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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem

Das Immunsystem des Menschen ist ein komplexes System bestehend aus
unterschiedlichen Effektorzellen und Molektlen, die uns vor Infektionen schiitzen sollen.
Man unterscheidet zwischen dem angeborenen und dem erworbenen, dem sog.
adaptiven Immunsystem.

Alle zellularen Bestandteile des Blutes, die wichtig fur eine Immunantwort sind, gehen aus
hamatopoetischen Stammzellen hervor. Nach Teilung der Zellen entstehen zwei Typen
von Stammzellen. Aus den lymphatischen Stammzellen entwickeln sich Leukozyten, wie
natirliche Killerzellen, T- und B-Lymphozyten. Aus den myeloiden Vorlauferzellen gehen
die restlichen Leukozyten (Granulozyten, Monozyten, dendritische Zellen) sowie
Erythrozyten und Megakaryozyten hervor. Makrophagen, die aus Monozyten
hervorgehen, zirkulieren im Blut und befinden sich in fast allen Geweben. Gemeinsam mit
den Monozyten, den Granulozyten, bestehend aus neutrophilen, eosinopilen und
basophilen Zellen, und den dendritischen Zellen sind sie Bestandteil der
phagozytierenden Zellen. Ein weiterer Zelltyp, der sich in den Geweben differenziert, sind
die Mastzellen, die bei der allergischen Immunantwort eine wichtige Rolle spielen®.

Die erste Hurde, die ein Pathogen tberwinden muss um in den menschlichen Kdrper zu
gelangen ist chemischer oder physikalischer Art, wie z.B. der Sauremantel der Haut.
Wurde diese Barriere Giberwunden, so greift hier zundchst das angeborene Immunsystem
ein. Dabei Ubernehmen auf zellularer Ebene Leukozyten wie Makrophagen, Monozyten,
dendritische Zellen oder neutrophile Granulozyten die erste Abwehr, indem sie Pathogene
unspezifisch phagozytieren. Dafir exprimieren die Zellen des angeborenen
Immunsystems eine Vielzahl an Mustererkennungsrezeptoren (PRR), mit denen sie hoch
konservierte molekulare Strukturen der Pathogene (pathogen associated molecular
patterns, PAMPSs), wie z.B. Lipopolysaccharide (LPS), Peptidoglykane, Mannane oder
Nukleinsauren, erkennen. Zu diesen Rezeptoren gehoren die Toll-like-Rezeptoren (TLR),
von denen beim Menschen 10 (TLR1-10) bekannt sind. Man findet sie auf der
Zelloberflache oder auch intrazellular. LPS bindet beispielsweise an TLR4 auf der
Zelloberflache. Weitere Vertreter der PRR sind die C-Typ Lektin Rezeptoren, zu denen
der Mannoserezeptor (CD206), DC-SIGN und Dectin-1 gehoren. Diese erkennen
Antigene auf Grund bestimmter Kohlenhydratstrukturen, wie z.B. Mannose, Fuktose oder
N-Acetylglukosamine, indem sie mit diesen Uber Kohlenhydrat-Erkennungs-Doméanen

(CRDs) interagieren @9,

NOD-(nucleotide binding oligomerization domain)-like-
Rezeptoren (NLR), wie z.B. NOD1 und NOD2, erkennen im Zytoplasma bakterielle

Peptidoglykane. Dendritische Zellen kdnnen Gefahren bzw. Infektionen auch indirekt Gber
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Einleitung

inflammatorische Mediatoren, wie z.B. IL-18, TNF-a oder PGE,, deren Freisetzung durch
Pathogene angekurbelt wird, erkennen %,

Neben Pathogenen kdnnen auch endogene Strukturen erkannt werden, die z.B. beim
Absterben von Zellen entstehen. Auf humoraler Ebene sind das Komplementsystem und
das Gerinnungssystem fur das angeborene Immunsystem essentiell.

Das adaptive Immunsystem hingegen wirkt spezifisch auf bestimmte Krankheitserreger.
Es kommt auch nicht innerhalb weniger Stunden zum Greifen, wie das angeborene
Immunsystem, sondern bendtigt mehrere Tage um sich zu entwickeln. Hierbei kénnen
Lymphozyten mittels spezifischer Antigenrezeptoren bestimmte Antigene erkennen und
eine gezielte Immunantwort ausldosen. Zudem entwickelt das adaptive Immunsystem
hierbei ein immunologisches Gedachtnis, wodurch nach wiederholtem Kontakt mit einem

Antigen eine schnelle spezifische Reaktion ausgeldst werden kann

. Eine wichtige
Rolle spielen bei der adaptiven Immunantwort zellular die T- und B-Lymphozyten und auf
humoraler Ebene Antikorper. T- und B-Zellen besitzen auf ihrer Oberflache spezifische
Rezeptoren (T-Zell-Antigenrezeptoren, TCR bzw. B-Zell-Antigenrezeptoren, BCR), die
bestimmte Teilstrukturen (Epitope) von Antigenen erkennen kénnen. Die Rezeptoren
zeichnen sich durch eine hohe Diversitat aus, wobei jede T- bzw. B-Zelle fir ein
bestimmtes Antigenepitop spezifisch ist ®.

Des Weiteren sind Zytokine und Chemokine fir die Zellkommunikation essentiell. T-Zellen
kénnen in a,B-T-Zellen und y,5-T-Zellen eingeteilt werden. Es gibt naive T-Zellen und
Memory T-Zellen. Naive T-Zellen findet man oftmals in den peripheren lymphatischen
Geweben vor, wo sie von dendritischen Zellen aktiviert werden kdnnen. Die Reifung der
T-Zellen findet im Thymus mit Unterstiitzung des Zytokins IL-7 statt. Hier entsteht auch
die Vielzahl an verschiedener TCR durch zufallige Anordnung der verschiedenen T-Zell-
Rezeptor-Gensegmente, V (variable), D (diversity) und J (joining).

CD4" T-Helferzellen werden in Thi-, Th2- und Th3-Zellen, deren Einordnung von der
Produktion spezifischer Zytokine abhangig ist, unterteilt. Thl-Zellen produzieren
vorwiegend IFN-y. Bei den Th2-Zellen herrscht die Bildung von IL-4, IL-5 und IL-13 vor.
Th3-Zellen bilden TNF-B. Neben diesen Subpopulationen existieren noch weitere
Th-Zellen, wie Th9-, Thl7- und Th22-Zellen, die durch die Produktion der Zytokine IL-9,
IL-17 bzw. IL-22 charakterisiert werden ©.

Bei den Antikorpern, die bei der adaptiven Immunantwort eine wichtige Funktion haben,
handelt es sich um Immunglobuline (lg). Diese werden von B-Zellen sezerniert. Befinden
sie sich membranstandig, so dienen sie auch als Antigenrezeptoren. Immunglobuline
erkennen eine Vielzahl von Antigenen, wie z.B. Proteine, Polysaccharide, Lipide oder
Nukleinsduren. Es existieren 5 verschiedene Klassen (Isotypen): IgA, IgD, IgE, 1gG und

IgM. Diese lassen sich teilweise in weitere Subklassen unterteilen, wie beispielsweise 1gG

2



Einleitung

in 1gG; bis 1gG,. Strukturbereiche auf den Antigenen, die durch die Antikdrper erkannt
werden, bezeichnet man wie bereits erwdhnt als Epitope. Man unterscheidet hierbei
Konformationsepitope, die durch die Tertiarstruktur des Proteins zustande kommen, und

lineare Epitope, die lediglich aus einem linearen Aminoséuresequenzbereich bestehen ®.

Antigenprasentation und Aktivierung von CD4  * T-Zellen durch dendritische Zellen

Dendritische Zellen stellen eine wichtige Form von antigenprasentierenden Zellen (APC)
dar. DC entstehen im Knochenmark aus myeloiden oder aus lymphatischen
Progenitorzellen und wandern Uber die Blutbahn in die Peripherie bzw. in alle
Korpergewebe, vor allem in Oberflachenepithelien und reprasentieren dort ca. 1-2% der

Gesamtzellzahl ®©

. Neben der Makropinozytose und Phagozytose kdnnen unreife DC
Antigene Rezeptor-vermittelt durch Endozytose aufnehmen . Sie sind die einzigen APC,
die befahigt sind naive T-Zellen effektiv zu aktivieren ®. Man unterscheidet konventionelle
DC, die fur die Aktivierung von T-Zellen zustandig sind, von plasmazytoiden DC, die durch
die Produktion von Interferonen gekennzeichnet sind und bei der Antigenprasentation
keine Rolle zu spielen scheinen. DC exprimieren charakteristische B,-Integrine, wie
CD11c¢:CD18 (a,B.) auf ihrer Oberflache @.

In der Peripherie nehmen unreife DC Antigene auf, spalten diese in Peptide und
prasentieren diese mittels MHC Klasse | und MHC Klasse Il Molekilen (major
histocompatibility complex) auf ihrer Oberflache. MHC-I Molekile prasentieren in der
Regel endogene Proteine, wie z.B. virale Proteine, die durch eine Virusinfektion in den
Zellen entstehen. MHC-I Molekile, die Peptid geladen haben, wandern Gber den Golgi-
Apparat zur Plasmamembran um die Peptide CD8" T-Zellen zu prasentieren, die eine
vorwiegend zytotoxische Funktion haben. MHC-II Molekiile zeigen hingegen Peptide, die
von exogener Abstammung sind und in den Endosomen bzw. Lysosomen enzymatisch
abgebaut wurden. An der Zelloberflache werden diese Peptide CD4" T-Zellen prasentiert,
bei denen es sich in der Regel um T-Helferzellen handelt.

Haben unreife DC Pathogene aufgenommen reifen sie aus, andern dabei ihre
Morphologie und wandern in die regionalen lymphatischen Organe (z.B. Lymphknoten)
um dort die MHC-I- bzw. MHC-II-gebundenen Peptide naiven T-Zellen zu préasentieren
und diese damit zu aktivieren. DC besitzen costimulatorische Molekiile, wie CD80 (B7.1),
CD86 (B7.2) und CD40. Die Expression dieser Oberflachenmarker nimmt zusammen mit
MHC-I und MHC-II Molekilen sowie den Adhasionsmolekilen ICAM-1/2 und dem
Reifungsmarker CD83 bei der Reifung der DC enorm zu, wobei gleichzeitig die Fahigkeit
neue Antigene aufzunehmen sinkt. Durch die Hochregulation von CCR7 wird bewirkt,
dass die reifen DC vorwiegend in den T-Zell-Arealen der sekundaren lymphatischen

Organe einwandern. Die costimulatorischen Molekile werden bendtigt um naive T-Zellen
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Einleitung

effektiv zu aktivieren. CD80 und CD86 binden dabei an CD28 auf den T-Zellen. CD40
interagiert mit dem CD40-Ligand. Fehlen solche costimulatorischen Signale, so treten die
T-Zellen in einen anergen Zustand.

Die Aktivierung der T-Zelle durch eine APC beginnt mit dem Kontakt, der durch
Adhasionsmolekiile, wie CD2/LFA-3 und LFA-1/ICAM-1/2, vermittelt wird. Die TCR und
Corezeptoren der T-Zelle kdénnen nun an die MHC-Komplexe binden. Durch eine
Konformationsverénderung der LFA-1 Molekile kommt es zu einer verstarkten Bindung
an ICAM-1/2 ®_ Durch die Costimulation mit CD28 wird in den T-Zellen die Expression
des T-Zellwachstumsfaktor IL-2 und des hoch affinen IL-2 Rezeptors induziert, welche die
Zellen zur Proliferation bringen. Die Interaktion zwischen dem TCR und dem spezifischen
Antigen stimuliert die Synthese bzw. Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, wie NFAT,
AP-1 oder NFkB, die an der Promotorregion des IL-2 Gens binden und somit wichtig fur
dessen Transkription sind. Aktivierte T-Zellen entwickeln sich im weiteren Verlauf zu
T-Effektorzellen. CD4" T-Zellen entwickeln sich dabei vor allem zu Thl-, Th2- Th17-Zellen
oder zu regulatorischen T-Zellen. Die Richtung, in die sich die Zellen differenzieren, ist
abhangig von Signalen aus der direkten Umgebung bzw. den APC selbst. Die
Entwicklung zu Thl1-Zellen wird beispielsweise durch IFN-y und IL-12 gesteuert. Diese
spielen bei der Bekdmpfung von bakteriellen und viralen Infekten eine wichtige Rolle,
indem sie Makrophagen, NK-Zellen und die Expansion zytotoxischer Zellen aktivieren ®.
Bakterien konnen dabei die Produktion von IL-12 induzieren. Mit Hilfe der Zytokine wird
der JAK-STAT-Signalweg (Januskinase; signal transducers and activators of transcription)
aktiviert. Bei Thl-Zellen ist dabei STAT4 von Bedeutung, welches die Expression des
Transkriptionsfaktors T-bet aktiviert. T-bet schaltet wiederum das IFN-y Gen in der T-Zelle
ein und unterstitzt die Expression der Signaluntereinheit des IL-12 Rezeptors. Thl-Zellen
induzieren hauptsachlich die Produktion von Antikérpern des Isotyps IgG. Die Entwicklung
zu Th2-Zellen wird hingegen durch IL-4 begunstigt. Dieses aktiviert in der T-Zelle STATS,
welches wiederum die Expression des Transkriptionsfaktors GATA-3 beglnstigt. GATA-3
fordert die Aktivierung mehrerer flir Th2-Zellen charakteristischer Zytokine, darunter auch
IL-4. Die Antikorper, die auf Grund einer solchen Immunantwort verstarkt produziert
werden, sind IgA und IgE. Th2-Zellen sind zum einen an der Immunantwort beteiligt, die
durch Parasiten ausgeldst wird, haben andererseits aber auch eine wichtige Funktion bei

der Entwicklung von Autoimmunreaktionen und Allergien ®.
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1.2 Allergie

Das Immunsystem des Kérpers sorgt fir die Abwehr gegen Infektionen durch Bakterien,
Viren oder anderen gefahrlichen Einflissen. Gelegentlich bekampfen Immunzellen
Antigene, die in der Regel keine Gefahr fir den Menschen darstellen, was als
Hypersensitivitat bezeichnet wird. Der Begriff ,Allergie” (von griechisch allos, anders)
wurde von Clemens von Pirquet 1906 zum ersten Mal eingefihrt, indem er die
ungewdhnliche Neigung einiger Individuen symptomatische Reaktionen nach Exposition
mit bestimmten Substanzen zu entwickeln beschrieb ©. Bei Typ I Allergien handelt es sich
in der Regel um Th2-dominierte Immunantworten auf ein normalerweise ungeféahrliches
Antigen und das vermehrte Vorhandensein von allergen-spezifischem- und Gesamt-IgE.
Die Anzahl an Allergikern hat in den letzten Jahrzehnten stark zugenommen. Etwa 30%
der Bevolkerung der industriellen Staaten leiden mittlerweile an Allergien in Form von
allergischer Rhinitis, Konjuktivitis, atopischer Dermatitis oder allergischem Asthma. Fur
viele Betroffene stellt dies eine enorme Beeintrachtigung und Belastung im taglichen
Leben dar. Bei einigen Menschen kann der Kontakt mit einem bestimmten Allergen im
schlimmsten Fall zu einem anaphylaktischen Schock fuhren.

Warum aber stieg die Zahl an Allergikern mit den Jahren immer weiter an? Eine
Hypothese, die sog. ,Hygiene Hypothese”, die das vermehrte Auftreten von Allergien in
der westlichen Welt erklaren sollte, kam durch eine Studie von Strachan auf. Er studierte
in Grof3britannien 17414 Kinder, die im Mé&rz 1958 geboren waren und beobachtete diese
bis zu ihrem 23. Lebensjahr. Er stellte dabei fest, dass die Wahrscheinlichkeit an einer
allergischer Rhinitis zu erkranken invers mit der Anzahl an Kindern in den Haushalten
korrelierte. Das Risiko allergische Erkrankungen zu bekommen war demzufolge
vermindert, wenn sich die Kinder in ihrer frihen Kindheit mit Infektionskrankheiten tber
den Kontakt mit ihren &lteren Geschwistern ansteckten *®. Kommt es zu einem limitierten
Kontakt mit Bakterien oder Viren, so werden Thl-Zellen, die mit bakteriellen und viralen
Infektionen assoziiert sind, unzureichend stimuliert. Diese kbénnen dann einer Expansion
von Th2-Zellen nicht mehr ausreichend entgegensteuern und es kommt zu einer
Pradisposition fir allergische Erkrankungen @Y. Eine weitere Erklarung ist das immer
geringer werdende Risiko der Bevdlkerung in industriellen Landern von Parasiten befallen
zu werden. Parasiten, wie z.B. Helminthen, 16sen &@hnlich wie bei allergischen Reaktionen
eine Th2-dominierte Immunantwort aus. In den Entwicklungslandern treten solche
Infektionen hingegen viel haufiger auf. Allergische Erkrankungen sind dort jedoch nicht so
verbreitet wie in den Industrienationen. Unterschiede in der Pravalenz von allergischen
Erkrankungen bestehen aul3erdem zwischen l&ndlichen und stadtischen Regionen. In
Deutschland haben Bewohner urbaner Regionen haufiger allergisches Asthma als z.B.

(12)

Bauern, die in landlichen Regionen wie Bayern leben ““. Des Weiteren kann eine
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genetische Pradisposition bei der Entwicklung der Allergie von Bedeutung sein. Die
Genomregion auf Chromosom 5 5q31-33 kodiert z.B. Kandidatengene, die
moglicherweise fur eine erhdhte Anfalligkeit verantwortlich sind. Hier liegen die Gene
verschiedener Th2-Zytokine, wie z.B. IL-3, IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13, die bei der
allergischen Immunantwort eine wichtige Rolle spielen ).

Substanzen, die Allergien auslosen, werden als Allergene bezeichnet. Sie sind meist recht
kleine Proteine oder Glykoproteine, die von vielen unterschiedlichen Quellen stammen
kénnen. Darunter befinden sich u.a. Pollenkdrner, Hausstaubmilben, Pilze, Insekten oder
auch Haustiere, wie Hund und Katze (Abbildung 1). Zudem kdnnen viele Lebensmittel
Allergien verursachen *?. Viele Allergene, wie z.B. durch Luft Uibertragbare Graser- oder
Haustaubmilben-Allergene, werden Uber trockene Partikel, z.B. Pollen bzw. Milbenkot,
Ubertragen. Die meisten Allergene werden entweder eingeatmet und gelangen Uber die
oberen Atemwege in den Koérper, werden Uber die Haut aufgenommen oder, wie bei

Nahrungsmittelallergenen, gelangen dber die Nahrung in das Verdauungssystem.

Allergenquelle Einzelallergene Molekulargewicht Proteinfunktion
Birke (Betula verrucosa) Betv 1 17 kD RNase
Betv 2 14 kD Profilin
Betv3 20 kD Ca?*-bindend
Lieschgras (Phleum pratense) | Phlp 1 33-37 kD Protease, Glykoprotein
Phlp 2 11 kD
Phlip 3 11 kD
Phip 4 50 kD
Phl p 5a 38 kD
Phl p 5b 32 kD RNase
Phlp 6 14 kD
Phlp7 8.6 kD 2EF Ca-bindendes Protein
Phlp 11 15.8 kD Soja-Trypsininhibitor-dhnliche
Phlp 12 14 kD Profilin
Phlp 13 55-60 kD Polygalaktcturonase, Glykoprotein
Erdnuss (Arachis hypogaea) Arah1 69 kD 7S-Globulin (Vicilin), Speicherprotein
Arah 2 18 kD 2S-Albumin (Conglutin), Speicherprotein
Ara h 3/4 58/61 kD 11S-Globulin (Glycinin), Speicherprotein
Arah 6 15 kD 2S-Albumin (Conglutin), Speicherprotein
Arah 9 12 kD Lipid-Transfer-Protein
Katze (Felis domesticus) Feld1 Polypeptid1 10 kD kollagenolytisch
Polypeptid2 11 kD
Wespe (Vespula vulgaris) Vesv 1 35 kD Phospholipase
Ves v 2 44 kD Hyaluronidase
Vesv 5 23 kD Antigen 5

Abbildung 1: Allergenquellen
Beispiele verschiedener Allergenquellen mit Unterteilung in Einzelallergene und deren bekannte
Proteinfunktion (modifiziert nach @, Bilder: B. Heydenreich)
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Nahrungsmittelallergene zeichnen sich dadurch aus, dass sie durch Verdauungsenzyme
oftmals nicht zerstort werden kdnnen und somit als intakte Allergene die Schleimh&ute im
Dinndarm erreichen ™. Allergene lassen sich in verschiedene Allergenkomponenten
aufschlisseln. Allergene, auf die mehr als 50% der Patienten reagieren, werden als
Majorallergene/Hauptallergene, solche auf die weniger als 10% der Patienten reagieren
als Minorallergene bezeichnet. Verschiedene Allergenquellen unterscheiden sich
hinsichtlich der Anzahl an Einzelallergenen. So besitzt beispielsweise Birkenpollenextrakt
nur wenige Einzelallergene, wohingegen einige Graserpollen, wie das Lieschgras, eine
Vielzahl an Einzelallergenen aufweisen. Vielen Allergenen konnten bereits bestimmte
biologische Funktionen zugeschrieben werden. Bet v 1 besitzt z.B. eine RNase-
Aktivitat ®. Andere Allergene, wie das Hauptallergen der Hausstaubmilbe Der p 1 sind
Proteasen, welche direkt die Barrierefunktion der Epithelien stéren koénnen oder
Substrate, die bei der Entwicklung der Th2-Antwort wichtig sind, hydrolysieren
konnen “*9). Proteasen werden dariiber hinaus von Parasiten verwendet um in Gewebe
zu gelangen ™®. Basophile kénnen ebenfalls durch exogene Proteasen aktiviert werden.
Dadurch wird TSLP (thymic stromal lymphopoietin), das die allergische Entziindung
férdern kann, und ,frihes IL-4", das fir die Sensibilisierung zur Entwicklung einer Th2-

(17;18). Das

Antwort gegenuiber Allergenen oder Parasiten wichtig ist, gebildet
Hauptallergen der Katze Fel d 1 besteht aus zwei Peptidketten und kann denaturiertes
Kollagen spalten. Allergien auf Bienen und Wespen sind auf deren Gifte zurtickzufiihren.
Bei den Allergenen handelt es sich z.B. um Phospholipasen oder Hyaluronidasen.
Phospholipasen haben hierbei zytotoxische und neurotoxische Effekte ©.

