufbauender Schadstoffe (CO, NO,) durch Verbrennung fossiler Energien oder der
Emission von VOCs aus bauchemischen Produkten steht, ldsst einen weiteren Anstieg der
Ozonkonzentrationen vermuten. Eine genaue Klarung des Einflusses von Ozon auf Pollen ist
nétig, um Prognosen zur Allergenitit von Pollen fiir mogliche zukiinftige Ereignisse zu er-

moglichen.

Zusammenfassend ist anzunehmen, dass Ozon unter natiirlichen Bedingungen ein Faktor ist,
welcher zu steigenden Bet v 1-Gehalten in Pollen fiihrt. Steigende Ozonkonzentrationen
konnten iiber eine verstarkte Expression von Bet v 1 zu einer Aggravation der Symptomatik
in Pollen-allergischen Patienten fiihren. Die vorliegende Studie arbeitete mit einer relativ
geringen Spanne von Ozonkonzentrationen und konnte dennoch einen signifikanten Effekt
zeigen. Anzunehmen ist, dass aufgrund des Klimawandel sowie der zunehmenden Urbanisie-
rung die Ozonkonzentrationen steigen werden und in Zukunft mit einer Erh6hung der Aller-

gentidt von Birkenpollen und einer verstarkten Symptomatik im Allergiker zu rechnen ist.

7.1.1.5 Zusammenhang des Adenosingehalts mit Umweltfaktoren

Adenosin ist bei vielen biochemischen Prozessen im Korper beteiligt. Gilles et al. (2011)
[53] konnte zeigen, dass Pollen verschiedener Spezies ebenfalls Adenosin in mikromolaren
Konzentrationen enthalten. In vitro fiihrt Pollen-Adenosin in dendritischen Zellen iiber A2-
Rezeptoren zu einer Induktion von cAMP und Inhibition von IL-12p70. Werden dendriti-
schen Zellen von nicht-Atopikern mit WPE behandelt, zeigen diese eine Adenosin-
abhéngige verringerte Kapazitdt Th1-Zellen zu differenzieren und eine verstirkte Kapazitat
regulatorische Zellen und IL-10 zu induzieren [53]. Bei dendritischen Zellen von Atopikern
konnte keine Induktion von IL-10 beobachtet werden, stattdessen wurde in diesen IL-5 und
IL-13 induziert [53]. Pollen-Adenosin vermittelt somit divergente Effekte in Atopikern und
Nicht-Atopikern.
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In der vorliegenden Studie sollte der Einfluss urbanisationsbezogener Parameter auf die A-
denosinkonzentration in Pollen untersucht werden. Es bestand kein Zusammenhang zu einem
in der Studie eingeschlossenen Parameters auf die Adenosin-Konzentration in Pollen. Eben-
sowenig waren Unterschiede zwischen urbanen und ruralen Pollen zu beobachten.

Die Funktion von Adenosin in Pollen ist nicht abschlieBend geklart. Beschrieben ist bislang
ein aktiver Transporter-abhdngiger Import von Nukleosiden, welche als Grundbausteine fiir
die RNA-Synthese wihrend der Pollenkeimung dienen [110, 111]. Der Transport ist kon-
zentrationsabhingig sowie séttigbar und nimmt mit der Zeit ab. RNA-Synthese und DNS-
Reparaturmechanismen sind frithe Ereignisse der Pollenkeimung. Die Abnahme des Trans-
portmechanismus von Nukleosiden mit der Zeit spricht damit fiir eine Funktion von u. a.
Adenosin als Grundbaustein der RNA-Synthese sowie zur DNA-Reparatur.

Detektiertes Adenosin in frischen Pollen kénnte ebenso ein Abbauprodukt von ATP darstel-
len, welchem u. a. Bedeutung in der Pollenkeimung und der Pollenschlauchbildung zu-
kommt [53].

Im Gegensatz zu Bet v 1 als PR-Protein, kommt Adenosin moglicherweise verstarkt Bedeu-
tung in den Grundfunktionen/-physiologie des Pollens zu. Als Grundbaustein fiir RNA, DNS
oder Teil der energiereichen Verbindung ATP wird seine Konzentration moéglicherweise
wenig durch duflere anthropogene oder natiirliche Faktoren beeinflusst und steht somit in
keiner oder geringer Abhédngigkeit zum UI, der Temperatur, der NO,- oder der Ozonkonzent-
ration.

Um diese Frage abschlieBend zu kldren, wéaren weitere Expositionsstudien nétig. Durch die
natiirlichen Bedingungen in dieser Studie bewegten sich die unterschiedlichen Umweltbe-
dingungen nur in einer geringen Spanne. Beispielsweise die hochste und niedrigste Durch-
schnittstemperatur der in der vorliegenden Studie eingeschlossenen Birken unterschied sich
nur um 1,6°C. GroBlere Differenzen zwischen den Bedinungen wiirden helfen, auch schwa-
che Effekte leichter sichtbar zu machen. In Expositionsstudien mit verschiedenen Schadstof-
fen sowie Temperaturen in einem breiten Konzentrationsbereich wéren auch geringe Effekte

gezielt zu erfassen.

7.1.1.6 Zusammenhang des PALMs-Gehalts mit Umweltfaktoren

Eikosanoide gehoren zu den Oxylipinen und sind von der Arachidonsdure abgeleitete Ver-
bindungen, die als Inmunmodulatoren und Neurotransmitter wichtige physiologische Funk-
tionen libernechmen. U. a. sind sie an der Steuerung der Inmunantwort beteiligt.

Auch Pflanzen bilden Oxylipine, welche eine bedeutende Rolle in verschiedenen pflanzli-
chen Entwicklungsprozessen, sowie bei Reaktionen auf biotischen und abiotischen Stress

spielen [396, 397]. Pflanzlichen Oxylipine leiten sich hingegen nicht von der Arachidonsaure
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ab, welche in Pflanzen nicht zu finden ist, sondern von Linol- und a-Linolensédure. Trotz
unterschiedlicher Vorldaufersubstanzen zeigen sie eine starke strukturelle als auch funktionel-
le Ahnlichkeit zu den menschlichen Eikosanoiden. Aus diesem Grund sind sie relevante
Faktoren fiir die Bestimmung der Allergenitdt. PGE,-dhnliche Verbindungen werden mit
einer Immunmodulation und einer allergieférdernden Immunititslage in Verbindung ge-
bracht, LTB,-dhnliche Verbindungen mit einer Immunstimulation u. a. als Chemoattraktanz
fiir Eosinophile- und Neutrophile Granulozyen [55, 56, 58, 59, 78, 398].

Die Korrelationsanalysen urbanisationsbezogener Parameter mit den PALMs-Gehalten deck-
ten eine hochsignifikante negative Korrelation von PALMpgg, mit Ozon auf. Ansonsten zeig-
ten sich keine Zusammenhénge der Parameter mit den Lipidmediatoren.

Dahingegen konnte ein starker Zusammenhang aller in der Studie einbezogenen Parameter
mit dem Verhéltnis der Lipide zueinander beobachtet werden. Sowohl Temperatur, Ozon-,
NO,-Konzentration als auch Ul korrelierten signifikant mit der Ratio der Lipide. Dies konnte

aufgrund der direkten Abhéngigkeit der Lipide zueinander erklart werden.

Synthese von PALM| rg4 und PALMpgg; aus selber Vorldufersubstanz

Beide Lipide werden iiber die gemeinsame Vorldufersubstanz, die a-Linolensdure gebildet
(Abb. 39). PALMpgg, entsteht aus a-Linolensdure iiber Autoxidation, PALM g4 sowohl
iiber Autoxidation als auch iiber das Enzym Lypoxygenase (Abb. 39, A) [366]. Angenom-
men werden kann, dass — sofern ein gewisses Gleichgewicht in der Synthese besteht und es
zu einer Aktivierung der Lypoxygenase kommt — weniger a-Linolensdure fiir die Synthese
von PALMpgg, zur Verfiigung steht. Damit wird mehr PALM| g4 und weniger PALMpgg,
gebildet und das Verhéltnis von PALM1ps zu PALMpgg, verschiebt sich zugunsten von
PALM_ 1ps. Es entsteht eine hohere Ratio PALMy 1p4/PALMpgg, (Abb. 39, B). Aufgrund der
Korrelation von Temperatur, Ozon-, NO,-Konzentration als auch Ul kann angenommen

werden, dass moglicherweise ein Einfluss dieser Faktoren auf die LOX-Aktivitét besteht.
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Abb. 39: Gleichgewicht und Verschiebung der PALM/ 154/PALMpcg; Ratio durch Ozon

LOX wird durch Ozon aktiviert

Maccarrone et al. [399] beschrieben eine Aktivierung der Lipoxygenase durch Ozon. In der
vorliegenden Studie konnte eine positive Korrelation von Ozon mit der Ratio PALM| 14 Zu
PALMpgg, gezeigt werden. Es kann angenommen werden, dass hohe Ozonkonzentrationen
die LOX in Pollen aktivieren und in Folge vermehrt PALM| g4 und vermindert PALMpgg,
gebildet wird. Diese Hypothese wird durch die hochsignifikant negative Korrelation von
PALMpgg, mit Ozon gestiitzt. Da keine Korrelation eines anderen Faktors mit PALMpgg,
beobachtet werden konnte, kann von Ozon als maBBgeblichen die Ratio beeinflussenden Fak-
tor ausgegangen werden.

Was sich hingegen in den Analysen nicht zeigte, war eine positive Korrelation von PALM-
L4 Mit Ozon. Die zundchst iliber die Aktivierung von LOX entstechenden Hydroperoxide
stellen hingegen wiederum Vorldufersubstanzen fiir eine Reihe anderer Produkte sowie Sub-
strate mehrerer Enzyme dar. Uber Reductase entstehen die mit PALM; g4 in Verbindung

stehenden Lipide 9,13 HODE/HOTE. Hingegen konnen iiber Enzyme wie Hydroperoxidly-
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asen, Epoxyalkoholsynthasen und eine Reihe weiterer Enzyme vielfach andere Produkte
entstehen [400].

Es wire zu hypothetisieren, dass sofern eine Induktion von LOX statt findet, auch parallel
andere Enzyme aktiviert werden. Damit waren PALM| g, (HODE/HOTE) nicht die einzigen
durch Ozon induzierten Lipide, weshalb keine direkte Korrelation von PALM| g4 mit Ozon
beobachtet werden konnte. Vielfaltige andere Lipide konnten generiert werden, unter diesen
die Ketone, die Jasmonsaure, ,,12-oxophytodienoic acid“, und ,,13-hydroperoxide lyase—

derived C6 aldehyde*.

Oxylipine induzieren Pflanzenabwehrgene

Diese gebildeten Oxylipine, wie bereits beschrieben, sind beteiligt an den Abwehrmecha-
nismen in Pflanzen. Sie werden gebildet als Antwort auf biotischen oder abiotischen Stref3
und sind wiederum wichtige Regulatoren der Genexpression von Pflanzenabwehrgenen und
in der Lage diese zu induzieren [401-403]. Bet v 1 gehort zu den Pflanzenabwehrgenen und
es konnte ebenfalls ein positive Korrelation von Bet v 1 mit Ozon in der vorliegenden Studie
gezeigt werden. Zu hypothetisieren wire, dass Ozon als StreBfaktor das Enzym LOX akti-
viert, was in Folge zur Bildung von Oxylipinen fiihrt, welche wiederum die Bet v 1 Expres-

sion induzieren (Abb.40).

a-Linolensaure

Ozon 2. Indirekter Effekt

Aut-
oxidatio

Immunmodulatorische

Substanzen
PALMpge, Immunstimulatorische
PPE, Substanzen
HODE, HOTE... ? indirekt

1. Direkter Effekt:

Dk gev?

Ozon

Abb. 40: Indirekter oder direkter Effekt von Ozon auf Betv 1
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Um dies abschlieBend zu klaren, wére eine detailliertere Bestimmung und Analyse der Pol-
len verschiedener Umweltbedingungen nétig. Eine umfassende Lipid- als auch Enzymanaly-
se konnte helfen einen besserer Einblick in die Regulationsmechanismen der Pflanze zu be-
kommen und den Zusammenhang von Lipiden und dem Allergen Bet v 1 zu kléren.

Moglicherweise konnte ein spezifisches Lipid mit der Bet v 1 Expression in Zusammenhang
gebracht werden. Damit wére eine indirekte Bet v 1 Expression iiber LOX-synthetisierte
Lipdie zu hypothetisieren. Ebenso konnte Ozon hingegen auch direkt und lipidunabhingig
iiber andere Signalwege zur Bet v 1 Expression fithren (Abb. 40). Dies sind Fragen die in
weiteren Studien moglicherweise unter Exposition von Ozon mit paraller LOX-Inhibition

geklart werden miissten.

Verstiarkt immunstimulatorische Kapazitit durch Ozon

Zumal sich in spéteren Zellassays auch eine verstiarkte immunstimulatorische Kapazitét der
,Hoch-Ozon“ belasteten Pollen zeigt, lasst sich vermuten dass neben HODE und HOTE
weitere Lipide mit immunstimulatorischer Kapazitit gebildet werden. Die immunstimulato-
rische Kapazitit zeigte sich in einer verstirkten Migration auf ,,Hoch-Ozon“ Pollen. Die
Migration korrelierte dabei direkt mit der Hohe der Ozonexposition hingegen nicht mit
PALM_1ps. Anzunechmen ist, dass Ozon in direkter Abhidngigkeit zur Migration steht. Ozon
scheint zur Bildung unbekannter Faktoren, moglicherweise Lipiden, zu fiihren, welche die
Migration induzieren. Eine umfassende Lipidanalyse konnte helfen mogliche Kandidaten-
Substanzen zu identifizieren.

Gezielte Expositionsstudien mit Ozon mit anschlieBender Lipid- als auch Enzymanalyse
konnten es ermdglichen, den beobachteten Effekt gezielt auf den Schadstoff Ozon zuriick zu
fiihren. Ebenfalls wére es moglich durch die umfassende Analyse gebildeter Produkte die

verdnderte immunogene Wirkung abzuschitzen und ndher zu charakterisieren.

Wie bereits ausgefiihrt, lassen sich durch den Klimawandel als auch die zunehmende Urba-
nisierung in den nédchsten Jahrzehnten steigende Ozonkonzentrationen erwarten. Die Ergeb-
nisse der vorliegenden Studie deuten auf eine zunehmende immunstimulatorische Kapazitat
von Pollen durch steigende Ozonkonzentrationen hin. Anzunehmde Folgen sind eine ver-
starkte Symptomatik beim Allergiker. Hingegen sind auch proinflammatorische Allergen-
unabhingige Wirkung auf nicht-Allergiker nicht auszuschlieen. Die detaillierte Analyse des
Einflusses dieser verdnderten Umweltbedingungen auf den wichtigen Allergentrdger, den
Pollen, konnten helfen zukiinftige Entwicklungen hinsichtlich der Pollinosis abzuschitzen

und verbesserte Therapie- und moglicherweise praventive Strategien zu entwickeln.
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7.1.1.7 Verindertes immunstimulatorisches und —modulatorisches Potential ,,Hoch-

Ozon‘ belasteter Pollen

Aus den vorangegangenen Korrelationsanalysen zu Allergen- und PALMs Gehalt mit den
Parametern der Urbanisierung zeigte sich ein klarer Zusammenhang der Ozonexposition der
beprobten Birken mit der Allergenitit der Pollen. Ozon stand sowohl mit dem Allergengehalt
als auch der Lipidzusammensetzung in Verbindung.

Mit Zellassays sowie Pricktestungen sollte die immunologische Relevanz der gemessenen
Parameter getestet werden, sowie die Allergenitit von ,,Hoch-,, und ,,Niedrig-Ozon* belaste-
ten Pollen ndher charakterisiert werden. In den vorangegangenen Allergenitdtsanalysen (Bet
v 1, PALMs, Adenosin) der Pollen wurden Parameter bestimmt, welche in Pollen bekannt
und deren immunologische Relevanz bereits gezeigt werden konnte. Unbekannte Faktoren in
Pollen konnen hierbei hingegen nicht erfasst werden.

Um die physiologische Relevanz einer hohen sowie niedrigen Ozonexposition von Birken zu
analysieren, wurden die jeweils aus Stadt und Land jeweils am hochsten und niedrigsten
Ozon-belasteten Birken ausgewihlt. Diese wurden in Stimulationsversuchen mit dendriti-

schen Zellen, Migrationsassays mit Neutrophilen Granulozyten und Pricktests eingesetzt.

Vermindertes Potential von ,,Hoch-Ozon‘ Pollen eine Thl1-Antwort zu inhibieren

Eine entscheidende Rolle bei der Allergiecenstehung oder Sensibilisierung spielen Antigen-
prasentierende Zellen (APZ). Fiir die Induktion einer Immunantwort bei Erstkontakt kommt
unter den APZ der dendritischen Zelle die grofite Bedeutung zu. Die dendritische Zelle ver-
mittelt der naiven T-Zelle Signale, welche ihre Differenzierung bestimmen. Eine Th2-
fordernde Immunitétslage ist hierbei Risikofaktor fiir die Entstehung einer allergischen Er-
krankung.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass WPE eine Th1l-Antwort hemmen und Th2-férdernde
Signale vermitteln [59, 65, 404]. Faktoren, welche dafiir verantwortlich gemacht werden,
werden als PALMpgg; bezeichnet. Ein Faktor in Pollen, welcher dhnliche Wirkung vermittelt
und fiir diesen Effekt mitverantwortlich gemacht wird, ist PPE1. PPE1 in Konzentrationen
wie es in Pollenextrakten gefunden werden kann, ist ebenfalls in der Lage die IL-12 Sekreti-
on zu hemmen [404]. Hingegen zeigt PPE1 nur eine partieclle Hemmung im Vergleich zum
Gesamt WPE. Dies spricht fiir weitere unbekannte Faktoren in Pollen mit dhnlicher Wir-
kung.

Aufgrund starker struktureller Ahnlichkeit zu PGE, kann angenommen werden, dass PPE,
fiir die Kreuzreaktivitiat im PGE, Elisa verantwortlich ist. Die physiologische Relevanz der

PALMpgg, Werte, welche sich aus Kreuzreaktivitiat im PGE, Elisa ergaben, wurde in Stimu-
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lationsversuchen mit MoDZ untersucht. Hierbei wurde die Kapazitit die LPS induzierte IL-
12 Antwort zu inhibieren, somit die Hemmung einer Th1-fordernden Immunitétslage, analy-
siert.

Aufgrund der signifikant negativen Korrelation von Ozon und PALMpgg, wurde angenom-
men, das ,,Hoch-Ozon* belastete Pollen ein vermindertes Potential hinsichtlich einer IL-12
Hemmung haben. Diese Hypothese bestitigte sich, wobei keine direkte Korrelation der IL-
12 Hemmung mit den Werten ersichtlich wurde.

Dies ist hingegen nicht iiberraschend, da eine neue Studie von Gilles et al. zeigen konnte,
dass Adenosin in Pollen enthalten ist, welches ebenfalls in der Lage ist die IL-12 Antwort in
dendritischen Zellen zu hemmen [53].

Es kann angenommen werden, dass auch Pollen-Adenosin Einfluss auf die IL-12 Sekretion
nimmt und sich die Hemmung aus diesem Grund nicht mit dem Einzelfaktor PALMpgg,
korrelieren lasst. Dariiber hinaus besteht die Mdoglichkeit, dass weitere bislang unbekannte
Faktoren in Pollen enthalten sind, welche dhnliche Wirkungen vermitteln.

Auch fiir LTB; konnte in Mdusen gezeigt werden, dass sowohl endogenes als auch exoge-
nes LTB,4 in der Lage ist eine LPS induzierte IL-12 Sekretion zu hemmen [405]. Damit
konnten ebenfalls LTB,-dhnliche Faktoren aus Pollen Einfluss auf die IL-12 Hemmung

nehmen.

Abschlielend lasst sich feststellen, dass aufgrund der Ergebnisse eine physiologische Rele-
vanz der gemessenen PGE,-Werte evident ist, die IL-12 Hemmung hingegen nicht alleinig
erklaren kann. Gezeigt werden konnte, dass eine hohe Ozonexposition der Birke zu einer
verminderten Fihigkeit eine Th1-Antwort zu inhibieren fiihrt. Ubertrigt man diese Beobach-
tung auf die urban-ruralen Ozonunterschiede, konnte hypothetisiert werden, dass Pollen von
urbanen Birken ein hoheres Potential zur Induktion einer allergischen Erkrankung haben und
moglicherweise einen weiteren Faktor fiir die hohere Allergieprivalenz in urbanen Gebieten

darstellen.

Verstirkte Induktion einer Neutrophilen Chemotaxis durch ,,Hoch-Ozon‘ Pollen

Nachdem sich in den Analysen ein hoheres Verhidltnis immunstimulatorischer (LTBy-
dhnlicher) zu -modulatorischer (PGE,-adhnlicher) Substanzen in ,,Hoch-Ozon* Pollen zeigte,
wurde eine stidrkere immunstimulatorische Wirkung von ,,Hoch-Ozon® belasteten Pollen
angenommen.

LTBy ist ein Leukotrien, welches von Leukozyten als Antwort auf inflammatorische Media-
toren produziert wird und dem grofle Bedeutung in entziindlichen Prozessen zukommt. LTB,
induziert dabei die Adhésion und Aktivierung von Leukozyten am Endothelium, was diesen

wiederum die Bindung und Einwanderung in entsprechendes Gewebe erlaubt. Fiir Neutro-
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phile Granulozyten ist es zudem ein starkes Chemoattraktanz und in der Lage die Bildung
Reaktiver Sauerstoffradikale und Freisetzung lysosomaler Enzyme in diesen Zellen zu indu-
zieren.

Wie bereits beschrieben enthalten auch Pollen LTB;-dhnliche Lipide. Es konnte beobachtet
werden, dass WPE cine Kreuzreaktivitdt im LTB4 ELISA zeigen. Dies deutet auf Lipide mit
struktureller Ahnlichkeit zu LTB, in Pollen hin, welche als PALM| 1gs bezeichnet wurden
[25]. Interessanterweise konnte zudem gezeigt werden, dass auf WPE ebenfalls eine Neutro-
philen Chemotaxis festzustellen ist, welche durch Blockade des LTB4-Rezeptors gehemmt
werden konnte [78]. Dies spricht dafiir, dass den im LTB4 ELISA identifizierten LTB4-
dhnlichen Lipiden aus Pollen auch eine funktionelle Bedeutung zukommt. Als relevante
Chemoattraktien in Pollen mit struktureller Ahnlichkeit zu LTB,4 konnten 13-HODE und 13-
HOTE identifiziert werden [58].

Um die immunstimulatorische Kapazitit der ,,Hoch-,, und ,,Niedrig-Ozon* Pollen zu testen
wurden Migrationsassays mit Neutrophilen Granulozyten durchgefiihrt. Neutrophile Gra-
nulozyten gehéren zu den ersten Zellen, welche im Falle von Entziindungsreaktionen oder
inflammatorischen Reizen, in entsprechendes Gewebe rekrutiert werden und fiir die LTB4ein
starkes Chemoattraktranz darstellt.

