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1 Abstract/Zusammenfassung

Hintergrund: Die Atemwegsentzindung spielt eine Schltsselrolle in der Pathogenese
des allergischen Asthmas. Zuletzt wurde die Untersuchung des induzierten Sputums
als einfache und wenig invasive Methode anerkannt um die Atemwegsentzindung zu
messen. Die Multicolor-Durchflusszytometrie und ein Elektrochemilumineszenz-
Assay erganzen dabei die Methode des induzierten Sputums um eine genaue

Identifikation von Lymphozytenpopulationen und Biomarkern.

Ziel: Im Mittelpunkt stand die Untersuchung von Atemwegssekreten der oberen und
unteren Atemwege zur Bestimmung von Th2-Markern und ihrer Korrelation mit B-, T-
und NK-Zell-Frequenzen sowie klinischen Parametern.

Methoden: Induzierte Sputa von gesunden Kontrollen und allergischen Asthmatikern
in und aullerhalb der Saison wurden mit Dithiotreitol prozessiert um zellfreie
Uberstdnde zur Proteinmessung sowie Zell-Pellets zu gewinnen. Die Zell-Pellets
wurden zur Zelldifferenzierung und Durchflusszytometrie mittels monoklonaler
Antikorper verwendet. Zudem wurde das Serum-IgE bestimmt und nasale Sekrete

zur Proteinmessung gesammelt.

Ergebnis: In den oberen Atemwegen allergischer Asthmatiker wurde eine starke
Hochregulierung der B-Zellen und NK-Zellen in der Graserpollen-Saison im Vergleich
zu gesunden Probanden gemessen. NK-Zellen korrelierten dabei mit Sx1-IgE sowie
IL-24 in oberen und unteren Atemwegen. Eine CD25'CD127 T-regulatorische
Population war bei Asthmatikern dezimiert und zeigte negative Korrelationen mit
Periostin, allergiediagnostischen Parametern und Leukozytenpopulationen. IL-24,
Periostin und G-CSF sind neue, vielversprechende Biomarker fur die Diagnose von
allergischem Asthma sowie dessen Verlauf und Kontrollgrad.
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2 Einleitung

2.1 Allergisches Asthma bronchiale

2.1.1 Definition von Allergie und Asthma bronchiale

Die Nationale Versorgungsleitlinie definiert Asthma als eine ,chronisch entzundliche
Erkrankung der Atemwege, charakterisiert durch eine bronchiale Hyperreagibilitat
und eine variable Atemwegsobstruktion“ (Bundesarztekammer (BAK), 2013). Man
unterteilt Asthma in eine allergische und eine nicht-allergische Form (Johansson et
al., 2001), wobei im Folgenden nur das allergische Asthma eine Rolle spielt.

Allergisches Asthma ist eine Krankheit aus dem atopischen Formenkreis, bei der es
zu einer unkontrollierten, Uberschielfenden Reaktion des Immunsystems auf
Allergene kommt. Dabei ist Atopie definiert als ,personliche oder familiare
Veranlagung, als Antwort auf niedrig-dosierte Allergene, Ublicherweise Proteine, IgE-
Antikorper zu bilden und typische Symptome wie Asthma, Rhinokonjunktivitis und
Ekzeme/Dermatitis zu entwickeln.” (Johansson et al., 2004). Krankheiten des
atopischen Formenkreises treten haufig gemeinsam auf. Die meisten Patienten mit
allergischem Asthma leiden unter Rhinitis und auch umgekehrt kann bei Patienten
mit allergischer Rhinitis oft eine Hyperreagibilitdt der Lunge nachgewiesen werden
(Cruz et al.,, 2007). Eine Studie von Leynaert et al. belegt, dass 80-95% der
Asthmatiker auch unter Rhinitis leiden (Leynaert et al., 2004). Der sogenannte
.=atopische Marsch® beschreibt die typische Sequenz mit der Entwicklung von
Neurodermitis beim Kleinkind, die Uber eine Rhinokunjunktivitis letztendlich in
allergischem Asthma bei alteren Kindern oder Erwachsenen mindet. (Spergel &
Paller, 2003). Dabei durchlaufen nicht alle Atopiker diese Sequenz.

Der Begriff Allergie wurde im Jahre 1906 erstmals verwendet, urspringlich als freie
Antwort auf ein Antigen definiert und sollte sowohl eine adaquate als auch eine
inadaquate Reaktion auf ein Antigen beinhalten (Von Pirquet, 1946). Verwendet wird
der Begriff mittlerweile nur noch fur die Uberschie3ende, inadaquate Reaktion auf ein

korperfremdes Antigen. Man unterscheidet dabei vier verschiedene Untertypen, Typ
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I-IV (Janeway, Travers, Walport, & Shlomdrik, 2005). Der haufigste Typ ist der IgE-
vermittelte Soforttyp auch ,anaphylaktischer Typ“ oder ,Typ I genannt. Dieser liegt
im Falle von allergischen Reaktionen auf Aeroallergene vor. Hierbei reagiert der
Korper bei erstmaligem Kontakt mit dem Antigen Uber das erworbene Immunsystem
mit der Produktion von IgE-Antikorpern (K. Ishizaka, Ishizaka, & Hornbrook, 1966; T.
Ishizaka, Ishizaka, Johansson, & Bennich, 1969; Johansson & Bennich, 1967). Die
Bindung dieser IgE-Antikorper an Mastzellen ist die sogenannte Sensibilisierung
(Galli & Tsai, 2012). Bei jedem weiteren Kontakt mit eben diesem Antigen kann nun
eine inadaquate Antwort des Immunsystems erfolgen, eine allergische Reaktion ist
moglich. (Janeway et al., 2005)

Grundlegend fur das Verstandnis ist es, das allergische Asthma als
inflammatorischen Prozess zu betrachten. In der allergischen Entzindung spielen
dabei das Epithel, wie auch Immunzellen sowie deren Interaktion eine wichtige Rolle.
Dabei werden sowohl von Leukozyten, darunter eosinophile und neutrophile
Granulozyten, Lymphozyten sowie dem Atemwegsepithel Zytokine gebildet, die ein
orchestriertes Zusammenspiel in der Pathogenese von allergischem Asthma bilden.
Diese Mediatoren konnen in den unteren und oberen Atemwege mit Hilfe von
Sputumuberstanden und Nasensekreten analysiert werden (Gharib et al., 2011,
Tomazic et al., 2014). Dabei tritt eine erhohte Anzahl an eosinophilen Granulozyten
bei allergischem Asthma sowie bei allergischer Rhinitis auf (Fahy, 2009). Erhohte
Zellzahlen von neutrophilen Granulozyten im Sputum wurden dagegen gehauft bei
mittlerem bis schwerem Asthma nachgewiesen (Fahy, 2009). Es wurde auch gezeigt,
dass neutrophile Granulozyten die vorherrschenden Entzindungszellen bei
plotzlichen, toédlichen Asthmaanfallen sind (Sur et al., 1993).

2.1.2 Die Klinik und Therapie des allergischen

Asthma bronchiale

Leitsymptom des Asthma bronchiale ist eine anfallsartige Luftnot mit
exspiratorischem Stridor. Dazu kommen Unwohlsein, trockener Husten und
Verschleimung sowie Atemnot. Die Symptome reichen dabei bis zum
Ventilationsdefizit und einer damit einhergehenden vitalen Gefahrdung. Diese
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Symptome treten bei allergischem Asthma primar bei Antigenexposition und im
Tagesverlauf vorwiegend in den Nacht- und fruhen Morgenstunden auf (Bateman et
al., 2008). Je nach vorliegender Allergie sind die Symptome saisonal wie
beispielsweise bei Pollen-Allergikern oder nicht-saisonal wie bei Allergien gegen
Tierhaare, Schimmel oder Hausstaubmilben. Gemeinsam ist den verschiedenen
Typen des Asthmas dabei die ,Atemwegs-Hyperreaktivitat®, die eine inadaquate
Reaktion der Atemwege, vor allem der Bronchien, auf unspezifische auf3ere Reize
meint (Postma & Kerstjens, 1998). Aullerdem kommt es (Abb. 1) zur
endobronchialen Obstruktion durch Kontraktion der glatten Muskeln der
Bronchialwand, Hypersekretion von Schleim durch hyperplastische Becherzellen,
sowie einem Schleimhautédem (Bousquet, Jeffery, Busse, Johnson, & Vignola,
2000). Langfristig kommt es zu einem Umbau des Atemwegsepithels, dem
sogenannten ,Remodeling”. Im Rahmen dieses Prozesses wird die Obstruktion vor
allem durch die Hypertrophie von Becherzellen und glatter Muskulatur verstarkt (Al-
Muhsen, Johnson, & Hamid, 2011). Auch die Angiogenese durch Ausschuttung von
Wachstumsfaktoren scheint den langfristigen Umbau der Atemwege zu verstarken
(Makinde, Murphy, & Agrawal, 2006). Die Verdickung der epithelialen retikularen
Basalmembran, die oft als ,subepitheliale Fibrose® referenziert wird, ist eher eine
Einlagerung von Retikulin und damit keine Fibrose im herkommlichen Sinne (Jeffery,
2001). Durch die Limitierung der Verdickung auf die Basalmembran ist die rdumliche
Ausdehnung in das endobronchiale Lumen begrenzt und scheint daher weniger
Einfluss auf den langfristigen Verlauf der Obstruktion zu besitzen.
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Muskuldre Kontraktion und Hyperplasie

Glatte Muskulatur

Schleimhautédem
Schleimhaut

Hypersekretion

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Bronchus in physiologischem Zustand (links) und bei einem
Asthmatiker mit Obstruktion (rechts).

Zur Diagnosestellung sollten zunachst Anamnese und korperliche Untersuchung
erfolgen. Dazu sollten die genauen Beschwerden mit ihrem Auftretensmuster und
verschlimmernde sowie verbessernde Mallhahmen genannt werden. Eine atopische
Neigung in der Familienanamnese, sowie verschiedene Umweltfaktoren wie
Nikotinkonsum, Haus- und Arbeitsumfeld, bekannte Allergien, Medikamente und
Vorerkrankungen sollten ebenso abgefragt werden. Vor allem episodisch
auftretende, reversible Beschwerden mit exspiratorischem Stridor und atopischer
Vorgeschichte sprechen dabei mit hoher Wahrscheinlichkeit fur die Diagnose Asthma
(NETWORK, 2016). In der korperlichen Untersuchung kann ein verlangertes
Exspirium mit Giemen oder Brummen und ein abgeschwachtes Atemgerausch
auskultiert werden. In der Perkussion fallen ein hypersonorer Klopfschall sowie ein
tiefstehendes, minderbewegliches Zwerchfell auf. AnschlieBend sollte eine
Lungenfunktionstestung erfolgen. Es handelt sich um eine obstruktive
Ventilationsstorung mit einem altersentsprechend verminderten Tiffeneau-Index, der

Quotient aus Einsekundenkapazitat (FEV+) und Vitalkapazitat (VC). Aullerdem muss
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eine Reversibilitat der Atemwegsstorung vorliegen, die mit einem FEV;-Anstieg um,
je nach Quelle, mindestens 12% bzw. 15% nach Salbutamolgabe und/oder 4
Wochen altersentsprechend dosierter inhalativer Steroidtherapie bewiesen ist
(Pellegrino et al.,, 2005). Im Anschluss sollte eine Abklarung der erfolgten
Sensibilisierung mittels Prick-Test und allergenspezifischem IgE im Serum zur
Allergieabklarung erfolgen (van Kampen et al., 2013). Die Differentialdiagnosen des
Asthma bronchiale neben COPD und infektiologischen Lungenerkrankungen sind
zahlreich und sollten vor Diagnosestellung ausgeschlossen werden. Vor allem
anhand der Lungenfunktionskriterien in Zusammenschau mit einer plausiblen
Anamnese, typischer  korperlicher  Untersuchungsbefunde  und keiner
wahrscheinlicheren Differentialdiagnose kann die Diagnose Asthma bronchiale
gestellt werden (Bundeséarztekammer (BAK), 2013).

Klinisch kann bei Erstdiagnose der Asthma-Schweregrad anhand der Kriterien der
Nationalen Versorgungsleitlinie Asthma ermittelt werden, entscheidend fur die
Therapie und den Langzeitverlauf ist jedoch der Asthmakontrollgrad nach GINA
(Bateman et al., 2008).

Tabelle 1: GINA-Asthmakontroligrad adaptiert nach Bateman et al.,2008.

Symptome |Einschriankung von Nachtliche g:;:ffrs‘:ingli:iriz: Lungenfunktion
ymp 9 (FEV1-Soll oder

.. A Symptome oder
tagsiber Alltagsaktivitaten Erwachen oder PEF-Bestwert)
Notfallbehandlung

Exazerbation

Kontrolliertes Asthma
(Alle Kriterien)
Teilweise kontrolliertes
Asthma (>/= 1Kriterium)
Unkontrolliertes Asthma |> zwei Kriterien aus teilweise kontrolliertem Asthma oder wenn eine Exazerbation pro Woche stattfindet

<2x/Woche nein nein <2x/Woche normal keine

>2x/Woche ja ja >2x/Woche <80% max 1x/Jahr

Die Asthma-Therapie beruht auf einem Stufenprinzip (Tabelle 2). Dabei wird in
bestimmten zeitlichen Abstanden der Asthma-Kontrollgrad des Patienten bestimmt
und bei mangelnder Kontrolle auf das nachste Level der Therapie eskaliert. Die
Therapie besteht dabei aus (in dieser Reihenfolge) kurzwirksamen beta2-Agonisten
(rapid acting beta2-agonist = RABA) per inhalationem bei Bedarf, inhalativen
Kortikosteroiden (ICS), langwirksamen beta2-Agonisten (long acting beta2-agonist =
LABA) per inhalationem und Glukokortikoiden per os. Ab Stufe 4 kann
Tiotropiumbromid, ein langwirksames Anticholinergikum, per inhalationem eingesetzt
werden. Als zusatzliche Eskalation kann in Stufe 5 noch auf Biologicals, wie zum
Beispiel der  Anti-IgE-Antikdrper ~ Omalizumab,  zurlckgegriffen  werden
(Bundesarztekammer (BAK), 2013; Schulze, 2011). Bei Kindern verwendet man

16



anstatt

LABA einen

inhalationem (Bisgaard et al., 2005).

Leukotrienrezeptor-Antagonisten, wie

Tabelle 2: Asthma-Stufentherapie adaptiert nach Bateman et al., 2008.

Montelukast,

per

Stufe 1 Stufe 2 Stufe 3 Stufe 4 Stufe 5
Orale
Glukokortikoide
wahlweise LABA LABA LABA
ICS niedrige bis ICS mittlere bis ICS mittlere bis
ICS niedrige Dosis |mittlere Dosis hohe Dosis hohe Dosis
RABA RABA RABA RABA RABA

Der einzig kurative Ansatz einer Allergie ist die allergenspezifische Immuntherapie
(AIT), die aber keinen Ersatz fur die oben genannte Pharmakotherapie darstellt.
Dabei werden dem Patienten aufsteigende Dosen des aufgereinigten, konzentrierten
Allergens subkutan (SCIT) oder sublingual (SLIT) verabreicht. Eine Expertengruppe
des EAACI AIDS,
Schwangerschaft und ein Alter von unter zwei Jahren als absolute Kontraindikation

sient nur unkontrolliertes Asthma, aktive Neoplasien,
(Pitsios et al., 2015). Eine Cochrane-Metaanalyse kam zu dem Ergebnis, dass eine
Reduktion der

Medikamentenverbrauchs ohne Einfluss auf die Lungenfunktion nachweisbar ist

signifikante bronchialen Hyperreagibilitat und des
(Abramson, Puy, & Weiner, 2010). Auch bei Pollenallergikern konnte eine reduzierte
Sofort- und Spatreaktion nach bronchialer Birkenpollen-Provokation nach einem Jahr
AIT gezeigt werden (Arvidsson, Lowhagen, & Rak, 2004). Fur die SCIT konnte bei
Kindern mit allergischem Asthma eine moderate, bei SLIT sogar eine starke Evidenz
fur die Verbesserung der Symptome nachgewiesen werden (Kim et al., 2013). Laut
Chaker et al. war vor allem die Spatreaktion der Probanden nach SCIT reduziert und
IL-4%/IL-10" doppelt positive T-Zellen waren in PBMCs erhoht (Chaker et al., 2016).
Die Sicherheit SLIT wurde

beispielsweise fur Phleum pratense p5 (MK-7243) in einer umfangreichen Studie von

und Effizienz der Graserpollen-spezifischen

2014 bestatigt (Maloney et al., 2014). Die SLIT ermoglicht dabei eine sichere,
einfache und selbststandig vom Patienten durchfihrbare Hyposensibilisierung.
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2.1.3 Epidemiologie und Soziookonomie von

Allergie und Asthma bronchiale

Allergien haben eine hohe Pravalenz in der Weltbevolkerung und betreffen laut
WeilRbuch Allergie 2010 etwa 20% der deutschen Bevolkerung (Ring, Bachert,
Bauer, & Czech, 2010). Nach einer Untersuchung im Jahre 2012 leiden auch ca.
20% der Bevolkerung in den USA an allergischen Erkrankungen (Abbas, Lichtman, &
Pillai, 2012). Die Lebenszeitpravalenz von Asthma bronchiale in den USA wurde
2008 mit 13% angegeben, in Deutschland betrug sie laut GEDA-Studie im selben
Jahr 12% (Pleis, Lucas, & Ward, 2009; Steppuhn, Langen, Keil, & Scheidt-Nave,
2014). Hier war eine deutliche Steigerung im Vergleich zur GEDA-Studie im Jahr
2003 zu erkennen, in welcher nur 10% der Deutschen angaben, jemals Asthma
bronchiale diagnostiziert bekommen zu haben (Steppuhn et al., 2014). Bei Kindern in
Industriestaaten ist Asthma bronchiale sogar die haufigste chronische Krankheit
(Wjst et al., 1994). Die Tatsache, dass die Symptome meistens nicht
lebensbedrohlich sind und unter Allergenkarenz abklingen, erzeugen den Eindruck
einer unangenehmen, aber milden Erkrankung. Dabei werden massive
Einschrankungen der Lebensqualitat nicht bertcksichtigt, die eine Allergie fur den
Erkrankten bedeuten kann. Sowohl der Juckreiz bei Rhinokonjunktivitis und dem
atopischen Ekzem, Atemnot bei Asthma und Nahrungsmittelallergien als auch
Einschrankungen bei Freizeitaktivitaten und Lebensmitteln sowie die aufwendige
medizinische Betreuung fallen dem Allergiker zur Last. Zusatzlich ist Asthma oft mit
psychischen Komorbiditaten wie Depressionen, Panik- und Angststérungen, sozialer
Phobie und somatoformen Stérungen assoziiert (Goodwin, Jacobi, & Thefeld, 2003).
Die Krankheit kann aber auch vital bedrohlich sein, vor allem in Schwellen- und
Entwicklungslandern versterben noch viele Asthmatiker an akuten Exazerbationen
(The Global Asthma Network, 2014).

Auch aus gesundheitsokonomischer Sicht ist allergisches Asthma ein Problem.
Allergien und Asthma sind in verschiedenen Bevolkerungsgruppen in
unterschiedlichen  Pravalenzen zu finden. In Industriestaaten tritt es
uberdurchschnittlich oft auf (Heinrich et al., 2002). Zudem besteht auch allein
zwischen West- und Ostdeutschland ein signifikanter Unterschied in der Pravalenz

von allergischem Asthma wie beispielsweise in der ECRHS-Studie der beiden
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Studienzentren in Hamburg und Erfurt. Dabei variiert die Haufigkeit von Asthma in
der ECRHS-Studie in Deutschland je nach Region zwischen 2,0-11,9% der
Gesamtbevolkerung. (Nowak et al.,, 1996). Die Pravalenz von Atopie und
Heuschnupfen steigt seit dem Mauerfall und gleicht sich in Ostdeutschland den
westdeutschen Regionen an, wahrend die Zahl der Asthmatiker zwischen 1991 und
1996 konstant geblieben ist (von Mutius, Weiland, Fritzsch, Duhme, & Keil, 1998).
Die groRangelegte ISAAC-Studie mit 156 Studienzentren in 56 Landern konnte eine
starke Schwankung in der Pravalenz von Asthma weltweit mit einem Nord-Sud und
einem West-Ost-Gefalle zeigen (Asher & Weiland, 1998). Die Kosten, die ein
Angestellter mit Asthma beispielsweise durch Arztkosten, Medikamente und
Arbeitsausfall verursacht sind in den USA 2,5-fach hoher als beim Durchschnitt aller
Angestellten (Birnbaum et al., 2002). Fur 1996 gibt das statistische Bundesamt die
Gesamtkosten schon mit 6,66 Mrd. DM an (Statistisches Bundesamt, 2000). Dabei
sind Allergien weiter auf dem Vormarsch und konnten in Zukunft bei inadaquater
Behandlung vor allem durch den Hauptkostenpunkt des Asthma bronchiale, der
Frahberentung, ins Gewicht fallen (Weilflog, 2001). Abgesehen vom Patientenwonhl
sollte auch aus den oben genannten Grinden eine moglichst frihe adaquate
Therapie erfolgen und nach Moglichkeiten zur Pravention geforscht werden.

2.2 Zellulare Physiologie der Allergie in
der Lunge

Ein zentraler Ausloser der Entzindung der oberen und unteren Atemwege ist die
IgE-vermittelte Aktivierung von Mastzellen, bei der verschiedene Leukozyten, wie
Lymphozyten, Granulozyten, dendritische Zellen und Makrophagen eine Rolle
spielen (Togias, 2003). Der Mechanismus beginnt mit der Aufnahme und
Prasentation eines Allergens durch antigenprasentierende Zellen, beispielsweise
dendritische Zellen, Makrophagen oder B-Zellen. Die MHC-llI-abhangige Aktivierung
antigenspezifischer Th2-Zellen bewirkt bei antigenspezifischen B-Zellen,
beispielsweise uber IL-4 und Stat-6 ein Antikorperklassen-Wechsel zu IgE und IgG,4
(Garraud et al., 1999; Miller, Eppinger, McConnell, Cunningham-Rundles, &
Rothman, 1998; Shimoda et al., 1996). Diese Antikorper kdnnen an die Oberflache
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von Mastzellen andocken und dort bis zur erneuten Exposition mit diesem Antigen
verbleiben. Dies ist die sogenannte Sensibilisierung.

Erfolgt nun der zweite Kontakt kann es zu einer Sofortreaktion und einer
Spatreaktion kommen. Die Sofortreaktion ist vor allem Folge der Vernetzung der
Oberflachenrezeptor-gebundenen IgE-Antikorper (Dembo & Goldstein, 1980; Kikuchi
et al., 2002). Dabei kommt es innerhalb von Sekunden zur Histaminausschuttung
mittels Exozytose, die eine akute Obstruktion durch Vasodilatation, vaskulare
Leckage und Bronchokonstriktion verursacht. Aber auch das Epithel wird im Laufe
der Sofortreaktion durch das ausgeschuttete Histamin aktiviert und bildet pro-
inflammatorische Zytokine, Leukotriene, NO und plattchenaktivierenden Faktor
(PAF). Die IgE- vermittelte Ausschuttung von Mediatoren durch aktivierte Mastzellen
ist wesentlicher Teil der Sofortreaktion, auf die nach 2-4 Stunden eine Spatreaktion
folgt, die bis zu 24 Stunden dauern kann (O'Byrne, Dolovich, & Hargreave, 1987).

Die Spatreaktion beruht auf einer Ausschuttung von Zytokinen wie IL-4, IL-5, IL-13
und IL-3, GM-CSF und TNF (Kay et al., 1991) sowie von Lipidmediatoren wie
Prostaglandin D2 und Leukotrien C4, D4 und E4 durch induzierte Mastzellen,
Basophile und Th2-Zellen. Leukotriene bewirken eine allgemeine Konstriktion von
glatten Muskelzellen und dadurch eine Bronchokonstriktion sowie intestinale
Hypermotilitat (Dahlen, Hedqvist, Hammarstrom, & Samuelsson, 1980). Auch ein
Gewebsddem, eine erhohte Schleimproduktion und eine inflammatorische Reaktion
durch Chemotaxis von Eosinophilen werden durch Leukotriene gefordert (Drazen,
Israel, & O'Byrne, 1999; Henderson et al., 1996).

Gerade die Rolle des Epithels mittels Sekretion pro-inflammatorischer Mediatoren
wie Zytokinen, Chemokine und Lipidmediatoren ist entscheidend fur die
Pathogenese des Asthma (Abb. 2.). So wird beispielsweise IL-33 von Epithelzellen
sezerniert und unter anderem uber die Aktivierung von Th2-Zytokinen und
Chemotaxis Th2-polarisierter Zellen direkt an der Spatreaktion beteiligt (Kurowska-
Stolarska et al., 2008; Rogala & Gluck, 2013). Das ebenfalls epithelial sezernierte
Eotaxin-3 ist eher als Chemokin zur Anlockung eosinophiler Granulozyten in der
Spatphase beschrieben (Ravensberg et al., 2005). Periostin, ebenfalls vom Epithel
sezerniert, stimuliert Fibroblasten und spielt eine Rolle im Remodeling der Atemwege
(Takayama et al., 2006).
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Abbildung 2: Ubersicht der sezernierten Biomarker durch innate Zellen, erworbene Immunzellen und

Epithelzellen Die Epithelzellen kénnen die dabei sowohl nach apikal als auch nach basal
sezernieren. Abbildung adaptiert nach (U. M. Zissler, Esser-von Bieren, Jakwerth, Chaker, &
Schmidt-Weber, 2016)

Die Immunantwort wird entsprechend der in Abb. 2 dargestellten T-Helferzellen (Th)
in eine IFN-y-dominierte Th1- und eine IL-4-dominierte Th2- Antwort eingeteilt
(Mosmann, Cherwinski, Bond, Giedlin, & Coffman, 1986; U. M. Zissler, Chaker, et al.,
2016). Diese Th2-Zytokine wirken direkt auf Leukozyten, darunter Mastzellen,
eosinophile und neutrophile Granulozyten, NK-Zellen, sowie T-Zellen und B-Zellen.
Die ausgeschutteten Th2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 bewirken auf lange Sicht
auch eine chemotaktisch vermittelte Entzindung mit einem ,Airway Remodeling®,
das zum fibrotischen sowie emphysematischen Umbau des Lungengewebes fuhren

kann (Al-Muhsen et al., 2011).
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2.2.1 T-Lymphozyten

T-Lymphozyten sind essentieller Bestandteil des erworbenen Immunsystems und fur
den zellvermittelten Teil der Immunantwort verantwortlich. Die T-Zelle wird durch den
T-Zell-Rezeptor definiert, der auf MHC-Molekllen prasentierte Antigene erkennt
(Janeway et al., 2005). Zytotoxische T-Zellen erkennen Uber den Co-Rezeptor CD8
auf MHC-I gebundene Antigenfragmente eines intrazellularen Erregers (Zinkernagel
et al.,, 1978). AnschlieRend bewirkt die aktivierte CD8" zytotoxische T-Zelle die
Zerstorung der infizierten Zelle Uber beispielsweise Perforine und Granzyme.

Im Gegensatz dazu nehmen antigenprasentierende Zellen (APCs) wie Dendritische
Zellen, Makrophagen und B-Zellen extrazellulare Proteine auf und prasentieren
Protein-Fragmente auf MHC-II-Molekulen an der APC-Zelloberflache (von Boehmer,
Haas, & Jerne, 1978). Mittels des T-Zell-Rezeptors und des Co-Rezeptors CD4 wird
nun die T-Helferzelle aktiviert. Diese agiert vor allem Uber die Ausschittung von
Zytokinen, welche Leukozyten anlocken, aktivieren, sowie die Immunantwort
modulieren konnen. Aktivierte T-Zellen exprimieren CD69, welches die
Oberflachenexpression des S1PR1-Rezeptors der T-Zelle unterdrickt und daruber
eine langere Verweil- und Reifedauer in den lymphoiden Organen ermdglicht
(Matloubian et al., 2004). Nach erfolgter Zellteilung einer T-Zelle sinkt deren CDG69-
Expression wieder und ermoglicht deren Austritt aus dem Organ (Pham, Okada,
Matloubian, Lo, & Cyster, 2008).

Die einzelnen Klassen der Effektor-T-Helferzellen bewirken dabei unterschiedliche
Typen der Inflammation. Th1-Zellen sezernieren vor allem das pro-inflammatorische
Zytokin IFN-y (Abb. 2). Interferon-y aktiviert B-Zellen und induziert einen Isotypen-
Wechsel zu IgG-Subtypen, wobei die Bildung von IL-4-assoziiertem IgE inhibiert wird.
Ein Gegengewicht zu Th1-Zellen stellen Th2-Zellen dar, die sich physiologisch in
einem Gleichgewicht befinden. Th2-Zellen sezernieren vor allem die Zytokine IL-4,
IL-5 und IL-13 (Abb. 2). Interleukin-4 stimuliert autokrin die Differenzierung und
Entwicklung von Th2-Zellen. Abgesehen von dieser Funktion besitzen IL-4 und IL-13
eine gemeinsame Wirkung: zusammen erhdhen sie die Mukussekretion in Darm und
Atemwegen, stimulieren die Chemotaxis von Leukozyten und bewirken einen

Isotypen-Wechsel bei B-Zellen zugunsten von IgE und 1gG4 (Del Prete et al., 1988).
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Ein dritter Subtyp der T-Helferzelle ist Th17-Zelle, die vor allem IL-17 und IL-22
sezerniert. IL-17 ist groRtenteils fur die Induktion einer Entzindung mittels
neutrophiler Granulozyten verantwortlich, deren Wirkpotenzial sich vor allem gegen
extrazellulare Bakterien und Pilze richtet.

Entscheidend ist jeweils ein positiver Feedback-Mechanismus, den die 3
unterschiedlichen  Zytokin-Milieus etablieren. Dabei wirken die Zytokine
schicksalsentscheidend auf Transkriptionsebene. So fordern, nach Erkentnissen
unserer Arbeitsgruppe, Th1-Zellen mit ihrem spezifischen Zytokinmuster, darunter
vor allem IFN-y, die Differenzierung von naiven T-Zellen zu Th1-Zellen und lenken
die Entzindung in ihre Richtung (U. M. Zissler, Chaker, et al., 2016). Die Aktivierung
des Transkriptionsfaktors T-bet fuhrt dabei zu einer vermehrten Entstehung von Th1-
Zellen und inhibiert beispielsweise die Proliferation von Th2-Zellen (Gajewski & Fitch,
1988). Gleiches qilt fur GATA3 und Th2-Zellen sowie RORyt und Th17-Zellen. Auf
klinischer Ebene wird bereits ein GATA-3-spezifisches DNA-Enzym erprobt, welches
die Th2-Antwort nach dessen Inhalation lokal vermindern soll (Krug et al., 2015).