Haben Allergene nun die Schutzbarriere des Koérpers tberwunden, werden sie von DC,
beispielsweise in der Haut oder den Schleimh&uten, aufgenommen und in den regionalen
lymphatischen Organen CD4" T-Zellen prasentiert. Diese erkennen uber ihre TCR lineare
Peptidsequenzen (Epitope), die tiber MHC Il Molekiile auf den DC prasentiert werden. Die
B-Zell-Epitope auf Protein-Allergenen werden hingegen von Antikdrpern (IgE) erkannt und
besitzen eine dreidimensionale Struktur *9.

Coombs und Gell haben diese Uberempfindlichkeitsreaktionen 1963, abhangig von ihren
immunologischen Mechanismen, in 4 verschiedene Typen eingeteilt (Tabelle 1). Typ |
Allergien sind Allergien vom Soforttyp und IgE-vermittelt. Symptome treten hier sofort
nach Kontakt mit dem Allergen auf. Sie werden durch l8sliche Proteine ausgeltst. Die
Aktivierung von Mastzellen spielt bei diesem Allergietyp eine wichtige Rolle. Beispiele fir
diesen Allergietyp sind Allergien, die durch Pollen, Milben oder auch Insektengifte
ausgelost werden und dadurch zu allergischer Rhinitis, Asthma oder im schlimmsten Fall
zu einer systemischen Anaphylaxie fihren kdnnen. Weitere Allergietypen, wie Typ Il und

lll, werden Uber IgG vermittelt. Des Weiteren konnen Allergien durch Zellen, wie Thl-,
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Th2- oder auch cytotoxische T-Zellen (CTL) vermittelt werden, wie dies bei Typ IV

Allergien der Fall ist.

Tabelle 1: Einteilung der Hyposensitivitatsreaktion

(modifiziert nach (1))

en nach Coombs und Gell

Immunkomponente Antigen Effektormechanismen Beispiele
Typ | IgE I6sliches Antigen Mastzellaktivierung allergische Rhinitis,
Asthma, systemische
Anaphylaxie
Typ Il I9G zell- oder Komplement, manche
matrixassoziiertes FcR*-Zellen Medikamentenallergien
Antigen (Phagozyten, NK-Zellen)  (z.B. gegen Penicillin)
[ Zelloberflachenrezeptor ~ Antikorper verandert chronische Urticaria
Signalgebung (Antikorper gegen
FceRla)
Typ Il IgG I6sliches Antigen Komplement, Serumkrankheit,
Phagozyten Arthus-Reaktion
Typ IV Thl-Zellen I6sliches Antigen Makrophagenaktivierung Kontaktdermatitis,
- Tuberkulinreaktion
e Th2-Zellen l6sliches Antigen IgE-Produktion, chronisches Asthma,
Aktivierung von chronische allergische
Eosinophilen, Rhinitis
Mastozytose
- CTL zellassoziiertes Antigen Zytotoxitat GewebeabstoRung

Wie entsteht eine allergische Immunantwort?

Zu Beginn einer allergischen Immunantwort muss eine pradispositionierte Person
zunachst gegen das Allergen sensibilisiert werden (Abbildung 2). Dies geschieht bereits
bei Kontakt mit sehr geringen Allergendosen. Allergene kénnen uber die Schleimhaute
oder die Haut aufgenommen werden. Dort werden sie von unreifen DC aufgenommen und
prozessiert. Diese wandern daraufhin in die regionalen Lymphknoten, reifen aus und
prasentieren MHC ll-gebundene Peptidfragmente an naive T-Zellen um sie zu aktivieren.
Bei der Anwesenheit von frihem IL-4 differenzieren diese zu Th2-Zellen, welche
wiederum vermehrt IL-4 und IL-13 produzieren. Bei Anwesenheit dieser Zytokine und der
Interaktion zwischen CD40-Ligand bzw. CD28 auf Th2-Zellen und CD40 bzw. CD80/CD86
auf B-Zellen kann in letztere ein Immunglobulinklassenwechsel (,switch®) induziert
werden. Die B-Zellen produzieren daraufhin vermehrt IgE. Dieses gelangt in die Lymphe
und verteilt sich weiter Uber die Blutbahn. Von dort aus gelangt es in die
Interstitialflissigkeit und kann an den hoch-affinen IgE-Rezeptor FceRI auf Mastzellen

oder Basophilen im Gewebe binden. Somit ist das Individuum sensibilisiert ©°.
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Abbildung 2: Manifestierung einer allergischen Immu nantwort
Veréndert nach @

Die Sensibilisierung verlauft ohne Symptome. Bei einem erneuten Kontakt mit dem
Allergen kann dieses nun direkt an die Zell-gebundenen IgE-Antikdrper binden und
dadurch kreuzvernetzen. Durch diese Kreuzvernetzung kommt es in den Mastzellen zur
Ausschittung von Mediatoren, welche die Symptome allergischer Reaktionen auslésen.
Th2-Zellen und das Immunglobulin IgE sind bei der Entwicklung der allergischen
Immunantwort von hoher Bedeutung. Ahnliche Immunantworten wie hier werden durch
die Infektion mit Helminthen oder anderen Parasiten ausgeldst. Auch in diesem Fall
kommt es zu einer gesteigerten IgE-Produktion und zu einer dominierenden
Th2-Reaktion, charakterisiert durch vermehrte Bildung von IL-4 und IL-13. Man sagt, dass
bei Allergikern eine verschobene Balance zwischen Thl- und Th2-Zellen in Richtung Th2-
Zellen besteht @2,

In letzter Zeit hat man herausgefunden, dass neben Th2-Zellen auch Th17- und
Th22-Zellen eine Rolle bei der allergischen Immunantwort zu spielen scheinen ®. IL-17
sorgt fur die Rekrutierung von Neutrophilen und Eosinophilen und kann bei Asthmatikern
und Patienten mit allergischer Rhinitis vermehrt nachgewiesen werden. Th22-Zellen
kénnen in der Haut von Patienten mit allergischer Kontaktallergie, atopischen Ekzemen
oder Psoriasis vermehrt detektiert werden %,

Fir IgE existieren zwei Rezeptoren: der hoch-affine IgE-Rezeptor FceRI und der niedrig-
affine IgE-Rezeptor FceRIl (CD23). FceRl Rezeptoren befinden sich nur auf wenigen

Zelltypen, wie Mastzellen, Basophilen und APC @2,
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Die allergische Reaktion lasst sich generell in zwei Phasen einteilen: die Sofort- und die
Spatreaktion. Die Sofortreaktion kommt wenige Minuten nach Allergenexposition
zustande und ist charakterisiert durch die Aktivitat von Mastzellen und deren Mediatoren,
wie Histamin oder Prostaglandine. Mastzellen befinden sich vor allem in der Haut und in
den Schleimhauten der Atemwege und des Gastrointestinaltraktes. Sie zeichnen sich
durch die Expression des FceRI und c-Kit (fur die Bindung an SCF, stem cell factor) aus
und produzieren verschiedene Mediatoren. Man unterscheidet zwischen praformierten
Mediatoren, neu synthetisierten Lipidmediatoren und Zytokinen. Préaformierte Mediatoren,
wie z.B. Histamin, Proteoglykane oder Serinproteasen, befinden sich in
zytoplasmatischen Granula. Wird eine Mastzelle durch Kreuzvernetzung von FceRI-
gebundenem IgE durch Allergene aktiviert, so fusionieren die Granula mit der
Zellmembran und die Mediatoren werden innerhalb weniger Minuten aus der Zelle
entlassen. Histamin bewirkt die Kontraktion der glatten Muskulatur, hat Effekte auf
Endothelzellen der GefaRe, Nervenendigungen und die Mucus-Sekretion ®®, wodurch
typische Symptome der Allergie, wie Juckreiz, Rotung und Schwellung der Haut,
Bronchokonstriktion, Atemnot oder gastrointestinale Beschwerden ausgeldst werden ©.
Anders als Mastzellen zirkulieren Basophile im Blut und infiltrieren entziindete Gewebe in
der Haut oder den Atemwegen. Sie exprimieren ebenfalls den FceRIl und eine weitere
Vielzahl an Zytokin- bzw. Chemokin-Rezeptoren, wie z.B. IL-3R. IL-3 kann zusammen mit
weiteren Zytokinen bzw. Chemokinen Basophile primen und die Ausschiittung von
Mediatoren nach Aktivierung von FceRI anregen. Zudem kommt es dadurch zur Sekretion
von IL-4 und IL-13. Auch Basophile enthalten praformierte und neusynthetisierte
Mediatoren bzw. Zytokine und Chemokine. Dazu gehoren Leukotriene, die zu den
Lipidmediatoren zahlen. Nach Aktivierung werden LTC, und dessen Metaboliten LTD, und
LTE, produziert und freigesetzt. Diese bewirken ebenfalls eine Bronchokonstriktion und
eine erhohte Permeabilitat der GefaRe . Die Spatphasereaktion tritt erst 8-12 Stunden
nach der Sofortreaktion auf und kommt bei 50% der Patienten zum Tragen. Hierbei
spielen Prostaglandine, Leukotriene, Chemokine und Zytokine (IL-5 und IL-13), die nach
Aktivierung der Mastzellen synthetisiert und ausgeschittet werden, eine wichtige Rolle.
Durch diese werden weitere Leukozyten, wie Neutrophile, Eosinophile, Basophile und
Th2-Zellen, zum Ort der Entziindung gelockt und bewirken eine weitere Kontraktion der
glatten Muskulatur. Es kénnen sich Odeme bilden und morphologische Veranderungen
des Gewebes auftreten. Solche andauernden Spatphasereaktionen kénnen im weiteren
Verlauf zu chronischen allergischen Entziindungen, wie beispielsweise chronischem

Asthma fuhren 429,
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1.3 Therapie allergischer Erkrankungen
Bei der Behandlung allergischer Entziindungen sind zwei Punkte wichtig. Zum einen die
Vermeidung von Kontakt mit dem spezifischen Allergen und zum anderen die gezielte
medikamentdse Behandlung der Symptome. Die Vermeidung der Allergiequellen, wie
Pollen, ist dabei jedoch nicht immer so einfach. Hier sollte man wéahrend der
Pollenflugsaison auf korperliche Anstrengungen im Freien, wie z.B. Sport, verzichten.
Auch bei Allergien gegen Haustiere lasst sich der Kontakt mit den Allergenen trotz
Ausschluss des Tieres aus dem Haushalt nicht immer vermeiden, was bei dem
Hauptallergen der Hauskatze Fel d 1 deutlich wird. Dieses Allergen schwebt auf Grund
von aerodynamischen Eigenschaften lange in der Luft und wird zudem als ,klebrig*
beschrieben. Dadurch haftet es leicht an Kleidung und wird recht einfach in andere
Haushalte ohne Katzen, in Schulen oder andere offentliche Gebaude iibertragen @423,
Allergene aus Lebensmitteln lassen sich hingegen einfacher vermeiden, schranken
jedoch die Lebensqualitat der betroffenen Personen stark ein. Zum Beheben der
Symptome von allergischer Rhinitis und allergischem Asthma hat sich die Behandlung mit
Medikamenten, wie Antihistaminika, Glukokortikoide oder kurz- bzw. langwirkende
B.Mimetika (SABAs bzw. LABAs), etabliert ®®. Bei Auftreten von Herz-Kreislauf-

Symptomen kommt Adrenalin zum Einsatz ©.

1.3.1 Die spezifische Immuntherapie (Hyposensibilis  ierung)
Die bisher einzige, an den immunologischen Ursachen ansetzende und daher auch auf
lange Zeit wirksame Therapie gegen Allergien ist die spezifische Immuntherapie (SIT,
specific immunotherapy), auch Hyposensibilisierung oder Desensibilisierung genannt.
Hierbei werden dem Patienten spezifische Antigene, in diesem Fall Allergene, verabreicht
um eine immunologische Toleranz zu induzieren. Sie soll zudem die weitere Entwicklung
bzw. Verschlimmerung der Allergie, z.B. vom Heuschnupfen hin zum Asthma, verhindern
@D Leonard Noon beschrieb 1911, dass Heuschnupfen-Patienten nach Gabe von
Graspollenextrakten eine verminderte Sensibilitat aufwiesen, was sich durch verringerte
Symptome zeigte ®®. Angewandt wird die Therapie heutzutage vor allem bei Patienten,
die unter allergischer Rhinitis, mildem bronchialem Asthma, Insektengiftallergien oder
Allergien gegeniiber Medikamenten leiden ®®. Bei der subkutanen Immuntherapie (SCIT,
subcutaneous immunotherapy) werden dem Patienten Allergenextrakte in steigenden
Dosen unter die Haut appliziert. Die Therapie erfolgt in der Regel tber 2-3 Jahre. Bei der
Hyposensibilisierung gegen Pollen unterscheidet man zwischen der prasaisonalen und
der perennialen SIT. Bei der prasaisonalen SIT beginnt die Therapie nach der
Pollenflugsaison. Dem Patienten werden wahrend der sog. Aufbaubehandlung ca. alle 1-2

Wochen steigende Allergenmengen verabreicht bis eine individuelle Erhaltungsdosis
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Abbildung 3: Toleranzinduktion nach erfolgreicher S IT

Nach erfolgreicher SIT werden regulatorischen T-Zellen induziert, die IL-10 und TGF-3
produzieren. Die Polarisierung von Th2 Zellen wird verhindert, es tritt ein
Immunglobulinklassenwechsel von IgE zu 1gG, auf, DC und Effektor-T-Zellen werden supprimiert.
In Folge werden Effektorzellen, wie Mastzellen, Basophile und Eosinophile unterdriickt, es werden
keine Mediatoren freigesetzt und Symptome einer allergischen Erkrankung bleiben somit aus
(modifiziert nach ®¥%9).

erreicht wird. Diese Dosierung wird bis zum Beginn der nachsten Pollenflugsaison
beibehalten. Dann wird die Gabe von Allergen unterbrochen und beginnt gleichermalRen
wieder am Ende der Pollensaison. Im Gegensatz dazu wird bei der perennialen SIT die
Administration von Allergen in der Pollenflugsaison nicht unterbrochen. Es werden
lediglich geringere Konzentrationen verabreicht. Nach Ende der Saison beginnt dann
wieder die Aufbaubehandlung ©.

Eine weitere Form der SIT stellt die sublinguale Immuntherapie (SLIT, sublingual
immunotherapy) dar. Hierbei nimmt der Patient die Allergene in Form von Tabletten oder
Tropfen zu sich. Ob diese Form der SIT genau so effektiv ist wie die SCIT ist noch nicht
eindeutig nachgewiesen worden.

Essentiell ist, dass bei der spezifischen Immuntherapie allergen-spezifische
regulatorische T-Zellen (Treg) generiert werden (Abbildung 3). Man unterscheidet beim
Menschen zwei Typen von regulatorischen T-Zellen. Im Thymus werden die natirlich
vorkommenden FoxP3* (forkhead box P3) CD4'CD25" Tgreq gebildet. In der Peripherie
entwickeln sich induzierbare regulatorische T-Zellen. Bei der SIT spielen hier vor allem die

(21)

Typ 1 Tgreg (Trl), die IL-10 produzieren, eine wichtige Rolle “~. Des Weiteren ist eine
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positiv verlaufende SIT durch den Shift der Th2-dominierenden Immunantwort in Richtung
einer Thl Immunantwort und zur vermehrten Ausschittung der anti-inflammatorischen
Zytokine 1L-10 und TGF-B charakterisiert ©*3%. Dadurch werden Eosinopile, Basophile
und Mastzellen supprimiert und es erfolgt eine vermehrte Produktion von IgG, an Stelle

von IgE @9,

1.3.2 Der Einsatz von Allergoiden und weiteren Alte  rnativen bei der SIT
Bei der SIT kénnen massive Nebenwirkungen, die sich im schlimmsten Fall in einem
anaphylaktischen Schock zeigen, auftreten. Um solche Nebenwirkungen zu vermeiden
zog David Marsh Allergoide fiir eine mégliche spezifische Immuntherapie in Betracht ¢,
Bei Allergoiden handelt es sich um Allergene, die mit Chemikalien wie Formaldehyd oder
Glutaraldehyd modifiziert werden und dabei eine verminderte Allergenitat bei
gleichbleibender oder steigender Immunogenitdt aufweisen sollen. Die Aldehyde
reagieren mit primaren Aminogruppen der Polypeptidsequenzen, wodurch intra- und
intermolekulare Bindungen entstehen. Dabei sollen im idealen Fall die dreidimensionalen
B-Zell Epitope, die fur die IgE-Bindung notwendig sind, zerstort werden, die linearen

) @740 Dieser Idealfall tritt

T-Zell Epitope sollen jedoch erhalten bleiben (Abbildung 4
jedoch nicht immer ein. Diverse Arbeiten konnten bereits zeigen, dass einige Allergoide
zu einer verminderten T-Zellreaktivitat fihren “**?. Zudem spielt die Art der APC, welche
die Allergoide den T-Zellen préasentiert eine entscheidende Rolle. So kénnen z.B. DC und
Makrophagen, im Vergleich zu B-Zellen oder PBMC, Allergoide viel besser
prasentieren 9. Auch sublingual zeigt der Einsatz von Allergoiden Erfolge “®. Fir die
sublinguale Therapie mit Allergoiden eignen sich insbesondere solche, die mit
Kaliumcyanat modifiziert wurden. Hierbei wird nach Modifizierung von Lysinresten eine
monomere  Struktur beibehalten und die Allergoide besitzen ein geringeres
Molekulargewicht als solche die durch Modifizierung mit Aldehyden polymerisieren.
Dieses verminderte Molekulargewicht hat einen Vorteil bei der Absorption durch die
Schleimhaut, wie dies bei der SLIT nétig ist “".

Allergoide werden in der Regel in Kombination mit Adjuvanzien (von lat. adjuvare, helfen,
unterstiitzen) eingesetzt. Ein Beispiel dafirr ist der Impfstoff Pollinex® Quattro, der bei der
Therapie lediglich viermal prasaisonal injiziert wird. Diese kurze Injektionsphase und somit
das schnelle Aufdosieren wird zum einen durch den Einsatz der Allergoide ermdglicht.
Neben den Glutaraldehyd-modifizierten Allergoiden enthélt der Impfstoff das Adjuvant
MPL® (monophosphoryl lipid A), ein nicht-toxisches LPS-Derivat von Salmonella
minnesota R595, das eine Thl-Immunantwort fordern soll. Des Weiteren sind das

Allergoid und MPL® an die recht unlésliche Aminoséure L-Tyrosin adsorbiert 549,

13



Einleitung

7S B-Zell-Epitop Natives Allergen

T-Zell-Epitop

IgE
BZellEpitop g o Allergoid

\ T-Zell-Epitop

Abbildung 4: Modell fir die Allergoidisierung nativ er Allergene

Die mit Aldehyden modifizierten Allergoide sollten im Idealfall auf Grund der zerstérten B-Zell-
Epitope und somit der dreidimensionalen Struktur eine reduzierte IgE-Bindeféhigkeit aufweisen.
Lineare T-Zell-Epitope sollten durch die chemische Behandlung nicht verandert werden und somit
im \évgi)';eren Verlauf immer noch durch TCR erkannt werden; S-S: Disulfidbriicken (modifiziert
nac .

Neben Allergoiden werden noch weitere Alternativen fir den Einsatz von
naturlichen/nativen Allergenextrakten fir eine Therapie erforscht. So lassen sich
heutzutage z.B. rekombinante Allergene recht einfach herstellen und werden bereits in
klinischen Studien und Experimenten getestet. Bei nativen rekombinanten Allergenen
besteht allerdings immer noch das Risiko von diversen Nebenwirkungen. Durch weitere
Modifizierung rekombinanter Allergene wiirden sich diese reduzieren lassen ©%. So
konnte in einer Studie ein Fusionsprotein aus zwei Hauptallergenen der Biene (Api m 1
und Api m 2) hergestellt werden, das eine verminderte IgE-Reaktivitat bei bestehender
T-Zellreaktivitat aufwies. In Mausen konnte gezeigt werden, dass die Vorbehandlung mit
diesem Fusionsprotein die Bildung von IgE nach Immunisierung mit dem nativen Allergen

unterdriickt ©®

. Peptide, die lediglich aus Aminosauresequenzen der T-Zell Epitope
bestehen, versprechen ebenfalls eine erfolgreiche Therapie, was bereits in Studien mit
dem Hauptallergen der Biene gezeigt werden konnte ©V. Eine weitere alternative
Therapiemdglichkeit ware der Einsatz von CpG-Oligonukleotiden, die an Allergen
gebunden sind. CpG-Motive werden vom TLR9 erkannt, welcher hauptséchlich auf
plasmazytoiden DC exprimiert wird. Durch die Bindung soll eine Th2-Immunantwort
unterdriickt werden ©?. Ein neuer Aspekt bei der Behandlung von IgE-vermittelten

allergischen Erkrankungen ist der Einsatz des anti-IgE Antikdrpers Omalizumab (Xolair®).
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Dabei handelt es sich um einen monoklonalen anti-IgE Antikorper, der frei zirkulierendes

IgE bindet und bei schweren Asthmatikern therapeutisch angewendet wird 2.