Im Vergleich der ,,Hoch-,, und ,,Niedrig-Ozon* belasteten Pollen zeigte sich eine signifikant
hohere Migration Neutrophiler Granulozyten hin zu ,,Hoch-Ozon* belasteten Pollen. Dieses
Bild zeigte sich fiir alle eingesetzten WPE Konzentrationen. Diese Beobachtung lédsst die
Vermutung zu, dass ,,Hoch-Ozon“ belastete Pollen somit iiber die Rekrutierung Neutrophiler
Granulozyten und moglicherweise weiterer innater Immunzellen die entziindliche Reaktion,
spezifisch die Spéttypreaktion, verstarken kdnnen. Somit kénnte eine erhéhte Ozonexpositi-
on von Pollen zu einer verstiarkten Symptomatik im Pollen-Allergiker fithren. Die direkte
Korrelation der Anzahl migrierter Neutrophiler Granulozyten mit der Hohe der Ozonexposi-
tion lasst einen direkten Einfluss von Ozon auf chemoattraktisch-wirksame Substanzen in
Pollen vermuten.

Wie bereits beschrieben, lisst sich eine Induktion von LOX durch Ozon annehmen. Diese
fiihrt zur Generierung verschiedener Oxylipine der Pflanze, welche als Antwort auf bioti-
schen und abiotischen Stre3 gebildet werden. Da sich eine direkte Korrelation der Ozonex-
position mit der Migration zeigte, ist anzunchmen, dass hierbei bisher unbekannte Oxylipine
oder aber ginzlich andere Faktoren generiert werden, welche diese Migration induzieren.

Es ist unwahrscheinlich, dass ausschlieBlich PALM| g4 beteiligt sind, unter diesen HODE
und HOTE, da keine direkte Korrelation mit PALM; g4 Zu beobachten war. Die direkte Kor-
relation mit Ozon ldsst die Annahme zu, dass die Bildung dieser Substanzen direkt durch

Ozon als anzunehmenden Stref3faktor induziert wird.
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Des Weiteren deutet es darauf hin, dass mit zunehmender Urbanisierung und moglicherweise
steigenden Ozonkonzentrationen nicht nur steigende Allergengehalte zu einer Steigerung der
Symptomatik beim Allergiker beitragen, sondern ebenfalls eine erhohte Allergen-
unabhingige immunstimulatorische Wirkung mit Rekrutierung innater Immunzellen die
Symptomatik aggraviert.

Um die Wirkung ,,Hoch-Ozon* belasteter Pollen weiter zu charakterisieren, wiren weitere in
vitro Zellversuche u. a. mit Keratinozyten, Eosionophilen — und Basophilen Granulozyten
sinnvoll, um moégliche Folgen verstiarkter Ozonbelastung auf Ebene des Allergentragers bes-
ser zu charakterisieren. Auch wire eine umfassende Lipidanalyse hilfreich mogliche
chemotaktisch- als auch generell immun-wirksamen Substanzen zu identifizieren.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Versuche mit Neutrophilen Granulozyten
zeigen Allergen-unabhidngig Wirkungen von Pollen. Die Versuche wurden mit Zellen von
nicht-Atopikern durchgefiihrt, weshalb auch fiir Nicht-Allergiker eine Wirkung innerhalb der
Pollensaison nicht auszuschlieBen sind. Somit erscheinen detaillierte Untersuchungen zur
Wirkung verstiarkter Ozonexposition auf die immunogenen Effekte von Pollen relevant fiir

die Gesamtbevolkerung.

Durch den Klimawandel und die zunehmende Urbanisierung ist mit einem weiteren Anstieg
der Ozonkonzentrationen in den nichsten Dekaden zu rechnen. Um die Wirkung auf den
Allergentrager und die gesundheitlichen Wirkungen fiir Allergiker als auch die Gesamtbe-
volkerung fiir zukiinftige Entwicklungen abzuschétzen, sowie verbesserte Therapiestrategien
zu entwickeln, wiren weitere Untersuchungen hilfreich. Durch kiinstliche Ozonexpositions-
studien mit anschlieBender Analyse in weiteren Zellassays u. a. Keratinozyten, Eosinophilen
Migrationen, weiteren Neutrophilen Migrationen sowie in DZ-Stimulationen mit anschlie-
Benden T-Zellkokulturen konnte ein umfassenderer Einblick in die verdnderten immunoge-

nen Eigenschaften ,,Hoch-Ozon* belasteter Pollen gewahrt werden.

Verstarkte allergische kutane Immunreaktion durch ,,Hoch-Ozon* Pollen

Abschliefend wurden die Unterschiede zwischen ,,Hoch-Ozon* und ,,Niedrig-Ozon* Pollen
in vivo anhand der allergischen Hautreaktion untersucht. Hierfiir wurden Pricktestungen mit
,Hoch-,, und ,,Niedrig-Ozon‘ Pollen an Birkenpollen-Allergikern durchgefiihrt. Es sollte die

physiologische Relevanz, primér der verdnderten Allergengehalte, untersucht werden.

Hierbei zeigte sich eine stirkere allergische Hautreaktion durch Pricktestung mit ,,Hoch-
Ozon“ Pollen. Es war cine groflere Quaddel- als auch Erythembildung durch die ,,Hoch-
Ozon“ Pollen festzustellen, wobei Quaddel- und Erythemgrofle direkt mit der Hohe der Ozo-
nexposition der Birke korrelierten. Dies ist ein klarer Hinweis auf eine Verstarkung der Al-

lergenitédt von Pollen durch Ozon aufgrund erhdhter Allergengehalte.
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Diese Beobachtungen sind konform mit vergangener Studie von Eckl-Dorna et al. [45], wel-
che ebenfalls eine Erhdhung der Allergengehalte nach Ozonexposition in Grasspezies postu-
lierten. Die Relevanz entsprechend veranderter Allergengehalte wurde in Immunoblots mit
Seren von Grasallergikern untersucht, in denen die IgE-Bindungskapazitit getestet wurde. Es
konnte eine hohere IgE-Bindung mit Extrakten beobachtet werden, welche von héher Ozon-
exponierten Grasspezies stammten.

Ein weiterer durch Ozon beschriebener Effekt ist die Nitrierung von Proteinen in Kombina-
tion mit NO,. Auch hier wird eine verstirkte IgE Bindungsreaktivitit postuliert [34, 35].
Diese Daten zusammen mit der vorliegenden als auch der Studie von Eckl-Dorna et al. deu-
ten ebenfalls auf Ozon als die Pollenallergenitit verstarkenden Faktor hin.

Hingegen existieren auch kontrdre Untersuchungen zu Ozon, welche auf eine Verringerung
der Allergenitit durch Ozon hindeuten [406]. Rogerieux et al. postulierte eine verminderte
IgE-Reaktivitdat nach Ozon, NO, und SO, Begasung [406]. Als ursédchlich diskutiert wurden
hier geringere Allergengehalte, aber auch posttranslationale Modifikationen der Allergene,
welche eine verminderte IgE-Bindung zur Folge hitten. Weiter wurde eine Ansduerung be-
stimmter Allergene beschrieben. Nachdem eine Abnahme der Allergengehalte durch Einzel-
begasung mit Ozon und NO, beschriecben wurde, wurden weitere addititve Effekte durch
weitere Reduktion der Allergengehalte unter paralleler Begasung von NO, und Ozon postu-
liert [406] .

Kontroverse Effekte der verschiedenen Studien konnten aufgrund unterschiedlicher Pflan-
zenarten und -spezies aber auch aufgrund unterschiedlicher Versuchsaufbauten zustande
gekommen sein. In Bezug auf die Nitrierungen ist ebenfalls die Proteinstruktur von Bedeu-
tung. Im Falle von Bet v 1 konnte eine effektive Nitrierung dieses Allergens gezeigt werden.
Dies deutet auf einen die Allergenitit erhohenden Effekt von Ozon auf Birkenpollen nicht
nur iiber Erh6hung der Allergengehalte sondern ebenfalls iiber Nitrierungen hin.

Die Problematik kiinstlicher Expositionsstudien u. a. von Rogerieux ist, dass sie das natiirli-
che parallele Vorkommen der Schadstoffe nicht beriicksichtigen und auch die Art der Expos-
tion und genaue Versuchsaufbau iiber mogliche Effekte entscheiden konnen. Kiinstliche
Expositionsstudien konnen gute Hinweise geben, welche Parameter Einflussfaktoren auf die
Allergenitit sein konnten, hingegen lassen sie nur geringe Riickschliisse auf tatsdchliche
Relevanz und Wirkung unter natiirlicher Exposition zu.

Eine weitere Problematik von Expositionsstudien ist, dass es diesen nicht moglich ist natiirli-
che Adaptationsmechanismen von Pflanzen und damit langfristige Effekte zu beriicksichti-
gen.

Die vorliegende Studie gibt hingegen klare Hinweise, dass hhere Ozonexpositon fiir Birken,
unter natiirlichen Bedingungen, ein relevanter Faktor ist, der die Allergenitdt von Birkenpol-

len mit klinischer Relevanz erhoht und die allergische Reaktion aggravieren kann. Zumal die
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Datenlage kontrovers ist, wird diese Beobachtung durch kiinstliche Expositonsstudien
(Masuch et al., Eckl-Dorna et al.) gestiitzt.

Es ist anzunehmen, dass die verstidrkte Allergenitét in der Pricktestung primar iiber erhohte
Allergengehalte vermittelt wird, es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass auch

weitere Faktoren eine aggravierende Wirkung auf die Quaddelbildung haben.

Weitere Moglichkeiten Allergen-unabhingiger Pollen-Faktoren mit Wirkung auf die Quad-

delgrofie

Das neben dem Allergen selbst noch andere Substanzen aus Pollen Einfluss auf die Mast-
zellaktiveriung nehmen kdnnen, deutet eine Studie von Metz et al. an [398]. Diese konnte im
murinen Modell eine IgE-unabhédngige Mastzelldegranulation nach Injektion von WPE in
naive Méuse zeigen.

In Bezug auf die Ergebnisse der vorliegenden Studie kann somit nicht ausgeschlossen wer-
den, dass die Quaddelgrofle von weiteren in Pollen enthaltenen Faktoren beeinflusst wird.
Dies konnte im weiteren Verlauf dieser Arbeit bestitigt werden. Moglich wére auch, dass die
verdnderte Lipidzusammensetzung die allergische Hautreaktion beeinflusst.

So finden sich ebenfalls unterschiedliche Mengen PGE,-kreuzreaktiver Substanzen in den
untersuchten Pollen, welche in hemmender oder aktivierender Weise die Quaddel- und
Erythembildung beeinflussen konnten. Die Datenlage zu PGE, und Mastzellaktivierung ist
widerspriichlich. Hingegen sind PGE,-Rezeptoren auf Mastzellen beschrieben, womit eine
Wirkung evident ist. Beschriebene Effekte sind hingegen sowohl aktivierender als auch inhi-
bierender Natur.

Linda et al. [407] zeigten, dass PGE, hemmende Effekte auf die Degranulatin von Lungen-
mastzellen hat. Auch Saarinen et al. [408] beschrieben eine grofiere Quaddelbildung in
Pricktestungen sofern die PGE, Synthese gehemmt wurde, somit weniger PGE, gebildet
wurde. In Bezug auf die Prick-Testungen der vorliegenden Studie wére es somit ebenfalls
moglich, dass PGE,-kreuzreaktive Substanzen die Quaddelbildung beeinflusst haben. Mdg-
licherweise haben die hoheren PALMpggy-Gehalte in den ,,Niedrig-Ozon* belasteten Pollen,
neben den geringeren Allergengehalten, zudem die Quaddelbildung iiber Wirkung auf die
Mastzelle gehemmt.

Kontrar hierzu wird PGE, hingegen ebenfalls als Amplifikationsmechanismus der FceRI
mediierten Mastzelldegranulation beschrieben [409]. Dies wiederum wiirde fiir einen stimu-
lierenden Effekt von PALMpgg, auf die Quaddelbildung sprechen. Spezifische Pricktestun-
gen mit PPE1 und PGE, plus Allergen konnten helfen diesen Sachverhalt ndher zu beleuch-
ten.

Ebenfalls beschrieben sind Adenosin-Rezeptoren auf Mastzellen. Studien postulieren hinge-

gen kontroverse Wirkungen von Adenosin auf die Mastzelldegranulation [410]. Die Wirkung
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von Adenosin wird hierbei in starker Abhdngigkeit zur Rezeptorexpression diskutiert. Damit
sind Effekte von Pollen-Adenosin auf die Mastzelldegranulation wahrscheinlich, die Wir-
kungen konnten hingegen in Abhédngigkeit der Rezeptorexpression sowohl hemmender als

auch aktivierender Natur sein [410].

Abschlielend lasst sich sagen, dass iiber die Pricktestung gezeigt werden konnte, dass Ozon
die Allergenitiat von Birkenpollen mit klinischer Relevanz fiir die allergische Reaktion er-
hoht. Die Korrelation der Hohe der Ozonexposition mit der Quaddel- und Erythemgrofie
lasst weiter darauf schliefen, dass die Ozon-Konzentration ein mafgeblicher Faktor fiir die
Allergenitit von Birkenpollen ist. Aufgrund des Klimawandels sowie der Urbanisierung sind
steigende Ozonkonzentrationen in den niachsten Dekaden wahrscheinlich. Anzunehmen ist,
dass diese iiber eine Erhohung der Allergengehalte zu einer verstirkten Allergenitdt von

Birkenpollen und folglich einer verstarkten Symptomatik beim Allergiker fiihren werden.

7.1.1.8 Klimawandel und Allergie

Der anthropogene Klimawandel beschreibt die globale Erwarmung seit dem 20. Jahrhundert,
als dessen Ursache vom Menschen verursachte Treibhausgase erachtet werden. Die Folgen
des Klimawandels sind verdanderte Umweltbedingungen, welche den Menschen und dessen
Gesundheit beeinflussen. Ein Aspekt, welcher in diesem Zusammenhang immer mehr Auf-
merksamkeit erlangt, ist der Einfluss der globalen Erwarmung auf allergische Erkrankungen.
Neben dem Menschen sind ebenfalls Pflanzen — unter diesen die allergenen Pflanzen — den
verdnderten Umweltbedingungen ausgesetzt. Hohere Temperaturen nehmen Einfluss auf die
Pflanzenphinologie und bringen eine verfrithte und verldngerte Vegetationsperiode mit sich
[371]. Fiir den Allergiker bedeutet dies eine frithere und zudem verldngerte Periode sympto-
matischer Beschwerden.

Zudem bieten verdanderte Umweltbedingungen ebenfalls neuen Pflanzenarten einen Lebens-
raum. Als Folge konnen neue allergene Pflanzen in Gebieten auftreten, in denen sie bislang
keine geeigneten Wachstumsbedingungen hatten. Ein besonders prominentes Beispiel hierfiir
ist die Ambrosia-Pflanze, welche ein hohes allergenes Potential aufweist. Wéahrend die Amb-
rosia-Pflanze urspriinglich aus Amerika stammt, breitet sie sich mittlerweile auch in Europa
aus. Schitzungen zufolge sind in Deutschland mittlerweile 15% der Bevolkerung gegen
Ambrosia sensibilisiert. Es wird angenommen, dass sich diese Zahl in den ndchsten Dekaden
iiber eine weitere Ausbreitung dieser hochallergenen Pflanze sowie Neusensibilierungen

deutlich erhéhen wird [411].
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Fiir den Klimawandel von besonderer Bedeutung ist das Treibhausgas CO,. Dieses klimaak-
tive Gas wird fiir den grofSiten Teil der bisherigen anthropogenen Erderwdrmung verantwort-
lich gemacht [412, 413][IPCC 2007]. Neben der herausragenden Bedeutung von CO, als
Treibhausgas nimmt es ebenfalls Einfluss auf Pflanzen und deren Pollenproduktion. In Stu-
dien [371, 372] wurde beobachtet, dass CO, zu einer hoheren Pollenproduktion und auch
grofleren Biomasse allergener Pflanzen beitragen kann. Am Beispiel der Ambrosia-Pflanze
konnte gezeigt werden, dass eine Verdopplung der CO,-Konzentration zu einer Erhéhung
der Pollenproduktion um 61% fiihrte [414]. Eine steigende Pollenbelastung kann wiederum
Sensibilisierungen begiinstigen und beim Allergiker zu einer Aggravation allergischer Be-
schwerden fiihren.

Die mit dem Klimawandel einhergehenden hoheren Temperaturen haben hingegen einen
weiteren Effekt. Sie konnen ebenfalls zu einer erhohten Schadstoffbelastung beitragen. Bei
stabilen Hochdruckwetterlagen kann ein deutlicher Anstieg der Ozonkonzentrationen als
auch der Belastung mit partikelformingen Schadstoffen beobachtet werden [411]. Erhohte
Schadstoffkonzentrationen wiederum konnen in direkter Weise den Menschen und dessen
Gesundheit beeinflussen: Sensibilisierungen kdnnen begiinstigt und allergische Beschwerden
aggraviert werden [411, 415]. U. a. fiir Ozon konnte ein Zusammenhang mit sowohl Sensibi-
lisierungen als auch Ausmal allergischer Beschwerden gezeigt werden [415].

Zudem nehmen erhohte Schadstoffkonzentrationen auch Einfluss auf allergene Pflanzen und
deren Allergentrager. Etwa kann der Allergengehalt von Pollen verdndert werden [44, 45].
Zudem kann es zu einer direkten Wechselwirkung von Schadstoffen mit dem Allergentriger
kommen. Die Folgen konnen u. a. Proteinmodifkationen oder verdnderten Allergenbiover-
fligbarkeiten sein [10, 35]. Sowohl liber Wirkungen auf die Pflanze selbst als auch iiber
Wechselwirkungen mit dem Allergentrager konnen Schadstoffe somit ebenfalls Sensibilisie-

rungen begiinstigen und allergische Beschwerden aggravieren.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass der Klimawandel auf vielerlei Wegen Einfluss
auf allergische Erkrankungen nehmen kann. Aufgrund dessen sollte ebenfalls diesem Aspekt
des Klimawandels in Zukunft ausreichend Rechnung getragen werden. Weitere Forschungs-
arbeiten sind nétig, um die zukiinftige Entwicklungen und Auswirkungen des Klimawandels
auf allergische Erkrankungen abzuschitzen und verbesserte Therapien sowie auch praventive

Strategien zu entwickeln.
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7.1.2 Immunmodulation durch WPE <3kDA

Der Pollen transportiert das méannliche Erbgut der Pflanze. Er enthilt eine Vielzahl unter-
schiedlicher Subtanzen, mit bisher grofftenteils unbekannter Wirkung auf den humanen Or-
ganismus. Wéhrend einige Faktoren mit moglicher Beteiligung an Allergieentstehung und
Symptomatik identifiziert wurden, besteht bisher noch kein ganzheitliches Verstiandnis tliber
die Wirkung des Pollens auf das Immunsystem des Menschen.

Zu den bereits in Pollen identifizierten Faktoren, gehdren u. a. PALMpgg,, PALM| 14 und
Adenosin. Die Rolle von PALMpgg, wird dabei primér in der Sensibilisierungsphase einge-
ordnet, indem es die Induktion einer allergieférdernden Th2-gerichteten Immunantwort for-
dert. Auch Adenosin zeigt eine immunmodulatorische Wirkung, hingegen induziert Adeno-
sin regulatorische Mechanismen, womit ihm eine Bedeutung in der Toleranzinduktion, hin-
gegen mit divergenten Effekten in Atopikern und Nicht-Atopikern, zugeschrieben wird. Im
Gegensatz zu PALMpgg; und Adenosin deren bisherige beschriebene Wirkungen immunmo-
dulatorisch sind, wird fiir PALM| g4 eine Immunstimulation postuliert. Die Immunstimulati-
on liegt in einer verstiarkten Rekrutierung Neutrophiler und Eosinophiler Granulozyten, wo-
mit die Wirkung von PALM| 14 in der Aggravation symptomatischer Beschwerden in der
Spétphase eingeordnet werden kann.

Zusammenfassend konnte bisher gezeigt werden, dass niedermolekulare Substanzen, zu de-
nen die PALMs und Adenosin gehdren, Allergen-unabhéingige Wirkung auf Zellen des Im-
munsysems, mit Einfluss auf Allergieentsehung und Symptomatik besitzen. Die bisherigen
Untersuchungen konzentrierten sich bislang primér auf die Sensibilisierungsphase sowie die
Spétphase der allergischen Reaktion. Wenig untersucht war bisher die Sofortreaktion der
Allergie.

Die Allergie vom Typ 1 wird eingeteilt in die Sensibilisierungsphase und die Auslésephase.
Die Auslésephase wird wiederum in eine Frithphase, die Sofortreaktion, und eine Spéatphase
untergliedert. In der Friihphase findet die Erkennung des Allergens iiber Bindung an auf
Mastzellen gebundenen IgE mit Quervernetzung statt. Die Folge ist die Aktivierung der
Mastzelle mit Freisetzung sich in der Mastzelle befindlicher Mediatoren. Die aus der Mast-
zelle freigesetzten Mediatoren, unter diesen Histamin und Prostaglandine, sind verantwort-
lich fiir die typische Symptomatik allergischer Erkrankungen vom Soforttyp. Die Spéatreakti-
on wird induziert durch die Neusynthese und Ausschiittung von Leukotrienen, Chemokinen
und Zytokinen, welche zur Rekrutierung verschiedener Leukozyten u. a. Th2-Zellen und
Eosinophilen- und Neutrophilen Granulozyten fiihren.

Die Bedeutung niedermolekularer Substanzen in der Sofortreaktion der Allergie war bisher
wenig untersucht und sollte im weiteren Verlauf des ersten Teils dieser Arbeit analysiert
werden. Hierfiir wurden zum einen Stimulationsversuche mit der humanen Mastzelllinie

LAD2 sowie humanen Basophilen Granulozyten durchgefiihrt. Zum anderen wurde die in
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vivo Wirkung niedermolekularer Substanzen in der kutanen allergischen Reaktion mittels

Pircktestung bestimmt.