T-regulatorische Zellen (Tregs), inhibieren die Immunantwort und verstarken die
Selbsttoleranz. Entdeckt wurden sie durch die Beobachtung, dass durch Eradikation
von CD4'CD25"-Zellen (CD25 ist die alpha-Kette des IL-2-Rezeptor) eine
Autoimmunitat induziert werden konnte (Sakaguchi, Sakaguchi, Asano, Itoh, & Toda,
1995). Letztendlich stellte sich heraus, dass CD4°CD25"-Zellen nur einer von 4 T-
regulatorischen Zelltypen, darunter Tr-Zellen, Th3 und NKT-Zellen ist (Akbari, Stock,
DeKruyff, & Umetsu, 2003). Als standardisierte Phanotypisierung der T-
regulatorischen  Zelle  wird CD4*CD25""FOXP3* verwendet. Fir diese
Zellpopulation gibt es die beste Datenlage zu ihrer regulatorischen Rolle. Unter
Zuhilfenahme von CD 127 konnten Yu et al. zeigen, dass die Zellen mit der hochsten
Produktion des essentiellen Transkriptionsfaktors FOXP3 als
CD3'CD4'CD25'CD127 -Zellen beschrieben werden konnten (Yu et al., 2012). T-
regulatorische Zellen sezernieren die anti-inflammatorischen Zytokine TGF-f3 und IL-
10. An dieser Stelle sei besonders IL-10 hervorgehoben, da es dem oben erwahnten
Th1-Milieu Uber die Inhibition der IL-12-Produktion entgegenwirkt und eine Aktivation
von T-Helfer-Zellen durch eine Inhibition der MHC-II-Expression vermindert.
AuRerdem konnte eine inhibitorische Wirkung von CD4+CD25+-Zellen mittels IL-10
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auf eine Th2-Reaktion nachgewiesen werden. (Kearley, Barker, Robinson, & Lloyd,
2005).

Bei Antigenkontakt bilden sich zusatzlich zu den genannten T-Effektor-Zellen immer
auch Gedachtnis-T-Zellen, Memory-T-Zellen genannt, welche fur Jahre persistieren
konnen und fur eine dauerhafte Immunitat verantwortlich sind. Diese exprimieren
eine Isoform der Tyrosinphosphatase CDA45, die als CD45R0O beschrieben ist und
haben eine niedrige Expression von CD45RA (Clement, 1992; Seddiki et al., 2006).
Aktivierte T-regulatorische Zellen besitzen meist CD45RO"" (Miyara et al., 2009),
konnen aber im Gegensatz zur Gedachtnis-Zelle nicht nur mittels der CD45-Isoform
identifiziert werden. Unter anderem die IL-127-Expression determiniert namlich ob
eine T-Zelle regulatorische Funktionen Ubernimmt (Seddiki et al., 2006).

NK T-Zellen sind mature o/B-positive T-Zellen, die wie NK-Zellen ebenfalls den
Adhasionsfaktor NCAM (CD56) exprimieren (Abbas et al., 2012). Sie erkennen
mittels ihres T-Zell-Rezeptors an CD1 gebundene Lipide und kdnnen uber rasche
Zytokinausschuttung eine Inflammation fordern (Thomas et al., 2003; Zeng et al.,
1997). Dabei wurden NK T-Zell-Subpopulationen in erhdhtem Mal3e bei Asthmatikern
nachgewiesen und korrelierten mit der Lungenfunktion (Shim & Koh, 2014).

2.2.2 B-Lymphozyten

Ein Fokus unserer Beobachtung liegt auf der B-Zelle bzw. dem B-Lymphozyten. Die
B-Zelle ist zusammen mit der T-Zelle Teil des erworbenen Immunsystems und
essentiell fur die humorale Immunitat (Fagraeus, 1947). B-Zellen sind als einziger
Zelltyp fur Produktion von Antikdrpern verantwortlich. Sie konnen jedoch auch
Aufgaben der Antigenprasentation und Zytokinsekretion tbernehmen (Lindell, Berlin,
Schaller, & Lukacs, 2008). Multivalente Antigene aktivieren die B-Zelle, ohne T-
Helferzellen, direkt Uber den B-Zell-Rezeptor. Mikrobiale Antigene kdnnen hingegen
nur mit Hilfe von T-Helferzellen eine Immunreaktion hervorrufen. Nach Aktivierung
kommt es zu einer Proliferation und Differenzierung der B-Zelle. Besonders unter
Einfluss der T-Helferzelle wird nach B-Zell-Aktivierung ein Antikorper-lsotypen-
Wechsel (von IgM/IgD zu IgG/IgA/IgE) und eine Affinitatsreifung der B-Zelle
beobachtet. (Abbas et al., 2012; Janeway et al., 2005) Aktivierte B-Zellen mit

hochaffinen Rezeptoren konnen dabei als Memory-B-Zellen persistieren und fur eine
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beschleunigte humorale Immunantwort bei Zweitkontakt mit dem Antigen sorgen
(Dogan et al., 2009; Klein, Kuppers, & Rajewsky, 1997). Es konnte gezeigt werden,
dass B-Zellen auch Zytokine produzieren und sich in zwei Typen von Effektor-B-
Zellen aufteilen. Die IFN-y produzierende Be1-Zelle, die eine Entwicklung der naiven
T-Zelle zu Th1-Zellen und die IL-4 produzierende Be2-Zelle, die die Th2-Entwicklung
begunstigt (Harris et al., 2000). Eine antiinflammatorische Wirkung wird dabei von B-
regulatorischen Zellen ausgeiibt. Uber die Ausschiittung von IL-10, IL-35 und TGF-
beta, als auch der Produktion von 1gG4 wird eine Antigentoleranz erzeugt. AulRerdem
scheinen diese Zellen bei Immuntherapie, eventuell zur Erzeugung einer

Allergentoleranz, hochreguliert zu werden (van de Veen et al., 2016).

2.2.3 NK-Zellen

NK-Zellen sind Teil des angeborenen Immunsystems. Das NK im Namen steht dabei
fur ,Natural Killer* und beschreibt deren Aufgabe viral oder bakteriell befallene Zellen
abzutoten. Sie erkennen Zellen mit fehlendem Inhibitionssignal auf der Oberflache
und toten diese unter anderem mittels Perforinen und Granzymen ab (Abbas et al.,
2012). Eine wichtige Rolle in der Aktivierung spielt dabei der NKG2D-Rezeptor, der
Zellen erkennt, die stressinduziert MICA-Molekule exprimieren (Bauer et al., 1999).
Zusammen mit ILC1-Zellen kdnnen sie auch der Gruppe 1 der innaten lymphoiden
Zellen zugeordnet werden (Spits et al., 2013). Durch den (humanen)
Schlusselmarker CD56 und den fehlenden Pan-T-Zellmarker CD3 werden sie im
Menschen als CD56°CD3" und mittels NK1.1°CD3" in Mausen detektiert (Lanier,
Phillips, Hackett, Tutt, & Kumar, 1986). Dabei kann man die Population noch in
CD56°"" und CD56%™ unterteilen, die teils unterschiedliche Funktionen tibernehmen
(Cooper et al.,, 2001; Lanier, Le, Civin, Loken, & Phillips, 1986). Die CD56%M-
Untergruppe exprimiert meist das Oberflachenmolekil CD16 (Romee et al., 2013),
welches nicht in unserem Panel enthalten war. Das Oberflachenmolekul NKp46 kann
dabei speziesubergreifend eine NK-Zelle definieren (Walzer et al., 2007). Die Rolle
der NK-Zelle in der Allergie wurde meist in-vitro sowie in-vivo bei Mausen, jedoch
nicht hinreichend beim Menschen erforscht. Eine mogliche Produktion von Th2-
Zytokinen durch NK-Zellen konnte auch direkt zur Immunpathogenese von
allergischen Atemwegserkrankungen beitragen (Mathias, 2015).

25



2.3 Sputuminduktion

Als Sputum (lat. sputum ,Auswurf, Speichel“) werden alle Sekretionen der unteren
Atemwege bezeichnet (Barnes, 1997). Induziertes Sputum ist eine Methode zur
nichtinvasiven Gewinnung von Proben der unteren Atemwege. Der Mechanismus der
hypertonen Sputuminduktion ist noch nicht ganzlich geklart, beruht aber
wahrscheinlich auf einer erhohten mukoziliaren Clearance (Pavia, Thomson, &
Clarke, 1978), einem osmotischen Effekt der hypertonen Kochsalzl6sung, durch den
mehr FlUussigkeit ins Atemwegslumen gelangt und einer Stimulation der Sekretion
(Popov et al., 1995).

Die zellularen Anteile des Sputums bestehen vor allem aus Leukozyten wie
Makrophagen, Neutrophilen Granulozyten, Eosinophilen Granulozyten, Basophilen
Granulozyten, Lymphozyten und einem geringen Anteil an Plattenepithelzellen. Die
Entzindungszellen migrieren udber das Blut und vaskulare Epithel durch das
Atemwegsepithel in das bronchiale Lumen. (Hansel & Walker, 1992). Aullerdem
konnen Salze, Lipide, freie Zellbestandteile und Bakterien vorkommen. Die
Biomarker-Analyse mit Hilfe von induziertem Sputum ist dabei bei der COPD schon
validiert (Barnes et al., 2006). Bei induziertem Sputum ist die Analyse zwar aufgrund
der zusatzlichen Bestandteile, die zunachst mechanisch und chemisch entfernt
werden mussen, erschwert, bietet aber eine wertvolle Analysemethode fur die
Erforschung von allergischem Asthma.

Bereits in den 1950er Jahren wurden erste Experimente mit induziertem Sputum
gemacht, zunachst jedoch zur Untersuchung von Lungenkrebs und
Atemwegsinfektionen (Bickerman, Sproul, & Barach, 1958) (Yue & Cohen, 1967)
(Leigh et al., 1989). Die heutzutage als Goldstandard verwendete Methode wurde
erstmals 1992 publiziert. Pin et al. modifizierten sie damals fur Asthmatiker und
verifizierten, dass induziertes Sputum eine Momentaufnahme  der
Entzindungssituation der unteren Atemwege bei Asthma sowie weiteren
Bronchialerkrankungen ist (Pin et al., 1992). Dabei wurde die Kochsalzkonzentration
von isotonischer Konzentration von 0,9% auf eine stufenweise Erh6hung von 3%, 4%

und 5% angepasst. Es wurde gezeigt, dass eine erhohte Kochsalzkonzentration die
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Erfolgsrate der Sputuminduktion signifikant erhoht (Popov et al., 1995). Um eine
Bronchokonstriktion zu verhindern, ist vor Sputuminduktion eine Applikation von
Salbutamol per inhalationem empfohlen (Paggiaro et al., 2002; Pizzichini, Pizzichini,
Leigh, Djukanovic, & Sterk, 2002), wodurch die Zellzahl unbeeinflusst bleibt (Popov
et al., 1995). Es konnte anhand der Neutrophilenzahl exemplarisch gezeigt werden,
dass die Sputuminduktion eine gute Reproduzierbarkeit besitzt. Die fur das
allergische Asthma relevanten Zellpopulationen konnen hier mittels einer minimal-
invasiven Methode gewonnen werden. Dabei enthalt das induzierte Sputum nicht nur
das Zellpellet zur Identifikation und Quantifizierung von Zellsubtypen sondern auch
Uberstand zur Untersuchung von Zytokinen und Proteinen (Eickmeier et al., 2010).

2.4 Fragestellung und Zielsetzung

Diese Studie sollte ein deskriptives Bild des Entzindungsmusters in den Atemwegen
anhand von Zytokinen und Zellen in den lokalen Sekreten erstellen. Besonders T-
Zellen, B-Zellen und NK-Zellen standen dabei im Fokus und wurden mit klinischen
und molekularbiologischen Untersuchungen verglichen. Im Vordergrund stand dabei
die Suche nach einem Messinstrument in Form eines Biomarkers oder Zelltyps mit
Aussagekraft Uber den aktuellen Entzindungsstatus und Vorhersagewert fur
Entzindung und klinischen Verlauf des allergischen Asthmas.

2.5 Ethik

Die Studie wurde im Zuge einer Adaptation des Ethikantrages ,Effekte von
Lipidmediatoren bei allergischen Erkrankungen der Atemwege“ genehmigt. Die
Zulassung durch die Ethikkommission befindet sich im Anhang.
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3 Material und Methoden

3.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

3.1.1 Verwendete Gerate

Tabelle 3: Gerate

Laborgerat Bezeichnung Hersteller
Computer MacBook Pro Retina Apple, USA
Dell PC Dell, USA
Sputuminduktion und Pari Turbo Boy SX PARI, GER
-prozessierung Neubauer-Zahlkammer Improved Marienfeld GmbH, GER
Auflichtmikroskop Axiovert 40C Zeiss, GER

Vortexer

Vortex-Genie 2

Scientific Industries, USA

Inkubationssystem

Titramax 101

Heidolph, GER

Zentrifugen

Megafuge 1.0R

Thermo Scientific, USA

Centrifuge 5417R

Eppendorf, GER

Pipetten Eppendorf research 1000l Eppendorf, GER
Eppendorf research 100ul Eppendorf, GER
Eppendorf research 10yl Eppendorf, GER
Transferpipette -8 Brand, GER

FACS FACS Fortessa BD, USA

Zelldifferenzierung Cytospin 4 Thermo Fisher Scientific, USA
Leica DMRB Leica, GER

Kihlschranke

Kihlschrank +4°C

Liebherr, GER

Gefrierschrank Heraeus -80°-C

Thermo Fisher Scientific, USA

Wasseranlage

Milli-Q

Millipore, USA

Eismaschine

ZIEGRA Eismaschine

ZIEGRA Eismaschinen GmbH, GER
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3.1.2 Verwendete Verbrauchsmaterialien

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial |Bezeichnung Hersteller

Petrischalen 90mmx16,2mm Petrischale Fisherbrand, USA
Falcon-Rohrchen Falcon round bottom tubes BD, USA

Zell-Filter Cell Strainer 70um Nylon BD, USA

Objekttrager Superfrost Plus Thermo Fisher Scientific, USA
Deckglaser No.1 25x50mm Marienfeld, GER

Tissue culture plate 96-well
Round bottom suspension cells

Microtiterplatten

SARSTEDT, GER

Pipettenspitzen

Tip One® Gratuated Filter Tip 10ul (sterile)

Star-Lab GmbH, GER

Tip One® Gratuated Filter Tip 200ul (sterile)

Star-Lab GmbH, GER

Tip One® Gratuated Filter Tip 1000ul (sterile)

Star-Lab GmbH, GER

epT.1.P.S Standard 200l

Eppendorf, GER

epT.I.P.S Standard 100yl

Eppendorf, GER

epT.1.P.S Standard 20ul

Eppendorf, GER

Diamond 200ul Tip

Gilson, USA

Cytospin Shandon Filter Cards (thick) Thermo Fisher Scientific, USA
Shandon Cytoclip Thermo Fisher Scientific, USA
Eukitt Fluka, GER
Xylol Isomerengemisch Sigma-Aldrich
Impfosen VWR, USA

3.1.3 Verwendete Reagenzien

Tabelle 5: Reagenzien

Produkt Hersteller

DPBS (1x) Life technologies/ Thermo Fisher Scientific, USA
Eukitt Fluka, GER

FACSClean BD, USA

FACSRinse BD, USA

Giemsa-Azur-Eosin-Methylenblauldsung

Sigma-Aldrich, GER

May-Griinwald-Azur-Eosin-Methylenblaulésung

Sigma-Aldrich, GER

Methanol Merck, GER
NaCl-Lésung zur Inhalation (3%, 4%, 5%) Apotheke des Klinikums rechts der Isar
RNACellProtect reagent Qiagen, GER
Sputolysin (DTT:H,0 = 1:10) Merck, GER

Trypanblau

Sigma-Aldrich, GER

Xylol

Sigma-Aldrich, GER
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Tabelle 6: Antikbrper

Antikorper Farbe Hersteller
Mouse anti-human CD3 BD Horizon V500 BD, USA
Mouse anti-human CD4 BD Horizon V450 BD, USA

Mouse anti-human CD8

PE/Cy7

BioLegend, USA

Mouse anti-human CD19

Alexa Fluor 700

BioLegend, USA

Mouse anti-human CD25

FITC

BioLegend, USA

Mouse anti-human CD45

APC/Cy7

BioLegend, USA

Mouse anti-human CD56

Brilliant Violet 605

BioLegend, USA

mouse anti-human CD 69

PE

BioLegend, USA

mouse anti-human CD 127

Brilliant Violet 711

BioLegend, USA

rat anti-human CD 294

APC

BioLegend, USA

Human TruStain FcX

BioLegend, USA

3.1.4 Verwendete Puffer

Trypanblau

-1 Teil von 4.25% NaCl in Aqua dest.
- 4 Teile von 0.2% Trypanblau in Aqua dest.

PBS-Puffer (10 x nach Dulbecco, pH 7,4) fiir 1L

- 2.0g KCI

- 2.0g KHoPOy4

- 80.0g NaCl

- 21.6g NagHPO4 x 7 H2O

- mit aqua bidest. auf 1000 mL aufgefullt

FACS-Puffer
- 475ml PBS
- 25ml FBS

- 100p! NaNs
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3.1.5 Verwendete Software und Datenbanken

Tabelle 7: Software

Programm Version Hersteller

FacsDiva 8.0 BD, USA

FlowJo v9.6.2 bis 10.2 FlowJo LLC, USA
GraphpadPrism 6und? Graphpad Software, USA
Mac OS OsX MountainLion bis macOS Sierra  [Apple, USA

Microsoft Excel fir Mac 2011 v14.4.6 Microsoft, USA
Microsoft Word fiir Mac 2011 v14.4.6 Microsoft, USA

Tabelle 8: Datenbanken

Datenbank Internet-Adresse
National Center for Biotechnology Information |http://www.ncbi.nlm.nih.gov
PubMed Medline www.ncbi.nlm.nih.gov/PubMed

3.2 Studienkollektiv

Untersucht wurden 2zwei Patientenkollektive, Allergische Asthmatiker und
Kontrollprobanden. Ein grof3er Teil der in dieser Studie teilnehmenden Asthmatiker
hat zuvor bereits an der UBA-Studie teilgenommen. Dabei handelt es sich um eine
Studie des Umweltbundesamts Deutschland in Kooperation mit der RWTH Aachen
und der HNO-Abteilung am Klinikum Rechts der Isar, in der 476 Probanden mit
Verdacht auf allergisch bedingte Atemwegserkrankung auf Sensibilisierungen gegen
Inhalationsallergene untersucht wurden. Die ,Allergischen Asthmatiker® wurden fur
unsere Studie als saisonale Asthmatiker, das heil3t Asthmatiker mit Beschwerden
innerhalb der Pollensaison, definiert und selektiert. Zusatzliches Teilnahmekriterium
in unserer Studie war vordiagnostiziertes allergisches Asthma. Mittels Aushangen
und Internet-Annoncen wurden ,Kontrollprobanden® kontaktiert und ausgewanhlt. Es
wurden, zusatzlich zu den UBA-Kriterien, Raucher aus der gesamten Studie
ausgeschlossen. Da die UBA-Studie multizentrisch durchgefuhrt wurde ist auflerdem
darauf hinzuweisen, dass an unserer Studie nur Patienten aus der Region Bayern,
vor allem aus der Region Munchen, teilgenommen haben. Ziel war es, Probanden
aus einer bestimmten Region mit moglichst ahnlichen Allgemeinkriterien wie Alter,
BMI in den einzelnen Gruppen zu poolen um mogliche Interferenzen und
Verzerrungseffekte auszuschliefen. Es wurden 15 Probanden fur die Gruppe der
allergischen Asthmatiker und 16 Probanden fur die Kontrollgruppe rekrutiert.
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3.3 Studiendesign

Am Tag der Sputuminduktion musste jeder Teilnahmer die postalisch oder
elektronisch zugesandte Probandeninformation erneut durchlesen und Fragen
wurden von arztlicher Seite beantwortet. Dann wurde die Einverstandniserklarung
des Patienten per Unterschrift eingeholt und vom Studienarzt gegengezeichnet. Die
Allergischen Asthmatiker wurden zu zwei Zeitpunkten eingeladen. Es wurden 15
Probanden zum Zeitpunkt ,in season®, der als innerhalb der Pollensaison definiert
wurde, untersucht. Von diesen 15 Probanden nahmen 13 Probanden zum Zeitpunkt
,out of season®, der als aulRerhalb der Pollensaison definiert wurde erneut an der
Sputuminduktion teil. Die 16 Kontrollprobanden wurden nach den oben genannten
Ein- und Ausschlusskriterien nur zum Zeitpunkt ,off season® gesehen und ein stabiler
nichtentztndlicher Zustand im Sinne eines physiologischen ,steady state” fur beide

Zeitpunkte angenommen.

Die Zeitpunkte der Messung fur klinische Visite und Sputuminduktion ,in season“ und
,out of season“ wurde mittels klinischer Erfahrung der letzten Jahre und mit Hilfe der
aktuellen Messdaten der Pollensammelstation der TU Munchen unter der Leitung
von Prof. Jeroen Buters ermittelt (s. Abb. 3).
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Abbildung 3: Pollenflug von Birkenpollen (rot) und Graserpollen (griin) im Jahresverlauf 2013.

Die allergischen Asthmatiker wurden zu zwei Zeitpunkten innerhalb des Jahres 2013
eingeladen. Innerhalb der Graserpollen-Saison (,in season®) wurden von Mitte Juni
bis Ende Juli und aufderhalb der Graserpollen-Saison (,out of season“) wurden von
Anfang November bis Ende Dezember Proben gesammelt. In Abb. 3 erkennt man,
dass die Graserpollen-Saison im Jahr 2013 von Mai bis Ende August stattfand und
die hochsten Messwerte von Mitte Mai bis Mitte Juli erreicht wurden. Damit lagen die
Zeitpunkte der Probengewinnung wie gewunscht mitten in der Graserpollen-Saison.
Man kann erkennen dass die HOhe der Birkenpollen im spaten Marz und frihen April
gipfelte. Zum Versuchszeitpunkt dieser Studie spielte der Flug der Birkenpollen
hochstens eine untergeordnete Rolle. Somit beurteilen wir unsere Daten primar im
Hinblick auf Graserpollen und Graserallergie.

Von insgesamt 44 geplanten Sputuminduktionen konnten 43 Induktionen
durchgefuhrt werden. Nur eine einzige Sputuminduktion konnte aufgrund arterieller
Hypertonie nicht begonnen werden. Bei 15 Allergischen Asthmatikern musste ein
Proband wegen nicht nachweisbarem saisonalem, allergischem Asthma und
Rauchen in der Vorgeschichte ausgeschlossen werden. Zwei Allergische Asthmatiker

kamen nicht zur 2. Visite ,out of season®. Von 16 Kontrollprobanden musste ein
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Proband wegen arteriellem Hypertonus und ein Kontrollproband wegen
Sensibilisierung auf Graserallergene im Prick-Test ausgeschlossen werden.

3.4 Klinische Patienteninformationen

Klinische Daten wurden im Klinikum Rechts der Isar zum Zeitpunkt ,in season® und
,out of season” erhoben und schriftlich dokumentiert. Zunachst wurden systolischer
und diastolischer Blutdruck sowie Herzfrequenz gemessen um mogliche
kardiopulmonale Dysfunktionen oder Risiken frihzeitig, das heil3t vor Gabe des beta-
2-Mimetikums  Salbutamol und der anschlieBenden  Sputuminduktion,
auszuschlief3en. Anschliefend wurden drei gleichartige Lungenfunktionsmessungen
durchgefuhrt, um mogliche Bias durch Lern-Effekte oder Non-Compliance
auszuschlief3en. Insgesamt wurden dreimal vor Salbutamolgabe ,pra Lyse®, dreimal
nach Salbutamolgabe ,post Lyse® und nach jedem Inhalationsschritt
Lungenfunktionswerte erhoben. Der jeweils hochste gemessene Wert wurde
dokumentiert und fur die Auswertung herangezogen. Mit dem mobilen Spirometer
~Jager SpiroPro“ wurden, mit durch eine Klammer verschlossener Nase, die in
Tabelle 9 aufgefuhrten MessgroRen erhoben. Zur Berechnung der prozentualen
Werte wurden Standardwerte nach Geschlecht, Alter und Physis der Firma Jager
herangezogen.

Tabelle 9: Erhobene Lungenfunktionsparameter

VCIN[L] | VCIN[%] | FVCIL] FVC [%] FEV, [L] FEV; [%] Tiffeneau | MEF 25 [L] | MEF 25 [%)]

Nach Salbutamol-Applikation wurde ein Pricktest am Unterarm des Probanden
durchgefuhrt. Dabei wurde je ein Tropfen des Allergens (s. Tabelle 10) auf eine
markierte Stelle der Haut aufgebracht und mit einer Einmal-Lanzette pro Probe in die
Haut auf der Innenflache des Unterarms eingebracht. Nach 15 Minuten wurde der
Durchmesser der gebildeten Quaddel abgelesen. Durchmesser uber 3mm wurden
als positiv auf dieses Allergen bewertet. Als Positiv- und Negativkontrolle dienten
Histamin (10mg/ml) und NaCl (0,9%).
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Tabelle 10: Prick-Test Allergene

NaCl 0,9% Histamin
Graser Birke
D.farinae D. pteronyssimus
Katzenepithelien

Im Anschluss an den Pricktest erfolgte am gegenuberliegenden Arm die Abnahme
eines Serumrohrchens Heparin-Blut, mit anschlieBRender Zentrifugation auf 8000
U/min bei 4°C fur 5 min. Das Serum wurde zu je 1000ul in zwei Eppendorf-Gefalde
abpipettiert und auf Eis gelagert. Die Ubrigen Blutbestandteile wurden mitsamt
Serumrohrchen verworfen. 20 Minuten nach Salbutamolapplikation, wurde die
,Lungenfunktion nach Lyse” bestimmt und die Sputuminduktion begonnen.

AbschlielRend wurden Filterpapierstreifen unter Sicht, mit einem Spekulum, an die
Nasenscheidewand angelegt, leicht festgedrickt und 1 Minute dort belassen. Dies
geschah sukzedan auf beiden Seiten. Anschlieend wurde der Papierstreifen
entfernt und in 350yl PBS (Probe Nasenloch 1) sowie 350upl Methanol (Probe
Nasenloch 2) gelegt. Nun wurde die Probe bei 8000 U/min bei 4°C fur 5min.
zentrifugiert. Die Blutproben wurden bei -18°C eingefroren und einer Gesamt-IgE-
Bestimmung sowie einem ImmunoCap Sx1 zugefuhrt. Im ImmunoCap Sx1 wurden
Antikorper gegen folgende Inhalationsallergene nachgewiesen: Roggenpollen,
Lieschgras, Birkenpollen, Beiful3pollen, Cladosporium herbarum, Hausstaubmilbe (D.

pteronyssimus), Katzenschuppen/-epithel, Hundeschuppen/-epithel.

Anamnestisch wurden die Teilnahme an bisherigen Studien, chronische und akute
Krankheiten, Medikamenteneinnahme und aktuelle Beschwerden nach GINA-Score
abgefragt. AulRerdem wurden zwei Fragebogen zur Erfassung der Lebensqualitat mit
Allergie herangezogen. Der RQLQ (Rhinocunjunctivitis Quality of Life Questionnaire)
diente der Erfassung von Symptomen und den Einschrankungen im Alltag speziell
bei Symptomen an Augen und Nase. Dabei mussten 14 Items (Tabelle 11) auf einer
Skala von 1-6 selbststandig angekreuzt werden. Der PSQ diente der Erfassung der
personlich wahrgenommenen Lebensqualitat. Es wurden 20 Items auf einer Skala
von 1-4 selbststandig angekreuzt.
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Tabelle 11: Unterkategorien des RQLQ

A (von 1-6) 1 Normale Téatigkeiten zu Hause und bei der Arbeit Activity Limitation
2 Freizeitaktivitdten
3 Schlaf

B (von 1-6) 4 Nase oder Augen reiben miissen Practical Problems
5 Standig Nase putzen miissen
6 Niesen Nose Symptoms

7 Verstopfte Nase

8 Laufende Nase

9 Juckende Augen Eyes Symptoms
10 Entziindete Augen
11 Tranende Augen
12 Miidigkeit und/oder Abgeschlagenheit Other Symptoms
13 Durst
14 Reizbarkeit

3.5 Sputuminduktion

Zunachst wurden drei gleichartige Lungenfunktionsmessungen durchgefuhrt. Im
Anschluss wurden 400ug Salbutamol in Form von vier Spruhsto3en eines
Dosieraerosols per inhalationem appliziert. Die Einwirkzeit betrug 20 Minuten. Nun
erfolgte erneut eine dreimalige Lungenfunktionsmessung vor Beginn der
Aerosolinhalation. Der FEV1-Wert wurde zur Uberwachung der Bronchokonstriktion
herangezogen. Dabei diente der hochste FEV1-Wert als Grundlage zur Berechnung
des FEV1-Abfalls. Bei weniger als 10% FEV1-Abfall konnte die NaCl-Konzentration
im nachsten Schritt gesteigert werden. Uberstieg der FEV1-Abfall 10% wurde die
Messung dreimal wiederholt. Bestatigte sich eine Messung mit einem FEV1-Abfall
zwischen 10% und 20%, so wurde die vorangegangene NaCl-Konzentration erneut
verwendet. Wurden 20% FEV1-Abfall Uberschritten, wurde die Induktion
abgebrochen und 200ug Salbutamol notfallmaRig appliziert.
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Abbildung 4: Gerate zur Sputuminduktion (Inhalator, Spirometer, Salbutamol-Spray und Nasenklemme)

Das erste Inhalationsintervall mit einer Dauer von 7 Minuten erfolgte mit 3%-iger
NaCl-Losung. Der Proband trug dabei eine Nasenklammer, sal} aufrecht und atmete
tief und gleichmaRig durch das Mundstuck des PariBoy. Nach Abschluss des ersten
Induktionsintervalls putzte er durch kraftiges Schneuzen seine Nase und spulte
dreimal grandlich seinen Mund mit Trinkwasser, um eine Verunreinigung der Probe
mit beispielsweise Plattenepithel oder Speiseresten im Mund- und Rachenraum zu
verhindern. Danach erzeugte der Proband mit Hilfe eines Papiertaschentuchs einen
Widerstand vor Mund und Nase, gegen welchen er das induzierte Sputum
hochhustete und in ein abgewogenes Falcon-Rohrchen spuckte. Sprechen war nach
der Mundspulung nicht erlaubt. Falls der Proband, trotz dieser Anweisung, sprach,
wurde die Mundspulungsprozedur wiederholt (s.0.).

