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V.

Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der durchflusszytometrischen
Charakterisierung von y/d T-Zellen und NKT-like Zellen aus induziertem Sputum und
PBMCs im Kontext allergischer Atemwegserkrankungen.

y/® T-Zellen und NKT-Zellen haben Schnittstellenfunktionen zwischen adaptiver und
innater Immunantwort inne. Ihre Anreicherung in der Lunge als immunologische
Grenzflache sowie die Tatsache, dass beide Zellarten allergischer Individuen durch
Pollenbestandteile stimuliert werden kdnnen, implizieren ihre Beteiligung an der
Immunopathologie allergischer Atemwegserkrankungen. Die Rolle von y/d T-Zellen
und NKT-Zellen in allergischen Atemwegserkrankungen, ihre komplexen Funktionen

inkludierend, ist noch nicht abschlielRend geklart und wird teils kontrovers diskutiert.

Als Allergie bezeichnet man eine spezifische, immunologisch vermittelte und
pathogene Uberempfindlichkeitsreaktion  des Immunsystems  gegenuber
Umweltstoffen. Allergische Rhinitis und allergisches Asthma sind in Deutschland mit
15,6% bzw. 8,7% die atopischen Erkrankungen mit der hochsten Lebenszeitpravalenz,
welche die Lebensqualitéat Betroffener mitunter stark beeintrachtigen kénnen. Die
allergenspezifische Immuntherapie (AIT) bewirkt durch wiederholten Allergenkontakt
die Induktion von Immuntoleranz und ist bis heute die einzige krankheitsmodifizierende

Therapiemoglichkeit von Allergien.

In dieser Arbeit erfolgte innerhalb eines Jahres wahrend (In-Season) und aul3erhalb
(Off-Season) der Graserpollenflug-Saison die durchflusszytometrische
Charakterisierung von folgenden T-Zell-Subpopulationen: NKT-like Zellen, y/& T-
Zellen; CD27+ und CD27- y/d T-Zellen, CD25+ T-Zellen. Zu diesem Zweck wurden die
aus Blut und Sputum gewonnen Zellen mithilfe von acht gegen verschiedene
Oberflachenmarker der Zellen gerichteten Antikbrpern gefarbt und anschlieRend
analysiert. Dies ermoglichte die Exploration immunologischer Unterschiede auf
systemischer und lokaler Ebene des Entziindungsgeschehens. Zusatzlich erfolgte
auch die Erhebung von klinischen Daten (MiniRQLQ, Lungenfunktionstest) und die
Messung von allergisch-entzindlichen Parametern (IgE, eosinophile Granulozyten).

In-Season nahmen 57 und Off-Season 55 Probanden an unserer Studie teil. Diese
unterteilten sich in Kontrollprobanden (n=21 i.s./21 o.s.), allergische Rhinitiker ohne

Immuntherapie (n=12 i.s./11 o.s.), allergische Rhinitiker mit Immuntherapie (n=11

14



I.s./10 o.s.), allergische Asthmatiker ohne Immuntherapie (n=7 i.s./7 0.s.) und

allergische Asthmatiker mit Immuntherapie (n=6 i.s./6 0.S.).

Insgesamt hat sich gezeigt, dass Sputum in Bezug auf allergische
Atemwegserkrankungen einen hohen Stellenwert besitzt. Folgende T-Zell-
Subpopulationen zeigten einen hoheren prozentualen Anteil im Sputum als in den
PBMCs: CD25+ T-Zellen (9,8 -fach), y/d T-Zellen (72,9-fach), CD27- y/d T-Zellen (2-
fach) und NKT-like Zellen (15,3-fach).

Der Effekt von allergenspezifischer Immuntherapie auf NKT-like Zellen und y/d T-
Zellen ist im Sputum sichtbar und lasst Ruckschlisse auf einen regulatorischen
Einfluss auf diese Zellreihen zu. Wir konnten einen statistisch signifikanten Effekt
hinsichtlich der Immuntherapie in der Untersuchung der Zusammenhénge zwischen
NKT-like und CD25+ T-Zellen im Sputum zeigen, aufgrund dessen wir auf eine
Aufhebung des in der Literatur beschriebenen zytotoxischen Effekts der NKT-like
Zellen auf CD25+ T-Zellen in Allergikern durch die Immuntherapie schliel3en. Die
Interaktion zwischen NKT-Zellen und regulatorischen T-Zellen in allergischen
Atemwegserkrankungen ist besonders in Bezug auf die durch Immuntherapie

expandierenden regulatorischen T-Zellen von groRem Interesse.

In der vorliegenden Arbeit wurden unseren Wissen nach zum ersten Mal aus Sputum
gewonnene humane CD27+ und CD27- y/d T-Zellen im Setting allergischer
Atemwegserkrankungen untersucht. Die in der Literatur beschriebene duale Rolle von
y/® T-Zellen weist auf funktionell unterschiedliche Subpopulationen hin. Wir konnten
CD27+ und CD27- y/& T-Zellen im Sputum nachweisen und somit zwei
Subpopulationen der y/& T-Zellen beschreiben, welche aufgrund ihres
Verteilungsmuster zwischen den Kohorten und in Verbindung mit dem aktuellen
Wissensstand der Forschung auf einen ,proallergischen CD27- und einen

»antiallergischen“ CD27+ Phanotyp der y/d T-Zellen schliel3en lassen.
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1 Einleitung

Immuntoleranz gegenuber korpereigenen und harmlosen Antigenen ist eine der
Schlusselfunktionen unseres Immunsystems und bewahrt uns vor chronischen
Entziindungen und Gewebeschaden. Hierbei spielen viele verschiedene Zellarten und
regulatorische Mediatoren eine Rolle. Es besteht ein sensibles Gleichgewicht
zwischen pro- und antiinflammatorischen Prozessen. Kommt dieses Gleichgewicht
durcheinander, konnen sowohl allergische Erkrankungen als auch eine Vielzahl

anderer Erkrankungen die Folge sein.

1.1 Definition, Pravalenz und soziodkonomische Aspekte

Unter Allergie versteht man eine spezifische, immunologisch vermittelte, krank
machende Uberempfindlichkeit gegeniiber harmlosen Antigenen aus der Umwelt.
Diese werden als Allergene bezeichnet und l6sen bei sensibilisierten Personen

typische, mit entziindlichen Prozessen einhergehende, Symptome aus.

Allergien werden anhand ihres Pathomechanismus nach Coombs und Gell (1963) in
vier verschiedene Typen eingeteilt: Typ-I-Allergie (Sofort-Typ), Typ-llI-Allergie
(Zytotoxischer Typ), Typ-lll-Allergie (Immunkomplex-Typ) und Typ-IV-Allergie (Spat-
Typ) (Coombs and Gell 1963). Die Typ-I-Allergie vom Sofort-Typ ist IgE-vermittelt. Ihr
sind auch die allergische Rhinokonjunktivitis und das allergische Asthma sowie die

Anaphylaxie zuzuordnen (Murphy and Weaver 2018g).

Der Beginn von Allergien ist haufig friih z. B. im Kleinkindalter. Allergien verringern in
ihrer chronischen Form zum Teil drastisch die Lebensqualitat der Betroffenen. In Form
von Berufserkrankungen — z. B. Berufsasthma oder Kontaktekzem — kdnnen sie auch
eine Bedrohung fur die Existenzgrundlage darstellen. In den schlimmsten Fallen akuter
Verlaufe, also beispielsweise beim Auftreten einer Anaphylaxie oder eines schweren
Asthmaanfalls, kénnen allergische Erkrankungen sogar einen letalen Ausgang haben
(Klimek, Vogelberg, and Werfel 2019a).

Atopie bezeichnet die multigenetische Determination, bei aerogenem, okularem,

kutanem oder gastrointestinalem Kontakt mit Umweltstoffen mit einer erh6hten IgE-
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Bildung zu reagieren. Zirka 50% der westlichen Weltbevdlkerung sind fur mindestens

ein Umweltantigen sensibilisiert (Murphy and Weaver 2018g).

Atopie wird klinisch Uber einen positiven Skin-Prick-Test (SPT) definiert unabhéngig
vom Vorliegen allergischer Symptomatik. Atopie bezeichnet eine erhohte
Pradisposition des Organismus und sie ist kein Synonym fur die Typ-I-Allergie, diese
wiederum kann als klinische Manifestation der Uberwiegenden Typ 2 Immunantwort
auf Umweltstoffe gesehen werden. Zu den klassischen atopischen Erkrankungen
gehoren das allergische Asthma, die allergische Rhinokonjunktivitis und die atopische
Dermatitis. (Justiz Vaillant AA, Modi P, and A. 2022 Jul 8; Everson et al. 2015; Rouhos
et al. 2008; Heinzerling et al. 2013)

Viele junge Patienten scheinen eine festgelegte ,Allergikerkarriere® zu haben. Die
Entwicklung von Nahrungsmittelallergien, allergischem Asthma und allergischer
Rhinokonjunktivitis auf dem Boden einer atopischen Dermatitis wird als ,atopischer
Marsch® bezeichnet (Spergel and Paller 2003; Klimek, Vogelberg, and Werfel 2019a).
Abbildung 1 zeigt die Pravalenz atopischer Erkrankungen sowie deren zeitliches
Auftreten im Kindes- / Jugendalter (Horak 2016).

Pravalenz

Nahrungsmittelallergie

0 1 3 7 15 Jahre

Abbildung 1: Atopischer Marsch — Mit freundlicher Genehmigung modifiziert nach Horak F., Padiatrische
Allergologie — Was gibt es Neues?, Clinicum Pneumo 2016, 2/16, mit freundlicher Genehmigung von Horak F.
Abgerufen am 31.01.2022 https://medonline.at/175897/2016/paediatrische-allergologie/ (Horak 2016)

Bei 22,9 % (95 %KI 22,0-23,7 %) aller Kinder wird im Alter zwischen 0-17 Jahren
mindestens eine atopische Erkrankung festgestellt. Die Pravalenz in Deutschland
betrug im Jahr 2007 laut KiGGS fir 0- bis 17-Jahrige 4,7 % fur allergisches Asthma
und 10,7% fur allergische Rhinitis (Schlaud, Atzpodien, and Thierfelder 2007). Jungen
unter 14 Jahren sind haufiger betroffen als Madchen, bis zur Volljahrigkeit gleicht sich

diese Differenz jedoch aus (Thamm et al. 2018). Sind beide Eltern von Atopie
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betroffen, hat das Kind ein Risiko von 40-60% eine IgE abhangige allergische
Erkrankung zu entwickeln, bei nicht atopischen Eltern liegt das Risiko fuir das Kind bei
nur 10% (Murphy and Weaver 2018g).

Allergische Rhinitis und allergisches Asthma sind mit 15,6 % bzw. 8,7 % die atopischen
Erkrankungen mit der hochsten Lebenszeitpravalenz bei Erwachsenen.  Aus
sozioOkonomischer Sicht stellen allergische Rhinitis, allergisches Asthma und
Neurodermitis, aufgrund ihrer Haufigkeit und Verursachung direkter sowie indirekter
Kosten, ein groRes Problem dar. Direkte Kosten entstehen durch Medikation,
ambulante Behandlung und Krankenhausaufenthalte, indirekte Kosten zum Beispiel
durch Krankheitstage oder verminderte Arbeitsleistung.(Klimek, Vogelberg, and Werfel
2019b, c)

Eine Auswertung der statistischen Daten von Eurostat und Eurofound durch Zuberbier
et al. zeigt, dass sich die indirekten Kosten in der EU auf 55 bis 151 Milliarden Euro
pro Jahr belaufen. Dies entspricht jahrlich 2.405 € pro unbehandelten allergischen
Patienten. Durch eine adaquate Therapie wirden sich bis zu 142 Milliarden Euro
einsparen lassen — siehe Tabelle 1. (Zuberbier et al. 2014)
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Tabelle 1: Jahrliche sozio-6konomische Kosten durch nicht therapierte allergische Erkrankungen in der EU

(Zuberbier et al. 2014)

Angenommene
Pravalenz relevanter
allergischer
Erkrankungen von 20%,
10% Beeintrachtigung

Angenommene
Pravalenz relevanter
allergischer
Erkrankungen von 20%,
20% Beeintrachtigung

Angenommene
Pravalenz relevanter
allergischer
Erkrankungen von 35%,
20% Beeintrachtigung

Jahrliche Kosten pro Arbeitnehmer durch

) 528 € 528 € 528 €
Abwesenheit
Jahrliche Kosten pro Arbeitnehmer durch
. 845 € 1690 € 1690 €
Prasentismus
Gesamte jahrliche Kosten pro
1373 € 2218 € 2218 €
Arbeitnehmer
Anzahl der Arbeitnehmer mit allergischen . . .
44 Millionen 44 Millionen 76 Millionen
Erkrankungen
Anzahl der Arbeitnehmer mit nicht adaquat o . .
40 Millionen 40 Millionen 68 Millionen

therapierten allergischen Erkrankungen

Gesamte allergiebedingte Kosten 54,9 Milliarden € 88,7 Milliarden € 150,8 Milliarden €

Zuséatzliche Kosten durch

Leitliniengerechte Therapie der bisher nicht 5 Milliarden € 5 Milliarden € 8,5 Milliarden €
adaquat Therapierten
Gesamtes Einsparungspotential 50 Milliarden € 84 Milliarden € 142 Milliarden €

Quelle: Mit freundlicher Genehmigung modifiziert und ins Deutsche ibersetzt nach Zuberbier T, Lotvall
J, Simoens S, Subramanian SV, Church MK. Economic burden of inadequate management of allergic diseases in
the European Union: a GA2LEN review. Allergy 2014; 69: 1275-1279.

1.2 Typ-I-Allergie, IgE-vermittelte Sofortreaktion

Die Allergie vom Sofort-Typ wird in zwei Phasen eingeteilt: die Sensibilisierungsphase
und die Effektorphase. Erstere stellt die Grundlage fiir die zweitere dar und ist somit
essenziell fur

die Entwicklung von Allergien. Abhéngig von Allergen und

Expositionsdauer konnen saisonale (z. B. Pollen) und perenniale (z. B.

Hausstaubmilbe, Tierepithelien) Allergien unterschieden werden.

In der Sensibilisierungsphase nehmen in der Mucosa gelegene Antigen
prasentierende Zellen (Langerhanszellen und dentritische Zellen) Allergene auf und
prozessieren diese zu Allergenfragmenten. In sekundéar lymphatischen Organen, wie

z. B. Lymphknoten, MALT (Mucosa-associated lymphatic tissue) bzw. BALT
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(Bronchus-associated lymphatic tissue), werden die Allergenfragmente tber MHC-
Klasse-ll CD4+ naiven T-Zellen prasentiert. Durch die unterschiedlichen Bedingungen
im lymphatischen Gewebe kénnen die naiven T-Zellen sich entweder zu Typ-1-T-
Helferzellen (TH1-Zellen) oder zu Typ-2-T-Helferzellen (TH2-Zellen) entwickeln.
(Averbeck et al. 2007; Murphy and Weaver 2018q)

In einem von IL-12 und INFy gepragten Zytokinmilieu entwickeln sich vorwiegend TH1-
Zellen. Uberwiegen die Zytokine IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13, wird die naive T-Zelle zur
allergenspezifischen TH2-Zelle.(Murphy and Weaver 2018h)

Parallel dazu erfolgt die Antigenprasentation Uber allergenspezifische B-Zellen,
welche Uber den B-Zellrezeptor jeweils das dafir spezifische Allergen aufnehmen und
es anschlieRend allergenspezifischen TH2-Zellen prasentieren (Murphy and Weaver
2018h). Zwischen allergenspezifischer TH2-Zelle und B-Zelle kommt es zu einer
komplexen Interaktion. Allergenspezifische TH2-Zellen exprimieren auf ihrer
Oberflache den CD40-Liganden und produzieren u.a. IL-4 sowie IL-13, welche in der
B-Zelle zum Immunglobulin-Klassenwechsel hin zu IgE fuhrt. Die Folge dieser B-T-
Zellinteraktion ist die Aktivierung der B-Zellen und konsekutive Bildung von B-
Gedachtniszellen und Plasmazellen. (Murphy and Weaver 2018h; Averbeck et al.
2007)

Zusatzlich stimulieren IL-4, 1L-13 und CD40-L in der B-Zelle die Expression des
Oberflachenmolekiils CD23 (FceRIl) (Gould and Sutton 2008). Uber eine
Komplexbildung von CD23 mit IgE kdnnen B-Zelle Allergene aufnehmen und nach
Prozessierung wiederum MHC-Klasse-Il abhangig CD4+ T-Zellen prasentieren - man
spricht von der IgE facilitated antigen presentation (IgE-FAP). Durch die IgE-FAP ist
es moglich, dass jede CD23 tragende, aktivierte B-Zelle, ungeachtet ihrer Antigen-
bzw. Allergenspezifitat, als antigenprasentierende Zelle fur allergenspezifische TH2-
Zellen fungieren kann. Durch diesen Mechanismus kommt es auch zum ,epitope
spreading®“, durch welches immer mehr Epitope auf dem gleichen Allergen und
schlie3lich auch andere Allergene erkannt werden. Dies ist vermutlich ursachlich far
die Progression von einer singuléren hin zu einer multiplen Sensibilisierung. Zusatzlich
spielt CD23, welches sowohl in einer membrangebundenen als auch in einer l6slichen
Form vorkommt, eine wichtige Rolle flr die Regulation der IgE Produktion. (Gould and
Sutton 2008; Galli and Tsai 2012; Mudde, Bheekha, and Bruijnzeel-Koomen 1995)
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In Atopikern fihren die hohen IgE-Level durch die IgE-FAP dazu, dass bereits kleinste
Allergendosen zu einer Aktivierung von TH2-Zellen Uber aktivierte B-Zellen flhren
kénnen (Wilcock, Francis, and Durham 2006; van der Heijden, van Neerven, and
Kapsenberg 1995).

Die allergenspezifischen TH2-Zellen sezernieren unter anderem Zytokine, welche zur
Ausbildung und dem Erhalt der Allergie beitragen. Diese haben multiple Funktionen,
von welchen hier nur einige im Rahmen der Typ-2-Immunitat erwahnt seien: IL-4 flhrt
zusatzlich zum IgE-Isotyp-Klassenwechsel auch zu einer weiteren TH2-Polarisierung
(Murphy and Weaver 2018h). IL-5 spielt eine zentrale Rolle bei der Aktivierung und
Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten (Prussin and Metcalfe 2003). Eine
wichtige Funktion von IL-13 im Rahmen der allergischen Reaktion ist die Steigerung
der Mucusproduktion sowie Kontraktilitat der glatten Muskulatur in den Atemwegen
(Kondo et al. 2006; Chiba et al. 2009).

Plasmazellen, differenzierte B-Zellen, sezernieren allergenspezifisches IgE, welches
an die hochspezifischen Oberflachenrezeptoren (FceRI) von Mastzellen und
basophilen Granulozyten sowie an APZ bindet. Es konnte gezeigt werden, dass lokal
produziertes IgE sowohl einen allergieerhaltenden Effekt durch die Hochregulation des
FceRI Oberflachenrezeptors hat als auch zu einer verlangerten Lebensspanne der
Mastzellen im Gewebe fihrt. (Smurthwaite et al. 2001; Macglashan 2005; Prussin and
Metcalfe 2003)

Die Effektorphase, bei der IgE und Mastzellen eine Schlisselfunktion innehaben,
erfolgt nach der stattgefundenen Sensibilisierung und wird in eine Friihphase und eine
Spatphase gegliedert. Bei erneutem Kontakt mit dem Allergen kommt es zu einer

unmittelbaren Sofortreaktion.

Das Allergen bindet an die allergenspezifischen IgEs auf den Mastzellen und
basophilen Granulozyten und bewirkt eine Quervernetzung (,cross-linking“) dieser. Die
dadurch aktivierten Mastzellen und basophilen Granulozyten setzen praformierte
Entzindungsmediatoren aus zytoplasmatischen Granula frei. Histamin und andere
Mastzellmediatoren bewirken eine erhdhte Gefal3permeabilitdt, Vasodilatation,
erhdohte Mucusproduktion und eine Kontraktion der glatten Muskulatur in Lunge bzw.
Darm. Diese allergische Sofortreaktion tritt innerhalb weniger Sekunden bis Minuten

ein und kann je nach Gewebe, auf welches das Allergen trifft, unterschiedlich ausfallen
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(z. B. allergische Rhinokonjunktivits, allergisches Asthma, Urtikaria, Anaphylaxie).
Anschliel3end an die Friihphase beginnt die sogenannte Spéatphase, welche 2-12h
nach dem Allergenkontakt und der initialen Mastzellaktivierung stattfindet. Vermittelt
durch neu produzierte Zytokine, Lipidmediatoren und Wachstumsfaktoren aus den
Mastzellen kommt es zu einer zellularen Reaktion. So fuhren z. B. IL-4 und IL-5 zur
Einwanderung von eosinophilen Granulozyten und weiterer TH2-Zellen. Die
Freisetzung von u.a. Sauerstoffradikalen aus den toxischen Granula der rekrutierten
und aktivierten eosinophilen Granulozyten induziert Gewebeschaden. Die Spatphase
umfasst somit eine Vielzahl von Mechanismen, welche die Entziindung im Gewebe
unterhalten und eine Chronifizierung bedingen. (Averbeck et al. 2007; Galli and Tsai
2012; Murphy and Weaver 2018h)

Marshall et al. haben fir den komplexen Pathomechanismus der Allergie eine
treffende Zusammenfassung gefunden. Laut ihnen sind allergische Erkrankungen die
Folge einer systemischen immunologischen Dysfunktion mit lokalisierter oder auf ein

Kompartiment beschréankter Manifestation (Marshall 2000).

1.3 Allergische Rhinitis

Die Nase erflllt als Teil der oberen Atemwege eine wichtige Funktion fur die Atmung,
indem sie die Atemluft erwarmt und filtert. Durch diese Filterfunktion werden nicht nur
die meisten Keime und Schmutzpartikel abgefangen, sondern auch ein Grol3teil der
Allergene zurtickgehalten. Die Uberbleibenden Allergene diffundieren durch die nasale
Schleimhaut und l6sen in sensibilisierten Individuen eine Typ-1-Reaktion aus. Das aus
Mastzellen freigesetzte Histamin verursacht durch die Bindung an H-1 und H-2
Rezeptoren eine Vasodilatation und Permeabilitatsstdrung der Gefal3e, woraus eine
Odembildung resultiert (Guntinas-Lichius, KluBmann, and Lang 2021a). Durch die
Stimulation sensorischer Nervenendigungen werden Schleimhypersekretion und
Niesreiz ausgelost. (Trautmann and Kleine-Tebbe 2017a) Durch verschiedene
Mediatoren wie IL-4, IL-5 und IL-13 kommt es zur zellularen Infiltration der
Nasenschleimhaut vor allem durch eosinophile Granulozyten, Steigerung der
Mucusproduktion sowie Kontraktilitat der glatten Muskulatur (Prussin and Metcalfe
2003; Murphy and Weaver 2018f; Guntinas-Lichius, KluBBmann, and Lang 2021a;
Kondo et al. 2006; Chiba et al. 2009).
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Behinderte Nasenatmung, Juckreiz, FlieBschnupfen und Niesen sind die
Leitsymptome der allergischen Rhinitis. Kommen zuséatzlich okulare Symptome wie
gerotete Augen, Tranen oder Juckreiz hinzu, spricht man von einer allergischen
Rhinokonjunktivitis (Brozek et al. 2017). Die saisonale Rhinitis/Rhinokonjunktivitis wird
auch als ,Heuschnupfen® bezeichnet. Haufige Allergene sind Graser- und Baumpollen,
die je nach Pollenflug wiederkehrende Symptomatik von Februar bis September
auslosen. Die perenniale Rhinitis ist weniger haufig von okuldren Symptomen begleitet
und wird am haufigsten durch Hausstaubmilben, Tierepithelien und Schimmelpilze
ausgelost. Ahnlich wie beim allergischen Asthma kommt es auch bei der allergischen
Rhinitis zu einer Hyperreaktivitat der Schleimhaut. So kdnnen zum Beispiel auch nicht
allergene Staube oder Gerlche eine nasale Hyperreaktivitait mit behinderter

Nasenatmung auslosen. (Trautmann and Kleine-Tebbe 2017a)

Neben der Einteilung in saisonale und perenniale allergische Rhinitis, kann auch die
Klassifikation nach ARIA mit den folgenden vier Untergruppen zur Anwendung
kommen: milde intermittierende, maRige/schwere intermittierende, milde
persistierende, maRige/schwere persistierende allergische Rhinitis (Bousquet et al.
2005).

1.4 Allergisches Asthma

Allergisches Asthma ist durch eine Hyperreaktivitit der unteren Atemwege
charakterisiert, welche mit einer Inflammation und erhéhter Bronchialsekretproduktion
einhergeht. Schon 1860 definierte der englische Arzt und Dozent am King’s College
Henry Hyde Salter (1823-1871), seinerseits Asthmatiker, in seinem Buch “On asthma,
it's pathology and treatment” Asthma als anfallsartige Luftnot von eigenartigem

Charakter mit symptomfreien Intervallen (Sakula 1985; Salter 1860).