7.1.2.1 Aggravation der Aktivierung der Mastzelllinie LAD2 durch WPE

Die Mastzelle ist die primér an der Sofortreaktion beteiligte Zelle. Um zu kldren, welchen
Einfluss Allergen-unabhéngige Pollenfaktoren auf die FceR-mediierte Mastzelldegranulation
haben, wurden im ersten Schritt Stimulationsversuche mit der humanen Mastzellinie LAD2
durchgefiihrt. Die Zellinie wurde hierfiir mit Anti-IgE in An- und Abwesenheit von WPE
aktiviert. Die Stimulation der Mastzelllinie LAD2 zeigte eine verstarkte f-Hexosaminidase
Freisetzung unter paralleler Stimulation mit WPE. Dies deutet auf Faktoren in Pollen hin,
welche eine Allergen-dbhéngige FceR-mediierte Aktivierung von Mastzellen verstarken.
Potentielle Faktoren konnten PGE,-dhnliche Substanzen oder aber Adenosin sein. Fiir diese
sind Rezeptoren auf Mastzellen beschrieben, hingegen werden kontroverse Effekte postu-
liert. Fiir Adenosin als auch PGE, ist sowohl eine hemmende als auch aktivierende Wirkung
auf die Mastzelldegranulation beschrieben [409, 410, 416]. Anzunehmen ist, dass Effekte in
starker Abhangigkeit von Kofaktoren, aber auch von der Rezeptorexpression stehen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie in der humanen Mastezelllinie LAD2 geben Hinweis
auf eine aktivierende Wirkung von Allergen-unabhédngigen Faktoren auf Mastzellen, welche
Adenosin oder PALMpgg; sein konnten. Eine maligebliche Problematik bei Zelllinien ist,
dass sie ein artifizielles System darstellen und oftmals verdnderte Eigenschaften aufweisen.
Inwieweit diese Zellen somit noch eine normale physiologische Reaktion sowie Rezeptorex-
pression zeigen ist unklar. Bereits in vivo weisen Mastzellen abhingig von den Bedingungen
und je nach Lokalistaion bereits stark heterogene Eigenschaften auf. Eine grobe Einteilung
findet zundchst nach Gewebe- und Schleimhautmastzelle statt, ist hingegen weitaus komple-
xer. Neben unterschiedlicher Granula-Zusammensetzung ist auch eine unterschiedliche Re-
zeptorexpression u. a. unterschiedlicher TLRs oder Adenosinrezeptoren in unterschiedlichen
Mastzelltypen beschrieben [409]. Je nach Ligand oder Rezeptorkomplex-Typ sind unter-
schiedliche modulierende Eigenschaften auf die FceR-abhingige Antwort gezeigt worden.
Ebenfalls postuliert ist eine Aktivierung durch G-protein gekoppelte Rezeptoren. Liganden
die an diese binden sind unter anderem Prostaglandine, Shingosine-1-phosphat, Histamin,
Zytokine, Komplementfaktoren, Adeninnukleotide und Adenosin [409]. Mdglich wére, dass
die bereits in Pollen identifizierten Faktoren Adenosin oder PALMpgg, iliber Rezeptorwir-
kung auf der humanen Mastzelllinie LAD2 zu einer Aktivierung gefiihrt haben. Eine weitere

Option ist, dass bislang unbekannte Faktoren entsprechende Effekte vermittelt haben.

Zumal die Stimulationsversuche der Mastzelllinie LAD2 ein artifizielles System darstellen,

geben diese Versuche dennoch Hinweis, dass eine entsprechende aggravierende Wirkung
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niedermolekularer Substanzen auf die Mastzelldegranulation auch in vivo tiber direkte Wir-

kungen auf die Mastzelle statt finden kdnnten.

Die Aktivierung von Mastzellen ist hingegen weitaus komplexer, wobei neben einer typi-
schen IgE-vermittelten Aktivierung beispielsweise auch eine Allergen-unabhingige Aktivie-
rung liber benachbarte Zellen statt finden kann [410]. Beschrieben wurde eine Allergen-
unabhingige Aktivierung sowie aggravierende Wirkung auf die FceR vermittelte Stimulation
von murinen ,,aus dem Knochenmark stammenden Mastzellen* (bone-marrow-derived mast

cells) und humanen Mastzellen.

Damit wird deutlich, dass die in vitro Stimulation einige Faktoren nicht beriicksichtigen
kann. Aus diesem Grund wurden in Folge in vivo Versuche mittels Pricktestungen durchge-
fiihrt. In diesen konnen Effekte beispiclsweise iiber benachbarte Zellen miteinbezogen wer-
den, allerdings kann nicht mehr zwischen direkten Effekten auf die Mastzelle und indirekten

Wirkungen iiber andere Zellen differenziert werden.

7.1.2.2 Aggravierende Wirkung von WPE <3kDA auf die allergische Hautreaktion

Die Ergebnisse der Mastzelllinie LAD2 gaben Hinweis, dass eine aggravierende Wirkung
Allergen-unabhingiger Substanzen aus Pollen auf Mastzellen besteht. Aufgrund moglicher
verdnderter Eigenschaften der Mastzelllinie LAD2 sowie weiterer aufgefiihrter Faktoren
wurden Pricktestung in allergischen Probanden durchgefiihrt. Im Gegensatz zur Mastzelllinie
LAD2 wurde in den Pricktestungen die Moglichkeit der wirksamen Faktoren durch Separati-
on in Substanzen kleiner 3 kDA eingegrenzt. Entsprechend der Mastzelllinie LAD2 konnte
in den Pricktestungen ebenfalls eine Aggravation der allergischen Reaktion durch Allergen-
unabhingigen Pollenfaktoren beobachtet werden. Sofern die Probanden mit Allergen in
Kombination mit einer WPE Fraktion kleiner 3 kDA geprickt wurden, konnte eine grofere
Quaddel- und ErythemgroBe festgestellt werden. Damit war ein klarer Hinweis gegeben,
dass niedermolekulare Substanzen in Pollen vorhanden sind, welche die allergische Sofortre-
aktion aggravieren konnen. Der Effekt einer aggravierenden Wirkung des Birkenpollenex-
traktes kleiner 3 kDA konnte in Probanden reproduziert werden und zeigte sich auch in Gra-
serpollenallergikern.

Die Ergebnisse der Pricktestungen lassen den Schluss zu, dass Allergen-unabhéngige Sub-
stanzen in Pollen vorhanden sind, welche die Allergen-abhingige Aktivierung aggravieren
und das Ausmal der allergischen Sofortreaktion als auch Symptomatik beeinflussen.

Da Mastzellen Adenosinrezeptoren exprimieren und Adenosin in Pollen gefunden werden
kann, wurde im néchsten Schritt getestet ob Adenosin an der Aggravation der allergischen

kutanen Reaktion beteiligt sein konnte. Hierfiir fanden Pricktestung statt, in denen das Aller-
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gen in einer Adenosinlésung geldst wurde. Somit fand eine Pricktestung von Allergen in
Kombination mit Adenosin statt.

Hierbei zeigte sich, dass Adenosin in Kombination mit dem Allergen geprickt, ebenfalls zu
einer Aggravation der kutanen allergischen Hautreaktion fiihrt. Ahnlich der Pricktestung mit
den WPE kleiner 3 kDA konnt auch hier eine groBBere Quaddel- und Erythembildung in so-
wohl Birken- als auch Griserpollenallergikern festgestellt werden. Adenosin war damit in
der Lage den Effekt der niedermolekularen Franktion des WPE zu imitieren.

Damit besteht Evidenz, dass Pollen-Adenosin in der niedermolekularen Fraktion des WPE
zumindest in Teilen fiir die aggravierende Wirkung in der Pricktestung verantwortlich sein
konnte. Anzunehmen ist, dass Adenosin hierbei eine Wirkung auf die in der Haut befindliche
Mastzelle hat, welche die Mediatorausschiittung verstarkt. Es konnen hingegen auch indirek-
te Effekte liber benachbarte Zellen nicht ausgeschlossen werden.

Es kann hingegen ebenfalls davon ausgegangen werden, dass noch weitere Faktoren mit
Wirkung auf die Mastzelle in Pollen gefunden werden konnen. Neben Adenosin wéren bei-
spielsweise ebenfalls PGE,-dhnliche Substanzen Kandidaten fiir zusétzliche aggravierende
Effekte. So konnte gezeigt werden dass auch PGE, die FceRI-mediierte Mastzellaktivierung
iiber den EP3 Rezeptor verstarken kann [409].

Es konnen keine Quaddeln nach alleiniger Pricktestung mit der WPE <3kDa oder der Ade-
nosinldsung gemessen werden, womit es sich um einen Allergen-abhingigen, die FceRI-
mediierte Mastzellaktivierung aggravierenden Effekt, zu handeln scheint.

Die Pricktestung ermdglicht die gezielte Auslosung einer allergischen Reaktion in der Haut,
in der die WPE <3kDa als auch Adenosin einen aggravierenden Effekt zeigten. Anzuneh-
men ist, dass auch unter natiirlichen Expositionsbedinungen, wenn der Pollen auf die
Schleimhaut oder Haut trifft und sein Allergen parallel mit Adenosin und weiteren Substan-
zen freisetzt auch hier aggravierende Wirkungen von Adenosin auf die allergische Reaktion
zu erwarten sind.

Unterstiitzt wird die Hyptohese einer aggravierenden Wirkung von Adenosin durch die Be-
obachtung, dass Adenosin auch von der Mastzelle selbst ausgeschiittet wird, was wiederum

als Selbstamplifikationsmechanismus der Mastzelle diskutiert ist [417].

Wirkung von Adenosin auf die Mastzelle

Erste Hinweise einer aggravierenden Wirkung von Adenosin auf die FceRI-mediierte Mast-
zelldegranulation wurden durch Stimulationsversuche mit Nagetiermastzellen erbracht. Die-
se konnten zeigen, dass Adenosin in der Lage ist die Mastzelldegranulation zu aggravieren
[418]. Schwieriger ist hingegen die Datenlage in humanen Mastzellen. So sind parallel inhi-
bierende als auch aktivierende Wirkungen von Adenosin beschrieben [410]. Unter anderem

beschrieb Gomez et al. eine IgE-abhédngige aggravierende Wirkung von Adenosin auf Lun-
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gen- nicht hingegen auf Hautmastzellen [419], was im Widerspruch zu den Beobachtungen
der vorliegenden Studie steht. Die beobachtete aggravierende Wirkung der Studie von
Gomez et al. zeigte hierbei eine Konzentrationsabhingigkeit und war nur in Konzentrationen
von 1x10°M zu finden. Dies entspricht der Konzentration von Adenosin in WPE. Als Ursa-
che fiir die divergenten Effekte von Adenosin auf Lungen- und Hautmastzellen wurde eine
unterschiedliche Expression der Adenosinrezeptoren angefiihrt. Die verstarkte Expresssion
von A3 in Lungenmastzellen, wurde als mogliche Ursache fiir die aggravierende Wirkung
von Adenosin in Lungen- und nicht in Hautmastzellen angegeben.

Welche Wirkungen Adenosin entfaltet, hangt mageblich von der Rezeptorexpression ab. Es
werden vier verschiedene Adenosinrezeptoren unterschieden. A1, A2a, A2b und A3, wobei
Mastzellen nur die Rezeptoren A2a, A2b und A3 exprimieren [410]. Murin wird bislang eine
antiinflammatorische Wirkung durch A2a und eine inflammatorische durch den A3 Rezeptor
beschrieben. Fiir A2b wurde sowohl eine inflammatorische als auch antiinflammatorische
Wirkung postuliert [410].

Human wurde fiir den A3-Rezeptor ebenfalls eine inflammatorische Wirkung gezeigt, fiir
den A2a- und A2b-Rezeptor werden inflammatorische als auch antiinflammatorische Effekte
postuliert.

Gomez et al. beschrieben eine Expression des A2a-, A2b- und A3-Rezeptors in Lungen und
Hautmastzellen, mit verstarkter Expression des A3-Rezeptors in Lungenmastzellen [419].
Dies war moglicherweise urséachlich fiir die aggraviernde Wirkung von Adenosin in Lungen-
und nicht in Hautmastzellen.

Die Ergebnisse von Gomez et al. stehen im Widerspruch zu der vorliegenden Studie, die eine
verstiarkte allergische Hautreaktion auf eine verstirkte Aktivierung von Hautmastzellen zu-
riickfithrt. Anzumerken ist hingegen, dass die in den Experimenten von Gomez et al. isolier-
ten Mastzellen aufgrund aufwindiger Isolierung mit Gewebeverdau und MACS Separation
sowie zusatzlicher Kultivierung von 2 — 12 Wochen nicht mehr die urspriingliche Rezepto-
rexpression aufweisen konnten. Kritisch zu betrachten ist hierbei zudem, dass die Hautmast-
zellen 12 Wochen und die Lungenmastzellen nur 2 Wochen kultiviert wurden. Dies macht
einen direkten Vergleich schwierig. Es besteht die Moglichkeit, dass die lange Kultivierung
der Hautmastzellen diese desensibilisiert hat oder anderweitig verdndert hat und mitverant-
wortlich fiir die ausbleibende aggravierende Wrikung von Adenosin ist.

Generell scheint die Datenlage hingegen recht widerspriichlich und maligeblich abhédngig
von der Rezeptorexpression. Die unterschiedlich beschriebenen Wirkungen fiir die Einzelre-
zeptoren [410] deuten moglicherweise zudem eine Bedeutung des Verhaltnis der Rezeptoren
zueinander an, womit die sich durch Adenosin entfaltende Wirkung komplex scheint. Ein

dies weiter erschwerender Faktor ist die unterschiedliche Affinitdt der Rezeptoren fiir Ade-
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nosin. Wahrend der Al- und A2a-Rezeptor eine hohe Affinitdt zu Adenosin haben, zeigen
der A2b- und A3-Rezptor eine niedrigere Affinitat [410].
Damit hat neben dem Expressionsprofil der verschiedenen Rezeptoren ebenfalls die Adeno-

sin-Konzentration Bedeutung fiir die von Adenosin vermittelten Wirkungen.

Wirkung von Adenosin-Inhalation in Gesunden und Asthmatikern

Interessanterweise ist gezeigt worden, dass die Inhalation von Adenosin in Allergikern sowie
Asthmatikern zu einer Bronchokonstriktion fiihrt, hingegen in Gesunden Probanden keine
Wirkung hat [420-422]. Dies ist moglicherweise auf eine unterschiedliche Rezeptorexpressi-
on unter Atopie- oder Entziindungsstatus zuriickzufiihren. Die Inhalation von Adenosin in
Asthmatikern fiihrt zu erhohten Konzentrationen von Mastzellmediatoren wie Histamin und
Tryptase in der Bronchoalveolaren Lavage. Daten die darauf hindeuten, dass die durch Ade-
nosininhalation herbeigefiihrte Bronchokonstriktion zumindest in Teilen durch Mastzellen
mediiert wird.

Dies spricht fiir eine aktivierende Wirkung von Adenosin auf Mastzellen in Allergikern und
Asthmatikern.  Die unterschiedliche Wirkung der Adenosininhalation in Asthmati-
kern/Allergikern und Gesunden ist moglicherweise auf eine unterschiedliche Adenosin-

Rezeptorexpression zuriickzufiihren.

Maogliche unterschiedliche Adenosin-Rezeptorexpression in Gesunden und Atopikern

Da in der vorliegenden Studie mit Allergikern gearbeitet wurde, konnte auch hier eine ent-
sprechende Rezeptorexpression vorgelegen haben, die zu einer aggravierenden Wirkung von
Adenosin auf die allergische Reaktion in der Haut beigetragen hat.

So wire es moglich, dass sich die Rezeptorexpression von Atopikern und nicht Atopikern
unterscheidet. Atopiker haben zumeist mehr IgE im Blut und zeigen eine hohere FceR-
Expression pro Mastzelle als nicht-Atopiker, wobei IgE selbst einen positiven Regulator der
FceR-Expression darstellt. Moglich wére auch eine verdnderte Expression der Adenosin-
Rezeptoren auf Atopikern und Nicht-Atopikern.

Moglicherweise wird auch die Mastzelle ,,geprimt™ auf wiederholten Antigen-Kontakt ver-
stiarkt zu reagieren. Inhaliertes Adenosin fiihrt zu einer Bronochokonstriktion, in Tiermodel-
len zeigt sich eine verstdrkte Reaktivitdt auf Adenosin sofern die Tiere vorab sensibilisiert
und gechallenged wurden. Méglicherweise zuriickzufithren auf eine verdnderte Reptorex-

pression [417].

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie lassen vermuten, dass in Pollen enthaltenes Adeno-

sin aggravierende Wirkung auf die Sofortreaktion der Allergie hat. Zumal in der vorliegen-
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den Studie nicht mit Lungenmastzellen gearbeitet wurde, gibt die bisherige Datenlage zu
Adenosin in der Lunge hingegen ausreichend Evidenz, dass auch hier eine Wirkung ange-
nommen werden kann. Inwieweit hier lediglich Allergiker oder Asthmatiker betroffen sind
und inwiefern unterschiedliche Rezeptorexpressionen vorliegen und moglicherweise deter-
minierend fiir Effekte sind, sollte in weiteren Versuchen geklart werden.

Ausgeschlossen werden kann hingegen nicht, dass es sich in der Aggravation der allergi-
schen Hautreaktion um indirekte Effekt von Adenosin auf beispielsweise Keratinozyten,
Endothelzellen oder Fibroblasten gehandelt hat. Die Versuche der Zelllinie LAD2 geben

hingegen Evidenz einer direkten Wirkung auf die Mastzelle.

7.1.2.3 Verstiarkte Aktivierung Basophiler Granulozyten durch WPE <3kDA

Neben Mastzellen exprimieren auch Basophile Granulozyten den FceR, binden IgE und
konnen durch Antigen-IgE-Bindung aktiviert werden. Ihre Rolle in der allergischen Erkran-
kung ist hingegen nicht abschlieBend geklart. Im Gegensatz zu Mastzellen zirkulieren Baso-
phile Granulozygten im Blut und kdnnen unter bestimmten inflammatorischen Bedingungen
ins Gewebe rekrutiert werden, wo sie dann u. a. im Falle einer allergischen Reaktion gefun-
den werden konnen. Hier kdnnen sie durch Antigenaktivierung zur allergischen Reaktion
beitragen.

Gleichzeitig wird ihnen eine Rolle in der Induktion allergischer Erkrankungen zugeschrie-
ben. So konnte gezeigt werden, dass sie ebenfalls als APZ fungieren kénnen, die in vivo und
in vitro eine Th2-Antwort induzieren koénnen [423]. Eine Depletion von Basophilen Gra-
nulozyten in Miusen kann diese vor Tod in Folge eines Anaphylaktischen Schockes schiit-
zen als auch therapeutische Wirkung auf eine bestehende allergische Entziindung ausiiben
[424].

Auch die Datenlage zu Adenosin und Basophilen Granulozyten ist widerspriichlich, aber wie
bei Mastzellen wird auch hier die Regulation und Wirkung in Abhdngigkeit der Rezeptorex-
pression als auch Konzentration diskutiert.

Wie bereits beschrieben, wird speziell bei Asthma Adenosin eine gro3e Rolle mit Wirkung
auf inflammatorische Zellen zugeschrieben. Adenosin wird hier mitverantwortlich gemacht
fiir die typischen Charakteristika von Asthma wie Bronchokonstriktion, Mukussekretion und
Entziindung. Die Akkumlation von Adenosin in extrazelluldrer Matrix als Folge der Freiset-
zung aus entziindetem, nekrotischen oder ischdmischen Gewebe wird hierbei als Teil der
Pathogenese von Asthma sowie anderen inflammatorischen Erkrankungen diskutiert [417,
425]. Uber den A3-Rezeptor wird hierbei sowohl die Fihigkeit eine Zellmigration in entziin-

detes Gewebe, die Induktion inflammatorischer Zytokine sowie die Degranulation und Me-
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diatorfreisetzung von Neutrophilen Granulozyten, Basophilen Granulozyten und Mastzellen
induziert [426].

Gezeigt werden konnte, dass inhaliertes Adenosin zu einer Bronchokonstriktion in Allergi-
kern fiihrt. In verschiedenen Tiermodellen wurden die Al, A2b und A3 Rezeptoren mit
Bronchospamen in Verbindung gebracht. Die Wirkung iiber A1-Rezeptoren zeigt sich auch
in Mastzell-defizienten Mausen, Wirkungen iiber A2b-und A3-Rezeptoren hingegen werden
mit Mastzell-dhnlichen Zellen in Verbindung gebracht. Entsprechend Mastzellen steht auch
hier der A3-Rezeptor mit einer inflammatorischen Funktion und Aktivierung in Verbindung
[427, 428].

Wihrend die A3-Rezeptor Expression in den meisten Geweben gering ist, kann eine massive
Expression in Neutrophilen Granulozyten, Eosinophilen Granulozyten und Basophilen Gra-
nulozyten beobachtet werden [429]. Basophile Granulozyten werden dabei {iber eine hohe
A3-Rezeptorexpression ebenfalls mit Bronchospasmen in Verbindung gebracht.

Wihrend viele Studien den A3-Rezeptor mit einer inflammatorischen Wirkung in Verbin-
dung bringen, bestehen hingegen auch Studien welche gegenteiliges postulieren [429]. Ahn-
lich Mastzellen scheint die Wirkung von Adenosin in Basophilen Granulozyten ebenfalls
von Rezeptorexpression und Konzentration abhingig.

In unserer Studie wurden Basophile Granulozyten von Pollenallergikern verwendet und es
zeigte sich eine stimulierende Wirkung von Adenosin auf die Basophilen-Aktivierung. Nicht
geklart ist, ob sich die Rezeptorexpression von Atopikern und Nicht-Atopikern unterschei-
den und mit Zellen eines Nicht-Atopikers andere Ergebnisse erzielt worden wiren.

Auch die Konzentration ist mafigeblich, so konnte gezeigt werden, dass hohe Konzentration

zu einer Hemmung der Degranulation von Mastzellen, niedrige zu einer Induktion fithren.

Abschlielend ldsst sich sagen, dass auf Basophile Granulozyten eine aggravierende Wirkung
von WPE <3kDa Allergen-abhédngig als auch -unabhingig gezeigt werden konnte. Ferner
konnte Adenosin die Allergen-abhingige Aggravation der Basophilen Aktivierung durch
WPE <3kDa nachbilden. Dies ist ein Hinweis darauf, dass niedermolekulare Substanzen in
Pollen, unter anderem Adenosin, iiber Wirkung auf Basophile Granulozyten ebenfalls zu
einer verstiarkten Symptomatik im Allergiker beitragen konnten. Weitere Forschungsarbeiten
sind nétig, um ein besseres Verstindnis der Wirkung des Pollens auf das Immunsystem zu

schaffen und verbesserte Therapiestrategien zu entwickeln.

Fazit: Allergen-unabhéngige immunogene Wirkungen von Pollen

Im Fazit ldsst sich sagen, dass die Analysen zur Allergen-unabhiangigen immunogenen Wir-

kung von Pollen auf eine aggravierende Wirkung niedermolekularer Substanzen aus Pollen
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auf die allergische Soforttypreaktion hindeuten. Dies hebt die Relevanz Allergen-
unabhingiger Substanzen in der Bestimmung der Allergenitét hervor.

Zudem kann die Bestimmung entsprechender Parameter auch fiir den Nicht-Allergiker von
Bedeutung sein. Gezeigt werden konnte, dass in Pollen enthaltenes Adenosin ein Parameter
ist, welcher mitverantwortlich fiir die Aggravation der Mastzellaktivierung als auch Basophi-
len-Aktivierung ist. Adenosin zeigt hingegen auch Allergen-unabhédngig Wirkung auf Asth-
matiker oder Allergiker, womit der Pollenflug auch zu einer Aggravation der Symptomatik
in nicht-spezifisch-sensibilisierten Personen fiihren kann und weitere Untersuchungen auch

diesbeziiglich an Bedeutung erlangen.

7.2 Intrinsische Immunmodulation

Die Immunantwort auf ein Antigen wird maBgeblich von parallel vorkommenden Antigen-
unabhingigen Faktoren beeinflusst. Die Gesamtheit dieser Faktoren bildet das sogenannte

Mikromillieu, welches aus extrinsischen und intrinsischen Faktoren besteht.