Nach beendeter Sputumabgabe wurde erneut die Lungenfunktion gemessen, um
eine eventuelle Veranderung des FEV1 gegenuber der Post-Salbutamol-

Lungenfunktion zu berechnen und bei einem FEV1-Abfall einzugreifen. Das
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Vorgehen der klinischen Visite wurde in Abbildung 5 zusammengefasst.
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Abbildung 5: Schematischer Prozessablauf einer klinischen Probandenvisite bei allergischen
Asthmatikern ,in season® (AiS), allergischen Asthmatikern ,out of season® (AoS) und gesunden

Kontrollen (HC).
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3.6 Prozessierung des Sputums

Die Probe wurde auf Eis aufbewahrt und transportiert, jedoch spatestens nach zwei
Stunden wurde mit dem ersten Schritt der Sputumprozessierung begonnen. Eine
Einhaltung dieses Zeitrahmens zur optimalen Zellzahlung und Farbung wird
empfohlen (Quirce et al., 2010).

Zuerst wurden Sputumplaques aus einer Petrischale selektiert, in ein Falcon-

Roéhrchen Gberfuhrt und das selektierte Sputumgewicht bestimmt.

Abbildung 6: Sputumplaques (beispielhafte Markierung) innerhalb der Saliva in einer Petrischale.

Im nachsten Schritt wurde eine 1:10 Sputolysin-Arbeitslésung hergestellt und die
Probe damit im Verhaltnis (Gewicht-Sputolysin: Gewicht-Probe) 4:1 verdinnt.
Anschlielend folgten 15 Minuten Inkubation auf einem Schuttler bei 4°C im
KlUhlraum. Nach Ende der Inkubationszeit wurde PBS im Verhaltnis PBS:Probe = 2:1
hinzugeflgt, 15 Sekunden gevortext und durch einen 70um Falcon-Filter filtriert.
Anschlielend wurden 10ul Zellsuspension zur Zellzahlung entnommen und die

restliche Probe 10 min. bei 2000 rpm, 4°C und ausgeschalteter Bremse zentrifugiert.
39



Finf Uberstande zu je 450ul wurden eingefroren und nach Resuspension wurden
Proben fur Zytospins und FACS enthommen. Die restlichen Zellen wurden in 1000yl
Qiagen RNA CellProtect als Suspension bei -80°C eingefroren.

10ul der Zellsuspension wurden mit 10l Trypanblau versetzt und vermischt.
AnschlieBend wurden 10ul der entstandenen Mischung in eine Neubauer-
Zahlkammer eingebracht. Im Auflichtmikroskop wurden alle 4 Quadranten auf
lebende Leukozyten, tote Leukozyten und squamose Zellen ausgezahlt.

Trypanblau ist ein saurer Farbstoff, der an intrazellularen Zellproteinen haftet. Er
dringt in tote Zellen mit defekter Zellwand ein, farbt das Zytosol tiefblau und macht
damit tote Zellen fur den Untersucher sichtbar. Die Auszahlung muss innerhalb von 5
Minuten stattfinden, da der zytotoxische Farbstoff nach zu langer Einwirkzeit selbst
Zellen abtbtet und damit in der Zahlung der toten Zellen zu Messfehlern fuhrt.
Leukozyten wurden als runde, helle Zellen erkannt. Plattenepithel konnte aufgrund
seines typischen mehreckigen Aussehens mit grollem Zellkern differenziert werden.
Es wurden alle 4 Quadranten ausgezahlt und ein Mittelwert gebildet. AuRerdem
wurde mit Hilfe der Zellkonzentration und dem Suspensionsvolumen eine
abschatzende Gesamitzellzahl, der Anteil toter Leukozyten und der Anteil an

Plattenepithelzellen berechnet.

Die Auszahlung diente der weiteren der Bestimmung des Auffullvolumens um eine
Konzentration von 500.000 Zellen pro ml zu erreichen. Mit dieser Zellsuspension
definierter Konzentration konnten Zytospin-Praparate mit kontrollierbarer Zelldichte
hergestellt werden.

3.7 Zytospin-Technik

Pro Proband wurden vier Zytospin-Praparate angefertigt. Dazu wurden vier
Objekttrager mit Filterpapier in die ,Cytoclip“-Befestigung eingespannt. Anschlie3end
wurden zwei Proben mit 100ul und zwei Proben mit 75ul der Losung (500.000
Zellen/ml) in den integrierten Trichter geflullt und bei 450 rpm fur 6 Minuten
zentrifugiert. Dann wurden die Objekttrager unter dem Auflichtmikroskop auf die
Zelldichte Uberpruft. Bei zu geringer Zellkonzentration auf dem Objekttrager, kann die
Minimalanzahl von 400 Zellen pro Probe nicht ausgezahlt werden. Ist die
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Zellkonzentration zu hoch, gelingt durch Uberlappungsphéanomene keine valide
Differenzierung der Zellen. In diesem Fall musste die Zellzahl bzw. das Volumen in
einem neuen Objekttrager angepasst werden. Nach mindestens 30 Minuten
Trocknungszeit wurden die Zellen fur 5 Minuten in reinem Methanol fixiert und die
Objekttrager anschlieRend erneut getrocknet. Die Lagerung erfolgte zu jeder Zeit
lichtgeschutzt.

Alle Zytospin-Praparate wurden nach dem Protokoll von Eckrich & Zissler (Eckrich et
al., 2016) nach Pappenheim gefarbt. Dazu wurden sie zuerst 3 Minuten in May-
Grunwald-Losung getaucht und mehrfach mit Wasser gespult. Anschlielend folgten
35 Minuten Farbung in 20%-iger Giemsa-LOosung. Die Objekttrager wurden dann
erneut mit Wasser gespult und anschlielRend an der Luft getrocknet. Die trockenen
Objekttrager wurden fur 10 Sekunden in Xylol gelegt. Danach wurde ein
Deckglaschen mit 3 Tropfen Eukitt aufgeklebt.

Die Zelldifferenzierung erfolgte manuell mit Hilfe eines Auflichtmikroskops. Es
wurden pro Praparat 400 Zellen unter dem Mikroskop bei 100-facher Vergrof3erung
im Immersionsolobjektiv ausgezahlt. Die Auszahlung erfolgte jeweils von zwei
unabhangigen Auszahlern nach einem festen Schema. Es wurde der Mittelwert der
beiden Zahler fur die prozentuale Zellzahl veranschlagt. Dabei wurden die Proben,
wie in Abbildung 7 dargestellt, mit einem wasserfesten Stift in 4 gleiche Abschnitte
geteilt und pro Quadrant maanderformig, vom Zentrum ausgehend jeweils 100 Zellen

ausgezahlt.
Quadrant 4 Quadrant 1
Quadrant 3 Quadrant 2

Abbildung 7: Auszahlungsschema eines Objekttragers mit definierter Vorgehensweise zur Auszahlung

von 100 Zellen pro Quadrant.

Indem jeder Zahler in etwa den gleichen Bereich auszahlte, konnten individuelle

Zahlfehler besser erkannt und analysiert werden. Die Technik wurde verwendet um
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die Inter-Zahler-Abweichung zu minimieren und eventuelle diagnostische bzw.
qualitative Abweichungen gut zu erkennen. Differenziert =~ wurden
Alveolarmakrophagen, eosinophile Granulozyten, basophile Granulozyten,
neutrophile Granulozyten und Lymphozyten. Der prozentuale Anteil der einzelnen
Zellpopulation an den Gesamtleukozyten wurde den statistischen Berechnungen
zugrunde gelegt.

3.8 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine geeignete Methode, um die Antigen-Eigenschaften
einer gro3en Anzahl von Zellen zu bestimmen. Dabei werden die Zellen vereinzelt in
einem Flussigkeitsstrom von vier Lasern mit verschiedenen Wellenlangen (blau, rot,
gelb-grin und violett) beschossen. Anhand der Grofle im Vorwartsstreulicht,
Granularitat im Seitwartsstreulicht und unter Ausnutzung fluoreszenzmarkierter
Antikorper kdnnen extrazellulare und intrazellulare Antigene qualitativ und quantitativ
gemessen werden um die Zelle zu charakterisieren. Jede Zelle passiert dabei einzeln
eine Messzelle. Das aufgefangene Licht der fluoreszierenden Antikorper wird Uber
Sammellinsen und Filter zu Detektoren geleitet. Diese zeichnen die auftreffenden
Photonen abhangig von der voreingestellten Spannung als elektrisches Signal auf.
Wichtig ist eine praexperimentelle Abstimmung der Absorptions- und
Emissionsspektren  aller verwendeter Farbstoffe ~um  moglichst  wenig
Nachkompensation wegen Einstrahlung eines Farbstoffes in die benachbarten
Kanale bzw. Lichtfrequenzen zu bendtigen. Aufgrund der, trotz praziser Farbwahl,
ubiquitdar vorhandenen Fremdstrahlung in den meisten Kanadlen wurde eine

Kompensationsmatrix erstellt.

Auf dieser Grundlage konnte anschlie3end eine Gating-Strategie erstellt werden, mit
deren Hilfe die einzelnen Zellpopulationen anhand ihrer gemessenen Eigenschaften
dargestellt wurden. Verwendet wurden spezifische Antikorper fur die in Tabelle 12
dargestellten Oberflachenantigene.
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Tabelle 12: Antikérper mit Zielantigen, Farbstoff und eingesetzter Verdiinnung

CD3 Ch4 CDh38 CD19 |CD25 |CD45 |CD56 |CD69 | CD127 | CD 294

V500 V450 Pe-Cy7 | Alexa FITC APH-7 Brilliant | PE Brilliant | APC
Fluor Violet Violet
700 605 711

1:100 1:100 1:100 1:100 1:20 1:100 1:100 1:100 1:100 1:100

Die Lebend-Tot-Farbung erfolgte mit Hilfe von 7-AAD in 5ul:100ul (7-AAD:FACS-
Puffer) mit zuvor 1:3-verdunntem 7-AAD-PercP.

Als Messgerat wurde das FACS LSR Il Fortessa mit 4 Lasern [violett (405nm), blau
(488nm), gelb-grun (561nm) und rot (640nm)] verwendet, welches die Messung von
bis zu 16 Parametern gleichzeitig ermoglicht. Die Detektion von FITC erfolgte Uber
einen 515/20 Bandpass-Filter mittels des 488 nm Laser, APC unter Verwendung des
670/14 Filters mit dem 640 nm Laser, PE mittels 575/26 und 532 nm Laser, und
DAPI mit einem 450/50 Filter mit 355 nm Laser. Es wurden jeweils mindestens 50000
Zellen der Proben mit allen Antikorpern (all) und ohne Farbstoff (unstained) im FACS
Fortessa eingelesen. Die Aufzeichnung der Daten erfolgte mittels FacsDiva (8.0)-
Software, die Auswertung der Daten mittels FlowJo (Version 10.0.8).

In der Gating-Strategie wurden zunachst alle Dupletten ausgeschlossen, indem
Datenpunkte, deren FSC-A (Forward Scatter - Area under the curve) und FSC-H
(Forward Scatter - Height of the peak) nicht stark Ubereinstimmen und damit nicht auf
der Diagonale des Dotplots lagen, entfernt. Somit konnten Zellen ausgeschlossen
werden, die aneinander anhafteten und nicht einzeln und valide auf ihre individuellen
Eigenschaften gemessen werden konnten. Die Zellen wurden danach mit Hilfe von
Vorwarts-Scatter und Seitwarts-Scatter auf die vorbekannte, genau lokalisierte
Leukozytenpopulation gegatet. Dann wurden die toten Zellen (7-AAD positiv)
ausgegatet.
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Abbildung 8: Gating-Schema auf einzelne Zellen, Lymphozyten und lebenden Zellen (von links nach
rechts).

Anschlielend wurden aus der Population der vereinzelten, lebenden Lymphozyten
heraus die spezifischen Populationen bestimmt. Die CD19 positive Population wurde
als B-Zelle identifiziert. T-Zellen wurden mittels CD3" erkannt. Die T-Helferzellen als
CD3'/4", die zytotoxischen T-Zellen mittels CD3"/8". Dabei galt besonderes
Augenmerk den aktivierten T-Zellen mit CD3%/4'/25" und CD3%/47/69". Ein
intrazellulares FOXP3-Staining erfolgte nicht, die T-regulatorischen Zellen befinden
sich aber in der Population CD25%/127 in CD3"/4*. Zudem wurden die TH2-Zellen
mit Hilfe von CD3"/4%/CD294" bzw. CD3"/4"/CRTH2 gefarbt. NKT-Zellen wurden als
CD3%/56", NK-Zellen wurden als CD37/56" identifiziert. B-Zellen lieRen sich mittels
der Oberflacheneigenschaft CD19" darstellen.
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Abbildung 9: Gating-Schema fiir einzelne Subpopulationen in der Durchflusszytometrie (T-Zell-Sub-
populationen grau markiert)

3.9 Elektrochemilumineszenz

Der Elektrochemilumineszenz-Assays ist eine hochsensitive und genaue
Messmethode zur Bestimmung von Proteinen (Forster, Bertoncello, & Keyes, 2009).
Dabei werden Antikorper gegen das Zielantigen mit Ruthenium markiert. Bei Anlegen
einer Spannung unter Anwesenheit von TPA kann es nun zur Chemilumineszenz,
also der Lichtemission ohne Entstehung von Warme, kommen, die von einer
Messeinheit aufgefangen und detektiert wird. Ziel der Messung auf Proteinebene war
der Nachweis von Cytokinen zur Charakterisierung des Proteoms im Sputum und im
nasalen Sekret bei allergischen Asthmatikern. Die MSD Multi-Array-technologie
kombiniert dabei hohe Sensitivitat mit einem einfachen und schnellen Verfahren, da
es ein plattenbasiertes Verfahren ist und mehrere Proteine simultan gemessen
werden konnen. (Pavkovic, Riefke, Gutberlet, Raschke, & Ellinger-Ziegelbauer,
2014).
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Es wurde, wie bereits veroffentlicht, das Pierce™ Coomassie Plus (Bradford) Assay
Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) verwendet (U. M. Zissler, Chaker, et al., 2016).
50ul der vorher nach SOP verdinnten Probe wurden fur 2 Stunden bei
Raumtemperatur auf einem Horizontal-Vertikal-Schuttler bei 500 rpm inkubiert. Nach
Inkubation wurde die Platte dreimal mit je 150ul Waschpuffer (PBS + 0,04% Tween)
gewaschen und auf einem Zellstofftuch kraftig ausgeklopft. Je well werden 25pl
Antikorperlosung hinzupipettiert. AnschlieBend wurde erneut fur 2 Stunden bei
Raumtemperatur auf einem Horizontal-Vertikal-Schattler bei 500 rpm inkubiert.
Danach wurde die Platte dreimal mit je 150ul des oben genannten Waschpuffers
gewaschen und ausgeklopft. Nach Zugabe von 150ul des Read Buffers, wurde fur 5
Minuten ausgelesen.

Es wurden MSD Mesoscale 10-Plex sowie ein MSD Mesoscale 6-Plex mit folgendem

Panel gemessen:

Tabelle 13: Mesoscale Panel
‘10-Plex: ‘Eotaxin-f&‘ IFN-g ‘ IL-10 ‘ IL-13 ‘ IL-17 ‘ IL-1a ‘ IL-4 ‘ IL-5 ‘ IL-8 ‘ TNF-a ‘

‘G-Plex: ‘ G-CSF ‘ IL-22 ‘ IL-24 ‘ IL-33 ‘Periostin‘ TSLP ‘

3.10 Statistik

Die statistischen Analysen erfolgten mit dem Statistikprogramm GraphPad Prism
(Version 6.0 fur Mac). Zur vergleichenden Auswertung wurden t-Tests nach Mann-
Whitney (nicht normalverteilt, unverbunden) und Wilcoxon (nicht normalverteilt,
verbunden) durchgefihrt. Durch Normalverteilungsplots wurden normalverteilte
Daten identifiziert und mit dem t-Test (mit/ohne Welch-Korrektur) getestet. Lineare
Zusammenhange wurden mit Hilfe von Korrelations-Tests nach Spearman
durchgefuhrt. Die statistischen Tests erfolgten unter einem Signifikanzniveau von p
<0,05. Die Daten wurden, wenn nicht anders angegeben, mittels Mittelwert (Mean)
und Standardfehler (Standard error of the mean) dargestellt. Zur Validierung eines
Messinstruments wurden ROC-Analysen verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Klinische Messungen und
Umweltdaten

4.1.1 Anamnestische Daten und Allergiediagnostik

In diese Studie wurden Patienten mit saisonalem, allergischem Asthma (n=14) und
gesunde Kontrollprobanden (n=14) eingeschlossen.

Tabelle 14: Probandencharakteristika von Kontrollen und Asthmatikern

Probandencharakteristika  Kontrollprobanden (n=14) Saisonale Asthmatiker (n=14) p-Wert
Alter 35,5+ 3,2 38,5+3,5 n.s.
Frauen/Manner 717 4/10 -

BMI [ka/m?] 23,72+ 0,78 25,74 £ 0,94 n.s.
SIT-Therapie - 5 -
GINA-Score - 1,64 + 0,36 -
Gesamt-IgE [kU/I] 56,46 + 16,05 438,02 + 114,91 < 0,0001
Sx1 [KUA/] 2,09+1,05 37,68 £ 9,04 < 0,0001
Prick-Test Birke [mm] 0,36 + 0,29 6,07 + 0,94 < 0,0001
Prick-Test Graser [mm] 0,29 +0,19 6,00 = 1,01 < 0,0001
Asthma (%) 0% 100% -
Sensibilisierung (%)

Graser 0% 92% -

Birke 0% 83% -
Hausstaub 14% 50% -
Allergisches Asthma (%) 0% 100% -

Die Probanden wurden mit Bedacht gewahlt um mdglichst viele Verzerrungseffekte
auszuschlief3en. Das Alter betrug im Mittel 35,5 £ 3,2 Jahre bei den Kontrollen und
38,5 £ 3,5 Jahre bei den Asthmatikern und unterschied sich nicht signifikant
zwischen den beiden Gruppen. Das Geschlechterverhaltnis war mit 7 Frauen zu 7
Mannern in der Kontrollgruppe ausgeglichen, in der Asthmatikergruppe mit 4 Frauen
zu 10 Mannern eher zugunsten Letzterer. Die BMI-Werte unterschieden sich mit
23,72 + 0,78 kg/m? bei den Kontrollen nicht signifikant von den Asthmatikern mit
25,74 + 0,94 kg/mz. Unter den Asthmatikern befanden sich 5 Patienten in einer
Immuntherapie oder im Zustand post Immuntherapie. Das Asthma war in 4 Patienten
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unkontrolliert, im Mittelwert war der Asthmakontroligrad nach GINA-Score bei 1,64 +
0,34 Score-Punkten. Die IgE- und Sx1-Werte waren hochsignifikant unterschiedlich
(Ige: HC vs. Asthma p< 0,0001; Sx1: HC vs. Asthma p< 0,0001). Die
Quaddeldurchmesser nach Pricktest mit Graser-, und Birkenallergen unterschieden
sich in beiden Gruppen ebenfalls signifikant (Graser: HC vs. Asthma p< 0,0001;
Birke: HC vs. Asthma p< 0,0001).

4.1.2 Lungenfunktionsmessungen

Die Lungenfunktionsmessungen erfolgten bei jedem Probanden vor (pra-) und nach
(post-) Lyse mit einem Handspirometer bei verschlossener Nase. Tabelle 15 zeigt die

Lungenfunktionswerte von Kontrollen und Asthmatikern.

Tabelle 15: Lungenfunktionswerte bei Asthmatikern

Lungenfunktion Asthmatiker "out of season" (n=12)  Asthmatiker "in season" (n=14)
FVC Mittelwerte (pré/post) [L] 4,66 +0,42 475 +0,39

FEV, [L] pra-Lyse 3,74 £ 0,38 3,86 £ 0,31

FEV, [L] post-Lyse 4,14 + 0,44 413 10,42
FEV;max. [L] pra-Lyse 3,81 +£0,36 3,82+0,32
FEV;max. [L] post-Lyse 421+0,42 425 +0,45
Tiffeneau-Index pra-Lyse [%] 83,00+ 2,74 83,93+ 2,26
Tiffeneau-Index post-Lyse [%] 85,50 £ 2,63 84,21+ 2,05

Es wurden die forcierte Vitalkapazitat (FVC), die maximale Einsekunden-Kapazitat
(FEV1) von 3 Messungen jeweils vor und nach Lyse und der Tiffeneau-Index
(FEV1/FVC= Tiffeneau-Index) jeweils vor und nach Lyse gemessen. Die einzelnen
Probandengruppen unterschieden sich dabei in keiner Messung signifikant
voneinander. Die weiteren Lungenfunktionsmessungen nach Sputuminduktion
wurden aus Sicherheitsgrunden durchgefuhrt und sind im Rahmen dieser Studie

nicht relevant.
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Abbildung 10: Lungenfunktionsdaten von Kontrollen (HC), Asthmatikern ,out of season® (AoS) und
Asthmatikern ,in season® jeweils vor Salbutamol-Lyse (pra) und nach Salbutamol-Lyse (post).
Signifikante Verbesserung innerhalb jeder Gruppe nach der Salbutamol-Lyse. Die Werte sind
als Mittelwerte dargestellt. Fir den gepaarten Test zwischen pra- und post-Lyse wurde der
Wilcoxon-Test verwendet.

Nur die ermittelten maximalen FEV-Werte vor und nach Salbutamol-Lyse waren bei
gepaarter Testung innerhalb der jeweiligen Probandengruppe post-Lyse im Vergleich
zu pra-Lyse signifikant erhoht. (HC pra vs. HC post p=0,0012; AoS pra vs. AoS post
p= 0,0039; AiS pra vs. AiS post p= 0,0134).

4.1.3 Lebensqualitat und subjektives Stresserlebnis
bei Asthma bronchiale

4.1.3.1 RQLQ

Bei allergischem Asthma spielt neben der Atopie auch die Quantitat und Qualitat der
Symptome und der Einfluss auf die Lebensqualitdt eine grolRe Rolle. Die
LebensqualitatseinbulRen durch Symptome an Augen und Nase wurde mit dem
standardisierten RQLQ-Fragebogen abgefragt. Ein hoher Wert geht mit einer hohen
Beeintrachtgung der Lebensqualitat im Alltag einher. Die Fragen konnten zusatzlich
den Kategorien ,Aktivitatseinschrankungen®, ,Praktische Probleme®, ,Augen-
Probleme®, ,Nasale Probleme® und ,Andere Probleme® zugeordnet werden.
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Abbildung 11: RQLQ-Gesamtsumme a) von Kontrollen (HC), Asthmatikern ,out of season“ (AoS) und
Asthmatikern ,in season“ (AiS). Alle Probandengruppen unterscheiden sich signifikant
voneinander. Dabei haben die Asthmatiker ,in season® die hdchste Beeintrdchtigung der
Lebensqualitdt. Die Werte sind als Mittelwerte dargestellt. Die Analyse erfolgte mittels Mann-
Whitney-Test. b) RQLQ-Gesamtsumme von Asthmatikern ,out of season” und ,in season“ mit
Verbindungslinien. Die Beeintrachtigung der Lebensqualitat steigt bei Asthmatikern signifikant
zur Pollensaison an. Die Analyse erfolgte mittels Wilcoxon-Test.

Die Kontrollgruppe hatte demnach die hochste Lebensqualitat, gefolgt von den
Asthmatikern out of season. Die Asthmatiker in season hatten die subjektiv hdchste
Beeintrachtigung und damit die geringste Lebensqualitat (HC: 3,21 + 1,60 AoS: 11,17
+ 2,73 und AiS: 27,86 £ 5,02). Dabei zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen
den einzelnen Probandengruppen (HC vs. AoS p= 0,0046, HC vs. AiS p< 0,0001,
AoS vs. AiS p= 0,0087). Auch bei gepaarter Testung wurde ein signifikanter Anstieg
von Asthmatikern in zu aulderhalb der Saison gemessen und graphisch dargestellt
(A0S vs. AiS p=0,0029).

4.1.3.2 PSQ

Eine Krankheit bedeutet auch auf psychologischer Ebene Stress. Um den aktuell
vom Probanden wahrgenommenen psychischen Stress zu messen eignet sich der
PSQ, der ,Perceived Stress Questionnaire® (Fliege et al., 2005). Die einzelnen Frage
konnten zusatzlich den Unterkategorien ,Anspannung®, ,Freude®, ,Beanspruchung®

und ,Sorgen“ zugeordnet werden.
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Abbildung 12: PSQ-Wert von Kontrollen (HC), Asthmatikern ,out of season“ (AoS) und Asthmatikern ,in
season“ (AiS). Die Werte sind als Mittelwerte dargestellt. Die Analyse erfolgte mittels Mann-
Whitney-Test. (a) PSQ- Gesamtwert im Vergleich. Die Kontrollgruppe hat insgesamt signifikant
weniger Stress als die Asthmatiker in season. (b) PSQ-Wert in der Unterkategorie
~Anspannung“ im Vergleich. Die Kontrollgruppe ist im Vergleich zu Asthmatikern ,in season®
und ,out of season® signifikant weniger angespannt.

Die Kontrollgruppe hatte im Mittel die kleinste Gesamtbelastung, die Asthmatiker ,out
of season“ eine hohere Gesamtbelastung und Asthmatiker ,in season® die hochste
Gesamtbelastung (HC: 15,12 £ 1,76% AoS: 25,56 + 4,90% AiS: 34,29 + 5,66%).
Dabei war jeweils der Unterschied zwischen Kontrollgruppe und Asthmatikern
signifikant (HC vs. AoS p= 0,0435; HC vs. AiS p= 0,0021).

In der Unterkategorie ,Anspannung® wurden bei Asthmatikern ,in season“ und ,out of
season” im Vergleich zur Kontrollgruppe jeweils hohere Werte gemessen (HC: 9,05 +
1,50% A0S: 29,44 + 6,84% AIiS: 42,38 £ 6,35%) und die Unterschiede waren jeweils
signifikant (HC vs. AiS p< 0,0001; HC vs. AoS p= 0,0163).

In der Unterkategorie ,Freude® zeigte sich im Vergleich zwischen Kontrollen und
Asthmatikern in saison (HC: 86,19 = 3,00% Ao0S: 76,67 + 6,00% AiS: 65,71 + 6,17%)
ein verminderte Freude bei den Asthmatikern mit signifikantem Unterschied. Auch bei
der Unterkategorie ,Beanspruchung® unterschieden sich diese beiden Gruppen
signifikant (HC: 22,86 + 3,68% AoS: 33,33 £ 6,46% AiS: 38,57 £ 6,34%; HC vs. AiS
p= 0,0323). In der Unterkategorie ,Sorgen® bestanden keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Probandengruppen.
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Abbildung 13: Die RQLQ-Gesamtsumme korreliert mit dem PSQ-Wert. Die Analyse erfolgte mittels
Spearman-Korrelation.

Es zeigte sich eine signifikante Korrelation (r= 0,6349 p< 0,0001) zwischen
psychischem Stress (PSQ overall) und Beeintrachtigung der Lebensqualitdt (RQLQ

Gesamtsumme).
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Abbildung 14:  Fragenbogenergebnisse des (a) RQLQ und (b) PSQ korrelieren mit dem GINA-Score. Die
Analyse erfolgte mittels Spearman-Korrelation.

Sowohl der RQLQ (r= 0,7494 p= 0,0029) als auch der PSQ (r= 0,7351 p= 0,0038)
korrelieren signifikant mit dem Asthmakontroligrad, dem GINA-Score. Je
unkontrollierter das Asthma, desto hoher ist zum einen das Stresslevel und umso

niedriger ist die Lebensqualitat.
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Abbildung 15:  Die PSQ-Gesamtsumme korreliert am starksten mit der PSQ-Untergruppe
Aktivitatseinschrankung. Die Analyse erfolgte mittels Spearman-Korrelation.

Von allen RQLQ-Subkategorien (Aktivitatseinschrankungen, Praktische Probleme,
Augen-Symptome,  Nasen-Symptome, andere @ Symptome) bestand die
hochstgradigste Korrelation zwischen Lebensqualitats-EinbulRen durch
Aktivitatseinschrankungen und psychischer Gesamtbelastung (r= 0,5854 p<0,0001).
Die Kategorien ,Praktische Probleme® (r= 0,5453 p= 0,0003), Augen-Symptome (r=
0,5339 p= 0,0005), Nasen-Symptome (r=0,5338 p= 0,0005) und andere Symptome
(r= 0,755 p= 0,0001) korrelierten geringgradiger.

4.2 Zellulare Diagnostik
4.2.1 Leukozytenzahlung

Bei der Sputumprozessierung wurden die Leukozyten mit Trypanblau in einer
Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt. Dabei wurde die Leukozytenkonzentration im

(selektierten) Sputum bestimmt, die sogenannte ,Leukozytenzahlung®.
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Abbildung 16: Leukozytenzéahlung (a) Vergleich bei Kontrollen (HC), Asthmatikern ,out of season® (AoS) und
Asthmatikern ,in season® (AiS). Asthmatiker haben im Vergleich zur Kontrollgruppe jeweils eine
signifikant héhere Konzentration an Leukozyten im Sputum. Die Werte sind als Mittelwerte
dargestellt. Die Analyse erfolgte mittels Mann-Whitney-Test. (b) Gepaarter Vergleich der
Leukozytenzahlung bei Asthmatikern ,out of season“ (AoS) und ,in season“ (AiS). Die
Konzentration an Leukozyten im Sputum ist bei Asthmatikern im gepaarten Test ,in season®
héher als ,out of season“. Die Analyse erfolgte mittels Wilcoxon-Test.

Die Leukozytenzahlung war bei Asthmatikern ,in season® im Vergleich zur Kontrolle
signifikant erhoht (HC: 38,50 + 8,00 x10* Leukozyten/ml AoS: 52,65 + 6,43 x10*
Leukozyten/ml AiS: 79,87 + 12,94 x10* Leukozyten/ml; HC vs. AiS p= 0,0024). Im
Vergleich von Asthmatikern ,out of season“ zu Asthmatikern ,in season® zeigte sich
in der ungepaarten Testung eine Tendenz, in der gepaarten Testung zeigte sich ein
signifikanter individueller Anstieg der Leukozytenkonzentration ,in season® (AoS vs.
AiS p= 0,0313).