"Paroxysmal dyspnoea of a peculiar character, generally periodic with intervals of

healthy respiration between the attacks." (Salter 1860)

Allergene gelangen durch Inhalation in die unteren Atemwege, wo sie durch die
Schleimhaut diffundieren und bei sensibilisierten Individuen eine IgE-vermittelte
Sofortreaktion auslésen. Durch Kontraktion der glatten Muskulatur, Schleimhautédem
und vermehrte Schleimproduktion kommt es zur anfallsartigen, reversiblen Obstruktion

der Bronchien. Die klassische Trias eines Asthmaanfalls besteht aus Atemnot, Husten
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und exspiratorischem Giemen. Die Symptomatik kann in Frequenz und Auspragung
durch virale Infekte der Atemwege, Rauchen oder Luftverschmutzung verschlechtert

werden (Trautmann and Kleine-Tebbe 2017b).

Bei Asthmatikern kommt es bei Persistenz der allergischen Entziindung durch z. B.
wiederholte oder permanente Allergenexposition zum sogenanntem ,Airway-
Remodeling®. Hierbei handelt es sich um eine, durch die chronische Entziindung und
wiederholte Bronchokonstriktion bedingte, strukturelle Veranderung der Bronchien und
Bronchiolen. Das Atemwegsepithel reagiert mit Hyperplasie der Becher-Zellen
(mucusproduzierende Zellen) und dem Verlust von Zilien tragenden Zellen, was zu
einer erhohten Mucusproduktion und erschwerten zillidren Clearance fuhrt. Zusatzlich
werden vom Epithel Wachstumsfaktoren produziert, welche die
Fibroblastenproliferation und Produktion von extrazellularer Matrix weiter stimulieren,
sodass es zur subepithelialen Fibrose und Verdickung der Basalmembran kommt. Die
glatten Muskelzellen der bronchialen Schleimhaut zeigen eine Hyperplasie und
Hypertrophie, was in einer schnelleren und effektiveren Konstriktion der Bronchien
resultiert. Infolge der Entziindungsreaktion kommt es auch zur nervalen Beteiligung,
welche durch einen Axon-Reflexmechanismus die neuromuskuléare bronchiale
Hyperreaktivitat bedingt (Hanf et al. 2003). Es entsteht eine erhohte Empfindlichkeit
der unteren Atemwege gegenuber verschiedenen Umweltreizen wie z. B. kalte Luft
oder Gase, welche durch den Verlust der epithelialen Integritéat noch weiter verstarkt
wird. (Gillissen 2012; Galli, Tsai, and Piliponsky 2008; Grainge et al. 2011;
Fehrenbach, Wagner, and Wegmann 2017; Murphy and Weaver 2018i)

Zusammenfassend resultiert aus dem Remodeling eine Verdickung der
Bronchialwdnde mit verminderter Compliance (Lungendehnbarkeit) und eine
hyperreagible und verstarke Konstriktion, welche mit einer erhdhten Resistance

(Atemwegswiderstand) einhergeht (Shifren et al. 2012; Kaminsky et al. 1997).

1.5 One Airway, One Disease

Bereits 1997 beschrieb Grossmann den Zusammenhang zwischen allergischer
Rhinitis und allergischem Asthma mit den Worten “One Airway, One Disease”
(Grossman 1997). Die bis dahin vorwiegend als zwei getrennt betrachteten

Erkrankungen der oberen und unteren Atemwege werden seither als funktionell und
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immunologisch verbunden angesehen. So leiden etwa 70-90% der allergischen
Asthmatiker zusatzlich an allergischer Rhinitis (Pite et al. 2014; de Groot et al. 2012).
De Groot et al. konnten zeigen, dass eine zusatzlich bestehende allergische Rhinitis
bei asthmatischen Kindern mit einer schlechteren medikamentésen Asthmakontrolle
einhergeht. Nach Therapie der allergischen Rhinitis mittels nasal applizierten,
topischen Kortikosteroiden konnte eine gute Asthmakontrolle erreicht werden (de
Groot et al. 2012). Die Studiengruppe um Braunstahl konnte zeigen, dass eine nasale
Provokation allergischer Rhinitiker eine generalisierte Atemwegsinflammation zur
Folge hat (Braunstahl et al. 2001). Eine Studie von Amorim et al. zeigte des weiteren,
dass bei Asthmatikern die nasale Eosinophilie mit der Eosinophilie im Sputum
korreliert (Amorim et al. 2010). Erst kirzlich konnte gezeigt werden, dass auch Typ-2-
assoziierte Marker zwischen oberen und unteren Atemwegen korrelieren. Hier wurde
von Zissler et al. gezeigt, dass vor allem IL-24, welches aus nasalem Sekret einfach
Zu gewinnen ist, einen vielversprechenden Kandidaten zum Monitoring der unteren

Atemwege darstellt (Zissler et al. 2018).

Die ARIA (Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma) ist eine Initiative von
Wissenschatftlern, die einen Paradigmenwechsel in der Nomenklatur und Therapie der
allergischen Rhinitis initilert hat. Diese NGO gibt in Zusammenarbeit mit der WHO
international anwendbare  Richtlinien  zur  Therapie von  allergischen
Atemwegserkrankungen aus (Klimek et al. 2019). Laut ARIA fihrt eine ausreichende
Therapie der allergischen Rhinitis zu einer Reduktion der Asthmamedikation (Brozek
et al. 2017).

1.6 Diagnostik

Zur Diagnosestellung des allergischen Asthmas werden verschiedene Kriterien

herangezogen. Asthma gilt als gesichert bei Erfullung aller folgenden Kriterien:

e typische Symptomatik (v.a. Atemnot, exspiratorisches Giemen, trockener
Husten bei/nach korperlicher Belastung)

¢ Nachweis einer Obstruktion in der Lungenfunktionstestung (Tiffeneau Index
(FEV1/FVC) < LLN)
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e komplette Reversibilitat der Obstruktion durch Bronchodilatatoren oder nach

erfolgter antiasthmatischer Stufentherapie (s.u.)

Bei der Diagnosefindung der allergischen Rhinitis hat neben der klinischen
Untersuchung die genaue Erhebung der Anamnese einen grof3en Stellenwert
(Guntinas-Lichius, KluBmann, and Lang 2021b).

Zuséatzlich muss die allergische Genese des Asthmas oder der Rhinitis auch
diagnostisch gesichert werden. Dazu eignen sich Verfahren wie der Skin-Prick-Test,
die Bestimmung des Gesamt-IgEs und spezifischen IgEs im Serum sowie ggf.
allergenspezifische Organprovokationstestung. (NVL 2020, Bundesarztekammer
(BAK) 2020) (S2k-Leitlinie zur Diagnostik und Therapie von Patienten mit Asthma,
Buhl et al. 2017; (GINA) ; Bundesarztekammer (BAK) 2020; Trautmann and Kleine-
Tebbe 2017c¢)

1.7 Therapie der allergischen Rhinitis und des allergischen Asthmas

Die ARIA gibt zur symptomatischen Therapie der allergischen Rhinitis folgende
Empfehlungen ab: Bei saisonaler Rhinitis ist eine Therapie mit intranasalen
Corticosteroiden (INCS) oder eine Kombination aus INCS mit oral applizierten H1-
Antihistaminika empfohlen. Bei Bestehen einer perennialen Rhinitis hingegen wird nur
die Monotherapie mit INCS empfohlen. Im Falle einer schweren saisonalen
allergischen Rhinitis ist fur einen schnellen Wirkungseintritt ein Kombinationspraparat
aus INCS und intranasalen H1-Antihistamika (INAH) der Monotherapie mit INCS
vorzuziehen (Klimek et al. 2019; Bousquet et al. 2019).

Die symptomatische Therapie des allergischen Asthmas erfolgt nach einem
festgelegten medikamentdsen Stufenschema, welches 5 Stufen impliziert (siehe
Abbildung 2). Je nach Grad der Asthmakontrolle kann die Therapiestufe deeskaliert
oder eskaliert werden. Es besteht eine Empfehlung zur Langzeittherapie kombiniert

mit einer Bedarfstherapie.

Die Bedarfsmedikation erfolgt in der Regel mit inhalativen, kurzwirksamen R32-
Sympathomimetika (SABA) oder ggf. mit niedrigdosiertem inhalativem Corticosteroid
in Kombination mit Formoterol (LABA), wenn dieses Kombinationspraparat bereits in
der Langzeittherapie eingesetzt wird.
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Zur Langzeitmedikation werden je nach Therapiestufe inhalative Corticosteroide (ICS),
inhalative langwirksame [32-Sympathomimetika (LABA), langwirksame
Anticholinergika (LAMA) und ggf. Leukotrien-Rezeptor-Antagonisten (LTRA) in

unterschiedlichen Kombinationen und Dosierungen eingesetzt.

Als ,Add on Therapie® in Stufe 5 kommen orale Corticosteroide und unter bestimmten
Bedingungen Biologicals wie zum Beispiel Anti-IgE-Antikorper (Omalizumab) zum
Einsatz (Buhl et al. 2017; Bundesarztekammer (BAK) 2020).
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Medikamentdse Langzeittherapie des Asthma bronchiale — Stufenschema

(NVL Asthma 2020)(Bundesarztekammer (BAK) 2020)

Stufe 1 Stufe 2 Stufe 3 Stufe 4 Stufe 5
Keine ICS ICS + LABA ICS + LABA ICS + LABA
(niedrige (Fixkombination  (Fixkombination  (Fixkombination in
) Dosierung) in niedriger in mittlerer / hoher Dosierung)
'% — Dosierung) hoher + LAMA
ST alternativ: Dosierung)
£= Add-on-Therapie:
2 Keine
8 = Anti-IL-5- /Anti-
IL-4-R- / Anti-
IgE- Antikorper
ICS LTRA ICS ICS + LABA Orale
(niedrige (v.a. (mittlere (Fixkombination  Corticoide
Dosierung) Kindesalter) Dosierung) in mittlere / (zusatzlich oder
hoher alternativ)
Ausnahmefalle:  Dosierung)
_ ;U'SCS FLAMA T+ LAMA Azithromycin
o) : o (zusatzlich)
= F|>'<kor.nb|nat|on Ausnahmefalle:
T (niedrige ICS + LABA als
GE) Dosierung) Fixkombination
= - (mittlere / hohe
< - ICS (niedrige Dosierung) +
Dosierung) + LTRA
LTRA
-ICS (mittlere
bis hohe
Dosierung)
+LAMA
" ICS + Formoterol ICS + Formoterol
=2 (Fixkombination/Off-Label-Use) (Fixkombination)
2 |
= alternativ: alternativ:
o}
8 SABA SABA
m
ICS: Budesonid, Fluticason
Q LABA: Formoterol, Salmeterol
rs) LAMA: Tiotropiumbromid
1) LTRA: Montelukast
é SABA: Salbutamol, Fenoterol, Terbutalin
; Anti-IL-5- /Anti-IL-4-R- / Anti-IgE- Antik6rper: Mepolizumab/Dupilumab/Omalizumab

Abbildung 2: Medikamentéses Stufenschema zur Langzeittherapie von Asthma fiir Erwachsene: Modifiziert nach
der Nationalen Versorgungsleitlinie Asthma, in Langfassung, 4. Auflage. Version 1. 2020. Abgerufen am
01.02.2022 www.asthma.versorgungsleitlinien.de. (Bundesarztekammer (BAK) 2020)

28


https://next.amboss.com/de/article/Ph0WVf#Z09f1d7b945958db2feebe65cebc534dc
https://next.amboss.com/de/article/3h0Sdf#Zf0a468301eab4fead1d6b0967d7ea931
https://next.amboss.com/de/article/p60LNS#Zcdc917ee5ee259b515b7dbdda706bbb6
file:///C:/Users/Person/Documents/alter%20pc/Dr%20Arbeit/www.asthma.versorgungsleitlinien.de

1.8 Grade der Asthmakontrolle

Der Grad der Asthmakontrolle gilt als Orientierungshilfe sowohl bei der Auswahl der
Stufe bei Initialtherapie als auch zur Eskalation/Deeskalation der Therapie bei Bedarf
(siehe Tabelle 2)((GINA)).

Tabelle 2: Grad der Asthmakontrolle - Vereinfachtes Schema zur Messung der Asthmakontrolle gemafl GINA
((GINA))

Asthmatische Beschwerden in _ teilweise- _
_ kontrolliertes _ unkontrolliertes
den letzten vier Wochen kontrolliertes
- Asthma Asthma
(1 Punkt pro Kriterium) Asthma

e Asthmasymptome

tagsiiber >2x/Woche

e nachtliches Erwachen

aufgrund von

AT SRS 0 Punkte 1-2 Punkte | 3-4 Punkte

e Bedarfsmedikation notig
>2x/Woche

e Aktivitdtseinschrankung
durch Asthma

Quelle: Modifiziert und ins Deutsche Ubersetzt nach (GINA), G. I. f. A. Global Strategy for Asthma Management
and Prevention (2020 update). Global Initiative for Asthma (GINA). Stand: 2020. Abgerufen am: 07.12.2020.
https://ginasthma.org/gina-reports/.

1.9 Allergenspezifische Immuntherapie

Im Jahr 1911 wurde zum ersten Mal das Konzept der subkutanen
Allergenextraktinjektion zum Ziel der Desensibilisierung von L. Noon in einer
Versuchsreihe erprobt (Noon 1911). Bis heute ist die allergenspezifische
Immuntherapie (AIT) die einzige krankheitsmodifizierende Therapiemdglichkeit von
Allergien. Durch die AIT kann der Verlauf von Allergien moduliert und die Entstehung
von allergischem Asthma verhindert werden. (Jacobsen et al. 2007; James et al. 2011,
Brehler et al. 2013)
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Immunglobulin-
Klassenwechseln in Plasma-
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blockierenden 1gG4
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IL-4 respiratorische Epithelzellen

IL-13
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Abbildung 3: Mechanismen der allergenspezifischen Immuntherapie — Modifiziert und ins Deutsche Ubersetzt
nach Fujita H., Soyaka M. et al (2012), Mechanisms of allergen-specific Immunotherapy (Fujita et al. 2012a),
Licensed under CC BY 2.0 https://creativecommons.org/licenses/by/2.0/. Retrieved from
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3395833/# on 25.01.2022 (Fujita et al. 2012b)

Es handelt sich um ein therapeutisches Verfahren, bei dem eine standardisierte
Allergenextraktdosis dem Patienten in definierten Abstanden subkutan injiziert (SCIT)
oder sublingual appliziert (SLIT) wird. Durch den wiederholten Kontakt des
Immunsystems mit dem Allergen in steigender Dosierung kommt es zu einer Induktion
von Immuntoleranz gegentiber dem Allergen. Dieser Mechanismus wird in Abbildung
3, modifiziert nach Fujita, Soyoka et al., dargestellt und beruht unter anderem auf der
Induktion von allergenspezifischen regulatorischen T-Zellen, welche
antiinflammatorische Mediatoren wie IL-10 und TGF[3 sezernieren. Diese induzierte T-
Zelltoleranz bewirkt eine antiallergische Veranderung auf mehreren Ebenen: Zum
einen wird die TH2-Antwort vermindert und Mastzellen, dendritische Zellen,
eosinophile sowie basophile Granulozyten werden in ihrer Proliferation und Aktivitat
antiinflammatorisch reguliert. (Fujita et al. 2012a; Murphy and Weaver 2018j; S2k-
Leitlinie-DGAKI 2014)

Zum anderen kommt es zu Immunglobulin-Klassenwechseln in Plasma- und B-Zellen
von IgE hin zu blockierenden IgG4. Die Induktion von IgG4 spielt eine wichtige Rolle
in der Hemmung von IgE-facilitated antigen presentation (IgE-FAP) und fuhrt
konsekutiv zur verminderten TH2 Aktivierung (van Neerven et al. 1999). Zusatzlich
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kommt es durch die blockierenden Antikdrper zu einer verminderten Bindung von
Allergenen an zellgebundenes IgE und somit zu einer verringerten
Histaminausschuttung aus Mastzellen (Garcia et al. 1993; Visco et al. 1996). (Wurtzen
et al. 2008)

Metaanalysen belegen eindeutig die Wirksamkeit von SCIT und SLIT fur bestimmte
Allergene und Altersgruppen. Allerdings liegen je nach Allergen und Altersgruppe
unterschiedliche Wirksamkeitsprofile vor (S2k-Leitlinie-DGAKI 2014). Fir die
saisonale allergische Rhinitis ist die Wirksamkeit der allergenspezifischen
Immuntherapie durch viele Studien belegt und sollte auch wegen des
sekundarpraventiven Effekts, der Reduktion des Asthmarisikos, moglichst frih zur
Anwendung kommen. Bei bereits bestehendem allergischem Asthma ist die
Immuntherapie ebenfalls empfohlen, wenn ein klarer Zusammenhang zwischen dem
Allergen und den Asthmabeschwerden besteht. Sie ist jedoch kein Ersatz fur die
antiasthmatische Stufentherapie und sollte nur bei kontrolliertem Asthma erfolgen.
(Buhl et al. 2017; S2k-Leitlinie-DGAKI 2014; Calderon et al. 2020)

Eine systematische Metaanalyse von Dhami et al. zeigt zudem, dass eine
durchgefiihrte AIT den Medikamentenverbrauch in Verbindung mit AR und AA
signifikant reduziert (Dhami et al. 2017).

1.10 Blut und Sputum als Untersuchungsmatrices zur Detektion
pathophysiologischer Prozesse

Zur Detektion von Veranderungen auf immunologischer und zellularer Ebene im
Rahmen von allergischen Atemwegserkrankungen bieten sich als Matrices Blut und
Sputum an. Beide sind mit geringem Aufwand zu gewinnen und lassen zwei
unterschiedliche Blickwinkel auf die Erkrankung zu. So kann die Auswirkung
allergischer Atemwegserkrankungen auf den Organismus - systemisch und auf das

Kompartiment der unteren Atemwege - untersucht werden.

Im Blut kann die systemische Beteiligung an der allergischen Entziindung durch die
Messung spezifischer IgE Levels und die Zellverteilung der Subpopulationen beurteilt
werden. Fir letztere Untersuchung eignet sich die Gewinnung der mononuklearen
Zellen des peripheren Blutes (PBMCs). Diese beinhalten Lymphozyten (B- und T-

Lymphozyten), NK-Zellen, Monozyten und dendritische Zellen. Durch ein spezielles
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Separationsverfahren werden rote Blutkorperchen und Granulozyten von dieser
Fraktion abgetrennt und die PBMCs kénnen separat weiter charakterisiert werden
(Kleiveland 2015).

Sputum als Matrix hingegen ermdglicht eine unmittelbare Momentaufnahme des
lokalen Entziindungsgeschehens in der Lunge, welches der systemischen
Entztundungssituation im Blut gegentbergestellt werden kann.

Bei Sputum handelt es sich um das abgehustete Sekret aus den Atemwegen. Es
beinhaltet die in die pathophysiologischen Prozesse involvierten immunologischen
Zellen, aber auch viel Mucus sowie die in ihm gebundenen Schmutzpartikel und
abgeschilferte Zellen. Die Isolation des Zellanteils aus dem restlichen Sputum ist

unerlasslich, um diese Zellen weiter charakterisieren zu kénnen.

1.10.1 y/d T-Zellen

y/d T-Zellen machen 1-10% des peripheren T-Zellpools aus. Sie haben die
Eigenschatft, sich lokal in Schleimh&uten oder Epithelien anzureichern, wo sie 50% und
mehr der T-Zellpopulation ausmachen kdnnen (Kabelitz, Wesch, and Hinz 1999;
Zheng and Yang 2014). y/d T-Zellen exprimieren eine Vielzahl von Integrinen, welche
die Anreicherung in definierten Kompartimenten des menschlichen Organismus

begunstigen und vermitteln (Siegers 2018).

Im Gegensatz zu den ,gewdhnlichen® T-Zellen besitzen y/d T-Zellen keinen a/f T-
Zellrezeptor, sondern einen y/d konfigurierten T-Zellrezeptor. Das Spezielle an diesem
y/d T-Zellrezeptor ist, dass er antikdrperahnliche Eigenschaften besitzt (V-Domain und
C-Domain). Durch diesen Rezeptor sind y/® T-Zellen in der Lage, Antigene ohne
vorherige Prozessierung und MHC-Prasentation zu erkennen (Murphy and Weaver
2018b; Carding and Egan 2002; Allison et al. 2001). y/® T-Zellen aus allergischen
Individuen sind in der Lage, Phosphatidyl-Ethanolamin (PE) aus gewissen Pollen
CD1d-abhéngig zu erkennen und daraufhin zu proliferieren und sowohl TH-1 als auch

TH2-Zytokine auszuschitten (Russano et al. 2006).

Es konnte gezeigt werden, dass y/® T-Zellen auch der Phagozytose und der
konsekutiven Antigenprasentation mittels MHC-II bemé&chtigt sind — eine Funktion, die
zuvor nur myeloischen Zellen zugeschrieben wurde — und somit Teil des innaten

Immunsystems ist (Wu et al. 2009).
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Durch ihre zusatzliche Fahigkeit, TH1-, TH2- und TH17-Zytokine zu produzieren,
werden y/d T-Zellen auch als ,Briicke® zwischen innatem und adaptivem Immunsystem
bezeichnet (Murphy and Weaver 2018c; Mangan et al. 2013; Holtmeier and Kabelitz
2005).

1.10.2 NKT-Zellen

NKT-Zellen sind eine spezialisierte Untergruppe der T-Zellen. Sie exprimieren einen
T-Zell-Rezeptor (TCR) mit limitierter Diversitat der a-Kette, weshalb sie auch invariante
NKT-Zellen genannt werden. Zusatzlich zu ihrem invarianten TCR kbénnen sie
Oberflachenmolekiile der naturlichen Killerzelle exprimieren — zum Beispiel CD56,
CD161 oder NKG2D (Kim, Johnston, and Butcher 2002; Kuylenstierna et al. 2011,
Murphy and Weaver 2018a). Als erster, starker Aktivator der NKT-Zellen wurde 1997
der aus dem Meeresschwamm Agelas Mauritiaus gewonnene Stoff namens a-
Galactosylceramid identifiziert (Kawano et al. 1997). NKT-Zellen machen zwischen
0,01% und 0,2% des peripheren T-Zellpools aus (Lee et al. 2002) und sind vor allem
in immunologischen Prozessen in peripher lymphatischem Gewebe und in mucosalen

Oberflachen involviert. (Murphy and Weaver 2018d)

Funktionell unterscheiden sich NKT-Zellen von MHC-limitierten T-Zellen. NKT-Zellen
erkennen prozessierte Lipide, Lipoproteine und Glykolipide von Pathogenen und
Allergenen, welche CD1d-abhéngig prasentiert werden, tber ihren invarianten TCR.
CD1d ist ein MHC-I &hnliches Molekil und wird von antigenprasentierenden Zellen,
Makrophagen und dentritischen Zellen exprimiert. (Murphy and Weaver 2018c;
Bendelac, Savage, and Teyton 2007; O'Reilly et al. 2011). Die meisten Allergene
enthalten neben Proteinstrukturen auch Kohlehydrat- und Lipidanteile (Garcia - 2017).
So kénnen NKT-Zellen, wie auch y/d T-Zellen, mittels Phosphatidyl-Ethanolamin (PE)
aus Zedernpollen stimuliert werden (Agea et al. 2005).

Die Interaktion zwischen NKT-Zell TCR und CD1d-Antigen Komplex fuhrt zur
Aktivierung der NKT-Zellen (Rossjohn et al. 2012). Es kommt zu einer rapiden und
massiven Zytokinausschittung von TH1-, TH2-, TH17- sowie regulatorischen
Zytokinen, wie z. B. INFy, IL-4, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21 und TNF. Dadurch kénnen
NKT-Zellen — ohne Notwendigkeit einer klonalen Expansion ihrerseits — neben
Effektorfunktionen sowohl stimulierende als auch supprimierende Effekte auf diverse

Zellen des Immunsystems ausitben.(Coquet et al. 2008; O'Reilly et al. 2011; Rossjohn
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et al. 2012) Zusatzlich tragen NKT-Zellen mit direkten wie indirekten zytotoxischen
Effektorfunktionen zur antitumoralen sowie antimikrobiellen Immunitat bei
(Kuylenstierna et al. 2011).