1.4 Der Einsatz von Aluminiumhydroxid (Alum) als Ad juvanz

Seit vielen Jahren werden bei Herstellung von Impfstoffen Adjuvanzien, sog.
Wirkverstéarker, eingesetzt, da diese starke Antikdrper-Reaktionen hervorrufen. Ldsliche
Proteine werden mit Hilfe von Adjuvanzien in partikulare Formen umgewandelt und
kénnen dadurch von APC besser aufgenommen werden ®. Im Jahr 1926 konnte zum
ersten Mal ein Effekt von Aluminiumsalzen zur Verstarkung einer Immunantwort
beobachtet werden, indem Meerschweinen mit loslichem oder Alum-prazipitiertem
Diphterietoxin behandelt wurden ®*. In den kommerziellen Impfstoffen werden Antigene in
der Regel an zwei Arten von Alum adsorbiert oder prazipitiert: Aluminium Oxyhydroxid
bzw. Aluminiumhydroxid (AIOOH) oder Aluminium Hydoxyphosphat bzw. Aluminium-
phosphat (AI(OH),(PO,),) ©°.

Die genauen Mechanismen, die hinter der Wirkung von Alum auf das Immunsystem
stehen, sind immer noch nicht vollkommen geklart. Zum einen soll die Injektion von Alum
mit einem spezifischen Antigen einen Depot-Effekt bewirken. Hierbei soll das Antigen
Uber einen langeren Zeitraum freigesetzt werden und sich der Kontakt zu den APC

verlangern ©®®37,

Es gibt jedoch Studien, welche die Funktion eines Depot-Effekts
widerlegen ®®. In vivo konnte beispielsweise gezeigt werden, dass nach Injektion von
radioaktiv markiertem Alum-adsorbiertem Tetanus Toxoid in BALB/c Ma&ause bereits
wenige Stunden spater 80% des Tetanus Toxoids von der Injektionsstelle verschwunden
waren ®%. Folglich miissen weitere Faktoren zum adjuvanten Effekt von Alum beitragen.

Ein weiterer Wirkmechanismus von Alum steht in Zusammenhang mit dem NLRP3
Inflammasom (NLR family, pyrin domain containing 3, auch NALP3 Inflammasom
genannt). In mehreren Studien konnte in vitro gezeigt werden, dass Alum die Freisetzung
der pro-inflammatorischen Zytokine IL-1B, IL-18 und IL-33 Uber die Aktivierung der
Protease Caspase 1 bewirkt ©®Y, Caspase 1 ist Bestandteil des NLRP3 Inflammasoms.
NALP3 befindet sich intrazellular in Makrophagen oder dendritischen Zellen. Es ist ein
Mitglied der NOD-like-Rezeptoren (NLR) und erkennt Pathogene bzw.
Pathogen-Bestandteile, wie LPS oder endogene Gefahrensignale, wie z.B. ATP oder
Harnsaure. Bei Aktivierung interagiert NLRP3 mit dem Adapter-Protein ASC (apoptosis-
associated speck-like protein containing a CARD), welches wiederum mit der
Proteinvorstufe Pro-Caspase 1 interagiert (Abbildung 5). Dies fuhrt zur Autokatalyse von
Pro-Caspase 1, sodass eine aktive Form der Caspase 1 entsteht, die in der Lage ist durch
proteolytische Spaltung die Vorstufen der Zytokine IL-18, IL-18 und IL-33 in ihre

biologisch aktiven Formen zu verwandeln, welche dann von der Zelle freigesetzt werden.
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In vitro ist die Expression von Pro-IL-1B nach Zugabe von Alum abhangig von Signalen,
die Uiber TLR gesteuert werden, oftmals ausgeldst iber TLR-Liganden wie LPS ©?. In vivo
konnte jedoch in mehreren Studien mit Mausen, die defizient fir nachgeschaltete
Adaptermolekile der TLR wie MyD88 oder TRIF sind, gezeigt werden, dass die Wirkung
von Alum nicht von der Signalgebung durch TLR abhéangig ist ®**Y. Des Weiteren scheint
der Ausstrom von Kalium aus der Zelle einen Einfluss auf die Aktivierung von Caspase 1
zu haben ©?. Der purinerge ATP-Rezeptor P2X7 spielt gewshnlich auch eine Rolle bei der
Aktivierung des NALP3 Inflammasoms. In diversen Studien konnte jedoch gezeigt
werden, dass er nicht an der Produktion von IL-18 beteiligt zu sein scheint ©®V. wie
genau Alum das NALP3 Inflammasom aktiviert ist noch nicht eindeutig geklart. Eine
Theorie besagt, dass Alum von phagozytierenden Zellen aufgenommen wird woraufhin
die Lysosomen zerstort und Antigene und lysosomale Enzyme ins Zytoplasma freigesetzt
werden und somit ein Signalweg aktiviert wird, der intrazellulare Gefahrensignale
wahrnimmt. Pathogene kdnnen DC indirekt aktivieren, indem die durch sie geschadigte
Zelle DAMPs (damage associated molecular pattern), wie Harnsaure, ATP oder HMGB-1
freisetzt ®. Alum kénnte auf diese Weise solche endogenen DAMPs, z.B. Harnsaure,
freisetzten, welche das NALP3 Inflammasom aktivieren kann. In vivo konnte bereits
gezeigt werden, dass nach Applizierung von Alum und Antigen die Konzentration von

Harnséaure lokal ansteigt ©®.

TLR-Ligand
TLR OO % P2X;-Rezeptor
MyD88 K-Ausstrom
Inflammasom
Pro-Caspase 1
O O aktive Caspase 1
Lap @ (s
Pro-L18
Zytoplasma

[ i) —unly Sl SNy SbN bl DY bl
Zellkern

Pro-L-1B
NN

Abbildung 5: Modell fur die Funktion des NLRP3 Inflammasoms

Das Nalp3 Inflammasom, bestehend aus NLRP3, ASC und Caspase 1, kann durch Pathogene
oder endogene Gefahren&gnale aktiviert werden und induziert die Freisetzung von IL-1j3, IL-18
und IL-33 (modifiziert nach
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Betrachtet man die Wirkung von Alum auf T-Helferzellen, so induziert Alum in vivo
hauptséchlich Th2-Antworten ©”. Inflammatorische Monozyten (Ly6C*CD11b") kénnen
nach i.p. Injektion von Antigen und Alum in das Peritoneum einwandern, Antigene
aufnehmen, in die regionalen Lymphknoten migrieren und sich zu Monozyten-abgeleiteten
CD1i1c’ DC entwickeln, die MHC Il Molekile und CD86 hoch exprimieren und im
Gegensatz zu DC, die in den Lymphknoten und der Milz ansassig sind, in der Lage sind
antigenspezifische T-Zellen zum proliferieren zu bringen ©®®. Alum fuihrt in der Regel zu
einer humoralen Immunitat und ist beispielsweise fur das primen von B-Zellen und die
Ca?* Mobilisierung uber myeloide Gr-1* Zellen aus der Milz, die IL-4 produzieren,
verantwortlich. Bei diesen Zellen handelt es sich groRtenteils um Eosinophile %, Trotz
der bekannten Th2-fordernden Wirkung von Alum wird dieses Adjuvanz seit Jahren
erfolgreich bei der SIT eingesetzt. Zu bedenken ist hierbei jedoch, dass die meisten Daten
Uber die Th2-steigernden Effekte von Alum im Maussystem gewonnen wurden. Trotz der
erfolgreichen SIT mit Allergenen und Alum als Adjuvanz wird weiterhin an alternativen
Adjuvanzien, wie z.B. das in Kapitel 1.3 genannte MPL, geforscht ®. Des Weiteren wird

bei der SIT auch das Verhaltnis von Alum und Allergen variiert 7.
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1.5 Zielsetzung der Arbeit
Die Pravalenz allergischer Erkrankungen steigt seit mehreren Jahrzehnten stetig an.
Betroffen sind davon auch immer mehr Kinder und Jugendliche. Die Auswirkungen von
Allergien haben oftmals einen starken Einfluss auf den Lebensalltag. Fir Betroffene mit
Pollenallergien ist es beispielsweise schwierig sich in der Pollenflugzeit fir lAngere Zeit im
Freien aufzuhalten bzw. dort Aktivitdten wie Sport auszufiihren. Ebenso kommt es durch
die Erkrankung oftmals zu Fehlzeiten bei der Arbeit oder in der Schule.
Aus diesem Grund ist es wichtig effektive Therapiemdéglichkeiten fur Allergiker zu finden
bzw. die vorhandenen Therapien zu verbessern. Die bisher einzige kausale Therapie stellt
die spezifische Immuntherapie dar. Allergien von Typ | sind IgE-vermittelt und durch eine
Th2-Immunantwort charakterisiert. Da die SIT oftmals mit nativen Allergenextrakten,
welche nach Injektion Mastzell-gebundenes IgE kreuzvernetzen kénnen, durchgefihrt
wird, treten hier manchmal Nebenwirkungen auf, die im schlimmsten Fall zu einem
anaphylaktischen Schock fihren kénnen. Bei Allergoiden soll diese IgE-Bindefahigkeit
stark vermindert sein, was nach Injektion ein Kreuzvernetzen von Zell-gebundenem IgE
vermindern wuirde. Auf der anderen Seite zeigen Allergoide in einigen Fallen eine
unerwinschte reduzierte Immunogenitat.
In dieser Arbeit sollten nun Formaldehyd- und Glutaraldehyd-modifizierte Allergoide
hinsichtlich ihrer Allergenitat und Immunogenitat mit nativen Allergenextrakten verglichen
werden. Ein besonderes Augenmerk wurde dabei auf die Aufnahme der Allergene und
Allergoide in dendritische Zellen gelegt.
Ein wichtiger Punkt bei der Behandlung ist die sog. Kompliance, die Bereitschaft des
Patienten die Therapie stetig und konsequent durchzufuhren. Da die erfolgreiche SIT
mehrere Jahre dauert und aufgrund dieses Zeitrahmens viele Patienten nicht motiviert
sind eine solche Therapie durchzuhalten, ware es vorteilhaft die SIT zu verkirzen. Dies
kénnte durch schnellere Erhdéhung der Allergendosis und durch kirzere Intervalle der
Allergengabe zustande kommen. Dafir muss jedoch die Allergenitat der Impfstoffe
drastisch herabgesetzt werden, was durch Allergoide oder optimierte Allergen/Adjuvanz
Relationen erreicht werden kénnte. Adjuvanzien, wie Aluminiumhydroxid, die bereits seit
Jahren bei der SIT eingesetzt werden, wirden in diesem Fall als Wirkverstarker dienen.
Aus diesem Grund sollten in der Arbeit Alum-adsorbierte Allergene und Allergoide
hinsichtlich ihrer Immunogenitat analysiert werden. Obwohl Alum bereits seit Jahren in
Impfstoffen verwendet wird, ist bis heute immer noch nicht genau geklart, wie die
verstarkende Wirkung zustande kommt. Alum wird eine Funktion bei der Induktion von
IL-18 Uber das NALP3 Inflammasom zugeschrieben. Hierfur sollte die IL-1B-Expression in

unreifen DC nach Behandlung mit Alum und Allergen untersucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerate
Beta-Counter

Brutschrank

Dispenser
Durchflusszytometer
Elektrische Pipettierhilfe
ELISA-Reader

Fluoreszenzphotometer

Laser Scanning Mikroskop

Lichtmikroskop

Magnetruhrer
Magnetstander
Mehrkanalpipette
Nanodrop
pH-Meter

PCR Gerate

Pipetten

Schuttler (Kreisschittler)
Sterilbank

Vortexer

Waagen

Wasserbader

Wallac Liquid Scintillation Counter 1205, LKB Wallac,

Turku, Finnland

5061 EK/CO2, Heraeus, Hanau

Multipette 4780, Eppendorf, Hamburg
FACSCalibur, BD Biosciences, San Jose, CA, USA
Pipetus, Hirschmann, Eberstadt

ELx 808, Bio Tek, Winooski, VT, USA
SPECTRAFIuor Plus, Tecan, Mannedorf, Schweiz
Laser Scanning System LSM 710, Zeiss, Jena

DM IL, Leicam, Wetzlar
CH-2, Olympus, Hamburg
IKAMAG RCT, Janke & Kunkel, Staufen

fur MACS-Saulen, Miltenyi, Bergisch Gladbach
Finnpipette 50-300 pl, Zwolfkanal, Thermo Scientific
Nanodrop 2000 Spectrophotometer, Peglab, Erlangen
Mikroprozessor pH 539, WTW, Weilheim

Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System, Foster
City, CA, USA
Thermocycler, Primus 96 advanced Gradient, Peglab,

Eppendorf Research, Eppendorf, Hamburg

Rotamax 120, Heidolph Instruments, Schwabach,

Hera Safe, Heraeus, Kendro Laboratory Products, Hanau
Labotec, Wiesbaden

Multifunktionswaage Baureihe HG, Roth, Karlsruhe
MCI Analytic AC 210 S, Sartorius, Gottingen

GFL, Schommartz-Labortechnik, Worms
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Zahlkammer (Neubauer)
Zellerntegerat

Zentrifugen

2.1.2 Software
Anwendung
Auswertung, Statistik,

Textverarbeitung

Biologische Zeichnungen
ELISA
FACS

Fluoreszenzspektrometer

Laser Scanning Mikroskopie

Nanodrop

Real-Time-PCR

Statistik, Auswertung
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5 BU & Thermomix BU, B. Braun
Kihn & Bayer, Nidderau
Skatron AS, Skatron, Norwegen

Minifuge RF, Heraeus
Megafuge 1.0, Heraeus
Megafuge 1.0R, Heraeus

Biofuge fresco, Heraeus

Programm

OfficeXP 2003, Microsoft, Redmond, USA

ChemBioDraw Ultra 12.0, Demoversion, Perkin Elmer

KC Junior, Biotec Instruments, INC, Vermont, USA

CELL Quest Il, BD Biosciences

XFLUOR4 Version V 4.51 fur SPECTRAFIluor Plus,

Tecan, Mannedorf, Schweiz

ZEN 2009 Light Edition, Carl Zeiss Mikrolmaging 2006-
2009, Jena

Software zur Auswertung fir Nanodrop 2000, Peglab,

Erlangen

SDS Software fir Applied Biosystems 7300 Real-Time
PCR System, Foster City, CA, USA

GraphPad Prism 5, Graph Pad Software, CA, USA
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2.1.3 Verbrauchsartikel

Artikel

Combitips

Einwegspritzen

ELISA-Platte

Kantlen

Kryoréhrchen

Nylonsieb

Pasteurpipetten

PCR-Platten

PCR Tubes
Pipettenspitzen
Pipettenspitzen fur PCR
Reaktionsgefalie

Rundbodenréhrchen

Separationssaulen

Einmalspritzen
Sterilfilter
Zellkammer, Lab-Tek®

Zellkulturplatten

Zentrifugenréhrchen

Art

12.5 ml, 2.5 ml, 0.5 ml

1ml
20 ml

96-well, Maxisorp

0.3 x 13 mm, 0.45 x 13 mm, 0.5 x 25

mm, 0.9 x 40 mm

3.6 ml
1.8 ml

70 ym

230 mm

PP-PCR Platte 96 Well
200 pl

10 pl, 200 pl, 1000 pl
10 pl, 200 pl, 1000 pl
0.5ml, 1.5 ml, 2 ml

2.4/75 mm

MACS Separation Columns LS

0,01 ml/1 ml
0.2 um
Kammer mit 4 Wells, 0.5-0.9 ml

6-, 12-, 24-, 48- und 96-well
Flachboden
15 ml, 50 ml

Firma

Eppendorf, Wesseling-

Berzdorf

B. Braun, Melsungen
BD Biosciences, San Jose,
CA, USA

Nunc, Roskilde, Danemark

BD Biosciences, San Jose,
CA

Nunc, Wiesbaden

Greiner, Frickenhausen

BD Biosciences, San Jose
CA, USA

VWR International,

Darmstadt

Greiner, Frickenhausen
Star Lab, Ahrensburg
Greiner, Frickenhausen
Star Lab, Ahrensburg
Sarstedt, Numbrecht

BD Biosciences, San Jose
CA, USA

Milteniy Biotec, Bergisch
Gladbach

B. Braun, Melsungen
Schleicher & Schiill, Dassel
Nunc, Wiesbaden

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen
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2.1.4 Chemikalien und Reagenzien
Artikel

3[H]-Thymidin

7AAD

ABTS (2,2-Azino-bis-3-ethylenbenzthiazolin-6-
sulfonsaure)

Alexa Fluor 488° Protein Labeling Kit

Aluminiumhydroxid (40 mg/ml)
Alhydrogel® 1.3 % (AI(OH)3)

Ammoniumchlorid (NH,4CI)

Annexin V PE konjugiert

Antibiotic/Antimycotic (100 pg/mL Streptomyzin,

100 U/mL Penizillin und 250 ng/ml Amphoterizin B)

Aqua bidest, steril

BCA Protein Assay Kit

BSA (bovines Serumalbumin), 0,1%
Buffy-Coats

Calciumchlorid-Dihydrat (CaCl, x 2H,0)

CAST®-2000 ELISA

CD4 MicroBeads human

Coca-Puffer

DMSO (Dimethylsulfoxid)

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure-Na,)
Ethanol 70%

Ethanol 100%

Ficoll 1.077

22

Firma
ICN, Irvine, CA, USA

BD Biosciences, San Jose CA,
USA

Sigma-Aldrich, Taufkirchen

Invitrogen, Eugene, OR, USA

Pierce, Rockford, USA
Brenntag Biosector,

Fredrikssund, Danemark

Merck

BD Biosciences, San Jose CA,
USA

PAA, Colbe

B. Braun, Melsungen
Pierce, Rockford, IL, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Transfusionszentrale, Mainz
Roth, Karlsruhe

Buhlmann, Schonenbuch,
Schweiz

Miltenyi, Bergisch Gladbach

ALK-Abellé (Batchnr.: 118613),

Harsholm, Danemark

Roth, Karlsruhe

Boehringer, Mannheim
Apotheke der Uniklinik, Mainz
Apotheke der Uniklinik, Mainz

Biochrom, Berlin
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Fix/Perm Puffer

Fotales Kéalberserum (FCS)
Glasfaser Filtermembran (Printed Filtermat A)

GolgiStop™

Heparin-Natrium-25000
Hepes

IMDM

lonomycin

Isopropanol
Kaliumchlorid (KCI)
LPS

LysoTracker Green DND-26
LysoTracker Red DND-99

Magnesiumchloridhexahydrat (MgCl, x 6H,0)
Natriumchlorid NaCl, 0,9%

Natriumhydroxid (NaOH)
Permeabilisierungspuffer

PMA (phorbol-12-myristat-13-acetat)
pHrodo™ Red, SE

QCL-1000 LAL-Kit

QuantiFast® SYBR® Green PCR Kit
QuantiTec® Reverse Transcription Kit
RNeasy Mini Kit

Salzsaure, 25% (HCI)
Natrium-Dihydrogen-Phosphat (NaH,PO,4 x H,O)
Streptavidin (Peroxidase-gekoppelt)

Szintillationsfllissigkeit Rotiszint eco

eBiosciences, Inc., San Diego,
CA, USA

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
PerkinElmer, Waltham, MA, USA

BD Biosciences, San Jose CA,
USA

Ratiopharm GmbH, Ulm
Roth, Karlsruhe

PAA

Sigma-Aldrich

Merck, Darmstadt

Roth

Sigma-Aldrich

Invitrogen, Eugene, OR, USA

Merck

B. Braun

Merck

eBiosciences

Sigma-Aldrich

Invitrogen, Eugene, OR, USA
Cambrex, Walkersville, USA
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Merck

Roth

Zymed, San Francisco, USA

Roth
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TE pH 8.0

Tetanustoxoid, 1 pg/ml
Trypanblaulésung
Wasserstoffperoxid, 30% (H,O,)

Zitronensaure

2.1.5 Puffer und Medien

2.15.1 Kulturmedien

IMDM (,Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium”)

Qiagen, Hilden
Behring-Werke, Marburg
Sigma-Aldrich

Apotheke der Uniklinik, Mainz

Roth

Medium wird vor dem Gebrauch 1:100 mit Antibiotikum/Antimykotikum versetzt

2.15.2 Puffer und Lésungen

Apoptose-Puffer (“Binding-Puffer”)
10 mM Hepes
140 mM NaCl
2.5mM CaCl,

FACS-Puffer
0.1% (w/v) BSA in 1x PBS

Citratpuffer (0.1M)
Citronensaure in Aqua dest.
pH 4.35

MACS-Puffer
2 mmol EDTA und 5% FCS in 1x PBS

ELISA-Wasch-Puffer
1x PBS

ELISA-Blocking-Puffer
1% BSA in 1xPBS
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ELISA -Substratpuffer

0.1 M Citrat und 1 pl/ml H,O, (30%)
kurz vor Gebrauch:

Zugabe von 0.3 mg/ml ABTS

Natriumdihydrogenphosphat (0.1 M)
NaH,PO,in Aqua dest., pH 9.0

PBS (,phosphate buffered saline*)
1x PBS Dulbecco Gibco, NY, USA
10x PBS Dulbecco Biochrom, Berlin

Trypanblaulésung
Trypanblau 1:10 in 1x PBS

2.1.6 Zytokine

2.1.6.1 Zellkultur

IL-1B Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
IL-4 Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
GM-CSF Leukine®; Immunex Corp., Seattle, WA, USA

Prostaglandin E, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA
TNF-a Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

2.1.6.2 ELISA
Zytokine fur die Standardreihe

IL-18 Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
IL-4 Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
IL-6 R&D Systems, Wiesbaden

IL-10 DNAX, Palo Alto, USA

IL-12p40 BD Biosciences, San Jose, CA, USA

IL-13 R&D Systems, Wiesbaden
IL-17A R&D Systems, Wiesbaden
IL-22 R&D Systems, Wiesbaden
IFN-y BD Biosciences, San Jose, CA, USA
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2.1.7 Antikorper

2171

Spezifitat
CD4
CD80
CD83
CD86
FoxP3
HLA-DR
IFN-y
IL-4
IL-10
IL-17

2.1.7.2

Antikérper fir Durchflusszytometrie

Name/Klon

MT310
L307.4
HB15e

2331 (FUN-1)

PCH101
L243

4S.B3

MP4-25D2

JES3-19F1
eBio64CAP17

Antikorper fir ELISA

Coating-Antikdrper

IL-1B
IL-4

IL-6
IL-10
IL-12p40
IL-13
IL-17A
IL-22
IFN-y
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Klon (Coating -AK)

2805
8D4-8
6708
JES3-19F1
C8.3
JES10-5A2

DuoSet ELISA human IL-17

DuoSet ELISA human IL-22

1-D1K

Maus IgG;

Farbstoff Spezies/Isotyp Hersteller
Alexa Fluor 647 Maus IgG; Santa Cruz Biotechnology
PE Maus IgG; BD Pharmingen
PE Maus 1gG; BD Pharmingen
PE Maus 1gG; BD Pharmingen
FITC Ratte 19G», eBioscience
FITC Maus 1gG,, BD Pharmingen
FITC Maus 1gG; BD Pharmingen
PE Ratte 19G; BD Pharmingen
PE Ratte 19G», BD Pharmingen
PE Maus 1gG; eBioscience
Spezies/lsotyp  Hersteller
Maus 1gG; R&D Systems, Wiesbaden
Maus 1gG; BD Biosciences, Heidelberg
Maus 1gG; R&D Systems, Wiesbaden
Ratte 1gG,, BD Biosciences, Heidelberg
Maus 1gG; BD Biosciences, Heidelberg
Ratte IgG; BD Biosciences, Heidelberg

R&D Systems, Wiesbaden
R&D Systems, Wiesbaden
Mabtech AB, Nacka Strand, Schweden
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Detection-Antikorper

Klon (Detection -AK) Spezies/lsotyp  Hersteller

IL-18 polyklonal Ziege IgG R&D Systems, Wiesbaden

IL-4 MP4-25D2 Ratte IgG; BD Biosciences, Heidelberg

IL-6 polyklonal Ziege IgG R&D Systems, Wiesbaden

IL-10 JES3-12G8 Ratte 1gG,, BD Biosciences, Heidelberg

IL-12p40 C8.6 Maus lgG; BD Biosciences, Heidelberg

IL-13 B69-2 Maus 1gG; BD Biosciences, Heidelberg

IL-17A DuoSet ELISA human IL-17 R&D Systems, Wiesbaden

IL-22 DuoSet ELISA human IL-22 R&D Systems, Wiesbaden

IFN-y 7-B6-1 Maus lgG; Mabtech AB, Nacka Strand, Schweden

2.1.8 Primer

Fur die Real-Time- PCR wurden QuantiTect Primer Assays der Firma Qiagen (Hilden)
verwendet. Die lyophilisierten Primer wurden in 1.1 ml TE (pH8.0) aufgelost und in

Aliquots bei -20TC gelagert.