4.2.2 Zelldifferenzierung

Nach der Sputumprozessierung wurden zur Differenzierung und Quantifizierung der
vorkommenden Leukozytensubtypen im Sputum Zytospin-Praparate angefertigt, mit
der Methode nach Pappenheim gefarbt und unter dem Mikroskop ausgezahlt. Dies
ist eine Standardmethode zur Validierung des induzierten Sputums und bietet einen
guten Uberblick tber die verschiedenen Zellreihen.
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Tabelle 16: Zelllast und Zelldifferenzierung von Kontrollen und Asthmatikern
Kontrollprobanden Asthmatiker "out of season" Asthmatiker "in season

Gesamtzellzahlx10%/mL

Mittelwert 40,29 54,04 82,29**

SEM 8,38 6,56 13,65
Makrophagen, %

Mittelwert 92,50 81** 75,43**

SEM 1,50 3,09 4,47
Neutrophile Granulozyten, %

Mittelwert 6,55 10,92 19,39**

SEM 1,44 2,42 4,42
Eosinophile Granulozyten, %
Mittelwert 0,41 3,35" 3,95

SEM 0,15 0,90 0,99
Basophile Granulozyten, %

Mittelwert 0,04 1,85** 0,41**

SEM 0,04 0,58 0,16
Lymphozyten, %

Mittelwert 0,50 0,79 0,84

SEM 0,16 0,29 0,19

Signifikanz im Vergleich zu Kontrollprobanden - *<0,05; **<0,01; ***<0,001

Die wichtigsten Granulozytensubpopulationen wurden in Abbildung 17 detailliert

dargestellt und verglichen.
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Abbildung 17: Prozentualer Anteil der Leukozytenpopulationen bei Kontrollen (HC), Asthmatikern ,out of
season”“ (AoS) und Asthmatikern ,in season® (AiS) im Vergleich. Die Werte sind als Mittelwerte
dargestellt. Die Analyse erfolgte mittels Mann-Whitney-Test. (a) Makrophagen: Signifikant
weniger Makrophagen im Sputum von Asthmatikern im Vergleich zur Kontrollgruppe. (b)
Neutrophile Granulozyten: Erhéhter Prozentsatz an neutrophilen Granulozyten im Sputum von
Asthmatikern ,in season“ im Vergleich zur Kontroligruppe. (c) Eosinophile Granulozyten:
Signifikant mehr eosinophile Granulozyten im Sputum von Asthmatikern im Vergleich zur
Kontrollgruppe. (d) Basophile Granulozyten: Signifikant mehr eosinophile Granulozyten im
Sputum von Asthmatikern im Vergleich zu Kontrollgruppe.

Makrophagen machten den Grofdteil der Leukozyten aus (HC: 92,50 + 1,50% AoS:
81,00 + 3,09% AiS: 75,43 + 4,47%), waren aber bei Asthmatikern signifikant niedriger
als bei der Kontrollgruppe (HC vs. AoS p=0,0062; HC vs. AiS p=0,0010). Die
neutrophilen Granulozyten machten die zweitgrof3te Leukozytenpopulation aus (HC:
6,55 £ 1,44% AoS 10,92 + 2,42% AiS: 19,39 + 4,42%). Dabei war der Prozentsatz an
Neutrophilen Granulozyten bei Asthmatikern ,in season® signifikant hoher als bei den
Kontrollprobanden (HC vs. AiS p=0,0051). Die eosinophilen Granulozyten waren die
drittgrofdte Leukozytenpopulation (HC: 0,41 £ 0,15% AoS: 3,35 + 0,90% AiS: 3,95 +
0,99%). Hier unterschieden sich die Asthmatiker zu beiden Zeitpunkten von den
Kontrollprobanden (HC vs. AoS p= 0,0156; HC vs. AiS p= 0,0004). Die basophilen
Granulozyten (HC: 0,04 + 0,04% AoS: 1,85 + 0,58% AiS: 0,41 + 0,16%) waren in bei
Asthmatikern ,out of season® im Vergleich zu Asthmatikern ,in season“ und der
Kontrollgruppe signifikant erhoht (HC vs. AoS p= 0,0040; HC vs. AiS p= 0,0031). Die
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Lymphozyten waren in sehr geringen Konzentrationen vorhanden und wiesen keine

statistisch signifikanten Unterschiede auf.
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Abbildung 18:  Die RQLQ-Gesamtsumme korreliert signifikant positiv mit (a) den Eosinophilen
Granulozyten und (b) den Neutrophilen Granulozyten. Die Analyse erfolgte mittels
Spearman-Korrelation.

Je mehr eosinophile (r=0,3710 p=0,0218) oder neutrophile (r= 0,3332 p= 0,0409)
Granulozyten im Sputum vorhanden waren desto schlechter gab der Patient die
gesamte Lebensqualitat zum jeweiligen Zeitpunkt an.

4.2.3 Durchflusszytometrie

Zur ldentifizierung der im Sputum niedrigfrequent vorkommenden Lymphozyten
wurde die Durchflusszytometrie verwendet. Hierdurch gelang eine Differenzierung in
einzelne Subpopulationen der Lymphozyten, wobei hier auch der Fokus auf T-, B-
und NK-Zellen lag.
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Abbildung 19: Lymphozytenpopulationen im Sputum bei Durchflusszytometrie. Im Vergleich sind jeweils

die Probandengruppen Kontrollen (HC), Asthmatiker ,out of season” (AoS) und Asthmatiker ,in
season”“ (AiS) dargestellt. Werte sind als Mittelwerte dargestellt. Die Analyse erfolgte mittels
Mann-Whitney-Test. (a) T-Helferzellen: Asthmatiker out of season hatten einen signifikant
héheren Anteil an T-Helferzellen im Sputum als Kontrollprobanden. (b) Zytotoxische T-Zellen (c)
B-Zellen: Asthmatiker in season hatten einen tendenziell hdheren Anteil an B-Zellen im Sputum
als Asthmatiker ,out of season®. (d) regulatorische T-Zellen: Asthmatiker ,in season“ und ,out of
season“ hatten signifikant niedrigere Anteile an aktivierten T-Helferzellen im Sputum als
Kontrollen. (e) NK-Zellen: Asthmatiker ,in season“ hatten signifikant mehr NK-Zellen im Sputum
als die Kontrollgruppe. (f) NK-T-Zellen (g) Th2-Zellen (h) Aktivierte T-Helferzellen mit CD69+ (i)
ILC2s.

Zum Zeitpunkt ,off season® zeigten die gemessenen Probandengruppen HC und AoS
signifikante Unterschiede in der Anzahl der CD4" T-Zellen. (HC: 21,43 + 2,11% AoS:
35,79 + 5,19% AiS: 27,36 + 3,38%; HC vs. AoS p= 0,0310). Die CD8" T-Zellen
zeigten einen leichten Anstieg in der off-season, der statistisch jedoch nicht
signifikant war (HC: 18,52 + 2,37% Ao0S: 28,58 £ 6,97% AiS 21,08 + 3,63). Die
Asthmatiker in season hatten in der Tendenz mehr CD19"-Zellen als Asthmatiker out
of season (HC: 12,36 £ 1,79% AoS: 9,80 + 1,18% AiS 20,03 t 3,85%; AoS vs. AiS

p=0,0841).

CD56"-Zellen innerhalb der CD3" Leukozytenpopulation, die als NK-
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Zellen definiert wurden, waren in season gegenuber der Kontrollgruppe signifikant
erhoht (HC: 0,72 + 0,23, AoS: 2,08 + 0,74% AiS: 2,88 + 1,50%; HC vs. AiS
p=0,0022). CD25/CD127" -Zellen innerhalb der CD3"/CD4"-Population, waren bei
Asthmatikern zu beiden Zeitpunkten gegenuber der Kontrollgruppe erniedrigt (HC:
20,92 + 1,76%, AoS: 9,46 + 1,29%, AiS: 10,14 £ 1,54%; HC vs. AoS p= 0,0002; HC
vs. AiS p<0,0001). CD56-positive T-Zellen (NKT-Zellen), CD294-positive TH2-Zellen,
CD69-positive T-Helferzellen und ILC-Zellen zeigten keine statistisch signifikanten
Unterschiede in der Frequenz des Auftretens.
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Abbildung 20:  Korrelation von CD25°CD127  in CD3'CD4" mit Lymphozytenpopulationen (a) Negative
Korrelation von CD25+CD127- in CD3+CD4+ mit neutrophilen Granulozyten. (b) Negative
Korrelation von CD25+CD127- in CD3+CD4+ mit eosinophilen Granulozyten. Die Analyse
erfolgte mittels Spearman-Korrelation.

Bei der Korrelation von Zellen der Oberflacheneigenschaft CD25'CD127 in
CD3"CD4" im Sputum mit der Auszahlung von Zytospin-Prapareten des Sputums
ergab sich eine mittel- bis geringgradige negative Korrelation mit dem Anteil an
Neutrophilen Granulozyten und den Eosinophilen Granulozyten im Sputum.
(CD25"CD127 in CD3"CD4" zu Neutrophilen r=-0,4315, p= 0,0054; CD25"CD127 in
CD3"CD4" zu Eosinophilen r=-0,3622, p= 0,0216).
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Abbildung 21: Korrelation von CD56°CD3"-Zellen mit Allergiediagnostik (a) Positive Korrelation von
CD56+CD3™-Zellen mit dem Quaddeldurchmesser im Graser-Pricktest. (b) Positive Korrelation
von CD56+CD3™-Zellen mit Sx1-Antikérpern im Serum. Die Analyse erfolgte mittels Spearman-
Korrelation.

Es korrelieren CD56" in CD3™-Zellen positiv mit dem Durchmesser der Quaddeln
beim Prick-Test mit Graser-Allergen (r= 0,5096, p= 0,0078). Auch mit dem Test fur
Aeroallergen-spezifische Antikorper (Sx1) korrelieren diese Zellen positiv (r= 0,4699,
p=0,0178).
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Korrelation von CD25°CD127°CD3'CD4" mit klinischen Parametern (a) Negative Korrelation
von CD25+CD127- in CD3+CD4+ mit Gesamt-IgE im Serum. (b) Negative Korrelation von
CD25+CD127- in CD3+CD4+ mit Sx1. (c) Negative Korrelation von CD25+CD127- in
CD3+CD4+ mit Quaddeldurchmesser im Graser-Pricktest. (d) Negative Korrelation von
CD25+CD127- in CD3+CD4+ mit RQLQ Gesamtsumme. Die Analyse erfolgte mittels

Spearman-Korrelation.

CD25'CD127" T-regulatorische Zellen korrelieren negativ mit Gesamt-IgE (r= -
0,6007; p= 0,0012) und Sx1-Antikorpern (r= - 0,5292; p= 0,0054) im Serum, dem

Quaddeldurchmesser im Graser-Pricktest (r= - 0,5853; p= 0,0017)

sowie dem

RQLQ(r= - 0,5064; p= 0,0009). Die starkste Korrelation zeigte sich dabei mit dem

Gesamt-IgE.
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4.3 Proteinbestimmung in sekretorischen
Flussigkeiten der unteren und oberen
Atemwege

Nachdem die Zellen differenziert wurden, folgte als nachstes die Bestimmung der
sekretierten Cytokine im Uberstand des Sputums. Auch die sekretierten Cytokine im
nasalen Sekret wurden gemessen. Die Cytokine sind geordnet nach Th-Phanotypen
geordnet dargestellt.
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Abbildung 23: Konzentration von Th1-Cytokin (IFN-g) in nasalem Sekret (a) und Sputum (b) bei
Kontrollprobanden (HC), Asthmatikern ,out of season“ (AoS) und Asthmatikern ,in season®
(AiS). Im nasalen Sekret zeigt sich eine signifikant erhdhte Konzentration an IFN-y bei AiS im
Vergleich zu AoS. Darstellung als Median mit Interquartile Range. Die Analyse erfolgte mittels
Mann-Whitney-Test.

Die Interferon-gamma-Konzentration war im nasalen Sekret bei Asthmatikern ,in
season” im Vergleich zu ,out of season® signifikant erhoht (HC: 2,14 + 0,61pg/ml,
AoS: 0,44 + 0,13pg/ml, AiS: 2,38 + 0,65pg/ml; AoS vs. AiS p= 0,0010). Auch im
Wilcoxon-Test bestand zwischen Asthma ,in season“ zu ,out of season“ ein
signifikanter Unterschied (AoS vs. AIS p= 0,0029). Die Werte der IFN-y-
Konzentration unterschieden sich im Sputum zwischen den Probandengruppen nur
geringfugig.
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Abbildung 24: Konzentration von Th2-Cytokinen (IL-13, IL-4 und IL-5) in nasalem Sekret (a,c,e) und
Sputum (b,d,f) bei Kontrollprobanden (HC), Asthmatikern ,out of season® (AoS) und
Asthmatikern ,in season® (AiS). IL-13 zeigt sowohl in nasalem Sekret als auch in Sputum
signifikant niedrigere Spiegel bei AoS als die anderen Probandengruppen. IL-4 zeigt im nasalen
Sekret einen signifikanten Unterschied von AoS zu HC und AiS. Darstellung als Median mit
Interquartile Range. Die Analyse erfolgte mittels Mann-Whitney-Test.

Die IL-13-Konzentration im nasalen Sekret war bei Asthmatikern ,out of season® im

Vergleich zur Kontrollgruppe und Asthmatikern ,in season® signifikant erniedrigt (HC:
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0,94 £ 0,24pg/ml, AoS: 0,38 £ 0,10pg/ml, AiS: 1,03 = 0,22pg/ml; AoS vs. AiS p=
0,0061). Im Sputum konnten kongruente Beobachtungen gemacht werden. Bei
Asthmatikern ,out of season war die IL-13-Konzentration im Sputum signifikant
niedriger als bei Asthmatikern ,in season® und Kontrollprobanden (HC: 11,18 %
1,59pg/ml, AoS: 5,15 + 1,20 pg/ml, AiS: 14,92 + 3,60pg/ml; HC vs. AoS p= 0,0111;
AoS vs. AiS = 0,0061).

Bei Analyse der IL-4-Konzentration zeigte sich im nasalen Sekret ebenfalls ein
statistisch signifikant erniedrigtes IL-4 bei Asthmatikern ,out of season zu den
anderen Probandengruppen (HC: 0,10 + 0,03pg/ml, AoS: 0,03 £+ 0,01 pg/ml, AiS:
0,13 £ 0,06pg/ml; HC vs. AoS p= 0,0159; AoS vs. AiS = 0,0059). Die IL-4-
Konzentration im Sputum war im Vergleich der Asthmatiker-Gruppen ,in season”
hoher aber nicht signifikant unterschiedlich. IL-5 zeigte keine statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen den Probandengruppen.
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Abbildung 25: Konzentration von (a) IL-13 im nasalen Sekret und (b) IL-13 im Sputum sowie (c) IL-4 im
nasalen Sekret von Asthmatikern ,,out of season“ (AoS) und ,in season“ (AiS) mit
Verbindungslinien. Die Th2-Mediatoren (a,b) IL-13 und (c) IL-4 sind jeweils bei Asthmatikern
»in season® im Vergleich zu ,out of season“ signifikant erhdht. Die Analyse erfolgte mittels
Wilcoxon-Test.

In der gepaarten Testung stieg IL-13 im nasalen Sekret und im Sputum von ,out of
season” zu ,in season® signifikant an (Nasal: AoS vs. AiS p=0,0049; Sputum: AoS vs.
AiS p=0,0269). Ein signifikanter Anstieg der Proteinkonzentration konnte ebenfalls fur
IL-4 bei Asthmatikern ,in season“ gegenuber ,out of season® gezeigt werden (AoS vs.
AiS p=0,0093).
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Abbildung 26: Konzentration von Th17-Cytokinen (IL-17, IL-22) in nasalem Sekret (a und c) und Sputum (b
und d) bei Kontrollprobanden (HC), Asthmatikern ,out of season” (AoS) und Asthmatikern ,in
season” (AiS). Die ll-17-Konzentraion im nasalen Sekret von AoS ist gegeniber HC und AiS
signifikant erniedrigt. Darstellung als Median mit Interquartile Range. Die Analyse erfolgte
mittels Mann-Whitney-Test.

Die IL-17-Konzentration ist bei Asthmatikern ,out of season® gegenuber der
Kontrollgruppe signifikant erniedrigt (HC: 3,29 + 0,89pg/ml, AoS: 0,90 + 0,22pg/ml,
AiS: 2,41 + 0,59pg/ml; HC vs. AoS p= 0,0006). Zum Zeitpunkt ,in season® ist die
Konzentration von IL-17 jedoch im Vergleich zu ,out of season® signifikant erhoht
(AoS vs. AiS = 0,0014).
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Abbildung 27: Konzentration von antiiflammatorischen Cytokinen (IL-10) in nasalem Sekret (a) und
Sputum (b) bei Kontrollprobanden (HC) und Asthmatikern ,out of season (AoS) und ,in season®
(AiS). Keine signifikanten Unterschiede zwischen den Probandengruppen. Darstellung als
Median mit Interquartile Range. Die Analyse erfolgte mittels Mann-Whitney-Test.

Bei der IL-10-Konzentration zeigten sich weder im nasalen Sekret noch im Sputum
signifikante Unterschiede.
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Abbildung 28: Konzentration von proinflammatorischen lokalen Cytokinen mit epithelialer Abstammung

(Eotaxin-3, G-CSF, IL-33, TNF-a und Periostin) in nasalem Sekret (a,c,e,g) und Sputum
(b,d,f,h) bei Kontrollprobanden (HC), Asthmatikern ,out of season“ (AoS) und Asthmatikern ,in
season” (AiS). Die Eotaxin-3-Konzentration im Sputum war bei AiS signifikant héher als bei HC.
Im nasalen Sekret war die G-CSF-Konzentration gegeniiber der Kontrolle signifikant erniedrigt.
Ebenfalls im nasalen Sekret wurden signifikante hdhere IL-33-Spiegel bei der Kontrollgruppe im
Vergleich zu AiS und AoS gemessen. Periostin im Sputum war bei AiS signifikant hoher als bei
HC. Darstellung als Median mit Interquartile Range. Die Analyse erfolgte mittels Mann-Whitney-
Test.
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Bei Eotaxin-3 im Sputum konnte ein hoherer Spiegel bei Asthmatikern in season als
bei den Kontrollprobanden gemessen werden (HC: 15,70 + 70,32pg/ml, AoS: 265,98
1+ 170,09pg/ml, AiS: 382,11 + 182,70pg/ml; HC vs. AiS p= 0,0077). Im nasalen Sekret
war der Eotaxin-Spiegel vor allem bei Asthmatikern ,out of season“ erniedrigt, es
ergaben sich jedoch keine signifikanten Unterschiede. Die Erhdhung der G-CSF-
Konzentration im nasalen Sekret bei Kontrollprobanden war im Vergleich zu den
Asthmatikern signifikant (HC: 205.76 + 101,46pg/ml, AoS: 37,86 + 13,62pg/ml, AiS:
97,93 = 66,24pg/ml; HC vs. AoS p=0,0080; HC vs. AiS p= 0,0343). Insgesamt
unterschied sich die IL-33-Konzentration im nasalen Sekret von Kontrollprobanden
hochsignifikant von Asthmatikern. Die Asthmatiker hatten zu beiden Zeitpunkten eine
geringere Konzentration von IL-33 in ihrem nasalen Sekret (HC: 38,58 + 7,70pg/ml,
AoS: 7,87 + 1,82pg/ml, AiS: 9,19 + 2,74pg/ml; HC vs. AoS p=0,0019; HC vs. AiS p=
0,0024). Auch Periostin zeigte im Sputum eine signifikante Erhohung bei
Asthmatikern gegenuber der Kontrollgruppe (HC: 1680,37 + 215,88pg/ml, AoS:
2452,85 + 214,70pg/ml, AiS: 3529,28 + 801,22pg/ml; HC vs. AoS p=0,0148; HC vs.
AiS p= 0,0355). Die Periostin-Spiegel im Nasensekret waren kongruent zum Sputum,

jedoch nicht signifikant unterschiedlich.
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Abbildung 29: Konzentration von proinflammatorischen lokalen Cytokinen aus Infiltrat oder epithelialer
Abstammung (IL-24, IL-8) in nasalem Sekret (a,c) und Sputum (b,d) bei Kontrollprobanden
(HC), Asthmatikern ,out of season“ (AoS) und Asthmatikern ,in season“ (AiS). Die IL-
24Konzentration im nasalen Sekret war bei AiS signifikant héher als bei HC. Im Sputum war der
IL-24-Spiegel bei AiS ebenfalls signifikant hoher als bei HC. Ebenfalls im nasalen Sekret
wurden signifikante héhere IL-8-Spiegel bei der Kontrollgruppe im Vergleich zu AoS gemessen.
Darstellung als Median mit Interquartile Range. Die Analyse erfolgte mittels Mann-Whitney-Test.

Die IL-24-Konzentration von Asthmatikern ,in season“ war sowohl im nasalen Sekret
(HC: 35,09 £ 3,72/ml, AoS: 59,63 + 11,13pg/ml, AiS: 93,63 + 20,76pg/ml; HC vs. AiS
p= 0,0259), als auch im Sputum gegenuber der Kontrollgruppe erhéht (HC: 361, 04 +
111,14/ml, AoS: 641,20 £ 131,66pg/ml, AiS: 1084,09 + 199,55pg/ml; HC vs. AiS p=
0,0093). Fur IL-8 im nasalen Sekret war eine signifikant niedrigere Konzentration bei
Asthmatikern ,out of season im Vergleich zur Kontrolle festzustellen (HC: 1251,22 +
294,50pg/ml, AoS: 491,54 £ 159,11pg/ml, AiS: 803,49 + 239,69pg/ml; HC vs. AoS p=
0,0396).

70



15%_ 150/0-
< r=0,3916 § r=0,4793
= e p=0,0165 9 . ° p=0,0027
S 10%d * S 10%{ °
5 °e . g ’ .
(3 30 O .o
) 2
£ 5%, ° . S 5% :. ) .
2 o °
s .. .o . £ ° ° °
o (& e} o0 o °
NN L S Y oy te . .

0 500 1000 1500 2000 2500 0 10 20 30 40 50
Sputum Eotaxin-3 [pg/mi] Sputum IL-5 [pg/ml]
C

60%-
c r=0,4751
£ 50%1 p=0,0030
N
S 40%-
g .
S 30%-
2
< 20%4 % .
£ -
3 10% ey
z ® o° ®

0% P .

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Sputum G-CSF [pg/ml]

Abbildung 30: Korrelation zwischen Zellpopulationen der zytologischen Differenzierung und
Proteinmengen in den Sputumiiberstanden. (a) Die Konzentration an Eotaxin-3 im Sputum
korreliert mit den eosinophilen Granulozyten. (b) Die Konzentration an IL-5 im Sputum korreliert
mit den eosinophilen Granulozyten. (c¢) Die Konzentration von G-CSF im Sputum korreliert mit
der Anzahl der neutrophilen Granulozyten. Die Analyse erfolgte mittels Spearman-Korrelation.

Die HOhe des Eotaxin-3-Spiegels im Sputum der Probanden korreliert mit dem
relativen Vorkommen von eosinophilen Granulozyten im Sputum (r= 0,3916 p=
0,0165). Der IL-5-Spiegel im Sputum korreliert starker als Eotaxin-3 mit den
eosinophilen Granulozyten im Sputum (r= 0,4793 p= 0,0027). Die Konzentration von
G-CSF im Sputum korreliert signifikant mit dem prozentualen Vorkommen von
neutrophilen Granulozyten im Sputum (r=0,4751 p= 0,0030).

Da das erhdohte Vorkommen von eosinophilen Granulozyten im Sputum phanotypisch
fur allergisches Asthma ist, wurde der Zusammenhang des chemotaktisch auf
Eosinophile wirkenden Botenstoffs Eotaxin-3 mit den Ergebnissen der
Sensibilisierungsdiagnostik Uberpruft.
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Abbildung 31: Korrelation von Eotaxin-3 zur Allergiediagnostik. Eotaxin-3 zu (a) IgE-Konzentration, (b) Sx-
1-AK-Konzentration, (¢) Quaddeldurchmesser im Graser-Pricktest und (d) Quaddeldurchmesser
im Birke-Pricktest. Eotaxin-3 korreliert signifikant positiv mit den durchgefiihrten Allergietests.
Die Analyse erfolgte mittels Spearman-Korrelation.

Die Konzentration von Eotaxin-3 im Sputum korreliert mit der IgE-Konzentration und
der Sx1-Antikorper-Konzentration im Serum (IgE: r= 0,4896, p=0,0152; Sx1:
r=0,5492, p=0,0066). Aulerdem wurde eine signifikante, positive Korrelation
zwischen Eotaxin-3-Konzentration im Sputum und dem Quaddeldurchmessser im
Prick-Test mit Graser-Allergenen (r= 0,5952, p= 0,0022) und Birke-Allergenen
gemessen (r= 0,5216, p= 0,0090).

Auch der Zusammenhang zwischen Biomarkern im Sputum und regulatorischen T-
Zellen wurde untersucht und erbrachte folgende signifikante Korrelationen.
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Abbildung 32: Korrelation von CD25'CD127° Tregs und Sputum Biomarkern. Die (a) Periostin-
Konzentration im Sputum und (b) IL-24-Konzentration im Sputum korreliert mit der Anzahl an
regulatorischen T-Zellen im Sputum. Die Analyse erfolgte mittels Spearman-Korrelation.

Sputum Periostin und IL-24 zeigten eine negative Korrelation mit CD25°CD127" T-

regulatorischen Zellen (Periostin: r= - 0,6488, p< 0,0001; IL-24: r= - 0,5413, p=

0,0004.).
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Abbildung 33: Korrelation der Quaddeldurchmessers im Gréaserpollen-Pricktest mit den nasalen
Spiegeln von IL-24. Die IL-24-Konzentration im nasalen Sekret korreliert mit dem
Quaddeldurchmesser im Grasers-Pricktest. Die Analyse erfolgte mittels Spearman-Korrelation.

Die IL-24-Konzentration im nasalen Sekret korreliert positiv mit der Grdole des
Quaddeldurchmessers bei Pricktest mit Graser-Antigenen bei allen Probanden (r=
0,4157 p= 0,0485).
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Abbildung 34: Korrelation von NK-Zellen mit IL-24. Die |L-24-Konzentration im Sputum korreliert positiv mit
NK-Zellen (CD56+CD3-) im Sputum. Die Analyse erfolgte mittels Spearman-Korrelation.

Es korrelierte die im nasalen Sekret gemessene |L-24-Konzentration positiv mit dem
Anteil der CD56°CD3" NK-Zellen in der Durchflusszytometrie des Sputums (r=
0,4741, p=0,0030).
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Abbildung 35: Korrelation von Biomarkern in oberen und unteren Atemwegen (a) IL-13-Konzentration im
nasalen Sekret korreliert mit der IL-13-Konzentration im Sputum und die (b) IL-24-Konzentration
im nasalen Sekret korreliert mit der IL-24-Konzentration im Sputum. Die Analyse erfolgte mittels
Spearman-Korrelation.

Die oberen und unteren Atemwege zeigen jeweils eine positive Korrelation bei den

IL-4-assoziierten Biomarker IL-24 und IL-13.
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Korrelation von Biomarkern mit B-Zellen im Sputum. Die (a) IL-24-Konzentration im Sputum

und die (b) IL-13-Konzentration im nasalen Sekret korreliert mit dem prozentualen Vorkommen
von B-Zellen (CD19+) im Sputum. Die Analyse erfolgte mittels Spearman-Korrelation.

Im Sputum korrelierte die Konzentration an IL-24 und im nasalen Sekret die

Konzentration an IL-13 signifikant mit dem prozentualen Anteil der CD19-positiven
Zellen in der Durchflusszytometrie des Sputums (IL-24: r= 0,3961, p= 0,0152; IL-13:

r=0,4054, p=0,0116).

Sputum IL-10 [pg/mL]

Abbildung 37:

r=0,3589
p=0,0269

0%

Analyse erfolgte mittels Spearman-Korrelation.

10% 20% 30% 40% 50%
CD19*

B-Zellen (CD19%) im Sputum korrelieren mit der IL-10-Konzentration im Sputum. Die

Je mehr CD19"-B-Zellen im Sputum vorhanden waren, desto mehr IL-10 konnte im

Sputum gemessen werden (r=0,3589 p= 0,0269).
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Abbildung 38: ROC-Analyse der lokalen Proteine zur Klassifizierung in die Gruppe der Asthmatiker oder

Kontrollprobanden. (a) Eotaxin-3 im Sputum, (b) IL-24 im Sputum (c) Periostin im Sputum und
(d) G-CSF im nasalen Sekret (n=38).

Der ROC-Test gibt mittels des AUC (Area under the curve) die Wahrscheinlichkeit an
mit der ein Test zwei zufallig ausgeloste Wertepaare in die richtigen Kategorien
zuordnet. Dabei gelang es mittels Eotaxin-3 im Sputum zu 74,6%, IL-24 im Sputum
zu 73,5% und Periostin im Sputum zu 75,9% ein zufalliges Wertepaar richtig der
Gruppe Asthmatiker bzw. Kontrollproband zuzuordnen. Erstaunlicherweise gelang
dies mittels G-CSF im nasalen Sekret sogar mit 77,9% Genauigkeit.
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ROC curve: Sputum IL-24 classifies GINA <0 or GINA >0
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Abbildung 39: ROC-Analyse von IL-24 im Sputum zur Klassifizierung in GINA>0 und GINA<0 (n=12).

Mittels des Interleukins-24 konnte sogar mit einer Genauigkeit von 90,6% zwischen

einem Probanden mit unkontrolliertem und kontrolliertem Asthma unterschieden
werden.
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5 Diskussion

5.1 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die technische Durchfihrung der
Durchflusszytometrie und Biomarkeranalyse bei induziertem Sputum erprobt und
angepasst, um die lokal prasenten Leukozytenpopulationen mit lokalen Biomarkern
zu vergleichen. Durch Analyse der in das nasale Lumen sezernierten Biomarker
wurden zusatzlich die oberen Atemwege mit den unteren Atemwegen im Hinblick auf
die ,United Airways“-Hypothese (Braunstahl, 2007) verglichen. Es konnte ,in season®
bei 14 Probanden, ,out of season® bei 12 Probanden und bei 14 Kontrollprobanden
erfolgreich Sputum induziert werden. Die Probanden wurden klinisch mittels
Lungenfunktion, Serum-Gesamt-IgE und Sx1-ImmunoCap, Pricktest sowie
Fragebogen zur Lebensqualitat und psychischem Stress charakterisiert. Gewonnene
Sputa wurden per mikroskopischer Zellzahlung und Durchflusszytometrie auf ihre
vorherrschenden Leukozyten untersucht. Zusatzlich wurden Proteine mittels
Elektrochemilumineszenz in nasalem Sekret und Sputumuberstanden gemessen.
Erstmalig konnte eine grof3e Bandbreite an Zytokinen in lokalen Sekretionen von
Nase und Lunge genau quantifiziert werden und mit dem lokalen Zellvorkommen
sowie den klinischen Charakteristika der Patienten verglichen werden. Innerhalb der
drei Probandengruppen zeigten sich individuelle Muster von Leukozyten und
Zytokinen in den lokalen Sekreten. Dabei wurden im Sputum signifikant erhdhte
Mengen an NK-Zellen und signifikant erniedrigte Level an T-Helferzellen gefunden,
denen eine wachsende Bedeutung im allergischen Asthma zugemessen wird. Auch
die zugehdrigen Zytokine waren bei Asthmatikern wahrend des Graspollenfluges (,in
der Saison“) verandert und konnten zu einer genaueren Erklarung der
Pathophysiologie von Asthma beitragen. So korrelierten IL-24 und Periostin nicht nur
mit molekularbiologischen Untersuchungszielen, sondern erwiesen sich auch als
.ldentifikator® fur klinische Parameter und konnten in Zukunft als Verlaufsmarker bei
allergischem Asthma verwendet werden.
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1.1. Diskussion von Material und
Methoden

Es wurde eine Kohortenstudie mit zwei Messzeitpunkten innerhalb eines Jahres
durchgefuhrt. Dabei wurden die Kohorten genau definiert und anschliefend
untersucht. Anhand dieses Versuchsdesigns konnten jedoch lediglich deskriptive
Daten erhoben werden, ein direkter, kausaler Zusammenhang kann im Rahmen
dieser Studie nicht nachgewiesen werden. Die Probanden der ,saisonalen
allergischen Asthmatiker® und die gesunden Kontrollen ergaben aufgrund der
Einschlusskriterien abgegrenzte und relativ homogene Gruppen. Hierbei zu beachten
ist jedoch, dass die Asthmatiker teilweise auch wunter dem Einfluss
immunmodulierender Therapien standen. Dabei waren sechs Probanden unter
inhalativer Steroidtherapie und sechs Probanden unter laufender bzw. nach
allergenspezifischer Immuntherapie. Eine weitere Unterteilung der Gruppen hatte bei
der technisch limitierten KohortengrofRe jedoch eine notwendige statistische Power
verhindert.