Somit erfilllen die NKT-Zellen Uber ihre NK-Zelleigenschaften Funktionen der innaten
Immunantwort, und Uber ihre T-Zelleigenschaften sowie Mediatorfreisetzung
Funktionen der adaptiven Immunantwort. (Coquet et al. 2008; O'Reilly et al. 2011; Van
Kaer, Parekh, and Wu 2011).
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2 Fragestellung

2.1 y/d T-Zellen und NKT Zellen in allergischen
Atemwegserkrankungen- ubi stamus

y/d T-Zellen und NKT Zellen haben Schnittstellenfunktionen zwischen adaptiver und
innater Immunantwort inne. Beide Zellarten allergischer Individuen kénnen durch PE
aus Pollen stimuliert werden (Agea et al. 2005; Russano et al. 2006). Zugleich
impliziert die Anreicherung der beiden T-Zell-Subpopulationen in immunologischen
Grenzflachen wie z. B. der Lunge ihre Beteiligung an der Immunopathologie
allergischer Atemwegserkrankungen (Urboniene et al. 2013; Akbari et al. 2006;
Thomas, Chyung, and Luster 2010). Hierbei fungiert Sputum als Momentaufnahme
des immunologischen Geschehens der Lunge. Die Rolle von y/d T-Zellen und NKT
Zellen in allergischen Atemwegserkrankungen, ihre komplexen Funktionen

implizierend, ist noch nicht abschliel3end geklart und wird teils kontroversiell diskutiert.

2.2 Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zur Beantwortung der noch offenen Fragen
beizutragen. So erfolgte in dieser Studie die explorative Untersuchung von T-Zell-
Subpopulationen in allergischen Atemwegserkrankungen, mit Fokus auf y/& T-Zellen
und NKT-like Zellen. Das Hauptaugenmerk der Versuche galt der quantitativen und
gualitativen Untersuchung der T-Zell-Subpopulationen in Sputum sowie im Blut. Ziel
war die genaue Untersuchung der Zellverteilung, Zellsubpopulationen und des Effekts
von Immuntherapie (AIT) auf eben diese. Mdgliche Zusammenhange zwischen den
Zellpopulationen wurden ebenso untersucht wie Zusammenhéange klinisch erhobener
Daten mit gemessenen allergisch-entziindlichen Parametern. Es folgte die
Auswertung und die Interpretation der Ergebnisse im Kontext des aktuellen

Wissensstandes.

Die folgende Aufzahlung zeigt einen Uberblick tUiber die Zielsetzung der vorliegenden
Arbeit:

1.) Zusammenhange Kklinisch erhobener Daten mit gemessenen allergisch-

entziindlichen Parametern
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Der "Mini Rhinocojunctivitis Quality of Life Questionnaire" als klinischer
Parameter - Vergleich In/Off-Season; Korrelationen IgE-Level im Serum

sowie Anzahl der eosinophilen Granulozyten im Sputum

2.) Durchflusszytometrische Untersuchung von Sputum und PBMCs

Analyse des Auswertungspanels und der Gatingstrategie auf Eignung fur
beide Untersuchungsmatrices

3.) Durchflusszytometrische Charakterisierung von T-Zell-Subpopulationen
(CD3/CD5+ T-Zellen; CD25+ T-Zellen; y/® T-Zellen; CD27+ und CD27- y/® T-

Zellen;

NKT-like Zellen) wahrend und auf3erhalb der Allergiesaison von

Graserpollen

Welche Unterschiede bestehen zwischen den Matrices Sputum und
PBMCs, — Sputum als Fenster zum Entziindungsgeschehen in der Lunge?
Welche Unterschiede hinsichtlich der T-Zell-Subpopulationen bestehen
zwischen den drei Gruppen der Kontrollen, der Allergiker ohne
Immuntherapie und der Allergiker mit Immuntherapie?

Welche Unterschiede hinsichtlich der T-Zell-Subpopulationen bestehen
zwischen den Untergruppen: Probanden mit allergischer Rhinitis ohne
Immuntherapie, Probanden mit allergischer Rhinitis mit Immuntherapie,
Probanden mit allergischem Asthma ohne Immuntherapie und Probanden
mit allergischem Asthma mit Immuntherapie?

Welche Unterschiede zeigen sich in Bezug auf erfolgte / nicht erfolgte
Immuntherapie (AIT)?

Identifizierung von Subpopulationen der y/d T-Zellen; CD27- und CD27+ y/d
T-Zellen und deren Verteilung — Gibt es Hinweise auf einen pro- bzw.

antiallergischen Phéanotyp?

4.) Korrelation durchflusszytometrischer Daten

Diskussion der Hinweise auf eine Interaktion der Zellreihen (NKT-like Zellen
und CD25+ Zellen)
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3 Methoden und Materialien

3.1 Hilfsmittel
3.1.1 Gerate
Tabelle 3: Gerate
Gerate Bezeichnung Hersteller
Vernebler Pari Turbo Boy SX PARI, DE
Spirometer Spiro Plus Jaeger, USA
Megafuge 1.0 R HeraeuslInstruments
Kuhlzentrifugen 380R Hettich
5 U30R Eppendorf
Zytospin Zentrifuge Cytospin 4 Thermo Scientific, USA

Zytospinhalter

Shandon Cytoclip

Thermo Scientific, USA

Zytofunnels

TPX, Sample Chamber,
Shandon

Thermo Scientific, USA

Kuhlschrank +4°C Siemens
Gefrierschrank -80°C Heraeus Instruments, DE
Vortexer Vortex Genie 2 Scientific Industries
Schuttler Roller Mixer SRT9D Stuart
Mikroskope A>.<iovert 40C Ze.iss, DE
Mikroskop Leica
Zahlkammer Neubauer Improved Marienfeld GmbH
Waage Kern 572, (0,019) Kern und Sohn GmbH, DE
Eppendorf research
100-1000ul
ipetten 10-100yl H Eppendorf, DE
0,5-10u Brand
0,1-2,5ul
Transferpipette 20-200ul
Eismaschine Ziegra Eismaschine Ziegra Eismaschinen

GmbH, DE

Durchflusszytometrie-

gerat

FACS LSR Il Fortessa

BD Bioscience

Blutdruckmessgerat

Boso medicus

Computer

Swift3

Acer
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3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Materialien

Materialien Bezeichnung Hersteller
Adapter REF SARSTEDT
Butterflykanulen Safety-Multifly-Kanule SARSTEDT
Hautantiseptikum Octeniderm Schilke
Bronchodilatator Sultanol 100 mg / Dosis GlaxoSmithKline
Schwangerschaftstest hcg combo HITADO

Falcon Rdhrchen

CellStar (15 ml, 50 ml)

Greiner BioOne, DE

Blutentnahmerdhrchen

Vacutrainer CPT™

BD Bioscience

Serumrdhrchen

Monovette

SARSTEDT

Petrischalen

Petrischalen, 7 cm

Greiner BioOne, DE

Impfése

Soft Loop 10 pl

Copan ltalia S.P.A., ITA

Pricktestlosung

Physiologische
Kochsalzlésung
Histamin 1+999

309 Katzenepithelien
006 Graser

108 Birke

708 Dermatophagoides
farinae

725 Dermatophagoides
Pteronyssimus

Allergopharma

Pricktestlanzette

Allergopharma

70 um Nylon, BD Falcon

Zellsiebe Cell Strainer BD Falcon, USA

Deckglaser 20x26 mm I\D/II(EanzeI GlaserGmbhi.
. 1.5 ml Eppendorf tubes

Reaktionsgefald PP Eppendorf, DE

2,0 ml Eppendorf tubes

Pipetten Spitzen

Kunststoff ep T.I.P.S.
1000 pl

200 pl

100 pl

10 pl

Eppendorf, DE

Pipetten Spitzen

Glas Cellstar®
25 ml

10 ml

5ml

2,5 ml

Greiner BioOne, DE
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Objekttrager

Mattschliff oder Superfrost

Thermo Scientific,
Menzel Gmbh, DE

Deckglas fur Objekttrager

Cover Slips
24x60 mm

Menzel Gmbh, DE

Filter Cards

Shandon Filter Cards

Thermo Scientific, USA

96- roundwell suspension

TC-Platte 96 well

SARSTEDT, DE

cell plate Suspension

Farbewanne

Papierfiter Faltenfilter 595 4, Schleicher und Schnell,
@185 mm DE

Mel3zylinder 100 ml, 200 ml

Einmalpipette

Pasteurplastik Pipette 3 ml

NeolLab, DE

Facs Rohrchen

Rohrentubes 5 ml

Sarstedt, DE

3.1.3 Programme

Tabelle 5: Programme

Programme Version Hersteller
EndNote X8 Clarivate Analytics
Excel Microsoft Corporation,

USA
FACS Diva Software 7.0 Becton Dickensen, USA
GraphPadPrism 6.01 Graphpad Software, USA
Visual basic excel programmiert von Jose

1.0
Oteros
: Microsoft Corporation,

Windows 10 USA

3.1.4 Reagenzien

Tabelle 6: Reagenzien

Bezeichnung/

Produkt Hersteller
Zusammensetzung
Methanol Methanol, Emsure Merck KGaA, DE
Immersionsol Type N Immersion liquid I LIy

CMS GmbH, DE
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DPBS

DPBS: Dulbecco’s Phosphate
Buffered Saline

gibco® Life tecnologies

Aqua destillata

Ampuwa 100 ml H20

Fresenius Krabi

Tryptan Blue Stain 0,4%

Tryptanblau (1:10 mit DPBS) gibco® Life tecnologies

NacCl 3%, 4%, 5% Apotheke MRI

NaN3 NaN3 2% in DPBS
1% Hypochloridsaure,

FACSClean Natriumsalz (1:1); 0,8% BD Biosience
Natriumhydroxid

FACSRIinse Na(N3) BD Biosience

FCS Fetal calf serum HyClone

Aceton LiChrosolv® Merck KGaA, DE

May-Griunwald-L6sung

May-Grunwald’s eosine
methylene blue solution,
modified

Merck KGaA, DE

Giemsa Loésung

Giemsa’s azur eosin
methylene blue solution

Merck KGaA, DE

RNAprotect Cell Reagent

Qiagen

Sigma-Aldrich Chemie

Eukitt Eukitt, Fluka Analytical GmbH, DE
Xylol Merck
Antikorper Siehe Anitkorper Tabelle
BD Pharmingen™ .
7 AAD 7-AAD BD Bioscience
Anti-Mouse Ig k BD Comp
Beads
Beads BD Bioscience
Cytometer Setup&Tracking
Beads
. Sputulysin Reagent DTT:H20 | EMD Millipore Corp.,
Sputolysin (1:10) USA
FACS Puffer 475 ml DPBS, 25 ml FCS,

100 pl NaN3
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3.1.5 Antikorper

Tabelle 7: Antikorper

Target Flurochrom Clone/ Firma/ Lot: Nr.
Clone: UCHT1/
CD3 VSQ?‘ (AmCyan) mouse BDBiosciences/
anti-human Lot:2326874
Clone: UCHT2/
CD5 FITC (AP 488) anti-human | BioLegend/
Lot:195378
. Clone: HIB19/
CD19 EV 605 (Qdot605) anti- BioLegend!/
uman Lot: B196360
; Clone: BC96/ BioLegend/
CD25 BV650 anti-human Lot: B198900 9
) Clone: 0323/ BioLegend/
CD27 BV711 anti human Lot: B199626 g
. Clone: HI30/ BioLegend/
CD45 APC Cy7 anti-human Lot: B202687 g
Clone: HCD56/
CD56 AF700 anti-human BioLegend/
Lot: B172649
) Clone: B1/ BioLegend/
y/d TCR PE-Cy7 anti-human Lot: B195333 J
Human TrueStain FcX™ | - BioLegend
BD Biosciences/
7AAD PerCP Lot: 4227991

3.2 Studienteilnehmer

3.2.1 Ethische Richtlinien

Die Untersuchungen im Rahmen der vorliegenden

Studie wurden durch die

Ethikkommission der Technischen Universitat genehmigt. Studienteilnehmer wurden

vor Einschluss in die Studie vollumfanglich aufgeklart. Von jedem Teilnehmer wurde

zudem eine schriftliche Einwilligung eingeholt (Ethik Votum Pacific: 5534/12).

Bei der Verarbeitung der Blut- und Sputumproben wurden die ethischen Grundsétze

fur die medizinische Forschung am Menschen eingehalten, welche in der Deklaration
des Weltarztebundes von Helsinki festgelegt sind (WMA 2013).
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3.2.2 Charakterisierung des Studienzeitraums und der Probanden

Die Probanden wurden in der Pollenflugsaison (In-Season) und auf3erhalb der
Pollenflugsaison (Off-Season) untersucht. Es wurden pro Proband jeweils zwei Proben
zu zwei Zeitpunkten gewonnen. Als Grundlage zur Bestimmung der Pollenflugsaison
diente der ,regionale Pollenkalender stiddeutscher Raum®, mit Hilfe dessen sie von

Mitte Mai bis Mitte Juli festgelegt wurde (Werchan, Werchan, and Bergmann 2018).

Regionaler Pollenflugkalender

© Stiftung Deutscher

SUddeUtSCher Raum Polleninformationsdienst
(nach Pollenflugdaten von 2011 bis 2016) Charitéplatz 1, 10117 Berlin
Dez. | Jan. | Feb. April | Mai | Juni Juli | Aug. | Sept. | Okt. | Now.

Hasel

Erle L
Pappel . Hauptblite

Weide Vor- und Nachbliite ]
Esche Mogliches Vorkommen o
Hainbuche ]
Birke

Buche yw.pollenstiftung.de

Eiche

Kiefer

Grdser

Wegerich

Roggen

Brennnessel

Beiful

Traubenkraut

Abbildung 4: Regionaler Pollenflugkalender stiddeutscher Raum - Quelle: Werchan, M., Werchan, B. &
Bergmann, KC. (2018), Deutscher Pollenflugkalender 4.0: Update der regionalen Pollenflugkalender 4.0 mit
Messdaten von 2011 bis 2016. Allergo J 28, 16—17 (2018). https://doi.org/10.1007/s15007-019-1887-9., mit

freundlicher Genehmigung von M. Werchan. (Werchan, Werchan, and Bergmann 2018)

Der sogenannte Off-Season-Zeitraum definiert sich dadurch, dass in diesem Zeitraum
kein Graserpollenflug gemessen werden kann. Da dies fir den Zeitraum von
November bis Mitte Februar zutraf, definierten wir diese Periode als Off-Season. Durch
diese Zeitraumfestlegung konnte auch eine Verfalschung der Ergebnisse durch
Frahbliher (Erle, Hasel) bei Probanden, welche eine zusétzliche Sensibilisierung fur

Frahbluher aufwiesen, minimiert werden (siehe Abbildung 4).

Die Rekrutierung der Probanden erfolgte zum Teil aus dem Probandenpool der
PACIFIC-Studie (Langzeitstudie fur Biomarker der AIT) und wurde durch Freiwillige im

universitaren und privaten Umfeld ergénzt.
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An der Studie nahmen In-Season 57 Probanden teil, darunter 21 Kontrollen und 36
Allergiker. Die Gruppe der Allergiker unterteilte sich weiter in 23 Probanden mit
allergischer Rhinitis und 13 Probanden mit allergischem Asthma. Die Diagnosen
allergische Rhinitis und allergisches Asthma waren zeitlich und kausal unabhangig von
unserer Studie bereits arztlich diagnostiziert worden im Sinne einer ,doctor diagnosed
allergic rhinitis / asthma®“. In der Gruppe der Allergiker hatten 18 Probanden eine

allergenspezifische Immuntherapie gegen Graserpollen abgeschlossen.

Off-Season wurden dieselben Probanden eingeladen, wobei allerdings nur 55
Probanden dieser Einladung nachkamen. Grunde fur das Nichterscheinen zweier
Probanden waren ein Auslandsaufenthalt und mangelnde Compliance. Die

Probandenverteilung wird in folgender Tabelle dargestellt.

Tabelle 8: Gruppeneinteilung

Kontrollen AR-AIT AR+AIT AA-AIT AA+AIT
In-Season 21 12 11 6 7
Off-Season 21 11 10 6 7

* AR-AIT: Probanden mit allergischer Rhinitis ohne Immuntherapie
* AR+AIT: Probanden mit allergischer Rhinitis mit Immuntherapie
* AA-AIT: Probanden mit allergischem Asthma ohne Immuntherapie

* AA+AIT: Probanden mit allergischem Asthma mit Immuntherapie

Als Einschlusskriterium galt die Volljahrigkeit der Probanden. Kontrollprobanden
durften keine Allergien aufweisen. Ausschlusskriterien stellten eine bestehende
Schwangerschaft, ein FEV1 <70% (Spirometrie) / unkontrolliertes Asthma (GINA-
Klassifikation), eine dauerhafte Medikamenteneinnahme, ein akuter Infekt oder

Raucherstatus dar.

Die Einnahme von Antihistaminika wurde mindestens sieben Tage vor der
Untersuchung abgesetzt, um die Aussagekraft der Allergiediagnostik nicht zu
beeintrachtigen. Auf eine Pausierung der antiasthmatischen Therapie wurde im
Rahmen der Studienteilnahme aufgrund der méglichen Gefahr von Asthmaanfallen

verzichtet.
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Zur objektivierbaren Charakterisierung von Allergikern und Kontrollen wurde bei allen
Probanden ein Pricktest durchgefuhrt. Bei Allergikern bestand idealerweise
anamnestisch eine isolierte Graserpollenallergie. Ganzjahrige Allergien, wie zum
Beispiel Tierepithelien- oder Hausstaubmilbenallergie, stellten kein
Ausschlusskriterium dar, sofern kein dauerhafter Kontakt zum Allergen bestand. Es
wurde das Gesamt-IgE der Probanden bestimmt. Zur weiteren Objektivierung wurde
im Serum der Probanden das spezifische IgE per RAST-Test (Radio-Allergo-Sorbent-
Test) gemessen. Bei einer starken Divergenz zwischen Prick- und RAST-Test
Ergebnis wurde zusatzlich spezifisches IgE im Serum mittels Immunocap-Tests

bestimmt.

Zur Objektivierung der Beeintrachtigung durch die allergische Atemwegserkrankung
wurden die Probanden gebeten, den MiniRQLQ (,Mini Rhinoconjunctivitis Quality of
Life Questionnaire®) auszufillen. Dieser Fragebogen besteht aus 14 Fragen zu funf
verschiedenen Bereichen und dient der Quantifizierung der
Lebensqualitatseinschrankung durch die Erkrankung (z. B. Aktivitatseinschrankung
oder okulonasale Symptome). Der MiniRQLQ vergibt von 0 bis 6 Punkte, wobei 0O fir
keine Beschwerden und 6 fir eine schwere Beeintrachtigung der Lebensqualitat
stehen (Juniper et al. 2000).

Klinische Daten zu den Probanden sind in Tabelle 11 zusammengefasst (siehe 5.2).

3.2.3 Klinische Probengewinnung

Die Probengewinnung und Verarbeitung von Sputum und Blut erfolgte nach einem
validierten Protokoll von Dr. Zissler (Zissler 2012).

Vor der Gewinnung von Blut- und Sputumproben wurden bei allen Probanden
Blutdruck und Puls bestimmt. Bei jedem Probanden wurde auch ein Pricktest auf

gesunder Haut an der Unterarminnenseite durchgefthrt.

Die Induktion diente der nicht invasiven Probengewinnung von Sputum, um daran die
Fertigung von Zytospins zur Zytodifferenzierung und die durchflusszytometrische

Untersuchung anzuschliel3en.
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Die Blutentnahme von peripher vendsem Blut diente der Gewinnung von PBMCs und
Serum. Die PBMCs wurden ebenfalls mittels Durchflusszytometrie charakterisiert. Aus

dem Serum wurden die IgE-Level der Probanden bestimmit.

3.3 Sputuminduktion

Zur Probengewinnung wurden 3%, 4% und 5% NaCl Losung aus der Klinikapotheke

zur Inhalation verwendet.

Tabelle 9: Inhalationsldsungen

Inhalationsldsung NaCl Zusammensetzung
Nr. Konzentration

1 3% 20 mi 5.85% NaCl

2 49% 26 mi 5.85% NaCl

3 59% 35 mi 5.86% Nacl

Vor Beginn der Induktion wurden Probandinnen gebeten, einen Schwangerschaftstest
mittels B-HCG Bestimmung im Urin durchzufihren, um eine bestehende
Schwangerschaft auszuschlieBen. Eine bestehende Schwangerschaft hatte ein

Ausschlusskriterium dargestellt.

Bei allen Probanden wurde zu Beginn dreimal der FEV1-Wert mittels Spirometer nach
ERS-Guidelines (Miller et al. 2005) bestimmt. Der héchste der drei Werte wurde als

Baseline FEV1- Wert vor der Bronchodilatation und Induktion festgelegt.

Anschlieend inhalierten die Probanden 400 upg Salbutamol. 15 Minuten nach
Bronchodilatation wurde erneut dreimal der FEV1-Wert ermittelt. Bei einem FEV1 Wert
von <70% nach Bronchodilatation wurde keine Induktion durchgefiihrt. Der beste Post-
Bronchodilatations-FEV1 bildete die Grundlage fir die Berechnung des FEV1-Abfalls
nach der Induktion. Der FEV1-Abfall wurde nach jedem der drei siebenminttigen
Induktionszyklen (3% NaCl, 4% NacCl, 5% NacCl) erneut berechnet.

Aus Grinden der Probandensicherheit wurde bei einem Post-Induktions-FEV1 Abfall
um >10% und < 20% (nach Verifizierung durch dreimalige Messung) den Probanden
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200 pg Salbutamol verabreicht und die Sputuminduktion nicht mit der nachsthéheren
NaCl Konzentration, sondern der bereits gehabten fortgesetzt. Fiir den Notfall eines
Abfalls des FEV1 nach einer der drei Induktionszyklen > 20% wére vorgesehen
gewesen, 200 pg Salbutamol zu verabreichen und die Induktion abzubrechen. Auch
bei Erscheinen signifikanter Symptome wahrend der Inhalation von NaCl wére der

Versuch sofort gestoppt und 200 pg Salbutamol verabreicht worden.

Fur jeden Induktionszyklus wurden die Probanden gebeten mit aufgesetzter
Nasenklammer die drei verschieden konzentrierten NaCl-Inhalationslésungen (3%
NaCl, 4% NaCl, 5% NaCl) tuber den Ultraschallvernebler sieben Minuten lang zu
inhalieren. Nach je sieben Minuten wurde der Proband gebeten, sich den Mund
grindlich zu spilen und sich die Nase zu reinigen, da so der Anteil an squamdsen
Zellen im Sputum reduziert werden kann. Nach diesem Vorgang wurden die

Probanden gebeten, Sputum in einen vorgewogenen 50 ml Falcon abzuhusten.

Dieses Protokoll wurde, wenn maéglich, fur alle drei NaCl-Konzentrationen wiederholt.

Insgesamt wurde dreimal Sputum abgehustet und dieses auf Eis (0-4°C) gelagert.

3.4 Blutentnahme

Fur die PBMCs Gewinnung wurde jedem Probanden bei gestautem Arm mittels
Butterfly-Kanile Blut in Vacutrainer CPT™-Tubes abgenommen. Die Ro6hrchen

wurden bei Raumtemperatur fir 20 Minuten bei 3000 rpm zentrifugiert.

3.5 Aufbereitung des Sputums

Das gesammelte Sputum wurde auf Eis (0-4°C) gelagert. Das Gesamtgewicht des

Sputums wurde ermittelt und in das Protokollblatt eingetragen.

Danach wurde das Sputum in eine sterile Petrischale Uberfuhrt und die Plagues mittels
Pinzette oder Impfése und Eppendorf Pipette (1000 pl) selektiert. Wenn ndétig, wurde
das Sputum mit Hilfe eines inversen Mikroskops voruntersucht, um die Plaques, die
sich unter dem Mikroskop zellreich darstellen, besser differenzieren zu kénnen. Das
selektierte Sputum wurde anschlielBend in einen vorgewogenen 50 ml Falcon
Uberfuhrt, auf Eis gelagert und anschlie3end gewogen, um das Gesamtgewicht des

selektierten Sputums zu ermitteln.
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Daraufhin wurde die berechnete Menge Sputolysin hinzugeflgt (4 x Gewicht [g] des
selektierten Sputums). Die Sputumplugs wurden durch Aspirieren mit der Pipette
geldst, anschlieRend 15 Sekunden gevortext und danach fir 15 Minuten auf dem
Schuttler bei 4°C inkubiert.

Danach wurde die berechnete Menge an DPBS hinzugegeben (2 x Gewicht [g] des
selektierten Sputums) und die Probe nochmals fur 15 Sekunden gevortext. Die Probe
wurde anschlieBend Uber einen mit DPBS angefeuchteten 70 pm Filter in ein
vorgewogenes 50 ml Falcon Uberfuhrt und das geflllte R6hrchen gewogen, um das

Gesamtgewicht der Probe zu ermitteln. Der Wert wurde im Arbeitsblatt dokumentiert.

Die Gesamtzellzahl und die Vitalitat der Zellen wurden in einer Neubauer-Zahlkammer
mit der Tryptan-Blau-Methode bestimmt. Dafur wurden 10 pl Probe mit 10 pl
Tryptanblau (Verdinnung 1:10 mit H20) in einem 1,5 ml Eppendorf Tube vermischt
und anschlieBend in die Neubauer-Zahlkammer eingefiihrt. Die Zellzahlung erfolgte in
allen vier Quadranten und wurde innerhalb von funf Minuten durchgefiihrt, da eine
langere Einwirkdauer des Farbstoffs zytotoxisch ist. Gezahlt wurden lebende
Leukozyten, tote Leukozyten und squamodse Zellen. Daraufhin wurde der
Durchschnittswert pro Quadrant bestimmt und der prozentuale Anteil der einzelnen

Gruppen errechnet.