Wihrend im ersten Teil der vorliegenden Arbeit die Immunmodulation durch extrinsische
Faktoren untersucht wurde, lag der Fokus des zweiten Teils auf der Immunmodulation durch
intrinsische Faktoren. Hierbei wurde der Einfluss der Sexualhormone 178-Ostradiol und

Testosteron und des Adipokins Leptin auf die Immunantwort untersucht.

Immunmodulation durch 178-Ostradiol, Testosteron und Leptin

Epidemiologisch lassen sich Pravalenzunterschiede in bestimmten Erkrankungen zwischen
den Geschlechtern erkennen. Es kann festgestellt werden, dass das weibliche Geschlecht
einen unabhdngigen Risikofaktor fiir eine Reihe von Erkrankungen darstellt, zu denen aller-
gische Erkrankungen vom Soforttyp aber auch Autoimmunerkrankungen gehoren [430].
Gemein ist diesen Erkrankungen, dass sie mit einer pathologisch fehlgeleiteten Immunreak-
tion gegen eigentlich harmlose Antigene einhergehen. Gleichzeitig stehen Frauen in Verbin-
dung mit einer hoheren Resistenz als auch einer besseren Prognose fiir den Verlauf einiger
Infektionskrankheiten [135].

Beide epidemiologische Beobachtungen deuten auf eine gesteigerte Immunantwort beim
weiblichen Geschlecht hin. Fraglich ist, welche Rolle geschlechtsspezifische Hormone bei
dieser Beobachtung spielen. Aufgrund der Prisenz von Ostrogen- als auch Androgenrezepto-
ren auf Zellen des innaten als auch adaptiven Immunsystems ist eine Wirkung von Sexual-
hormonen auf das Immunsystem und damit eine Beteiligung der Sexualhormone an den Er-
krankungsunterschieden zwischen Méannern und Frauen wahrscheinlich [127, 137, 163, 177,

178, 202, 205, 302].
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Weitere endokrinologische Unterschiede zwischen Méannern und Frauen lassen sich beziig-
lich des Adipokins Leptin feststellen. In Frauen werden neben Ostrogenen ebenfalls hohere
Mengen des als immunstimulatorisch diskutierten Adipokins Leptin produziert. Leptin ist ein
Hormon, welches ebenfalls mit Adipositas-assoziierten Erkrankungen in Verbindung ge-
bracht wird, u. a. mit Asthma. Hierbei wird wird eine engere Assoziation von Leptin mit
Asthma in Frauen als in Méannern postuliert [228]. Die Ursachen hierfiir sind unklar.

Interessanterweise scheinen die Geschlechtshormone und Leptin in direkter Abhdngigkeit zu
stehen. 178-Ostradiol induziert die Leptin-Sekretion, wihrend Testosteron selbige hemmt
[300]. Die Frage die sich stellt ist, inwieweit die erhdhten Leptin-Konzentrationen in Frauen
mitverantwortlich fiir deren gesteigerte Immunantwort gemacht werden konnen und ob mog-
licherweise synergistische Wirkungen zwischen 17B-Ostradiol und Leptin bestehen. Diese
Frage sollte im zweiten Teil dieser Arbeit beantwortet werden. Dafiir wurde der Einfluss der
Sexualhormone 178-Ostradiol und Testosteron als auch des Adipokins Leptin alleinig und in

Kombination auf Monozyten und T-Zellen untersucht werden.

7.2.1 Immunstimulatorische Wirkung von 17B-Ostradiol auf Monozyten

Monozyten sind Zellen des innaten Immunsystems, welche in entziindetes Gewebe einwan-
dern kénnen und dort als Makrophagen und Phagozyten eine wichtige Rolle in der Beseiti-
gung infektioser Organismen einnehmen. Gleichzeitig konnen sie als APZ Einfluss auf die
Induktion der primiren sowie sekundiren adaptiven Immunantwort nehmen [431]. Damit

kommt ihnen ebenfalls Bedeutung in pathologisch fehlgeleiteten Immunantworten zu.

In der vorliegenden Arbeit lieB sich fiir Monozyten, welche unter erhdhten 17B8-Ostradiol-
Konzentrationen stimuliert wurden, eine proinflammatorische Zytokinsekretion beobachten.
Diese war gekennzeichnet durch hohere Konzentrationen der Zytokine TNF-a und GM-CSF
und erniedrigte Konzentrationen des antiinflammatorischen Zytokins IL-10. TNF-a und
GM-CSF sind primér immunstimulatorische Zytokine, wichtig in der innaten als auch adap-
tiven Immunantwort. Im Gegensatz dazu ist IL-10 eines der wichtigsten antiinflammatori-
schen Zytokine, mit besonderer Bedeutung in der Regulation der Immunantwort als auch in

der Toleranzinduktion.

Verbesserte Pathogenkontrolle durch 178-Ostradiol aufgrund einer Induktion von TNF-o.

In der innaten Immunantwort ist TNF-a ein wichtiger Mediator der akuten Entziindungsre-
aktion auf Bakterien, Viren und parasitdre Infektionen. Hierbei ist es wichtig fiir die physio-
logische Antwort auf Infektionen und Abwehr von Infektionen. Unangemessene unkontrol-
lierte Produktion kann hingegen auch pathologische Folgen haben [432]. Zur akuten Entziin-

dungsreaktion tragt TNF-a bei, indem es Endothelzellen aktiviert, was wiederum mit der
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Expression von Adhdsionsmolekiilen und Freisetzung von Chemokinen einhergeht. In Folge
kommt es zur Antigen-unabhingigen Rekrutierung und Akkumulation verschiedener Popula-
tionen von Leukozyten aber auch Plasmaproteinen in entziindetem Gewebe [432].

Deutlich wird die Rolle von TNF-a im therapeutischen Einsatz von TNF-a Blockern. Diese
bringen als Nebenwirkung u. a. ein erhéhtes Risiko fiir Infektionen mit sich [432].

Eine verstirkte Produktion dieses Zytokins deutet auf eine gesteigerte Immunantwort hin.
Diese kann zu einer beschleunigten Klarung und Beseitigung infektioser Mikroorganismen
beitragen. Damit wiirde die Induktion von TNF-a durch 178-Ostradiol sowohl einen Erkli-
rungsansatz fiir die hohere Resistenz des weiblichen Geschlechts als auch die bessere Prog-
nose fiir den Verlauf bestimmter Infektionskrankheiten liefern. 178-Ostradiol konnte iiber
TNF-a Induktion zu einer verstarkten Aktivierung der innaten Immunantwort beitragen und

somit die Pathogenkontrolle verbessern.

Induktion und Verstirkung fehlgeleiteter Immunantworten durch 178-Ostradiol aufgrund

einer Stimulation der TNF-a-Sekretion

Erhohte TNF-a Sekretion kdnnte auch in der Entstehung von Autoimmunerkrankungen oder
der Immunreaktion auf eigentlich harmlose Antigene eine Rolle spielen. So kann TNF-a
auch als kostimulatorischer Ligand in der Antwort naiver T-Zellen auf ihr Antigen eine
wichtige Rolle spielen [433]. Zudem stimuliert TNF-oo Th17-Zellen, welche als hauptver-
antwortliche Zellen fiir chronisch entziindliche Gewebezerstérung in Autoimmunerkrankun-
gen diskutiert werden.[434].

Vergangene Untersuchungen postulieren einen Zusammenhang von TNF-a mit einigen Er-
krankungen die mit einer fehlgeleiteten Immunantwort einhergehen. Zu diesen gehoren die
Rheumatoide Arthritis, chronisch entziindliche Darmerkrankungen als auch Atemwegser-
krankungen [432]. Hierbei konnten einige Studien eine Verbesserung der Symptomatik unter
Therapie mit TNF-o. Blockern zeigen, was fiir einen kausalen Zusammenhang der Erkran-
kungen mit TNF-a spricht [432].

Die vorliegende Studie beobachtete eine anteilige Erhohung von TNF-o durch 178-Ostradiol
und eine hohere Sekretion im Vergleich zu Testosteron. Dies konnte auf einen Einfluss von
Ostrogenen in der Induktion als auch im weiteren Verlauf pathologisch fehlgeleiteter Im-
munantworten hindeuten. Zu diesen gehoren allergische Erkrankungen als auch Autoim-
munerkrankungen. Uber TNF-o-Erhéhung konnte 178-Ostradiol zur Entwicklung als auch

Aggravation fehlgeleiteter Inmunantworten beitragen.

Gegenseitige Abhingigkeit von 178-Ostradiol und TNF-a

In der vorliegenden Studie hat sich eine Induktion von TNF-o durch 17B-Ostradiol gezeigt.

In diesem Zusammenhang ist besonders interessant, dass weitere Studien postulierten, dass
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inflammatorische Zytokine, unter diesen u. a. TNF-a. selbst, wiederum Einfluss auf die Ost-
rogensynthese nehmen koénnen [165].

Proinflammatorische Zytokine, unter diesen TNF-a, erhohen in vitro die Aromataseaktivitét
[435, 436] und fiihren somit zu einer verstirkten Bildung von Ostrogenen. Hypothetisch
konnte angenommen werden, dass diese wiederum die TNF-a Sekretion verstarken, womit
eine gegenseitige Abhingigkeit und sich gegenseitig verstirkender Effekt von 178-Ostradiol
und TNF-a mdéglich wére.

In vivo konnen dhnliche Beobachtungen gemacht werden. Hier kann unter inflammatori-
schen Bedingungen ein verindertes Verhiltnis von Ostrogenen zu Androgenen festgestellt
werden. Ostrogene werden aus Androgenen gebildet, womit mit der Bildung der Ostrogene
parallel ein Abnahme der Androgene einhergeht. Damit wird das Verhiltnis von Ostrogenen
zu Androgenen zugunsten der Ostrogene verindert [165]. In Patienten mit Rheumatoider
Arthritis konnte nun festgestellt werden, dass sich in der Synovialfliissigkeit ein hoheres
Verhiltnis von Ostrogenen zu Androgenen finden lisst. Dies wurde auf eine erhdhte Aroma-
taseaktivitdt, von in entziindetem Gewebe lokalisierter Makrophagen, zuriickgefiihrt [165].
Die Synovialfliissigkeit von Patienten mit Rheumatoider Arthritis stellt ein entziindetes Ge-
webe dar, indem sich hohere Konzentrationen inflammatorischer Zytokine befinden. Es wird
angenommen, dass diese zu einer erhohten Aromataseexpression fithren, welche wiederum

die erhhten Ostrogenkonzentrationen bedingen. Der Grund hierfiir ist bislang unklar.

Proinflammatorische Wirkung von 178-Ostradiol

Die Beobachtung, dass inflammatorische Zytokine zu einer Verstirkung der Ostrogensyn-
these fithren, deutet auf eine proinflammatorische Wirkung von Ostrogenen hin. Diese konn-
te sowohl in pathologischen als auch physiologischen Immunantworten zum Tragen kom-
men und einen Erklarungsansatz fiir die gesteigerte Immunantwort in Frauen sein. Moglich-
erweise bilden Ostrogene auch einen Teil der innaten Zytokin/Immunkaskade, indem sie

unter inflammatorischen Bedingungen immunstimulatorische Wirkungen entfalten.

Studien zu Ostrogenen und TNF-o Produktion in Monozyten

Vergangene Studien zum Einfluss von Ostrogenen auf die TNF-o Produktion von Monozy-
ten sind widerspriichlich.

Einige Studien beschreiben keinen Einfluss von 178-Ostradiol auf die TNF-o. Produktion in
stimulierten Monozyten. Andere wiederum postulieren einen Anstieg von TNF-oo mRNA in
stimulierten Monozyten durch 17B-Ostradiol in physiologischen Konzentrationen und eine
Abnahme in superphysiologischen Konzentrationen [164].

Dies steht im Gegensatz zu der vorliegenden Studie, die eine Zunahme von TNF-a in super-

physiologischen Konzentrationen zeigte. Einige in vivo Daten deuten hingegen ebenfalls auf
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einen stimulierenden Effekt weiblicher Hormone auf die TNF-a Produktion hin. So kénnen
hohere TNF-a Konzentrationen wahrend der lutealen im Vergleich zur follikuldren Phase
beobachtet werden, in der im Durchschnitt hohere Ostrogenkonzentrationen bestehen [164].
Widerspriichlich hierzu wiederum Studien die hohere TNF-a Spiegel in Menopausalen
Frauen postulieren, sowie keinen Einfluss von Hormonersatztherapie oder der Einnahme
oraler Kontrazeptiva auf die TNF-a Spiegel beobachten [164]. Dies wiederum deutet auf
keinen Einfluss von Ostrogenen auf die TNF-o. Konzentration hin.

Die widerspriichliche Datenlage zur TNF-a Produktion und die auch in dieser Studie nur
tendenziell ausgepragten Effekte deuten auf einen vergleichsweise schwachen Effekt von
178-Ostradiol auf die TNF-o. Sekretion hin. Hingegen ist es dennoch wahrscheinlich, dass
die parallel erniedrigten IL-10 Konzentrationen unter 178-Ostradiol Stimulation zu einer
verstarkten Auspriagung des TNF-a Effektes beitragen konnten. Deutlich wird dieser Zu-
sammenhang bei Betrachtung des Zytokinprofils der Monozyten, welches eine deutliche

Erhohung des TNF-a Anteils zeigte.

Fazit TNF-o.:

Verstiarkung physiologischer aber auch pathologischer fehlgeleiteter Immunantworten durch

178-Ostradiol aufgrund einer Induktion von TNF-o.

178-Ostradiol zeigt eine tendenzielle Erhohung der TNF-a Sekretion und erhoht TNF-o
deutlich im Zytokinprofil. Die mit einer Erh6hung von TNF-a verbundenen Wirkungen, u. a.
die erhohte Rekrutierung verschiedener Leukozytenpopulationen, konnten einen Erklarungs-
ansatz fiir den verbesserten Verlauf einiger infektioser Krankheitsbilder beim weiblichen
Geschlecht liefern. Gleichzeitig konnte die TNF-a Induktion iiber stimulatorische Wirkung
auf das adaptive Immunsystem ebenfalls mitbeteiligt an der erhohten Pravalenz einiger pa-

thologisch fehlgeleiteter Immunantworten bei Frauen sein.

Verbesserte Pathogenkontrolle durch 178-Ostradiol aufgrund einer Induktion von GM-CSF

Die deutlichste Wirkung von 17B-Ostradiol konnte in der vorliegenden Studie auf das Zyto-
kin GM-CSF beobachtet werden. Eine Stimulation unter 178-Ostradiol Inkubation fiihrte zu
einer signifikant erhohten GM-CSF-Sekretion in Monozyten.

GM-CSF ist ein Zytokin, welches die Reifung sowie Aktivierung von Granulozyten, Mo-
nozyten und Makrophagen stimuliert [437]. Somit kann es die Phagozytoseaktivitdt erh6hen
und nimmt folglich eine wichtige Rolle in der Beseitigung infektidser Organismen ein (Abb.
41).

Studien mit GM-CSF defizienten Mausen zeigen, dass GM-CSF wichtig fiir die Erhaltung
der normalen Zahl hematopoetischer Stammzellen und ihrer Vorlaufer in Blut, Mark und

Milz und folglich die Resistenz lokaler Infektionen ist [437] (Abb. 41). Ebenfalls konnte
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festgestellt werden, dass die Administration von Anti-GM-CSF Antikorpern die protektive
Immunantwort auf Histoplasma Capsulatum reduzierte, was ebenfalls fiir eine kritische Rolle
von GM-CSF in der Immunabwehr spricht [438]. Systemische Administration in humanen
Probanden erhoht die Phagozytoseaktivitit von Granulozyten sowie die Zytotoxizitdt von
Monozyten [438].

Es kann angenommen werden, dass eine erhohte Sekretion dieses Zytokins eine stirkere
innate Immunantwort induziert und somit zur verstarkten und beschleunigten Klarung von
Infektionen beitréagt.

In der vorliegenden Studie konnte eine Induktion von GM-CSF durch 17B-Ostradiol sowie
tendenzielle Hemmung durch Testosteron beobachtet werden. Dies konnte auf die Induktion
einer verstirkten innaten Immunantwort durch 17B8-Ostradiol und eine immunsuppressive
Wirkung von Testosteron auf die innate Immunantwort hindeuten. Dabei kénnte Testosteron
im Falle einer Infektion zu einer verzogerten Klarung iiber verminderte Aktivierung von
Granulozyten fiihren. Die kontrare Wirkung beider Hormone konnte ebenfalls einen Erkla-
rungsansatz fiir die verbesserte Prognose von Frauen in einigen Infektionserkrankungen lie-

fern.
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Abb. 41: Wirkung von GM-CSF auf das innate Immunsystem [modifiziert; basierend auf [437] |

Erhohtes Risiko fehlgeleiteter Immunantworten durch 17B8-Ostradiol aufgrund einer Indukti-

on von GM-CSF

GM-CSF ist ein Zytokin welches nicht nur die innate Immunantwort stimuliert, gleichzeitig
ist es eine wichtige Verbindung zwischen innater und adaptiver Immunantwort. Hierbei ist es
essentiell fiir die Maturation von dendritischen Zellen (Abb. 41), welche die effektivsten
Stimulatoren fiir naive T-Zellen sind, somit die effektivsten Stimulatoren fiir die Induktion
einer priméren adaptiven Immunantwort [439]. Verstirkte Aktivierung dendritischer Zellen
konnte ebenfalls das Risiko einer Immunantwort auf eigentlich harmlose korperfremde oder
korpereigene Antigene erhdhen [440].

Zudem zeigt GM-CSF auch auf T-Zellen, als Zellen der adaptiven Immunantwort, direkte
Wirkung, wobei ebenfalls ein stimulierender Effekt postuliert wurde [441].

In Patienten mit Rheumatoider Arthritis fithrt GM-CSF Gabe zu einer Verschlimmerung der
Symptomatik [438].
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Studien in GM-CSF defizienten Méusen deuten dabei auf einen stimulierenden Effekt von
GM-CSF auf sowohl Th1- als auch Th2-Zellen hin [442]. Somit hiatte GM-CSF das Potential
bestehende Immunantworten, sowohl Th1- als auch Th2-gewichtet zu aggravieren, somit alle
Formen allergischer Erkrankungen als auch Autoimmunerkrankungen. Parallel wire hinge-
gen auch die adaptive Immunabwehr auf infektiose Organismen erhoht und moéglicherweise
der Verlauf von Infektionskrankheiten verbessert.

Eine Erhéhung von GM-CSF durch 178-Ostradiol konnte iiber Wirkung auf die innate als
auch adaptive Immunantwort somit mitbeteiligt an der verbesserten Prognose von Frauen in
Infektionskrankheiten sein, parallel konnte es hingegen auch fehlgeleitete Immunantworten

begiinstigen und pathologische Zustidnde verschlimmern.

Zusammenhang hoher GM-CSF Konzentrationen mit pathologischen Immunzustinden

Erhohte GM-CSF Konzentrationen werden in der Haut allergischer Patienten mit kutanen
Reaktionen und in der Lunge von Asthmatikern gefunden. Gleichzeitig enthélt auch die arth-
ritische Synovialfliissigkeit messbare Konzentrationen von GM-CSF, welche u. a. mitver-
antwortlich fiir Gelenks- und Knochenzerstérung gemacht werden. Weitere Studien postulie-
ren, dass eine Uberexpression von GM-CSF pathologische Verinderungen nach sich zieht.
Hierzu gehort, je nach Gewebe der Uberexpression und Stimulationsansatz, eine Makropha-
genakkumulation, Gewebezerstorung sowie die Entwicklung einer autoimmunen Gastritis
[441]. Gleichzeitig wird GM-CSF eine zentrale Rolle in der Sensibilisierung auf Aeroaller-
gene in verunreinigter Luft zugeschrieben. So fiihrte ein adenoviral-mediierter GM-CSF
Gen-Transfer in die Lunge zu einer Lungeneosinophilie, einer Makrophagenexpansion sowie
fibrotischen Verdnderungen [443-445]. Ebenfalls wurde festgestellt, dass ein adenoviral-
basierter Gentransfer der GM-CSF Expression einen transienten Anstieg von IL-4 und IL-5
sowie eine eosinophile Entziindungsantwort in der Lunge vermittelt [446]. Zudem werden
auch Asthmaerkrankungen mit GM-CSF Polymorphismen in Verbindung gebracht [447].

Diese Beobachtungen geben Hinweis auf eine bedeutende Rolle von GM-CSF unter patho-
logischen Zustinden. Die Erhohung von GM-CSF durch 17B-Ostradiol konnte damit einen
Erklarungsansatz fiir die erhohte Priavalenz als auch Symptomatik von Frauen in einigen

allergischen - als auch Autoimmunerkrankungen sein.

Entwicklung pathogener Th17-Zellen durch 17B-Ostradiol iiber Induktion von GM-CSF

Neben der Verstarkung Thl- als auch Th2-spezifischer Antworten wird gleichzeitig eine
essentielle Rolle von GM-CSF in der Differenzierung pathologischer Th17-Zellen und der
Entwicklung autoimmuner inflammatorischer Erkrankungen diskutiert [448].

Nachdem zunéchst Th1-Zellen im Fokus als hauptverantwortlicher T-Helferzelltyp fiir Auto-

immunerkrankungen standen, verdnderten spatere Studien dieses Bild. Nachdem IFN-y oder
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IL-12 defiziente Méuse eine normalen oder gar exazerbierte Entwicklung von Autoimmun-
erkrankungen zeigten, wohingegen IL-23 und IL-17 defiziente Mduse immun gegen die In-
duktion bestimmter Autoimmunerkrankungen waren, riickten Th17-Zellen in den Fokus der
Autoimmunerkrankungen. Hierbei zeigen nicht alle Th17-Zellen gleiche Pathogenitdt und
bestimmte Zytokinsekretionsmuster konnten mit einer eher regulatorischen Funktion oder
aber verstiarkter Pathogenitit in Verbindung gebracht werden (Abb. 44).

Eine u. a. hohe Sekretion von GM-CSF und niedrige IL-17 Sekretion wurden dabei mit ver-
starkter Pathogenitét in Verbindung gebracht. Sonderegger et. al konnten zeigen, dass unter
anderem innates GM-CSF entscheidend fiir die Induktion pathologener Th17-Zellen ist
[448]. Innates GM-CSF unterstiitzte dabei die IL-6 und IL-23 Antwort dendritischer Zellen,
was entscheidend fiir die Differenzierung pathologischer Th17-Zellen in vivo ist (Abb. 42)
[448].

17B-Ostradiol kénnte somit durch die Induktion von GM-CSF in innaten Zellen ein Risiko-
faktor fiir die Entwicklung pathogener Th17-Zellen sein und somit die Entwicklung autoim-
muner Prozesse fordern. Uber diesen Mechanismus kénnte 17B8-Ostradiol damit mitbeteiligt

an der erhohten Priavalenz autoimmuner Erkrankungen im weiblichen Geschlecht sein.