Induziertes Sputum ist mittlerweile eine etablierte Methode zur Gewinnung von
zellularen und flussigen Proben aus den unteren Atemwegen (Eickmeier et al.,
2010). Dabei finden sich im Atemwegslumen Plugs aus Mucus, welche Leukozyten,
Serumproteine und Zellruckstande enthalten (Bateman et al., 2008). Die
Erstbeschreibung dieser Technik geht auf Pin et al. zuruck (Pin et al., 1992) und
wurde seitdem fortlaufend weiterentwickelt und ist mittlerweile standardisiert
(Eickmeier et al., 2010; LaPan et al., 2010; Vlachos-Mayer, Leigh, Sharon, Hussack,
& Hargreave, 2000). In unserer Studie wurde die von Rytila et al. vorgeschlagene
Staffelung mit 3%-iger, 4%-iger und 5%-iger NaCl-Losung verwendet (Ruytila,
Lindqgvist, & Laitinen, 2000) und jeweils fur 7 Minuten induziert (U. Zissler, 2012). Es
traten keine ,adverse events” durch die Methode der induzierten Sputumgewinngung
auf und bei allen induzierten Probanden konnte Sputum zur Analyse gewonnen
werden. Fur die Messung von Biomarkern wurde unsere Methode der
Sputuminduktion bereits adaptiert und getestet (U. Zissler, 2012). Mit Hilfe der
Durchflusszytometrie gelang die Differenzierung von Leukozytensubpopulationen
anhand von Oberflachenmarkern der Sputumzellen. Die Durchflusszytometrie bei
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zellularen Bestandteilen des Sputums ist dabei eine relativ neue Methode mit
vergleichsweise hoheren technischen Schwierigkeiten als bei den mittlerweile schon
in der Hamatoonkologie im klinischen Alltag verwendeten Messungen im Blut oder
die Zytodifferenzierung in Bronchoalveolaren Lavagen (Barlogie et al., 1983; Varma
& Naseem, 2011). Eine Hurde liegt beispielsweise in den schwer aufzubrechenden
Schwefelbricken, die mit DTT bzw. Sputolysin gelost werden mussen. Das Reagenz
DTT hat dabei wohl einen geringen bis keinen Einfluss auf Durchflusszytometrie und
Biomarkeranalysen (Loppow, Bottcher, Gercken, Magnussen, & Jorres, 2000; U.
Zissler, 2012). Um eine umfangreiche Farbpalette in induziertem Sputum zu messen,
braucht man eine maximale Spezifitat der Antikdrperbindung. Um unspezifische
Antikorperbindung durch ubiquitar exprimierte Fc-Rezeptoren und die damit
einhergehende Fehlmessung zu vermeiden, wurden neutrale Antikdrper (Human
TrueStain FcX™) eingesetzt, welche zunichst alle Fc-Rezeptoren besetzen und
somit die Bindungsspezifitdt der nachfolgenden Antikorper erhohen. Trotzdem
bleiben die vorbekannten Phanomene der Autofluoreszenz von Sputum zum Tell
bestehen und erschweren Messung und Auswertung (Li et al., 2012). Diese
Probleme konnten in der vorliegenden Arbeit jedoch weitestgehend durch die
Gatingstrategie sowie die Eingrenzung auf vereinzelte Zellen (Singletten) verringert
werden. Ein weiteres Problem war die mangelnde Ausschopfung der Zellzahl in der
Durchflusszytometrie. Wir lasen in dieser Studie pro Sputumprobe nur maximal
50.000 Zellen aus, obwohl teilweise mehr Zellen zur Verfugung standen. Die
Auswertung erfolgte jedoch mittels des prozentualen Anteils der Zellpopulation und
war nicht von einer Ubereinstimmenden absoluten Zellzahl abhangig. Um eine
erhohte statistische Power und eine genauere Annaherung an die tatsachlichen
Zellzahlen von relativ seltenen Subpopulationen zu gewahrleisten wurde diese Zahl
in nachfolgenden Experimenten auf 250.000 Zellen pro Probe erhoht.

Die Zytospin-Technik mit anschlieBender Fixierung und Farbung auf Objekttragern
gelang bei allen Probanden. Durch die Verwendung von 2 Objekttragern pro Proband
mit jeweils 50 yl und 100yl der vorbestimmten Zellsuspension gleicher Konzentration
konnte die Notwendigkeit einer erneuten Probenentnahme geringerer oder hdherer
Mengen in allen Fallen umgangen werden. Bei der ersten Auszahlung fiel auf, dass
es gewisse Unterschiede zwischen den einzelnen Auszahlern gab. Um die einzelnen
Bereiche zuruckverfolgen zu konnen, Grunde fur Abweichungen erkennen zu konnen

und die Inter-Auszahler-Differenz quantifizieren zu konnen wurde eine neues
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Auszahlungs-Regime eingefuhrt (s. Abb.7). Nach Unterteilung des Objekttragers in 4
Quadranten mittels Filzstift werden in jedem Quadrant maanderférmig 100 Zellen
ausgezahlt. Hierdurch wurde gewahrleistet, dass die gleichen Zellen gezahlt werden
und man fur diese gleichen Bereiche evaluieren kann ob ahnlich ausgezahlt wurden.
Nach Auswertung der Zahlung mittels der oben genannten Methode konnte gezeigt
werden, dass die Inter-Auszahler-Varianz in unserer Arbeitsgruppe bei Auswertung
verschiedenartiger Zytospin-Praparate bei unter 5% lag (Data not shown).

Mittels des Pierce™ Coomassie Plus (Bradford) Assays konnten die Gesamt-
Proteinkonzentrationen gemessen werden, welche auch in der Auswertung der
Zytokinmessungen berucksichtigt wurden. Die MSD Multi-Array-Technologie
kombiniert hohe Sensitivitat mit einem einfachen und schnellen Verfahren, da
plattenbasiert und simultan gemessen werden kann (Pavkovic et al., 2014). Dadurch
ist bei hoher Validitat und Reliabilitat eine schnelle Messung moglich. Trotz einer
hohen Messbreite des Verfahrens konnten abhangig vom Antigen bei zu niedrigen
Konzentrationen kein Messwert angegeben werden. Dadurch musste bei manchen
Proben das halbe Detektionslimit zur statistischen Auswertung herangezogen
werden, das je nach Entfernung zum Median der MessgroRe eine signifikante
Verzerrung der Daten darstellen kann. Bei hoherer Messgenauigkeit und niedrigeren
Detektionslimits konnten aussagekraftigere Daten erhoben werden.

1.2. B-Zellen korrelieren mit lokalen Th2-
Zytokinen

Bis zum heutigen Tag wurde das Zusammenspiel von Sputum B-Zellen im
Atemwegslumen mit dem Atemwegsepithel, sowie Interaktion mit anderen
Immunzellen nur wenig untersucht und ist umstritten. Unser Fokus liegt dabei auf der
Wechselwirkung von Th2-Zellen und B-Zellen in den oberen und unteren
Atemwegen. Es gibt Studien, die eine Beteiligung der B-Zelle am allergischen
Asthma bezweifeln (Hamelmann et al., 1999; Korsgren, Erjefalt, Korsgren, Sundler, &
Persson, 1997). Kidney et al. wiesen jedoch eine signifikant erhohte Anzahl an B-
Zellen bei Asthmatikern mittels Durchflusszytometrie im Sputum nach (Kidney et al.,
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1996). AuRerdem wurden bei allergischen Asthmatikern erhohte B-Zell-Aktivierungs-
Cytokine wie z.B. BAFF im Sputum gemessen (Jee et al., 2010) und legen eine tiefe
Verstrickung der B-Zelle mit der Pathogenese von Asthma nahe. Abgesehen von der
zentralen Aufgabe der IgE-Produktion nach Th2-Stimulation ist die Rolle von B-Zellen
jedoch relativ unerforscht und kann weitere Aspekte in der allergischen Entzindung
liefern. Lindell et al. fanden eine verstarkende Wirkung auf das Th2-Milieu bei
chronischen allergischen Atemwegserkrankungen, die moglicherweise auf einer
Antigenprasentation durch B-Zellen beruht (Lindell et al., 2008). Wir konnten in
unserer Studie, wie bereits von Kidney et al. beschrieben, eine erhohte Anzahl an
CD19-positiven B-Zellen im Sputum von allergischen Asthmatikern ,in season®
gegenuber ,out of season® und der Kontrollgruppe (Abb. 19) nachvollziehen (Kidney
et al., 1996).

Th2-Zytokine, darunter vor allem IL-4, IL-5 und IL-13 haben einen erheblichen
Einfluss auf Aktivierung und Funktion der B-Zelle. IL-5 und IL-13 befordern eine
Proliferation und Differenzierung der B-Zelle, die dann als Plasmazelle Antikorper
produziert (Romagnani, 2002). Durch den Einfluss von IL-4 und IL-13 wiederum
vollzieht sich ein Antikorper-Klassenwechsel zu IgG und vor allem IgE-Subtypen, die
nicht primar von Plasmazellen produziert werden (Del Prete et al., 1988; Romagnani,
2002). IL-13 steht hierbei im Mittelpunkt und ist in mehrfacher Funktion fur die
erhohte bis ubermafige Produktion von IgE verantwortlich (Cocks, de Waal Malefyt,
Galizzi, de Vries, & Aversa, 1993; Wills-Karp et al., 1998). Im Nasensekret sowie im
Sputum fand sich ein signifikanter Anstieg der IL-13-Spiegel bei Asthmatikern ,in
season” im Vergleich zu Asthmatikern ,out of season® (Abb. 24). Mamessier et. Al
konnten bereits zeigen, dass bei einer Exposition mit dem Allergen im Rahmen einer
SIT vermehrt IL-13 produzierende T-Helferzellen im induzierten Sputum vorkommen
(Mamessier et al., 2007). Hieran zeigt sich die verstarkte Th2-Antwort, die im
Rahmen der allergischen Reaktion hervorgerufen wird. Auch fur IL-4 liel3 sich ein
Anstieg ,in season” nachweisen, der nur im nasalen Sekret signifikant war (Abb. 24).
Diese Ergebnisse decken sich mit einer Studie von Olivenstein et al., die eine
erhohte Anzahl von IL-4-mRNA-exprimierenden Zellen im induzierten Sputum von
Asthmatikern fanden (Olivenstein, Taha, Minshall, & Hamid, 1999). Wir konnten
zudem grafisch und statistisch darlegen, dass trotz relativ niedriger IL-4- und IL-13-
Spiegel bei Asthmatikern ,out of season® diese in fast allen Fallen zur

Graspollensaison hin wieder signifikant anstiegen (Abb.25). Es konnte sogar eine
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Korrelation von B-Zell-Frequenz im Sputum und IL-13 im Sputum gezeigt werden
(Abb.36). Dies legt eine Wechselwirkung der B-Zelle mit IL-13 in den lokalen
Sekreten nahe.

Damit fugen sich unsere Messungen gut in das Bild einer Th2-getriebenen
Entzindung bei Asthma ein. Dass der Anstieg bei den Th2-Zytokinen zur
Pollensaison nicht immer signifikant war, Iasst sich zum einen mit der geringen
Fallzahl und der direkt daraus resultierenden mangelnden statistischen Power (z.B.
in der Gruppe Asthma ,out of season“: n=12) erklaren. Zum anderen ist durch
Schwefelbricken, Verunreinigungen und chemische Zusatze wie DTT in
Zusammenspiel mit geringen Konzentrationen der Zytokine die Messung,
insbesondere im Sputum, moglich aber erschwert (Li et al., 2012).

Auf den ersten Blick widerspruchlich war die HOhe der Th2-Zytokin-Spiegel bei den
Kontrollprobanden, der teilweise hoher als bei den Asthmatikergruppen war. So war
im Nasensekret IL-4 (Abb.24) und IL-17 (Abb.26) bei Asthmatikern ,out of season® im
Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erniedrigt. Selbiges galt fur IL-13 im Sputum
(Abb.24). Auf der Grundlage der Th2-Hypothese hatte man aullerhalb der
Allergenexposition gleiche oder héhere Werte erwarten kénnen. Ahnliche Ergebnisse
zeigten sich jedoch auch bei Arbeitsgruppen, die unter physiologischen Bedingungen
erniedrigte Spiegel von IL-13 und IL-4 im Nasensekret von Probanden mit
Rhinokonjunktivitis messen konnten (Baumann et al., 2013; Konig et al., 2015). Im
Sputum wurde eine solche Befundkonstellation bei Asthmatikern unseres Wissens
nach noch nicht gezeigt. Eine mogliche Erklarung ware, dass die Wirkung dieser
proinflammatorischen Zytokine in hohem MalRe von der Rezeptordichte der
Effektorzelle abhangt. Damit ware beispielsweise eine starkere Immunantwort eines
Asthmatikers mit hochregulierten Rezeptoren bei einem Zytokinspiegel auf Hohe
eines gesunden Kontrollprobanden maoglich.

Die von B-Zellen produzierten Antikorper kdnnen zum einen korperfremde Antigene
binden und opsonieren, zum anderen werden diese jedoch auch auf der Oberflache
von Mastzellen gebunden. Sie fuhren bei Antigenkontakt zu einer Degranulation der
Mastzelle bei Bindung des spezifischen Antigens und spielen somit eine zentrale
Rolle bei atopischen Erkrankungen. AufRerdem konnen Antikorper von weiteren
Zellen wie beispielsweise der NK-Zelle Uber den FcyRIII-Rezeptor gebunden werden

und bei Antigen-Kontakt diese Zellen aktivieren. Die alleinige Herstellung von
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Antikorpern kann aber die Gesamtfunktion von B-Zellen in der Pathogenese von
Asthma nicht zusammenfassen. So konnten bei knock-out-Mausen ohne Mastzellen
Aspekte  von  allergischen  Reaktionen der Lunge trotz fehlender
Mastzelldegranulation gezeigt werden (Williams & Galli, 2000). Aber auch eine
polarisierende, sezernierende Funktion von B-Effektor-Zellen (Be1 und Be2) mit
Beeinflussung der T-Zell-Differenzierung konnte von Harris et al. beschrieben
werden. (Harris et al., 2000) Unter dem Einfluss von Th2-Zellen und des IL-4/IL-4R
Signalwegs differenzieren dabei naive B-Zellen zu Be2- Zellen, welche wiederum
selbst Th2-zytokine ausschutten (Harris, Goodrich, Mohrs, Mohrs, & Lund, 2005).
Dass es auch B-regulatorische Zellen gibt, die mit Hilfe der Ausschuttung von
beispielsweise IL-10 sogar anti-inflammatorische Funktionen Gbernehmen, konnte in
Mausen gezeigt werden (Hussaarts, van der Vlugt, Yazdanbakhsh, & Smits, 2011;
Matsushita & Tedder, 2011). Auch beim Menschen wurde eine Subpopulation IL-10-
produzierender B-Zellen gefunden (Matsumoto et al., 2014). Die von uns gefundene
Korrelation von B-Zellen und IL-10 (Abb. 37) konnte demnach darauf hinweisen,
dass sich in unserer CD19-positiven B-Zell-Population ein Anteil an regulatorischen
B-Zellen befindet, der fur die IL-10-Ausschuttung mitverantwortlich ist. Dabei
unterdriacken Bregs vor allem die Proliferation und Differenzierung von CD4+-T-
Zellen (van de Veen et al, 2013). Der von Bregs induzierte Antikorper-
Klassenwechsel von IgE zu 1gG,4 scheint aulerdem ein Schlusselmechanismus der
AIT-Therapie zu sein (van de Veen et al., 2016).

Wie oben beschrieben, interagieren die Th2-Zytokine mit B-Zellen im Sputum. In
unserer Studie konnte gezeigt werden, dass die IL-13- und IL-24-Spiegel mit der
Haufigkeit von CD19-positiven B-Zellen im Sputum positiv korrelieren und far IL-13
dem bisherigen Verstandnis der Wechselwirkung von Th2-Mediatoren und B-Zellen
entsprechen (Abb. 36). Fiur IL-24 sind die Zusammenhange zur B-Zell-Frequenz im
Sputum noch nicht bekannt. Es ist ein Interleukin aus der IL-10-Familie und trat zum
ersten Mal unter dem Namen ,melanoma differentiation associated gene-7“ oder kurz
,mda-7“ als Tumorsuppressor bei der Melanomdifferenzierung in Erscheinung. IL-24
wird aber auch von Epithelzellen, Th2-Zellen und Monozyten gebildet (Commins,
Steinke, & Borish, 2008; U. M. Zissler, Esser-von Bieren, et al., 2016). Unsere
Arbeitsgruppe konnte in einer bereits veroffentlichten Publikation zeigen, dass IL-24
im Antagonismus zwischen Th1 (IFN-y) und Th2 (IL-4) von Bronchialepithelzellen

unter dem Einfluss von IL-4 und unabhangig von IFN-y induziert wird (U. M. Zissler,
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Chaker, et al., 2016). Caudell et al., die mda-7/IL-24 als Interleukin postulierten,
fanden in gesorteten CD19-positiven B-Zellen und CDS56-positiven NK-Zellen aus
PBMCs in humanen Tonsillen eine erhohte Exprimierung von IL-24 per
Immunhistochemie (Caudell et al., 2002). Die Membranexprimierung war dabei auf
den CD56-positiven NK-Zellen am starksten, das granulare Vorkommen jedoch in
beiden Zellpopulationen vorhanden. Wir konnten nun den Zusammenhang durch die
positive Korrelation von B-Zellen (Abb.36) und NK-Zellen (Abb.34) mit IL-24 auch im
nasalen Sekret von Allergikern bestatigen. AuRerdem zeigten sich signifikant erhohte
IL-24-Spiegel im Sputum und im nasalen Sekret von Asthmatikern in season
(Abb.29).

Die Rolle von IL-24 in der Pathophysiologie von Asthma generell und ob es in der
Pathophysiologie pro-, oder anti-inflammatorisch agiert, ist laut vorliegender Literatur
nicht hinreichend untersucht. Einerseits korrelieren in unserer Studie der
Quaddeldurchmesser im Pricktest und IL-24 im nasalen Sekret, womit eher eine pro-
inflammatorische Th2-Wirkung untermauert wirde. Im Blut konnte jedoch gezeigt
werden, dass IL-24 die Differenzierung von B-Zellen zu Plasmazellen inhibiert
(Maarof et al., 2010). Uber eine verminderte Antikbrperkonzentration ware somit ein
anti-inflammatorischer Effekt denkbar. In unserer Studie konnten aufgrund des
FACS-Staining-Panels keine Plasmazellen identifiziert werden um diese Aussage fur
das Sputum zu Uberprufen. Auch udber die Wirkung von IL-24 an IL-10-Rezeptoren
konnte eine anti-inflammatorische Wirkung resultieren (Commins et al., 2008). Die
Erhohung des IL-24-Spiegels bei allergischen Asthmatikern ware damit
moglicherweise doch eher Folge einer antiinflammatorischen Gegenregulation. Eine
mechanistische Studie konnte hier Aufschluss Uber die Wirkung von IL-24 geben.

An dieser Stelle soll noch auf das Th1-Zytokin Interferon-gamma eingegangen
werden, welches in unserer Studie im nasalen Sekret einen signifikanten Anstieg von
,out of season“ zu ,in season® zeigte. Grundlegend kdonnte man davon ausgehen,
dass IFN-y im bekannten Antagonismus von Th1- und Th2-Zytokinen bei Allergikern
lokal zurickgeht oder maximal gleichbleibt. Bereits Mamessier et al. konnten einen
Anstieg der IFN-y -Konzentration nach Allergenexposition im induziertem Sputum bei
berufsbedingten Asthmatikern messen (Mamessier et al., 2007). AulRerdem wurde
gezeigt, dass eine Th1-Reaktion nicht unbedingt Th2-getriggerte Allergien
verbessert, sondern verstarken kann (Hansen, Berry, DeKruyff, & Umetsu, 1999;
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Randolph, Stephens, Carruthers, & Chaplin, 1999; U. M. Zissler, Chaker, et al.,
2016). Dies legt die Hypothese nahe, dass bei der Pathogenese weniger das
Gleichgewicht von Th1/Th2-Zellen gestort ist, sondern Th1- und Th2-Populationen
die Anzahl der T-regulatorischen Zellen vermindern (Karagiannidis et al., 2004).

Nachdem es sich hier vor allem um Asthmatiker handelte, die teils mehr, teils
weniger Probleme mit Rhinokonjunktivitis hatten, ist zu beachten, dass
unterschiedlich exponierte Epithelien verschieden reagieren. In der Nase findet vor
allem der Antigenkontakt statt, die Reaktion in der Lunge erfolgt eher durch die
sekundar initiierte Inflammation. Ein moglicher Aspekt ist, dass auf Graserpollen
gramnegative sowie gram-positive Bakterien (vor allem vom Typ Bacillus) gefunden
wurden und daraufhin ein IFN-y-Anstieg messbar war (Heydenreich et al., 2012).
AbschlieRend ist auRerdem moglich, dass beim Messzeitpunkt in der ,,Grippe-Saison”
im Herbst und Winter, trotz Probandenausschluss bei ,Erkaltungssymptomen®, mehr
subakut infizierte Probanden in der relativ kleinen Kontrollgruppe waren und somit
das Ergebnis verfalschten. Dies offenbart ein Defizit im Studiendesign bei dem die
Kontrollen aus organisatorischen Grinden nur aullerhalb der Pollensaison
gemessen werden konnten. Wir empfehlen die Kontrolle der Daten in einer Studie
mit Messung der Kontrollprobanden zu den Zeitpunkten ,in season“ und ,out of

season” und mit einer hdheren Probandenzahl.

Andersherum fiel IL-33, das mechanistisch als primar epithelial sezernierter Baustein
der Th2-Reaktion beim allergischen Asthma gilt, im Nasensekret beider
Asthmatikergruppen im Vergleich zur Kontrolle signifikant ab. Im Sputum hingegen
waren die ,in season“-Spiegel leicht und die ,out of season“-Spiegel stark, wenn
auch nicht signifikant, oberhalb der Kontrolle. IL-33 wurde in diesem Zusammenhang
nicht untersucht aber konnte im Zusammenhang mit einer beschriebenen
physiologischen Unterdrickung der Adhasionsfaktoren ICAM-3 und Selectin (Rogala
& Gluck, 2013) durch erniedrigte Spiegel lokal inflammatorisch wirken. Vielleicht sind
es aber auch Verbrauchsphanomene, die IL-33 im lokalen Sekret von Asthmatikern

erniedrigten.
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1.3. NK-Zellen korrelieren mit lokalen Th2-
Zytokinen und Eosinophilie

Wir konnten mit Hilfe der Durchflusszytometrie erstmalig zeigen, dass CD56"CD3" -
NK-Zellen im Sputum bei Asthmatikern ,in season“ gegenuber Asthmatikern ,out of
season” signifikant erhoht sind (Abb.19). Dies legt eine Beteiligung des innaten
Immunsystems bei der Pathogenese des allergischen Asthma bronchiale nahe. Es
lasst sich aulRerdem mit Studien, die NK-Zellen eine zentrale Rolle in der
Kontaktdermatitis zuteilt, in Einklang bringen (Carbone et al., 2010). Da es sich bei
der Kontaktdermatitis um eine Allergie im Rahmen einer Typ-IV-Reaktion handelt, ist

hier im Unterschied jedoch kein IgE am Pathomechanismus beteiligt.

In unserer Studie korrelierten die NK-Zellen auch klinisch mit der Hohe der Sx1-
Immunocap-Antikorper im Serum (Abb.21) und Quaddeldurchmesser beim Graser-
Pricktest auf der Haut (Abb.21). Ein ahnlicher Zusammenhang wurde schon von
Kusaka et al. gefunden, die jedoch den Zusammenhang zwischen Gesamt-IgE und
NK-Zell-Aktivitat ausschlieBlich bei Gesunden untersuchten und dort ebenfalls eine
positive  Korrelation fanden (Kusaka et al., 1997). Einen moglichen
molekularbiologischen Zusammenhang zur Hohe des Antikorperspiegels bildet der
von NK-Zellen exprimierte FcyRIII-Rezeptor (CD16). Er erkennt von Plasmazellen
gebildete Antikorper und fuhrt zur Aktivierung der Killerzelle, die sogenannte
Antikorper-abhangige zellulare Toxizitat (Moretta et al., 2001). Je mehr Plasmazellen
vorhanden sind, desto mehr Antikorper wie IgE oder IgG werden gebildet und umso
aktiver und zahlreicher sind moglicherweise die NK-Zellen im lokalen Sekret. Da in
der vorliegenden Studie keine Farbung fur CD16 vorgenommen wurde kann an
dieser Stelle nur gemutmalt werden.

NK-Zellen im Sputum korrelierten in unserer Studie positiv mit nasalem IL-24
(Abb.34). Es konnte in Studien bereits eine Produktion von IL-24 durch NK-Zellen
nachgewiesen werden (Caudell et al., 2002). IL-24 ist damit ein Bindeglied in der

Orchestrierung von innatem und erworbenem Immunsystem.

Mit Hilfe von NK-Zell-knockout-Mausen konnte bereits gezeigt werden, dass NK-
Zellen einen zentralen Einfluss auf die Eosinophilie und die Th2-Zytokinproduktion
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haben und teilweise selbst Th2-Zytokine produzieren (Mathias et al., 2014).
Nachgewiesen ist beispielsweise die Produktion von IL-5 durch NK-Zellen bei
Mausen in vivo (Walker, Checkel, Cammisuli, Leibson, & Gleich, 1998). Sie
interagieren Uber dieses zentrale Th2-Zytokin nicht nur mit weiteren NK-Zellen,
sondern auch mit einem weiteren zentralen Mitspieler im allergischen Asthma, den

eosinophilen Granulozyten (Korsgren et al., 1999).

Bei der vorliegenden Studie konnten erhohte Zellzahlen an Eosinophilen bei beiden
Asthmatikergruppen im Vergleich zur Kontrolle gemessen werden (Abb.17). Die
Eosinophilie ist beim allergischen Asthma ein entscheidender pathogenetischer
Faktor, kann aber auch bei allergischer Rhinitis nachgewiesen werden (Fahy, 2009).
Zum einen ist bekannt, dass Exazerbationen und somit die Asthma- Kontrolle mit der
Anzahl der Sputum-Eosinophilen zusammenhangen (Jatakanon, Lim, & Barnes,
2000). Zum anderen konnte ein Absinken der Eosinophilenzahlen bei oraler
Kortisontherapie gezeigt werden (Djukanovic et al., 1997). Dabei wird die Rolle der
Eosinophilen auch durch die Entdeckung des Neutrophilen-Asthma relativiert
(Douwes, Gibson, Pekkanen, & Pearce, 2002).

Ein  weiterentwickelter, molekularbiologischer Ansatz postuliert, dass die
Eosinophilen/Neutrophilen-Asthma-Unterscheidung besser durch Th2-low/Th2-high-
Subtypen beschrieben und im Alltag ersetzt werden kann (Woodruff et al., 2009).
Diese beiden Gruppen zeigten dabei Unterschiede bei IL-13- und IL-5 Spiegeln,
Eosinophilie, Gesamt-IgE, subepithelialer Fibrosierung, Mucinproduktion und
Ansprechen auf inhalative Kortikosteroide. Den Zusammenhang zwischen Th2-
Zytokinen und Eosinophilen kann unsere Studie unterstreichen, da IL-5 im Sputum
und Eosinophile im Sputum miteinander korrelieren und Uber IL-5 als Bindeglied die
Wechselwirkung zwischen Eosinophilen, NK-Zellen sowie T- und B-Zellen erklaren.
Die Wechselwirkung zwischen T-Helferzelle und eosinophilem Granulozyt ist in der
Literatur als reziprok beschrieben, eine Aktivierung von Eosinophilen durch IL-5-
produzierende NK-Zellen ist jedoch ebenfalls bekannt (Harris et al., 2000). Ob es
sich um einen Th2-low oder Th2-high-Typ handelt, konnte dabei Uber die klinische
Analyse von lokalen Atemwegssekreten erfolgen und dabei wichtige
Therapieentscheidungen unterstutzen.

Ein klinisches Einsatzgebiet, welches in die Wechselwirkung von T-Helfer-Zellen, B-

Zellen, NK-Zellen und Eosinophilen eingreift, ist der Anti-IL-5-Antikorper
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"Mepolizumab", der in Deutschland seit 2016 fur nicht-allergisches, eosinophiles
Asthma zugelassen ist. Eine Cochrane Metaanalyse aus 2015 zeigt Hinweise auf
einen klinischen Benefit, ist aber aufgrund widerspruchlicher Daten verhalten
optimistisch und empfiehlt weitere Studien (Powell, Milan, Dwan, Bax, & Walters,
2015). Fur allergisches Asthma ist die Therapieempfehlung im Bereich der
,Biologicals” fur therapierefraktares Asthma aber weiterhin Omalizumab, ein Anti-IgE-
Antikorper. Dessen Effektivitat gegeniber Placebo wurde bei Asthma im
Erwachsenenalter in einer Cochrane-Metaanalyse bei uUber 10 Jahren klinischer
Erfahrung positiv bewertet (Normansell, Walker, Milan, Walters, & Nair, 2014).