Die aufbereiteten Sputumproben wurden bei 4°C mit 2000 rpm Uber zehn Minuten lang

bei ausgeschalteter Bremse zentrifugiert.

Nach der Zentrifugation wurde der Uberstand entnommen und in vier gleiche Aliquots
Ubertragen, wenn mdoglich 1000 ul, mindestens aber 200 ul pro Aliquot. Zusétzlich
wurde ein fiinftes Aliquot mit jeweils 500 ul Uberstand und 500 pl Methanol hergestellt.
Es erfolgte eine umgehende Lagerung bei -80°C. Die Uberstande wurde zur moglichen

weiteren Untersuchung des Sputums auf Zytokine eingefroren.

Das Zellpellet wurde mit DPBS auf 0,5 x 10° Zellen / ml eingestellt (gesamte
Leukozyten (10°) / 0,5 x 10%= Auffullvolumen in ml).

Daraus wurden je vier Zytospin-Praparate hergestellt (siehe 3.7 Zytospins (Sputum)).

Fur die FACS Farbung wurden je 1 x 10° Zellen fir die stained Probe und fir die
unstained Probe auf ein 96-roundwell suspension cell plate (nicht absorbierend)
Ubertragen und weiter verfahren (siehe 4.8.2. Farbung).
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Die Uberbleibende Zellsuspension wurde erneut zentrifugiert und das Zellpellet in 1 ml

RNAprotect Cell Reagent aufgeldst und bei -80°C eingefroren

3.6 Aufbereitung des Blutes

Die in Vacutrainer CPT™-Tubes abgenommenen Blutproben wurden nach der
Entnahme fur 20 Minuten bei 3000 rpm bei Raumtemperatur zentrifugiert (siehe
Blutentnahme). Die Uberstande der CPT ™-Tubes wurden durch mehrmaliges Drehen
um 180° zwischen Daumen und Mittelfinger gemischt und in ein 50 ml Falcon durch

Eingiel3en Uberfiihrt.

Die Uberstande wurden bei Raumtemperatur und 1200 rpm fur zehn Minuten
zentrifugiert und aus dem Serumuberstand, ohne das Pellet zu berthren, funf Proben
entnommen. Es wurden viermal 1000 pl Serum in 1,5 ml Eppendorf Gefalde und in ein
funftes Gefal? 500 pl Serum pipettiert. In das funfte Eppendorf-Gefal? wurden 500 ul

Methanol hinzugefiigt, und die Proben wurden anschlie3end bei -80°C gelagert.

Das restliche Serum wurde verworfen und das Pellet mit 10 ml sterilem DPBS
aufgeldst. AnschlieRend wurde die Gesamtzellzahl in einer Neubauer-Zahlkammer mit
der Tryptan-Blau-Methode bestimmt. Dafur wurden 10 pl Probe mit 10 pl Tryptanblau
in einem 1,5 ml Eppendorf Tube vermischt und anschlieBend in die Neubauer-
Zahlkammer eingeflihrt. Die Zellzahlung erfolgte in allen vier Quadranten und wurde
innerhalb von funf Minuten durchgeftihrt. Daraufhin wurde die Zellzahl auf 1 x 108
Zellen pro ml eingestellt (Zellzahl / ml = Durchschnitt gezahlte Zellen x 10.000 x 2;

Gesamtzellzahl = Zellzahl / ml x 10).

Fur die FACS Farbung wurden je 0,5 x 10%Zellen fir die stained Probe und fir die
unstained Probe auf ein 96-roundwell suspension cell plate (nicht absorbierend)

Ubertragen und weiter verfahren (siehe 3.7.2 Farbung).

Die eingestellte Zellsuspension wurde in ein 1,5 ml Eppendorf Reagenzgefald tberfuhrt
und bei 2000 rpm zentrifugiert, das Pellet in 1000 pl RNAprotect Cell Reagent
aufgeldst und bei -80°C eingefroren.
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3.7 Zytospins (Sputum)

Zytospins sind Objekttrager, auf die in einem speziellen Verfahren Zellen appliziert
werden, sodass sie anschliellend gefarbt und unter Mikroskop ausgezahlt werden

kbnnen (Zytodifferenzierung).

3.7.1 Herstellung

Pro Proband wurden je vier Zytospin-Praparate hergestellt. Auf Slide 1 und 3 wurden
jeweils 75 ul und auf Slide 2 und 4 jeweils 100 pl, der auf 0,5 x 10°% Zellen / ml
eingestellten Zellsuspension appliziert (siehe 3.5 Aufbereitung des Sputums). Die
Zytospins wurden flir sechs Minuten bei 450 rpm zentrifugiert, die Objekttrager 15

Minuten bei Raumtemperatur getrocknet und fur fiunf Minuten in Methanol fixiert.

3.7.2 Farbung

Die durch Methanol fixierten Zytospins wurden nach Pappenheim gefarbt. Daflr wurde
zuerst die May-Grinwald Losung uber einen Papierfilter gefiltert. Anschliel3end
wurden die Objekttrager fur acht Minuten in der Farbwanne mit der May-Griinwald
Losung gefarbt. Die Objekttrager wurden danach mit Leitungswasser sorgfaltig
gespult, um Farbreste zu entfernen. Dies ist fir eine spatere qualitative
mikroskopische Auszéhlung essenziell. Die Giemsa-L6sung wurde im Verhaltnis 1:5
mit Wasser verdunnt (1:5; 20 ml Giemsa:80 ml Aqua destillata) und ebenfalls filtriert.
Anschliel3end wurden die Objekttrager darin fur 35 Minuten gefarbt. Es wurde erneut
gespult und die Objekttrager lichtgeschitzt getrocknet. Die getrockneten Objekttrager
wurden fir zehn Sekunden in Xylol fixiert und erneut getrocknet. Zur Bedeckung mit
dem Deckglaschen wurde dieses mit einem Tropfen Eukitt blasenfrei fixiert. Eventuelle
Eukitt Ruckstande wurden mittels Aceton entfernt.

3.7.3 Auszahlung und Zytodifferenzierung

Das Sichtfeld wurde in vier Quadranten unterteilt und unter 100-facher Vergréf3erung
jeder Quadrant maanderférmig erschlossen. In allen vier Quadranten wurden 100
Zellen ausgezahlt. Gezahlt wurden Makrophagen, Lymphozyten, neutrophile,
eosinophile und basophile Granulozyten. Squamose Zellen wurden nicht in die

Zahlung eingeschlossen. Das Sputumdifferentialzellbild wurde von zwei Personen,
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unabh&ngig voneinander, ausgezahlt. Der Mittelwert aus den zwei Zahlungen wurde

berechnet und fur die folgende Auswertung herangezogen.

3.8 Durchflusszytometrische Analyse

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein Messverfahren zur Analyse von
Zelleigenschaften einzelner Zellen. Bei der durchgefiihrten FACS-Analyse
(Fluorescence activated cell scanning) wurden Lymphozyten mit fluoreszierenden
Antikdrpern gefarbt und anschlieRend auf die gefarbten Oberflachenmolekile hin

gepruft sowie nach ihrem Oberflachenprofil in Subpopulationen eingeteilt.

In der Durchflusszytometrie flieRen die mittels fluoreszierender Antikorper gefarbten
Zellen in einer Flussigkeitssaule einzeln an der Messeinheit vorbei. Sie werden mittels
Laser bestrahlt, woraufhin die fluoreszierenden Antikoérper Licht in verschiedenen
Spektren streuen. Die Intensitat unterscheidet sich je nach Anzahl der gebundenen
Antikdrper. Die spezifischen Fluoreszenzspektren werden anschlieend in dem
zugehorigen Kanal gemessen. Hierfur werden die Emissionen durch Farbfilter auf
Photosensoren gelenkt. Die optischen Signale werden in elektrische umgewandelt. Die
so gewonnen Daten kénnen anschlieend mit Softwareprogrammen ausgewertet

werden. FUr diese Arbeit wurde die Software FacsDiva verwendet.

Bei den gefarbten Oberflachenmolekilen handelte es sich um Markermolekile, die auf
der Zelloberflache exprimiert werden. Diese koénnen nach dem ,Cluster of
Differentiation® von CD1 bis CD300 eingeteilt werden. CD-Molekile haben viele
unterschiedliche Funktionen und dienen der Zellinteraktion, zum Beispiel in Form von

Rezeptoren, Adhéasions- und/oder Erkennungsmolekilen.

3.8.1 FACS-Farbung der PBMCs (Blutzellen)

Fur die FACS-Farbung wurden je 1 x 108 Zellen fiir die stained Probe und fir die
unstained Probe auf ein 96-roundwell suspension cell plate (nicht absorbierend)
Ubertragen (siehe 3.6 Aufbereitung des Blutes). Bei 1200 rpm und 4°C wurden die
Platten flr drei Minuten zentrifugiert und der Uberstand abgeschuttet. Die Zellen
wurden anschlielend mit 200 ul FACS-Puffer gewaschen, erneut fur drei Minuten bei
1200 rpm zentrifugiert und der Uberstand vorsichtig abgeschittet. Dieser Vorgang

wurde ein weiteres Mal wiederholt (Waschen + Zentrifugieren). Anschlieend wurde
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das Zellpellet mit 100 yl FACS-Antikorper Mastermix resuspendiert und 30 Minuten im
Kihlschrank inkubiert. Der Mastermix bestand aus je 0,5 ul von CD3-, CD5-, CD19-,
CD25-, CD27-, CD45-Antikorper und je 1 ul von CD56 und y/d TCR- Antikdrper und
wurde mit FACS-Puffer auf 100 ul aufgefullt.

Die Zellen auf der Platte wurden bei 1200 rpm und 4°C fur drei Minuten abzentrifugiert,
der Uberstand verworfen und die Zellen noch zweimal mit 200 yl FACS-Puffer
gewaschen (Waschen + Zentrifugieren). Zum Einlesen in die FACS Fortessa wurden
die Zellen mit 100 ul FACS Puffer resuspendiert. Direkt vor dem Einlesen wurden den

stained Proben 5 pl einer 1:3- verdinnten 7-AAD-LOsung hinzugegeben.

3.8.2 FACS-Farbung von Sputumzellen

Fur die FACS Farbung von Sputumzellen wurden je 0,5 x 10° Zellen fiir die stained
Probe und fur die unstained Probe auf ein 96-roundwell suspension cell plate (nicht
absorbierend) Ubertragen (siehe 3.5 Aufbereitung des Sputums).

Bei 1200 rpm und 4°C wurden die Platten fur drei Minuten zentrifugiert und der
Uberstand abgeschiittet. Die Zellen wurden anschlieRend mit 200 pl FACS-Puffer
gewaschen, erneut fur drei Minuten bei 1200 rpm zentrifugiert und der Uberstand
vorsichtig abgeschiittet. Das Zellpellet wurde in 100 yl FACS-Puffer resuspendiert, die
Fc-Rezeptoren blockiert und die Platte fur 15 Minuten lichtgeschuitzt auf Eis inkubiert.
Die Zellen auf der Platte wurden bei 1200 rpm und 4°C fir drei Minuten abzentrifugiert,
der Uberstand verworfen und die Zellen mit 200 ul FACS Puffer gewaschen. Nach
erneuter Zentrifugation und Abschiitten des Uberstands wurde das Zellpellet mit 50
FACS Antikdrper Mastermix resuspendiert und 30 Minuten im Kiuhlschrank inkubiert.
Der Mastermix setzte sich aus je 0,5 pl von CD3-, CD5-, CD19-, CD25-, CD27-, CD45-
Antikdrper und je 1 pl von CD56 und y/d TCR- Antikérper zusammen und wurde auf
50 ul mit FACS Puffer aufgefullt

Die Zellen auf der Platte wurden bei 1200 rpm und 4°C fir drei Minuten abzentrifugiert,
der Uberstand verworfen und die Zellen noch zweimal mit 200 yl FACS Puffer
gewaschen (Waschen + Zentrifugieren). Zum Einlesen in die FACS Fortessa wurde
das Zellepellet mit 100 ul FACS Puffer resuspendiert. Direkt vor dem Einlesen wurden

den stained Proben 5 pl einer 1:3- verdinnten 7-AAD-L6sung hinzugegeben.
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3.8.3 Kompensation

Das von einem fluoreszierenden Antikorper emittierte Farbspektrum kann Uber seinen
zugeteilten Farbkanal hinaus schwach in andere Farbkanéle streuen. So kdnnen sich
Signale verschiedener Antikérper Uberlagern und in mehr als einem Kanal zugleich
gemessen werden. Um diese Uberlagerung herauszurechnen, wurde vor Beginn der
In-Season und der Off-Season jeweils eine Kompensation festgelegt. Dies erfolgte mit
dem Prinzip der ,Single colours®: Zur Einstellung der Kompensation wurden die
festgelegten Antikérper an Beads gebunden und die Uberlagerungen der Farbspektren
anteilsmafig abgezogen. Zusatzlich wurden noch ,Fluorescence minus one“ (FMO)
Kontrollen durchgefiihrt, wobei alle Antikdrper bis auf einen gefarbt werden, um den
Einfluss der anderen Antikérper auf das fehlende Spektrum zu Uberprifen und
entsprechend zu korrigieren. Diese Kontrolle dient zum Ausschluss von falsch-

positiven Signalen in der Farbung.

3.8.4 Antikorperwahl

Es wurden acht Antikdrper zur Charakterisierung verschiedener Subpopulationen
ausgewahlt. Das Panel beinhaltet Antikdrper gegen Oberflachenmarker von T-Zellen,
y/d T-Zellen und NKT-like Zellen. CD19 ist ein B-Zellmarker und wurde zur
Diskriminierung von T-Zellen und B-Zellen mitgefarbt.

Tabelle 10: Oberflachenmarker und ihre Funktion, Quelle: (Immunologie 2018)

Oberflachen- Vorkommen auf

Funktion
marker Zellen

Assoziert mit dem T-Zell-Rezeptor (TCR),

CD3 Thymozyten, T-Zellen | notwendig flr Signaliibertragung und
Zelloberflachenexpression von TCR

Thymozyten, T-Zellen, | Verstarkt TCR-Signale und Akt-Signale in

CD5 eine Untergruppe der | T-Zellen, erforderlich fur TH2 und TH17
B-Zellen Differenzierung
CD19 B-Zellen Co-Rezeptor fur B-Zellen

Aktivierte T-Zellen, B-

CD25 el e MeesgeT a-Kette des IL-2 Rezeptors
T-Zellen, NK-Zellen, TNF-Rezeptor, bindet CD70; kann bei T-
cb27 einige B-Zellen und B-Zellen als Co-Stimulator wirken
Alle Tyrosinphosphatase; erhoht die
CD45 hamatopoetischen Signalvermittlung Gber den
Zellen Antigenrezeptor von B- und T-Zellen;
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durch alternatives Splei3en entstehen
viele Unterformen

I . Isoform der neuronalen
CD56 NE.'Z.E en, elnlliqe Zelladhasionsmolekils (NCAM),
aktivierte T-Zellen Adhasionsmolekill

MHC-unabhéngige Erkennung von
Molekilen

y/d TCR y/d T-Zellen

3.8.5 Gatingstrategie Sputum

Fur die Differenzierung der Sputumzellen in der Durchflusszytometrie wurden diese
mittels acht fluoreszierender Antikorper gegen verschiedene CD-Marker geféarbt (siehe
Tabelle 7 und 10). Die Farbung zu den PBMCs erfolgte analog. Die gleiche
Farbemethodik ist eine Voraussetzung fur die Vergleichbarkeit zwischen den Matrices.
So konnen die Unterschiede zwischen lokalem und systemischem Geschehen

objektiviert werden.

Im Sputum wurden 0,5 x 10%° Zellen aufgenommen. Das Gating der
Durchflusszytometrie-Daten macht ein ,Aussieben“ der gesuchten Subpopulationen
maoglich. Im ersten Schritt wurden aus der Gesamtzahl der gemessenen Zellen das
Areal, in welchem die Lymphozyten zu finden sind, ausgewé&hlt, um in einem zweiten
Schritt die einzelnen Zellen (Singletten) herauszufiltern. Der Antikorper 7-AAD markiert
die abgestorbenen Zellen, wodurch die lebenden Zellen (nicht gefarbt) gegated
wurden. CD45 ist als Panleukozytenmarker klassifiziert. Die mittels CD45+ Antikorper
gefarbten Zellen konnten in einem vierten Schritt identifiziert werden (siehe Abb. 5,
Diagramm 4). Im Sputum zeichnet sich die Lymphozyten-Population deutlich in der
Leukozyten Population ab. Daher wurde die Lymphozyten-Population zuséatzlich
gegated um falsch positive Zellen auszuschliel3en. In den PBMCs fand dieser Schritt
nicht statt (siehe 3.8.6 Gating Strategie PBMCSs).
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3.8.5.1 Allgemeine Gatingstrategie Sputum
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Abbildung 5: Allgemeine Gatingstrategie, Sputum

3.8.5.2 T-Zellpopulationen

Fur die Bestimmung der T-Zell Subpopulationen wurden zwei verschiedene Gating-

Zweige der allgemeinen Gatingstrategie (siehe oben) nachgestellt.

Im ersten Zweig wurden CD5+ T-Zellen gegated und aus dieser Population noch die
CD5+/CD3+ T-Zellen bestimmt. Im Diagramm 7 ist die Bestimmung der
CD5+/CD3/+CD25+ T-Zellen dargestellt. CD25+ ist ein IL-2 Rezeptor und ein Marker
fur die Aktivierung der T-Zelle.
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Abbildung 6: Gatingstrategie: CD3+/CD5+ T-Zellen, CD25+ T-Zellen, Sputum

Zur Charakterisierung der y/® T-Zellen und deren Subpopulationen wurden zuerst die
CD3+ T-Zellen bestimmt. In dieser Zellfraktion wurden die Zellen, welche zusatzlich
den y/d T-Zellrezeptor auf ihrer Oberflache tragen gegated. In der Population der y/d
T-Zellen lag der primére Fokus auf CD27- und CD27+ y/d T-Zellen. Diese wurden, wie
im Diagramm 10 ersichtlich, charakterisiert. Zusatzlich wurden CD56+ y/® T-Zellen

differenziert. CD56 ist ein Oberflachen-Marker der nattirlichen Killerzelle.
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Abbildung 7: Gatingstrategie: y/6 T-Zellen, CD27+ und CD27- y/6 T-Zellen, CD56+ y/d T-Zellen, Sputum

Die Differenzierung der NKT-like Zellen erfolgte mittels CD3 als T-Zellmarker und
CD56+ als Oberflachenmarker fur nattrliche Killerzellen. CD3+ und CD56+ Zellen
wurden als NKT-like Zellen klassifiziert.
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Abbildung 8: Gatingstrategie: NKT-like Zellen, Sputum

3.8.6 Gatingstrategie PBMCs

Die Gatingstrategie der PBMCs entspricht der des Sputums, mit der Ausnahme des
Fehlens des Lymphozyten-Gates in der CD45+ Leukozytenpopulation. In den PBMCs
ist die Population klar abzugrenzen und die Gefahr falsch positiver Zellen geringer.

Deshalb konnte auf das zuséatzliche Lymphozytengate verzichtet werden.
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3.8.6.1 Allgemeine Gatingstrategie
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Abbildung 9: Allgemeine Gatingstrategie, PBMCs

3.8.6.2 T-Zellpopulationen PBMCs
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Abbildung 10: Gatingstrategie: CD3+/CD5+ T-Zellen, CD25+ T-Zellen, PBMCs
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4 Ergebnisse

4.1 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung der gewonnenen Daten wurde das Programm
GrapPadPrism 6.0 verwendet. Die Erstellung der Graphen erfolgte ebenfalls mit
GraphPadPrism. Statistische Signifikanz wird in der Beschriftung der Graphen mittels
. far p < 0,05, ,*** fur p < 0,01, ,***“ flr p < 0,001 ,**** fur p < 0,0001 dargestellt.

Zum Vergleich zweier Gruppen wurde ein Test fur unabhéngige Stichproben
verwendet. Die Daten wurden visuell inspiziert, wobei sich keine Normalverteilung
zeigte. Daher wurde der Mann-Whitney-U-Test durchgefuhrt und in den Graphen die

Mediane der Gruppen sowie die einzelnen Datenpunkte gezeigt.

Handelte es sich um Daten, die bei denselben Probanden sowohl In-Season als auch
Off-Season erhoben wurden, wurde ein Test fur abhangige Stichproben verwendet.
Da keine Normalverteilung in den Daten vorlag und zudem einzelne Gruppen geringe

StichprobengrdélRen aufwiesen, wurde der Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test verwendet.

Es erfolgte der Vergleich der einzelnen T-Zell-Subpopulationen In-Season und Off-
Season zwischen induziertem Sputum und PBMCs innerhalb der Kohorten. Zusatzlich
wurden die Kohorten der Kontrollen, Allergiker ohne Immuntherapie und Allergiker mit
Immuntherapie im Gruppenvergleich sowie im Untergruppenvergleich die Probanden
mit allergischer Rhinitis ohne Immuntherapie, Probanden mit allergischer Rhinitis mit
Immuntherapie, Probanden mit allergischem Asthma ohne Immuntherapie und

Probanden mit allergischem Asthma mit Immuntherapie untereinander verglichen

Um Zusammenhange zwischen klinischen Daten und gemessenen Zellpopulationen
zu beschreiben, erfolgte eine Korrelationsanalyse. Da die Voraussetzungen fir die
Anwendung des parametrischen Pearson-Korrelationskoeffizienten nicht gegeben
waren, wurden alle Korrelationen anhand der Rangkorrelation nach Spearman
berechnet. Die Effektstarke wurde nach dem Standard von Cohen bewertet.
Korrelationskoeffizienten zwischen 0,10 und 0,29 zeigen einen geringen
Zusammenhang, Koeffizienten zwischen 0,30 und 0,49 zeigen einen mittleren
Zusammenhang und Koeffizienten von > 0,50 einen starken Zusammenhang (Cohen
1992; Soultions 2022).
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Abbildung 13 zeigt die schematische Darstellung der Gatingstrategie in der
Durchflusszytometrie (FACSDiva). Die gemessenen Zellen wurden in absoluten
Zahlen (#Event) und in ihrem prozentualen Anteil an der Ubergeordneten
Zellpopulation (%Parent) gemessen. Die statistische Auswertung erfolgte mit den

Werten des %Parent.

Lebende Zellen
h CD45+ Leukozyten

(BN D19+ B-Zellen
(BN D3+ T-Zellen

L CD3+/CD5+ T-Zellen
[, CD25+ T-Zellen

v/6 T-Zellen

L CD27- y/6 T-Zellen

BN CD27+y/6 T-Zellen
L CD56+ y/6 T-Zellen

CD56+ NKT-like Zellen

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Gatingstrategie

60



4.2 Klinische Daten

Tabelle 11: Klinische Daten und Sputumzellzahl / ml (Mean + SEM)

Kontrollen | Kontrollen A-AIT A-AIT A+AIT A+AIT
i.S. 0.S. i.s. 0.S. i.S. 0.S.

Anzahl [n] n=21 n=21 n=18 n=17 n=18 n=17
e 0/21 0/21 6/18 6/17 7/18 7/17
Alter 23,2+0,5 25.,8+1,0 28,3+1,7
[Jahre]
BMI [kg/m?] 21,8+0,7 22,3+0,9 23,0+0,6
Geschlecht | 145 16/5 11/7 10/7 6/12 6/11
(f/m)
FEV1 [L] 3,8+0,2 3,9+0,2 3,9+0,1 | 4,0£0,2 |4,3%0,2 |4,1+0,2
FVC [L] 4,5+0,2 4,60,2 4,6+0,2 |4,6%0,2 |4,9+0,2 |4,9+0,2
Tiffeneau- | g57+18 |841+19 |862+15 |87.1+27|887+22 |852+2.0
Index [%]
Sputum- 51,3+10,0 | 60,2+14,1 |59,0£12,5 | 34,9+6,5 | 76,9+13,9 | 63,0+10,7
zellzahl/ml

Tabelle 11 liefert eine Ubersicht der deskriptiven Teststatistik relevanter

soziodemographischer und klinischer Kennwerte der Probandenkohorte.

Das mittlere Alter der Probanden zu Beginn unsere Studie betrug 25,6 Jahre (Min. 20
Jahre, Max. 49 Jahre, Median 24 Jahre). Die Geschlechterverteilung lag bei 42,1%

Mannern und 57,9% Frauen.