Fazit GM-CSF:

Verstirkung physiologisch aber auch pathologisch fehlgeleiteter Immunantworten durch
178-Ostradiol aufgrund einer Induktion von GM-CSF

GM-CSF ist in der Lage Thl-, Th2- und ebenfalls Th17-Antworten zu verstirken sowie pa-

thologische Th17-Zellen zu induzieren.

Erhéhte Konzentrationen wie sie unter 17B-Ostradiol Inkubationen beobachtete werden
konnten, konnten somit protektive Wirkung in physiologischen Immunantworten auf infekti-
o6se Organismen haben, bergen hingegen ebenso ein hoheres Risiko fiir pathologische Im-

munantworten {iber verstiarkte Th1-, Th2- und Th17-Aktivierung.
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Abb.42: Modell der GM-CSF mediierten Autoimmunitiit mit moglicher Beteiligung von 178-
Ostradiol [modifiziert; basierend auf [448]]

Verstirkung der Inmunantwort durch 178-Ostradiol iiber Hemmung von IL-10

Neben der Induktion der proinflammatorischen Zytokine TNF-o und GM-CSF durch 178-
Ostradiol lieB sich eine kontrire Wirkung auf IL-10 feststellen. Monozyten unter 178-
Ostradiol-Stimulation zeigten eine verminderte Sekretion von IL-10.

IL-10 ist eines der wichtigsten antiinflammatorischen Zytokine und kann als solches sowohl
auf die innate als auch adaptive Immunantwort suppressive Wirkungen ausiiben [449]. Da-
mit ist es von entscheidender Bedeutung fiir die Regulation der Immunantwort sowie die
Erhaltung der Immuntoleranz.

In der innaten Immunabwehr hemmt IL-10 die Funktion aktivierter Makrophagen und dend-
ritischer Zellen, indem es sowohl deren Zytokinsekretion, die Expression Kostimulatorischer
Oberflachenmolekiile als auch die Expression des MHC-II selbst hemmt [450].

Niedrigere IL-10 Konzentrationen, wie sie bei der 17B8-Ostradiol Inkubation im Vergleich
zur Testosteron Inkubation zu beobachten waren, deuten somit aufgrund verminderter hem-
mender Mechanismen, in der innaten Immunantwort eine verstiarkte Phagozytoseaktivitit an.
Léangerfristig erniedrigte IL-10 Konzentrationen fithren moéglicherweise, iiber verminderte
antiinflammatorische Wirkungen, zur weiteren Erhdhung proinflammatorischer Zytokine,

welche zur weiteren Rekrutierung und Aktivierung innater Immunzellen beitragen konnten.
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Verminderte Toleranzmechanismen und verbesserte Pathogenkontrolle durch 178-Ostradiol

iiber Hemmung von IL-10 und Wirkung auf die adaptive Immunantwort

Erniedrigte IL-10 Konzentrationen kdnnen iliber eine erhohte Expression kostimulatorischer
Oberflachenmolekiile, als auch des MHC-II, zu einer verstarkten Induktion der priméren als
auch sekundiren adaptiven Immunabwehr beitragen. Dies kann ebenfalls die Entstehung
fehlgeleiteter Immunantworten gegen eigentlich harmlose exogene oder endogene Antigene
begiinstigen oder bestehende Antworten verstarken. Ebenso konnte die Pathogenkontrolle
durch eine verstarkte Aktivierung der adaptiven Immunantwort verbessert werden. Weiter
kann IL-10 in dendritischen Zellen die Chemokin Produktion, sowie ihre Fahigkeit zur Mig-
ration in den Lymphknoten hemmen. Die Folge kann eine ausbleibende Differenzierung
naiver T-Zellen sowie Rekrutierung von Effektor T-Zellen sein [450].

Eine verminderte IL-10 Sekretion kann somit zu einer verbesserten Pathogenkontrolle iiber
eine verminderte Hemmung der innaten als auch adaptiven Immunabwehr beitragen. Gleich-
zeitig hat IL-10 entscheidende Bedeutung bei der Erhaltung der Immuntoleranz, womit er-
niedrigte IL-10 Konzentrationen ebenfalls ein hoheres Risiko fiir den Verlust der Immunto-
leranz gegen eigentlich harmlose oder korpereigene Antigene mit sich bringen.

Die Bedeutung von IL-10 fiir Autoimmunerkrankungen wird in genetischen Studien deut-
lich. So konnte in genetischen Kopplungsanalysen eine Assoziation mit Polymorphismen in
der fiir IL-10 codierenden Region mit den Autoimmunerkrankungen des Systemischen Lu-
pus Erythematodes, des Typ 1 Diabetes oder des Reizdarmsyndromes gefunden werden
[451].

Zudem konnten verminderte IL-10 Konzentrationen iiber eine verstarkte Aktivierung bereits
aktivierter autoimmuner Effektorzellen ebenfalls zu einer verstarkten Immunpathologie bei

bereits bestehenden Erkrankungen beitragen.

Verminderte Hemmung von T-Zellen durch 178-Ostradiol aufgrund verminderter IL-10 Sek-

retion

Neben einer antiinflammatorischen Wirkung auf Zellen des innaten Immunsystems kann IL-
10 auch direkt auf T-Zellen wirken. Hier wirkst es ebenfalls antiinflammatorisch und kann
die Proliferation sowie die Produktion der Zytokine IL-2, IFN-y, IL-4, IL-5 und TNF-a
hemmen [450]. IL-10 kann somit innate als auch adaptive Thl-, Th2- und Th17-Antworten
regulieren, indem es die T-Zelldifferenzierung und Aktivierung in den Lymphknoten hemmt
und proinflammatorische Antworten in den Geweben unterdriickt [450]. Interessanterweise
konnte gezeigt werden, dass sowohl IL-17" als auch IL-17 TFNy" T-Zellen hohere Level von
IL-10Ra als IFN-y" T-Zellen exprimieren und somit deren Proliferation vorzugsweise von
IL-10 unterdriickt wird. [452]. Aus diesem Grund sind Th17-Zellen besonders empfanglich

fiir die IL-10 Hemmung. So konnte gezeigt werden, dass Tr1-Zellen, welche charakteristi-
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scher Weise hohe Mengen IL-10 produzieren, Th17-Zellen besonders gut hemmen [452]. IL-
10 kann somit auf unterschiedlichsten Ebenen immunsuppressive Wirkunen ausiiben. Es
kann die innate sowie die Induktion der adaptiven Immunantwort unterdriicken als auch die
Effektorantwort der adaptiven Immunabwehr suppremieren. Erniedrigte IL-10 Konzentratio-
nen durch 17B-Ostradiol kénnten somit zu einer proinflammatorischen Immunititslage fiih-
ren und zum einen die Pathogenkontrolle verbessern, zum anderen hingegen auch fehlgelei-

tete Immunantworten begiinstigen.

Studien zu 17B8-Ostradiol und IL-10 Produktion in Monozyten

Vergangene Studien zu 17B-Ostradiol und IL-10 zeigten eine Induktion der IL-10 Sekretion
in humanen Monozyten [176], was im Gegensatz zu dieser Studie steht. Die verwendeten
178-Ostradiol Konzentrationen entsprechender Studie lagen mit 10"° M — 10™® M hingegen
deutlich unter denen der vorliegenden Studie. Studien in einer Makrophagen dhnlichen Zell-
linie in den Konzentrationen 10"-10°M konnten ebenfalls einen hemmenden Effekt auf die
IL-10 Sekretion feststellen. Andere Studien wiederum postulierten keinen Einfluss von 1783-
Ostradiol auf die IL-10 Sekretion [176].

Ursachen fiir kontroverse Effekte von 17B-Ostradiol auf verschiedene Immunzellen kdénnten
unterschiedliche Wirkungen von 17B-Ostradiol in Abhingigkeit der Konzentration, Exposi-

tionsdauer (Kurzzeit-, Langzeitexposition) sowie Rezeptorexpression sein [176].

Moglicher Zusammenhang hoher 17B8-Ostradiol Konzentrationen mit proinflammatorischen

Bedingungen

Die vorliegende Studie zeigte eine Hemmung der IL-10 Sekretion durch 178-Ostradiol in
pharmakologischen Konzentrationen in Monozyten.

Wie bereits beschrieben erhdhen proinflammatorische Zytokine die Expression des Enzyms
Aromatase, welches verantwortlich fiir die Konvertierung von Androgenen zu Ostrogenen
ist. Es konnte angenommen werden, dass hohe 17B-Ostradiol Konzentrationen im Zusam-
menhang mit einer proinflammatorischen, moglicherweise lokalen Immunreaktion stehen. In
diesem Falle konnte 17B-Ostradiol eine spezifische lokale immunstimulatorische Wirkung

durch Hemmung der IL-10 Sekretion entfalten.

Fazit IL-10:

Verbesserte Pathogenkontrolle sowie Begiinstigung fehlgeleiteter Immunantworten durch

178-Ostradiol iiber Hemmung von IL-10

Erniedrigte IL-10 Konzentrationen kdnnen somit zum einen zu einer gesteigerten innaten

Immunabwehr beitragen, zum anderen kdnnen sie iiber APZ sowie die Induktion eines proin-
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flammatorischen Zytokinmillieus ebenfalls eine gesteigerte adaptive Immunabwehr zur Fol-
ge haben.

Damit konnten durch 17B-Ostradiol erniedrigte IL-10 Konzentrationen sowohl an der ver-
besserten Klarung von Infektionen als auch héheren Pravalenz allergischer Erkrankungen
beteiligt sein. Gleichzeitig kann IL-10 auch direkten Einfluss auf die adaptive Immunitét und

damit physiologische sowie spezifisch fehlgeleitete Immunantworten nehmen.

Fazit TNF-o, GM-CSF, IL-10:

Induktion eines proinflammatorischen Zytokinprofils durch 178-Ostradiol — Verstiarkung

von phsyiologischen Immunantworten aber auch pathologischer Zustinde

In der Gesamtheit induziert 17B8-Ostradiol in Monozyten iiber die Stimulation der TNF-a.
und GM-CSF Sekretion mit paralleler Hemmung der IL-10 Sekretion eine proinflammatori-
sches Zytokinprofil. Dieses konnte durch eine verstirkte Rekrutierung und Aktivierung von
innaten Immunzellen zu einer gesteigerte innate Immunantwort fithren und somit ein Erkla-
rungsansatz fiir die bessere Prognose des weiblichen Geschlechts bei einigen Infektions-
krankheiten sein.

Gleichzeitig kann die innate Immunantwort Einfluss auf das adaptive Immunsystem nehmen.
Eine gesteigerte innate Immunantwort kann zu einer gesteigerten adaptiven Immunantwort
beitragen und so ebenfalls zu einer verbesserten Kldrung von Infektionen beitragen. Eine
gesteigerte Immunantwort kann hingegen ebenfalls zum Verlust der Toleranz gegen eigent-
lich harmlose korperfremde oder kdpereigene Antigene fithren. Auch kdnnen bereits beste-
hende pathologische Zustdnde aggraviert werden. Die Induktion eines proinflammatorischen
Zytokinprofils durch 178-Ostradiol kann damit auch das Risiko fiir die Entstehung fehlgelei-

teter Immunantworten, allergischer Erkrankungen oder Autoimmunerkrankungen, erh6hen.

Begiinstigung allergischer Erkrankungen durch 17B-Ostradiol aufgrund der Induktion eines

proinflammatorischen Zytokinprofils in Monozyten (APZ)

Die Rolle von APZ in Autoimmunerkrankungen wird deutlich in der Beobachtung, dass
einige Autoimmunerkrankungen genetisch mit dem MHC/HLA Lokus in Verbindung stehen.
Als ursdchlich diskutiert fiir die Entwicklung von Autoimmunerkrankungen, ist die Aktivie-
rung von APZ in einem Mal, welches regulatorische Mechanismen aufler Kraft setzt und
somit zum Verlust der Selbsttoleranz fiihrt. Eine verstarkte Aktivierung von APZ, wie sie bei
178-Ostradiol Inkubation beobachtet werden konnte, erhoht somit ebenfalls das Risiko fiir
eine Immunantwort gegen sowohl harmlose korperfremde als auch kdrpereigene Antigene.
Ob ein Antigen ein Immunogen oder ein Tolerogen ist, hingt von den Bedingungen ab unter
denen es dem spezifischen Lymphozyt prasentiert wird, u. a. unter inflammatorischen oder

antiinflammatorischen Bedingungen [453]. Eine Prédsentation unter verstirkter Expression



7 Diskussion 162

Kostimulatorischer Molekiile, niedrigeren IL-10 Konzentrationen sowie erhdhter Konzentra-
tionen der immunstimulatorischen Zytokine GM-CSF und TNF-o. koénnte zum Verlust der
Immuntoleranz beitragen und einen Erklarungsanasatz fiir die erhdhte Pravalenz des weibli-
chen Geschlechts in allen vier Typen allergischer Erkrankungen und Autoimmunerkrankun-

gen liefern.

7.2.2  Synergistische Wirkung von 17B-Ostradiol und Leptin in Monozyten

Aufgrund der Beobachtung, dass 178-Ostradiol Leptin induziert und beide Hormone als
immunstimulatorische Hormone diskutiert werden, stellt sich die Frage, ob 178-Ostradiol
und Leptin synergistische Wirkungen auf Zellen des innaten oder adaptiven Immunsystems
entfalten.

Einen Hinweis darauf geben Asthmastudien. Hier werden erhohte Leptin-Konzentrationen
als Risikofaktor fiir die Entstehung von Asthma diskutiert [454]. Interessanterweise wird
eine stiarkere Assoziation von Leptin und Asthma bei Frauen beobachtet [228]. Moglich wa-
re, dass synergistische Effekte von 17B-Ostradiol und Leptin auf Immunzellen die Beobach-
tung der engeren Assoziation von Ubergewicht und Asthma im weiblichen Geschlecht erkli-

ren.

Signifikant synergistische Wirkung von 178-Ostradiol und Leptin auf die GM-CSF-

Sekretion

In der vorliegenden Studie lieB sich fiir die Koinkubation von 17B-Ostradiol mit Leptin eine
Verstarkung der GM-CSF-Sekretion beobachten. Hierbei lag die GM-CSF Konzentration der
Koinkubation von 178-Ostradiol und Leptin signifikant {iber der der alleinigen 178-Ostradiol
Inkubation. Es kann angenommen werden, dass es sich bei diesem Effekt um einen synergis-
tischen Effekt von 17B-Ostradiol und Leptin handelt, da Leptin alleinig keinen Effekt auf die
Zytokinsekretion hatte.

Fiir die Koinkubation von Testosteron mit Leptin konnte ebenfalls eine Steigerung der GM-
CSF-Sekretion festgestellt werden. Testosteron alleinig hemmte hingegen die GM-CSF-
Sekretion, womit die Koinkubation in der Aufhebung des hemmenden Testosteroneffektes
resultierte. Die Koinkubation zeigte keinen Unterschied zur Kontrolle. Leptin antagonisierte
somit den antiinflammatorischen Effekt von Testosteron auf die GM-CSF-Sekretion. Da
Testosteron in vivo hingegen gleichzeitig die Leptin-Sekretion hemmt, kdnnte angenommen
werden, dass der antiinflammatorische Effekt von Testosteron iiber eine gleichzeitige Hem-
mung der Leptin- und GM-CSF-Sekretion vermittelt wird. Testosteron wiirde in vivo somit

iiber Hemmung von sowohl GM-CSF als auch Leptin immunsuppressiv wirken.
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Synergistische Wirkung von 17B8-Ostradiol und Leptin auf die TNF-a-Sekretion

Fiir TNF-o. zeigten sich unter Koinkubation von 17B-Ostradiol und Leptin, im Vergleich zur
Koinkubation mit Testosteron und Leptin, auf dem 10% Signifikanzniveau (p=0,078) héhere
TNF-a-Konzentrationen. Bereits die alleinigen 17B8-Ostradiol- und Testosteron-Inkubationen
zeigten einen dhnlichen Trend, hingegen war die Signifikanz geringer ausgepragt. Dies wie-
derum deutet auf synergistische Effekte der Sexualhormone mit Leptin hin. Leptin alleinig

zeigte keinen Effekt auf die TNF-a Sekretion.

Synergistische Wirkung von 17B8-Ostradiol und Leptin auf die IL-10-Hemmung

Leptin alleinig zeigte keinen Effekt auf die IL-10 Sekretion. Unter Koinkubation mit 1783-
Ostradiol verstirkte Leptin hingegen die 178-Ostradiol-induzierte IL-10 Hemmung. Leptin
entwickelte somit synergistische Wirkungen mit 17B8-Ostradiol. Dahingegen zeigte die Koin-
kubation von Testosteron und Leptin keinen Unterschied zu alleiniger Testosteron Inkubati-
on.

Deutlich wurde die synergistische Wirkung von Leptin und 17B8-Ostradiol besonders bei
Betrachtung des Zytokinprofils. Vergleicht man das Zytokinprofil der alleinigen 1783-
Ostradiol mit der Koinkubation zeigen sich hohere GM-CSF, niedrigere IL-10 und héhere
TNF-a Konzentrationen unter Koinkubation. Somit kann angenommen werden, dass ein
enger immunologischer Zusammenhang zwischen 17B-Ostradiol und Leptin besteht. 178-
Ostradiol induziert ein proinflammatorisches Zytokinprofil und Leptin verstirkt diesen Ef-

fekt.

Synergistische Wirkung von 17B8-Ostradiol und Leptin — mitverantwortlich fiir unterschied-

liche Immunantworten zwischen den Geschlechtern

Wie bereits ausgefiihrt, begiinstigt das von 178-Ostradiol induzierte Zytokinprofil mit hohen
GM-CSF- und TNF-a-Konzentrationen und niedrigen IL-10 Konzentrationen sowohl die
erfolgreiche Kldarung von Infektionen als auch die Entwicklung von fehlgeleiteten Immun-
antworten. Leptin fiihrt zu einer Verstirkung des 17B8-Ostradiol-Effektes, womit die durch
178-Ostradiol induzierten Immunantworten ebenfalls verstirkt werden. Es kann angenom-
men, dass ein immunologischer Zusammenhang zwischen den beiden Hormonen besteht.
Damit besteht die Moglichkeit, dass die hohen Leptin-Konzentrationen bei Frauen ein weite-
rer Faktor sind, welcher an den Privalenzunterschieden in bestimmten Erkrankungen zwi-

schen den Geschlechtern beteiligt ist.
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178-Ostradiol und Leptin als Teil der innaten Immunantwort

Mbglich ist zudem, dass sowohl 17B8-Ostradiol als auch Leptin Teil eines Regelkreislaufes
der innaten Immunantwort sind. Bekannt ist das proinflammatorische Zytokine wie TNF-a
die Aromatase-Expression, gleichzeitig aber auch die Leptin-Sekretion stimulieren.

Eine erhdhte Aromataseaktivitit fiihrt zu hoheren Konzentrationen von Ostrogenen, welche
wiederum die Leptin-Sekretion stimulieren. 17B8-Ostradiol und Leptin wiederum fithren zu
einer verstirkten Sekretion proinflammatorischer Zytokine und erniedrigten Konzentrationen
antiinflammatorischer Zytokine in Monozyten. Somit werden 17B-Ostradiol und Leptin von
einer proinflammatorischen Immunantwort induziert und fithren in Folge zu einer Verstéir-

kung der proinflammatorischen Immunantwort.

Leptinwirkung

AuBer auf IL-6 konnten in der vorliegenden Studie keine Wirkung von Leptin auf das Zyto-
kinprofil von Monozyten beobachtet werden. Dies steht im Widerspruch zu vergangenen
Studien die Leptin als inflammatorisches Zytokin mit Induktion proinflammatorischer Zyto-
kine beschreiben [122, 124, 125, 455]. In der vorliegenden Studie konnte auller auf IL-6 kein
Effekt auf GM-CSF, TNF-o. oder IL-10 durch Leptin in Abwesenheit von 178-Ostradiol

beobachtet werden.

Abhingigkeit der Leptin-induzierten TNF-o-Sekretion von 178-Ostradiol

Dies steht im Gegensatz zu der Studie von Kiguchi et al. (2009), welche eine Induktion von
TNF-a durch Leptin beobachten konnte [455]. In dieser Studie hingegen, wurde im Gegen-
satz zu der vorliegenden Studie, welche mit hormonreduziertem Medium arbeitete, normales
Kulturmedium versetzt mit FCS verwendet. Damit befinden sich auch Sexualhormone im
Medium. Zudem hat Phenolrot, welches in den meisten Medien verwendet wird, Ostrogen-
dhnliche Wirkung. Somit kann nicht ausgeschlossen werden, dass es sich bei dem Leptin
zugeschriebenen Effekt, um synergistische Effekte von Ostrogen und Leptin handelt und
keinen alleinigen Leptin-Effekt. Moglicherweise ist die Leptin-induzierte TNF-a-Erhéhung
178-Ostradiol abhingig.

Keine Abhingigkeit der Leptin-induzierter IL-6-Sekretion von 178-Ostradiol

Eine IL-6 Induktion wurde in der Studie von Kiguchi et al. (2009) entsprechend unserer Stu-
die ebenfalls beschrieben [455]. Aufgrund der vorliegenden Studie kann angenommen wer-
den, dass es sich bei diesem Effekt, um einen 178-Ostradiol unabhingigen Effekt handelt.
Durch Koinkubation mit den Sexualhormonen in pharmakologischen Konzentrationen war

dieser Effekt hingegen wieder gechemmt.
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Es konnte angenommen werden, dass das Verhiltnis von Ostrogenen und Leptin fiir einen
Effekt sowie den Ausgang einer Immunantwort ausschlaggebend ist. Mdglicherweise wird
davon auch die adaptive Immunantwort beeinflusst, unter Umstdnden durch die Induktion

eines bestimmten T- Helferzelltyp-favorisierenden Zytokinprofils.

Rolle von Leptin an epithelialen Barrieren

Leptin wird primér von Adipozyten sezerniert, von denen sich 65% subkutan befinden. Das
einzige durch Leptin in der vorliegenden Studie induzierte Zytokin war IL-6. Dieses spielt
wiederum eine wichtige Rolle in der Induktion von Th17- aber auch Th22-Zellen, welche
eine wichtige Rolle in der Immunabwehr an epithelialen Barrieren einnehmen. Moglicher-
weise ist subkutan, auf inflammatorische Reize produziertes Leptin, auch an der Steuerung
der Immunantwort, beispielsweise der Induktion von Th17- oder Th22- Zellen beteiligt.

Auch die Aromatase kann in peripheren Geweben u. a Hautfibroblasten [456] und wie be-
reits beschrieben in Immunzellen (Makrophagen), exprimiert werden. Bekannt ist, dass das
Immunsystem je nach Menge des Antigens aber auch je nach Lokalisation priferiert eine
Immunantwort induziert. Es wiire zu hypothetisieren, dass Leptin und Ostrogen ebenfalls an

der Steuerung der Immunantwort an bestimmten Lokalitdten des Korpers beteiligt sind.