1.4. Regulatorische T-Zellen im Sputum

T-regulatorische Zellen sind immunregulatorische Subtypen der T-Zelle, die andere
Immunzellen inhibitorisch beeinflussen konnen. Der TNF-Rezeptor GITR, aber vor
allem FOXP3 sind spezifisch fiir CD4°'CD25"-Zellen und kdénnen somit deren
Detektion vereinfachen (Hori, Nomura, & Sakaguchi, 2003; Shimizu, Yamazaki,
Takahashi, Ishida, & Sakaguchi, 2002). Dabei wurde von Yu et al. im Blut gezeigt,
dass die am starksten FOXP3-positive Population durch die
Oberflacheneigenschaften als CD3"CD4"CD25"CD127" charakterisiert werden kann
(Yu et al.,, 2012). Ausgehend von der Annahme, dass sich in dieser Population
zumindest viele stark FOXP3-positive Zellen befinden, wurde in unserer Studie auf
die Farbung des intrazellularen Markers FOXP3 verzichtet. Dies wurde schon von
Nguyen et al. durchgefuhrt und fuhrte zu neuen Erkentnissen in der Interaktion von
dendritischen Zellen mit T-regulatorischen Zellen (Nguyen, Vanichsarn, & Nadeau,
2009).

In unserer Studie zeigte sich eine Dysbalance der CD4'CD25°CD127" -Tregs mit
signifikant verminderten Zellzahlen im Sputum von Asthmatikern (Abb.19).
Ausgehend von Yu et al. (Yu et al., 2012) sind somit weniger T-regulatorische Zellen
mit hochexprimiertem FOXP3 in deren Atemwegssekret. Auch Mamessier et al.
stellten fest, dass nach SIT/Allergenexposition bei berufsbedingten Asthmatikern

eine verminderte Anzahl an T-regulatorischen Zellen im induzierten Sputum
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vorzufinden war (Mamessier et al., 2007). In vorangehenden Studien konnte bereits
gezeigt werden, dass IL-10 produzierende CD4'CD25"-Zellen die Inflammation
verringern (Hadeiba & Locksley, 2003). Einen Einfluss auf die fur Asthma typische
Atemwegshyperreagibilitat haben diese Zellen aber laut Hadeiba und Locksley nicht.

Die allergische Belastung scheint mit abnehmender Treg-Zahl zuzunehmen und
betont die Wichtigkeit der Balance aus pro- und anti-inflammatorischen Immunzellen
und deren Zytokinen. Ein bisher noch nicht gezeigter Zusammenhang ist die
negative Korrelation von Periostin im Sputum mit der Populationsgrof3e der
regulatorischen T-Zellen (CD4"'CD25'CD127°) im Sputum (Abb.32). Periostin wird,
durch IL-13 induziert, von bronchialen Epithelzellen gebildet (Woodruff et al., 2007).
Bei einer Aktivierung mittels IL-13 kann es durch von Fibroblasten gebildetes
Periostin zu einer subepithelialen Fibrosierung mit Remodeling der Atemwege und
Langzeitschaden kommen (Sidhu et al.,, 2010; Takayama et al, 2006).
Moglicherweise spielen regulatorische T-Zellen auch mehr oder weniger direkt bei
der Inhibition des Lungenumbaus eine Rolle. Periostin ist zuletzt als Marker des
Endotyps mit eosinophiler Inflammation bei allergischen Asthmatikern entdeckt
worden (Bobolea et al., 2015) und zeigt nun in unserer Studie auch eine Verstrickung

in regulatorische Funktionen.

Die CD4'CD25"-Tregs konnten eine Rolle in der Hyposensibilisierungsreaktion
spielen. Francis et al. beschreiben eine erhdhte Anzahl an CD3*CD4°CD25" -Zellen
in PBMCs nach Th2-Stimulation bei Bienenallergikern nach einem Jahr spezifischer
Immuntherapie (SIT) im Vergleich zu Bienenallergiekern ohne SIT (Francis, Till, &
Durham, 2003). Allerdings wurde in dieser Studie weder FOXP3 noch CD127 gefarbt
und die Daten erlauben damit keine endgultige Aussage, ob es sich hier nicht doch
einfach um aktivierte T-Zellen handelte. In neueren Studien konnte eine eindeutige
Identifizierung einer erhohten FOXP3-positiven Treg-Population nach SIT mit
Graserpollenallergen in der nasalen Schleimhaut gefunden werden (Radulovic,
Jacobson, Durham, & Nouri-Aria, 2008).

Auch das IL-4 induzierte Zytokin IL-24 im Sputum (U. M. Zissler, Chaker, et al., 2016)
zeigte eine negative Korrelation mit den Tregs (Abb.32). Dies legt nahe, dass T-
regulatorische Zellen das Th2-Milieu auch im Sputum inhibieren und somit lokal anti-
inflammatorisch wirken. Die einzige Studie, die in eine ahnliche Richtung weist, ist

aus dem Jahr 2014. In Speicheldrisenbiopsien von Sjogren-Syndrom-Patienten
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fanden sich erniedrigte Spiegel von IL-24 bei erhohter Anzahl an T-regulatorischen-
Zellen (Furuzawa-Carballeda et al., 2014). Ob es einen direkten mechanistischen
Zusammenhang zwischen T-regulatorischen Zellen und IL-24 gibt bleibt zu
erforschen.

Eine anti-inflammatorische Rolle der T-regulatorischen Zelle wird durch die negative
Korrelation der T-regulatorischen Zellen mit den, fur die asthmatische Entzindung
zentralen, eosinophilen und neutrophilen Granulozyten in unserer Studie bestatigt
(Abb.20). Die negative Korrelation von Eosinophilen mit Tregs wurde bereits fur
PBMCs von Atopikern (Orihara et al., 2007), aber nicht in lokalen Atemwegssekreten
von Asthmatikern gezeigt. Auch die inhibitorische Funktion von Tregs auf Neutrophile
wurde bereits in Tumoren (Richards et al., 2010) aber auch in einem Asthma-Modell
nachgewiesen (Park et al., 2016). T-regulatorische Zellen scheinen somit einen
inhibitorischen Effekt sowohl auf die Anzahl der proinflammatorischen Granulozyten
bei Neutrophilen-, als auch Eosinophilen-Asthma zu besitzen.

Die negative Korrelation der Tregs zu Quaddeldurchmesser im Graser-Pricktest
sowie der Lebensqualitat beleuchtet deren Spektrum an regulatorischen Funktion
(Abb.22). Gerade die Antikorperproduktion von IgE allgemein aber auch mit den
Aeroallergen-spezifischen IgE (Sx1) im speziellen korrelierte stark negativ mit der
Anzahl der T-regulatorischen T-Zellen im Sputum (Abb.22). Fur PBMCs konnte auch
dieser Zusammenhang bereits von Orihara et al. gezeigt werden (Orihara et al.,
2007). Eine Studie bei Probanden mit atopischer Dermatitis wies einen ahnlichen
Zusammenhang uber eine positive Korrelation des Th17-Zell/Treg-Zell-ratios im Blut
zum Gesamt-lgE-Spiegel im Blut bei einer gro3eren Kohorte nach (Ma et al., 2014).
Bereits langer bekannt ist, dass bei der Pathogenese von allergischem Asthma T-
regulatorische Zellen Uber eine Inhibition von B-Zellen einen verminderten IgE-
Spiegel hervorrufen (Braga et al., 2011). Es gibt zudem Hinweise, dass die
Autoantikorperproduktion bei Autoimmunerkrankungen stark mit einem Mangel an T-
regulatorischen Zellen vergesellschaftet ist (Leonardo, De Santis, Gehrand,
Malherbe, & Gauld, 2012). Dies ist auch mit einer veranderten B-Zell-Entwicklung
und Aktivitat bei Mangel an T-regulatorischen Zellen vereinbar (Leonardo,
Josephson, Hartog, & Gauld, 2010). Eine von Bach postulierte Hypothese besagt,
dass die T-regulatorische Zellen fur den Anstieg der Autoimmunkrankheiten und
Allergien der letzten Jahrzehnte verantwortlich sein konnten (Bach, 2002).

91



1.5. Die klinischen Aspekte der saisonalen
allergischen Asthmatiker

Erstmalig wurde in unserer Studie mittels zweier Fragebdgen bei saisonalen
allergischen Asthmatikern und Kontrollen sowohl Lebensqualitat im RQLQ
(Rhinocunjunctivitis Quality of Life Questionnaire) als auch psychischer Stress im
PSQ (Perceived Stress Questionnaire) der Probanden abgefragt. Dabei zeigte sich,
dass die Beeintrachtigung der Lebensqualitat von Asthmatikern ,in season® Uber ,out
of season” zu den Kontrollprobanden hin signifikant abnahm (Abb.11). Ebenso wurde
nachgewiesen, dass der wahrgenommene Stress in entgegengesetzter Richtung
zunahm (Abb.12). Die Beeintrachtigung der Lebensqualitat und der psychische
Stress korrelierten positiv und wiesen auf einen Zusammenhang hin (Abb.13). Von
allen Unterkategorien der Lebensqualitat zeigten vor allem Einschrankungen in der
Aktivitat der Probanden einen besonders starken Zusammenhang mit dem erlebten
Stress (Abb.15). In dieser Studie wurde nach unserem Wissensstand erstmals der
PSQ bei allergischen Erkrankungen eingesetzt, der ein valides Instrument zur
Evaluierung eines Teilbereichs der menschlichen Psyche darstellt und eventuell
zusatzlich zur Lebensqualitat in klinischen Studien eingesetzt werden konnte. Dabei
wurde der PSQ fur das Gebiet Psychosomatik von Herbert Fliege im Jahr 2001
erstellt und bereits in grof3en klinischen Studien validiert. Eine Besonderheit ist seine
Gewichtung einzelner Teilbereiche des Stress’ um ein objektiveres Gesamtbild des
transaktionalen Stress’ zu erzeugen (Fliege et al., 2005; Kocalevent et al., 2007). Der
RQLQ wurde bereits 1991 als Instrument zur Messung der Lebensqualitat bei
Rhinokonjunktivitis erstellt (Juniper & Guyatt, 1991). Dabei wird er heutzutage auch
aufgrund der langen klinischen Erfahrung unter anderem zur Evaluierung des
Therapieerfolgs bei SIT verwendet. Zu kritisieren ware die Benutzung des RQLQ, da
es sich in unserer Studie primar um allergische Asthmatiker und deren Symptome
handelt. Man hatte den ebenfalls standardisierten und validierten Asthma Quality of
Life Questionnaire (AQLQ) verwenden konnen, der noch spezifischer auf die
Lebensqualitat von Asthmatikern eingeht (Juniper et al., 1992). Andererseits bestand
bei den teilnehmenden allergischen Probanden eine grole Komorbiditat mit
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allergischer Rhinitis und es konnten eindeutige Unterschiede bezuglich der
Lebensqualitdt gemessen werden. Interessant ware auch die Einbeziehung der
erlebten Asthma-Kontrolle (PCAQ) im Vergleich zum objektiven GINA-Score, dem
RQLQ bzw. AQLQ, dem PSQ aber auch molekularbiologischen Untersuchungen
(Katz, Yelin, Eisner, & Blanc, 2002).

Einen in dieser Form nicht gezeigten Zusammenhang brachte die statistische
Korrelation von GINA-Asthma-Kontrollgrad mit dem Gesamtwert des PSQ als auch
des RQLQ (Abb.14). Aber auch auf zellularer Ebene konnten wir eine negative
Korrelation von Lebensqualitat und eosinophilen sowie neutrophilen Granulozyten
nachweisen (Abb.18). Unkontrolliertes Asthma geht mit hoherem Stressempfinden
und einer geringeren Lebensqualitdt einher. Bisher bekannt ist einerseits eine
Komorbiditat mit psychiatrischen Erkrankungen (Goodwin et al., 2003). Andererseits
gibt es die Hypothese, dass durch Stress eine Suppression der Hypophyse einen
Mangel an korpereigenem Kortisol hervorruft und damit zumindest einen
proinflammatorischen Beitrag zur Genese von Asthma liefern kann (Di Marco,
Santus, & Centanni, 2011). Ouellet et al. beschreiben eine verminderte
Asthmakontrolle durch Stress (Ouellet et al., 2012). Die Beziehung zwischen Asthma
und Stress ist fur unser Verstandnis eher reziprok mit einer Erhohung des
Stresslevels durch unkontrolliertes Asthma und umgekehrt. Die Verwendung des
PSQ ist in diesem Zusammenhang ein neues Messinstrument, das wohl den
Asthmakontrollgrad zu einem gewissen Grad widerspiegeln kann. Generell sollte im
klinischen Gesamtkonzept der Asthmatherapie besonders bei schweren Fallen eine
psychologische oder psychosomatische Mitbetreuung und Anbindung mitbedacht

werden.

Eotaxin-3 (CCL 26) wurde in einer vorangehenden Arbeit unserer Arbeitsgruppe
schon als IL-4 induzierbares, pro-inflammatorisches Zytokin bei allergischer Rhinitis
beschrieben (U. M. Zissler, Chaker, et al., 2016). Im Sputum korrelierte Eotaxin-3 in
dieser Studie positiv mit Gesamt-IgE, Sx1-Antikorpern, Graser-Pricktest und Birken-
Pricktest (Abb.31). Diese erstaunliche Verknupfung mit allen von uns gemessenen
allergiediagnostischen Parametern offenbart einen essentiellen Angelpunkt der
Allergie. Wahrscheinlich Uber die chemotaktische Beziehung zu eosinophilen
Granulozyten (Ravensberg et al., 2005) ist die allergische Reaktion abhangig von
Eotaxin-3. Die Wechselwirkung von eosinophilen Granulozyten mit B-Zellen
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wiederum konnte verantwortlich fur eine gesteigerte Antikorperproduktion sein, die
sich in erhohtem Gesamt-IgE und Sx1-Antikorpern ausdrucki.

Mittels ROC-Analyse konnten wir die Fahigkeit der gemessenen Biomarker ermitteln
zwischen Asthmatikern und Nicht-Asthmatikern zu unterscheiden. Dabei zeigten
Periostin im Sputum (AUC=0,76) und G-CSF im nasalen Sekret (AUC=0,78) unter
allen Biomarkern die hochste Sensitivitat und Spezifitat zur Unterscheidung dieser 2
Gruppen. Mehrere Studien zur Validierung von Serum-Periostin als Biomarker fur
Eosinophilie und Asthma wurden bereits durchgefuhrt, (Jia et al., 2012) jedoch
konnten wir nachweisen, dass mit Sputum-Periostin auch lokale Zytokine relevante
Biomarker fur den Krankheitsverlauf sein konnten. Auflerdem konnten wir mittels
ROC-Analyse zeigen, dass IL-24 bei einer AUC=0,91 ein gutes Instrument ist um
kontrollierte Asthmatiker (GINA-Score=0) von teils und ganz unkontrollierten
Asthmatikern (GINA-Score<0) zu unterscheiden. Ein Zusammenhang von |L-24 und
Asthmakontroligrad ist in der Literatur noch nicht beschrieben. Moglicherweise
konnte IL-24 ein Verlaufsmarker, ahnlich dem HbA1c in der Verlaufsbeurteilung des
Diabetes mellitus, mit objektivierbarer Aussage zum Verlauf des allergischen

Asthmas bzw. des Entzindungszustandes sein.

IL-24 und IL-13 Kkorrelieren jeweils in Sputum und nasalem Sekret stark positiv. Das
Verstandnis, dass nicht nur eine raumliche, sondern auch eine immunologische
Verbindung zwischen den oberen und unteren Atemwegen besteht ist spatestens
seit der ,United Airways“-Hypothese von Braunstahl et al. bekannt (Braunstahl,
2007). Der genaue Mechanismus wird diskutiert, man geht jedoch von einer
Beteiligung von Adhasionsfaktoren bei der Entstehung der generalisierten
Entzindung aus (Braunstahl et al., 2001). Der Zusammenhang uber systemische
Zytokine wurde ebenfalls postuliert aber nicht abschlieliend erforscht. Da unsere
Messungen lediglich die lokalen Sekrete betraf kann in unserer Studie nichts Uber
einen systemischen Link der beiden Atemwegsabschnitte ausgesagt werden.
Andererseits konnte die Theorie der Mikroaspiration eine groRere Rolle spielen,
wenn lokale Biomarker des Nasensekrets in die Lunge gelangen und dort eventuell
eine Entzundungskaskade anstoRen. Unsere Messungen der beiden Sekrete waren
nicht in ausreichendem Mal} Ubereinstimmend um von einer Messung der oberen
Atemwege etwas Uber die unteren Atemwege aussagen zu konnen. Man sollte

jedoch gerade diesen Zusammenhang erforschen, um in naher Zukunft Uber das
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relativ leicht und wenig invasiv zu gewinnende Nasensekret Ruckschlusse auf die

Inflammation in der Lunge ziehen zu kénnen.

Insgesamt konnten wir mit dieser Studie ein Muster der lokalen Entzindung der
Atemwege bei allergischem Asthma erstellen. Dabei zeigten sich vor allem die
Frequenz an B-Zellen, T-regulatorische Zellen und NK-Zellen deutlich verandert. Die
gemessenen Biomarker zeigten ein spezifisches Muster bei Asthmatikern und
spiegelten die Th2-Entzindung wider. So konnten lokale Biomarker, darunter G-CSF
und Periostin, bei der Diagnosestellung des heterogenen Krankheitsbildes ,,Asthma
bronchiale® in Zukunft eine Rolle spielen. Auch ob lokale Biomarker, wie IL-24, zur
Verlaufsmessung des Asthma-Kontrollgrads geeignet sind sollte in klinischen Studien

weiter Uberpruft werden.
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6 Anhang

6.1 Einschlusskriterien

Ein- und Ausschlusskriterien der Studie im Rahmen der

Dissertation von Moritz Ulrich

EinschluBkriterien ,,Allergische Asthmatiker” aus UBA-Studie:

a. Mindestens 2 der im folgenden genannten Symptome der oberen Atemwege,
die auf eine allergologische Erkrankung hindeuten: Niesen, Juckreiz,
Naselaufen, Augenjucken, verstopfte Nase, retronasaler Schleimfluss, Husten,
Asthmaanfélle, Infektneigung, saisonale Hdufung der Beschwerden.

b. Alter zwischen 20 und 65 Jahren.

C. Die Patientin / der Patient muss seinen Hauptwohnsitz seit mindestens 20
Jahren in der jeweiligen Region (Nordrhein-Westfalen, bzw. Bayern) haben.

d. Einverstédndnis gemal Einverstandniserkldrung ( siehe Anlage).

Zusaétzliches Einschlusskriterium in dieser Studie:

e. vordiagnostiziertes Asthma

Ausschlusskriterien ,,Allergische Asthmatiker” aus UBA-Studie:

1. Anamnestisch bekannte oder aktuelle psychische Erkrankung oder Stérung,
die die Fahigkeit der Patienten beeintrdchtigen kann, die Anforderungen der
Priifung zu verstehen, an der Priifung teilzunehmen oder die Einwilligung nach
Aufklérung zu geben.

2. Anamnestisch bekannte(r) oder aktuelle(r) Abh&ngigkeit oder Mil3brauch von
Alkohol oder Medikamenten.

3. Einnahme von langwirkenden Antihistaminika in den letzten 72 Stunden
und/oder Einnahme von systemischen Glukokortikoiden in den letzten 7 Tagen

und/oder Einnahme von Immunsuppressiva.
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10.

Aktiver Parasitenbefall.

Aktive Malignomerkrankung.

Aktive  Systemerkrankungen wie Tuberkulose, Kollagenosen, multiple
Sklerose, AIDS-Erkrankung.

Schwere internisitsche Erkrankungen, z.B. schwere dekompensierte
Organerkrankung des Herzens, der Leber, der Niere oder Diabetes Mellitus.
Zustand nach Organtransplantation.

Teilnahme an AMG Studien in den letzten 8 Wochen.

Schwangerschatt.

Zusaétzliches Ausschlusskriterium in unserer Studie:

11.

Aktuelles Rauchen.

EinschluBkriterien ,,Kontrollproband* aus der UBA-Studie:

a.

Keine der im folgenden genannten Symptome der oberen Atemwege, die auf
eine allergologische Erkrankung hindeuten: Niesen, Juckreiz, Naselaufen,
Augenjucken, verstopfte Nase, retronasaler Schleimfluss, Husten,
Asthmaanfélle, Infektneigung, saisonale Hdufung der Beschwerden.

Alter zwischen 20 und 65 Jahren.

Die Patientin / der Patient muss seinen Hauptwohnsitz seit mindestens 20
Jahren in der jeweiligen Region (Nordrhein-Westfalen, bzw. Bayern) haben.
Einverstédndnis gemald Einverstandniserkldrung ( siehe Anlage).

Ausschlusskriterien ,,Kontrollproband“ aus der UBA-Studie:

1.

Anamnestisch bekannte oder aktuelle psychische Erkrankung oder Stbrung,
die die Fahigkeit der Patienten beeintrdchtigen kann, die Anforderungen der
Priifung zu verstehen, an der Priifung teilzunehmen oder die Einwilligung nach
Aufklérung zu geben.

Anamnestisch bekannte(r) oder aktuelle(r) Abh&ngigkeit oder Mil3brauch von
Alkohol oder Medikamenten.

Einnahme von langwirkenden Antihistaminika in den letzten 72 Stunden
und/oder Einnahme von systemischen Glukokortikoiden in den letzten 7 Tagen
und/oder Einnahme von Immunsuppressiva.

Aktiver Parasitenbefall.

Aktive Malignomerkrankung.
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10.

Aktive  Systemerkrankungen wie Tuberkulose, Kollagenosen, multiple
Sklerose, AIDS-Erkrankung.

Schwere internisitsche Erkrankungen, z.B. schwere dekompensierte
Organerkrankung des Herzens, der Leber, der Niere oder Diabetes Mellitus.
Zustand nach Organtransplantation.

Teilnahme an AMG Studien in den letzten 8 Wochen.

Schwangerschatt.

Zusaétzliches Ausschlusskriterium in unserer Studie:

11.

Aktuelles Rauchen.
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Synopse

Allergische Erkrankungen der oberen Atemwege nehmen kontinuierlich zu. Allergische Rhinitis ist die
haufigste allergische Erkrankung mit einer Pravalenz von ca. 25 % in der entwickelten Welt — Ten-
denz weiterhin steigend. Die Sozio6konomische Bedeutung ist erheblich und basiert auf zwei Fakto-
ren: Reduktion der Lebensqualitat und Produktivitat sowie Zunahme von Gesundheitsausgaben auf-
grund medizinisch relevanter Komplikationen (z.B. Sinusitis, Asthma, Lebensmittelallergien). Der
vorliegende Antrag untersucht die komplexe Interaktion zwischen adaptiver und innater Immunitat
der allergischen Rhinitis mit und ohne allergisches Asthma bronchiale anhand von humanen, transla-
tionalen Provokationsmodellen in vivo mit besonderem Schwerpunkt der Lipidmediatoren und lhrer
Interaktion in den Entziindungsnetzwerken. An insgesamt 3 Kollektiven sollen diese Effekte unter-
sucht werden: 20 Probanden mit allergischer Rhinitis gegen Graserpollen werden auerhalb der
Allergiesaison nasale Allergenprovokationen erhalten und wahrend 24 Stunden nasale Funktion,
Symptome, Lipidmediatoren mit Ihrem Metabolom und Zytokine gemessen, Basophile und T-Zellen
in der Nase im FACS charakterisiert. Innerhalb des Zeitraumes von einem Jahr sollen insgesamt 20
Patienten mit allergischem Asthma bronchiale induzierte Sputen generieren, die die gleichen MeR-
panel durchlaufen. An Gewebe von 20 Patienten, die sich einer Operation der Nase oder Nasenne-
benhohlen unterziehen, wird die Rezeptorexpression von Lipidmediatoren bei Basophilen, Mastzel-

len und T-Zellen in konfokalen Mikroskopien untersucht.
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Angaben zum Forschungsvorhaben

Hintergrund und wissenschaftliche Begriindung des Projektes

Die Inzidenz IgE-vermittelter, allergischer Erkrankungen der oberen Atemwege steigt kontinuierlich
an. Derzeit liegt sie bei ca. 25 % in den Industrienationen [1]. Zugleich steigt hiermit die Pravalenz
von Asthma bronchiale [2, 3]. Eine allergische Rhinitis geht (adjustiert auf IgE-Level, familiares
Asthmarisiko, Rauchgewohnheiten, Geschlecht und Alter) mit einem 3,53-fach (Cl: 2,11-5,91) erh6h-
ten Risiko einher, innerhalb von 8 Jahren an einem Asthma bronchiale zu erkranken [2].

Bei sensibilisierten Patienten fihrt Allergenexposition in den Atemwegen innerhalb weniger Minuten
zu einer IgE- und mastzellvermittelten Frihphase, die in der Nase zu Juckreiz, nasaler Obstruktion,
Rhinorrhoe sowie zu konjunktivalen Reaktionen fiihrt. In der Lunge kommt es zu einer reversiblen
Bronchokonstriktion und Hypersekretion. Wenige Stunden (ca. 4-7h) nach Exposition tritt eine T-
Zellvermittelte Spatphasereaktion ein, bei der zusatzlich zu den in der Friihphase freigesetzten Me-
diatoren wie z.B. Histamin, Prostaglandinen und Leukotrienen eine Sekretion von Th2 Zytokinen wie
z.B. IL-4 erfolgt [4].

Die Infiltration durch allergenspezifische T-Zellen bei allergischer Rhinitis und Asthma bronchiale
flhrt bei chronisch-repetitiver Exposition zu einer allergischen Entziindungsreaktion mit Gewebeeo-
sinophilie [5, 6] und resultiert in den unteren Atemwegen in einem Gewebeumbau, der als Remode-
ling bezeichnet wird [7]. Es konnte gezeigt werden, dass die Induktion einer allergischen Entziindung
der oberen Atemwege zu einer Infiltration durch eosinophile Granulozyten in den unteren Atemwege
fihrt und vice versa zu einer Basophilenakkumulation in der Nase, woraus das Konzept der ,United
Airways" formuliert wurde [8-10].

Im Fokus der Pathogenese der chronischen Entziindung der Atemwege und der Haut stehen funk-
tionell adaptierte T-Zellsubtypen (Th2, Th22, Th17) [11-13], im Fokus der Protektion und aller-
genspezifischen Immuntherapie regulatorische T.eq Zellen [14]. Die Regulation friiher und innater
Entziindungsmechanismen im Rahmen der allergischen Entziindungsreaktion ist derzeit bis auf die
Mastzellreaktion nicht bekannt. So spielen Lipidmediatoren, Leukotriene und Prostaglandine eine
entscheidende Rolle.

Die Vernetzung der innaten Antwort Uber IL-4 und IL-3 sowie IL-33 sowie mdgliche feed-back me-
chanismen sind vor allem im Zielorgan nicht untersucht. Die Rolle von Lipidmetaboliten sowie ihren
maoglichen Regulatorischen Einfluss muss ebenfalls beleuchtet werden.

Potentiell inflammatorisch protektive Lipide wie Protektin wurden in kleinen Fallzahlen bei akuten
Exazerbationen asthmatischer Erkrankungen untersucht, allerdings noch nicht in den oberen Atem-
wegen und nicht in systematischen grofen Studien oder Kohorten. lhre biologischen Zielstrukturen

im Menschen und ihre Vernetzung in den Entziindungsnetzwerken sind in vivo nicht dargestellt.

Fragestellung:
Welche Rolle nehmen Lipidmediatoren und Metaboliten in den verschiedenen Phasen der allergi-

schen Entziindungsreaktion in der Nase und in den Bronchien ein? Wird die Entziindungsreakion
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durch Lipide oder Ihr Metabolom reguliert? Zu welchem Zeitpunkt spielt die Produktion von Entzin-

dungsmediatoren durch Basophile und T-Zellen eine Rolle?

Ziele:
Das Forschungsprojekt soll zum einen die Rolle adaptiver und innater zelluldrer Reaktionen in der

Nasenschleimhaut beleuchten, in dem in Provokationsmodellen longitudinal und OP-Praparaten in
einer Querschnittsuntersuchung die Kinetik der Zytokin- und Mediatorexpression von Basophile und
T-Zellen untersucht wird. Zum anderen sollen mittels einer Metabolomplattform die Rolle von Lipid-
metaboliten hypothesenfrei untersucht werden. Fir méglicher Weise protektive Lipide, wie Maresine,
Lipoxine und Protectine sollen im Rahmen der bei der KKF beantragten Projektférderung praliminare
Daten generiert werden, die eine Poweranalyse zur Fallzahlabschatzung fir einen folgenden DFG-

Antrag ermdglicht.

Studiendesign:
Es handelt sich um eine translationale, experimentelle Provokationsstudie (Nicht-AMG). Insgesamt

werden 3 Kollektive, hiervon zwei in longitudinalem Setting und eine im Querschnitt untersucht.

1. 20 Patienten mit allergischer Rhinitis gegen Graserpollen werden aufierhalb des Pollenfluges
nasal mit Allergenen provoziert.

2. 20 Patienten mit allergischer Rhinitis und allergischem Asthma werden bei fehlender
Allergenexposition (z.B. auBerhalb der Pollensaison) einer Salzsoleninhalation zur
Sputuminduktion unterzogen.

3. Bei 20 Patienten, die sich aufgrund einer chronischen Sinusitis oder einer Septumdeformitat
in der HNO-Klinik einer Nasen- oder Nasennebenhdhlenoperation unterziehen, werden

Nasenschleimhautproben immunhistochemisch und konfokal-mikroskopisch untersucht.

Nasale Allergenprovokationen

Fir diese Studie werden bis zu 20 Patienten mit gesicherter allergischer Rhinitis gegen Graserpollen
auBerhalb der Allergiesaison als Probanden rekrutiert und nasal allergenprovoziert. Hierbei sind wie-
derholte Provokationen an bis zu drei aufeinander folgenden Tagen mdglich, um eine persistierende
Exposition unter natilirlichen Bedingungen zu simulieren. Provokationen werden standardisiert mit
25.000 BU Graserpollenmischung (Allergopharma) durchgefiihrt. Nach 5 Minuten, 15 Minuten und
dann stindlich bis 7h, und 24h nach Exposition werden Nasensekrete, nasale Kiretagen sowie
Funktionsmessungen und Symptombestimmungen durchgefiihrt. Die Durchfiihrung dieser Provoka-
tionsstudien, das Notfallmanagement fir die Studienpatienten sowie die zeitkritische, standardisierte

Weiterverarbeitung der Proben sind in der Gruppe hervorragend etabliert.
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Gewinnung von Nasensekret, nasalen Kiiretagen, Blutzellen und Serum

Nach der Provokation erfolgt die Messphase mit stiindlich durchzufiihrender Rhinomanometrie und
Sekretgewinnung. Das Nasensekret wird mittels der Disc-Methode gewonnen. Zeitpunkte zur Se-
kretgewinnung sind t=0 (vor Challenge), 5 min, 15 min, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 7h und 24h nach Ex-
position. Die Filterpapierstreifen (,discs®), in denen das Sekret aufgefangen wird, werden vor dem
Experiment gewogen, um den Leerwert zu bestimmen. Zum Auffangen des Sekrets werden sie auf
der provozierten Seite auf das anteriore Nasenseptum aufgebracht und nach 45 Sekunden wieder
entnommen. Es folgt eine erneute Wagung der Filterpapierstreifen; die Differenz (in mg) der beiden
Wagungen entspricht der Sekretmenge (in yL). Zur Sekret-Extraktion werden die Streifen mit 500 pL
inkubiert und bei 4°C zentrifugiert. Nach Entfernung des Filterpapiers wird die Lésung & 2 x 250uL
aliquotiert und bei —80°C eingefroren.