In der Spirometrie wurden das forcierte Einsekundenvolumen (FEV1) und die forcierte
Vitalkapazitat (FVC) bestimmt. Das FEV1 gibt an, wie viel Volumen der Proband in
einer Sekunde maximal ausatmen kann und wird in Litern angegeben. Die FVC
bezeichnet die Summe des maximalen Ein- und Ausatemvolumens in Litern. Aus
diesen zwei Werten lasst sich der Tiffeneau-Index errechnen [FEV1/FVC], dieser wird
in Prozent angegeben. Der Tiffeneau-Index ist ein Mal3 fur die Obstruktion der
Atemwege, von welcher ab einem Index von <70% die Rede ist. In den Ergebnissen
der Spirometrie bestehen zwischen den Gruppen keine statistisch signifikanten
Unterschiede (Mann-Whitney-U-Test, p > 0,05).
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Abbildung 14: Sputumzellzahl pro ml

Betrachtet man die Sputumzellzahl pro ml, so fallen in der Gruppe der Allergiker (A-
AIT i.s. Median 42,25%, A+AIT i.s. Median 63,50%) In-Season héhere Zellzahlen als
Off-Season auf (A-AIT o.s. Median 33,00%, A+AIT o.s. Median 53,50%). Diese
Unterschiede sind nur als Trend sichtbar (A-AIT i.s. vs. 0.s., p=0,067; A+AIT i.s. vs.
0.S., p=0,541). Dieses Ergebnis passt zu der inflammatorischen Reaktion von

Allergikern wahrend der Pollenflugsaison.

4.2.1 Mini Rhinoconjunctivitis Quality of Life Questionnaire - Vergleiche und
Korrelationen

Der Mini Rhinoconjunctivitis Quality of Life Questionnaire ist ein Test zur
Objektivierung der Einschrankung der Lebensqualitat durch allergische Rhinitis. Je
héher die Punktezahl des MiniRQLQs, desto hoher der Grad an Einschréankung der
Lebensqualitat (Juniper et al. 2000).

Im Folgenden werden die Werte des MiniRQLQs von Allergikern in der Allergiesaison
und auf3erhalb dieser verglichen.

Zuséatzlich wurden die Zusammenhange von MiniRQLQ mit der Anzahl an
eosinophilen Granulozyten im Sputum der Probanden und mit der Hohe der Gesamt-
IgE Level im Serum untersucht. Dies erfolgte mittels Korrelation (Spearman

Korrelationskoeffizient).
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MiniRQLQ der Allergiker
In-Season vs. Off-Season
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Abbildung 15: Ergebnisse des MiniRQLQ

In Abbildung 15 zeigte sich, dass Allergiker In-Season stérker in ihrer Lebensqualitat

eingeschrankt sind als aufRerhalb der Pollenflugsaison (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-

Test p < 0,0001).
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Abbildung 16: Korrelation des MiniRQLQ mit der Anzahl [%] der eosinophilen Granulozyten im Sputum
(Zytospins)

Betrachtet man den relativen Anteil der eosinophilen Granulozyten aller Probanden mit
dem Score des MiniRQLQ, so ergibt sich in der Off-Season eine positive Korrelation,
die einen mittleren Zusammenhang zeigt (r=0,34, p=0,015). In der Allergiesaison sieht
man eine Korrelation nur noch als Trend (r=0,17, p=0,239)
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Abbildung 17: Korrelation MiniRQLQ in Summe mit IgE Leveln im Serum

Die Korrelation der im Serum gemessenen Konzentration an Gesamt-IgE [IU/ml] mit
der Summe des MiniRQLQ ist in Abbildung 17 dargestellt. Personen, die eine hthere
Konzentration von Gesamt-IgE aufwiesen, gaben im MiniRQLQ hoéhere Werte an,
wobei der Zusammenhang allerdings nicht signifikant war (Spearman-

Korrelationskoeffizient r=0,24; p > 0,05).
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4.3 Zelldifferenzierung - Auswertung der Zytospins

Tabelle 12: Zytospins - Zellverteilung im Sputum bei Kontrollen und Allergikern; In-Season und Off-Season

Kontrollen | Allergiker p- Kontrollen | Allergiker
|;s . |;s . Wert 0_.s . 0_.s . p-Wert
(n=17) (n=34) (n=19) (n=32)
Makrophagen 87.32 [gggg ns 82.79 [ggzg ns
[%0] [33.75-99.75] 100.00] [35.50-99.13] 99.63]
Neutrophile 10.87 8.52 s 14.92 14.55 s
[%0] [0.13-62.75] |[0.00-70.38]| "~ |[0.42-64.25] |[0.25-60.00] "
Lymphozyten 1.76 1.54 ns 2.15 0.50 ns
[%0] [0.13-3.50] | [0.00-4.00] "~ | [0.00-28.67] | [0.00-3.13] e
Eosinophile 0.06 0.61 0.11 1.21
[%] [0.00-0.88] | [0.00-5.13] [P<%%%| [0.00-1.25] |[0.00-17.00]P<0-0%>
Basophile 0.00 0.04 s 0.03 0.04 s
[%0] [0.00-0.00] | [0.00-0.41] "~ | [0.00-0.50] | [0.00-0.38] e

Tabelle 12 zeigt die Ergebnisse der mikroskopischen Auswertung von Sputumzellen
in den Zytospins. Die Zellverteilung wurde bei Allergikern und Kontrollen in und
aulBerhalb der Allergiesaison ausgewertet. Aufgelistet werden die Mittelwerte mit
jeweiligen Minima und Maxima in den eckigen Klammern.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Tests.

Die Normwerte fur die Zellverteilung im Sputum wurden von UM Zissler wie in Tabelle

13 dargestellt in seiner Dissertation festgelegt (Zissler 2012).

Tabelle 13: Normwerte flr Zellverteilung im Sputum (Zissler 2012)

Alveolarmakrophagen 57-80%
Neutrophile Granulozyten < 35%
Eosinophile Granulozyten <2%
Lymphozyten <3%
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Eosinophile Granulozyten
In-Season und Off-Season
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Abbildung 18: Eosinophile Granulozyten im Sputum. Unterschiede zwischen In-Season und Off-Season und
zwischen Kontrollen und Allergikern.

Die statistische Auswertung der eosinophilen Granulozyten in den Zytospins zeigt
einen signifikant hoheren Prozentsatz in allergischen Probanden verglichen mit
gesunden Kontrollen (Mann-Whitney-U-Test In-Season p < 0,05; Off-Season p <0,01).
Dieses  Ergebnis  entspricht der  Pathophysiologie von  allergischen
Atemwegserkrankungen. Hierbei spielen eosinophile Granulozyten eine zentrale Rolle
im Entzindungsgeschehen (siehe Einleitung). In der Gruppe der Allergiker zeigte sich
kein signifikanter Unterschied In-Season vs. Off-Season (Mann-Whitney-U-Test p >
0,05). Der Median liegt In-Season niedriger als Off-Season (Median 0,00% vs. Median
0,13%).

4.4 Durchflusszytometrie Daten

4.4.1 Unterschiede zwischen den Matrices

Die unterschiedlichen Zellphanotypen wurden mittels Durchflusszytometrie
charakterisiert. Die Bestimmung der prozentualen Anteile erfolgte im Sputum und in
aus Blut gewonnen PBMCs. Diese zwei Untersuchungsmatrices weisen
unterschiedliche Verteilungsmuster auf. In den Diagrammen werden die prozentualen
Anteile der jeweiligen Zellart in PBMCs und Sputum in und auf3erhalb der

Pollenflugsaison verglichen. Fir den Vergleich zwischen PBMCs und Sputum
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innerhalb der funf Probandengruppen, bestehend aus Kontrollen, AR-AIT, AR+AIT,
AA-AIT und AR+AIT, wurde der Mann-Whintney-U-Test verwendet. In den Graphen

stellt jeder Proband einen Punkt dar und es werden die Mediane der Gruppen

abgebildet.

Tabelle 14 gewahrt einen Uberblick tiber die Zellpopulationsanteile in den Matrices

PBMCs und Sputum.

Tabelle 14: Mittelwerte und SEM aller Probanden, errechnet fur In- und Off-Season

Mittelwert und SEM fir
In- und Off-Season
errechnet

PBMCs

Sputum

CD5+/CD3+ Zellen

65,8% + 1,3%

3,6% + 0,3%

CD25+ T-Zellen

1,9% + 0,1%

18,6% * 1,3%

y/d T-Zellen

0,9% +0,1%

65,6% * 2,3%

CD27+ y/d T-Zellen

57,7% * 2,6%

17,3% + 1,4%

CD27- y/d T-Zellen

41,4% + 2,6%

81,9% *+ 1,6%

NKT-like Zellen

2,3% + 0,3%

35,2% + 2,5%
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Abbildung 19: Verteilung CD5+/CD3+ T-Zellen in PBMCs und Sputum, alle Untergruppen



In Abbildung 19 ist die relative Anzahl mit Medianen der CD5+/CD3+ T-Zellen in den

PBMCs und Sputum dargestellt. In allen finf Probandengruppen (Kontrollen, AR-AIT,
AR+AIT, AA-AIT, AA+AIT) findet sich ein signifikant hoherer Anteil an T-Zellen in den
PBMCs als im Sputum. Dieser Effekt ist sowohl im In-Season Vergleich als auch Off-

Season Vergleich zu sehen (Mann-Whitney-U-Test p < 0,0001; p < 0,001; p < 0,01).
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Abbildung 20: Verteilung CD25+ T-Zellen in PBMCs und Sputum, alle Untergruppen

Betrachtet man die einzelnen Probandengruppen in Abbildung 20, ist in allen Gruppen
die relative Zellzahl der CD25+ T-Zellen im Sputum signifikant héher als in den PBMCs
(Mann-Whitney-U-Test p < 0,0001; p < 0,001; p <0,01).

Eine Ausnahme stellt der Vergleich PBMCs o.s (Median 1,25%). vs. Sputum (Median
10,00%) o.s. in der Gruppe AA-AIT dar: Hier zeigt sich der Effekt nur als Trend
(p=0,126).
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4.4.1.2 y/d T-Zellen
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Abbildung 21: Verteilung von y/6 T-Zellen in PBMCs und Sputum, alle Untergruppen

71



In Abbildung 21 wird die Verteilung von y/d T-Zellen mit den jeweiligen Medianen in
den unterschiedlichen Probandengruppen dargestellt. Der Unterschied der relativen
y/d T-Zellanzahl in PBMCs und Sputum ist In- und Off-Season statistisch signifikant
(Mann-Whitney-U-Test p < 0,0001; p < 0,001; p < 0,01). Die Population der y/d T-
Zellen ist im peripheren Blut wenig bis gar nicht reprasentiert (PBMCs, drei Probanden
0%). Im Vergleich dazu haben y/d T-Zellen einen hohen Anteil an den CD5+/CD3+ T-
Zellen im Sputum. Diese Diagramme weisen darauf hin, dass Sputum eine geeignete
Matrix ist, um y/® T-Zellen in Bezug auf allergische Erkrankungen der Atemwege zu

untersuchen.

CD 27- y/d T-Zellen und CD 27+ y/d T-Zellen

In den folgenden Abbildungen (22, 23, 24) wird der relative Anteil an CD 27- y/® T-
Zellen (links) dem relativen Anteil an CD27+ y/d T-Zellen (rechts) gegenubergestellt.
In den Diagrammen sind jeweils die Mediane der Zellpopulation eingezeichnet.

CD27- und CD27+ y/d T-Zellen in der Kontrollgruppe
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Abbildung 22: Verteilung von CD27- und CD27+ y/5 T-Zellen in PBMCs und Sputum, Kontrollen

In der Kontrollgruppe zeigt die CD27- y/d T-Zellpopulation einen signifikant hoheren
Anteil im Sputum im Vergleich zu den PBMCs (Median PBMCs i.s.=29,30%, Median
Sputum i.5.=78,20% / Median PBMC 0.5.=36,90%, Median Sputum i.s.=78,05%, p <
0,0001 im Mann-Whitney-U-Test).

Die CD27+ y/® T-Zellpopulation wiederum hat signifikant hoheren Anteil an den
PBMCs im Vergleich zum Sputum (Median PBMC i.s.=70,70%, Median Sputum
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1.5.=23,05%/ Median PBMC 0.5.=63,10%, Median Sputum i.s.=16,30%, p > 0,0001 im
Mann-Whitney-U-Test).

Im Folgenden wird dieses Phanomen als CD27-/CD27+ y/d T-Zell-Inversion

bezeichnet.

1) CD27- und CD27+ y/d T-Zellen der Gruppe allergischer Rhinitiker (AR) ohne (-)
und mit (+) Immuntherapie (AIT)
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Abbildung 23: Verteilung von CD27- und CD27+ y/5 T-Zellen in PBMCs und Sputum, allergische Rhinitiker ohne
Immuntherapie
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Abbildung 24: Verteilung von CD27- und CD27+ y/d T-Zellen in PBMCs und Sputum, allergische Rhinitiker mit
Immuntherapie

Betrachtet man die Gruppe der allergischen Rhinitiker mit und ohne Immuntherapie,
ist hier dieselbe CD27-/CD27+ y/d T-Zell-Inversion zu finden wie in der Kontrollgruppe.
Die Unterschiede zwischen PBMCs und Sputum sind sowohl fir CD27- als auch fur
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CD27+ y/d T-Zellen in beiden Seasons signifikant (Mann-Whitney-U-Test, p < 0,0001,
p < 0,001)

2) CD27- und CD27+ y/d T-Zellen der Gruppe allergischer Asthmatiker (AA) ohne
(-) und mit (+) Immuntherapie (AIT)
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Abbildung 25: Verteilung von CD27- und CD27+ y/d T-Zellen in PBMCs und Sputum, allergische Asthmatiker
ohne Immuntherapie
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Abbildung 26: Verteilung von CD27- und CD27+ y/5 T-Zellen in PBMCs und Sputum, allergische Asthmatiker mit
Immuntherapie

Wie in den Abbildungen 25 und 26 ersichtlich, zeigt sich in der Probandengruppe mit
allergischem Asthma die CD27-/CD27+ y/& T-Zell-Inversion zwischen PBMCs und
Sputumzellen nur noch als Trend (AA-AIT: CD27-y/6 T-Zellen - PBMCs i.s. vs. Sputum
i.s., p=0,305 / CD27+ y/® T-Zellen - PBMCs i.s. vs. Sputum i.s., p=0,387) (AA+AIT:
CD27- y/d T-Zellen - PBMCs i.s. vs. Sputum i.s., p=0,053; PBMCs 0.s. vs. Sputum
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0.s., p=0,021 / CD27+ y/d T-Zellen - PBMCs i.s. vs. Sputum i.s., p=0,128; PBMCs o0.s.
vS. Sputum o.s., p=0,164).

Ausnahmen bilden die Ergebnisse des Mann-Whitney-U-Tests Off-Season bei CD27-
und CD27+ y/d T-Zellen in der Gruppe der Asthmatiker ohne Immuntherapie (AA-AIT-

Abbildung 25). Diese weisen einen p-Wert von < 0.05 auf und sind somit signifikant.

4.4.1.3 NKT-like Zellen
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AA-AIT NKT-like Zellen AA+AIT NKT-like Zellen
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Abbildung 27: Verteilung von NKT-like Zellen in PBMCs und Sputum, alle Untergruppen

Statistisch signifikante Unterschiede der prozentualen NKT-like Zellzahl zeigen sich in
allen Probandengruppen (Kontrollen, AR-AIT, AR+AIT, AA-AIT, AA+AIT). In den
Sputumproben ist der Anteil an NKT-like Zellen in der CD3+ T-Zellpopulation im
Vergleich zu den PBMCs erhoht. Dieser Effekt ist am deutlichsten in den Kontrollen,
AR-AIT und AR+AIT (p < 0,0001; p < 0,01) zu sehen.

Betrachtet man die Gruppen der Asthmatiker AA-AIT und AA+AIT, so nimmt die
Signifikanz etwas ab (p < 0,01). Off-Season ist bei Asthmatikern mit Immuntherapie
ein Unterschied gegeben, der an der Grenze zur Signifikanz liegt (Median PBMCs o.s.
1,9%; Median Sputum o.s. 11,6%, p=0,053) und als Trend bezeichnet werden kann.

4.4.2 Phanotypisierung von Sputumzellen in der Durchflusszytometrie

Die Phéanotypisierung nach CD-Markern erfolgte identisch fiur Sputumzellen und
PBMCs. Im Folgenden sind die einzelnen T-Zellpopulationen im Sputum auf ihre
Unterschiede unter den drei Gruppen — Kontrollen, Allergiker mit Immuntherapie und
ohne Immuntherapie — untersucht worden. AnschlieBend wurde die Gruppe der
Allergiker weiter unterteilt in allergische Rhinitiker ohne und mit Immuntherapie (AR-
AIT, AR+AIT) und allergische Asthmatiker ohne und mit Immuntherapie (AA-AIT,
AA+AIT). Statistisch signifikante Differenzen wurden mittels Mann-Whitney-U-Test
ermittelt. Dies wurde fur die Zeit des Pollenflugs (i.s.) und aul3erhalb der Allergiesaison

(0.s.) durchgefuhrt.
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In den Untergruppentests wurden jeweils Gruppen mit denselben Merkmalen mittels
Mann-Whitney-U-Test verglichen. AR-AIT vs. AR+AIT, AR-AIT vs. AA-AIT, AR+AIT vs.
AA+AIT und AA-AIT vs. AA+AIT.

Die Ergebnisse fur die PBMCs befinden sich im Anhang.

4.4.2.1 T-Zellen im Sputum

CD5+/CD3+ T-Zellen im Sputum
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Abbildung 28: Gruppenvergleich der relativen CD5+/CD3+ T-Zellzahl, In- und Off-Season, Sputum

Die zwei Diagramme in Abbildung 28 zeigen die relativen T-Zellzahlen In- und Off-
Season. Diese unterscheiden sich in der Allergiesaison zwischen Kontrollen (Median
4,45%), Allergikern-AIT (Median 4,45%) und Allergiker+AlIT (Median 1,90%).
Statistisch signifikante Unterschiede bestehen zwischen der Kontrollgruppe und den
Allergikern mit Immuntherapie (Mann-Whitney-U-Test p < 0,05) sowie den Allergikern
ohne Immuntherapie und den Allergikern mit Immuntherapie (Mann-Whitney-U-Test p
<0,01).

Off-Season bestehen keine signifikanten Differenzen zwischen den Gruppen (p > 0,05)
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Untergruppenvergleich
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Abbildung 29: Untergruppenvergleich der relativen CD5+/CD3+ T-Zellzahl, In- und Off-Season, Sputum

Im Vergleich der Untergruppen zeigt sich in der Pollenflugsaison in der Gruppe der
allergischen Rhinitiker ohne Immuntherapie (AR-AIT) ein Median von 4,45%. In der
Gruppe mit Immuntherapie (AR+AIT) liegt der Median bei 1,80%. Somit ist der
prozentuale Anteil an CD5+/CD3+ T-Zellen in der Gruppe ohne Immuntherapie (AR-
AIT) hoher. Dieses Ergebnis ist allerdings statistisch nicht signifikant (p=0,074).

Betrachtet man die Probanden mit allergischem Asthma (AA) In-Season, zeigt sich
ebenfalls ein hoherer relativer Anteil CD5+/CD3+ Zellen in der Gruppe ohne
Immuntherapie (AA-AIT, Median 4,95%) verglichen mit der Gruppe mit Immuntherapie
(AA+AIT, Median 2,00%). Der Mann-Whitney-U-Test ergibt eine Signifikanz von p <
0,05.

AuBerhalb der Allergiesaison besteht in der Gruppe der Asthmatiker (AA) ein
signifikanter Unterschied (p < 0,05) zwischen Probanden mit und ohne Immuntherapie,
der sich gegenlaufig zu dem Ergebnis In-Season verhélt. Der relative Anteil an
CD5+/CD3+ T-Zellen in der Probandengruppe AA+AIT (Median 3,20%) ist signifikant
héher als in AA-AIT (Median 1,20%).

Off-Season zeigt sich zudem ein signifikanter Unterschied (p < 0,01) zwischen AR-AIT
(Median 3,55%) und AA-AIT (Median 1,20%) der In-Season nicht besteht.

CD5+/CD3+/CD25+ T-Zellen im Sputum
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Abbildung 30: Gruppenvergleich der relativen CD25+ T-Zellzahl, In- und Off-Season, Sputum

Die CD25+ T-Zellen im Sputum zeigen In-Season und Off-Season keine statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Mann-Whitney-U-Test, p > 0,05).
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Abbildung 31: Untergruppenvergleich der relativen CD25+ T-Zellzahl, In- und Off-Season, Sputum

Die relative Anzahl der CD25+ T-Zellen zeigt zwischen den Untergruppen im Sputum

der allergischen Probanden keinen signifikanten Unterschied in und auf3erhalb der

Pollenflugsaison (Mann-Whitney-U-Test, p > 0,05).
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4.4.2.2 y/d T-Zellen im Sputum

In der y/® T-Zellfraktion wurden zusatzlich CD27+ und CD27- y/d T-Zellen
unterschieden. Dieser Unterschied im Oberflachenmarker-Phanotyp weist auf die

Zytokinproduktion (INFy oder IL-17) der Zelle hin (siehe Diskussion).
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Abbildung 32: Gruppenvergleich der relativen yld T-Zellzahl, In- und Off-Season, Sputum

In-Season zeigt sich eine erhdhte y/d T-Zellpopulation in der Gruppe der Allergiker mit
Immuntherapie (A+AIT; Median 79,4%) im Vergleich zur Gruppe ohne Immuntherapie
(A-AIT; Median 65,3%). Dieser Unterschied liegt mit p=0,051 an der Grenze zur
Signifikanz und kann als Trend bezeichnet werden (Mann-Whitney-U Test).

Off-Season zeigt sich ein signifikanter Unterschied (p < 0,05) zwischen der y/d T-
Zellpopulation in den Kontrollen (Median 52,95%) und der Gruppe der Allergiker ohne
Immuntherapie (A-AIT; Median 79,4%).
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Untergruppenvergleich
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Abbildung 33: Untergruppenvergleich der relativen yId T-Zellzahl, In- und Off-Season, Sputum

In-Season sieht man im Vergleich der Untergruppen, dass allergische Rhinitiker ohne
Immuntherapie (AR-AIT) einen niedrigeren Median (55,0%) an y/® T-Zellen im
Vergleich zu allergischen Rhinitikern mit Immuntherapie (AR+AIT, Median 78,1%)
aufweisen. Das Ergebnis ist statistisch nicht signifikant (p > 0,05).

In der Untergruppe der asthmatischen Probanden sieht man hingegen einen
signifikanten Unterschied (p < 0,05) zwischen der y/& T-Zellpopulation der allergischen
Asthmatiker ohne Immuntherapie (AA-AIT; Median 70,4%) und der der allergischen
Asthmatiker mit Immuntherapie (AA+AIT; Median 85,2%). Dieser Effekt ist nur in der

Pollenflugsaison zu sehen.

AulRerhalb der Pollenflugsaison sieht man zwischen den Untergruppen der Allergiker
keine signifikanten Unterschiede (Mann-Whitney-U Test, p > 0,05).
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Abbildung 34: Gruppenvergleich der relativen CD27+ yl/é T-Zellzahl, In- und Off-Season, Sputum

In-Season finden sich in der Gruppe der gesunden Kontrollen bei einem Median von
23,1% ein signifikant héherer Anteil an CD27+ y/® T-Zellen als in der Gruppe der

Allergiker ohne Immuntherapie mit einem Median von 9,6% (Mann-Whitney-U-Test, p

< 0,05). Ein gleichgerichteter Unterschied ist als Trend auch zwischen Kontrollen und
Allergiker mit Immuntherapie (Median 12,6%) zu sehen (Mann-Whitney-U-Test,

p=0

,103).

AuBerhalb der Allergiesaison zeigen sich keine statistisch signifikanten Unterschiede

zwischen den Gruppen (Mann-Whitney-U-Test, p > 0,05)
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Abbildung 35: Untergruppenvergleich der relativen CD27+ yld T-Zellzahl, In- und Off-Season, Sputum
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Betrachtet man die Untergruppen, so finden sich innerhalb dieser keine signifikanten
Unterschiede (Mann-Whitney-U-test, p > 0,05).
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Abbildung 36: Gruppenvergleich der relativen CD27- y/d T-Zellzahl, In- und Off-Season, Sputum

Betrachtet man in der Pollenflugsaison die relativen Anteile der CD27- y/d T-Zellen im
Gruppenvergleich, fallen hohere Werte in den zwei Allergikerkohorten (Allergiker-AlIT;
Median 90,9%, Allergiker+AIT; Median 87,5 %) auf als in der Kontrollgruppe (Median
78,2%). In Kontrollen vs. Allergiker-AlT ist dieser Unterschied statistisch signifikant
(Mann-Whitney-U-Test, p < 0,05). In Kontrollen vs. Allergiker+AIT zeigt sich dieser
Effekt nur als Trend (p=0,063).

Off-Season weisen die Gruppen keine Unterschiede von statistischer Signifikanz auf
(p > 0,05). Die Mediane liegen bei 78,1% in der Kontrollgruppe, 86,8% in der
Allergikerkohorte ohne Immuntherapie und 87,4% in der Allergikerkohorte mit

Immuntherapie.