Gen Primer Assay
B-Aktin Hs ACTB_2 SG
IL-18 Hs_IL1B 1 SG

2.1.9 Allergen und Allergoide
Folgende Allergen- und Allergoidpraparationen wurden von ALK-Abell6 (Hgrsholm,
Danemark) hergestellt:
Allergen Modifizierung
Betula verrucosa Nativer Allergenextrakt,  Fraktionen mit hohem (high) und
Formaldehydallergoid, niedrigen (low) Molekulargewicht, alle
Glutaraldehydallergoid Fraktionen (all)
rBetv 1 Nativer Allergenextrakt,  Alle Fraktionen (all)
Formaldehydallergoid,
Glutaraldehydallergoid
Phleum pratense Nativer Allergenextrakt,  Fraktionen mit hohem (high) und
Formaldehydallergoid, niedrigen (low) Molekulargewicht, alle
Glutaraldehydallergoid Fraktionen (all)
nPhlip 1 Nativer Allergenextrakt,  Alle Fraktionen (all)
Formaldehydallergoid,
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Glutaraldehydallergoid

Betula verrucosa Nativer Allergenextrakt,  Alle Fraktionen, an Alum adsorbiert
Formaldehydallergoid,
Glutaraldehydallergoid

Phleum pratense Nativer Allergenextrakt,  Alle Fraktionen, an Alum adsorbiert
Formaldehydallergoid,
Glutaraldehydallergoid

Weiterhin wurden kommerzielle Graser- und Birkenallergenmischungen von ALK-Abell6

(Wedel) verwendet.

2.1.10 Allergiker
In die Experimente wurden allergische Spender, welche sensitiv fir Lieschgraspollen
und/oder Birkenpollen sind und eine IgE CAP Klasse von mindestens 2 aufwiesen,
eingeschlossen. Die CAP Klasse wurde durch die Bestimmung von allergen-spezifischem
IgE im Blut (ImmunoCAP®, Phadia AB, Uppsala, Schweden) ermittelt.

2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden
Die folgenden zellbiologischen Methoden wurden alle unter sterilen Bedingungen mit
sterilen Reagenzien und Verbrauchsartikeln durchgefiinrt. Die Zellen wurden bei 37C
und 5% CO, im Brutschrank inkubiert.

2211 Isolierung von PBMC aus Buffy-Coats

Fur die in dieser Arbeit beschriebenen Experimente wurden Zellen aus Buffy-Coats
allergischer Spender verwendet. Daraus wurden humane mononukledre Zellen des
peripheren Blutes (PBMC) mittels Dichtegradzentrifugation isoliert. Die Buffy-Coats
wurden von der Transfusionszentrale in Mainz bezogen.

Das Blutkonzentrat (ca. 80 ml) wurde auf drei 50 ml Zentrifugenréhrchen verteilt und mit
jeweils 15 ml Ficoll-Hepaque (Dichte: 1.077g/ml) unterschichtet. Danach erfolgte eine
20-mindtige  Zentrifugation bei 2000 rpm (RT, ohne Bremse). Mittels dieser
Dichtezentrifugation entsteht eine untere rote Schicht, bestehend aus sedimentierten
Erythrozyten, die obere klare Plasmaschicht und eine blassgelbe Interphase, bestehend
aus Leukozyten und Thrombozyten. Von dem Blutplasma wurden 15 ml abgenommen
und bei 56<C fur 30 min hitzeinaktiviert. Um ausgef allene Proteine abzutrennen wurde das
Plasma bei 3000 rpm flr 5 min zentrifugiert und danach bei 4C gelagert. Die entstandene

Interphase wurde vorsichtig abgenommen und auf zwei neue 50 ml Zentrifugenréhrchen
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verteilt. Die Zellen wurden mit 50 ml kaltem 1x PBS gewaschen (1800 rpm, 10 min, 4).
Die beiden Zellpellets wurden in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen zusammengefiihrt und es
erfolgten 2 weitere Waschschritte mit 1x PBS bei 1400 rpm fir 5 min (4C). Die Zellen
wurden in Medium (IMDM) und autologen Serum aufgenommen und eingefroren (siehe
2.2.1.2).

2212 Kryokonservierung

Nach der Buffy-Coat-Aufreinigung wurden die isolierten PBMC in Flussigstickstoff gelagert
um eine langere Haltbarkeit der Zellen zu garantieren. Dafiir wurden zunéchst ca. 1x10®
PBMC in 450 ul Medium, 450 pl autologen Serum und 10% DMSO in einem Kryoréhrchen
Uber Nacht bei -80C eingefroren. Danach wurden die PBMC in einen Tank mit fllissigem
Stickstoff (-172C) Uberfihrt.

Das Auftauen der Zellen erfolgte bei RT. Die aufgetauten PBMC wurden mit 15 ml 1x PBS
gewaschen (1400 rpm, 5 min, 4C) und konnten anschlielend in den Versuchen

eingesetzt werden.

2.2.1.3 Bestimmung der Lebendzellzahl
Die Lebendzellzahlen wurden mittels Trypanblaufarbung ermittelt. Trypanblau ist ein
polyanionischer Farbstoff, der tote Zellen auf Grund der beschéadigten Zellmembran blau
anfarbt. Lebende Zellen nehmen den Farbstoff nicht auf und erscheinen unter dem
Lichtmikroskop weif3. Die Zellen wurden 1:10 mit der Trypanblauldsung versetzt und in
einer Neubauerzdhlkammer (Kammertiefe 0.1 mm, Flache von einem Grol3quadrat:
1mm?) die lebenden Zellen in einem GroRquadranten unter dem Durchlichtmikroskop

gezahlt. Die Zellzahl wurde wie folgt berechnet:

Zellzahl/GroRRquadrant x Verdinnungsfaktor x Kammerfaktor = Zellzahl/ml

Der Kammerfaktor betragt hierbei 10°.

22.1.4 Generierung von Dendritischen Zellen aus PB~ MC
Fir die Generierung von dendritischen Zellen wurden 5x10° PBMC in einer 12-Well-Platte
in 1 ml Medium/Well mit 3% autologen Plasma fur 45 min bei 37 T und 5% CO ; inkubiert.
Monozyten besitzen die Eigenschaft an Plastik zu adharieren. Um das Adharieren von
B-Zellen zu vermeiden, wurde autologes Plasma zugegeben. Nach 45 min wurden die
nichtadharenten Zellen abgesaugt und die adharierenden Monozyten dreimal mit warmem
1x PBS gewaschen, um verbleibende Zellen, die nicht an die Plastikoberflache gebunden
haben zu entfernen. Die adharenten Monozyten wurden in 1.5 ml/Well Medium

aufgenommen und mit 1000 U/ml IL-4, 200 U/ml GM-CSF (,granulocyte—macrophage
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colony-stimulating factor”) und 2% autologem Plasma versetzt um die Entwicklung in
Richtung dendritischer Zellen zu stimulieren.

Nach drei Tagen in Kultur erfolgte die Zugabe von frischem Medium. Hierfir wurden
vorsichtig 400 pl Medium aus jedem Well abgenommen und 500 pl frisches Medium
(2000 U/ml IL-4, 200 U/ml GM-CSF, 2% Plasma) zugegeben.

An Tag 6 wurden die so entstandenen unreifen DC zur Ausreifung gebracht und mit
Allergen/Allergoid beladen. Hierfir wurden wieder 400 ul Medium aus den Wells
abgenommen und 500 pl neues Medium, welches nun zusatzlich die pro-
inflammatorischen Zytokine IL-1f (2000 U/ml), TNF-a (1000 U/ml) und Prostaglandin E,
(1 pg/ml) enthielt, zugegeben. Gleichzeitig wurden die DC durch die Zugabe
verschiedener Konzentrationen an Allergenen bzw. Allergoiden stimuliert.

An Tag 8 wurden die ausgereiften DC geerntet. Diese waren nun nicht mehr adharent,
konnten leicht abgespuilt und in 15 ml Zentrifugenréhrchen tberfuhrt werden. Jedes Well
wurde danach mit 1x PBS gewaschen, die Réhrchen mit 1x PBS aufgefillt und bei
1400 rpm fiir 5 min bei 4T zentrifugiert. Danach wu rde der Uberstand verworfen, frisches
1x PBS auf die Zellen gegeben, das Ro6hrchen gevortext und erneut zentrifugiert
(1400 rpm, 5 min, 4C). Schliel3lich wurden die Zellen je nach Pelletgrof3e in 200-500 pl

Medium aufgenommen und gezéhlt.

2.2.2 Immunologische Methoden

2221 Isolierung von CD4 * T-Zellen

Die Isolierung von CD4" T-Zellen aus PBMC erfolgte mit Hilfe einer
Magnetseparationstechnik (Magnetic-Activated Cell Sorting, MACS). Hierbei binden CD4"
T-Zellen einer Zellsuspension an magnetische Microbeads, welche mit einem CD4
Antikérper (monoklonal, anti-human CD4) konjugiert sind. Diese Zellsuspension wird auf
eine magnetische Separationssaule gegeben, welche in einem Magneten verankert ist.
Auf diese Weise binden die CD4" Zellen uber die Magnetbeads an die Saule und sind
somit von den CD4" Zellen abgetrennt. Entfernt man nun die Saule aus dem Magneten, so
kann man die Population der CD4" Zellen isolieren.

Fur die Experimente wurden PBMC aufgetaut und nach dem Waschen das Zellpellet in
200 ul MACS-Puffer aufgenommen. Die a-CD4-Microbeads wurden im Verhaltnis 5:1
(50 pl) zu den Zellen gegeben und fur 25 min bei 4°C inkubiert. Danach wurden die Zellen
mit 1x PBS gewaschen (1400 rpm, 5 min, 4C), um ung ebundene Beads zu entfernen.
Die magnetische Sdule wurde in den Magneten gespannt und mit 7 ml MACS-Puffer
gespilt. Die Zellen wurden in 1 ml MACS-Puffer resuspendiert und auf die S&ule im

Magneten gegeben. Das Rohrchen wurde erneut mit 1 ml MACS-Puffer gespult um evtl.
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noch vorhandene Zellen nicht zu verlieren. Im Weiteren erfolgten drei Waschschritte mit
jeweils 3 ml MACS-Puffer. Die CD4" Zellen, welche nicht an der Séule haften blieben
wurden wahrenddessen in einem 15 ml Zentrifugenréhrchen aufgefangen, um daraus
spater DC zu generieren. Um die CD4" T-Zellen von der Magnetsaule zu isolieren wurde
diese aus dem Magneten herausgenommen und mit ca. 7 ml MACS-Puffer befillt.
Daraufhin wurden die CD4" T-Zellen mit einem Stempel in ein neues 15 ml
Zentrifugenréhrchen aus der Saule herausgedriickt. Die CD4" und CD4 wurden bei
1400 rpm flr 5 min bei 4C zentrifugiert, danach in Medium aufgenommen und mittels

Trypanblauférbung die Lebendzellzahl bestimmt.

2222 Proliferationsassay
Die Proliferation von CD4" T-Zellen wurde mittels *[H]-Thymidin-Einbaus (B-Strahler)
analysiert. Thymidin ist ein Bestandteil der menschlichen DNA. Bei der Zellteilung wird
stets neues Thymidin in die entstehenden DNA-Strange eingebaut. Gibt man nun
radioaktiv markiertes °[H]-Thymidin zu einer Zellkultur, so wird dieses in die neu
entstehenden Zellen eingebaut und man kann durch die zunehmende Radioaktivitat die
steigende Zellteilung bestimmen.
Fir den Proliferationstest wurden 1x10° CD4" T-Zellen und 1x10* autologe DC mit 5%
autologem Plasma in 200 pl Medium in dreifachen Ansétzen in einer 96-Well-Platte
cokultiviert. Nach 5 Tagen erfolgte die Zugabe von jeweils 37 kBg/Well *[H]-Thymidin und
eine weitere Inkubation Gber Nacht. Um den Einbau des radioaktiven Thymidins zu
messen, wurden die Zellen mit einem Zellharvester geerntet und die radioaktive DNA
dabei an eine Glasfasermembran gebunden. Diese wurde fur 15 min bei 100T
getrocknet und in eine Plastikfolie mit 10 ml Szintillationsflissigkeit eingeschweil3t, um im
Beta-Counter die Radioaktivitat zu bestimmen. Gemessen wurde die Radioaktivitét in

»counts per minute” (cpm).

2.2.2.3 Zytokinbestimmung mittels ELISA

Mit Hilfe des ELISA (,enzyme linked immunosorbent assay") ist es moglich, Zytokine aus
Zellkulturiberstanden zu analysieren.

Bei dem Sandwich-ELISA-Verfahren werden zwei Antikbrper gegen das Zielantigen
eingesetzt. Ein erster Antikorper (,Coating-Antikdrper”) wird an die feste Phase, die
Mikrotiterplatte, gebunden. Daraufhin wird die Substanz, die das zu untersuchende
Antigen beinhaltet, in die Wells gegeben und kann an den ersten Antikorper binden. Nach
einer Inkubationszeit wird Uberschissiges Antigen abgewaschen und zuriick bleiben der
coating-Antikdrper und das Antigen. Daraufhin wird ein zweiter Antikorper (,Detection-

Antikorper*), der ein anderes Epitop des Antigens erkennt, zugegeben. Uberschiissige
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Antikoérper werden erneut durch Waschen entfernt. Der Zweitantikérper enthalt entweder
direkt ein Enzym mit dessen Hilfe nach Zugabe eines chromogenen Substrats ein
Farbumschlag gemessen werden kann und es somit mdglich ist die Menge an Antigen zu
quantifizieren. Bei dem in dieser Arbeit verwendeten ELISA wurde jedoch ein Detection-
Antikorper verwendet, an den zusatzlich mehrere Biotinmolekile gekoppelt sind. Daran
kann in einem weiteren Schritt Streptavidin binden, an welches nun das Enzym HRP
gekoppelt ist. Da an jeden Antikérper mehrere Biotinmolekile binden kénnen, wird
hierdurch eine Verstarkung des Signals erreicht

Um die Zytokinproduktion von CD4" T-Zellen zu analysieren wurden 5x10° CD4" T-Zellen
mit 5x10* autologen DC und 5% autologen Plasma in 1 ml Medium inkubiert. An Tag 7
wurden die Zellen mit neu generierten DC restimuliert und fur weitere 24 h inkubiert.
Danach wurden die Uberstiande der Zellen vorsichtig abgenommen und bis zur
Durchfiihrung des ELISA bei -80C gelagert. Alternativ wurden Uberstande aus DC-
Kulturen an Tag 2 nach Ausreifung der Zellen abgenommen und eingefroren. Fur die
Bestimmung der Zytokine wurden 50 ul Coating-Antikérper in 0.1M Na,HPQ, in eine 96-
Well-Maxisorp-Platte gegeben und fir 24 h bei 4T i nkubiert.

Zytokine Konzentration/Well (coating -AK)
IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-13, IL-22 2 pg/ml
IFN-y, IL-17 4 pg/mi
IL-12p40 8 pg/mi
Es folgten zwei Waschschritte mit 1x PBS (ELISA-Waschpuffer) und die Zugabe von
200ul/Well Blocking-Puffer (1% BSA in 1x PBS). Freie Bindestellen wurden dabei fur 2 h
bei 37C abgesattigt. Die Platte wurde erneut zweimal mit Waschpuffer gewaschen.

Daraufhin wurden die Standardreihe (10 Verdinnungsschritte, jeweils 1:2) und die

Uberstande, jeweils 100 pl/Well, aufgetragen und tiber Nacht bei 4T inkubiert.

Startkonzentrationen der Standardreihe in pg/ml

IL-1B 10000 - 1:2
IL-4 1000 - 1:2
IL-6 10000 = 1:2
IL-10 2500 > 1:2
IL-12p40 25000 - 1:2
IL-13 10000 - 1:2
IL-17 2000 > 1:2
IL-22 4000 > 1:2
IFN- y 4000 > 1:2
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Am Tag der Messung wurde die Platte 4mal mit Waschpuffer gewaschen und 100 pl/Well
biotinylierter Detection-Antikdrper in 1x PBS + 0.1% BSA auf die Platte gegeben und fir
2 h bei 37<C inkubiert.

Zytokine Konzentration/Well (detection -AK)
IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12p40, IL-13, IFN-y 1 ug/ml
IL-17 150 ng/ml
IL-22 250 ng/ml

Danach erfolgte ein 4maliges Waschen, 100 pl/Well Streptavidin-HRP (1:4000, 0.3 pg/ml)
in 1x PBS + 0.1% BSA wurden zugegeben und bei 37C fir 45 min inkubiert.
Wahrenddessen wurde die Substratldsung bestehend aus 0.1M Citratpuffer, 30% H,O,
und ABTS angesetzt. Im Anschluss an die Inkubation mit Streptavidin wurde die Platte
8mal mit Waschpuffer gewaschen und 100ul/Well Substratldsung zugegeben. Nach
Entstehen der Farbentwicklung konnte diese bei 415 nm im ELISA-Reader gemessen

werden.

2.2.2.4 Durchflusszytometrie
Bei der Durchflusszytometrie, auch FACS (fluorescence activated cell sorting) genannt,
kdnnen Zellen auf Grund von charakteristischen Merkmalen wie GroRRe, Struktur,
Oberflacheneigenschaften oder der intrazellularen Zusammensetzung unterschieden
werden. Die Zellen kénnen hierbei durch das Anfarben spezifischer Marker mit einem
Fluoreszenzfarbstoff unterschieden werden. Einzelne Zellen einer Suspension werden
dabei an einem Laser vorbeigefihrt und die entstehenden Lichtsignale mittels
Photodetektoren gemessen. Passiert eine Zelle einen Laser, so kommt es zur Streuung
des Lichts. Ein Teil des Lichts geht durch die Zelle hindurch und wird um bis zu 20°
abgelenkt. Dieses Licht wird als Vorwartsstreulicht bezeichnet (FSC, ,forward scatter
channel) und charakterisiert die GroRRe der Zelle. Ein anderer Teil des Lichtstrahls wird um
90° gebrochen und detektiert. Dies ist das Seitwart sstreulicht (SSC, ,side scatter
channel®), welches Aufschluss Uber die Granularitat der Zelle gibt. So kann man zunéchst
Zelltypen (z.B. Monozyten, Granulozyten) in einer heterogenen Probe differenzieren.
Werden die Zellen zusatzlich mit Fluorochromen behandelt, so kann man Zellen nach
dem Vorhandensein charakteristischer Marker, wie z.B. Oberflachenmarker oder
intrazellularen Zytokinen, separiert darstellen. Dafiir existieren in den Messgeraten
unterschiedliche Fluoreszenzkanale (FL-Kanal, Photomultiplier), die emittiertes Licht
unterschiedlicher Wellenlangen detektieren. Optische Filter kontrollieren welche
Wellenlangen spezifisch detektiert werden. Unerwiinschte Wellenlangen werden blockiert
bzw. absorbiert. Das eintreffende Lichtsignal wird von den Detektoren in ein elektrisches

Signal umgewandelt.
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2.2.25 Analyse von Oberflachenmarkern
Zur Messung von Oberflachenmarkern wurden mindestens 1x10° DC oder 5x10° T-Zellen
in ein Rundbodenréhrchen gegeben und bei 1400 rpm fir 5 min bei 4C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen. Daraufhin wurden die Antikérper (25 pl von 1:20 Verdiinnung
der Originallésung in FACS-Puffer) zu den Zellen gegeben, gevortext und fir 15 min bei
4T im Dunkeln inkubiert. Danach wurden tberschissi ge Antikorper durch Waschen mit
750 pl FACS-Puffer entfernt (1400 rpm, 5 min, 4C). Die Zellen wurden in 200 pl FACS-

Puffer aufgenommen und waren somit bereit zum Messen.