Die Kirettage zur nicht-invasiven Gewinnung von Nasenschleimhaut-Epithel erfolgt jeweils zum
Zeitpunkt t=0, t=6h und am Ende des Experiments (t=24h). Unter Sicht wird eine RNase-freie Kirette
auf der Provokationsseite in die untere Nasenmuschel eingefiihrt. Durch vorsichtiges Abstreichen der
Kdirette entlang der Wand der unteren Nasenmuschel werden Zellen der oberen Schleimhautschicht
gewonnen. Der Inhalt der Kirette wird in 100uL Puffer, vorgelegt in einem sterilen 1,5 mL Eppendorf-
Cup, aufgenommen und durchfluRzytometrisch untersucht.

PBMC werden mit CPT-Tubes aus Vollblut in einem Schritt isoliert, zudem werden 10 ml Serum im

gleichen Schritt zu den Zeitpunkten t=0, t=1h und t=7 h entnommen.

Induziertes Sputum

Das Induzierte Sputum gibt uns einen Einblick in den pro-inflammatorischen Status der Bronchien.
Die Generierung dieses Sputums mittels hyperosmolarer Inhalation von NaCl erfolgt Gber einen Zeit-
raum von 3* 7 Minuten mit ansteigenden Konzentrationen NaCl 3 %- 5% Sole in Kooperation mit der

Abteilung fir Pneumologie.

Zunéchst wird die FEV1 (Bester von 3 Versuchen) bestimmt, hiernach erfolgt die Inhalation von 400
ug Salbutamol und die post-beta2 FEV1 nach 10 Minuten. Hiernach werden Uber einen Vernebler
Uber 7 Minuten zunachst 3 %ige NaCl Sole inhaliert. Im Anschluss erfolgt eine erneute FEV1 Mes-
sung sowie Abhusten und Auffangen des Sputums. Bei starken Symptomen und/oder Abfall um = 20
% von der post-beta2 FEV1 wird Salbutamol inhaliert und die Sputuminduktion gestoppt. Bei Abfall
der post-beta2 FEV1 um bis zu 10 % wird die Sputuminduktion mit 4 %iger und im néchsten Schritt
mit 5 %iger NaCl Sole fortgesetzt. Das Notfallmanagement fiir die Studienpatienten ist durch die

klinisch hervorragend etablierte Maximalversorgung etabliert.
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Zielparameter:

a.) Nasale Provokation:
a. Primarer Zielparameter: Nasaler Flow und Sekretgewicht Giber Zeit
b. Sekundare Zielparameter:
i. Frequenz T-Zellen und Basophile tber Zeit im Nasensekret und Blut
ii. Konzentration PGD2, IL-4, IL-13 im Nasensekret Uiber Zeit
iii. Kinetik des Lipidoms im Nasensekret und Serum Uber Zeit: hypothesenfreie
Charakterisierung beteiligter Lipide und ihrer Abbauprodukte
iv. Symptome (TNSS Uber Zeit)
b.) Induziertes Sputum
a. Primarer Zielparameter: FEV1 in ml Giber Zeit
b. Sekundare Zielparameter:
i. Konzentration PGDZ2, IL-4, IL-13 im Sputum
ii. Charakterisierung des Lipidoms im Sputum und Serum
c.) Biopsate der Nasenschleimhaut
a. Priméarer Zielparameter: Immunhistochemische Analyse von T-Zellen, Mastzellen,
Eosinophilen und Basophilen
b. Sekundéare Zielparameter:
i. Untersuchung der Rezeptorexpression fir Lipide

i. PCR Untersuchung der Rezeptorexpression fir Lipide

Nutzen und Risiko des Forschungsprojektes

Es handelt sich um eine experimentelle Nicht-AMG Studie. Alle in dieser Studie verwendeten Tests
sind bereits entweder in der klinischen Routine und Patientenversorgung eingesetzt oder sind als

experimentelle Methoden allgemein anerkannt und verfiigen Uber ein sehr gutes Sicherheitsprofil.

Fir den Haut-Prick Test werden Allergenlésungen auf die Haut aufgetragen und mit einer feinen
Nadel in die Haut eingebracht (allergologische Standarddiagnostik). Dieser Test ist nicht schmerzhaft
und wird auch durch Kinder gut akzeptiert. Bei entsprechender Sensibilisierung auf die getesteten
Allergene im Hauttest kommt es zu einer Hautrétung, Quaddelbildung und Juckreiz. Nach ca. 15-20
Minuten Iasst diese Reaktion nach. Eine systemische allergische Reaktion durch den Test ist sehr
unwahrscheinlich. In sehr seltenen Fallen kann es zu systemischen Reaktionen mit Luftnot, Asthma,
anaphylaktischen Schock kommen. Solche sehr seltenen, schwerwiegenden Nebenwirkungen be-
dirfen gegebenenfalls einer intensivmedizinischen Behandlung. Die Studienarzte sind mit den Me-

thoden der Allergologie vertraut und erfahren und kénnen diese Notfalle adaquat behandeln.
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Die bei der Untersuchung durchzufiihrende Blutabnahme kann schmerzhaft sein und zu einem blau-
en Fleck an der Entnahmestelle fliihren. Sehr selten kénnen Nervenverletzungen oder Infektionen

auftreten.

Die Einlage von Filterpapierstreifen in die Nase zum Sammeln von Nasensekret nach nasaler Aller-

genprovokation kann Niesreiz hervorrufen.

Die Nasenabstriche mit Kiiretten erlauben eine oberflachliche Entnahme von Zellen aus dem Gebiet
der unteren Muschel in der Nase mittels eines Abstrichinstrumentes (Kurette) vorzunehmen, ohne
dass diese hierbei ,verletzt* wird. In sehr seltenen Fallen kann es dabei zu voriibergehender Reizung

der Schleimhaut, Niesreiz, Augentréanen oder Blutungen kommen.

Die nasale Allergenprovokation auRerhalb der Pollensaison ist das Goldstandardverfahren zur Uber-
prifung der funktionellen Relevanz von Allergenen und eine sichere, auch in unserer Routinediagno-
stik der Allergiesprechstunde etablierte Methode. Nach ca. 15 Minuten ist die akute Phase beendet.
Ca. 6 Stunden nach nasaler Allergenprovokation kann allerdings wieder eine Nasenatmungsbehin-
derung, Niesen, Juckreiz oder auch eine systemische Reaktion stattfinden. In sehr seltenen Fallen
kann es zu systemischen Reaktionen mit Luftnot, Asthma und bis zum allergischen Schock kommen.
Dieses ist allerdings sehr unwahrscheinlich. Die Studienarzte sind mit der Behandlung dieser Notfalle
vertraut, die notwendige Ausriistung ist einsatzbereit.

Bronchiale Inhalationen mit einer konzentrierten Salzsole fiihren zu Husten und zu gesteigerter bron-
chialer Sekretion von Schleim. Gelegentlich treten asthmatische Reaktionen, schwere Hustenattac-
ken und in seltenen Fallen Luftnot auf. Die Gabe von Beta2-Mimetika, wie z.B. Salbutamol kann ge-
legentlich zu einem trockenen Mund, Nervositat, Herzklopfen und zu leichtem Zittern fihren. Alle

genannten moglichen Nebenwirkungen sind in der Regel innerhalb kurzer Zeit wieder riicklaufig.

Auswahl und Anzahl der Patienten
Die Patienten fiir diese Studie werden aus der laufenden Allergiesprechstunde der HNO-Klinik rekru-

tiert. Insgesamt ist es geplant bis zu 60 Patienten in diese Studie einzuschliessen.

Einschlusskriterien
Patienten, die an dieser Studie teiinehmen moéchten, missen im Alter zwischen 18-70 Jahre sein und
ihr schriftliches Einverstandnis zur Studienteilnahme gegeben haben.

Entsprechend der drei Substudienkollektive finden folgende Kriterien Anwendung:

a.) Patienten mit einer gesicherten allergischen Rhinitis gegen Graserpollen
a. Positive Quaddel fiir Graserpollen > 3mm im Vergleich zur Positiv und Negativkon-
trolle im Haut-Prick Test
b. Anamnese einer saisonalen allergischen Rhinitis seit mehr als 2 Jahren
c. Nachsweis von spezifischem IgE gegen Graserpollen mindestens RAST Klasse 2

b.) Patienten mit allergischer Rhinitis und begleitendem allergischen Asthma
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a. Nachweis einer relevanten allergischen Sensibilisierung gegen saisonale Allergene
im Haut-Prick Test als positive Quaddel fir Graser- und/oder Krauter/Frihbliher
Pollen > 3mm im Vergleich zur Positiv- und Negativkontrolle.
b. Anamnese einer saisonalen allergischen Rhinitis mit begleitenden saisonalen asth-
matischen Beschwerden mindestens in einer Allergiesaison der letzten 3 Jahre
c.) Patienten mit chronischer Sinusitis oder Rhinitis, die sich einer Operation der Nase- und oder

Nasennebenhdhlen unterziehen

Ausschlusskriterien

Patienten mit schwerem Asthma bronchiale und einer FEV1 unter Therapie von unter 80 % des
Sollwertes werden nicht in der Nase allergenprovoziert und auch nicht einer bronchialen Sputumin-
duktion unterzogen. Patienten in der Schwangerschaft, Stillzeit, Minderjahrige (Alter <18 Jahre), Me-
dikation mit systemischen Steroiden, ACE-Hemmern, Betablockern oder immunsupressiv wirkenden
Substanzen (1 Monat) sowie Patienten mit schweren systemischen Erkrankungen, insbesondere
Herz-Kreislauferkrankungen oder Malignomen, werden von den Untersuchungen ausgeschlossen.
Vor Provokationstestungen miissen folgende Karenzfristen beriicksichtigt werden: 3 Tage fir DNCG,
Nedocromil, 1 Woche fiir nasale und orale Antihistaminika, 1 Monat fur systemische Steroide, 14

Tage fir nasale Steroide.

Biometrie

Es handelt sich um eine praliminare Studie, mit welcher wir die Grundlage fiir eine adaquat dimen-
sionierte experimentelle konfirmatorische Studie generieren mochten. Die statistische Auswertung
der erhobenen Daten erfolgt mit Graph Pad Prism unter Annahme einer Irrtumswahrscheinlichkeit
von 5 % als Repeated-Measurement ANOVA fir die Zytokin- und Mediatorkonzentrationen nach

nasaler Allergenprovokation, sowie als paarige student’'s T-Test Messungen fiir Sputumanalysen.

Grundsatze

Es handelt sich um eine wissenschaftlich-experimentelle Studie im Sinne einer Nicht-AMG Studie.
Eine Durchfiihrung der Studie ist an die zustimmende Stellungnahme der Ethikkommission gebun-
den. Die Grundsatze flr eine ordnungsgemafie Durchfiihrung im Sinne der Deklaration von Helsinki

und der ,Note for Guidance on Good Clinical Practice* (GCP) der ICH werden gewahrt.

Datenmanagement
Samtliche Originaldaten werden in Papierformat erhoben und verbleiben entsprechend der DFG-
Empfehlungen zur guten wissenschaftlichen Praxis fiir mindestens 10 Jahre in dem jeweiligen Unter-

suchungszentrum.
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6.3 Probandeninformation

Eine gemeinsame Studie der Hals-Nasen-Ohrenklinik und m

Technische Universitat Miinchen

o

der Pneumologischen Abteilung der 1. Medizinischen Klinik

des Klinikums rechts der Isar

Probandeninformation

Effekte von Lipidmediatoren und anderen Entziindungsfaktoren bei allergischen Er-
krankungen der oberen Atemwege

Sehr geehrte Probandin, sehr geehrter Proband,

Sie werden gebeten an einer Studie teilzunehmen, mit der wir Mechanismen der Entstehung von Al-
lergien und Asthma in lhrer Nasenschleimhaut und den Bronchien untersuchen mdchten.

Ehe Sie Ihr Einverstandnis geben, lesen Sie bitte dieses Schreiben durch und lassen sich von lhren
betreuenden Arzten eingehend aufklaren, falls Sie etwas nicht verstehen.

Allergische Rhinitis (vielen als ,Heuschnupfen® bekannt) ist eine Erkrankung, deren Haufigkeit in den
letzten Jahren deutlich zugenommen hat. Sie wird bei Menschen mit einer Sensibilisierung durch an
sich eigentlich nicht krankmachende Allergene ausgeldst und fiihrt zu den typischen Symptomen wie
Augen- und Nasenjucken, Niesen und tibermaBiger Sekretproduktion. Desweiteren fiihrt eine allergi-
sche Rhinitis haufig zu einem sogenannten Etagenwechsel in den Atemwegen, es kann ein Asthma
entstehen. Die Wahrscheinlichkeit, weitere Allergien zu entwickeln, wenn man bereits gegen ein Aller-
gen sensibilisiert ist, ist deutlich erhdht, auch kdnnen Kreuzallergien und Nahrungsmittelallergien auf-
treten.

Ziel der Studie:

Mit dieser Studie helfen Sie uns zu verstehen, welche Botenstoffe zu den verschiedenen Zeitpunkten
einer allergischen Reaktion der Nase oder der Bronchien beteiligt sind. Die genaue Kenntnis dieser
Botenstoffe, ihrer Herstellung durch Abwehrzellen sowie ihrer Rolle im Entziindungsnetzwerk kdnnen
helfen, zukilnftig die Therapiemdglichkeiten der allergischen Rhinitis und von allergischem Asthma
verbessern.

Vorgehensweise:
Die Studie wird durchgefiihrt gemaR den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fir Allergologie und

klinische Immunologie (DGAKI). Da es nicht um eine Therapiestudie, sondern um eine diagnostisch-
wissenschaftliche Studie handelt, erhalten Sie kein Studienmedikament. Bei manchen Probanden
werden wir nur Blut abnehmen, bei einigen eine bronchiale Provokation mit konzentrierter Soleinhala-
tion im und aulRerhalb des Pollenfluges durchfiihren und bei einem Teil der Probanden auBerhalb des

Anmeldung HNO-Klinik Webseiten der Klinik Koordination dieser Studie:
Tel: 089 4140 -2390/ -2392 http://www.med.tu-muenchen.de/ Dr. Adam Chaker
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Pollenfluges eine nasale Allergenprovokation durchfiihren. Es handelt sich um ein Grundlagenfor-
schungsprojekt, bei welchem wir die gewonnenen Proben im Labor auf fiir die Vermittlung von Allergi-
en wichtigen Botenstoffe untersuchen werden. lhre Teilnahme an jeder dieser Untersuchungen ist
freiwillig.

Uberpriifung der Ein- und Ausschlusskriterien und allgemeine korperliche und HNO-arztliche
Untersuchung (Screening-Visit):

Vor Aufnahme in die Studie erhalten Sie diese Patienteninformation und werden genau iiber den Ab-
lauf der Studie, die Art der Allergenprovokation, die Probengewinnung und iiber mégliche Risiken in-
formiert. Nachdem Sie schriftlich [hr Einverstandnis fiir die Teilnahme an dieser Studie erklart haben,
werden Sie untersucht. Hierbei werden ein HNO-Status, eine Lungenfunktionspriifung sowie ein Al-
lergiehauttest durchgefiihrt. Ferner entnehmen wir lhnen ca. 5ml Blut, um in Ihrem Blut allergenspezi-
fische Antikérper (IgE) zu bestimmen.

Bei allen weiblichen Studienteilnehmerinnen vor der Menopause (d.h. der letzten Regel) ist ein
Schwangerschaftstest im Urin erforderlich. Als Schwangere oder Stillende diirfen Sie an dieser Studie
nicht teilnehmen.

Nasale Allergenprovokation, nasale Kiiretagen und Blutabnahmen

Um eine allergische Reaktion auszuldsen, spriihen wir eine definierte Menge Graserpollenlosung ein-
seitig in Ihre Nase. Dieses flhrt innerhalb kurzer Zeit zu Juckreiz, Niesreiz und Naselaufen. Wir sam-
meln das Nasensekret mit Filterpapierstreifen in Ihrer Nase vor, 15 Minuten und spéter stlindlich nach
der Provokation fir insgesamt sieben Stunden sowie ca. 24 Stunden nach der Allergenprovokation.
Vor, 6 Stunden und 24 Stunden nach Provokation entnehmen wir eine nicht traumatische Kiretage —
ahnlich einem Abstrich — aus der Nase zur Gewinnung von Nasenschleimhaut. Vor und 6 Stunden
nach Provokation nehmen wir lhnen insgesamt ca. 50 ml Blut ab.

In der Allergiesaison (d.h. im Pollenflug) fiihren wir keine Allergenprovokation durch. Bei Visiten in
dieser Zeit nehmen wir lhnen ca. 50ml Blut und entnehmen eine Kiretage aus der Nase.

Bronchiale Provokation mit konzentrierter Salzsoleninhalation

Um Sputum (bronchiales Hustensekret) zu gewinnen, lassen wir Sie mit verschiedenen Konzentratio-
nen (3-5 % Kochsalzgehalt) einer Salzsole Uber insgesamt 3 mal 7 Minuten inhalieren. Vorher und
zwischen den Inhalationen bestimmen wir Ihre Lungenfunktion und Sie erhalten ein bronchienerwei-
terndes Asthmaspray (Salbutamol), um besser abhusten zu kénnen.

Provokationsvisiten:

Die nasalen Provokationen kénnen an 3 aufeinander folgenden Tagen wiederholt werden, um eine
Allergiesaison mit erhdhter Pollenexposition zu simulieren. Die bronchialen Provokationen finden ein-
zeln an Tagen ohne Allergieprovokation statt.

Messung von Allergiesymptomen und subjektivem Stress

Allergien flihren zu Beeintrachtigungen abseits von Niesen, Naselaufen, Juckreiz oder Husten. So
konnte gezeigt werden, dass Allergien die Schlafqualitat verschlechtern oder Reizbar machen. Dieses
mochten wir mit standardisierten Fragebdgen messen und in Bezug zu den Entzindungsmediatoren
pseudonymisiert auswerten.
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Mégliche Risiken und Unannehmlichkeiten:

Die durchzufiihrenden Blutabnahmen kdnnen geringfligig schmerzhaft sein und zu einem blauen
Fleck an der Entnahmestelle fiihren. Sehr selten kdnnen Nervenverletzungen oder Infektionen auftre-
ten.

Die nasale Allergenprovokation ist der Goldstandard zur Diagnostik einer allergischen Rhinitis.
Durch Verabreichung eines Allergensaerosols in die Nase wird kiinstlich eine Reaktion mit Niesen,
Trénen, Juckreiz und Sekretfluss ausgeldst. Nach ca. 15 Minuten ist die akute Phase beendet. Ca. 6
Stunden nach nasaler Allergenprovokation kann allerdings wieder eine Nasenatmungsbehinderung,
Niesen, Juckreiz oder auch eine systemische Reaktion stattfinden. In sehr seltenen Fallen kann es
aber auch zu systemischen Reaktionen mit Luftnot, Asthma und sogar bis zum allergischen Schock
kommen. Dieses ist allerdings sehr unwahrscheinlich. Solche sehr seltenen, schwerwiegenden Ne-
benwirkungen bediirfen gegebenenfalls einer intensivmedizinischen Behandlung. |hr Studienarzt ist
mit der Methode der nasalen Allergenprovokation vertraut und erfahren und kann diese Notfélle ad-
aquat behandeln. Die nasale Allergenprovokation wird in der HNO-Klinik des Klinikums rechts der Isar
in der Patientenversorgung eingesetzt.

Die Einlage von Filterpapierstreifen in die Nase zum Sammeln von Nasensekret nach nasaler Aller-
genprovokation kann Niesreiz hervorrufen.

Nasale Kiiretagen erlauben eine oberflachliche Entnahme von Zellen aus dem Gebiet der unteren
Muschel in der Nase mittels eines Abstrichinstrumentes (Kirette) vorzunehmen, ohne dass Sie hierbei
,verletzt* werden. In sehr seltenen Fallen kann es zu vorlbergehender Reizung der Schleimhaut, Nies-
reiz und Augentrédnen kommen, Blutungen sind sehr selten.

Bronchiale Inhalationen mit einer konzentrierten Salzsole fiihren zu Husten und zu gesteigerter bron-
chialer Sekretion von Schleim. Sie kdnnen gelegentlich zu asthmatischen Reaktionen, schweren
Hustenattacken und in seltenen Fallen zu Luftnot fiihren. Die Gabe von Asthmaspray kann gelegent-
lich zu einem trockenen Mund, Nervositat, Herzklopfen und zu leichtem Zittern fiihren. Alle genannten
mdglichen Nebenwirkungen sind in der Regel innerhalb kurzer Zeit wieder riicklaufig.

Wahrend der Dauer der klinischen Priifung sollte eine andere medizinische Behandlung mit Ausnahme
von Notfallsituationen nur im Einvernehmen mit dem Priifarzt erfolgen. Der klinische Priifer ist von
einer Notfallbehandlung unverziiglich zu unterrichten. Bei Verdacht auf einen studienbedingten
Gesundheitsschaden sind Sie verpflichtet, dies dem klinischen Prifer unverziglich anzuzeigen.

Sollten Sie Fragen zu dieser Studie haben fragen Sie Ihren betreuenden Priifarzt. Er beantwortet Ihre
Fragen gern.

Aufwandsentschéadigung fiir lhre Teilnahme:

Die Teilnahme an der Allergenprovokation und Untersuchungen sind kostenfrei. Sie erhalten eine
Aufwandsentschadigung fir die Teilnahme an dieser Studie. Fur die Teilnahme an einer nasalen Pro-
vokationsprifung mit jeweils Blutentnahmen und Kiiretagen erhalten Sie insgesamt 80 € als Auf-
wandsentschadigung. Fir die Teilnahme an einer bronchialen Provokationspriifung erhalten Sie 30 €
Aufwandsentschadigung. Wenn wir lhnen Blut abnehmen, erhalten Sie hierfiir 10 Euro, bei nasalen
Kiiretagen sowie firr das Ausfiillen der Fragebdgen 10 Euro Aufwandsentschadigung.
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Die Teilnahme ist freiwillig/ alternative Behandlungsmethoden:

Die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Technischen Universitat Miinchen hat der Durch-
fihrung dieser Studie in vorliegender Form zugestimmt. Ihre Teilnahme an der Studie ist freiwillig und
so kénnen Sie die Teilnahme auch ablehnen. Sie kdnnen auch jederzeit Ihre Teilnahme beenden —
ohne Nachteile fiir lhre weitere Behandlung. Auerdem ist die Pflicht jedes Studienarztes die Studien-
behandlung abzubrechen, falls Risiken fir Ihre Gesundheit bestehen.

Sollten Sie Fragen hinsichtlich dieser Studie haben, beobachten Sie Nebenwirkungen oder bendtigen
Sie medizinische Behandlung, dann wenden Sie sich bitte ohne zu z8gern an lhren Studienarzt unter
der Telefonnummer 089- 4140 — 2390/2392.

Datenschutz
Die bei Ihnen erhobenen Messwerte werden auf einem Erfassungsbogen festgehalten, der anschlies-

send in eine pseudonymisierte Computerdatei aufgenommen wird. AuBer den zur Verschwiegenheit
verpflichteten Priifarzten und Versuchsleitern wird niemand Ihre Personalien erfahren. Die Belange

des Datenschutzes sind gewahrleistet.
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Interleukin-4 and interferon-y orchestrate an
epithelial polarization in the airways

UM Zissler!, AM Chaker™?, R Effner!, M Ulrich?, F Guerth', G Piontek?, K Dietz!, M Regn3, B Knapp4,
FJ Theis*®, H Heine®, K Suttner' and CB Schmidt-Weber'

Interferon-y (IFN-y) and interleukin-4 (IL-4) are key effector cytokines for the differentiation of T helper type 1 and 2 (Th1
and Th2) cells. Both cytokines induce fate-decisive transcription factors such as GATA3 and TBX21 that antagonize the
polarized development of opposite phenotypes by direct regulation of each other’s expression along with many other
target genes. Although it is well established that mesenchymal cells directly respond to Th1 and Th2 cytokines, the
nature of antagonistic differentiation programs in airway epithelial cells is only partially understood. In this study, primary
normal human bronchial epithelial cells (NHBEs) were exposed to IL-4, IFN-vy, or both and genome-wide transcriptome
analysis was performed. The study uncovers an antagonistic regulation pattern of IL-4 and IFN-y in NHBEs, translating
the Th1/Th2 antagonism directly in epithelial gene regulation. IL-4- and IFN-y-induced transcription factor hubs form
clusters, present in antagonistically and polarized gene regulation networks. Furthermore, the IL-4-dependent induction
of IL-24 observed in rhinitis patients was downregulated by IFN-y, and therefore IL-24 represents a potential biomarker

of allergic inflammation and a Th2 polarized condition of the epithelium.

INTRODUCTION

The airway epithelium plays an important role as physical
barrier to the environment, counteracts invasive microbes, and
deals with harmless components such as pollen or other
particles. Defense mechanisms range from apoptosis to limit
intracellular infections down to passive protective reactions
such as membrane reinforcement or mucus production.' By
physical interaction of T cells with the epithelium, not only
defense mechanisms but also regeneration or even immuno-
suppressive mechanisms are induced.” These T cells originate
from a common antigen-naive precursor cell that differentiates
either into T helper type 1 or 2 (Th1 or Th2) cells or other T-cell
subtypes in a process of antagonistic regulation that allows the
phenotypic polarization. Specifically Th1-derived interferon-y
(IFN-7) inhibits Th2 cell differentiation, whereas Th2-derived
interleukin-4 (IL-4) inhibits the fate in favor of Thl
differentiation. These key cytokines are also recognized by
airway epithelial cells, but whether airway epithelial cells

respond to IL-4 and IFN-y by antagonistic gene regulation is
only partially understood. The resulting polarization in
transcriptional regulation of epithelial cells has been described
for fate decision in pancreas cell development.” It is known that
Th2-exposed epithelial cells can contribute to asthma by
enhanced mucus production,® epithelial hyperplasia,” and
enhanced matrix production.® Other well-known pro-allergic
type 2 epithelial cytokines, such as IL-33, IL-18BP, or IL-1RLI,
act on innate cells and can enhance IL-4 production.””
Th1 cells were previously described to play a role in multiple
inflammatory airway disease such as cystic fibrosis,"" sarcoi-
dosis,'" pulmonary tuberculosis,"> bronchiolitis obliterans,'®
and hypersensitivity pneumonitis."* We and others have
previously demonstrated that IFN-y has substantial effect
on airway epithelial cells such as the induction of CXCL9,
CXCL10, CXCL11, MCPI1, STATI, ICAM, IL8, MHCI, and
MHCIIL>" Because of the chemokine induction and expression
of lymphocyte relevant genes such as ICAM and MHC, it is
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hypothesized that Thl-primed epithelium can trigger inflam-
mation by recruitment and support antigen-specific defense
mechanisms at the epithelial surface. However, it is not clear
whether Th1/Th2 programs exist in airway epithelial cells, and
hence the relevance of changed ratios of lung-infiltrating Th1
and Th2 cells is not known.? In fact, it could be speculated that
the infiltration of Thl cells in an otherwise Th2-affected
epithelium is beneficial. In addition, epithelial Th2 responses
could be easily diagnostically assessed in disease
conditions with unclear case history such as wheezing in
newborns. This unmet clinical need can be noninvasively
addressed by nasal lining fluids that contain abundant
amount of epithelial cytokines with biomarker potential for
diagnosis of allergic inflammation such as allergic rhinitis and
allergic asthma.

We previously showed that explants from allergic inflam-
mation (skin, upper and lower airways) contain “plastic”
T-cell phenotypes secreting multiple cytokines in parallel,
including IL-4 and IFN-y,> raising the question of the
functional consequence on the side of airway epithelial
inflammation.

Essential for the IL-4-mediated polarization is an intact IL-4
receptor (IL-4R) downstream signaling. Airway epithelial cells
do not only recognize IL-4, but also express the receptor for its
structural homolog IL13. Both cytokines share the IL-4Ro and
the common y chain (yc) or the IL-13Ra chain that activates the
Janus kinase/signal transducer and activator of transcription
(JAK/STAT) pathways. Asa consequence, IL-4 is able to bind to
two receptor (type I and type II) heterodimers consisting of
either yc/IL-13Ra (type I) or IL-4Ra/IL-13Ra (type II), whereas
binding of IL-13 is restricted to type I.*® The receptor complex
that mediates IFN-y signaling consists of two species-matched
chains: IFN-yR1 and IFN-yR2. IFN-yR1 is the major binding
subunit for IFN-y, whereas IFN-yR2 increases the affinity of
IEN-yR1 and is obligatory for transducing the IFN-y signal.'”
Like the IL-4R complex, the IFN-y receptors are expressed by
airway epithelial cells and induce proinflammatory chemo-
kines'® and MHCII expression.”

The key hypothesis of this study was that IL-4 antagonizes
IFN-y-mediated gene regulation in airway epithelial cells.
Therefore, we studied whether antagonistic gene regulation
prevails over synergistic gene induction along with its
associated transcriptional network.

This study shows for the first time that airway epithelial cells
are subjected to a transcriptional program similar to the
Th1/Th2 antagonism known in lymphocytes. Notably, airway
epithelial cells express several IL-4- or IFN-y-induced genes
that are antagonized by IFN-y and IL-4 respectively.

RESULTS

To understand the pathological consequences of T-cell
plasticity on the human airway tissue, we coexposed normal
human bronchial epithelial cells (NHBEs) with IL-4 and IFN-y
at the same time and discovered that IL-4 and IFN-y antagonize
airway epithelial gene regulation.