83



Untergruppenvergleich

CD27- y /5 T-Zellen In-Season CD27- y /38 T-Zellen Off-Season
100 A A A ]
c AaA A . 100 mm A
o =yl - e —_ —
o 804 A A > god = A R
I\IJ N
o A ) A
Iy -
w 60 w© 60 A
-~ < A
> > A
. 404 . 401
[} [}
° el
s 207 < 204
0 T T T T 0 T T T T
& & & & & & S S
e V“\ . V"\ Y\y\ x?_ Q.,V“\ . ?‘\ v:?} x?\
v < v w v & v ¥
Sputum Sputum

Abbildung 37: Untergruppenvergleich der relativen CD27- y/é T-Zellzahl, In- und Off-Season, Sputum

Der Untergruppenvergleich der CD27- y/d T-Zellen zeigt im Sputum weder In-Season
noch Off-Season signifikante Unterschiede (Mann-Whitney-U-Test, p > 0,05).

4.4.2.1 NKT-like Zellen
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Abbildung 38: Gruppenvergleich der relativen NKT-like Zellzahl, In- und Off-Season, Sputum

In beiden Diagrammen wird die NKT-like Zellsubpopulation in und auf3erhalb der
Pollenflugsaison dargestellt. Statistisch finden sich zwischen den Gruppen keine
statistisch signifikanten Unterschiede (Mann-Whitney-U-Test, p > 0,05). Auffallend ist
eine starke Streuung der relativen Zellzahlen im Vergleich zu anderen untersuchten

Subpopulationen.
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Abbildung 39: Untergruppenvergleich der relativen NKT-like Zellzahl, In- und Off-Season, Sputum

In-Season weist die NKT-like Zellpopulation in den zwei Untergruppen ohne
Immuntherapie (AR-AIT Median 49,8%; AA-AIT 19,1%) niedrigere relative Zellzahlen
auf als die in der jeweils korrespondierenden Untergruppe mit Immuntherapie (AR+AIT
Median 52,6%; AA+AIT Median 38,9%). Dieser Effekt ist allerdings nur als Trend zu
bezeichnen, da die Unterschiede nicht statistisch signifikant sind (Mann-Whitney-U-
Test, p > 0,05). Zwischen allergischen Rhinitikern und allergischen Asthmatikern ohne
Immuntherapie zeigt sich ein knapp nicht signifikanter Unterschied (Mann-Whitney-U-
Test, p=0,055).

Off-Season zeigt die NKT-like Zellverteilung in den Untergruppen keine statistisch

signifikanten Unterschiede (Mann-Whitney-U-Test, p > 0,05).

4.4.3 Korrelation von CD25+ T-Zellen und NKT-like Zellen

Die Interaktion von regulatorischen T-Zellen und NKT-like Zellen wurde bereits in der
Literatur beschrieben (siehe Diskussion). Mit den vorliegenden Daten wurden daher
die Zusammenhénge zwischen den beiden Zelltypen untersucht. Es erfolgte die
Korrelation des relativen Anteils von CD25+ T-Zellen und NKT-like Zellen im Sputum
und in den PBMCs (siehe Anhang).
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4.4.3.1 Sputum

Alle Gruppen In- und Off-Season in Sputum
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Abbildung 40: Korrelation des prozentualen Anteils von CD25+ T-Zellen und NKT-like Zellen In-Season und Off-
Season; Sputum; alle Probanden

Betrachtet man die prozentualen Zellzahlen in allen Gruppen, zeigt sich eine negative
Korrelation zwischen aktivierten CD25+ T-Zellen und NKT-like Zellen in der

Pollenflugsaison (Spearman-Korrelationskoeffizient r =-0,45; p < 0,01).

Aulerhalb der Pollenflugsaison zeigt sich keine Korrelation zwischen den Zellarten im
Sputum (p > 0,05).

Gesunde In- und Off-Season im Sputum
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Abbildung 41: Korrelation des prozentualen Anteils von CD25+ T-Zellen und NKT-like Zellen In-Season und Off-
Season; Sputum; Kontrollen

Betrachtet man die Kontrollgruppe, so zeigt sich In-Season keine Korrelation zwischen
den Zell-Subpopulationen (p > 0,05). Off-Season zeigt sich eine mittlere negative
Korrelation zwischen CD25+ T-Zellen und NKT-like Zellen (Spearman-
Korrelationskoeffizient r=-0,48; p < 0,05).
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Effekt von Immuntherapie auf die Korrelation (AIT) im Sputum
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Abbildung 42: Korrelation des prozentualen Anteils von CD25+ T-Zellen und NKT-like Zellen In-Season und Off-
Season; Sputum; A-AIT

Allergiker ohne Immuntherapie zeigen einen starken negativen Zusammenhang von

NKT-like Zellen und CD25+ T-Zellen. In-Season ist die statistische Signifikanz

gegeben (Spearman-Korrelationskoeffizient r=-0,60; p < 0,05). Off-Season ist das

Ergebnis statistisch nicht signifikant (p > 0,05).
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Abbildung 43: Korrelation des prozentualen Anteils von CD25+ T-Zellen und NKT-like Zellen In-Season und Off-
Season; Sputum; A+AIT

Betrachtet man die Korrelation in der Gruppe der Allergiker mit Immuntherapie, zeigt

sich In-Season ein ahnlicher, statistisch nicht signifikanter (p=0,180), negativer Trend

wie in der Gruppe ohne Immuntherapie. Interessanterweise zeigt sich Off-Season eine

Umkehr der Verhéaltnisse hin zu einer signifikanten starken positiven Korrelation

zwischen NKT-like Zellen und CD25+ T-Zellen (Spearman-Korrelationskoeffizient r =
0,61; p < 0,05).
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5 Diskussion

5.1 Diskussion der Methoden

Haufig verwenden Studien zu allergischen Atemwegserkrankungen fiir die Gewinnung
der sich in der Lunge befindlichen Zellen eine bronchoalveolare Lavage (BAL). Hierbei
handelt es sich um ein diagnostisch und therapeutisch nutzbares Verfahren, fur
welches die kleinen Atemwege gezielt mit Kochsalzlésung oder Ringerlésung gespult
werden. Aus der Spulflissigkeit heraus ist es mdglich, Zellen zu isolieren und analog
zu dem von uns genutzten Verfahren zu farben und mittels Durchflusszytometrie zu
bestimmen. Diese Methode hat den Vorteil, dass die Kontamination der Proben mit
squamosen Zellen durch die Entnahmetechnik geringgehalten werden kann. Der
grolRe Nachteil der Methode ist jedoch die Invasivitdt, welche im Rahmen einer
wissenschaftlichen Studie mit ethischen Hirden verbunden ist. Die BAL erfolgt im
Rahmen einer Bronchoskopie und hat eine Komplikationsrate von 2,3%, wobei am
haufigsten Bronchospasmus und steriles Fieber auftreten (Totsch et al. 2007).

Die Sputuminduktion hat den grof3en Vorteil, nicht invasiv zu sein. Komplikationen,
wie z. B. Bronchospasmus, konnen durch eine praventive Gabe von [32-
Sympathomimetika und einer niedrig konzentrierten Kochsalzlésung zur Inhalation
vorgebeugt werden (Pizzichini et al. 2002). Nachteile des induzierten Sputums sind ein
unter Umstanden hoher Wert an squamoésen Zellen und die Verunreinigung mittels
Saliva und Speiseresten, zudem bedarf es eines hohen Zeitaufwandes durch gut
geschultes Personal zur Durchfihrung des spezifizierten Protokolls. Durch
ausgiebiges Spulen und Putzen der Nase vor der Expektoration von Sputum kann der
Anteil an squamosen Zellen jedoch reduziert werden. Die Probengewinnung fur die
vorliegende Studie erfolgte per Sputuminduktion nach dem Protokoll von U. Zissler
(Zissler 2012).

Der Mittelwert der squamosen Zellen konnte in unserer Studie In-Season (8,82%) und
der Off-Season (9,50%) jeweils unter 15% gehalten werden. Der Schwellenwert von
15% an squamoésen Zellen an der Gesamtzellzahl gilt als Qualitditsmerkmal bei

induziertem Sputum (Pedersen et al. 2019).

Insgesamt wiesen die in unsere Studie aus induziertem Sputum gefertigten Zytospins

eine hohe Qualitat auf und auch die durchflusszytometrischen Daten zeigen, dass
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induziertes Sputum durchaus geeignet ist, um die Entziindungssituation in den unteren

Atemwegen zu beurteilen.

Im Rahmen der Methoden ist auch die Probandenakquise zu erwéhnen. Zu
diskutieren ist hierbei vor allem ein Selektionsbias aufgrund einer jungen
Probandenkohorte (Min. 20 Jahre, Max. 49 Jahre, Median 24 Jahre), ohne relevante
anderwartige internistische Vorerkrankungen (exklusive atopischer Erkrankungen).

Die Probanden wurden zum Teil aus dem Probandenpool der PACIFIC Studie, einer
prospektiven Studie, welche seit 2012 protektive und inflammatorische Faktoren bei
Aeroallergien und Mechanismen der spezifischen Immuntherapie untersucht,
angeworben. Durch zuséatzliche Rekrutierung freiwilliger Teilnehmer im privaten und
universitaren Umfeld hat sich dieser Selektionsbias hin zu einem jungen
Probandenalter verstarkt. Die Geschlechterverteilung war mit 42,1% Mé&nnern und
57,9% Frauen nicht ausgeglichen. Eine festgelegte Alters- und Geschlechterverteilung
wurde im Rahmen der Rekrutierung nicht vordefiniert. Hier hatte man im Vorfeld eine
Altersverteilung der Probanden bei der Rekrutierung festlegen kdnnen, um ein
breiteres Altersspektrum sowie einen ausgeglichenen Geschlechteranteil zu erreichen

und so eine mogliche Verzerrung der Studienergebnisse zu minimieren.

Auch die ausschlie3liche Einbeziehung kontrollierter Asthmatiker koénnte eine
Beeinflussung der Ergebnisse bewirkt haben. Um die Allergiediagnostik nicht zu
beeinflussen, wurde die Antihistaminikaeinnahme sieben Tage vor Induktion
abgesetzt. Jedoch erfolgte im Rahmen der Studienteilnahme aus gesundheitlichen
Grunden keine Pausierung der antiasthmatischen Therapie. Diesbeziiglich ist an
dieser Stelle zu erwahnen, dass die Tatsache, dass vor allem ICS eine hemmende
Wirkung auf Entziindungszellen haben, die Ergebnisse verfalscht haben kdnnte (siehe
Diskussion: Eosinophile).

Auch polyvalente Allergiker sind ein mdglicher Schwachpunkt unserer Kohorte. Diese
Patientengruppe wurde nicht per se von der Studie ausgeschlossen, wenn keine
regelmaflige Exposition gegeniiber dem Allergen bestand. Die Exposition gegentber
moglichen perennialen Allergenen wie Tierhaarepithelien und Hausstaubmilbenkot ist

jedoch nur schwer zu objektivieren und kontrollieren (s. u.).
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5.2 Diskussion der Ergebnisse

Klinische Daten

Mittels Spirometrie wurden das forcierte Einsekundenvolumen (FEV1) und die forcierte
Vitalkapazitat (FVC) bestimmt und daraus der Tiffeneau-Index errechnet [FEV1/FVC].
Ab einem Tiffeneau-Index von <70% muss eine Atemwegsobstruktion in Betracht
gezogen werden, jedoch ist dieser Parameter abhangig von Korpergrof3e und Alter
(Roberts et al. 2006). In den Ergebnissen der Spirometrie bestanden zwischen der
Kontrollgruppe und der Gruppe der Allergiker +/- Immuntherapie keine statistisch
signifikanten Unterschiede (Mann-Whitney-U-Test, p > 0,05). Bedingt durch die
durchwegs gute Einstellung und Kontrolle des individuellen Asthmas konnten wir in
unserer Kohorte keine signifikanten Unterschiede bei den spirometrischen Parametern
zwischen den gesunden Kontrollprobanden und der Gruppe der Allergiker zeigen. Eine
Sputuminduktion bei einer FEV1% <70% galt als Kontraindikation. Dies war der
Patientensicherheit geschuldet, da Patienten mit unkontrolliertem Asthma ein héheres
Risiko fur eine Verschlechterung ihres FEV1 im Sinne eines Bronchospasmus
wahrend oder nach der Induktion haben. Die Studiengruppe um de la Fuente hat
gezeigt, dass die Sputum Induktion bei Probanden mit schwerem Asthma in 11,6% der
Falle abgebrochen werden musste und der FEV1-Abfall im Vergleich zu Patienten mit
mildem Asthma signifikant hoher war (de la Fuente et al. 1998). Eine Induktion ist bei
Patienten mit schwerem oder unkontrolliertem Asthma grundsatzlich moglich, bedarf
allerdings einer engmaschigen Kontrolle des FEV1. Daher wurde in dieser Studie auf

die Untersuchung dieser Patientengruppe verzichtet.

Bezlglich der oben genannten Thematik ist weiters anzumerken, dass die Frage, ob
das induzierte Sputum unter kontrollierten Umstanden das Entziindungsgeschehen in
der Lunge in vollem Ausmald der Erkrankung widerspiegeln kann, strittig ist.
Untersuchungen des SARP (Severe Asthma Research Programm) haben flnf
klinische Asthmatypen identifiziert, denen vier verschiedene Entziindungsprofile im
induzierten Sputum zugewiesen werden konnten (Moore et al. 2014). Die besagte
Studie legt nahe, dass wir durch die Einschrankung auf kontrollierte Asthmatiker eine
gewisse Vorauswahl in Bezug auf das Inflammationsgeschehen getroffen haben. Flr
kinftige Studien wére es interessant, die Zellpopulationen dieser Arbeit auch im

Sputum von Patienten mit nicht kontrolliertem Asthma zu untersuchen.
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Die Sputumzellzahl pro ml Sputum ist ein MaR3 fir die Inflammation der unteren
Atemwege. Als Korrelat zur inflammatorischen Reaktion von Allergikern wahrend der
Pollenflugsaison zeigen sich in den Gruppen der Allergiker In-Season hdhere
Zellzahlen als Off-Season. Diese Unterschiede sind nur als Trend zu verzeichnen
(A-AIT i.s. vs. 0.s., p=0,067; A+AIT i.s. vs. 0.s., p=0,541). Hierbei ist zu beachten, dass
sich das Sputum aus verschiedenen Zellarten zusammensetzt und die Hauptakteure
der allergischen Entziindung — eosinophile Granulozyten und Lymphozyten - nur einen
geringen Anteil an der Gesamtzellzahl ausmachen. Die Normwerte bei Erwachsenen
fur Lymphozyten und eosinophile Granulozyten liegen bei < 3%, beziehungsweise
< 2 % (siehe Tabelle 13) (Zissler 2012).

Eine zentrale Rolle bei der Diagnose einer allergischen Entzindung spielen
eosinophile Granulozyten. Von einer Eosinophilie spricht man ab einem Wert von
450-550 eosinophilen Granulozyten pro pl Blut (Kovalszki and Weller 2016). In unserer
Studie wurden eosinophile Granulozyten nur im Sputum bestimmt. Fir kunftige
Studien sollte diese Zellreihe auch im Blut untersucht werden, um so die Eosinophilie

systemisch und lokal bewerten zu kénnen.

Mit Hilfe unserer Zytospins konnten wir nachweisen, dass Allergiker eine signifikant
héhere Anzahl an Eosinophilen in ihrem Sputum aufweisen als die Kontrollgruppe.
Dies entspricht dem allgemeinen wissenschaftlichen Konsens. Der Normwert fir
eosinophile Granulozyten im Sputum liegt bei < 2% (siehe Tabelle 13) (Zissler 2012).
Interessanterweise konnten wir bei den Allergikern keine signifikanten Unterschiede
zwischen In-Season und Off-Season nachweisen. Der Median war In-Season niedriger
als Off-Season (Median 0,00% vs. Median 0,13%). Dieses Ergebnis widerspricht
unseren Erwartungen. Fur dieses Ergebnis gibt es im Folgenden erlauterte
Erklarungen. Durch die Medikation in der Allergiesaison werden die eosinophilen
Granulozyten gehemmt. Es sind unterschiedliche Effekte der Allergiemedikation
bekannt. Inhalative und systemische Glucocorticoide induzieren direkt die Apoptose
von eosinophilen Granulozyten und hemmen Uberlebenssignale, die durch Zytokine
wie IL-5 (eosinophil colony stimulating factor), IL-3 oder GM-CSF generiert werden
(Meagher et al. 1996; Robinson et al. 1993; Culpepper and Lee 1985). Ein weiterer
Effekt von Glucocorticoiden ist die Hemmung der Einwanderung von Eosinophilen
durch Downregulation von Adhéasionsmolekilen (VCAM1/ICAM1/E-Selectin)
(Zielinska et al. 2016; Sakae et al. 2014).
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H1-Antihistaminika der zweiten Generation (z. B. Levoceterizin und Desloratadin)
hemmen ebenfalls die Einwanderung von Eosinophilen tUber die Downregulation von
Adhasionsmolekilen VCAM1 und ICAM1 (Wu, Mitchell, and Walsh 2005; Vignola et
al. 1995). In vitro beschrieben Sedgwick et al. auch eine verminderte IL-5-unterstitzte
Uberlebensdauer der eosinophilen Granulozyten unter Ceterizin (Sedgwick and Busse
1997). IL-5 wird auch als ,eosinophil colony stimulating factor bezeichnet und spielt
eine zentrale Rolle im Wachstum und der Differenzierung von eosinophilen

Granulozyten (Altmeyer 2017).

Die siebentagige Antihistaminika Karenz vor der Induktion ist mdglicherweise nicht
ausreichend, um das Bild der Eosinophilie im Sputum zu ,normalisieren®. Dieser
mdogliche Effekt und das Einschlusskriterium ,kontrolliertes Asthma“ sowie die damit
verbundene Therapie mit u. a. inhalativen Corticosteroiden erklaren einen

verminderten Anteil an eosinophilen Granulozyten In-Season.

Dass die Eosinophilenanzahl Off-Season nicht abfallt, lasst die Vermutung zu, dass
die allergische Entziindung auch auf3erhalb der Pollenflugsaison persistiert. Diese
These unterstitzt die schwach positive Korrelation von eosinophilen Granulozyten mit
dem MiniRQLQ Off-Season. Somit haben Probanden mit hdéheren Werten an
Eosinophilen auch auBerhalb der Graserpollenzeit eine eingeschrankte
Lebensqualitat. Ein Erklarungsansatz ist das Bestehen multipler Allergien, zum
Beispiel gegen Hausstaubmilben oder Tierepithelien. Das Bestehen zusétzlicher
Allergien wurde mittels Pricktest ermittelt und war, sofern keine Dauerexposition
bestand, kein Ausschlusskriterium fur die Studienteilnahme. Diese Tatsache ist eine
Schwache unserer Studie, da eine Dauerexposition bei Hausstaubmilben schwer zu
objektivieren ist und wir auf die Aussagen unserer Probanden angewiesen waren,

beispielsweise in Bezug auf den Tierkontakt (s. 0.).

Fur weitere Studien kdénnte man in Betracht ziehen, die Gruppe der Allergiker
restriktiver zu wahlen. Die Pravalenz fir eine Graserpollen-Sensibilisierung liegt fur
Frauen bei 16,5% und fur Manner bei 21% (Mittelwert errechnet aus Daten fur 18- bis
79-Jahrige (Klimek, Vogelberg, and Werfel 2019c)). Es stellt sich das Problem, dass
strikt univalente Allergien auf Graserpollen nicht die Regel sind. Die Pravalenz
multipler Sensibilisierung fur verschieden Antigene ist ein haufiges Phanomen: Laut

einer Studie von Ciprandi et al. weisen 75% aller Allergiker eine Sensibilisierung ftr
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mehr als ein Allergen auf (Ciprandi and Cirillo 2011). Dieser Umstand erschwert die

Akguirierung von Probanden, welche eine isolierte Graserpollenallergie aufweisen.

Der Mini Rhinoconjunctivitis Quality of Life Questionnaire wurde als Test zur
Objektivierung der Einschrankung der Lebensqualitat durch allergische Rhinitis
durchgefiihrt. Die deutlich hohere Lebensqualitdtseinbule, die In-Season bei den
Allergikern mittels des MiniRQLQs gemessen wurde, relativiert die oben postulierte
Schwache unserer Studie. Es zeigt sich eine deutliche Belastung der allergischen
Probanden wéhrend des Graserpollenfluges im Vergleich zur Off-Season (p < 0,0001).
Dieses Ergebnis kann als Qualitatsnachweis fiir die von uns ausgewahlten Zeitraume
In- und Off-Season sowie die selektive Auswahl der Allergiker interpretiert werden.
Eine Studie von Gargano et al.,, in welcher fur Tetranychus urticae (gemeine
Spinnmilbe) und Dermatophagoides pteronyssinus (Hausstaubmilben) sensibilisierte
Probanden in eine asymptomatische und eine symptomatische Probandengruppe
unterteilt wurden, zeigen, dass die symptomatische Gruppe signifikant hohere Level
an spezifischen IgE aufwies als die asymptomatische Gruppe (p < 0,05) (Gargano et
al. 2002). In unserer Arbeit konnte ein schwach positiver Zusammenhang zwischen
dem MiniRQLQ und den im Blut gemessenen, spezifischen IgE-Leveln gezeigt
werden, dieser zeigte sich jedoch nicht signifikant (r=0,24; p > 0,05). Dieser schwach
ausgepragte und nicht signifikante statistische Zusammenhang beruht vermutlich auf

Bodeneffekten und nicht normalverteilten Daten.

In der Durchflusszytometrie wurden je 1 x 108 Zellen in den PBMCs und je 0,5 x 10°
Zellen im Sputum aufgenommen. Im Sputum betrug der Anteil an lebenden Zellen In-
Season 74,8% + 151% und Off-Season 71,1% =+ 13,7% (Mittelwert =
Standardabweichung). In den PBMCs betrug der Anteil an lebenden Zellen IN-Season
99,5% + 0,6% und Off-Season 99,9% + 0,1% (Mittelwert + Standardabweichung). Hier
zeigt sich, dass ein hoher Prozentsatz an lebenden Zellen aus induziertem Sputum
gewonnen werden konnte. Dies ist eine Grundlage fur die Qualitat weiterfihrender
Experimente. Die Leukozyten machten 97,8% + 0,2% in den PBMCs und 20,0% =+
1,8% im Sputum aus. Diese sich stark unterscheidenden Prozentsatze lassen sich
durch die Aufbereitung der Blutproben erklaren. Durch die in 3.6 beschriebene
Aufbereitung erhalt man aus dem Blut nur die PBMCs (mononukleare Zellen des
peripheren Blutes), welche sich aus Monozyten und Lymphozyten zusammensetzen.

Im Sputum wurde keine vergleichbare Vorselektion der Zellen vorgenommen.
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Die Durchflusszytometriedaten zeigen eine geringere Frequenz an Leukozyten im
Sputum als in den PBMCs. Eine Lésung fur dieses Ungleichgewicht ist das Rechnen
mit relativen Zahlen, wie es in dieser Arbeit durchgefuhrt wurde. Ein alternativer Ansatz
wére die Erhohung der Anzahl der aufgenommenen Zellen im Sputum bei der
Durchflusszytometrie. Allerdings zeigte sich bei Durchfiihrung der Studie, dass in
beiden Untersuchungszeitraumen 19 von insgesamt 112 Probanden weniger als 0,5 x
108 Zellen in ihrem Sputum hatten. Wenn man die Grenze auf tiber 1,0 x 108 Zellen
anheben wirde, muissten in unserem Fall 15 weitere Probanden von der
durchflusszytometrischen Untersuchung ausgeschlossen werden. Da Sputum ein
bezlglich der induzierbaren Menge begrenztes Gut ist, kann die Anzahl der daraus
gewonnen Zellen, im Vergleich zu den PBMCs (Abnahme eines zweiten CPT™-
Tubes), nicht beliebig angehoben werden. Méglich wére eine erneute Induktion an
einem anderen Tag. Allerdings ist die Qualitat der ,Momentaufnahme® beim
Zusammenfihren von an unterschiedlichen Tagen gesammelten Daten nicht mehr
gegeben. Zusatzlich ist eine reiz-induzierte Erh6hung einzelner
Leukozytenpopulationen bei fehlendem Mindestabstand von flinf bis sieben Tagen
zwischen den Induktionen nicht auszuschlie3en. Aus diesen Grunden haben wir uns

in unserer Studie gegen eine solche Vorgehensweise entschieden.

In der folgenden Diskussion werden die mittels Durchflusszytometrie untersuchten T-

Zell-Subpopulationen genauer betrachtet und die Ergebnisse kritisch beleuchtet.
Die T-Zell-Subpopulationen wurden aus den CD5+/CD3+ T-Zellen heraus bestimmit.