2.2.2.6 Analyse von intrazellularen Markern
In den beschriebenen Experimenten wurden intrazellulare Zytokine von T-Zellen
analysiert. Diese befanden sich, wie unter 2.2.2.3 beschrieben, in Cokultur mit autologen
DC. Die Analyse erfolgte an Tag 9 bzw. an Tag 6 der Cokultur. Um eine maximale
Zytokinproduktion zu stimulieren wurde 50 ng/ml PMA/1 pug/ml lonomyzin zu den Zellen
gegeben. Damit die produzierten Zytokine nicht aus den Zellen heraustransportiert
werden konnten, wurde 0.7 pl GolgiStop™ zugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 4h
bei 37C wurden die Zellen in Rundbodenréhrchen tbe rfihrt, mit FACS-Puffer gewaschen
und abzentrifugiert (1400 rpm, 5 min, 4C). Bei der Analyse von intrazellularen Zytokinen
mussten die Zellen fixiert werden. Dies geschah mit einem Fixierungs-/
Permeabilisierungsreagenz (Fix/Perm Puffer). Konzentrat und Diluent wurden hierbei 1:4
verdinnt und 250 pl der Losung zu den Zellen gegeben. Es erfolgte eine Inkubation von
30 min bei 4C. Danach wurde mit 1.5 ml FACS-Puffer gewaschen (1400 rpm, 5 min,
4C). Mit Hilfe eines Permeabilisierungspuffers (Sa ponin, 1:10 in Aqua dest.) wurde die
Zellwand permeabilisiert. Die Zellen wurden in 1.5 ml Saponin gevortext und fur 5 min bei
RT inkubiert. In der Zeit wurden die Zellen auf mehrere Rohrchen aufgeteilt (abhangig
davon wie viele Zytokine man untersuchen will). Die Zellen wurden bei 1400 rpm flr 5 min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Danach wurden die jeweiligen Antikérper (in
Saponin verdinnt oder unverdinnt) in die Réhrchen gegeben (in der Regel 0.25 ug pro
Probe) und fur 30 min bei 4C im Dunkeln inkubiert. Schlie3lich wurde ein letztes Mal mit
750 ul FACS-Puffer gewaschen (1400 rpm, 5 min, 4C) und die Zellen in 200 pl FACS-

Puffer aufgenommen

2.2.2.7 Apoptose Assay
Mit Hilfe des Apoptose Assays unterscheidet man apoptotische und nekrotische Zellen.
Hierzu werden diese mit Annexin V und 7AAD behandelt. Untergeht eine Zelle Apoptose,
so verliert sie ihre Plasmamembran. Dies geschieht in einem frihen Stadium der

Apoptose. Dabei wird das Membranphospholipid Phosphatidylserin (PS) von der inneren
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Zellmembran auf die extrazellulare Seite verlagert. Annexin V, ein Phospholipid
bindendes Protein, kann nun an das exponierte PS binden. Mit Hilfe von fluorochrom-
markiertem Annexin V kann man frilhapoptotische Zellen mittels Durchflusszytometrie
nachweisen. Um nekrotische Zellen und Zellen in einem spateren Apoptosestadium zu
detektieren wird der Farbstoff 7-Amino-Actinomycin (7AAD) eingesetzt. Tote und
beschadigte Zellen sind permeabel fir diesen Farbstoff. Man unterscheidet somit Zellen,
die zu einem friihen Zeitpunkt Apoptose begangen und daher Annexin V* und 7AAD" sind
von nekrotischen Zellen oder spatapoptotischen Zellen, welche Annexin® und 7AAD" sind.
Ca. 1x10° DC wurden in ein Rundbodenréhrchen geerntet und zweimal mit FACS-Puffer
gewaschen (1400 rpm, 5 min, 4C). Die Zellen wurden daraufhin in 60 pl Binding-Puffer
aufgenommen und 25 pl Annexin V-FITC und 25 pl 7AAD (1:10 bzw.1:5 in Binding-Puffer
verdinnt) zugegeben. Die Proben wurden vorsichtig gevortext und fir 15 min bei RT im
Dunkeln inkubiert. Danach wurden 200 pl Binding-Puffer zugegeben und die Zellen

innerhalb einer Stunde am Durchflusszytometer gemessen.

2.2.2.8 Bestimmung der Basophilen-Aktivierung

Die Untersuchung der Aktivierung von Basophilen durch Allergene und Allergoide erfolgte
mit Hilfe des CAST®-2000 ELISA (,cellular antigen stimulation test*). Der Kontakt von
Basophilen allergischer Patienten (Typ | Allergie) mit dem entsprechenden
Allergen/Antigen fiihrt zu einer IgE vermittelten Ausschittung von Sulfidoleukotrienen
(LTC4, LTD4, LTE4), welche mittels ELISA quantifiziert werden kénnen. EDTA-Vollblut
allergischer Spender wird hierfir mit Dextran versetzt, damit die Erythrozyten
sedimentieren. Die Leukozyten aus dem dariiber liegenden Uberstand werden mit IL-3
und Allergen stimuliert und die Freisetzung der Leukotriene mittels ELISA gemessen.

Die Durchfuhrung erfolgte nach Angaben des Herstellers und wird hier nur kurz
zusammengefasst beschrieben. 250 pl Dextran wurden zu 1 ml EDTA-BIlut allergischer
Spender gegeben und die Erythrozyten konnten fir 90 min bei RT sedimentieren. Der
Uberstand wurde abgenommen und bei 800 rpm fiir 15 min zentrifugiert. Die Leukozyten
wurden in 1 ml Stimulationspuffer, welcher IL-3 beinhaltet resuspendiert. 200 ul der
Zellsuspension wurden mit Allergen oder Allergoid in verschiedenen Konzentrationen fur
40 min bei 37 stimuliert. Als Kontrolle diente ein anti-human IgE Rezeptor Antikorper.
Zur Bestimmung des Backgrounds wurden die Zellen mit 50 pl Stimulationspuffer
inkubiert. Zuletzt wurden die Proben bei 2500 rpm fir 3 min zentrifugiert und die

Ubersténde bei -20T gelagert oder direkt im ELISA eingesetzt.
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2.2.29 Bestimmung des spezifischen IgE mittels Imm ~ unoCAP ®
Beim ImmunoCAP®, auch RAST (,radio allergosorbent test*) genannt, wird gesamt-IgE
und allergen-spezifisches IgE im Serum allergischer Patienten nachgewiesen. Bei diesem
Testverfahren werden sieben Immunocap-Klassen unterschieden, welche sich nach der

Menge des detektierten spezifischen IgE richten:

Immunocap-Klasse 0O < 0.35kU/l | Ab einer Immunocap-Klasse von 2 liegt eine
Immunocap-Klasse 1~ 0.35-0.7 ku/I | erhohte Menge an allergen-spezifischem IgE vor,

Immunocap-Klasse 2 0.7-3.5 kU/| | Was auf eine Allergie hindeutet.

FINGCAPKIE5ea 35-17.5 KU/l Den allergischen Spendern wurde in eine

Serummonovette Blut abgenommen und dieses
Immunocap-Klasse 4 17.5-50 kU/I

bei 3000 rpm fur 5 min zentrifugiert. Das Serum

Immunocap-Klasse 5 50-100 kUA wurde abgenommen und bei -20T gelagert. Der

Immunocap-Klasse 6 >100 KU/l | |mmunoCAP® Test

wurde von den

Mitarbeiterinnen der Routine in der Haut- und Poliklinik der Universitatsmedizin Mainz

durchgefihrt.

2.2.3 Konfokale Laser Scanning Mikroskopie
Mit Hilfe der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie (LSM) konnen diverse
Fragestellungen, auch an lebenden Zellen, erforsch werden. Dabei werden die Zellen
dreidimensional von einem fokussierten Laserstrahl zeilenweise abgerastert (scannen).
Bei einer fluoreszenzmarkierten Probe wird das emittierte Licht von einem
Strahlungsdetektor aufgefangen und aus den einzelnen Punkten wird ein Bild konstruiert.
Die Methode ermdglicht es dicke Préaparate, wie komplette Zellen oder Zellverbénde,
scharf unter dem Mikroskop abzubilden. Des Weiteren kdnnen dynamische Prozesse an

lebenden Zellen untersucht werden.

2231 Analyse von Allergen- und Allergoid-Aufnahm e in dendritische Zellen
mittels Laser Scanning Mikroskopie
Die Aufnahme von fluoreszenzmarkiertem Allergen und Allergoid erfolgte in unreife DC.
An Tag 6 der Zellkultur wurde Allergen und Allergoid in unterschiedlichen Konzentrationen
zu den DC gegeben und die Aufnahme nach diversen Zeitpunkten (10 min bis 48h)
untersucht. Fur die Analyse unter dem LSM wurden pro Bedingung 500 pl DC in IMDM in
Zellkammern Uberfuhrt. In einigen Experimenten wurden zusatzlich die Lysosomen mittels
LysoTracker® angefarbt. Dieser wurde in einer Konzentration von 60 nM 10 min vor
Beginn der Analyse zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden bei 37<C und 5% CO,

Zufuhr am Laser Scanning Mikroskop (Laser Scanning System LSM 710, Zeiss, Jena)
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analysiert. Die Durchfiihrung der Experimente erfolgte an der LSM Core Facility der

Universitatsmedizin Mainz.

2.2.4 Molekularbiologische und Proteinbiochemische Methoden

2241 Fluoreszenzmarkierung von Allergenen und Al lergoiden

Um die Aufnahme von Allergenen und Allergoiden in DC zu beobachten wurden Allergene
und Allergoide mit den Fluoreszenzfarbstoffen Alexa Fluor 488® oder pHrodo™ markiert.
Die Durchfiihrung verlief nach Angaben des Herstellers und wird im Folgenden kurz
zusammengefasst.

Alexa Fluor 488® Protein Labeling Kit: 0.5 ml Allergen bzw. Allergoid (1 mg/ml) wurden mit
50 ul 1M Bicarbonat versetzt und daraufhin in ein Réhrchen mit dem Fluoreszenzfarbstoff
uberfiihrt. Der Reaktionsmix inkubierte fir 1h bei RT schuittelnd unter Lichtausschluss.
Um ungebundenen Farbstoff zu entfernen, wurde der Protein-Farbstoffmix Uber eine
Saule mittels GroRenausschlusschromatographie aufgetrennt. Die erste farbige Bande,
welche das Protein mit konjugiertem Fluoreszenzfarbstoff enthalten soll, wurde in einem
1.5 ml Reaktionsgefal’ aufgefangen und die Proteinmenge mittels BCA-Assays bestimmit.
pHrodo™, Red, SE (amine-reactive probes): Fiir die Markierung mit pHrodo™ wurden
1 ml Allergen bzw. Allergoid (1 mg/ml) eingesetzt. Die weitere Durchfiihrung erfolgte nach

dem gleichen Protokoll wie der Markierungsprozess fiir Alexa Fluor 488°.

2.2.4.2 Proteinbestimmung mittels BCA Assay
Die Konzentration von Proteinen wurde mit Hilfe des BCA-Assays bestimmt. Bei diesem
Verfahren reagieren Cu?* lonen mit den Proteinen zu Cu® lonen. Diese reagieren
wiederum mit der Bicinchoninsaure (BCA), wodurch ein violettes Reaktionsprodukt
entsteht. Dieses kann bei 562 nm gemessen werden und somit die Proteinkonzentration
gquantitativ bestimmt werden, da diese Absorption linear mit der Proteinkonzentration ist.

Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

2.24.3 Endotoxinbestimmung mittels Limulusassay
Mit Hilfe des LAL-Tests (,Limulus Amebocyte Lysate”) kénnen Endotoxine Gram-
negativer Bakterien in Extrakten und Losungen quantitativ nachgewiesen werden. Das
bakterielle Endotoxin katalysiert die Aktivierung eines Proenzyms aus dem LAL. Das
entstandene Enzym katalysiert wiederum die Abspaltung von p-Nitroanilin (pNA) von dem
farblosen Substrat (Ac-lle-Glu-Ala-Arg-pNA), wodurch es zu einem Farbumschlag kommt,
welcher bei 405-410 nm gemessen werden kann. Die Durchfiihrung erfolgte nach Angabe

des Herstellers.
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2.2.4.4 Gesamt RNA-Isolierung aus dendritischen Zel  len

Die Gesamt RNA dendritischer Zellen wurde mit Hilfe des RNeasy Mini Kits von Qiagen
aufgereinigt. Damit ist es moglich RNA mit einer Nukleotidlange von tber 200 zu isolieren.
Zunachst werden hierbei die Zellen durch Zugabe eines Guanidinisothiocyanat-Puffers
lysiert und homogenisiert. Um optimale Bindungskonditionen zu schaffen wird 70%
Ethanol hinzugefugt und die Probe danach auf eine Silicamembran gegeben, an die die
RNA binden kann. Uberschiissiges Material wird in diversen Waschschritten entfernt und
die reine RNA kann eluiert werden. Die RNA wurde in 50 ul RNase freiem Agqua dest.
aufgenommen und bei -80C gelagert. Die Konzentrati on wurde am Nanodrop bestimmt.

Die genaue Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.

2.245 Konzentrationsbestimmung am Nanodrop
Zur Konzentrationsbestimmung von isolierter Gesamt RNA wurde 1 pl RNA am Nanodrop
gemessen. Aus der ermittelten Konzentration konnte danach die RNA Menge errechnet

werden, die zur Synthese der cDNA bendtigt wurde.

2.2.4.6 cDNA-Synthese mittels Reverser Transkriptio n
Bei der reversen Transkription wurde RNA aus dendritischen Zellen in cDNA
umgeschrieben. Dies erfolgte mit Hilfe des QuantiTect® Reverse Transcription Kits von
Qiagen. Dabei wurde in einem ersten Schritt genomische DNA entfernt und danach die
RNA direkt in cDNA umgeschrieben. Es wurden, wenn mdglich, 150 ng RNA eingesetzt.
Die cDNA wurde 1:10 in RNase freiem Aqua dest. verdiinnt und bei -20C gelagert.
Die detaillierte Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers.
Eliminierung von genomischer DNA:
gDNA Wipeout Puffer (7x) 2 ul

Template RNA Variabel (150 ng)
RNase freies Aqua dest. variabel
Gesamtvolumen 14 pl

Der Ansatz wurde fur 2 min bei 42<C inkubiert. Dana ch erfolgte die reverse Transkription.

Ansatz flr reverse Transkription:

Master Mix

Quantiscript reverse Transkriptase 1 pl
Quantiscript RT Puffer (5x) 4 ul
RT Primer Mix 1pl
Template RNA nach Entfernen der genomischen DNA 14 pl
Gesamtvolumen 20 pl
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Der Ansatz wird fur 15 min bei 42T inkubiert. Zum Abschluss wird die Temperatur fur

3 min auf 95 erh6ht um die reverse Transkriptase zu inaktivieren.

2.2.4.7 Quantitative Real-Time-PCR

Mit der quantitativen Real-Time PCR (qRT-PCR, ,Echt-Zeit-PCR") ist es mdglich, die
vervielfaltigten Nukleinsauren zu quantifizieren. Mdchte man Unterschiede in der
Genexpression feststellen, so wird zundchst mRNA in cDNA umgeschrieben und diese
dann in der gRT-PCR eingesetzt. Mit Hilfe eines Fluoreszenzfarbstoffs, welcher sich
wahrend der Reaktion in die sich amplifizierenden DNA-Strénge einbaut, lasst sich die
Menge an neu synthetisiertem PCR-Produkt bestimmen. Hierbei nimmt die Fluoreszenz
proportional mit der Menge an synthetisierter DNA zu. Diese wird zu jedem Zeitpunkt der
PCR gemessen. Mit Hilfe der Fluoreszenzsignale aus der exponentiellen Phase erfolgt die
Quantifizierung. Hier heben sich die Fluoreszenzsignale des PCR-Produkts signifikant von
der Hintergrundfluoreszenz ab. Dabei beschreibt der Cycle-Threshold-Value (C,) die
Zyklenzahl bei der diese Schwelle zwischen Hintergrund und signifikanten Signal
Uberschritten wird. Die C, Werte werden dann herangezogen, um quantitative Aussagen
Uber die Ausgangsmenge der Ziel-DNA zu machen. Zum Vergleich wird neben dem zu
untersuchendem Gen (,gene of interest®* GOI) ein Referenzgen (,Haushaltsgen®, z.B.
B-Aktin), welches ubiquitéar exprimiert wird, analysiert.

Um die Genexpression zu untersuchen, wurde das QuantiFast® SYBR® Green PCR Kit
von Qiagen verwendet. Hierbei wurde der Fluoreszenzfarbstoff SYBR® Green in die
entstehende doppelstrdngige DNA eingebaut. Bei den eingesetzten Primern handelte es
sich um QuantiTect Primer Assays (unter 2.1.8 beschrieben).

Reaktionsmix (25 pl Gesamtvolumen):

2x SYBR® Green Mastermix 12.5 pl
Primer 2.5 ul
cDNA 2 ul
RNase freies Aqua dest. 8 ul
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Programm fir das Applied Biosystems PCR-System 7300

Abschnitte Wiederholungen  Temperatur  Zeit (min)

1 Hotstart 1 95.0C 05:00
2 Denaturierung 40 95.0C 00:10
Annealing/Elongation 60.0C 00:30

3 Denaturierung 1 95.0C 00:30
4  Annealing/Elongation 1 60.0C 00:30
5 Dissoziation 1 95.0C 00:15
60.0C 01:00

95.0C 00:15

Ab Abschnitt 2/2. Zyklus werden die Daten gesammelt. Die Schmelzkurvenanalyse erfolgt
von Abschnitt 3 bis 5.

Bei der Auswertung wurden die Ci-Werte (Doppelbestimmung) der jeweiligen Proben
zunachst gemittelt und die Werte des GOI daraufhin gegen die Werte des Haushaltsgens

normalisiert (nach Livak et al.):

((Z-Ct GOl)/(Z-Ct Ref Gen))

Die normalisierten Werte der Proben wurden untereinander verglichen um Unterschiede

in der Genexpression zu ermitteln.
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3. Ergebnisse

3.1 Analyse von nativen Allergenen und Allergoiden

In der Arbeit wurden native Allergenextrakte von Birkenpollen (Betula verrucosa) und
Lieschgras (Phleum pratense) sowie die entsprechenden modifizierten Allergoide
hinsichtlich ihrer Allergenitat und Immunogenitat verglichen.

Die verwendeten Allergen- und Allergoid-Praparationen wurden von ALK-Abello
(Harsholm, Danemark) hergestellt. Die Allergoide wurden wahlweise mit Formaldehyd
oder Glutaraldehyd modifiziert. Die Modifizierung wurde mittels SDS-PAGE uberpriift.
Allergoide, die mit Glutaraldehyd behandelt wurden, zeigten bei einem hohen
Molekulargewicht einen Schmier im Gel, der sich auf eine hohe Aggregation der Proteine
zuruckfuhren lasst. Abgegrenzte Banden, wie sie bei dem intakten Allergenextrakt zu
sehen waren, waren nicht erkennbar. Bei dem mit Formaldehyd modifizierten Allergoid
war dieser Schmier deutlich reduziert und distinkte Banden waren auf dem Gel zu
erkennen. Zusatzlich &nderte sich wahrend der Prozedur die Ladung der Proteine (die

Durchfiihrungen erfolgte im Labor in Harsholm, Danemark).
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Abbildung 6: Nachweis der Formaldehyd- und Glutaral dehyd-Modifizierung von Allergoiden
mittels Westernblot

Auf dem 10%igen Polyacrylamidgel wurden der intakte Allergenextrakt und die jeweils
entsprechenden modifizierten Allergoide (jeweils 5 pg/Spur) aufgetragen. Fur Bet: Spur 1: Marker
(in kDa), Spur 2: Glutaraldehyd-Allergoid, Spur 3: Formaldehyd-Allergoid, Spur 4: intakter
Allergenextrakt; Phl: Spur 1: Marker, Spur 2: Glutaraldehyd-Allergoid, Spur 3: Formaldehyd-
Allergoid, Spur 4: intakter Allergenextrakt; die Pfeile zeigen die jeweiligen Hauptallergene; Bet:
Betula verrucosa, Phl: Phleum pratense

Bevor die Praparationen in den Versuchen eingesetzt wurden, wurde mit Hilfe des
Limulus-Assays der Endotoxingehalt bestimmt und die Konzentrationen mittels BCA-
Assays uberpruft. Der Endotoxingehalt der jeweiligen Praparationen war sehr gering

(nicht gezeigt) und sollte keinen Einfluss auf die Ergebnisse der Experimente nehmen.
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3.1.1 Verminderte Leukotrien-Ausschuttung durch Bas ophile nach Stimulation
mit Glutaraldehyd-Allergoiden

Durch die Bindung von Allergen an Allergen-spezifisches IgE auf der Oberflache
basophiler Granulozyten kommt es zur Kreuzvernetzung des Immunglobulins und zu einer
Ausschattung von Allergiemediatoren, wie z.B. Leukotriene. Zur Analyse der Allergene
und Allergoide hinsichtlich ihrer IgE-Bindekapazitat und der resultierenden Fahigkeit,
Basophile zu aktivieren, wurde die Leukotrien-Freisetzung aus Basophilen atopischer
Spender nach Stimulation mit den Allergenen und Allergoiden mittels ELISA quantifiziert.
Die Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen an intaktem Allergen und den
jeweiligen Allergoiden stimuliert. Als Positivkontrolle diente ein Antikdrper gegen den
hochaffinen IgE Rezeptor (FceRl). Die Negativkontrolle (Background) bestand aus Zellen,
die ausschlief3lich mit dem Stimulationspuffer behandelt wurden.