2

IL-4 and IFN-y antagonistic and synergistic gene regulation
Airway epithelial cells were exposed to the cytokines alone or in
combination for visualization of IL-4- and IFN-y-induced
antagonism. Although the response to IFN-y is well
established in epithelial cells, the response to IL-4 is more
complex and was monitored before the whole genome
transcriptome assessment. Immunocytofluorescence stainings
were used as quality control to demonstrate the homogenous
distribution of the IL-4Ra expression on the cell surface and
cytoplasm of the majority of the cells (Supplementary Figure
S1 online). In order to extract Th1/Th2-driven antagonistic
gene regulation, NHBE cultures were exposed to IL-4 or IFN-y
and coexposure was additionally analyzed. The cytokine-
induced signaling resulted in 1,501 entities induced by IL-4 and
2,412 entities by IFN-y (Supplementary Figure S2,
gene list in Supplementary Table S1). The Venn diagram
analysis revealed the genes that are induced by IL-4 and
downregulated by IFN-y and that still show changes in the
presence of both cytokines (Figure la, center cut set).
We found that the majority of genes were downregulated
following cytokine treatments (Figure la,c). A cut set of 48
transcripts was regulated in the presence of both IL-4 and IFN-y
(Figure 1b; gene list in Supplementary Table S2). These
genes were hierarchically grouped into three clusters
(clusters 1-3; Figure 1b) of which cluster 1 represents the
strongest upregulated genes by IL-4 (Figure 1b). The genes
highlighted in Figure 1b are the result of a hypothesis-free
ranking of literature citation numbers for each gene.
Thus, the most cited genes (PubMed) are ranking highest,
whereas less cited are ranking lower and noncited the lowest.
Consequently, less studied genes show lower ranking. Using
this visualization, it is possible to get an unbiased view of
the nature of the cluster on the current state of knowledge.
For cluster 1, these included CCL26, ANOI and RUNX2
as most literature-cited genes. The cluster 2 contained
particularly IL-4-enhanced and IFN-y-neutralized genes and
included the transcription factor DLX5 (splice variant 1).
Cluster 3 included IL-4-induced, IFN-y-neutralized,
or IFN-y-antagonized genes containing DLX5 (splice
variant 2) and MEX3B.

The cut set of 70 genes is covering the genes (Figure 1d;
gene list in Supplementary Table $3) that were
IL-4 downregulated and IFN-y upregulated as well as
regulated in the presence of IL-4 and IFN-y at the same
time. Again, these genes were hierarchically grouped into two
clusters (Figure 1d, clusters 4 and 5). For cluster 4, this included
IDO1 and LY96. The cluster 5 carried IFN-y-induced and
IL-4 downregulated gene expression and covered TNFAIP2
and IL22RAI.

In addition to antagonistic gene regulation, the
synergistic induction of genes was investigated as well. For
this purpose the cut set of genes was analyzed that are only
induced in the presence of IL-4 and IFN-y at the same time but
not in the presence of only one of them. The cut set comprised
530 genes (Supplementary Figure 3a) in the case of IL-4- and
IFN-y-induced genes and 1,378 genes in the case of IL-4
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Interleukin-4 (IL-4) and interferon-v (IFN-y) antagonistic gene regulation. Normal human bronchial epithelial cells (NHBEs) were culturedin the

presence of IL-4 or IFN-y or IL-4 and IFN-y for 6 h to study RNA whole transcriptome by array technology. (a) Comparison of 1,501 IL-4-upregulated
entities, 3,782 IFN-y-downregulated entities, and 7,264 IL-4/IFN-y-regulated entities ina Venn diagram. A cut set of 48 antagonistic regulated entities was
identified. The analysis is based on cultures of six genetically independent NHBEs of healthy donors. (b) A hierarchic clustering analysis of genes
upregulated in comparison with untreated cells (medium) was performed, resulting in three different clusters. Labeled are six most cited genes in each
cluster. (¢) Comparison of 4,213 |L-4-downregulated entities, 2,412 IFN-y-upregulated entities, and 7,264 IL-4/IFN-y-regulated entities in a Venn

diagram. A cut set of 70 antagonistic regulated entities was identified. (d) A hierarchic clustering analysis of genes upregulated by IFN-y in comparison
with untreated cells (medium) was performed, resulting in two different clusters. Labeled are the most cited genes in each cluster, except cluster 3 that
only contained five genes. The color code indicates the abundance of transcripts ranging from low (blue) to high (red). Asterisks indicate two isoforms that

were present in the analysis.

and IFN-y downregulated genes (Supplementary Figure 3c).
However, a closer look reveals that both groups carry
predominantly if not entirely those genes that escape the
statistical thresholds of IL-4 or IFN-y regulation, but
that make it over these thresholds when an additive
effect by the presence of both cytokines is generated.
Among these entities are no genes with established
immunoregulatory or epithelial function except SLC10A2
(sodium and bile channel) or RGS4 (G-protein
regulator).  Furthermore, a large number of not
annotated genes were found (gene list in Supplementary
Tables S4 and S5).

MucosalImmunology

IL-4- and IFN-y-induced secreted gene products

In order to extract specifically IL-4-inducible genes, all
IFN-vy-regulated entities as well as all IL-4/IFN-y-regulated
entities were excluded from further analysis (Figure 2a). When
IL-4-induced but not IFN-y-regulated genes (540 entities) were
filtered for specific secreted gene products, 22 entities were
identified by Gene Ontology (GO) terms (Figure 2a,b; gene list
in Supplementary Table $6). This group contained genes
such as Wnt5a, CCL6, or IL24 (Figure 2b). The group
IL-4-induced and IL-4/IFN-y-regulated genes (368 entities,
Figure 2a) contained among others TNFAIP6, CLDN5, and
POSTN (gene list in Supplementary Table S§7). Conversely, to
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Figure 2 Biomarker of T helper type 1/2 (Th1/Th2) imprinted airway epithelial cells. Normal human bronchial epithelial cells (NHBEs) were cultured in
the presence of interleukin-4 (IL-4) or interferon-y (IFN-y) or IL-4 and IFN-v for 6 h to study RNA whole transcriptome by array technology. The analysis is
based on cultures of six genetically independent NHBEs of healthy donors. (a) Comparison of 1,501 IL-4-upregulated entities, 6,219 IFN-y-regulated
entities, and 7,264 IL-4/IFN-y-regulated entities in a Venn diagram. A cut set of 540 IL-4 only-induced entities was identified within the groups of
IL-4-upregulated entities. The identified genes were listed in a ranking according to current literature using the “Genomatix” software and Gene
Ontology-Terms (GO-Terms) 0007267, 0005125, 0008009, and 0005615 for identification of biomarkers resulting in a list of 22 entities. (b) Hierarchical
ranking of identified IL-4-induced secreted biomarkers. Asterisks indicate two isoforms that were present in the analysis. (¢) Comparison of 5,721
IL-4-regulated entities, 2,412 IFN-y-upregulated entities, and 7,264 IL-4/IFN-y-regulated entities in a Venn diagram. A cut set of 462 IFN-y only induced
entities was identified within the groups of IFN-y-upregulated entities. A filter for the functions of the identified genes was listed by GO terms for
identification of biomarkers resulting in a list of 22 entities. (d) Hierarchical ranking of identified IFN-y-induced secreted biomarkers. Asterisks indicate two
isoforms that were present in the analysis. The color code indicates the abundance of transcripts ranging from low (blue) to high (red).

Transcriptional mechanisms underlying IL4 and IFN-y

extract IFN-y-specific genes induced in airway epithelial cells,
antagonism in epithelial gene expression

all TL-4-regulated entities as well as all IL-4/IFN-y-regulated
entities were excluded from analysis (Figure 2c). The
remaining 462 IFN-y-induced entities were filtered for
secreted gene products as described above and 19 entities
were identified respectively by GO terms, including CHI3LI
(YKL-40) and CCL17 (Figure 2, d; gene list in Supplementary

Transcriptional antagonism and specifically the polarization of
a transcriptional program are accompanied by direct counter-
regulation of one transcription factor against the other as it is
observed for GATA3 and TBX21 or GATA3 and FOXP3."” Asa
result, a cellular phenotype may successively develop into either

Table S8). The group of IFN-y-induced and IL-4/IFN-y-
regulated genes (1,379 entities, Figure 2c) contained among
others CXCL9, CXCLI10, and CXCLII (gene list in Supple-
mentary Table S9). Several genes found to be significantly
regulated by the array technology were validated real-time
quantitative reverse transcription-PCR (Figure 3).

one or the other phenotype while sparing “in-between”
phenotypes. To identify transcriptional regulators in this
context, IL-4- or IFN-y-induced genes were filtered for
transcriptional  regulators in conjunction with either
IL-4- or IFN-y-induced genes. Respectively, 80 and 102
entities were identified by GO terms and Genomatix curated
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Figure 3 Validation of in vitro gene expression changes. Normal human
bronchial epithelial cells (NHBEs) were cultured in the presence of
interleukin-4 (IL-4) or interferon-y (IFN-v) for 6 h to study RNA expression
by real-time quantitative reverse transcription-PCR (qRT-PCR)
confirming array results for ANO1, IL22RA1, IL24, and CCL26, expressed
as log2 gene expression changes (AACt). The analysis is based on
cultures of six genetically independent NHBEs of healthy donors. Data
have been log2 transformed to get a normal distribution, and the Shapiro
test for normal distribution was performed. The genes are normally
distributed on a 1% significance threshold.

annotations (Figure 4; gene list in Supplementary Tables $10
and S11). In the group of IL-4-induced transcriptional
regulators, a group of 15 entities was identified containing
NFE2, GATA3, RARB, FoxQl, and AhR (Figure 4). We
therefore analyzed whether GATA3 and TBX21 could
potentially account for the antagonistic gene expression. It
is interesting to note that TBX21 and GATA3 are also expressed
in airway epithelial cells, and IL-4Ro, STAT-6,and GATA-3 are
present in a majority of cells (Supplementary Figure S1 a-c).
We performed a bioinformatics analysis of all antagonized gene
products and conducted a pathway analysis based on
transcription factor binding site involving literature
evidence as well as predicted binding sites in respective
promoters (Figure 5). The resulting network visualizes that
GATA3 could be interlinked with 38 genes, and TBX21 could
only be connected with 10 gene promoters. However, other
IL-4- or IFN-y-induced transcription factors are frequently
connected such as Meisl, Hey2 that link with 23 or 38
IL-4-induced/IFN-y-antagonized ~genes, respectively, and
TEAD4 connecting with 36 IFN-y-induced/IL-4-antagonized
genes (Supplementary Table S12).

Th1/Th2-specific gene expression changes in vivo

In order to show the physiologic relevance of identified genes
under well-known Th2 conditions during allergic inflamma-
tion in nasal mucosa, allergic subjects sensitized for grass
pollen and healthy controls were recruited. Nasal airway
epithelial cells were obtained through nasal scrapings from the
inferior turbinates. We refrained to obtain bronchial cells for

MucosalImmunology
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ethical reasons and instead used nasal epithelial cells
(scrapings) on the basis of previous studies showing compar-
able regulation patterns of epithelial cells derived from upper
vs. lower airways.”® The scrapings were subjected to RNA
isolation and real-time quantitative reverse transcription-PCR
was performed for the prominent targets, in particular those
that are secreted, and those known to be involved in
transcriptional regulation in type 2 differentiation and disease:
IL7,1L24,IL18BP,IL22RA1,1L33, ANOI,ILIRLI (sST2;IL33R),
AhR, GATA3, TBX21, and RUNX2 (Figure 6). Significant
increased gene expression changes in allergic subjects in
comparison with healthy control subjects were shown for IL7
(log2 expression change: 1.98, 1.57 to 5.33; P<0.05), IL24 (log2
expression change: 3.09, —1.12 to 4.02; P<0.05), ANO-1
(log2 expression change: 1.56, — 0.18 to 3.79; P<0.01), IL18BP
(log2 expression change: 2.41, 1.84 to 3.23; P<0.05), ILIRLI
(sST2, IL33R; log2 expression change: 2.31, —0.42 to 4.78;
P<0.05), IL22RA1 (log2 expression change: 1.02, —0.27 to
4.20; P<0.05), AhR (log2 expression change: 1.08, 0.54 to 2.01;
P<0.05), GATA3 (log2 expression change: 1.64, 0.67 to 3.18;
P<0.05), and RUNX2 (log2 expression change: 1.35, 0.99 to
2.45; P<0.05). A trend for a decreased expression of TBX21
was discovered in allergic subjects (log2 expression
change: —1.33, —3.47 to 0.92) compared with healthy
control subjects. No significant changes were shown for the
expression of IL33 in allergic subjects (log2 expression change:
1.57, 0.24 to 4.12) in comparison with healthy controls.

Biomarker of Th2-primed epithelial cells

Among the identified IL-4-induced, secreted gene products,
IL-24 has to be highlighted as potential Th2 biomarker, as this
protein belongs to the IL-10 superfamily. Currently, it is not
described to be regulated by other epithelial activation
processes such as IL8 that is not only induced by IL-4 but
also by IL-17. Western blot analysis was performed for IL-24 in
supernatants of in vitro culture of NHBEs after stimulation with
IL-4, IEN-v, and IL-4/IFN-y for 6 and 24 h (Figure 7a). [L-24
was detected at 6 and 24 h in IL-4-stimulated samples but not in
medium control or IFN-y-subjected samples. As epithelial cells
are able to secrete cytokines into the airway lumen, we
hypothesized that IL-24 could also be detectable in nasal
secretions. Therefore, secreted protein levels of nasal secretions
of allergic asthma patients collected in and out of season were
measured by electrochemiluminescence detection for IL-24
and compared with healthy controls. A significantly
upregulated secretion of IL-24 was detected for patients in
season (121.70 pgml ~ !, 61.91-242.80; P< 0.01) in comparison
with healthy controls (49.33 pgml ™", 31.98-71.13), whereas
only a minor, nonsignificant increase of IL-24 was observed in
the out-of-season group (93.85pgml ™', 28.15-145.40)
compared with healthy controls (Figure 7b).

DISCUSSION

The objective of this study was to investigate whether IL-4 and
IEN-y are subject to antagonistic gene regulation in airway
epithelial cells. The study reveals a large number of
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Figure 4 Antagonistic transcriptional regulation. Normal human bronchial epithelial cells (NHBEs) were cultured in the presence of interleukin-4 (IL-4)
orinterferon-y (IFN-v) or IL-4 and IFN-y for 6 h to study RNA whole transcriptome by array technology. The analysis is based on cultures of six genetically
independent NHBEs of healthy donors. (a) Comparison of 1,501 IL-4-upregulated entities, 3,782 IFN-y-downregulated entities, and 7,264 IL-4/IFN-y-
regulated entities in a Venn diagram. A cut set of 768 entities was identified within the groups of IL-4-upregulated and IL-4/IFN-y-regulated entities. The
identified genes were listed in a ranking according to current literature using the "Genomatix" software and Gene Ontology-Terms (GO-Terms) 0003676
and 0044212 for transcription factors resulting in a list of 80 entities. (b) Hierarchical ranking of identified IL-4-induced transcription factors, containing
IL-4-master transcription factor GATAS. (¢) Comparison of 4,213 IL-4-downregulated entities, 2,412 IFN-y-upregulated entities, and 7,264 IL-4/IFN-vy-
regulated entities in a Venn diagram. A cut set of 1,779 entities was identified within the groups of IL-4-upregulated and IL-4/IFN-y-regulated entities.
(d) Hierarchical ranking of identified IFN-y-induced transcription factors, containing IFN-y-master transcription factor TBX21. The color code indicates the

abundance of transcripts ranging from low (blue) to high (red).

IL-4-induced and IFN-y-inhibited genes. In fact, IL-4-indu-
cible genes of cluster 1 such as CCL26 (Eotaxin-3), ANOI, or
RUNX2 are dampened in the presence of IFN-y. The example of
CCL26 is not only reproducing previous results that demon-
strated that CCL-26 is an IL-4-inducible, proinflammatory
chemokine in allergic rhinitis,”" but also that epithelial
chemokines can act as biomarkers for bullous pemphigoid
and asthma with eosinophilic infiltration into the airways.”"**
ANOI represents another example that has a major impact on
basal and stimulated chloride conductance in airway epithelial
cells®® and serves as an indicator for epithelial proliferation and
migration in the repair processes.”* As this study shows that
IFN-vy inhibits CCL-26-mediated chemotaxis and chloride
conductance, it can be proposed that IFN-y may ameliorate
eosinophilic infiltration and tracheal cartilage deposition as
well as repair processes. This study reveals 46 additional

IL-4-inducible and IFN-y-inhibited genes that are yet not
known to be under control of this IL-4-IFN-y antagonism.
Most of these genes have not been implicated in Th2-driven
diseases, except Calpain-14, a calcium-sensitive protease that
together with TSLP is genetically associated with eosinophilic
esophagitis.”®

Conversely, genes of clusters 4 and 5 such as IDOI or
IL22RA1 were previously reported to be IFN-y inducible and
are downregulated by IL-4. The IL-4-mediated suppression of
IDOI, a potential mediator of tolerance, was previously
observed in house dust mite-stimulated dendritic cell
cultures.”® Similarly, IL22RA1 has been shown to be related
to potentially tolerogenic downregulation of MHCI and MHCII
in airway epithelial cells, and thus IL-4-mediated
downregulation can also contribute to break tolerance.>*’
Taken together, it appears that important genes are subject to
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Figure 5 Schematic illustration of the transcriptional network. Transcriptional network of interleukin-4 (IL-4; left)- and interferon-y (IFN-y)-induced
transcription factors (right) and genes of the IL-4/IFN-y antagonism of epithelial cells. The network connects genes that are known to be transcriptionally
regulated or that contain transcription factor binding sites (Genomatix database) of the respective factor. Green lines originate from IL-4- and red lines
from IFN-y-induced transcription factors. Black lines show intertranscription factor connections. The figure shows numerous intertranscription factor lines
that may be critical for polarized gene regulation. GATA3 appears to be connected to many type 2, and also several type 1 genes. On the side of IFN-y-
induced transcription factors it appears that TEAD4, MEF2C, and ZEB1 have hub character, whereas TBX21 is connected with only a few genes.

antagonistic regulation as it is known from T-cell differentia-
tion and further substantiate the concept of IL-4 as tolerance
breaking mediator that was previously demonstrated on the
level of T cells."” Future studies are necessary to show that IL-4
counteracts tolerance also at the level of epithelial surfaces.
In contrast, the search for genes synergistically induced by
IL-4 and IEN-v, but not by isolated cytokines, did not reveal
strongly induced clusters. However, it is clear that there are
numerous genes that are insensitive to antagonistic regulation.
These nonantagonized genes are particularly interesting, as
they may provide robust indicators for Th2-mediated immune
responses, even if other, IFN-y-inducing inflammatory
processes are disguising the pathology. Narrowing the view
on genes that are secreted and detectable in secretions,
22 IL-4-induced genes were identified, including CSF3,
CXCL6, IL24, and WNT5a. In addition, there is a small group
of genes that is IL-4 induced and survives the presence of IFN-y
in the co-culture situation, such as TNFAIP6, CLDN5, and
POSTN, and all of these genes are known to be IL-4

Mucosallmmunology

regulated.**>° Conversely, IFN-y induced 19 genes with no
influence of IL-4 such as CHI3L1 (Chitinase-3-Like Protein 1 or
YKL-40) that is known to be induced by IFN-v nasal epithelial
cells.®" Of note, there is also a considerable number of genes that
are induced by IFN-v alone and regulated by the combination
of IL-4 and IFN-y. In this group, IFN-y dominantly induces
well-known IFN-y-responsive genes such as CXCL9, CXCLI0,
and CXCL11, whereas IL-4 has a neglectable effect.”

The physiological relevance of these antagonized and
nonantagonized genes in human disease conditions was
assessed in nasal scrapings of in-season allergic rhinitis patients
and healthy subjects. On the basis of previous studies showing
comparable regulation patterns of epithelial cells derived from
upper vs. lower airways,20 we anticipate that nasal scrapings
containing mainly nasal epithelial cells provide an ethically
appropriate surrogate biomarker source for validation of the
targets identified in bronchial epithelial cells. IL24 and ANOI,
the latter a biomarker known from cystic fibrosis, are showing
distinct expression in allergic patients during the allergy season
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Figure 6 Gene expression levels for selected transcripts. Nasal
scrapings of asthmatic patients (n= 8) as well as healthy controls (n=12)
were subjected to RNA isolation and real-time quantitative reverse
transcription-PCR (qRT-PCR) was performed. Gene expression changes
(AACt) have been log2-transformed to get a normal distribution.
Significant differences could be shown for IL7, IL24, ANO1, IL18BP,
IL1RL1 (sST2; IL33R), IL22RA1, AhR, GATAS3, and RUNX2.

but not in healthy individuals. In addition, the secreted protein
levels of IL-24 showed a significant increase for patients in
season compared with healthy controls, whereas this difference
is lost out of the allergen season. Current studies are initiated to
validate the IL-10 family member IL-24 in large cohorts and
may provide assistance to physicians to use immunomodu-
latory drugs in the treatment of rhinitis in anticipation of a Th2
response, for example, in wheezing newborns or in conditions
where the allergic impact is not certain.

The antagonistic nature of the IL-4 and IFN-y has been
shown to depend on the crossregulation of TBX21 and GATA3
in lymphocyte differentiation. Both genes were previously
detected in airway epithelial cells® and confirmed to be
homogenously expressed in NHBEs in this study along with
other essential signaling components IL4Ro and STAT6
(Supplementary Information and data not shown,
respectively). Based on this finding we considered that a
transcription network is underlying epithelial response profile
of GATA3 and TBX2l. Strikingly, all IL-4-inducible,
GATA3-co-clustered genes were downregulated by IFN-y.
RUNX2 was previously described to be downregulated by
IFN-vy in mesenchymal stem cells, whereas its inducibility by
IL-4 is unknown so far.>* As RUNX2 enhances TGF-B-induced
SMAD signaling, it appears possible that IL-4 induction of
RUNX2 promotes airway remodeling.* IL-4 signaling was also
shown to synergize with TGF-f signaling that is enhancing the
IL-4-inducible FOXQI in alternatively (IL-4-) activated

macrophages, also defined as “hidden type 2 inflammation”.*®
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Figure7 Interleukin-24 (IL-24) protein secretion in vitroand in vivo. (a) A
signal for IL-24 secretion in vitro was detected by western blot analysis
after 6 and 24 h of stimulation with IL-4 but not for interferon-y (IFN-y) or
IL-4/IFN-v cultivation of normal human bronchial epithelial cells (NHBEs).
There was no detectable signal in medium controls. (b) Significantly
upregulated secretion of IL-24 of patients in season (n= 13) in comparison
with healthy controls (n=14) was detected. An increased secretion of
IL-24 could be detected for both patient groups compared with healthy
controls.

The IL-4-mediated induction of the Aryl hydrocarbon
receptor (AhR) is confirming previous studies in B cells®”
and builds the bridge to the key function of AR in inducing
IL22 (ref. 38,39) that in turn promotes epithelial repair
mechanisms.*>*' Furthermore, AKR is inhibiting GATA3,*
and this could not only create a negative feedback loop, but
also allow educt inhibition by IFN-y-induced IDO metabolites
such as kynurenine.***>*?

Besides the connection of GATA3 to the AhR, GATA3
interconnects with many other IL-4- and IFN-y-regulated
genes, highlighting GATA3 as hub gene, as it is known from the
polarization network of T cells. TBX21, which is an equally
important hub gene in T cells, is less interconnected in airway
epithelial cells. In addition, the network analysis highlights that
IL-4 also regulates hub genes MeisI and Hey?2 that are involved
in transcriptional regulation of many genes, being a cofactor
for HOX genes** and HEY?2 as a Notch-downstream target,*”
that in turn is known to regulate airway epithelial differentia-
tion.*>** Future studies will have to confirm the role of these
hub genes in the polarization of epithelial cells in Th2-driven
diseases and airway remodeling.

Taken together, this study suggests that type 1-primed
and type 2-primed airway epithelial cells exist and are
pre-commissioned to respond along proallergic pathology.
Future studies will need to define whether this behavior
is epigenetically imprinted as it is the case for T cells and
whether this knowledge can be used to exit proallergic disease
conditions.

www.nature.com/mi
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Patients. Healthy subjects (n=12) and allergic patients in season
(n=8) aged between 20 and 65 years in good health (forced expiratory
volume in one second 1% >70%) with a history of clinically significant
hay fever during the grass-pollen season since more than 2 years were
included. Nasal scrapings were performed in the Allergy Section,
Department of Otolaryngology, TUM School of Medicine (Munich,
Germany). In addition, nasal secretions from healthy controls (n = 14)
and allergic and asthmatic patients in and out of season (n = 13) were
collected as previously described.*® The full list of inclusion and
exclusion criteria is available in the Supplementary Information.
Each participant provided written informed consent. The study was
approved by the local ethics committee.

Cell culture. Primary NHBEs (Lonza, Walkersville, MD) of six
genetically independent donors were grown as monolayers in 100%
humidity and 5% CO, at 37 °C in serum-free defined growth media
(BEGM, Lonza). NHBEs (passage 3) were used at ~ 80% confluence in
6-well plates. To avoid gene expression changes or influences on the
IL-4 or IFN-vy signaling induced by growth factors in the BEGM
medium, cells were rested in basal medium (BEBM) for 12h, then
stimulated with recombinant human IL-4 at 50ngml~' (R&D
Systems, Minneapolis, MN) and human IFN-y at 10 ng ml~! (R&D
Systems) in BEBM medium for 6 h at the indicated concentrations or
medium alone or the same-time presence of both cytokines, IL-4 at
50ngml ' and IFN-y at 10ngml~'. For RNA analysis, harvested
cells were lysed in RLT buffer (Qiagen, Hilden, Germany) containing
1% B-mercaptoethanol (Roth, Karlsruhe, Germany) directly in the cell
culture well. For western blot analysis, cells were cultured in the same
conditions, but for 6h and an additional 24 h time point.

RNA isolation and whole genome microarray. Total RNA was
extracted using RNeasy Mini Kit (Qiagen) with on-column
DNase digestion (Qiagen) for avoiding DNA contaminations.
RNA quantification and quality assessments were performed by
ultraviolet-visible spectrophotometry (Nanodrop Technologies,
Wilmington, DE) and the RNA 6000 Nano Chip Kit with the Agilent
2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Waldbronn, Germany). The
RNA quality of all samples reached a RNA integrity number
(developed by Agilent Technologies) of 9.1. Total RNA was amplified
and Cy3 labeled by using the one-color Low Input Quick Amp
Labeling Kit (Agilent Technologies) according to the manufacturer’s
protocol. Hybridization to SurePrint G3 Human Gene Expression
8x60K Microarrays (Agilent Technologies) was performed with the
Gene Expression Hybridization Kit (Agilent Technologies).

Data analysis strategy. Data analysis was performed using the
Genespring Software GX 12.5 (Agilent Technologies) under minimal
data reduction constraints (1.2-fold change and P<0.05 cutoff). Upon
data import a standard baseline transformation to the median of all
values was performed, including log transformation and computation
of fold changes (log2(A/B)=1log2(A)—1log2(B)). Subsequently, a
principle component analysis was conducted and revealed
a homogenous component distribution. Compromised array signals
(array spot is nonuniform if pixel noise of feature exceeds threshold or
above saturation threshold) were excluded from further analysis.
These threshold settings were verified looking at genes known to be
regulated by the stimuli, e.g., HLADRs for [FN-y or CCL-26 for IL-4.”/
Genes regulated more than 1.2-fold were further analyzed by using the
paired Student’s t-test and filtered for P-value (P<0.05) that
represents a rather permissive threshold. The significantly regulated
genes were summarized in entity lists (see Supplementary Tables).
These entity lists were analyzed for overlaps using Venn diagrams.
Manhattan cityblock on entities (Ward’s linkage) was used to cluster
changes in gene expression. The functions of the identified genes were
listed according to current literature using the Genomatix software
(Munich, Germany) and GO terms 0003676 and 0044212 for
transcription factors and GO terms 0007267, 0005125, 0008009,
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and 0005615 for identification of biomarkers. The gene expression
network was generated using the Genomatix Pathway System (GePS)
that integrates information extracted from public and proprietary
databases to display canonical pathways or to create and extend
networks based on literature data. Data displayed are focusing on
binding sites of transcription factor families that were more than
twofold regulated by IL-4 or IFN-vy extracted from the transcriptome
data sets.

Reverse transcription and quantitative real-time PCR. Isolated total
RNA was subjected to reverse transcription using a high-capacity
cDNA kit (Applied Biosystems, Foster City, CA) following the
manufacturer’s instructions. Real-time PCR profiles were visualized
using the commercially available FastStart Universal SYBR Green
Mastermix (Roche, Basel, Suisse) and quantified by the ViiA 7
Real-Time PCR System (Applied Biosystems). The specific primers
used in the real-time PCR are listed in Supplementary Table S13. The
amount of ANO-1, IL-22RA1, IL-24, and CCL-26 mRNA expression
was normalized with endogenous control 18S, GAPDH, and f-actin
(housekeeping gene index, ACt values) and the relative quantification
and calculation of range of confidence was performed using
the comparative threshold cycle (27 *4%") method (relative gene
expression) as previously described.” All amplifications were carried
out at least in duplicate.

Protein measurement by multi-array technology. Protein levels
of IL-24 in nasal secretions were detected in duplicates by
MesoScaleDiscovery’s (MSD) Multi-Array technology (MSD
Mesoscale, Rockville, MD), a plate-based technology that enables
the detection of biomarkers utilizing an electrochemiluminescence
detection.

Western blot analysis. A Bradford assay was used to quantify
amounts of protein concentrations of NHBE culture supernatants
to ensure that equal amounts were loaded per lane of the sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (for details see
Supplementary Information).

Immunofluorescent staining of NHBEs. For immunofluorescent
staining of NHBEs of three genetically independent donors, 15 x 10*
cells were cultured on a sterilized, removable 12-well chamber (ibidi
GmbH, Martinsried, Germany). At confluency of 50-60%, cells were
fixed for 10 min with 4% paraformaldehyde at room temperature,
followed by fixation with methanol, prechilled at — 20 °C and washed
three times with phosphate-buffered saline. The primary antibody was
diluted as 1:250 (IL-4Ra, R&D, Abdingdon, UK) and added overnight
at 4 °C in a humid chamber. When incubation was finished, cells were
washed again three times with phosphate-buffered saline and incubated
with diluted secondary antibody (goat anti-mouse AlexaFluor 488,
1:300 (Life Technologies, Waltham, MA) with added DAPI D1306
(Life Technologies) for 90min at room temperature in a humid
chamber. After incubation, cells were washed three times and slides
were covered with coverslips (Schott glass, Mainz, Germany) using
VectaShield Mounting Medium (Vector Laboratories, Burlingame, CA).
Slides were analyzed with LEICA confocal microscope (LEICA, Wetzlar,
Germany).

Statistical analysis. Expression data of in vitro and in vivo gene
expression have been log2 transformed. One-sample Wilcoxon rank-
sum tests were used to determine significant changes in expression of
in vitro samples of the real-time PCR analysis (R Statistical
Programming Language, Vienna, Austria). For in vivo data, two-
sample Wilcoxon-rank sum tests were used to test for significant
differences between control and patient samples. Samples of each
group are summarized taking the median. The fold change has been
computed to get absolute differences. Mann-Whitney tests were used
to determine significant changes of protein levels in nasal secretions.
Statistically significant differences were defined as P values *P<0.05,
**P<0.01, and **P<0.001.
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