Fur die CD5+/CD3+ T-Zellen wurde die Gatesetzung bewusst sehr strikt gewéahlt, um
vor allem im Sputum falsch positive Events auszuschlie3en. Aus diesem Grund wurde
zuerst das CD5+ Gate gesetzt, da hier die Zellpopulation besser abzugrenzen war und
erst anschlielRend die CD3+ T-Zellen daraus bestimmt. Die CD5+/CD3+ T-Zellen
wurden in den PBMCs und im Sputum aller Probanden bestimmt. lhr Anteil an der
Leukozytenpopulation wurde errechnet. In den PBMCs zeigt sich ein Anteil an
CD5+/CD3+ T-Zellen mit einem Mittelwert tGber alle Probanden und beide Seasons
von 65,82% + 1,27% (siehe Tabelle 14). In der Literatur wird die Frequenz von CD3+
T-Zellen im Blut mit einem Anteil von 58-70% der Lymphozyten angegeben (Kleiveland

2015). Somit liegt der von uns gemessene Anteil im erwarteten Prozentbereich.
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Im Sputum lagen Mittelwert £ SEM der T Lymphozyten Population bei 3,59% + 0,25%
der Leukozyten. Dieser Wert entspricht der GréRenordnung fur Sputum, der in Tabelle
13 dargestellt ist (Zissler 2012).

Die Verteilung der T-Zellen in den einzelnen Gruppen und Seasons ist sehr allgemein
und noch wenig aussagekraftig, da hier alle T-Zell-Subpopulationen enthalten sind.
Darum werden diese im Folgenden einzeln betrachtet.

Der Oberflachenmarker CD25 ist der hochaffine Teil des Interleukin-2 Rezeptors
(a-Kette) und findet sich auf aktivierten T-Zellen und auf regulatorischen T-Zellen, fur
welche CD25 ein konstitutiver Maker ist (Murphy and Weaver 2018e). Allerdings ist
dieser Marker fur die Charakterisierung von regulatorischen T-Zellen alleine nicht
ausreichend. Laut des wissenschaftlichen Konsenses, welcher am ,CIMT
immunoguiding program (CIP) regulatory T cell workshop 2013“ getroffen wurde,
braucht es zur Charakterisierung von rein regulatorischen T-Zellen mindestens
folgende Marker: CD3, CD4, CD25, CD127, und FoxP3 (Santegoets et al. 2015).

Zum Zeitpunkt der Versuchsreihe war eine intrazellulare Farbung von Sputumzellen
mit Foxp3 von uns noch nicht ausreichend etabliert worden. Wir haben im Rahmen
unseres Antikérperpannels von den oben angegebenen Markern nur CD3 und CD25
gefarbt. Somit lassen sich CD25+ T-Zellen in der Durchflusszytometrie quantifizieren,
welche aktivierte T-Zellen und regulatorische T-Zellen implizieren (Murphy and
Weaver 2018e). Die Ergebnisse zeigen einen Anteil von 18,6% + 1,3% (Mittelwert +
SEM, Tabelle 14) an CD25+ T-Zellen und sind daher ermutigend fur die weitere
Charakterisierung von regulatorischen T-Zellen aus Sputum. Die Studiengruppe um
Kinoshita hat bereits 2013 regulatorische T-Zellen mittels intrazellularer Foxp3
Farbung aus induziertem Sputum untersucht (Kinoshita et al. 2014). In dieser Studie
wurden allerdings, aus den von Santegoets et al. definierten Markern, nur CD3+, CD4+
und Foxp3 bestimmt. Fir weitere Studien wére es von grof3em Interesse,
Sputumzellen mit allen oben gegebenen Markern zu charakterisieren und so die Rolle

von regulatorischen T-Zellen im Sputum n&her zu untersuchen.

In den von uns erhobenen Daten konnte kein statistisch signifikanter Unterschied in
der CD25+ T-Zellpopulation zwischen den Gruppen und Untergruppen gezeigt

werden. Allerdings ergab sich eine Umkehr des relativen Verhaltnisses zwischen
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allgemeinen T-Zellen und der speziellen Subpopulation der CD25+ T-Zellen. Wéahrend
CD3+CD5+ T-Zellen einen weitaus htheren Anteil an den PBMCs (65,8%z+ 1,3%)
haben als im Sputum (3,6%z= 0,3%), zeigt sich fir die CD25+ T-Zellen ein umgekehrtes
Bild. In den PBMCS fand sich ein Mittelwert von 1,9% + 0,01% - im Vergleich zu 18,6%
+ 1,3% im Sputum (siehe Tabelle 14). Dies stutzt die These eines stattfindenden
Pooling von T-Zellen in der Lunge. Dies ist einer von vielen Hinweisen darauf, dass
Sputum als ,Schnappschuss® der aktuellen immunologischen Situation der Lunge

fungiert.

Allergische Erkrankungen treten bei einer gestoérten Bildung von Toleranz gegenuber
spezifischen Antigenen auf. Regulatorische T-Zellen spielen hierbei eine wichtige
Rolle. Unter anderem modulieren sie durch ihre IL-10-Produktion TH2 Zellen und

dendritische Zellen und hemmen so die proallergische Zellantwort (Hawrylowicz 2005).

Die Pathomechanismen, die zu einer fehlenden bzw. reduzierten Regulation und somit
zur Allergie fuhren sind vielfaltig. Studien wie die von Agnes Hamzaoui et al. zeigen
eine verminderte Anzahl von CD4+/CD25+ regulatorischen T-Zellen in induziertem
Sputum von asthmatischen Kindern (Hamzaoui, Ammar, and Hamzaoui 2010). Diesen
Effekt konnten wir in den CD25+ T-Zellen als Trend beobachten. In-Season lag der
Median bei den Kontrollen mit 25,3% hoher als bei den Allergikern ohne
Immuntherapie mit 16,5% und den Allergikern mit Immuntherapie mit 18,8%. Dieser
Unterschied zwischen den Gruppen ist allerdings statistisch nicht signifikant (Mann-
Whitney-U-Test, p > 0.05).

Andere Studien wiederum postulieren eine Fehlfunktion der regulatorischen T-Zellen
und eine Imbalance zwischen regulatorischen und TH2 Zellen in allergischen
Probanden (Ling et al. 2004; Akdis et al. 2004). So konnten Ling et al. zeigen, dass die
regulatorische Funktion von CD4+/CD25+ Zellen bei atopischen und allergischen
Probanden im Vergleich zu regulatorischen Zellen von gesunden Probanden in vitro
signifikant verringert waren. Gemessen wurde die Proliferationsrate von
regulatorischen CD4+/CD25+ T-Zellen sowie die IL-5 Produktion und Proliferationsrate
von CD4+/CD25- T-Zellen (Ling et al. 2004).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass regulatorische T-Zellen sowohl durch ihre
numerische Verringerung als auch durch die gestorte Funktion und die Interaktion mit

anderen Zellen in der Genese und Erhaltung von allergischen Erkrankungen eine Rolle

96


https://mrmjournal.biomedcentral.com/articles/10.1186/2049-6958-5-1-22#auth-1

spielen. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass CD25+ T-Zellen in
ausreichendem Anteil im Sputum zu finden sind, und ihr prozentualer Anteil im Sputum
hoéher ist als im Blut. Fur die genauere Charakterisierung von regulatorischen T-Zellen
und deren Funktionen bedarf es in folgenden Studien weiterer funktioneller

Untersuchungen z. B. in Zellkultur und eines erweiterten Farbepanels.

Gewebe, die unmittelbar mit der Umwelt in Beriihrung kommen, sind die Heimat der
y/d T-Zellen. In Darm, Haut, Uterus/Vagina und Lunge sind y/d T-Zellen angereichert,
sie werden auch als gewebestandige Lymphozyten bezeichnet. (Carding and Egan
2002; Christmas et al. 1993)

Der y/d T-Zellrezeptor ist fur die Identifizierung und Funktion der Zelle unerlasslich.
Durch die Immunglobulin &hnliche Konfiguration des Rezeptors ist es den y/d T-Zellen
maoglich, Antigene direkt zu erkennen (Allison et al. 2001; Carding and Egan 2002).
Aufgrund der Fahigkeit von y/d T-Zellen, zum einen Antigene ohne MHC-Présentation
zu erkennen und zum anderen TH1-, TH2- und TH17-Mediatoren zu produzieren, wird
ihnen eine Brickenbildung zwischen innatem und adaptivem Immunsystem

zugeschrieben (Mangan et al. 2013; Murphy and Weaver 2018Db).

In dieser Arbeit wurden in der Durchflusszytometrie die y/® T-Zellpopulation aus der
CD3+ T-Zellpopulation heraus bestimmt. Die y/& T-Zellpopulation wurde bewusst nicht
aus den CD5+/CD3+ T-Zellen abgeleitet, da in der Literatur, sowohl CD5+ als auch
CD5- y/d T-Zellen beschrieben worden sind (Lefrancois 1991; Cron et al. 1989).

Der Vergleich der relativen y/® T-Zellzahlen in PBMCs und Sputum zeigte groRRe
Unterschiede zwischen den beiden Matrices: In den PBMCs zeigte sich ein Mittelwert
und SEM von 0,9% * 0,1%, im Sputum lagen Mittelwert und SEM bei 65,6% * 2,3%
(siehe Tabelle 14). Die von uns gemessenen Werte decken sich mit denen der
aktuellen Literatur. Laut Kabelitz et al. belauft sich der y/& T-Zellanteil an der CD3+ T-
Zellpopulation im Blut auf 1-10% (Kabelitz, Wesch, and Hinz 1999). Richtwerte fur die
y/d T-Zellzahl im Sputum sind noch nicht etabliert. In der Arbeit von Raulf et al. wurde
der Anteil an CD3+ y/0+ T-Zellen an den Leukozyten in der BAL fiur verschiedene
Atemwegserkrankungen untersucht. Die dort angefiihrten Prozentzahlen entsprechen
in ihrer GroRBenordnung unseren Ergebnissen. Hierfir missen die Daten

rickgerechnet werden, um den Anteil an den Leukozyten abzubilden (Daten hier nicht
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gezeigt) (Raulf et al. 1994). Die Frequenz in Schleimh&uten und Epithelien wird mit bis
zu 50% angegeben (Kabelitz, Wesch, and Hinz 1999).

Die spezifische Anreicherung von y/® T-Zellen in immunologischen Grenzflachen
impliziert ihre potenzielle Beteiligung an wichtigen immunologischen Prozessen in

chronisch entzindlichen Atemwegserkrankungen (Urboniene et al. 2013).

Pawankar et al. konnten in Untersuchungen von perennialen allergischen Rhinitikern
mit Hausstaubmilbenallergie einen in der nasalen Mucosa héheren Anteil und eine
vermehrte Aktivierung von y/d T-Zellen mit TH2-Zytokinprofil im Vergleich zum Blut
nachweisen (Pawankar et al. 1996).

Seit der Entdeckung des y/d T-Zellrezeptors 1986 (Brenner et al. 1986; Bank et al.
1986) sind eine Reihe an Liganden, die zur Aktivierung der humanen y/d T-Zelle fihren

identifiziert worden. Diese spiegeln ihre komplexen Funktionen wieder.

Die y/d T-Zellen nehmen eine wichtige Stellung in der Bekampfung bakterieller
Infektionen ein. Die genauen Mechanismen ihrer Aktivierung sind jedoch noch nicht
vollstandig erforscht. Allerdings sind bereits verschiedene Liganden aus der Gruppe
der Phosphoantigene identifiziert worden. Die Studiengruppe um Eberl konnte zeigen,
dass y/d T- Zellen durch bestimmte phosphorylierte Metabolite, wie zum Beispiel das
mikrobielle HMB-PP, aktiviert werden (Eberl et al. 2003). Auch eine Aktivierung durch
die Erkennung von PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns) tber den Toll-
like-Rezeptor wurde diskutiert (Pietschmann et al. 2009).

Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass y/d T-Zellen Endothelprotein-C-Rezeptoren
auf der Oberflache von epithelialen Tumorzellen und durch Zytomegalievirus infizierten
Zellen erkennen (Willcox et al. 2012). Sowohl in soliden als auch in hamatologischen
Tumormodellen konnten zytotoxische Eigenschaften der y/& T-Zellen nachgewiesen
werden. Das zytotoxische Potential von y/d T-Zellen ist Inhalt aktueller Forschung,
besonders in Bezug auf die adaptive T-Zellimmuntherapie. (Kabelitz et al. 2004,
Wrobel et al. 2007; Kabelitz 2016; Siegers et al. 2011)

Eine fur die vorliegende Arbeit relevante Entdeckung machte 2006 die Arbeitsgruppe
um A. Russano. Erstmals wurde gezeigt, dass y/d T-Zellen aus allergischen Individuen
Phosphatidyl-Ethanolamin (PE) aus Zypressen- und Olivenpollen CD1d-abhéngig
erkennen kénnen. Nach Kontakt mit dem Pollen-PE proliferierten die y/d T-Zellen
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allergischer Probanden und produzierten sowohl TH1- als auch TH2-Zytokine. Als
Folge konnte eine erhdhte IgE-Produktion nach PE-Kontakt gemessen werden. Dieser
neu entdeckte Mechanismus der frihen Immunantwort gegen Pollen konnte nur in
allergischen Probanden gezeigt werden. (Russano et al. 2006) Diese Ergebnisse
lassen die Vermutung zu, dass y/d T-Zellen einen direkten Einfluss auf das allergische

Geschehen nehmen, indem sie Pollen als Antigene wahrnehmen.

Zusammenfassend sind y/& T-Zellen in der Lage, verschiedene Pathogene zu
erkennen und sowohl direkt durch Zytotoxizitat, als auch indirekt durch die Aktivierung

von innaten und adaptiven Immunsystem darauf zu reagieren (Zheng et al. 2013).

Sade et al. untersuchten den Effekt von allergenspezifischer Immuntherapie (AIT) auf
das T-Zellrezeptor Repertoire im Blut und konnten keinen signifikanten Effekt der AIT
auf die Anzahl an y/d T-Zellen finden (Sade et al. 2003). Unsere Untersuchung der y/d
T-Zellen in den PBMCs stiitzt dieses Ergebnis. So konnten wir keinen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen in den PBMCs feststellen (siehe
Anhang). Im Gegensatz dazu konnten wir im Sputum sehr wohl Unterschiede im
Gruppenvergleich der relativen y/d T-Zellanteile In- und Off-Season zeigen (Kontrollen,
Allergiker-AIT und Allergiker+AIT).

In-Season zeigte sich im Sputum, dass in Probanden mit Immuntherapie mehr y/d T-
Zellen zu finden sind als in Probanden ohne Immuntherapie (A-AIT Median 65,3%, und
A+AIT 79,4%). Der Unterschied zeigt sich als Trend an der Grenze zur Signifikanz
(p=0,051). Passend zu diesem Ergebnis konnten wir im Untergruppenvergleich in den
asthmatischen Probanden mit Immuntherapie (AA+AIT; Median 85,2%) statistisch
signifikant mehr y/d T-Zellen nachweisen als in den Asthmatikern ohne Immuntherapie
(AA-AIT; Median 70,4%). Unsere Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass durch die
AIT eine Polarisierung und Proliferation der y/d T-Zellen mit antiinflammatorischem
Effekt entsteht.

Um den genauen Wirkmechanismus der AIT auf die Anzahl und Funktion der y/®

T-Zellen zu verstehen, bedarf es jedoch weiterer Untersuchungen.

In Mausen mit kollageninduzierter Arthritis konnten Petermann et al. zeigen, dass y/®
T-Zellen in der Entstehung der Erkrankung eine proinflammatorische Funktion
besitzen. Allerdings zeigte sich bei etablierter Erkrankung eine regulatorische Funktion
der y/d T-Zellen. Erfolgte die Depletion von y/d T-Zellen zu Beginn der Erkrankung,
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war der Verlauf milde, erfolgte die Depletion nach 40 Tagen, so kam es zu einer

Exazerbation der Arthritis (Peterman et al. 1993).

Ein ahnlicher Mechanismus ist auch in allergischen Atemwegserkrankungen und
konsekutiv durchgefuhrten AIT denkbar, da y/d T-Zellen in Allergien eine duale Rolle

zugeschrieben wird.

Vor dem Hintergrund allergischer Erkrankungen wurden y/d T-Zellen sowohl im
proinflammatorischen als auch antiinflammatorischen Kontext beschrieben (Pawankar
2000). In verschiedenen Studien wurden im Sputum sowie BAL asthmatischer
Probanden mehr y/& T-Zellen gemessen als bei gesunden Probanden. Im Sputum
asthmatischer Probanden konnte im Vergleich zu gesunden Probanden ein TH2-
Zytokinprofil der y/d T-Zellen gezeigt werden (Hamzaoui et al. 2002; Spinozzi et al.
1996). Im Gegensatz dazu konnte die Studiengruppe um Urboniene et al. im Sputum
keinen signifikanten Unterschied zwischen Asthmatikern und gesunden Probanden
feststellen (Urboniene et al. 2013). Zusatzlich wurde gezeigt, dass y/d T-Zellen eine
suppressive Funktion in der allergischen TH2-Antwort ausiiben kdnnen (Lahn et al.
1999; Murdoch, Gregory, and Lloyd 2014).

Die genaue Rolle von y/d Zellen in allergischen Atemwegserkrankungen bedarf
weiterer Untersuchungen. Humane y/d T-Zellen kdnnen nach ihrer 6 Kette in V&1- und
V62-Subpopulation unterteilt werden (Pang et al. 2012; Wu et al. 2014). Da in unserer
Versuchsreihe der y/d TCR gefarbt wurde, kdnnen wir Uber diese Untergruppen keine
Aussage treffen. Fur weitere Studien ware es interessant, im Sputum auch die Vo1
und V&2 Subpopulationen zu bestimmen um so spezifischere Aussagen uUber die
Verteilung treffen zu kdnnen. In unserer Studie wurde der Oberflachenmarker CD27
fur die weitere phanotypische und funktionelle Unterteilung der y/& Zellen

herangezogen (s. u.).

Die Beurteilung unserer Ergebnisse zeigt sich durch die Tatsache limitiert, dass es
keine Normwerte fur den Anteil an y/6 T-Zellen im Sputum gibt. Die meisten Studien
Uber y/d T-Zellen wurden bis jetzt im Mausmodell durchgefihrt. Dies stellt eine weitere
Einschrankung in der Vergleichbarkeit unserer Daten dar. Hier bedarf es weiterer
Studien zur Quantifizierung der Verteilung und der einheitlichen Charakterisierung von

Subpopulationen im Menschen.
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Die oben beschriebene duale Rolle der y/©@ T-Zellen weist auf verschiedene
Untergruppen in den y/d T-Zellen hin. Ribot et al. konnten im Mausmodell zeigen, dass
der Oberflachenmarker und Tumornekrosefaktor Rezeptor CD27 Rickschlisse auf
deren Zytokinprofil zulasst (Ribot et al. 2009). Hierbei zeigen CD27+ y/® T-Zellen eine
INFy-Produktion. INFy gilt als antivirales Zytokin. CD27+ y/d T-Zellen tlben daher TH1-
Funktionen aus, welche die allergische Entzindung hemmen. CD27- y/& T-Zellen
hingegen produzieren IL-17 und ahneln so in ihrer Funktion TH-17 Zellen. Diese
fordern und erhalten unter anderem die allergische Reaktion des Kérpers. (Ribot et al.
2009; Papotto, Ribot, and Silva-Santos 2017; Wang and Liu 2008)

Erst kirzlich wurden in einer Studie von Wang et al. u.a. CD27+/CD28+ und CD27-
/CD28+ y/d T-Zellen sowie INFy und IL-17 y/& T-Zellen aus dem PBMCs von
allergischen Rhinitiker isoliert und untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass
CD27+/CD28+ y/d T-Zellen und INFy y/d T-Zellen signifikant erniedrigt sowie CD27-
/ICD28+/- y/d T-Zellen und IL-17 y/d T-Zellen im Vergleich zur Kontrollgruppe
signifikant erhéht waren. Durch positive Korrelation zwischen sowohl CD27+/CD28+
und INFy y/® T-Zellen als auch CD27-/CD28+ und IL-17 y/® T-Zellen wurde auf das
jeweilige Zytokinprofil der CD27+ und CD27- y/d T-Zellen geschlossen. (Wang et al.
2020) Diese Ergebnisse unterstitzen die Hypothese, dass CD27 als
Oberflachenmarker der y/® T-Zellen auch im menschlichen Organismus mit deren
Zytokinexpression vergesellschaftet ist. Allerdings wurde in der Studie von Wang et al.

keine Zytokinsekretion gemessen, was es bei Interpretation der Daten zu beachten

gilt.

DeBaros et al. konnten 2011 zeigen, dass CD27+ y/d T-Zellen aus dem Blut gesunder
Probanden nach der Stimulation mit Phosphoantigen (PMA+ lonomycin) intrazellul&r
INFy, nicht jedoch IL-17 anreicherten. Uberdies fanden sie heraus, dass die
Zytokinproduktion durch CD27-Liganden (sCD70) erhdht war und durch die CD70-
CD27 Blockade vermindert wurde. (DeBarros et al. 2011) Diese Studie stitzt die
These, dass humane CD27+ und CD27- y/d T-Zellen ein dem Mausmodell &hnliches
Zytokinprofil aufweisen. Fir die Zukunft zeigt sie mdogliche Therapieanséatze auf
welche, Gber die CD70-CD27 Interaktion und die konsekutive TH1-Zytokinproduktion
sowie die dadurch erhéhte Proliferationsrate und verlangerte Uberlebensdauer der y/d
T-Zellen, Krankheitsverlaufe modulieren kdnnten. (Ribot et al. 2009; DeBarros et al.
2011) Die Interaktion von CD70-CD27 bei CD27+ y/d T-Zellen ist auch fur die TH2
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dominierten allergischen Erkrankungen ein vielversprechendes Forschungsgebiet mit

maoglichem therapeutischem Ansatz.

In der vorliegenden Arbeit wurden CD27+ und CD27- y/d T-Zellen im Sputum und Blut
bestimmt und analog zu den y/d T-Zellen ausgewertet. Dies erfolgte mit dem Ziel, die
zwei Subpopulationen in Bezug auf ihre Rolle in allergischen Atemwegserkrankungen

naher zu untersuchen.

Im Vergleich von PBMCs und Sputum fiel ein interessantes Phanomen auf, welches
im Folgenden als CD27+/CD27- y/d T-Zellinversion bezeichnet wird: Im Blut zeigt sich
eine vermehrte Anzahl an CD27+ y/d T-Zellen (57,7% + 2,6%), wahrend im Sputum
die Anzahl vergleichsweise gering ist (17,3% + 1,4%). Bei den CD27- y/d T-Zellen
verhélt es sich genau umgekehrt. Hier gibt es viele CD27- y/d T-Zellen im Sputum
(81,9% £ 1,6%) und vergleichsweise wenige CD27- y/d T-Zellen im Blut (41,4% =
2,6%) (Mittelwert £ SEM, Tabelle 14).

Die CD27+/CD27- y/d T-Zellinversion kann durch die Tatsache erklart werden, dass
CD27- y/d T-Zellen ,Homing-Rezeptoren* (CCR5 and CXCR3) flr entzindetes
Gewebe exprimieren (Dieli et al. 2003). Dies erklart die Anreicherung der CD27- Zellen

im Sputum der Probanden.

In-Season zeigte sich im Sputum eine spannende Verteilung der ,antiallergischen”
CD27+ y/d T-Zellen und der ,proallergischen” CD27- y/d T-Zellen: So konnten wir zum
einen zeigen, dass allergische Probanden ohne Immuntherapie (Median 9,6%) einen
signifikant kleineren Anteil an CD27+ y/® T-Zellen im Sputum aufweisen als die
Kontrollgruppe (Median 23,1%), im Gegensatz dazu aber einen signifikant hoheren
Anteil an CD27- y/d T-Zellen aufweisen. Allergiker ohne Immuntherapie wiesen bei
den CD27- y/d T-Zellen einen Median von 90,9% und die Kontrollen einen Median von
nur 78,2% auf. Bei Betrachtung der Allergiker mit Immuntherapie, scheint die AIT einen
angleichenden Effekt auf die Subpopulationen zu haben. Die Werte fiir die Gruppe der
Allergiker mit Immuntherapie lagen zwischen denen der Kontrollgruppe und denen der
Allergiker ohne Immuntherapie. Diese Ergebnisse stutzen die Hypothese von einer
.antiallergischen® Funktion der CD27+ y/d T-Zellen und einer ,proallergischen®

Funktion der CD27- y/d T-Zellen bei allergischen Atemwegserkrankungen.

Insgesamt fligen sich unsere Ergebnisse der Zellverteilung von CD27+ und CD27- y/d
T-Zellen innerhalb der untersuchten Kohorten gut in die von Ribot et al. gezeigten
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Zytokinprofile der CD27+ und CD27- y/d T-Zellen im Mausmodell ein (Ribot et al.
2009). Weitere Untersuchungen sind erforderlich um das Zytokinprofil von CD27+ und
CD27- y/d T-Zellen aus induziertem Sputum vor dem Hintergrund allergischer

Atemwegserkrankungen zu ermitteln.