Beide intakten Allergenextrakte und Formaldehyd-Allergoide bewirkten eine hohe
Freisetzung von Leukotrienen aus den Basophilen (Abbildung 7). Auch bei verminderten
Allergenkonzentrationen blieb die Freisetzung ahnlich hoch wie die Positivkontrolle. Bei
der Zugabe der Glutaraldehyd modifizierten Allergoide zeigte sich eine signifikante

Verminderung der Leukotrien-Freisetzung wenn die Konzentration an Allergoid reduziert

wurde.
B(ﬂ 3000 Pm 3000
T 2000 T 20001
E $
E 10001 O Bet E 10001 o Phi
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Abbildung 7: Leukotrien-Freisetzung Basophiler nach Stimulation mit Allergen und
Allergoid

Basophile allergischer Spender wurden mit verschiedenen Konzentrationen an Allergen und
Allergoid stimuliert und die resultierende Freisetzung von Leukotrienen mittels ELISA quantifiziert.
Bet/Phl: intakter Allergenextrakt, F: Formaldehyd-Allergoid, G: Glutaraldehyd-Allergoid,
Background: Basophile mit Stimulationspuffer, Positivkontrolle: Zugabe des Anti-FceRI Antikorpers;
gezeigt sind die Mittelwerte von 10 unabhéngigen Experimenten, *=p< 0.05 wurde als statistisch
signifikant angesehen.

42



Ergebnisse

3.1.2 Zytokinproduktion dendritischer Zellen

Um zu untersuchen ob die Zugabe von Allergenen und Allergoiden zu dendritischen
Zellen zu einer unterschiedlichen Produktion an Zytokinen fuhrt, wurden unreife DC
allergischer Spender an Tag 6 der Kultur mit Birken und Lieschgras Allergen oder den
jeweiligen modifizierten Allergoiden gepulst und nach weiteren 48h Uberstande
abgenommen. Als Negativkontrolle bzw. Positivkontrolle dienten hier sowie auch in allen
folgenden Experimenten Zellen, welche nur mit dem Kulturmedium behandelt wurden
bzw. Zellen, welche mit Tetanustoxoid (1 pg/ml) beladen waren.

Mittels ELISA wurde die Produktion der Zytokine IL-1, IL-6 und IL-12p40 quantifiziert. Als
Kontrolle wurden DC mit einem Cocktail aus pro-inflammatorischen Zytokinen ausgereift
(reife DC). Unreife DC produzierten nach Stimulation mit Bet Allergen und Allergoid nur
geringe Mengen an IL-1f3, IL-6 und IL-12p40 (Abbildung 8), die sich nicht von mit Allergen
und Allergoid stimulierten und unstimulierten Zellen (Medium) unterschieden. Lediglich die
Freisetzung von IL-13 wurde durch die Zugabe von Allergen und Allergoid im Vergleich zu
unstimulierten Zellen in geringem, nicht signifikantem Maf3 beeinflusst.

Mit Phl Allergen und Allergoiden gepulste DC zeigten, verglichen mit der Behandlung von
Bet Allergen und Allergoiden, eine verringerte Zytokinproduktion. IL-13 wurde nur in der
Positivkontrolle (reife DC) gemessen (nicht gezeigt). IL-6 war lediglich in den Uberstanden
von Allergen — und Formaldehyd-Allergoid-gepulsten DC (20 pg/ml) nachweisbar.
IL-12p40 wurde, wie auch schon bei der Zugabe von Bet Allergen und Allergoid
beobachtet, gleichermalRen freigesetzt. Insgesamt lieBen sich Kkeine signifikanten
Unterschiede in der Zytokinproduktion von Allergen- und Allergoid-gepulsten unreifen

dendritischen Zellen feststellen.
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Abbildung 8: Zytokinproduktion unreifer DC nach Sti mulation mit Bet Allergen und
Allergoiden

DC wurden an Tag 6 in Kultur mit 4 bzw. 20 pg/ml Allergenextrakt oder Allergoid gepulst und nach
48 h die Zytokinproduktion in den Uberstanden mittels ELISA bestimmt. TT: Tetanustoxoid, Bet:
intakter Allergenextrakt, F: Formaldehyd-Allergoid, G: Glutaraldehyd-Allergoid; gezeigt sind die
Mittelwerte von 7 unabhangigen Experimenten.
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Abbildung 9: Zytokinproduktion unreifer DC nach Sti mulation mit Phl Allergen und
Allergoiden

DC wurden an Tag 6 in Kultur mit 4 bzw. 20 p/ml Allergenextrakt oder Allergoid gepulst und nach
48 h die Zytokinproduktion in den Uberstanden mittels ELISA bestimmt. TT: Tetanustoxoid, Phl:
intakter Allergenextrakt, F: Formaldehyd-Allergoid, G: Glutaraldehyd-Allergoid; gezeigt sind die
Mittelwerte 7 unabhangiger Experimente.

Des Weiteren wurden DC allergischer Spender an Tag 6 der Kultur zuséatzlich zur
Stimulation mit Bet oder Phl Allergen und Allergoid mit einem Cocktail aus pro-
inflammatorischen Zytokinen behandelt um reife DC zu generieren. Nach 48 h wurden
Kulturiberstande abgenommen und mittels ELISA die produzierten Zytokine quantifiziert.
Bestimmt wurden hierbei nur IL-6 und IL-12p40, da IL-1f Bestandteil des Zytokin-
Cocktails ist. Ahnlich wie bei unreifen DC war die Produktion an IL-6 geringer als die
Produktion an IL-12p40 (Abbildung 10). Bei letzterem Zytokin zeigten sich keine
Unterschiede zwischen unstimulierten und mit Allergen oder Allergoid stimulierten Zellen.
Wurden die Zellen mit TT, Bet intaktem Allergen und Glutaraldehyd-Allergoid behandelt,
So zeigte sich eine leicht erhdhte IL-6 Produktion, welche jedoch nicht signifikant war. Die
Zugabe von Phl Allergen und Allergoid zu den DC bewirkte unter allen Bedingungen eine
ahnliche Freisetzung von IL-6 und IL-12p40 (Abbildung 10). Auch reife DC wiesen keine
signifikanten Unterschiede in ihrer Produktion von IL-6 und IL-12p40 auf, wenn sie mit

intaktem Allergenextrakt oder modifizierten Allergoiden behandelt wurden.
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Abbildung 10: IL-6 und IL-12p40 Produktion reifer D C nach Stimulation mit intakten
Allergenextrakten und Allergoiden

DC wurden an Tag 6 ausgereift und mit 4 bzw. 20 pg/ml intaktem Allergenextrakt oder den
modifizierten Allergoiden gepulst. Nach 48 h wurden in den Uberstanden IL-6 und IL-12p40
bestimmt; gezeigt sind die Mittelwerte 10 unabhangiger Experimente fur Bet und 9 unabhangiger
Experimente fur Phl.

3.1.3 DC Oberflachenmarker
Um zu untersuchen ob das Beladen von DC mit Allergen und Allergoid einen Effekt auf
die Ausreifung der Zellen hat, wurden die Oberflachenmolekiille HLA-DR, CD80, CD83
und CD86 analysiert. Untersucht wurden unreife und reife DC. Nach Tag 6 in Kultur
wurden die Zellen ausgereift oder im unreifen Zustand belassen und mit den intakten
Allergenen und Allergoiden gepulst. Nach 2 Tagen wurden die Zellen geerntet und nach
Inkubation mit fluoreszenz-markierten Antikdrpern die Oberflachenmarker mittels
Durchfluss- zytometrie bestimmt.
Gab man Bet Allergenextrakt und Allergoid zu unreifen DC, so zeigten sich keine
Unterschiede bei der Expression der DC-Marker. HLA-DR und CD86 waren
gleichermaf3en hochreguliert. CD80 und der DC Reifungsmarker CD83 waren in unreifen
DC unter allen Bedingungen schwach exprimiert. Reife DC exprimierten aller vier
Oberflachenmarker (bei HLA-DR und CD86 nicht prozentual, sondern nur im Mean)
verstarkt.
Bei der Zugabe des Graserallergens Phl konnte man ahnliche Beobachtungen machen.
Hier waren jedoch die CD80 und CD83 Expression leicht erhoht, wenn Glutaraldehyd-
Allergoid in einer Konzentration von 20 pg/ml zu den DC gegeben wurde. Da die
Allergene und Allergoide auf ihren Endotoxingehalt hin untersucht wurden und dieser sehr
gering war, kann ein Einfluss von LPS ausgeschlossen werden.
Reife DC zeigten nach der Stimulation mit den intakten Allergenen und Allergoiden eine
hohe Expression (> 90%) der Oberflachenmarker. Diese waren bereits auf unstimulierten
Zellen hoch bzw. maximal exprimiert und konnte auch nach Zugabe von Allergen und

Allergoid nicht gesteigert exprimiert werden (nicht gezeigt).
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Abbildung 11: Expression der Oberflachenmarker unre ifer DC nach Stimulation mit Bet
Allergenextrakt und Allergoiden

Unreife DC wurden an Tag 6 mit 0.8 oder 20 pg/ml Bet Allergen oder Allergoid gepulst und nach
weiteren 48 h mit fluoreszenz-markierten Antikérpern die Expression von Oberflachenmarkern
mittels Durchflusszytometrie bestimmt. TT: Tetanustoxoid, F: Formaldehyd-Allergoid, G:
Glutaraldehyd-Allergoid, zur Kontrolle wurden reife DC generiert; gezeigt sind die Mittelwerte 7
unabhéngiger Experimente.
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Abbildung 12: Expression der Oberflachenmarker unre ifer DC nach Stimulation mit Phl
Allergenextrakt und Allergoiden

Unreife DC wurden an Tag 6 mit Phl Allergen oder Allergoid gepulst und nach weiteren 48 h mit
fluoreszenz-markierten  Antikérpern die  Expression von  Oberflachenmarkern  mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. TT: Tetanustoxoid, F: Formaldehyd-Allergoid, G: Glutaraldehyd-
Allergoid; gezeigt sind die Mittelwerte 8 unabhéngiger Experimente.
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und Allergoiden (Dotplot)

Anhand von einem Spender ist ein Beispiel fur die Expression der DC-Oberflachenmarker
HLA-DR, CD80, CD83 und CD86 gezeigt; die DC wurden mit 20 ug/ml Allergen bzw. Allergoid
behandelt.

3.1.4 Glutaraldehyd-Allergoid behandelte DC induzie ren eine verminderte
Proliferation autologer CD4 * T-Zellen

Zu Analyse der Immunogenitat der intakten Allergenextrakte und der zugehdrigen
modifizierten Allergoide wurde die T-Zellreaktivitit CD4" T-Zellen analysiert. DC
allergischer Spender wurden ausgereift, mit 4 pg/ml bzw. 20 pg/ml Allergen oder den
entsprechenden Allergoiden gepulst und mit autologen CD4" T-Zellen cokultiviert. Die
allergenspezifische Proliferation der T-Zellen wurde iber den Einbau von [*H]-Thymidin
gemessen.

Fir Bet und Phl Allergene bzw. Allergoide konnten &hnliche Ergebnisse beobachtet
werden. Dendritische Zellen, die mit den intakten Allergenen und den entsprechenden
Allergoiden gepulst wurden, waren alle in der Lage autologe CD4" T-Zellen zu aktivieren.
T-Zellen, welche mit intakten Allergenen oder Formaldehyd-Allergoiden gepulsten DC co-
kultiviert wurden, zeigten eine ahnlich hohe Proliferation. Die T-Zellreaktivitdt war
abhangig von der Konzentration an zugegebenem Antigen. Wurden DC mit den

entsprechenden Glutaraldehyd-Allergoiden behandelt, so war die Proliferation der
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autologen CD4" T-Zellen im Vergleich zum intakten Allergenextrakt und dem mit
Formaldehyd modifizierten Allergoid signifikant verringert. Auch hier war die Proliferation

konzentrationsabhéngig.
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Abbildung 14: Proliferation CD4 * T-Zellen nach Stimulation mit autologen Allergen- und
Allergoid-gepulsten DC

Allergen- und Allergoid-gepulste reife DC wurden mit autologen CD4" T-Zellen cokultiviert. Die
Proliferation wurde tber den Einbau von radioaktivem [3H]-Thymidin bestimmt; TT: Tetanustoxoid,
Bet/Phl: intakter Allergenextrakt, F: Formaldehyd-Allergoid, G: Glutaraldehyd-Allergoid; gezeigt
sind die Mittelwerte 16 unabhéngiger Experimente fir Bet und 21 Experimente fir Phl; die
Signifikanz wurde mittels Student T-Test ermittelt, *=p < 0.05 wurde dabei als statistisch signifikant
angesehen.

3.1.5 Reduzierte Bildung von Thl1l/Th2 Zytokinen nach Stimulation mit
Glutaraldehyd-Allergoid gepulsten DC

Neben einer Induzierung der Proliferation von CD4" T-Zellen wurde die Fahigkeit von
Allergen und Allergoid gepulsten DC die Zytokinproduktion in CD4" Zellen anzuregen
getestet. Hierzu wurden reife Allergen- bzw. Allergoid-gepulste DC mit autologen CD4"
T-Zellen cokultiviert und an Tag 7 mit neu generierten und gleichermaf3en behandelten
DC restimuliert, um messbare Mengen an Zytokin zu erhalten. Nach weiteren 24h wurden
Uberstande abgenommen und mittels ELISA die Zytokinproduktion quantifiziert.

Im ELISA wurden fur Phl und Bet Allergene und deren Allergoide, wie auch schon im
Proliferations-Assay, ahnliche Ergebnisse erzielt. Unter allen Bedingungen produzierten
T-Zellen vorwiegend IL-13. CD4" T-Zellen, die mit Glutaraldehyd-Allergoid gepulsten DC
stimuliert wurden, zeigten hierbei eine verminderte IL-13 Produktion im Vergleich zu
T-Zellen, die mit Allergen und Formaldehyd-Allergoid behandelten DC stimuliert wurden.
Die Zytokine IL-4, IL-10 und IFN-y wurden in geringerem Malf3e gebildet. Auch hier zeigten
Glutaraldehyd-stimulierte Zellen eine verminderte Produktion der genannten Zytokine.
Obwohl die reduzierte Zytokinproduktion nach Stimulation mit Glutaraldehyd modifizierten
Allergoiden nicht signifikant war, spiegelte sie die Beobachtungen wieder, die bereits bei

der T-Zell Proliferation gemacht werden konnten.
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Abbildung 15: Zytokinproduktion CD4 * T-Zellen nach Stimulation mit Bet Allergen- bzw.
Allergoid-gepulsten DC

CD4" T-Zellen wurden mit 4 bzw. 20 pg/ml Allergen und Allergoid behandelten DC cokultiviert und
an Tag 7 mit frischen DC fur 24 h restimuliert. Die Zytokinproduktion wurde mittels ELISA
bestimmt. TT: Tetanustoxoid, Bet: intakter Allergenextrakt, F: Formaldehyd-Allergoid, G:
Glutaraldehyd- Allergoid; gezeigt sind Mittelwerte 16 unabhangiger Experimente.
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Abbildung 16: Zytokinproduktion CD4 * T-Zellen nach Stimulation mit Phl Allergen- bzw.
Allergoid-gepulsten DC

CD4" T-Zellen wurden mit 4 bzw. 20 ug/ml Allergen und Allergoid behandelten DC co-kultiviert und
an Tag 7 mit frischen DC fur 24 h restimuliert. Die Zytokinproduktion wurde mittels ELISA
bestimmt. TT: Tetanustoxoid, Phl: intakter Allergenextrakt, F: Formaldehyd-Allergoid, G:
Glutaraldehyd- Allergoid. Gezeigt sind die Mittelwerte 21 unabhangiger Experimente; fir IL-22 sind
die Mittelwerte von 4 unabhéngigen Experimenten dargestellt.
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Bei der Stimulation mit Phl Allergen und Allergoiden wurden zusétzlich IL-17A und 1L-22
analysiert. IL-17A wurde unter allen Bedingungen nur sehr gering bzw. gar nicht detektiert
(nicht gezeigt). Bei der IL-22 Produktion gab es keine signifikanten Unterschiede

zwischen Allergen- und Allergoid-stimulierten Zellen.

3.1.6 Produktion intrazellularer Zytokine in CD4 ™ T-Zellen

Neben der Produktion von Zytokinen, die ins Medium sezerniert wurden, wurde die
intrazellulare Zytokinproduktion CD4" T-Zellen nach Stimulation mit Allergen- und
Allergoid-gepulsten DC, wie unter 2.2.2.6 beschrieben, analysiert. Zwischen Bet Allergen
und Allergoid stimulierten Zellen gab es keine signifikanten Unterschiede. Unstimulierte
DC fuhrten bereits zu einer intrazelluldaren Zytokinproduktion, die sich nach Stimulation mit
Allergen- oder Allergoid-gepulsten DC nicht signifikant verstéarke. Lediglich IL-10 und IL-17
waren in CD4" T-Zellen, die mit Bet Allergoid gepulsten DC stimuliert wurden leicht,
jedoch nicht signifikant erhéht.

Phl Allergen und Formaldehyd-Allergoid gepulste DC fihrten zu einer erhéhten
Produktion der Zytokine IL-4, IL-10, IL-17 und IFN-y. Die Anzahl an FoxP3-positiven
Zellen war hier unter allen Bedingungen ahnlich. Tendenziell war also passend zu den
gemessenen Zytokinen im Zellkulturiberstand zumindest bei Phl die Anzahl Zytokin-
produzierender Zellen ebenfalls niedriger, wenn CD4" T-Zellen mit Glutaraldehyd-
Allergoid-gepulsten DC stimuliert wurden.
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3 Bet 20 pg/ml
EE F 20 pg/ml
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Abbildung 17: Intrazellulare Zytokinproduktion CDA4 * T-Zellen nach Stimulation mit Bet
Allergen- und Allergoid-gepulsten DC

CD4" T-Zellen wurden mit 20 ug/ml Allergen und Allergoid gepulsten reifen DC stimuliert und nach
7 Tagen mit frischen gleich behandelten DC restimuliert. Mittels Durchflusszytometrie wurden die
intrazellular befindlichen Zytokine nach zusétzlicher Stimulation mit PMA/Ionomycin/GoIgiStopTM
fur 5h analysiert. Bet: intaktes Allergenextrakt, F: Formaldehyd-Allergoid, G: Glutaraldehyd-
Allergoid; gezeigt sind die Mittelwerte 4 unabhéngiger Experimente.
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Abbildung 18: Zytokinproduktion CD4 ¥ T-Zellen nach Stimulation mit Phl Allergen- und
Allergoid-gepulsten DC

CD4" T-Zellen wurden mit 20 pg/ml Allergen und Allergoid gepulsten DC stimuliert und nach 7
Tagen mit frischen gleich behandelten DC restimuliert. Mittels Durchflusszytometrie wurden die
intrazellular befindlichen Zytokine nach zuséatzlicher Stimulation mit PMA/Ionomycin/GoIgiStopT'vI
fur 5h analysiert. Phl: intaktes Allergenextrakt, F: Formaldehyd-Allergoid, G: Glutaraldehyd-
Allergoid; gezeigt sind die Mittelwerte 5 unabh&ngiger Experimente.

3.1.7 Aufnahme von fluoreszenz-markierten Allergene  n und Allergoiden in DC
Um Unterschiede bei der Aufnahme von Allergenen und Allergoiden in dendritische Zellen
zu untersuchen, wurden Phl Allergen und die jeweiligen Allergoide mit
Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Verwendet wurden Alexa Fluor 488° und der pH-
sensitive Farbstoff pHrodo™ Red. Nach dem Markierungsvorgang wurden die
Konzentrationen und die Fluoreszenz tberpruft.

Zunachst wurden der Phl Allergenextrakt und die entsprechenden modifizierten Allergoide
mit dem Alexa Fluor 488® Protein Labeling Kit markiert. Optisch sah man nach dem
Markierungsvorgang bereits erhebliche Unterschiede in der Farbintensitat zwischen
Allergenextrakt, Formaldehyd-Allergoid und Glutaraldehyd-Allergoid. Letzteres wies dabei
die schwachste Grunfarbung auf. Daraufhin wurde die genaue Fluoreszenzintensitat mit
Hilfe eines Fluoreszenzphotometers nachgewiesen (Abbildung 19). Hierbei liel3en sich die
Unterschiede hinsichtlich der Markierungseffizienz bestétigen. Die Fluoreszenz des
Glutaraldehyd-modifizierten Allergoids war um mehr als die Héalfte reduziert im Vergleich

zum intakten Allergenextrakt und zum Formaldehyd-modifizierten Allergoid.
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Abbildung 19: Fluoreszenzintensitat von Alexa Fluor 488° markiertem Allergen und
Allergoid

Phl Allergen und die Allergoide wurden unverdiinnt (50 pl) und verdiinnt im Fluoreszenzphotometer
gemessen; Phl: intakter Allergenextrakt, F: Formaldehyd-Allergoid, G: Glutaraldehyd-Allergoid

Auf Grund der unterschiedlichen Markierungseffizienz ~wurde ein  weiterer
Fluoreszenzfarbstoff, pHrodo™ Red, getestet. Dieser ist pH-sensitiv und soll lediglich im
sauren Milieu fluoreszieren. Es wurde eine gleichmafigere Markierungseffizienz erzielt als
bei der Markierung mit Alexa Fluor 488® (Abbildung 20). Hier schien das Glutaraldehyd-
modifizierte Allergoid starker mit dem Farbstoff markiert zu sein. Da der Farbstoff mittels
Fluoreszenzphotometrie nicht analysiert werden konnte, wurde hier die Farbintensitat im
ELISA-Reader bei 494 nm gemessen.
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Abbildung 20: Absorption von pHrodo ™ Red markiertem Allergen und Allergoid

50 ul des Allergenextrakts und der modifizierten Allergoide wurden bei einer Wellenldnge von
494 nm am ELISA-Reader gemessen; Phl: intakter Allergenextrakt, F: Formaldehyd-Allergoid,
G: Glutaraldehyd-Allergoid
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In den Experimenten wurden alle Fluoreszenz-markierten Allergene und Allergoide
getestet.