Rolle von Leptin im Immunsystem

Das Leptin eine entscheidende Rolle in der Immunabwehr hat, deuten Studien an, die zeigen
konnten, dass eine reduzierte Leptin-Produktion mit einer erhdhten Anfalligkeit fiir Infektio-
nen in Zusammenhang steht [125]. Zum Anderen konnte gezeigt werden, dass wiederum
Infektionen oder Entziindungen selbst ebenfalls mit einer verdnderten, erhohten Leptin-
Sekretion in Verbindung stehen [276, 457]. Dies deutet ebenfalls auf Leptin als Teil der Zy-
tokinkaskade hin, die die Immunabwehr steuert [271]. Zudem wurde postuliert, dass auch
immunvermittelte Erkrankungen u. a. Autoimmunerkrankungen in Zusammenhang mit einer

erhohten Sekretion von Leptin stehen [125].

Fazit: Gesteigertes proinflammatorisches Zytokinprofil durch synergistische Effekte von

178-Ostradiol und Leptin

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Ergebnisse der vorliegenden Studie darauf hin-
deuten, dass 17B-Ostradiol und Leptin synergistische Effekte auf Monozyten haben. Hierbei
verstirkt Leptin, dass durch 178-Ostradiol induzierte proinflammatorische Zytokinprofil. Da
das weibliche Geschlecht sowohl durch héhere Konzentrationen von 17B-Ostradiol als auch
Leptin gekennzeichnet ist, konnte dies ein weiterer Faktor sein, der an den Pravalenzunter-

schieden bestimmter Erkrankungen zwischen den Geschlechtern beteiligt ist. Gleichzeitig
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konnte dieser Synergismus an der stirkeren Assoziation von Asthma und Leptin im weibli-

chen Geschlecht mitwirken.

7.2.3  Verindertes Zytokinprofil in naiven T-Zellen durch 17p-Ostradiol und

Testosteron

Neben Monozyten wurde ebenfalls der Einfluss von Sexualhormonen auf naive T-Zellen
untersucht. Hierbei sollte geklirt werden, inwieweit die Hormone 178-Ostradiol und Testos-
teron beteiligt an der Induktion der Immunantwort und der Polarisierung zu bestimmten T-
Helferzellsubtypen sind. CD4" T-Zellen sind Teil des adaptiven Immunsystems, wobei naive
T-Zellen von Effektor- und memory T-Zellen unterschieden werden. Naive T-Zellen konnen
noch keiner T-Zellsubpopulation zugeordnet werden. Parallele Signale wahrend der Aktivie-

rung entscheiden iiber die sich differenzierende Subpopulation.

Erhohte GM-CSF Sekretion durch 17B-Ostradiol

Es deutete sich zunichst eine Hemmung der Proliferation, sowie verringerte Uberlebensrate
naiver T-Zellen unter 178-Ostradiol-Inkubation an. Trotz geringerer Proliferation und somit
anzunehmender geringerer Anzahl naiver T-Zellen unter 178-Ostradiol Inkubation, konnte
hingegen eine trendweise hohere GM-CSF Sekretion im Vergleich zu Testosteron-
Inkubation beobachtet werden. Bei Betrachtung des Zytokinprofils zeigte sich der anteilige
GM-CSF-Gehalt unter 17B8-Ostradiol Inkubation deutlich erhoht.

GM-CSF ist ein Zytokin, dem aufgrund neuester muriner Studien eine tragende Rolle bei
Autoimmunerkrankungen zugeschrieben wird [448, 458]. Diskutiert wird hierbei sowohl
eine Bedeutung in der Induktion als auch der Effektorphase der autoimmunen Antwort [448].
Dabei konnte gezeigt werden das GM-CSF defiziente Mause resistent fiir die Induktion einer
experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis waren [458]. Trotz Expression von IFN-y
und IL-17, welchen aufgrund vergangener Studien eine tragende Rolle zugeschrieben wurde,
waren es in diesen Mausen nicht moglich eine Neuroinflammation zu induzieren [458]. Wei-
ter konnte gezeigt werden, dass die GM-CSF-Sekretion in IFNy -/- IL-17-/- Helfer T-Zellen
ausreichend fiir die Induktion der experimentellen autoimmunen Enzephalomyelitis war
[458]. Dies sind Ergebnisse die fiir eine obligate Rolle von GM-CSF in Autoimmunerkran-
kungen im murinen Modell sprechen.

Es konnte gezeigt werden, dass GM-CSF hierbei unter anderem bedeutend fiir das Uberleben
Antigen-spezifischer CD4" T-Zellen ist. Bei der Induktion der autoimmunen Antwort ist
zunéchst innates GM-CSF von Makrophagen oder moglicherweise dendritischen Zellen ent-

scheidend, um die fiir die Differenzierung von Th17-Zellen nétigen Zytokine 1L-6 und 1L-23
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zu induzieren [448]. In Folge kommt es zu einem positiven Feedbackloop von induzierten
Th17-Zellen, welche GM-CSF sezernieren, welches wiederum parakrin auf dendritische
Zellen oder Makrophagen wirkt. Dieses regt diese in Folge zu einer verstirkten Sekretion
von IL-6 und IL-23 an [448]. IL-6 wirkt dabei auf zwei Ebenen, zum einen fordert es das
Uberleben von sowohl Thl- als auch Th17-Zellen, zum anderen stimuliert es zusammen mit
TGF-f die weitere Expression von RORyt, somit die weitere Th17-Polarisierung.

Geht man davon aus, dass GM-CSF human eine dhnliche Bedeutung zukommt, kdnnten die
durch 17B-Ostradiol induzierten hoheren GM-CSF Konzentrationen ein begiinstigender Fak-
tor oder gar ursdchlich fiir die erhohte Neigung zur Entstehung sowie Auspragung von Auto-
immunerkrankungen beim weiblichen Geschlecht, iiber ein Uberleben antigenspezifischer T-
Zellen, sein (Abb. 43). Allergische Erkrankungen vom Typ 4 werden ebenfalls iiber T-Zellen
vermittelt, womit fraglich ist, ob GM-CSF hier ebenfalls eine Rolle zukommt. Sowohl aller-
gische Erkrankungen als auch Autoimmunerkrankungen stellen Uberempfindlichkeitsreakti-
onen dar. Bei allergischen Erkrankungen ist die Reaktion hingegen gegen exogene Substan-
zen, bei Autoimmunerkrankungen gegen endogene Faktoren gerichtet.

Interessanterweise konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass GM-CSF nicht nur in naiven
T-Zellen die GM-CSF-Sekretion stimuliert sondern ebenfalls in Monozyten, den Vorldaufern
der Makrophagen. Damit induziert 178-Ostradiol auf zwei Ebenen die GM-CSF Sekretion.
Ubertrigt man das murine Modell auf den Menschen kénntel7B-Ostradiol so die Induktion
als auch das Uberleben autoreaktiver Thl- und Th17-Zellen fordern. Damit konnte ein Erkli-
rungsansatz fiir die erhohte Pravalenz von Autoimmunerkrankungen bei Frauen gegeben

sein.

Induktion von Zytokinprofil mit hohen GM-CSF Konzentrationen in naiven T-Zellen durch

178-Ostradiol — Hinweis auf Induktion pathogener Th17-Zellen

Das von 17B-Ostradiol induzierte Zytokinprofil entspricht dem von pathogenen Th17-Zellen.
Pathogene Th17-Zellen stehen mit niedrigeren IL-17 und IL-10 Konzentrationen, intermedi-
dren Konzentrationen von IL-22 und hohen Konzentrationen von GM-CSF in Verbindung.
Der Vergleich der anteiligen Zytokingehalte der naiven T Zellen unter 17B-Ostradiol - im
Vergleich zur Testosteron-Inkubation zeigte niedrigere Anteile IL-10 (17B-Ostradiol: 3%;
Testosteron: 5%) gleiche Anteile IL-17 (17B-Ostradiol: 2%; Testosteron: 2%) sowie hohere
Anteile IL-22 (17B-Ostradiol: 16%; Testosteron: 14%) und GM-CSF (17B-Ostradiol: 21%;
Testosteron: 17%) unter 17B-Ostradiol -Inkubation. Damit induzierte 17B-Ostradiol ein Zy-
tokinverteilung wie sie fiir pathogene Th17-Zellen typisch ist (Abb. 44).

Das durch 17B-Ostradiol in naiven T-Zellen induzierte Zytokinprofil kdnnte somit einen
Hinweis auf eine Rolle von 178-Ostradiol in der Induktion von pathogenen Th17-Zellen und

Autoimmunerkrankungen sein. Die tendenzielle Hemmung der GM-CSF Sekretion in Mo-
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nozyten durch Testosteron konnte einen protektiven Faktor fiir das ménnliche Geschlecht

darstellen.

Hinweis auf verminderte Toleranzmechanismen durch 178-Ostradiol aufgrund einer IL-10-

Hemmung in naiven T-Zellen

Die durch 17B-Ostradiol beobachtete tendenzielle IL-10-Hemmung und der niedrigere Anteil
IL-10 im Zytokinprofil kénnte unabhingig vom induzierten T-Helferzelltyp ein Faktor sein,
der einen proinflammatorischen Effekt mit Induktion pathogener T-Zellen verstérkt. Hierbei
zeigte sich hingegen auch eine tendenzielle IL-10-Hemmung durch Testosteron. Diese zeigte
eine hohere Signifikanz, war hingegen schwicher ausgepragt und zeigte sich nicht im Zyto-
kinprofil.

IL-10 ist ein Zytokin, welches besonders Th1-Zellen und wie bereits beschrieben, iiber die
hohere Expression IL-10Ra einem noch stirkeren Maf IL-17" als auch IL-17 TFNy" T-Zellen
hemmt [452]. Die durch 17B8-Ostradiol erniedrigten IL-10 Konzentrationen stellen somit
einen weiteren beglinstigenden Faktor fiir die weitere Differenzierung und Proliferation von
Th17-Zellen dar.

Neben Thl- und Th17-Zellen kénnen hingegen ebenfalls Th2-Zellen durch IL-10 gehemmt
werden [450]. Damit konnen erniedrigte IL-10 Konzentrationen ebenfalls die Induktion einer

Th2-gewichteten Immunantwort begiinstigen, u. a. die allergische Reaktion vom Soforttyp.

Hemmung der Proliferation von naiven T-Zellen durch 178-Ostradiol

Sofern von einem stimulatorischen Effekt von 178-Ostradiol ausgegangen wird, steht dies
hingegen im Gegensatz zu der beobachteten tendenziellen Proliferationshemmung. Hier
wire es ebenfalls moglich, dass ein bestimmter Zelltyp, moglicherweise 1L-10 produzierende
Zellen, gechemmt wurden. Bei gleichzeitiger Betrachtung der ebenfalls tendenziell vermin-
derten Uberlebensrate wire ein weiterer hypothetischer Ansatz das 17B8-Ostradiol die Anti-
CD3/anti-CD28 vermittelte Stimulation soweit verstirkt, dass es zu einem Aktivierungs-
induzierten Zelltod der Zellen aufgrund einer Uberstimulation kommt. Bislang ist die n-Zahl
der Versuche niedrig, weshalb die Aussagekraft noch schwach ist. Weitere Untersuchungen
sind ndtig um einen besseren Einblick in die immunmoulatorischen Eigenschaften der Sexu-
alhormone zu bekommen. Intrazellulire Farbungen der Transkriptionsfaktoren als auch der
Zytokine konnten helfen die Wirkungen der Sexualhormone ndher zu spezifizieren und Ef-

fekte spezifischen T-Zellsubpopulationen zuzuordnen.
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Fazit: Erhhung von GM-CSF und Erniedrigung von IL-10 durch178-Ostradiol in naiven T-

Zellen — moglicher Risikofaktor fiir allergische- und Autoimmunerkrankungen

Zusammengefasst konnten die erniedrigten IL-10 und erhdhten GM-CSF Konzentrationen
wie sie unter 178-Ostradiol Inkubation in naiven T-Zellen auf einen immunstimulatorischen
Effekt von 17B-Ostradiol in naiven T-Zellen hindeuten. Dieser Effekt konnte einen Erkli-
rungsansatz fiir die verbesserte Prognose von Frauen in Infektionserkrankungen liefern als
auch die erhdhte Neigung des weiblichen Geschlechts fiir alle vier Typen allergischer Er-

krankungen als auch fiir Autoimmunerkrankungen erklaren.

Innate Immunity

PAMPs

v

Adaptive Immunity

Abb. 43: Modell der GM-CSF mediierten Autoimmunitit mit moglicher 178-Ostradiol Beteili-
gung [modifiziert; basierend auf [448]]

7.2.4 Verindertes Zytokinprofil in naiven T-Zellen durch Leptin

Verschiebung des Zytokinprofil Richtung Th1l durch Koinkubation naiver T-Zellen mit 178-

Ostradiol und Leptin

Bei Betrachtung der Koinkubation naiver T-Zellen mit 178-Ostradiol und Leptin lieB sich
eine Verschiebung des Zytokingleichgewichtes Richtung Th1, mit Erhdhung von IFN-y und

Erniedrigung von IL-13 beobachten. Dieser Effekt konnte nicht fiir Testosteron und Leptin
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beobachtet werden. Fiir Leptin alleinig ist bereits die Stimulation von Th1-Zellen mit Erho-
hung von IFN-y beschrieben [273, 274, 286], dieser Effekt lie8 sich in dieser Studie nicht
reproduzieren.

Ahnlich der Stimulation mit Monozyten ist es moglich, dass die Induktion von Th1-Zellen
durch Leptin ein synergistischer Effekt von 178-Ostradiol und Leptin ist. In normalem Kul-
turmedium befinden sich bereits physiologische Konzentrationen von Hormonen. In vivo
beschriebene Wirkungen kdnnen ebenso durch einen Synergismus bedingt sein. Somit ist es
moglich, dass der beobachtete und fiir Leptin postulierte Effekt nicht auf eine alleinige Lep-
tin-Wirkung, sondern vielmehr auf eine synergistische Wirkung von 17B-Ostradiol und Lep-
tin zuriickzufiihren ist. Diese Studie verwendete hormonreduziertes Medium und der Thl-
stimulierende Effekt von Leptin konnte nicht reproduziert werden. Der Effekt konnte nur
unter Koinkubation mit 17B-Ostradiol beobachtet werden und deutet auf eine synergistische
Wirkung von 17B-Ostradiol und Leptin beziiglich der Induktion einer Th1-gewichteten Ant-

wort hin.

Hemmung Th2-spezifischer Zytokine durch Koinkubation naiver T-Zellen mit Testosteron

und Leptin

Im Gegensatz zur 17B-Ostradiol- und Leptin-Inkubation zeigte die Koinkubation von Tes-
tosteron und Leptin nur eine marginale Erhdhung (1%) des IFN-y Anteils und lag unter dem
IFN-y Anteil der alleinigen Leptin-Inkubation. Parallel konnte dabei eine Hemmung von IL-
13 beobachtet werden. Womit unter Testosteron und Leptin Inkubation zwar eine Hemmung
von Th2-spezifischen Zytokinen, hingegen im Gegensatz zu 17B-Ostradiol und Leptin Inku-
bation kaum Effekt auf Thl-spezifische Zytokine zu beobachten war. Die IFN-y Erhohung,
wie sie unter 178-Ostradiol und Leptin Inkubation zu beobachten war, deutet somit auf eine

spezifischen synergistischen Effekt von 178-Ostradiol und Leptin hin.

Induktion von IL-17, TNF-o. und IL-10 in naiven T-Zellen durch Leptin

Parallel konnte fiir Leptin eine tendenzielle Erhohung von IL-17 beobachtet werden, welche
sich in der Koinkubation von sowohl 17B-Ostradiol und Leptin als auch Testosteron und
Leptin zeigte. Gleichzeitig zeigte sich eine anteilige Erhohung von TNF-o unter Leptin als
auch Koinkubation von 178-Ostradiol und Leptin.

IL-17 ist ein Zytokin, welches primar Wirkung auf nicht-lymphoide Gewebe wie Epithelzel-
len, Keratinozyten oder Fibroblasten ausiibt und hier maf3geblich an der Abwehr bestimmter
Erreger beteiligt ist [459]. TNF-a wiederum kann synergistische Wirkung mit IL-17 an
epithelialen Barrieren entfalten und dessen Wirkung verstirken [460, 461]. 65% der Adi-

pozyten befinden sich subkutan. Mdglicherweise ist Leptin an bestimmten Lokalititen des
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Korpers, u. a. subkutan an der Lenkung der Immunantwort und der epithelialen Abwehr
beteiligt.

Wie bereits ausgefiihrt induziert Leptin in Monozyten ebenfalls IL-6, welches wichtig fiir die
Induktion von Th17-Zellen ist. Uber Induktion von IL-6 in innaten Zellen und IL-17 induzie-
rende Wirkung in naiven T-Zellen unterstiitzt Leptin moglicherweise auf zwei Wegen die
Th17-Differenzierung.

Wie beschrieben wird Ubergewicht bei Kindern verstirkt mit intrinsischem Asthma assozi-
iert [462]. Intrinsisches Asthma ist wiederum charakterisiert durch verstiarkte Neutrophi-
leninfiltration, welche eine der Hauptaufgaben der Th17-Zellen oder dem Zytokin IL-17
darstellt. Moglich wiare, dass Leptin iiber eine Stimulation der Th17-Zelldifferenzierung hier
zur verstarkten Entwicklung des intrinsischen Asthmas mit verstdrkter Neutrophileninfiltra-
tion beitragt.

Interessanterweise zeigte sich gleichzeitig eine Erhohung von IL-10 und Erniedrigung von
GM-CSF, von Leptin alleinig als auch in den Koinkubationen. In den Koinkubationen war
die anteilige IL-10 Erhohung marginal mit 178-Ostradiol, hingegen deutlich mit Testosteron
ausgepragt. Die Erhohung von IL-10 deutet auf einen antiinflammatorischen Effekt von Lep-
tin auf naive T-Zellen hin. Bisherige Studien postulieren hingegen primar proinflammatori-
schen Effekt von Leptin und eine Hemmung regulatorischer T-Zellen [463]. Es besteht hin-
gegen auch eine Studie die auf einen IL-10 stimulierenden Effekt von Leptin hindeuten
konnte. So konnte in einer Studie von Farooqui et al. in Leptin-defizienten Kindern nach
Leptin-Aadministration eine IL-10 Erhéhung in stimulierten T-Zellen gezeigt werden [286].
Dies konnte fiir einen stimulierenden Effekt von Leptin auch auf IL-10 sprechen. Méglich
wire, dass Leptin neben proinflammatorischen Wirkungen ebenfalls antiinflammatorische
Wirkungen entfalten kann.

Auch die GM-CSF Erniedrigung kann auf einen antiinflammatorischen Effekt hindeuten.
Moglich wire, dass Leptin die Entstehung von pathogenen T-Zellen hemmt, welche durch
eine hohe GM-CSF Sekretion gekennzeichnet sind. Vergangene Studien hingegen postulie-
ren einen primar proinflammatorischen Effekt von Leptin. Moglich wire auch, dass die In-
duktion eines T-Zelltyps mit starker IL-17 Sekretion, wie bereits ausgefiihrt, auf eine Rolle
von Leptin an epithelialen Barrieren hindeutet. Hier kommt IL-17 eine gesonderte proin-
flammatorische Rolle zu. Eine Studie in IL-17 {iberexprimierenden Méausen stellte einen
kaum merkbaren Einfluss der IL-17 Uberexpression auf die Entwicklung der EAE sowie die
generelle Gesundheit fest, hingegen entwickelten diese Mause dennoch inflammatorische
Anomalititen an der Haut [464]. Die Méuse zeigten eine Hautgranulozytose sowie Entziin-
dungen der Haut.

Beschriebene Effekte von Leptin sollten liber eine Erh6hung der n-Zahl sowie auf Einzelzel-

lebene iiber intrazelluldre Farbungen weiter untersucht werden. Eine Option wire, dass Lep-
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tin auf unterschiedliche T-Zellpopulationen, sowie unter unterschiedlichen Stimulationsbe-

dingungen, divergente Wirkungen entfaltet

Kein Einfluss von Leptin auf die Proliferation naiver T-Zellen

Auf die Proliferation der naiven T-Zellen konnte in vorliegender Studie kein Effekt beobach-
tet werden. Vergangene Studien beschreiben hingegen eine Induktion der Proliferation in
naiven T-Zellen durch Leptin [273, 274]. Moglich wére, dass Leptin hier ebenfalls mit einem
weiteren Faktor interagiert, welche in normalem Kulturmedium vorhanden ist, hingegen

nicht in dem in der vorliegenden Studie verwendeten hormonreduziertem Medium.

Fazit: Hemmung Th2-spezifischer Zytokine durch Leptin und 17B8-Ostradiol sowie Induktion

Th1-spezifische Zytokine durch Leptin

Zusammengefasst lie3 sich fiir naive T-Zellen fiir Leptin alleinig eine anteilige Erniedrigung
von IL-13 beobachten. Die Erniedrigung des IL-13 Anteils bleibt auch in den Koinkubatio-
nen erhalten, was auf einen hemmenden Effekt von Leptin auf die Th2-Zelldifferenzierung
hindeutet. Die Induktion von IFN-y hingegen zeigt sich erst unter Koinkubation von 1783-
Ostradiol und Leptin und auch ausschlieBlich unter Koinkubation und nicht unter Einzelin-
kubation von 17B-Ostradiol oder Leptin. Dies deutet auf einen synergistischen Effekt von
178-Ostradiol und Leptin beziiglich der Induktion einer Thl-gewichteten Immunititslage
hin. Interessanterweise zeigt Ubergewicht eine stirkere Assoziation mit intrinsischem Asth-
ma, moglicherweise aufgrund einer Hemmung von Th2-Zellen. Zudem lésst sich eine starke-
re Assoziation im weiblichen Geschlecht beobachten, hier moglicherweise neben einer
Hemmung von Th2- zuséatzliche aufgrund einer Induktion von Th1-Zellen. Generell lief3 sich
fiir naive T-Zellen fiir Leptin alleinig und in den Koinkubationen eine IL-17 Induktion und
GM-CSF Hemmung beobachten, was zudem fiir die Induktion des vermehrt regulatorischen
Th17-Types durch Leptin sprechen konnte. Damit konnte Leptin ebenfalls regulatorische
Funktion zukommen. Ebenso kdnnte aber auch eine Induktion von Th17-Zellen stattgefun-

den haben.

7.2.5 Induktion eines proinflammatorischen Zytokinprofils in memory T-Zellen
durch178-Ostradiol

Nach Betrachtung des Einflusses der Hormone 17B-Ostradiol und Testosteron auf die Induk-
tion einer T-Zell-Antwort, wurde der Einfluss auf die Effektorfunktion bereits differenzierter

polarisierter CD4" memory T-Zellen untersucht.
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Erhohung Th1- und Th2-spezifische Zytokine durch 178-Ostradiol — Hinweis auf Aggravati-

on Thl- als auch Th2-gewichteter Erkrankungen

In den Analysen der memory T-Zellen lie8 sich zunéchst eine signifikante Proliferations-
hemmung beobachten, wobei eine Proliferation von nur mehr 20% der Kontrolle gemessen
werden konnte. Es kann angenommen werden, dass je stirker die Proliferation ist, dass sich
umso mehr Zellen am Ende der Inkubation im Stimulationsansatz befinden. Trotz anzuneh-
mender geringerer Zellzahl unter 17B-Ostradiol-Inkubation, zeigten sich hingegen gleiche
GM-CSF, IFN-y, TNF-a und IL-13 Konzentrationen. Es kann somit davon ausgegangen
werden, dass auf Einzelzellebene eine hohere Sekretion dieser Zytokine statt gefunden hat
und 17B-Ostradiol sowohl Th1- als auch Th2-spezifische Zytokine stimuliert.