Die CD27+/CD27- y/d T-Zell-Subpopulationen sind im Menschen noch nicht
umfassend erforscht. Bisherige Forschungsergebnisse zu diesen Subpopulationen
gibt es nur zu humanen CD27+/CD27- y/d T-Zellen aus Blut oder Lymphknoten. Somit
wurden in der vorliegenden Arbeit nach bestem Gewissen zum ersten Mal im Setting
allergischer Atemwegserkrankungen CD27+/CD27- y/d T-Zellen im Sputum
untersucht. Dies fuhrt jedoch zu einer begrenzten Vergleichbarkeit unserer - aus dem
Sputum gewonnenen - Daten mit denen aus anderen Biomatrices. Die Ergebnisse zu
den vergleichsweise gut erforschten CD27+/CD27- y/d T-Zellen im Mausmodell sind
nur bedingt auf den menschlichen Organismus Ubertragbar. Es bedarf weiterer
Studien, um der Rolle der humanen CD27+ und CD27- y/d T-Zellen in allergischen

Atemwegserkrankungen auf den Grund zu gehen.

In der vorliegenden Studie wurden die NKT-Zellen mittels der Oberflichenmarker CD3
und CD56 charakterisiert. Mittels dieser Marker ist es nicht moglich, eine CD1d-
Restriktion der NKT- Zellen oder den invarianten T-Zell-Rezeptor nachzuweisen.
Deshalb werden die CD3+CD56+ Zellen in der vorliegenden Arbeit als NKT-like
Zellen bezeichnet (Thomas, Chyung, and Luster 2010; Bendelac, Savage, and Teyton
2007).

O'Reilly et al. zeigten, dass es drei Untergruppen der humanen NKT-Zellen gibt,
CD4+/CD8-, CD4-/CD8+ und CD4-/CD8-. Jede dieser drei von O’Reilly et al.
untersuchten Untergruppen zeigte ein unterschiedliches Zytokinprofil und
unterschiedliche Expression des von uns benutzen NK-Zellmarkers CD56. In ihrer
Studie charakterisierten O’Reilly et al. die NKT-Zellen mit folgenden T-Zellmarkern
Va24Jal8 TCR, CD4, CD8 und mindestens einem der folgenden NK-Zellmarkern
CD56, CD161 oder NKG2D. Den von uns gewdahlten NK-Zellmarker CD56
exprimierten in der Studie von O’Reilly et al. ein Grol3teil der CD8+ NKT-Zellen, in den
doppelnegativen NKT-Zellen war die Expression unterschiedlich ausgepréagt, jedoch
zeigte nur ein kleiner Anteil an CD4+ NKT-Zellen eine CD56+ Expression. (O'Reilly et
al. 2011) Dies zeigt, dass die von uns gefarbten NKT-Zellen nur einen groben

Uberblick tiber deren Verteilung in PBMCs und Sputum geben kénnen. Fiir weitere
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Studien ware es sinnvoll, die verschiedenen NKT-Zell-Subpopulationen mittels der
spezifischeren Oberflachenmarker zu charakterisieren und mittels funktioneller Daten

ihr Zytokinprofil in allergischen Atemwegserkrankungen zu untersuchen.

Die Rolle von NKT-Zellen in allergischen Atemwegserkrankungen ist noch nicht
abschlieend geklart. Es konnte gezeigt werden, dass NKT-Zellen, wie auch y/d
T-Zellen, mittels PE aus Zedernpollen stimuliert werden kdnnen (Agea et al. 2005). In
der Literatur finden sich jedoch widerspriuchliche Aussagen hinsichtlich ihrer Funktion

und Frequenz im allergischen Setting.

So publizierte Akbari et al. 2006 erstmals im New England Journal of Medicine seine
Ergebnisse zur Frequenz und Verteilung von NKT-Zellen in der Lunge (BAL) und im
Blut von 14 asthmatischen Probanden, sechs Kontrollen und fiinf Sarkoidose
Probanden. Seine Daten zeigten in der Gruppe der Asthmatiker einen Anteil an NKT-
Zellen an der pulmonalen CD3+ T-Zellpopulation von 73% (Mittelwert), wahrend sich
der Anteil an NKT-Zellen in der Kontrollgruppe und Sarkoidosegruppe auf ~1% belief.
Dartber hinaus zeigten die NKT-Zellen der Asthmatiker eine starke IL-4 und IL-13
Produktion, aber nur eine schwache INFy-Produktion nach Aktivierung mit
a-Galactosylceramid. Daraufhin postulierte die Studiengruppe, dass NKT-Zellen eine
prominente Rolle in der Entstehung von allergischem Asthma spielten. Diese These
stutzte sich unter anderem auf die durch Depletion von NKT-Zellen im Mausmodell
gezeigte proallergische Rolle von NKT-Zellen in allergischem Asthma (Lisbonne et al.
2003).

In den folgenden Jahren wurde die Studie von Akbari et al. mehrfach widerlegt und
postuliert, dass NKT-Zellen nicht die dominierende T-Zelluntergruppe in allergischem
Asthma darstellen und nur einen modulierenden Effekt auf die Erkrankung haben. In
der BAL konnten Thomas et al., mit derselben Methodik wie in der Studie von Akbari,
nur einen Anteil von 2,7% NKT-Zellen an der CD3+ T-Zellpopulation identifizieren
(Thomas, Chyung, and Luster 2010). Dies zeigt, wie unterschiedlich sich dieselbe Zell-
Subpopulation im murinen und humanen Modell prasentieren kann und dass

Vergleiche derselben schwierig sind.

Die von Akbari 2006 und Thomas 2010 erhobenen NKT-Zellwerte sind mit unseren
nicht gut vergleichbar, da sie nicht iber CD3+/CD56+ charakterisiert wurden, sondern

mittels CD1d-Tetramer-Antikdrpern und Reverse-Transkriptase-PCR des invarianten
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T-Zellrezeptors erhoben wurden (Akbari et al. 2006; Thomas, Chyung, and Luster
2010).

Ergebnisse, die mit unseren direkt vergleichbar sind, liefert eine Studie von Hamzaoui
et al., welche NKT-Zellen ebenfalls als CD3+CD56+ Kklassifizierte. In ihrer Studie
wurden die CD3+CD56+ NKT-Zellen im Sputum schwerer Asthmatiker untersucht und
ein mittlerer Anteil von 13.52% + 4.13% festgestellt, wahrende die Werte in den
Kontrollen bei 2.14% + 1.72% lagen (Hamzaoui et al. 2006).

In der vorliegenden Arbeit wurden in den PBMCs ein Mittelwert von 2,3% + 0,3%
(SEM) und im Sputum ein Anteil von 35,2% * 2,5% identifiziert (siehe Tabelle 14). Wir
konnten zeigen, dass der Unterschied zwischen PBMCs und Sputum in allen

Probandengruppen In- und Off-Season signifikant war.

In den PBMCs fanden wir eine héhere Prozentzahl von CD3+CD56+ NKT-Zellen als
die bisher in Literatur beschriebenen 0,2% (Lee et al. 2002). Auch in den
Sputumproben zeigten die NKT-like Zellen einen ~2-3-fachen Wert im Vergleich zu
den Daten von Hamzaoui et al. 2006. Allerdings lagen diese mit 35,2% deutlich unter

den widerlegten Werten von Akbari et al. 2006.

In der vorliegenden Arbeit ist auch die breite Streuung der NKT-like Zellanteile im
Sputum auffallend. Betrachtet man die relativen Zellzahlen von CD3+ y/d T-Zellen und
CD3+CD56+ NKT-like Zellen vorliegender Studie, so ergeben sich in der Summe
sowohl im Sputum und als auch in den PBMCs mehr als 100%. Dies beruht nicht auf
der Messung falsch positiver Events, sondern auf der Tatsache, dass es auch CD56+
y/d T-Zellen gibt (Van Acker et al. 2016; Urban et al. 2009) und dieser Anteil von uns
in beiden Subpopulationen mitgemessen wurde. Dies kdnnte auch eine magliche
Erklarung fur die breite Streuung der NKT-Zellen im Sputum sowie fur den
vergleichsweise hohen NKT-like Zellanteil im Blut und Sputum sein. Fur zukinftige
Studien ware es sinnvoll, vor der Messung von y/d T-Zellen und NKT-like Zellen jeweils

CD56+ oder y/6 TCR auszugaten, um so eine ,reine“ Population zu messen.

Betrachtet man den Untergruppenvergleich In-Season im Sputum, so féllt in den
Gruppen ohne Immuntherapie ein hoherer Anteil an NKT-like Zellen in den
allergischen Rhinitikern (AR-AIT Median 49,8%) als in der Untergruppe der
allergischen Asthmatiker (AA-AIT 19,1%) auf. Dieser Unterschied ist mit einem p-Wert
von 0,055 als Trend an der Grenze zur Signifikanz zu bezeichnen. Dieses Ergebnis

105



konnte eine Folge der unzureichend therapierten allergischen Rhinitis im Kontrast zu
gut kontrollierten allergischen Asthmatikern sein. Dies stellt eine mdgliche Verzerrung
unserer Studie dar, da nur Probanden mit kontrolliertem Asthma teilgenommen haben.
Im Licht des One-Airway-One-Disease Konzepts (siehe Einleitung) ist dieses Ergebnis
durchaus plausibel. Es konnte gezeigt werden, dass die nasale und die pulmonale
Schleimhaut partiell den Entzindungsstatus widerspiegeln kénnen (Amorim et al.
2010; Braunstahl et al. 2001). Zur Uberprifung dieser These in unserer Studie
brauchte man nasale Proben, um diese mit dem Sputum allergischer Rhinitiker zu
vergleichen.

Der Effekt von spezifischer Immuntherapie auf die NKT-Zellpopulation im Blut wurde
in einer Studie von Yan-ming et al. untersucht. Sie konnten zeigen, dass im Blut
asthmatischer Kinder mit Immuntherapie die NKT-Zahl, im Vergleich zur Gruppe
asthmatischer Kinder ohne Immuntherapie erhéht war. Zusatzlich waren die
Zytokinproduktion der NKT-Zellen von IL-4 in der Asthmatikerkohorte mit
Immuntherapie signifikant verringert und die IL-10 Produktion im Vergleich zur
Asthmatiker Gruppe ohne Immuntherapie signifikant erhdht. (Yan-ming et al. 2012) Im
Mausmodell konnte bereits gezeigt werden, dass aktivierte NKT-Zellen tber die
Produktion von INFy die TH2-Differenzierung und IgE-Produktion hemmen konnen
(Cui et al. 1999). Der Faktor Immuntherapie zeigte jedoch in der Studie von Yan-ming
et al. keinen messbaren Einfluss auf die INFy-Produktion der NKT-Zellen. In deren
Gesamtheit weisen die Ergebnisse auf eine Immuntherapie bedingte Modulation der
humanen NKT-Zellen hin, im Sinne eines antiallergischen Phéanotyps (Yan-ming et al.
2012)

In der vorliegenden Studie zeigte sich im Sputum und den PBMCs in den Gruppen mit
Immuntherapie ein tendenziell hoherer Anteil an NKT-like Zellen als in den Gruppen
ohne Immuntherapie. Allerdings ist dieses Ergebnis statistisch nicht signifikant (Mann-
Whitney-U-Test, p > 0,05). Eine kleine Probandenanzahl und die breite Streuung der
NKT-Zellzahlen sind mogliche Ursachen fur die fehlende statistische Signifikanz
Dieser Trend konnte auf einen Effekt der Immuntherapie auf die NKT-Zellpopulation
hinweisen, wie von Yan-ming et al. bereits 2012 im Blut beschrieben. Fiur weitere
Untersuchungen sollten speziell die Untergruppen eine grof3ere Anzahl an Probanden
aufweisen; und wie oben bereits diskutiert, eine spezifischere Farbung und restriktive

Gatingstrategie zur Charakterisierung von NKT-Zellen erfolgen.
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Regulatorische T-Zellen wurden in verschiedenen Studien auf ihre Interaktion mit NKT-
Zellen untersucht. So konnte gezeigt werden, dass humane NKT Zellen, durch die
Produktion von IL-2 regulatorische T-Zellen (Tregs) zur Proliferation anregen kénnen
(Jiang et al. 2005). Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass Tregs durch Zell-zu-Zell-
Kontakt die Proliferationsrate und Zytotoxizitat der NKT-Zellen sowie deren Produktion
von IL-4, IL-13, IL-10 und INFy hemmen (Azuma et al. 2003). In Abbildung 44 ist
modifiziert nach Juno et al. die Interaktionen von iNKT-Zellen u. a. mit Tregs skizziert

(Juno, Keynan, and Fowke 2012a).

cp1d TCR Prollferiin:.lcinsrate 4
;. Zytotoxizitdt |
Zytokinausschiittung {

DC
L2 Zell-zu-Zell-Kontakt
e Proliferationf

Abbildung 44: Interaktionen von iNKT-Zellen mit Tregs und dentritischen Zellen — Modifiziert und ins Deutsche
Uibersetzt nach Juno, J.A., Y. Keynan, and K.R. Fowke (2012), Invariant NKT Cells: Regulation and Function
during Viral Infection, Licensed under CC BY 2.0 https://creativecommons.org/licenses/by/2.0/. Retrieved from
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3420949/ on 31.01.2022 (Juno, Keynan, and Fowke 2012b)

Die Interaktion von regulatorischen T-Zellen und NKT-Zellen in allergischen
Atemwegserkrankungen ist allerdings bisher noch wenig erforscht, wéare aber
besonders in Bezug auf die durch Immuntherapie expandierenden regulatorischen T-

Zellen von grol3em Interesse.

Die Studiengruppe um Nguyen et al. konnte mittels intrazellularer Farbung zeigen,
dass CD4+ NKT-Zellen von Probanden mit allergischem Asthma einen erhéhten Anteil
an Granzym B und Perforin aufwiesen als die von gesunden Probanden. Uberdies

konnte in vitro gezeigt werden, dass die NKT-Zellen asthmatischer Probanden eine
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hohere Zytotoxizitdt gegenuber CD4+CD25hi CD127lo/- regulatorische T-Zellen

aufwiesen als jene gesunder Probanden (Nguyen, Vanichsarn, and Nadeau 2008).

In der vorliegenden Arbeit wurden die relative Anzahl an CD25+ T-Zellen mit denen
der NKT-like Zellen im Blut und Sputum korreliert. Unsere Daten aus dem Sputum
fugen sich in die von Nguyen 2008 gezeigten Interaktionen ein. Die NKT-like Zellen
der Allergiker ohne Immuntherapie (A-AIT) weisen eine negative Korrelation mit den
CD25+ T-Zellen auf. Betrachtet man die Allergiker mit Immuntherapie (A+AIT) In-
Season so zeigt sich keine statistisch signifikante Korrelation. Allerdings zeigt sich Off-
Season eine positive Korrelation zwischen NKT-like und CD25+ T-Zellen. Dieses
Ergebnis kdnnte auf eine Aufhebung des zytotoxischen Effekts der NKT-like Zellen auf

CD25+ T-Zellen in Allergikern durch die Immuntherapie schliel3en lassen.

Die Korrelationsdaten aus den PBMCs zeigen interessanterweise ein inverses Bild
(siehe Anhang). In den Allergikern ohne Immuntherapie (A-AIT) zeigt sich In-Season
eine positive Korrelation zwischen NKT-like Zellen und CD25+ T-Zellen. Im Gegensatz
dazu weisen NKT-like Zellen und CD25+ T-Zelle in Allergikern mit Immuntherapie
(A+AIT) eine negative Korrelation auf. Diese Inversion von Sputum und PBMC konnten
wir unter anderem auch in den CD27+/CD27- y/d T-Zellen zeigen. Sie spielt eine
zentrale Rolle fur das Verstdndnis von lokaler und systemischer Beteiligung in

allergischen Atemwegserkrankungen und bedarf weiterer Untersuchungen.

Zusammenfassend gibt es Hinweise auf einen maoglichen Effekt der Immuntherapie
auf die Interaktion von NKT-like Zellen und CD25+ T-Zellen im Sputum allergischer
Probanden. Dieses sehr spannende Interaktionspotential muss jedoch mittels weiterer
Verfahren untersucht werden. Zum einen mussten sowohl die NKT Zellen als auch die
regulatorischen T-Zellen besser charakterisiert werden (siehe jeweilige Diskussion).
Zum anderen reicht, um einen gesicherten Zusammenhang festzustellen, die positive
oder negative Korrelation nicht aus. Sie zeigt uns als statistisches Mittel keine
Kausalitat an. Um die direkte Zellinteraktion im Allergiemodell zu erforschen, bedarf es

weiterer Untersuchungsmethoden, z. B. der Zellkultur.
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6 Anhang

Durchflusszytometrie-Ergebnisse der PBMCs und Korrelation von NKT-like Zellen und

CD25+ T-Zellen im Blut.

6.1 T-Zellen in PBMCs

CD5+/CD3+ T-Zellen in PBMCs

Gruppenvergleich
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Abbildung 45: Gruppenvergleich der relativen CD5+/CD3+ T-Zellzahl, In- und Off-Season, PBMCs

In- und Off-Season bestehen in der CD5+/CD3+ T-Zellpopulation in den PBMCs keine

signifikanten Differenzen zwischen den Gruppen (Mann-Whitney-U-Test, p > 0,05)
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Untergruppenvergleich
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Abbildung 46: Untergruppenvergleich der relativen CD5+/CD3+ T-Zellzahl, In- und Off-Season, PBMCs

Im Vergleich der Untergruppen zeigen sich in der CD5+/CD3+ T-Zellpopulation in den
PBMCs In-Season und Off-Season keine signifikanten Unterschiede im Mann-

Whitney-U-Test (p > 0,05).
CD5+/CD3+/CD25+ T-Zellen in PBMCs

Gruppenvergleich

CD25+ T-Zellen In-Season CD25+ T-Zellen Off-Season

6
c 6 1 S
e 2
- (]
[}
N u N
- oy, u
=M ° u 4 o
o™ A o
8 [ ] EgH N A [3) | AA
< ° a n 0 00 [ A M
o ‘ons’ - -A-A—:—:—:A 2 2 % na" A
2 a 1 ee °
o ° L Iy o —ogtet— [ ] —A A
© L7 AA N o ala - oe?® . Aasah
g o0 = g [ Y ° 000 ™ ] :
E T T T g 0 T N N
AL L Q> N\ N\
<& ,v\ RS N & ¥
& < e < N <&
‘\'\ a2 Q S N
° O ) ° B )
+ 4 & S &
v
PBMCs PBMCs

Abbildung 47: Gruppenvergleich der relativen CD25+ T-Zellzahl, In- und Off-Season, PBMCs

Die CD25+ T-Zellen in den PBMCs zeigen In-Season und Off-Season keine statistisch

signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Mann-Whitney-U-Test, p > 0,05).
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Abbildung 48: Untergruppenvergleich der relativen CD25+ T-Zellzahl, In- und Off-Season, PBMCs

Die relative Anzahl der CD25+ T-Zellen zeigt zwischen den Untergruppen in PBMCs
der allergischen Probanden keinen signifikanten Unterschied wahrend der In-Season
(Mann-Whitney-U-Test, p > 0,05).

Wahrend der Off-Season zeigt sich in der Gruppe der Asthmatiker ein signifikanter
Unterschied zwischen Probanden mit und ohne Immuntherapie. Der Median in AA-AIT
liegt bei 1,25 % und der Median der AA+AIT bei 1,70% (Mann-Whitney-U-Test, p <
0,05).
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6.1.1.1 y/d T-Zellen in PBMCs
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Abbildung 49: Gruppenvergleich der relativen y/5 T-Zellzahl, In- und Off-Season, PBMCs

In- und Off-Season bestehen in der y/& T-Zellpopulation im Blut keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Gruppen (Mann-Whitney-U-Test, p > 0,05)
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Abbildung 50: Untergruppenvergleich der relativen y/d T-Zellzahl, In- und Off-Season, PBMCs

Weder In-Season noch Off-Season sieht man im Vergleich der Untergruppen
signifikante Unterschiede in den y/d T-Zellverteilungen der PBMC (Mann-Whitney-U
Test, p > 0,05).
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Abbildung 51: Gruppenvergleich der relativen CD27+ y/& T-Zellzahl, In- und Off-Season, PBMCs

In-Season und Off-Season zeigen sich in den CD27+ y/d T-Zellen keine statistisch

signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (Mann-Whitney-U-Test, p > 0,05)
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Abbildung 52: Untergruppenvergleich der relativen CD27+ y/6 T-Zellzahl, In- und Off-Season, PBMCs

Betrachtet man die Untergruppen, so finden sich In-Season keine signifikanten
Unterschiede in der CD27+ y/® T-Zellpopulation (Mann-Whitney-U-test, p > 0,05).

Off-Season zeigt sich zwischen der Untergruppe der allergischen Rhinitiker mit
Immuntherapie (AR+AIT, Median 64,75%) und der Untergruppe der allergischen
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Asthmatiker mit

Unterschied im Mann-Whitney-U-Test (p < 0,05).

CD27-y/d T-Zellen

Immuntherapie (AA+AIT, Median 26,10%) ein signifikanter
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Abbildung 53: Gruppenvergleich der relativen CD27- y/d T-Zellzahl, In- und Off-Season, PBMCs

In- und Off-Season weisen die Gruppen in den CD27- y/d T-Zellen keine Unterschiede

von statistischer Signifikanz auf (Mann-Whitney-U-Test, p > 0,05).
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Abbildung 54: Untergruppenvergleich der relativen CD27- y/6 T-Zellzahl, In- und Off-Season, PBMCs

In-Season zeigt der Untergruppenvergleich der CD27- y/d T-Zellen in den PBMCs

keine signifikanten Unterschiede (Mann-Whitney-U-Test, p > 0,05).
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Off-Season zeigt sich zwischen der Gruppe der allergischen Rhinitiker

mit

Immuntherapie (AR+AIT, Median 35,50%) und der Gruppe der allergischen

Asthmatiker mit

Immuntherapie (AA+AIT, Median 76,10%) ein signifikanter

Unterschied im Mann-Whitney-U-Test (p < 0,05). Dieses Ergebnis verhalt sich

gegenlaufig zu jenem hinsichtlich der CD27+ y/d T-Zellen.

6.1.1.2 NKT-like-Zellen

NKT-like Zellen In-Season
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Abbildung 55: Gruppenvergleich der relativen NKT-like Zellzahl, In- und Off-Season, PBMCs

In beiden Diagrammen wird die NKT-like Zellsubpopulation In- und Off-Season

dargestellt.

Statistisch finden sich zwischen den Gruppen keine statistisch

signifikanten Unterschiede (Mann-Whitney-U-Test, p > 0,05).

Untergruppenvergleich
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NKT-like Zellen In-Season
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Abbildung 56: Untergruppenvergleich der relativen NKT-like Zellzahl, In- und Off-Season, PBMCs

In-Season und Off-Season zeigt die NKT-like Zellverteilung in den Untergruppen keine

statistisch signifikanten Unterschiede (Mann-Whitney-U-Test, p > 0,05)

6.2 PBMCs: Korrelationen von CD25+ T-Zellen und NKT-like Zellen

Alle Gruppen In- und Off-Season in den PBMCs
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Abbildung 57: Korrelation des prozentualen Anteils von CD25+ T-Zellen und NKT-like Zellen In-Season und Off-
Season; PBMCs; alle Probanden

Beide Graphen zeigen, dass NKT-like und CD25+ T-Zellen, wenn man die Werte aller

Probanden analysiert, nicht miteinander korrelieren (Spearman-Korrelationskoeffizient
r=0,10 und r=-0,18; p > 0,05).

Gesunde In- und Off-Season in den PBMCs
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Abbildung 58: Korrelation des prozentualen Anteils von CD25+ T-Zellen und NKT-like Zellen In-Season und Off-

Season; PBMCs; Kontrollen

In beiden Kontrollgruppen zeigen die Korrelation zwischen CD25+ T-Zellen und NKT-
like Zellen keine statistische Signifikanz (Spearman-Korrelationskoeffizient r=0,11 und
r=-0,38; p > 0,05).
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Effekt von Immuntherapie (AIT) auf die Korrelation in den PBMCs

PBMCs — Allergiker ohne Immuntherapie
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Abbildung 59: Korrelation des prozentualen Anteils von CD25+ T-Zellen und NKT-like Zellen In-Season und Off-
Season; PBMCs; A-AIT

In allergischen Probanden ohne Immuntherapie zeigt sich in der Pollenflugsaison eine

signifikante Zunahme der NKT-like Zellen, je mehr CD25+ T-Zellen registriert wurden

(Spearman-Korrelationskoeffizient r = 0,63, p < 0,01).

AuBerhalb der Pollenflugsaison kann diese positive Korrelation nicht beobachtet

werden (p > 0,05).

PBMCs — Allergiker mit Immuntherapie
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Abbildung 60: Korrelation des prozentualen Anteils von CD25+ T-Zellen und NKT-like Zellen In-Season und Off-
Season; PBMCs; A+AIT

Der Effekt, der sich bei Allergikern ohne Immuntherapie darstellt, kommt bei Allergikern

mit Immuntherapie invers zu tragen. CD25+ T-Zellen korrelieren In-Season unter

Immuntherapie negativ mit den NKT-like Zellen in den PBMCs (Spearman-

Korrelationskoeffizient r = -0,48, p < 0,05).

Off-Season ist dieser Effekt nicht zu beobachten (p >0,05).
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