Zunachst wurde die Aufnahme der markierten Antigene mittels Durchflusszytometrie
bestimmt. Hierzu wurden die Allergen und Allergoide in verschiedenen Konzentrationen
an Tag 6 der Kultur zu unreifen DC geben und die Aufnahme in die Zellen nach 10 min,
30 min, 2h, 6h und 24h analysiert. Als Maf3 der Allergen- und Allergoidaufnahme in die
Zellen wurde der MFI (Mean Fluorescence Intensity) herangezogen. Bereits nach 10 min
wurden die markierten Allergene und Allergoide von unreifen DC aufgenommen und die
Aufnahme stieg mit der Zeit und der Konzentration weiter an (Abbildung 21). Die
Aufnahme zwischen intaktem Allergenextrakt und Formaldehyd-Allergoid unterschied sich
nur gering. Im Vergleich dazu war die Aufnahme von Glutaraldehyd-Allergoid in unreife
DC signifikant verringert. Der MFI war hier nach Zugabe von 2 pg/ml Allergen bzw.

Allergoid fast viermal niedriger und bei der Zugabe von 10 pg/ml um ca. die Halfte

reduziert.
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Abbildung 21: Aufnahme von Alexa Fluor 488 ® markiertem Allergen und Allergoid in unreife
DC

2 pg/ml und 10 pg/ml Fluoreszenz-markiertes Allergen und Allergoid wurden zu unreifen DC
gegeben und die Aufnahme mittels Durchflusszytometrie gemessen. Phl: intakter Allergenextrakt,
Phl F: Formaldehyd-Allergoid, Phl G: Glutaraldehyd- Allergoid, MFI: Mean fluorescence intensity;
gezeigt sind die Mittelwerte 4 unabhangiger Experimente, die Signifikanz wurde mittels Student
T-Test ermittelt, dabei wird *=p < 0.05 als statistisch signifikant angesehen.
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Da man nicht eindeutig ausschlieBen konnte, dass die beobachteten Unterschiede durch
die geringere Fluoreszenzmarkierung des Glutaraldehyd-Allergoids zustande gekommen
waren, wurden auch die Allergene und Allergoide, welche mit pHrodo™ Red markiert
wurden, analysiert. Hier war die Markierungseffizienz fur alle Antigene anndhernd &hnlich
(Abbildung 20). Zudem sollte nur Antigen, das in die Lysosomen internalisiert wurde,
fluoreszieren und es lielRen sich somit Zellen differenzieren, die das Allergen und die
Allergoide tatsachlich internalisiert haben, und Zellen, auf denen die Antigene nur auf der
Oberflache binden. Markiertes Allergen und Allergoid wurde in einer Konzentration von
0.5 und 5 pg/ml zu unreifen DC gegeben. Im Vergleich zu 0.5 pg/ml war der MFI nach
Zugabe von 5 pg/ml Allergen und Allergoid erhéht (Abbildung 22). Eine signifikant
verminderte Aufnahme des Glutaraldehyd-modifizierten Allergoids im Vergleich zum
Allergenextrakt und zum Formaldehyd-modifizierten Allergoid wurde hier nach 24h

ebenfalls beobachtet.
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Abbildung 22: Aufnahme von pHrodo ™ Red markiertem Allergen und Allergoid in unreife
DC

0.5 pg/ml und 5 pg/ml der markierten Allergen und Allergoide wurden zu unreifen DC gegeben und
die Aufnahme nach vier verschiedenen Zeitpunkten mittels Durchflusszytometrie untersucht, Phl:
intakter Allergenextrakt, Phl F: Formaldehyd-Allergoid, Phl G: Glutaraldehyd-Allergoid; gezeigt sind
Mittelwerte 4 unabhéngiger Experimente; die Signifikanz wurde mittels Student T-Test ermittelt,
dabei wird *=p < 0.05 als statistisch signifikant angesehen.
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Um eindeutig auszuschlie3en, dass die fluoreszierenden Allergene und Allergoide nicht
nur an der Oberfliche der DC haften, wurden lebende Zellen mittels konfokaler
Laserscanning Mikroskopie (LSM) untersucht. Die Aufnahme der Alexa Fluor 488°
markierten Allergene und Allergoide wurde Uber einen Zeitraum von 90 min gefilmt. In den
Experimenten wurden die Zellen zusatzlich mit LysoTracker Red DND-99 behandelt, um
die Co-Lokalisation in den Lysosomen darzustellen (nicht gezeigt). pHrodo™ Red
markierte Allergene und Allergeoide wurden zu unreifen DC gegeben und diese nach 6 h
fotografiert.

In beiden Ansatzen konnten die Beobachtungen, welche mittels Durchflusszytometrie
gemacht wurden, bestéatigt werden. Allergenextrakt und das Formaldehyd-Allergoid
wurden von den Zellen gut aufgenommen (Abbildung 23). Im Vergleich dazu war die

Internalisierung des Glutaraldehyd-modifizierten Allergoid reduziert, was sich an einer

schwacheren Grinfarbung der DC zeigte.

0 min 20 min 45 min 70 min 90 min

Abbildung 23: Aufnahme von Alexa Fluor 488 ® markiertem Allergen und Allergoid in unreife
DC

10 pg/ml Allergen und Allergoid wurden an Tag 6 zu unreifen DC gegeben und die Aufnahme
mittels Laserscanning Mikroskopie fir 90 min beobachtet. Dargestellt sind Sequenzen zu
Zeitpunkten 0 min, 20 min, 45 min, 70 min und 90 min. Der GroRenbalken entspricht 20 um. Phl:
intakter Allergenextrakt, Phl F: Formaldehyd-Allergoid, Phl G: Glutaraldehyd-Allergoid

Die zeitliche Verfolgung der Aufnahme war fiir die pHrodo™ Red markierten Antigene zu
zeitintensiv, da in diesem Fall die Fluoreszenz erst im sauren Milieu zu beobachten ist.
Zur Analyse der pHrodo™ Red markierten Allergene und Allergoide wurden diese an Tag
6 der Kultur zu den unreifen DC gegeben und fur 6h inkubiert. Danach wurden mittels
LSM mehrere Ebenen der dendritischen Zellen fotografiert. Um eine Co-Lokalisation der
Allergene und Allergoide in den Lysosomen darzustellen, wurden die Zellen zusatzlich mit
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LysoTracker Green DND-26 angefarbt. Dieser Farbstoff farbt spezifisch Lysosomen an.
Intaktes Allergenextrakt und das Formaldehyd-Allergoid wurden effektiver von unreifen
DC aufgenommen und befanden sich bereits nach 6 h in den Lysosomen, erkennbar
durch eine erhodhte Gelbfarbung der Zellen (Abbildung 24). Auch die Vergrélierung
einzelner Zellen zeigte eine Orange- bzw. Gelbfarbung und somit eine Co-Lokalisation
von Allergen bzw. Allergoid im Lysosom. Die Aufnahme des Glutaraldehyd-Allergoids war
zu diesem Zeitpunkt noch nicht so weit vorangeschritten. In der VergroRerung erkennt
man, dass sich noch ein Grol3teil des Allergoids membranstandig befindet und noch nicht

in den Lysosomen auffindbar ist.

Phl

Phl F

Phl G

Abbildung 24: Aufnahme von pHrodo ™ Red markiertem Allergen und Allergoid in unreife
DC

Unreife DC wurden mit 10 pg/ml Allergen und Allergoid beladen und fir 6 h bei 37C inkubiert.
Bevor die Zellen unter dem LSM untersucht wurden erfolgte die Zugabe von 60 nM LysoTracker
Green DND-26. Gezeigt sind links eine Ubersichtsaufnanme der DC und rechts vergroRert ein
Schnitt durch jeweils eine dendritische Zelle. Der linke GréRenbalken entspricht 20 um, der rechte
Balken 5 pum. Phl: intakter Allergenextrakt, Phl F: Formaldehyd-Allergoid, Phl G: Glutaraldehyd-
Allergoid
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Um den Mechanismus der Aufnahme von Allergen und Allergoid néher zu untersuchen,
wurden zwei Aufnahmewege dendritischer Zellen inhibiert. Um die Internalisierung tber
den Mannoserezeptor zu unterbinden, wurde Mannan zugegeben. Makropinozytose
wurde durch die Zugabe von DMA blockiert. Beide Inhibitoren wurden 30 min vor Zugabe
der Allergene und Allergoide zu unreifen DC gegeben. Durch die Blockierung der
Makropinozytose wurde die Aufnahme fast komplett inhibiert (Abbildung 25). Nach

Zugabe von Mannan kam es zu einer Reduzierung der Aufnahme um 50-75%.

1 Phl + Mannan
100_ E= Phl + DMA
E3 Phl F + Mannan
E= Phl F + DMA
Hl Phl G + Mannan
== Phl G + DMA
80+
c 604 l
§e
=
2
=
¥ 401 1
20
0 T T T T
ST S
N N

Abbildung 25: Blockierung der Allergen/Allergoid-Au fnahme in unreife DC durch Mannan
und DMA

30 min vor Stimulierung der DC mit 0.5 pg/ml Allergen und Allergoid wurden die Inhibitoren
Mannan (200 pg/ml) und DMA (300 pM) zugegeben. Nach 10 min, 1 h, 6 h und 24 h wurde die
Aufnahme in unreife DC mittels Durchflusszytometrie analysiert. Phl: intakter Allergenextrakt,
Phl F: Formaldehyd-Allergoid, Phl G: Glutaraldehyd-Allergoid; gezeigt sind die Mittelwerte 4
unabhangiger Experimente.
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3.1.8 Analyse der Einzelallergene Betv 1 und Phip 1
Neben den Allergengemischen wurden die Einzelallergene bzw. Hauptallergene Bet v 1
der Birke und Phlp1 des Lieschgrases untersucht. Intakte Bet v 1 und Phl p 1
Allergenextrakte wurden ebenfalls mit Formaldehyd oder Glutaraldehyd modifiziert (neue
Charge an Allergenen und Allergoiden, ALK Abell6, Harsholm, Danemark). Verglichen
wurden dabei die Einzelallergene und ihre modifizierten Allergoide mit den

entsprechenden Allergengemischen und den entsprechenden Allergoiden.

3.1.9 \Verstarkte Produktion von DC Zytokinen nach S  timulation mit
Allergoiden

Reife und unreife DC allergischer Spender wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen
der Einzelallergene und den entsprechenden Allergoiden behandelt und nach 2 Tagen die
Zytokinproduktion im Uberstand mittels ELISA gemessen (Abbildung 26 und
Abbildung 27). Dabei zeigten unreife DC, die mit Bet v 1 Allergoiden stimuliert wurden
eine erhthte Produktion von IL-6 und IL-12p40. Das Formaldehyd-Allergoid des Bet
Allergengemisches fiihrte ebenfalls zu einer erhdhten Produktion dieser Zytokine. Phl p 1
und die entsprechenden Allergoide produzierten ahnlich hohe Mengen an IL-12p40
verglichen mit dem Phl Allergengemisch und den Allergoiden. Phl p 1 Formaldehyd
Allergoid und die beiden Phl Allergoide fiihrten zu einer erhdhten Produktion von IL-6.
IL-1B war lediglich in der Positivkontrolle (reife DC) nachweisbar (nicht gezeigt).

Um reife DC zu generieren, erfolgte neben der Zugabe von Allergen und Allergoid die
Ausreifung mit Hilfe eines Cocktails aus pro-inflammatorischen Zytokinen. Bei den reifen
DC wurde wie in Abbildung 10 nur die Produktion von IL-6 und IL-12p40 gemessen
(Abbildung 27). Eine erhéhte Produktion von IL-6 konnte auch hier wieder durch die
Zugabe der Formaldehyd-Allergoide und durch Stimulation mit Bet v 1 und Phl
Glutaraldehyd-Allergoid induziert werden. Die IL-12p40 Produktion war bereits in
unstimulierten Zellen sehr hoch und konnte durch die Zugabe von Allergen und Allergoid
nicht weiter gesteigert werden. Lediglich das Phl Formaldehyd-Allergoid fuhrte in reifen

DC zu einer verminderten Sezernierung des Zytokins in den Uberstand.
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Abbildung 26: Zytokinproduktion unreifer DC nach St imulation mit Einzelallergenen

Unreife DC wurden an Tag 6 fir 48 h mit den Einzelallergenen bzw. den Allergengemischen und
den jeweiligen Allergoiden stimuliert und die Zytokinproduktion mittels ELISA quantifiziert; gezeigt
sind die Mittelwerte 2 unabhangiger Experimente fir Bet v 1 bzw. 1 Experiment fur Phl p 1.
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Abbildung 27: Zytokinproduktion reifer DC nach Stim ulation mit Einzelallergenen

DC wurden an Tag 6 mit den Allergenen und Allergoiden stimuliert und gleichzeitig mit Hilfe von
pro-inflammatorischen Zytokinen ausgereift; gezeigt sind die Mittelwerte 3 unabh&ngiger
Experimente fir Bet v 1 und 1 Experiment fir Phl p 1.

3.1.10 Erhohte Expression der Oberflachenmarker CD8 0 und CD83 auf unreifen
DC nach Stimulation mit Allergoiden

Neben der Zytokinproduktion durch DC allergischer Spender wurde die Expression von
DC Oberflachenmarker nach Zugabe der Einzelallergene und ihrer Allergoide analysiert.
HLA-DR und das co-stimulatorische Molekil CD86 wurden unter allen Bedingungen
gleichermaf3en hoch exprimiert. Die Bet v 1 Allergoide und das Bet Formaldehyd-Allergoid
zeigten eine erhohte Expression von CD80 und CD83 (Abbildung 28). Ebenfalls konnte
man bei den Phl p 1 und Phl Glutaraldehyd-Allergoiden eine gesteigerte Expression
dieser Marker beobachten (Abbildung 29). Neben diesen Auffalligkeiten bestehen bei der
Bildung von DC Oberflachenmarkern keine Unterschiede zwischen Einzelallergenen und
Allergengemischen.

Reife DC wurden ebenfalls analysiert. Hier zeigte sich in unstimulierten reifen DC bereits
eine hohe Expression (> 90%) aller Marker, die nach Zugabe von Allergenen und

Allergoiden nicht weiter anstieg (nicht gezeigt).
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Abbildung 28: Expression von Oberflachenmarkern auf unreifen DC nach Stimulation mit

Bet v 1 Allergen und Allergoiden

Unreife DC wurden mit 0.8 oder 20 pg/ml Allergen bzw. Allergoid stimuliert und nach 48 h die
Oberflachenmarker-Expression mittels Durchflusszytometrie analysiert; gezeigt sind die Mittelwerte
von 3 unabh&ngigen Experimenten.
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Abbildung 29: Expression von Oberflachenmarkern auf unreifen DC nach Stimulation mit

Phl p 1 Allergen und Allergoiden

Unreife DC wurden mit 0.8 oder 20 pg/ml Allergen bzw. Allergoid stimuliert und nach 48 h die
Oberflachenmarker-Expression mittels Durchflusszytometrie analysiert; gezeigt sind die Mittelwerte
von 4 unabh&ngigen Experimenten.
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3.1.11 Betv 1 und Phl p 1 Glutaraldehyd-Allergoide  induzieren eine verminderte

T-Zellproliferation verglichen mit den unbehandelte n Einzelallergenen
und den entsprechenden Formaldehyd-Allergoiden

Dendritische Zellen, die mit den Einzelallergenen bzw. den entsprechenden Allergoiden
behandelt wurden, induzierten eine verminderte Proliferation in autologen CD4" T-Zellen
verglichen mit DC, die mit Allergengemischen und den zugehdorigen Allergoiden beladen
wurden (Abbildung 30). Glutaraldehyd-modifiziertes Bet v 1 und Phl p 1 bewirkten
ebenfalls eine reduzierte T-Zellproliferation im Vergleich zu den intakten Einzelallergenen
und den Formaldehyd-Allergoiden. Bei den Allergengemischen zeigte nur Glutaraldehyd-
modifiziertes Phl Allergoid eine signifikant verminderte T-Zellreaktivitat. DC, die mit
intaktem Bet Allergenextrakt und dem Glutaraldehyd-Allergoid stimuliert wurden, fuhrten
zu einer verminderten Proliferation CD4" T-Zellen im Vergleich zu Formaldehyd-Allergoid

behandelten DC.
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Abbildung 30: Verminderte Proliferation CD4 * T-Zellen nach Stimulation mit Bet v 1 und
Phl p 1 Allergen- und Allergoid-gepulsten DC

Reife Allergen- und Allergoid-gepulste DC wurden mit autologen CD4" T-Zellen cokultiviert und die
Proliferation Uber den Einbau von radioaktiven Thymidin gemessen; gezeigt sind die Mittelwerte 7
unabhéngiger Experimente fur Bet v 1 bzw. 9 fur Phl p 1, die Signifikanz wurde mittels Student

T-Test ermittelt, dabei wird *=p < 0.05 als statistisch signifikant angesehen.

T-Zellen nach Stimulation mit
ten DC

3.1.12 Vergleichbare Zytokinproduktion CD4 *
Bet v 1 und Phl p 1 Allergen und Allergoid behandel

Neben die Thl/Th2
Zytokinproduktion CD4" T-Zellen nach Stimulation mit intaktem Bet v 1 oder Phl p 1 bzw.

der allergen-spezifischen T-Zellproliferation war auch
Allergoid gepulsten DC stark reduziert im Vergleich zu den Allergengemischen (Abbildung
31 und Abbildung 32). Intakter Allergenextrakt und die entsprechenden Allergoide der
Einzelallergene zeigten hierbei keine signifikanten Unterschiede in der Zytokinproduktion.
Bei den Bet und Phl Allergengemischen war die Zytokinproduktion durch die Stimulation
mit Glutaraldehyd-Allergoid gepulsten DC ,wie bereits in Abbildung 15 und Abbildung 16
dargestellt, vermindert.
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Abbildung 31: Zytokinproduktion CD4 * T-Zellen nach Stimulation mit Bet v 1 Allergen- un  d
Allergoid-gepulsten DC

CD4" T-Zellen wurden mit 4 bzw. 20 pg/ml Allergen und Allergoid behandelten DC cokultiviert und
an Tag 7 mit frischen DC flr 24h restimuliert. Die Zytokinproduktion wurde mittels ELISA bestimmt;
dargestellt sind die Mittelwerte 7 unabh&angiger Experimente.
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Abbildung 32: Zytokinproduktion CD4  * T-Zellen nach Stimulation mit Phl p 1 Allergen- un  d
Allergoid-gepulsten DC

CD4" T-Zellen wurden mit 4 bzw. 20 pg/ml Allergen und Allergoid behandelten DC cokultiviert und
an Tag 7 mit frischen DC flr 24h restimuliert. Die Zytokinproduktion wurde mittels ELISA bestimmt;
dargestellt sind die Mittelwerte 9 unabh&angiger Experimente.
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3.2 Analyse von an Aluminiumhydroxid adsorbierten A llergenen und
Allergoiden
Da in den meisten in der Medizin verwendeten Impfstoffen Aluminiumhydroxid als
Wirkverstarker enthalten ist, wurden die Allergene und Allergoide mit Alum versetzt und
deren Allergenitat und Immunogenitét verglichen. Fir die folgenden Experimente wurden
Lieschgraspollenallergen und Birkenpollenallergen und die entsprechenden Allergoide an
Aluminiumhydroxid (1.14 mg/ml) adsorbiert. Die Konzentrationen wurden mit Coca-Puffer
eingestellt (durchgefiihrt von ALK Abell6 in Harsholm, Danemark). Als Vergleich wurden
unadsorbierte Allergene und Allergoide eingesetzt. Zunachst wurden zwei verschiedene
Konzentrationen an Allergen bzw. Allergoid mit entsprechend unterschiedlichen Alum-

Konzentrationen verwendet.