Prozentual zeigte sich ebenfalls eine deutliche Erhohung Thl- als auch Th2-spezifischer
Zytokine, sowie eine starke Erniedrigung des antiinflammatorischen Zytokins IL-10. Da
sowohl die Thl- als auch Th2-spezifischen Zytokine IFN-y und IL-13 erhoht waren, kann
davon ausgegangen werden, dass 17B-Ostradiol einen immunstimulatorischen Effekt auf
beide Zelltypen hat und Th1- als auch Th2-gewichtete Immunantworten verstarken kann.

In vivo kénnte dies dazu fiithren, dass durch 17B-Ostradiol regulatorische Mechanismen iiber
eine verstirkte Aktivierung von T-Effektorzellen auBler Kraft gesetzt werden. Somit konnte
178-Ostradiol iiberschieBende Immunreaktionen sowohl Thl- als auch Th2-gewichtet be-
giinstigen, was ein Erklarungsansatz fiir die erhohte Neigung von Frauen zu pathologisch
fehlgeleiteten Immunantworten ware. Zudem konnte es auch die Zyklusabhéngigkeit wie sie
in Asthma oder dem atopischen Ekzem beobachtet werden kann erkldren. Die premenstruelle
Exazerbation der Symptomatik kénnte mit den erhdhten 17B8-Ostradiol-Konzentrationen
dieser Zyklusphase zusammenhéngen, welche {liber einen stimulatorischen Effekt aktivierter
Antigenspezifischer T-Zellen zu einer Aggravation der Symptomatik beitragen. Uber eine
verstirkte Aktivierung von memory T-Zellen kénnte 17B-Ostradiol hingegen gleichzeitig zu
einer beschleunigten Klarung von Infektionen beitragen und somit die Pathogenkontrolle
verbessern.

Kontrir zu 17B8-Ostradiol konnte fiir Testosteron eine IL-13 Hemmung beobachtet werden.
Dies spricht fiir eine spezifische Hemmung von Th2-Zellen durch Testosteron und konnte
ein Erkldrungsansatz fiir die verminderte humorale Immunantwort beim mannlichen Ge-
schlecht sein.

In vitro Studien postulieren eine Hemmung der IgG und IgM Produktion von peripheren
mononukledren Blutzellen (PBMCs) durch Testosteron sowie eine Stimulation der IgG und
IgM Produktion durch Ostrogen. Dies unterstiitzt einen immunstimulatorischen Effekt von
178-Ostradiol auf Th2-Zellen und einen hemmenden von Testosteron [148-151].

In vivo werden diese Daten durch Studien gestiitzt, die hohere Konzentrationen der Antikor-

per Isotypen IgG sowie IgM in Frauen als in Méannern zeigen konnten [145-147]. Auch die
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Erhohung von IgE durch die Einnahme oraler Kontrazeptiva konnte durch einen stimulatori-
schen Effekt von 17B-Ostradiol auf T-Zellen miterklirt werden.

Eine Stimulation von Thl- als auch Th2-Zellen durch 17B8-Ostradiol wird auch durch ver-
gangene Studien gestiitzt, die ebenfalls in humanen als auch murinen CD4" T-Zellklonen
eine Stimulation von IFN-y und IL-4 in periovuldren bis Schwangerschaftskonzentrationen
zeigen konnten [176].

Ein weiteres Zytokin, welches unter 17B8-Ostradiol-Inkubation eine deutliche Erhéhung zeig-
te, war GM-CSF. GM-CSF ist ein Zytokin, welches von Th1-, Th2- und Th17-Zellen produ-
ziert wird und dem, wie bereits beschrieben, nach neuesten Studien, eine tragende Rolle in
Autoimmunerkrankungen zugeschrieben wird [448].

Gleichzeitig stimuliert es Th1- und Th2-Zellen [441], womit es in einer autokrinen oder pa-
rakrinen Wirkung ebenfalls zu einer Verstarkung dieser T-Zellsubpopulationen in physiolo-

gischer, wie auch pathologischer Weise beitragen konnte.

Stimulation der GM-CSF-Sekretion durch 178-Ostradiol — méglicher Hinweis auf die In-
duktion pathogener Thl- und Th17-Zellen
Die Sekretion von GM-CSF in Thl- als auch Th17-Zellen wird im murinen Modell parallel

in direkten Kontext zu ihrer Pathogenitit gesetzt. So konnten vergangene Studien im muri-
nen Modell der EAE zeigen, dass die Sekretion von GM-CSF fiir die Pathogenitét von so-
wohl Th1- wie auch Th17-Zellen von entscheidender Bedeutung ist. Die Neutralisierung von
GM-CSF zu Beginn der Krankheitssymptomatik kann das Fortschreiten der Erkrankung
sowie einen Riickfall verhindern [458].

Die Stimulation hoher GM-CSF Konzentrationen wie sie durch 178-Ostradiol-Inkubation zu
beobachten waren, kdnnte in vivo somit einen Risikofaktor fiir die Entstehung sowie Erhal-
tung von Autoimmunerkrankungen darstellen. Aufgrund des sich durch 17B-Ostradiol erge-
benden Zytokinprofils wire es moglich, dass 17B-Ostradiol sowohl pathogene Th1- als auch
Th17-Zellen induziert.

Pathogene Th17-Zellen sind charakterisiert durch niedrigere IL-17 und IL-10 Konzentratio-
nen, intermedidren Konzentrationen von IL-22 und hohe Konzentrationen an GM-CSF (Abb.
44). Damit stellen die durch 17B-Ostradiol erniedrigten IL-17, IL-22 und IL-10 Gehalte mit
gleichzeitiger Erhohung von GM-CSF, ein Zytokinprofil charakteristisch fiir pathogene
Th17-Zellen dar. Dies konnte auf die Induktion des pathogenen Th17-Zelltypes durch 1783-
Ostradiol hindeuten. 178-Ostradiol induziert somit ein Zytokinprofil in Gedichtnis T-Zellen
wie es pathogenen Th17-Zellen zugeschrieben wird.

Gleichzeitig ist die Induktion von GM-CSF ein amplifizierender Faktor fiir die Erhaltung
sowie Proliferation von Th17-Zellen, indem es wie bereits beschrieben, wiederum die IL-6

und IL-23 Sekretion dendritischer Zellen stimuliert. Eine hohe GM-CSF Sekretion steht
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somit in direktem Zusammenhang zu pathogenen Thl- und Th17-Zellen und wére unabhén-
gig von der Quelle der Sekretion ebenfalls ein begiinstigender Faktor fiir die Entstehung
pathogener Th17-Zellen. Die hohen, durch 178-Ostradiol induzierten GM-CSF Konzentrati-
onen konnten moglicherweise ein begilinstigender Faktor oder gar urséchlich fiir die Entste-

hung sowie Auspragung von Autoimmunerkrankungen beim weiblichen Geschlecht sein.
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Abb.44: Konzept der regulatorischen und pathogenen Th17 Zellen [modifiziert; basie-
rend auf [465] ]

Hemmung von Proliferation und IL-10-Sekretion von memory T-Zellen durch 17B-Ostradiol

Die Beobachtung, dass die IL-10 Produktion und die Proliferation der T-Zellen am signifi-
kantesten gehemmt wurden, lasst des Weiteren die Moglichkeit offen das zum einen entwe-

der spezifische IL-10 produzierende T-Zellen u. a. Treg-Zellen gehemmt wurden oder aber
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die IL-10 Sekretion der anderen T-Helferzellpopulationen gehemmt wurde. Dies hitte in
beiden Fillen eine verstirkt proinflammatorische Immunantwort zur Folge. Eine verstarkte
proinflammatorische Immunantwort durch 17B-Ostradiol und die erniedrigten IL-10 Kon-
zentrationen stellen wiederum einen Risikofaktor fiir pathologisch fehlgeleitete Immunant-

worten dar, konnen hingegen ebenfalls die Pathogenkontrolle verbessern.

Vergangene Studien zu 178-Ostradiol und memory T-Zellen

Vergangene Studie von Gilmore et al. in memory T-Zellen beschreiben eine Stimulation von
IL-10 sowie eine Inhibition von TNF-a in CD4" T-Zellklonen durch 178-Ostradiol in hohen
Dosen (3,6%10° M - 3,6¥10” M) [466]. Dies steht im Wiederspruch zur vorliegenden Studie,
welche eine Hemmung von IL-10 und wenig Effekt auf TNF-o durch 17B-Ostradiol feststel-
len konnte.

Ursachlich fiir die unterschiedlichen Effekte konnte die Arbeit mit T-Zellklonen im Gegen-
satz zu einer Gesamtpopulation von memory T-Zellen sein. In der Gesamt T-Zellpopulation,
mit der in der vorliegenden Studie gearbeitet wurde, befinden sich sowohl Thl-, Th2, Th17-,
Th22-Zellen als auch Tregs. Moglich wire, dass der 17B8-Ostradiol-Effekt auf unterschiedli-
che T-Zellpopulationen unterschiedlich ausgepragt ist. Schwichere Effekte konnten somit
iiberdeckt werden. Auch wire es moglich, dass eine gegenseitige Beeinflussung der ver-
schiedenen Zellpopulationen untereinander stattfindet.

Es wire moglich, dass beispielsweise IL-10 iiber eine proinflammatorische Zytokinsekretion
indirekt gehemmt wird. Die Hemmung somit durch eine gegenseitige Beeinflussung der T-
Zellsubpopulationen bedingt ist.

Gleichzeitig besteht die Option, dass eine weitere Konzentrationsabhidngigkeit besteht, da die
in der vorliegenden Studie verwendeten 17B-Ostradiol-Konzentrationen iiber denen der von
Gilmore et al. verwendeten Konzentrationen liegen. Wie bereits beschrieben induzieren pro-
inflammatorische Zytokine Aromatase, das Enzym das Androgene in Ostrogene konvertiert.
Eine lokale Inflammation konnte somit im Zusammenhang mit lokal stark erhdhten Ostro-
genkonzentrationen stehen. Das auf inflammatorische Faktoren produzierte 178-Ostradiol
konnte tiber eine Hemmung von IL-10 zur Verstiarkung der Immunantwort beitragen. Geht
man von diesem Zusammenhang aus, konnten unterschiedliche bis gegenldufige Effekte

durch unterschiedliche Konzentrationen von 178-Ostradiol erklirt werden.

Fazit: Proinflammatorische Wirkung von 178-Ostradiol auf memory T-Zellen

Die vorliegende Studie deutet darauf hin, dass zum einen sowohl ein stimulierender Effekt
von 17B-Ostradiol auf Thl- als auch Th2-Zellen besteht, zum anderen deutet die Verdnde-

rung des Zytokinprofils auf die Induktion pathogener Th17-Zellen durch 178-Ostradiol hin.
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Unabhingig vom Zelltyp induziert 178-Ostradiol ein proinflammatorisches Zytokinprofil in
memory T-Zellen und deutet auf einen stimulatorischen Effekt von 17B8-Ostradiol auf die
adaptive T-Zell-abhidngige Immunantwort hin. Dies konnte einen Erklarungsansatz fiir die
verbesserte Resistenz in Infektionen beim weiblichen Geschlecht darstellen, konnte hingegen
iiber Verlust von Toleranzmechanismen und Induktion pathogener T-Zellen auch die erhdhte
Préavalenz fehlgeleiteter Immunantworten erklaren.

Die Hemmung von IL-13 durch Testosteron deutet auf immunsupressiven Effekte von Tes-
tosteron und eine verminderte humorale Antwort in Ménnern hin. Dies konnte einen Erkla-
rungsansatz fiir die schlechtere Prognose von Mannern in Infektionskrankheiten liefern. Pa-
rallel kann auch das Risiko sowie die Auspriagung fehlgeleiteter Th2-gewichteter pathologi-

scher Immunantworten verringert werden.

7.2.6 Verdndertes Zytokinprofil in memory T-Zellen durch Leptin

Hemmung Th2-spezifischer Zytokine in memory T-Zellen durch Koinkubation von 178-

Ostradiol und Leptin

In memory T-Zellen war, dhnlich naiven T-Zellen, ebenfalls unter Koinkubation von 1783-
Ostradiol und Leptin der IL-13 Anteil erniedrigt und es zeigte sich ein hemmender Effekt auf
die Sekretion von IL-13. Dieser Effekt lie sich nicht unter Einzelhormoninkubation von
178-Ostradiol oder Leptin beobachten, was auf einen synergistischen Effekt von 178-
Ostradiol und Leptin hindeutet.

Dies steht im Gegensatz zu vergangener Studie von Lord et al. steht, welche einen hemmen-
den Effekt auf Th2-spezifische Zytokine durch Leptin postulierte [273]. Das Medium der
Studie von Lord et al. ist nicht ndher definiert, womit davon ausgegangen werden kann, dass
es sich nicht um speziell hormonreduziertes Medium gehandelt hat. Damit ist es wahrschein-
lich, dass sich ebenfalls 178-Ostradiol im Stimulationsansatz befunden hat. Somit wire es
moglich, dass es sich bei dem auf Leptin zuriickgefiihrten Effekt vielmehr um einen syner-
gistischen Effekt von 17B-Ostradiol und Leptin handelt.

In der vorliegenden Studie konnte auch keine IL-13 Hemmung durch Koinkubation von
Testosteron und Leptin gezeigt werden. Dies deutet auf einen spezifischen synergistischen
Effekt von 17B-Ostradiol und Leptin beziiglich einer Hemmung Th2-spezifischer Zytokine
hin.
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Kein stimulierender Effekt von Leptin oder der Koinkubation von 17B8-Ostradiol und Leptin

auf Thl-spezifische Zytokine in memory T-Zellen

Entgegen der IFN-y Induktion in naiven T-Zellen lie8 sich auf memory T-Zellen kein Effekt
auf die IFN-y Sekretion unter Koinkubation von 17B-Ostradiol und Leptin beobachten. Auch
Leptin alleinig hatte keinen Effekt auf die IFN-y Sekretion.

Dies steht im Gegensatz zu vergangener Studie von Lord et al., welche einen stimulierenden
Effekt von Leptin auf die IFN-y-Produktion zeigte (325). In vivo wird Leptin generell ein
Thl-stimulierender und Th2-supprimierender Effekt zugeschrieben [273, 285]. Leptin-
defiziente Mause sind gekennzeichnet durch eine verminderte Sekretion von IFN-y, TNF-a,
IL-2 und IL-18, wohingegen sie eine verstarkte Sekretion von IL-4 und IL-10 zeigen.

Bei der in der vorliegenden Studie verwendeten Zellpopulation, handelt es sich um Gesamt-
CD4" memory T-Zellen, wobei unbekannt ist, wie viele Th1-Zellen sich in der Population
befinden. Gleichzeitig muss man von einer gegenseitigen Beeinflussung der Zellsubpopula-
tionen untereinander ausgehen. Zytokine der einen T-Helferzellsubpopulation haben hem-
mende Wirkungen auf andere T-Helferzellsubpopulationen. Das Thl-spezifische Zytokine
IFN-y hemmt beispielsweise Th2-Zellen, wahrend das Th2-spezifische Zytokin IL-4 Thl-
Zellen hemmt. Je nach Spender und durchlaufenen Infektionen befinden sich unterschiedli-
che Anteile der verschiedenen Zellsubpopulationen unter den memory T-Zellen. Bei getrenn-
ter Betrachtung der Zellstimulation der einzelnen Spender lie3 sich in drei von vier Spendern
ein leicht stimulierender Effekt von Leptin auf die IFN-y-Sekretion in der vorliegenden Stu-
die beobachten. Moglicherweise besteht hier eine gewisse Abhdngigkeit vom Spender und
der Zusammensetzung der vorliegenden Zellpopulation beziiglich der IFN-y Induktion.

Der ausbleibende stimulierende Effekt auf die IFN-y-Produktion, wie er in anderen Studien
beobachtet wurde, konnte hingegen ebenfalls mit verwendetem Medium zusammen héngen.
Moglicherweise interagiert Leptin auch hier mit einem Kofaktor, welcher in hormonredu-
ziertem Medium nicht oder nur reduziert vorhanden ist.

Trotz ausbleibender Stimulation von Thl-spezifischen Zytokinen lieBe sich hingegen iiber
eine Langzeitexposition moglicherweise eine Erhéhung von IFN-y aufgrund verminderter
Hemmung von Thl-Zellen durch Th2-Zellen vermuten. Damit hétte Leptin einen indirekt
stimulierenden Effekt auf Thl-Zellen, was konform mit den aufgefiihrten in vivo Daten

waére.

Kein Effekt von Leptin alleinig auf IL-17-Sekretion in memory T-Zellen, hingegen antago-

nistischer Effekt unter Koinkubation mit 178-Ostradiol

Im Gegensatz zu naiven T-Zellen hatte die Einzelinkubation mit Leptin in memory T-Zellen

keinen Effekt auf IL-17. Dahingegen antagonisierte Leptin unter Koinkubation den hem-



7 Diskussion 179

menden Effekt von 17B-Ostradiol auf die IL-17 Sekretion und erhdhte IL-17 anteilig im Zy-
tokinprofil. Zudem erhohte Leptin unter Koinkubation IL-10 leicht und erniedrigte GM-CSF.
Die beobachteten Leptin-Effekte unter Koinkubation kdnnten fiir eine regulatorische Rolle
von Leptin unter den gegebenen Bedingungen sprechen. 17B8-Ostradiol induziert ein Zyto-
kinprofil, wie es pathogenen Th17-Zellen zugeschrieben wird, mit hohen Konzentrationen
GM-CSF und niedrigen IL-17 und IL-10. Die Aufhebung dieses Sekretionsmusters konnte
auf eine regulatorische Funktion von Leptin beziiglich der Induktion pathogener Th17-Zellen
durch 17B-Ostradiol hindeuten.

Eine andere Moglichkeit wire, dass das parallele Auftreten beider Hormone auf inflammato-
rische Bedingungen an epithelialen Barrieren hindeutet. Leptin wird vom Fettgewebe sezer-
niert, von dem sich 65% Normalgewichtiger Personen subkutan befindet. Hohe Leptin-
Konzentrationen kdnnten somit in Zusammenhang mit epithelialen Barrieren stehen. Hohe
178-Ostradiol-Konzentrationen konnen, wie bereits ausgefiihrt, in Zusammenhang mit in-
flammatorischen Bedingungen stehen. Hohe Leptin und 17B-Ostradiol Konzentrationen
konnten somit bevorzugt an epithelialen Barrieren unter inflammatorischen Bedingungen
auftreten. An epithelialen Barrieren kommt IL-17 eine gesonderte Rolle zu, wie im Folgen-

den ndher ausgefiihrt wird.

Rolle von IL-17 und méglicherweise Leptin an epithelialen Barrieren

Wie bereits beschrieben befinden sich 65% der Adipozyten subkutan. Mdglicherweise ist das
von diesen unter inflammatorischen Bedingungen sezernierte Leptin an der Steuerung der
Immunantwort an diesen Grenzflichen von Bedeutung. Speziell in der Haut scheint eine
verstarkte Pathogenitét von IL-17 auszugehen.

Abhingig von der Lokalisation kann somit eine Erhéhung von IL-17 durch 178-Ostradiol
und Leptin auch auf einen proinflammatorischen Effekt hindeuten. Unter Koinkubation war
zudem das Zytokin TNF-o, im Zytokinprofil erhoht, was mit IL-17 synergistische Wirkungen
entfalten kann [460, 461].

Studien beschreiben zwar eine entscheidende Rolle von GM-CSF und untergeordnete Rolle
von IL-17 bei Erkrankungen wie EAE, hingegen ebenfalls eine gesonderte Rolle von IL-17
in der Haut. Eine Studie in IL-17 iiberexprimierenden Mausen stellte einen kaum merkbaren
Einfluss der IL-17 Uberexpression auf die Entwicklung der EAE sowie die generelle Ge-
sundheit fest [464], hingegen entwickelten diese Mause dennoch inflammatorische Anomali-
taten der Haut. So zeigte sich eine Hautgranulozytose sowie Entziindungen der Haut.

Dies spricht fiir eine gesonderte proinflammatorische Rolle von IL-17 in der Haut.

Eine Erhéhung von IL-17 unter Koinkubation von 17B-Ostradiol und Leptin kénnte somit
ebenfalls auf eine verstarkt proinflammatorische Immunantwort an dieser Lokalitdt hindeu-

ten.
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Gleichzeitig war ebenfalls TNF-a unter Koinkubation von 17B-Ostradiol und Leptin erhoht.
Dies ist besonders interessant, da TNF-a und IL-17 synergistische Wirkung an epithelialen
Barrieren entfalten konnen [460, 461]. Synergistische Wirkungen sind u. a. eine Hochregula-
tion von E- und P-Selektinen sowie Neutrophilen Chemokinen an Endothelien. Die Folge ist
eine verstirkte Leukozyten-Transmigration. Die parallele Induktion dieser Zytokine durch
178-Ostradiol und Leptin konnte somit ebenfalls auf eine proinflammatorische Rolle dieser

beiden Hormone an epithelialen Barrieren hindeuten.

Erhohung von IL-22 durch Leptin unter Einzel- sowie Koinkubation mit 17B8-Ostradiol und

Testosteron

Zudem erhoht war das Zytokin IL-22 sowohl unter Koinkubation der Sexualhormone mit
Leptin als auch unter alleiniger Leptin-Inkubation. Auch IL-22 kommt eine besondere Rolle
an epithelialen Barrieren zu. Der Unterschied zwischen IL-17 und IL-22 ist, dass IL-22 im
Gegensatz zu IL-17 in Abwesenheit inflammatorischer Zytokine eine eher protektive Rolle
einnimmt [459]. In Anwesenheit weiterer proinflammatorischer Zytokine wie TNF-o und
IL-17 kann es hingegen synergistische proentziindliche Wirkungen entfalten [467].
Betrachtet man nun das Zytokinprofil, welches sich unter Koinkubation von 178-Ostradiol
und Leptin ergibt, zeigt sich ein Anstieg von TNF-a, IL-17 und IL-22. Somit ein proin-
flammatorisches Zytokinprofil in dem IL-22 proentziindliche Wirkung entfaltet.

Dahingegen war unter Koinkubation von Testosteron und Leptin nur der Anteil IL-22, nicht
aber der von IL-17 oder TNF-a erhoht. Damit induzierte Koinkubation von Testosteron und
Leptin ein primér antiinflammatorisches Zytokinprofil in dem IL-22 eine vermehrt protekti-
ve Rolle zukommt.

Auch Leptin alleinig zeigte ausschlielich eine Erhohung von IL-22, keinen Einfluss auf IL-
17 und eine Erniedrigung von TNF-a, was auf einen eher antiinflammatorischen Effekt von
Leptin alleinig hindeutet.

Der Betrachtung des Zytokinprofils kommt hierbei besondere Bedeutung zu, da sich eine
signifikante Proliferationshemmung durch 17B-Ostradiol zeigte, womit die ausschlieBliche
Betrachtung der Zytokinmenge aufgrund anzunehmender geringer Zellzahl nicht ausreichend
wire. Durch Koinkubation von Testosteron und Leptin oder Leptin alleinig kam es somit
primér zu einer Erhhung des protektiven IL-22. Unter Koinkubation von 17B-Ostradiol und
Leptin kam es zu einem proinflammatorischen Zytokinprofil mit Erhéhung von TNF-a, IL-
17 und IL-22.

Mbglich wire, dass hohe 17B-Ostradiol Konzentrationen in Zusammenhang mit proin-
flammatorischen Zustdnden stehen. Wie bereits ausgefiihrt wird Aromatase durch proin-
flammatorische Zytokine induziert. Wéhrend Leptin alleinig mdglicherweise keine proin-

flammatorische Wirkung entfaltet und vielmehr protektiv ist, dndert sich dies moglicher-
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weise unter inflammatorischen Bedingungen u. a. durch synergistische Wirkungen mit 1783-

Ostradiol, was zur Induktion der Zytokine IL-17, IL-22 und TNF-a. fiihrt.

Leptin, IL-22 und Psoriasis

In unserer Studie deutete sich nun ein stimulierender Effekt von Leptin auf IL-22 in memory
T-Helferzellen an. Dieser Effekt zeigte sich unter Einzelhormoninkubation sowie unter
Koinkubation von 178-Ostradiol oder Testosteron mit Leptin. Die Induktion von IL-22 durch
Leptin spricht fiir eine Rolle von Leptin an epithelialen Barrieren.

IL-22 ist ein Zytokin dessen Funktion u. a. in der Induktion der epithelialen innaten Immun-
abwehr liegt und dessen Rezeptorexpression sich ausschlieflich auf Gewebszellen be-
schrankt. Neben der Induktion antimikrobieller Peptide verstédrkt es ebenfalls die Proliferati-
on und Migration und inhibiert die Differenzierung von Keratinozyten.

Diese Verdnderungen der Keratinozyteneigenschaften spiegeln das klinische Bild von Pso-
riasis wieder, womit eine Beteiligung von IL-22 an dieser Erkrankung diskutiert wird [467,
468]. Weitere Hinweise auf eine Beteiligung von IL-22 an dieser Erkrankung ist die Be-
obachtung, dass sich hohe Konzentrationen von IL-22 in psoriatischer Haut sowie erhohte
Konzentrationen im Plasma von Psoriasis Patienten finden lassen. Hierbei korreliert die Ho-
he der IL-22 Konzentration im Plasma mit dem Schweregrad der Erkrankung [469].
Interessanterweise konnte unabhidngig davon ebenfalls gezeigt werden das Psoriasis durch
eine Hyperleptinemie gekennzeichnet ist [470]. Psoriasis ist somit gekennzeichnet durch
hohe Leptin als auch IL-22 Konzentrationen. Die vorliegende Studie zeigte eine Induktion
von IL-22 durch L. Interessanterweise erhoht Ubergewicht, welches mit erhohten Leptin-
Konzentrationen assoziiert ist das Risiko von Psoriasis um ein 4,5 Faches [218]. Durch eine
Erhohung von IL-22 ist Leptin mdglicherweise ein direkter kausaler Faktor fiir die erhohte

Préavalenz von Psoriasis in Ubergewichtigen.

Keine Proliferationshemmung durch Leptin in memory T-Zellen

Fiir Leptin ist eine Proliferationshemmung in memory T-Zellen beschrieben, welche hinge-
gen in der vorliegenden Studie nicht beobachtet werden konnte. Mdglich wére auch hier,
dass ein Leptin zugeschriebener Effekt auf einer synergistischen Wirkung von Leptin mit
einem weiteren Faktor, moglicherweise 178-Ostradiol, in normalem Medium zuriickzufiih-
ren ist.

In der vorliegenden Studie konnte nur eine Proliferationshemmung durch 178-Ostradiol beo-
bachtet werden. Diese konnte hingegen nicht durch Koinkubation von 17B-Ostradiol und
Leptin gesteigert werden. Hierbei wire moglich wire, dass 17B-Ostradiol in pharmakologi-
schen Konzentrationen bereits eine maximale Hemmung zeigte und somit ein weiterer Lep-

tin-Effekt iiberdeckt wurde. Gleichzeitig wire es moglich, dass es sich bei dem fiir die
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Proliferationshemmung verantwortlichen Kofaktor um einen weiteren unbekannten Faktor

handelt.

Fazit: Immunstimulatorische Rolle von 178-Ostradiol und Leptin an epithelialen Barrieren

und Th2-hemmender Effekt von Leptin

Zusammengefasst ldsst sich somit unter 17B8-Ostradiol und Leptin Inkubation eine Verschie-
bung des Zytokinprofils hin zu einer immunstimulatorischen Wirkung an epithelialen Barrie-
ren beobachten. Dies zeigte sich nicht unter alleiniger Leptin-Inkubation oder Koinkubation
von Testosteron und Leptin. Das konnte fiir eine synergistische Rolle von 178-Ostradiol und
Leptin an epithelialen Barrieren sprechen.

Wie bereits beschrieben lassen sich bis zu 65 % des Fettes Normalgewichtiger subkutan
finden. Moglicherweise dient es hier nicht nur zur Warmespeicherung sondern ebenfalls zur
Steuerung der Immunantwort und ist beteiligt an der epithelialen Barrierefunktion. Alleinig
induziert Leptin nur das eher als protektiv einzuordnende IL-22. Unter Koinkubation von
Leptin mit 17B-Ostradiol hingegen werden weitere proinflammatorische Zytokine wie TNF-
o und IL-17 induziert, welche wiederum die Wirkung von IL-22 in Richtung proinflammato-
rischer Effekte verdndern konnen [459]. IL-17 und IL-22 wiederum nehmen eine wichtige
Rolle an epithelialen Barrieren ein [459]. Eine Koinkubation von 178-Ostradiol und Leptin
induziert damit ein proinflammatorischen Zytokinprofil an epithelialen Barrieren.

Zudem ldsst sich fiir Leptin alleinig als auch unter Koinkubation eine IL-13 Hemmung be-
obachten. Diese konnte moglicherweise ursachlich fiir die verstirkte Assoziation zu intrinsi-
schem Asthma bei Adipositas sein [471, 472]. Die Th1-Stimulation durch Koinkubation von
178-Ostradiol und Leptin kdnnte weiter den stirkeren Zusammenhang von Asthma und
Ubergewicht im weiblichen Geschlecht erkliren.

Im Gegensatz zum weiblichen Geschlecht, dem generell eine starkere Immunantwort zuge-
schrieben wird, ist Adipositas durch eine in Teilen erhohte Infektanfalligkeit gekennzeichnet
[207]. 17B-Ostradiol hat sowohl das Th1-spezifische Zytokin IFN-y als auch das speziell fiir
die humorale Immunantwort wichtige Th2-spezifische Zytokin IL-13 induziert. Dies konnte
ursdchlich fiir die verbesserte Immunantwort des weiblichen Geschlechts unabhingig vom
Pathogen sein.

Leptin zeigte hemmende Effekte auf Th2- und einseitig stimulierende Effekte auf Thl-
spezifische Zytokine, womit eine inaddquate humorale Immunantwort einhergehen konnte.

Dies konnte mitursdchlich fiir die erhdhte Infektanfalligkeit bei Adipositas sein.
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7.3 Bedeutung der Analyse extrinsischer und intrinsischer immunmodulatorischer

Faktoren

Aktuell riickt die Thematik der sogenannten individualisierten Medizin immer mehr in den
Vordergrund. Das Ziel dieser ist es, dem Patienten nach individuellen Gegebenheiten, zu
denen intrinsische Faktoren aber auch Umwelteinfliisse gehoéren, ein maBgeschneidertes
Praventions- und Therapieverfahren zu entwickeln. Dabei sollen die Nebenwirkungen von
Arzneien minimiert werden und in Folge ein deutlich verbesserter Therapicerfolg erzielt
werden.

Die vorliegende Arbeit zeigt die Bedeutung dieses Therapieansatz auf, indem sie darlegt,
dass sowohl extrinsische Faktoren, u. a. die verdnderten Umweltbedingungen der Urbanisie-
rung, als auch verschiedene intrinsische Faktoren (z. B. Hormone) Einfluss auf die Immun-
antwort nehmen und somit Risiko- und Auspragung bestimmter Erkrankungen beeinflussen
konnen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Ozon im Zusammenhang mit der
Pollenallergenitat steht. Damit kann angenommen werden, dass ein verdndertes Risiko einer
Sensibilisierung gegeniiber dem Pollen als auch eine verdnderte Symptomatik unter veran-
derten Ozonbedingungen besteht. Niedrigere Ozonkonzentrationen, wie sie eher in Stiadten
zu finden, stehen hierbei mit héheren Konzentrationen an PGE,-kreuzreaktiven Substanzen
und einer verstirkten Th1-Hemmung in Verbindung. Sie begiinstigen somit eher eine Th2-
gerichtete, allergiefordernde Immunantwort, also die Sensibilisierung oder Allergieentste-
hung. Hohe Ozonkonzentrationen, wie sie eher auf dem Land zu finden und aufgrund des
Klimawandels verstirkt in den nachsten Dekaden zu erwarten sind, stehen dahingehend iiber
eine hohere immunstimulatorische Kapazitiat und hohere Allergengehalte mit einer Aggrava-
tion der Symptomatik in Verbindung. Hohere Allergengehalte fiihren zu einer verstiarkten
Aktivierung von Mastzellen, haben damit in der Frithphase, mit Ausschiittung kurzlebiger
Mediatoren wie Histamin, eine verstirkte Soforttypsymptomatik zur Folge. Diese wurde in
der vorliegenden Studie in der Pricktestung in Form einer grofleren Quaddelbildung sichtbar.
In Folge kann gleichzeitig eine verstarkte Spatphase mit hoherer Rekrutierung von Leukozy-
ten, wie Neutrophilen Granulozyten, Eosinophilen Granulozyten und Th2-Zellen angenom-
men werden.

Parallel kann angenommen werden, dass durch Ozon in Pollen auch verstarkt Allergen-
unabhingige chemoattraktische Faktoren gebildet werden, welche ebenfalls zu einer ver-
starkten Migration von Neutrophilen Granulozyten beitragen. Ein Effekt der in den Migrati-
onsassays mit Neutrophilen Granulozyten von Nicht-Atopikern sichtbar wurde.
,,Hoch-Ozon“ belastete Pollen wiirden somit {iber zwei Wege zur verstirkten Rekrutierung

von Leukozyten beitragen. Zum einen direkt iiber Allergen-unabhédngigen Faktoren aus Pol-
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len und zum anderen indirekt {iber hohere Allergengehalte, welche zur verstiarkten Mast-
zellaktivierung und somit zur Verstdrkten Rekrutierung beitragen.

Auch B-Zellen werden durch Antigen-Aktivierung zur weiteren IgE Synthese angeregt und
IgE ist ein positiver Regulator der FceR-Expression. Geht man von einer dauerhaften Expo-
sition mit ,,Hoch-Ozon* belasteten Pollen aus, kdnnte dies somit zu einer deutlichen Aggra-

vation der Symptomatik im Vergleich zu ,,Niedrig-Ozon* belasteten Pollen fiihren.

Der zweite Teil der vorliegenden Studie konnte weiter zeigen, dass ebenfalls intrinsische
Faktoren wie Sexualhormone, aber auch Adipokine, Einfluss auf die Immunantwort besitzen.
Es konnte beobachtet werden, dass das Ostrogen 17p-Ostradiol zur Induktion eines proin-
flammatorischen Zytokinprofils fiihrt und tolerogene Wirkungen vermindert. Damit sind
Hinweise gegeben, dass fiir das weibliche Geschlecht, ein erhohtes Risiko fiir fehlgeleitete
Immunantworten besteht. Die Ergebnisse der vorliegenden Studie in memory T-Zellen deu-
ten hingegen ebenfalls an, dass nicht nur die Sensibilisierung begiinstigt, sondern ebenfalls
die Symptomatik durch 17p-Ostradiol verstirkt wird.

Des Weiteren konnte eine synergistische Wirkung von 17B-Ostradiol mit dem Adipokin
Leptin beobachtet werden. Hohere Leptinkonzentrationen in Frauen kdnnten somit mitver-
antwortlich fiir die unterschiedlichen Immunantworten zwischen den Geschlechtern sein.
Zudem konnte hypothetisiert werden, dass Adipokine unterschiedliche Risikofaktoren im
maénnlichen und weiblichen Geschlecht darstellen und Adipositas das Risiko fiir fehlgeleitete
Immunantworten im weiblichen Geschlecht nochmals erhdht.

In der Gesamtheit besteht eine Vielzahl von Einflissen auf das Immunsystem. Fraglich
bleibt hingegen wie diese zusammenwirken. Eine interessante Fragestellung in diesem Zu-
sammenhang ist u. a. wie Adipositas, in der das Thl-stimulierende Adipokin Leptin erhoht
ist, die Entwicklung Th2-dominierter Erkrankungen beeinflusst. Interessanterweise konnte
gezeigt werden, dass die Produktion von IgE bei adipésen Frauen im Vergleich zu normal-
gewichtigen Frauen erhoht ist [473]. Eine Beobachtung, die fiir das Zusammenwirken meh-
rerer intrinsischer Faktoren spricht. Das in Adipositas erhohte Leptin wird hingegen verstarkt
mit einer Thl-gewichteten Immunitétslage in Verbindung gebracht [273, 285]. Dieser Zu-
sammenhang wiirde zunichst gegen eine Erhohung der IgE Konzentration in adipdsen Frau-
en sprechen und wirft die Frage auf, wie mehrere intrinsische Faktoren in Entstehung als
auch Auspragung bestimmter Erkankungen zusammenwirken. In der vorliegenden Studie
konnte gezeigt werden, dass Leptin synergistische Wirkungen mit dem Ostrogen 17p-
Ostradiol entfalten kann und dessen Wirkung verstirkt. Moglich wire somit, dass obwohl
Leptin alleinig einen Thl-stimulierenden Effekte hat - sofern bereits eine Th2-dominierte
Erkrankung und erhéhte Ostrogen-Konzentrationen vorliegen - iiber eine Verstirkung des

Ostrogen-Effektes auch Th2-dominierte Erkrankungen aggraviert werden.
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Dies ist ein Beispiel fiir ein Zusammenwirken mehrerer Faktoren, welches deutlich macht,
dass eine parallele, detaillierte und umfassende Analyse extrinsischer als auch intrinsischer
Faktoren nétig ist, um individuelle Risikoeinschatzungen fiir Erkrankungen differenziert
nach Entstehung als auch Auspriagung vorzunehmen und zu beurteilen. Bei Erhebung und
Betrachtung moglicher Risikofaktoren und Prognosen fiir zukiinftige Ereignisse kommt der

parallelen Analyse beider Bereiche eine mafigebliche Bedeutung zu.
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9 Anhang

9.1  Reagenzien

Reagenz

Bezugsquelle

“Non-essential Amino Acids”

Gibco /Invitrogen, Paisley, Schottland

10x D-PBS w/o Ca/Mg

Gibco/Invitrogen, Paisley, Schottland

17p-Ostradiol

Sigma-Aldrich, Miinchen

2-Mercapto-Ethanol

Sigma, Miinchen

2-Propanol

Merck, Darmstadt

Chamber; 3um)

96-Well Migrationsplatten (96-well Microplate

NeuroProbe, Gaithersburg, USA

ABTS

Roche Diagnostics, Mannheim

Albumin from bovine serum (BSA)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Anti-Human IgE

DakoCytomation, Hamburg

Aqua ad injectabilia

Laboratori Diaco Biomedicali, Trieste, Italien

autoMACS rinsing solution

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

autoMACS running buffer

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

CD14" micro-beads (human)

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

CD4" T cell isolation kit IT (human)

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Citrat-monohydrate

Merck, Darmstadt

Citric acid (0,1 M)

Merck, Darmstadt

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Merck, Darmstadt

D-PBS + Mg/Ca

Gibco /Invitrogen, Paisley, Schottland

D-PBS w/o Mg/Ca

Gibco /Invitrogen, Paisley, Schottland

EDTA (0,5 M, pH 8,0)

Gibco/Invitrogen, Paisley, Schottland

Ethanol absolute

Merck, Darmstadt

Gentamycin

Gibco/Invitrogen, Paisley, Schottland

H,0,

Sigma-Aldrich, Miinchen
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H,S0O,

Merck, Darmstadt,

Heparin-Natrium 250.000U

Ratiopharm, Ulm

Human IgE, Myeloma

Merck/Calbiochem, Darmstadt

Human serum

Gibco /Invitrogen, Paisley, Schottland

Leptin Sigma-Aldrich, Miinchen
L-Glutamin Gibco /Invitrogen, Paisley, Schottland
Lymphoprep FreseniusKabiNorge AS, Oslo, Norway

Naive T cell isolation kit (human)

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

NaNj; (sodium azide)

Merck, Darmstadt

Na-Pyruvat

Gibco /Invitrogen, Paisley, Schottland

Penicillin-Streptomycin

Gibco /Invitrogen, Paisley, Schottland

Perfusor syringes

Braun, Melsungen

PGE, (10'2M) Cayman Chemical, Tallinn, Estonia
pNAG Sigma, Miinchen
Propidiumiodide (PI) Sigma, Miinchen

rh GM-CMSF (5x10°)

ImmunoTools, Friesoythe

rth IL-4 (5x10°)

ImmunoTools, Friesoythe

RPMI 1640 + L-Glutamin

Gibco /Invitrogen, Paisley, Schottland

SCF

Preprotech, Hamburg

Sodium pyruvat

Gibco /Invitrogen, Paisley, Schottland

StemPro-34 Medium inkl. Supplement

Invitrogen, San Diego

Streptavidin-horseradish peroxidase

R&D GE Healthcare UK limited, Wiesbaden

Testosteron

Sigma-Aldrich, Miinchen

Tetramethylbenzidin (TMB)

Fluka, (Sigma-Aldrich) Miinchen

Trypanblue 0.4% solution

Gibco /Invitrogen, Paisley, Schottland

Trypsin 0.05% EDTA

Sigma, Miinchen

Tween 20 detergent

Calbiochem, San Diego

Tyrodes Salt

Sigma, Miinchen

Ultra pure LPS

Invitrogen, San Diego
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Antikorper und ELISA Kits

Antikorper/ELISA-Kit

Bezugsquelle

Anti-CCR7 PE

BD Biosciences, Heidelberg

Anti-CD3 (anti-human)

BD Biosciences, Heidelberg

Anti-CD28 (anti-human)

BD Biosciences, Heidelberg

Anti-CDla PE

eBioscience, Alasdar Stewart, UK

Anti-CD4 FITC

BD Biosciences, Heidelberg

Anti-CD14 FITC

eBioscience, Alasdar Stewart, UK

Anti-CD25 PE

BD Biosciences, Heidelberg

Anti-CD40 FITC

BD Biosciences, Heidelberg

Anti-CD80 FITC

BD Biosciences, Heidelberg

Anti-CD83 PE

eBioscience, Alasdar Stewart, UK

Anti-CD86 APC

BD Biosciences, Heidelberg

Anti-HLA-DR APC

eBioscience, Alasdar Stewart, UK

ELISA kit (IL-12p70, IL-6)

eBioscience, Alasdar Stewart, UK

ELISA kit (IL-10, GM-CSF)

BD Biosciences, Heidelberg

ELISA kit (IL-17, IL-22, IFN-y, TNFa)

R&D Systems, Wiesbaden

Mouse IgG1 FITC

BD Biosciences, Heidelberg

Mouse IgG1 PE

BD Biosciences, Heidelberg

Mouse IgG1 APC

BD Biosciences, Heidelberg
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9.3

Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Bezugsquelle

AnaeroGen packages

Oxoid Ltd., Basingstoke, Hampshire, England

Clustertubes 1.2ml

Abgene, Surrey, UK

Cryotubes 1.8ml

Nunc, Roskilde, Ddnemark

EDTA-Monovettes

Sarstedt, Niimbrecht

Falcon tubes 15ml

Becton Dickinson, NJ, USA

Falcon tubes 50ml

Becton Dickinson, NJ, USA

Heatsealing paper

Perkin Elmer, Rodgau-Riidesheim

Maxi sorp plates (96 well)

Nunc, Roskilde, Ddnemark

MeltiLex TMA (B-counter)

Perkin Elmer, Rodgau-Riidesheim

Printed Filtermat (B-counter)

Perkin Elmer, Rodgau-Riidesheim

Petri Dish

Greiner bio-one, Frickenhausen

Pipette tips

Sarstedt Eppendorf, Newton, USA

Pipettes (1, 5, 10, and 25 ml)

Greiner bio-one, Frickenhausen

Printed Filtermat (B-counter)

Perkin Elmer, Rodgau-Riidesheim

Serum monovettes

Sarstedt, Niimbrecht

Sterile filter (0.22; 0.45 pm)

Millipore express, Cork, Ireland

Sterile filter device (250ml, 500ml)

Millipore, Billerica, USA

Tissue culture flask (175 cm?, 650ml)

Greiner bio-one, Frickenhausen

Tissue culture plates (96 well; 24 well, 6well)

flat/U-bottom

Sarstedt, Niimbrecht

Uvette 50-2000 microliter; 220-1600 nm

Eppendorf, Hamburg
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94 Medien

Alle Medien und Puffer wurden steril filtriert und bei 4°C gelagert.

Medium

HU-DC
Medium

50 ml FCS (Fetal Bovine Serum)

2,5 ml Gentamycin (10M)

5 ml L-Glutamin (200mM)

450 ml RPMI (+L-Glutamin)

Hormonreduziertes

Proliferationsmedium

5 ml L-Glutamin (200mM)

25 ml CDT FCS

500 pl 2-Mercaptoethanol

5,6 ml Sodium-Pyruvate

5,6 ml Non-essential Amino Acids

5 ml Penicillin-Streptamycin

450 ml IMDM

Migrationsmedium

240 ml RPMI Medium

1,2 ml BSA (Sigma A 8412; 0,5%)

2,5 ml P/S

2,5 ml Glutamin

2,8 ml Non essential Aminoacids

2,8 ml Natriumpyruvat
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9.5  Gerite
Ger:iit Hersteller
AutoMACSpro Miltenyi biotec, Bergisch Gladbach

Bio Photometer

Eppendorf, Hamburg

Zentrifuge

Thermo scientific, Schwerte

Zentrifuge Megafuge 1.0R

Heraeus, Hanau

ELISA-Reader Mrx tc revelation

Thermo Labsystems, Chantilly, VA, USA

FACSCalibur

Becton Dickinson Heidelberg

Microscope Axiovert

Zeiss, Jena

Multichannel Pipetten

Eppendorf, Hamburg

Pipettes with disposable tips

Eppendorf, Hamburg

Shaker Titramax 100

Heidolph, Schwabach

Water quench Typ1003

GFL, Burgwedel
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