3.2.1 Induktion von Apoptose durch Alum-adsorbierte Allergene/Allergoide
Nach Zugabe von Alum-adsorbierten Allergenen und Allergoiden zu unreifen DC an Tag 6
fir 48 h sah man morphologisch, dass ein Grof3teil der Zellen tot war. Um nun
apoptotische und nekrotische Zellen zu identifizieren und das Ausmald der Toxizitat der
Allergene und Allergoide zu bestimmen, wurde ein Apoptose-Assay durchgefiihrt. Reife
und unreife DC wurden 48 h nach Beladung mit Allergen oder Allergoid mit Annexin V und
7AAD gefarbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert.
Bereits unbehandelte unreife DC beinhalteten 15-20% apoptotische und nekrotische
Zellen (Abbildung 33). Nach der Zugabe von Glutaraldehyd-Allergoiden und Alum-
adsorbierten Allergenextrakten sowie Formaldehyd-Allergoiden war die Anzahl an
nekrotischen, Annexin V" und 7AAD" Zellen auf Uiber 30% erhoht. Auch die Stimulation
mit 200 pl  Aluminiumhydroxid (Alhydrogel) alleine fihrte zu einem Anstieg von
nekrotischen Zellen (42%). Die Anzahl an frihapoptotischen Zellen (Annexin V' und
7AAD) war durch die Stimulation mit allen Glutaraldehyd-Allergoiden (30-33%) und durch
die Zugabe von Alum alleine (30%) leicht erhoht.
Bei den reifen DC befanden sich tber 40% der Zellen in der frihen Apoptose wenn sie mit
Alum-adsorbiertem Allergenextrakt oder den entsprechenden Allergoiden inkubiert
wurden (Abbildung 34). Auch 27% der DC, welche mit unadsorbierten Glutaraldehyd-
Allergoiden gepulst wurden sind frihapoptotisch. Zwischen 30-40% der Alum gepulsten
DC sind nekrotisch bzw. befinden sich in einem spaten Apoptosestadium. Die Zugabe von
Aluminiumhydroxid alleine fuhrt bei Uber 50% der Zellen zur frihen Apoptose bzw.
Nekrose. Im Vergleich dazu waren unstimulierte Zellen nur zu 10-12% apoptotisch oder
nekrotisch.
In den weiteren Versuchen wurden die lebenden DC mittels Trypanblau-Farbung gezahilt,

um die bendétigten Zellzahlen fir die Experimente anzupassen.
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Abbildung 33: Apoptose unreifer DC nach Stimulation mit Aluminiumhydroxid

Unreife DC wurden an Tag 6 mit 20 pg/ml Allergen und Allergoid beladen und nach 2 Tagen mit
Annexin V und 7AAD gefarbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Phl und Bet wurden in
den Mittelwerten zusammengefasst dargestellt. M: Medium, TT: 1 pg/ml Tetanustoxoid, A: Bet/Phl
intakter Allergenextrakt, F: Formaldehyd-Allergoide, G: Glutaraldehyd-Allergoide, Al: 200 pl Alum,
rDC: reife DC; gezeigt sind die Mittelwerte 2 unabhangiger Experimente.
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Abbildung 34: Apoptose reifer DC nach Stimulation m it Aluminiumhydroxid

Reife DC wurden an Tag 6 mit 20 pg/ml Allergen und Allergoid beladen und nach 2 Tagen mit
Annexin V und 7AAD gefarbt und mittels Durchflusszytometrie analysiert. Phl und Bet wurden in
den Mittelwerten zusammengefasst dargestellt. M: Medium, TT: 1 pg/ml Tetanustoxoid, A: Bet/Phl
intakter Allergenextrakt, F: Formaldehyd-Allergoide, G: Glutaraldehyd-Allergoide, Al: 200 pl Alum;
gezeigt sind die Mittelwerte 4 unabhangiger Experimente.
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3.2.2 DC Zytokinproduktion nach Stimulation mit una  dsorbierten und Alum-
adsorbierten Allergenen und Allergoiden

Um eine mdogliche Veranderung der Zytokinproduktion unreifer und reifer DC nach
Zugabe von Alum-adsorbiertem Allergen und Allergoid zu untersuchen, wurden unreife
DC an Tag 6 mit adsorbiertem und unadsorbiertem Allergen oder Allergoid stimuliert und
nach 48 h die Produktion von IL-1B, IL-6 und IL-12p40 im Uberstand mittels ELISA
bestimmt.
IL-1B und IL-6 waren in den Kulturiiberstadnden unreifer DC nicht nachweisbar.
Die Zugabe von Alum-adsorbiertem Bet Allergen oder Allergoid fuhrte lediglich zu einer
leicht erhohten IL-12p40 Produktion im Vergleich zu DC, die mit intaktem Allergenextrakt
oder Formaldehyd-Allergoid stimuliert wurden (Abbildung 35). Zur Kontrolle wurden reife
DC analysiert, welche grof3e Mengen an IL-12p40 produzieren.
IL-12p40 wurde vermehrt nach Zugabe des Phl Glutaraldehyd-Allergoids (20 pg/ml) und
nach Zugabe der Alum-adsorbierten Allergene und Allergoide gebildet (Abbildung 36). In
der Kontrolle, den reifen DC, konnte IL-12p40 in hohen Mengen nachgewiesen werden.
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Abbildung 35: Zytokinproduktion unreifer DC nach St imulierung mit Alum-adsorbierten Bet
Allergenextrakt und Allergoiden

Unreife DC wurden an Tag 6 mit 4 bzw. 20 pg/ml Alum-adsorbierten und unadsorbierten
Allergenen oder Allergoiden beladen und die Zytokinproduktion mittels ELISA bestimmt; dargestellt
sind die Mittelwerte von 2 unabh&ngigen Experimenten.
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Abbildung 36: Zytokinproduktion unreifer DC nach St imulierung mit Alum-adsorbierten Phl
Allergenextrakt und Allergoid

Unreife DC wurden an Tag 6 mit 4 bzw. 20 pg/ml Alum-adsorbierten und unadsorbierten
Allergenen oder Allergoiden beladen und die Zytokinproduktion mittels ELISA bestimmt; dargestellt
sind die Mittelwerte von 2 unabh&ngigen Experimenten.

In reifen DC war die Produktion von IL-6 durch DC, welche mit den Bet Formaldehyd-
Allergoiden stimuliert wurden, leicht vermindert (Abbildung 37). Eine reduzierte
Freisetzung von IL-6 zeigten auch DC, welche mit Alum-adsorbiertem Bet Allergenextrakt
und Alum alleine stimuliert wurden. IL-12p40 wurde in reifen DC bereits von
unstimulierten Zellen in hohen Mengen gebildet. Unabhéangig davon konnte man
beobachten, dass die Freisetzung von IL-12p40 im Vergleich zu unadsorbierten
Allergenen und Allergoiden durch die Zugabe von Alum-adsorbierten Allergenen und
Allergoiden sowie von Alum alleine leicht vermindert wurde.

Die IL-6 und IL-12p40 Produktion von reifen DC nach Zugabe von Alum-adsorbiertem Phl
Allergen und Allergoid war im Vergleich zu unadsorbiertem Antigen ebenfalls leicht
reduziert (Abbildung 38). Bei allen Experimenten gab es keine signifikanten Unterschiede

zwischen Allergenen und Allergoiden.
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Abbildung 37: Zytokinproduktion reifer DC nach Stim ulation mit Alum-adsorbiertem Bet
Allergenextrakt und Allergoiden

DC wurden an Tag 6 der Kultur ausgereift und gleichzeitig mit 2 pg/ml und 20 pg/ml Alum-
adsorbierten oder unbehandelten Allergenen oder Allergoiden stimuliert. Die IL-6 und IL-12p40

Produktion wurde mittels ELISA bestimmt; gezeigt sind die Mittelwerte 7 unabhangiger
Experimente.
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Abbildung 38: Zytokinproduktion reifer DC nach Stim ulation mit Alum-adsorbiertem Phl
Allergenextrakt und Allergoiden

DC wurden an Tag 6 der Kultur ausgereift und gleichzeitig mit 2 pg/ml und 20 pg/ml Alum-
adsorbierten oder unbehandelten Allergenen oder Allergoiden stimuliert. Die IL-6 und IL-12p40

Produktion wurde mittels ELISA bestimmt; gezeigt sind die Mittelwerte 4 unabhangiger
Experimente.

3.2.3 Verminderte Proliferation CD4 * T-Zellen nach Stimulation mit Alum-
adsorbierten Allergen- und Allergoid-gepulsten DC

Um mogliche Effekte von Aluminiumhydroxid auf die T-Zellreaktivitat zu untersuchen,
wurden Allergen und Allergoid gepulste DC allergischer Spender mit autologen CD4"
T-Zellen cokultiviert und die Proliferation gemessen.

Die Zugabe von Alum-adsorbierten Bet Allergenen und Allergoiden zu DC fihrte im
Folgenden zu einer verminderten Aktivierung der autologen CD4" T-Zellen im Vergleich
zu DC, die Allergen und Allergoid ohne Alum erhalten hatten (Abbildung 39). Fur die
beiden Allergoide war diese verminderte Aktivierung signifikant. Analog zu den nicht-

adsorbierten Bet Glutaraldehyd-Allergoiden fuhrten auch Alum-adsorbierte Bet
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Glutaraldehyd-Allergoide zu einer signifikant verminderten T-Zellreaktivitat im Vergleich
mit den entsprechenden intakten Allergenextrakten. Als Kontrolle wurden DC mit 40 pl
und 200 pl Alum bzw. Coca-Puffer beladen. Die Stimulation mit 40 pl Alum fuhrte zu
einem geringen Anstieg der T-Zellproliferation im Vergleich zur Negativkontrolle
(Medium). Die hohere Alumkonzentration und die Zugabe des Coca-Puffers hatten keinen
Effekt auf die T-Zellreaktivitat.
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Abbildung 39: Proliferation CD4 * T-Zellen nach Stimulation mit Alum-adsorbierten Bet
Allergen und Allergoid behandelten DC

Reife DC wurden mit autologen T-Zellen cokultiviert und die T-Zellreaktivitdit anhand der
Proliferation gemessen. Als Kontrollen dienten Alum und Coca-Puffer alleine; gezeigt sind die
Mittelwerte 8 unabhéngiger Experimente, die Signifikanz wurde mittels Student T-Test ermittelt,
dabei wird *=p < 0.05 als statistisch signifikant angesehen.

Bei dem Vergleich von Phl Allergen und Allergoid mit den entsprechenden Alum-
adsorbierten Allergenen und Allergoiden beobachtete man keine signifikanten
Unterschiede in der T-Zellreaktivitat (Abbildung 40). CD4" T-Zellen, die mit
unadsorbiertem Allergen und Allergoid gepulsten DC stimuliert wurden, zeigten eine
ahnlich hohe Proliferation wie Zellen, die mit den entsprechenden Alum-adsorbierten
Antigenen stimuliert wurden. Die Glutaraldehyd-Allergoide induzierten jeweils eine
signifikant verminderte T-Zellreaktivitat im Vergleich zu den intakten Allergenextrakten.
Auch hier fuhrt die Zugabe von 40 ul Alum zu einem leichten Anstieg der Proliferation im

Vergleich zu Medium.

68



Ergebnisse

....................................

800001

60000

40000+

cpm

20000

N N NN

Abbildung 40: Proliferation CD4 * T-Zellen nach Stimulation mit Alum-adsorbierten Phl
Allergen und Allergoid behandelten DC

Reife DC wurden mit autologen T-Zellen cokultiviert und die T-Zellreaktivitdit anhand der
Proliferation gemessen. Als Kontrollen dienten Alum und Coca-Puffer alleine; gezeigt sind die
Mittelwerte 10 unabhé&ngiger Experimente, die Signifikanz wurde mittels Student T-Test ermittelt,
dabei wird *=p < 0.05 als statistisch signifikant angesehen.

3.2.4 Verminderte Produktion von IL-13, IL-10 und | FN-y durch CD4 * T-Zellen
nach Stimulation mit Alum-adsorbierten Allergen- un d Allergoid-
gepulsten DC

Die Fahigkeit von Allergen- und Allergoid-gepulsten DC, die Zytokinproduktion in
autologen CD4" T-Zellen zu stimulieren, wurde mittels ELISA Uberpruft. Es wurden Alum-
adsorbierte mit unadsorbierten Allergenen und Allergoiden verglichen.

Die zusatzliche Zugabe von Aluminiumhydroxid mit dem Bet Allergenextrakt und den
Allergoiden zu DC fiihrte zu einer Zunahme der IL-4 Produktion in CD4" T-Zellen
(Abbildung 41). Auch die Stimulierung mit Alum ohne Allergen bewirkte einen Anstieg von
IL-4 im Uberstand. IL-13 wurde nach Stimulation mit Alum-adsorbierten Allergen- und
Allergoid-gepulsten DC vermindert gebildet. Alum und der Coca-Puffer alleine stimulierten
keine Zytokinproduktion. IL-10 und IFN-y wurden ebenfalls nach Behandlung mit Alum in
geringerem Male sezerniert. Verglichen mit Alum-adsorbierten Allergenextrakt und
Glutaraldehyd-Allergoid war die Produktion dieser Zytokine nach Zugabe des

Formaldehyd-Allergoid noch starker reduziert.
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Bei den Alum-adsorbierten Phl Allergenextrakt und Allergoiden zeigten sich keine
signifikanten Unterschiede in der Zytokinproduktion im Vergleich zu den unadsorbierten
Allergenen und Allergoiden (Abbildung 42). Die IL-4 Produktion war auch hier durch Alum
erhoht. 1L-13 wurde ebenfalls wie bei Bet durch Alum-adsorbiertes Allergen und die
Allergoide in geringeren Mengen produziert. In allen Experimenten wurde wieder
tendenziell eine geringere Zytokinproduktion bei den Glutaraldehyd-Allergoiden verglichen
mit dem intakten Allergenextrakten und dem Formaldehyd-Allergoiden beobachtet, vor
allem bei IL-13.
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Abbildung 41: Zytokinproduktion CD4 " T-Zellen nach Stimulation mit Alum-adsorbiertem Bet
Allergen und Allergoid behandelten DC

Allergen und Allergoid behandelte reife DC wurden mit autologen CD4" T-Zellen cokultiviert und an
Tag 7 mit neu generierten DC fiir 24 h restimuliert. In den Uberstanden wurden die Zytokine mittels
ELISA bestimmt; gezeigt sind die Mittelwerte 8 unabhéangiger Experimente.
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Abbildung 42: Zytokinproduktion CD4  * T-Zellen nach Stimulation mit Alum-adsorbiertem Phl
Allergen und Allergoid behandelten DC

Allergen und Allergoid behandelte reife DC wurden mit autologen CD4" T-Zellen cokultiviert und an
Tag 7 mit neu generierten DC fiir 24 h restimuliert. In den Uberstanden wurden die Zytokine mittels
ELISA bestimmt; gezeigt sind die Mittelwerte 10 unabhéngiger Experimente.

3.2.5 Verminderte intrazellulare Zytokinproduktion CD4" T-Zellen nach
Stimulation mit Alum-adsorbierten Allergen- und All ergoid-gepulsten DC

Neben den Zytokinen, die von CD4" T-Zellen gebildet wurden und ins Medium sezerniert
wurden, wurde die intrazellulare Produktion von Zytokinen nach Stimulierung mit Alum-
adsorbierten Allergen- und Allergoid-gepulsten DC untersucht. Eine leicht erhéhte IL-4
Produktion in CD4" T-Zellen konnte durch Bet Allergen und Allergoid gepulste DC
induziert werden, nicht aber durch Alum-adsorbiertes Allergen und Allergoid
(Abbildung 43). IL-10 und IL-17 wurden nur nach Cokultur mit Glutaraldehyd-Allergoid
gepulsten DC vermehrt gebildet. Die Anzahl an IL-4/IFN-y positiven Zellen war ebenfalls
nach Stimulation mit Glutaraldehyd-Allergoid gepulsten DC erh6ht. Aluminiumhydroxid
hatte keinen grofRen Effekt auf die Zytokinproduktion. In der Regel war hier die Bildung
von Zytokinen vergleichbar mit unstimulierten Zellen oder sogar noch starker vermindert.
Ahnliche Ergebnisse wurden nach Zugabe von Phl Allergen und Allergoid zu DC
beobachtet. Alum-adsorbierte Allergen- und Allergoid-behandelte DC induzierten hier in
CD4" T-Zellen generell eine verminderte Zytokinproduktion. AuRerdem wurden IL-4 und

IFN-y nach Stimulation mit Glutaraldehyd-Allergoid gepulsten DC in geringerem Mal3e von
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CD4" T-Zellen gebildet, verglichen mit dem intakten Allergenextrakt und dem

Formaldehyd-Allergoid.
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Abbildung 43: Intrazellulare Zytokinproduktion CD4 * T-Zellen nach Stimulation mit Alum-
adsorbierten Allergen und Allergoid behandelten DC

CD4" T-Zellen wurden mit Allergen und Allergoid gepulsten DC stimuliert und nach 7 Tagen mit
frischen gleich behandelten DC fir 24 h restimuliert. Mittels Durchflusszytometrie wurden die
intrazellular produzierten Zytokine nach zusétzlicher Stimulation mit PMA/lonomyin/GolgiStop fur
5h analysiert; gezeigt sind die Mittelwerte von jeweils 2 unabhangigen Experimenten.

3.3 Analyse von Allergenen und Allergoiden mit glei chbleibender Alummenge
Um Auswirkungen von Aluminiumhydroxid auf die die Immunogenitat der intakten
Allergenextrakte und der entsprechenden Allergoide weiter zu vergleichen, wurden diese
in den folgenden Experimenten in zwei unterschiedlichen Konzentrationen, jedoch mit
stets gleichbleibender Menge an Aluminiumhydroxid eingesetzt. Somit anderte sich nur

die Allergenkonzentration, nicht aber die Konzentration an Aluminiumhydroxid. Verglichen
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wurden die mit Alum-adsorbierten intakten Allergenextrakte mit den entsprechenden
Allergoiden. Als Kontrolle wurde kommerziell erhaltliches Graserallergen der Firma ALK
Abellé (Wedel, Deutschland) eingesetzt.

3.3.1 DC Zytokine

Auch hier wurde zwei Tage nach Stimulierung der reifen und unreifen DC mit Allergen und
Allergoid die Zytokinproduktion mittels ELISA in den Uberstanden gemessen.

Die Produktion von IL-1B durch unreife DC unterschied sich nicht zwischen stimulierten
und unstimulierten Zellen (Abbildung 44). Unstimulierte Zellen zeigten &hnliche Mengen
an IL-1B wie DC, die mit Alum-adsorbierten Phl Allergenen oder den Allergoiden stimuliert
wurden. Auch das kommerziell erhaltliche Phl Allergenextrakt wies eine nur leicht
verstarkte IL-13 Produktion auf. IL-6 war lediglich nach Stimulation mit Phl Allergenextrakt
und in reifen DC detektierbar. Die IL-12p40 Produktion war ahnlich in DC, die mit den
Alum-adsorbierten Phl Allergoiden und dem kommerziellen Allergenextrakt behandelt
wurden. Hier war die Zytokinproduktion jeweils nach Zugabe der niedrigeren

Konzentration erhoht.
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Abbildung 44. Zytoklnproduktlon unrelfer DC nach St imulation mit Alum-adsorbiertem
Allergen und Allergoiden

Unreife DC wurden an Tag 6 mit Alum-adsorbiertem intaktem Allergenextrakt und den
entsprechenden Allergoiden fir 48 h stimuliert. Die Zytokinproduktion wurde mittels ELISA
bestimmt; gezeigt sind die Mittelwerte von jeweils 5 unabhéngigen Experimenten.

Reife DC produzierten lediglich nach Stimulation mit Phl Allergenextrakt erhthte Mengen
an IL-6 (Abbildung 45). Die Produktion von IL-12p40 war nur nach Stimulation mit 5 pg/ml
Phl Allergenextrakt leicht erhoht. Auch hier bildeten bereits unbehandelte DC das Zytokin.
Zwischen Alum-adsorbiertem Allergenextrakt und den entsprechenden Allergoiden

zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Zytokinproduktion.
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Abbildung 45: Zytokinproduktion reifer DC nach Stim ulation mit Alum-adsorbierten Allergen
und Allergoiden

Unreife DC wurden an Tag 6 mit Alum-adsorbiertem intaktem Allergenextrakt und den
entsprechenden Allergoiden fiir 48 h stimuliert. Die Zytokinproduktion wurde mittels ELISA
bestimmt; gezeigt sind die Mittelwerte von jeweils 6 unabhangigen Experimenten

3.3.2 Erhohte Expression von CD80 und CD83 auf unre ifen DC nach
Stimulation mit Aluminiumhydroxid

Um Veranderungen spezifischer DC-Oberflachenmarker nach Stimulation mit Alum-
adsorbierten Allergenen und Allergoiden zu untersuchen, wurden DC mit zwei Allergen-
und Allergoid-Konzentrationen bei gleichbleibender Alum-Konzentration behandelt und
nach 48 h die Oberflachenmarker mittels Durchflusszytometrie bestimmt.
Die Expression von HLA-DR und CD86 zeigte keine Unterschiede nach Stimulierung mit
Alum-adsorbiertem intaktem Allergenextrakt oder den Allergoiden verglichen mit
unbehandelten DC oder mit intaktem Phl Allergenextrakt behandelten Zellen
(Abbildung 46). Die Expression von CD80 und CD83 unterschied sich ebenfalls nicht
zwischen Alum-adsorbiertem Allergen und den entsprechenden Allergoiden. Jedoch war
CD83 auf Alum-behandelten DC signifikant erhéht exprimiert im Vergleich zu DC, die mit
Phl Allergenextrakt ohne Aluminiumhydroxid stimuliert wurden. Aluminiumhydroxid

induzierte hier somit die Ausreifung der DC.
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Abbildung 46: Oberflachenmarker unreifer DC nach St  imulation mit Alum-adsorbiertem
Allergenextrakt und Allergoiden

Unreife DC wurden an Tag 6 mit 1.65 oder 10 pug/ml Alum-adsorbiertem Allergenextrakt oder den
Allergoiden stimuliert und die Oberflaichenmarker nach 48 h mittels Durchflusszytometrie
analysiert; gezeigt sind die Mittelwerte von jeweils 2 unabhangigen Experimenten.

3.3.3 Verminderte Induktion der Proliferation CD4 * T-Zellen durch DC nach
Stimulation mit Alum-adsorbiertem Glutaraldehyd-All ergoid
Wie bei den unadsorbierten Allergen- und Allergoid-gepulsten DC war die Fahigkeit
CD4" T-Zellen zu aktivieren bei den mit Alum-adsorbierten Glutaraldehyd-Allergoid
gepulsten DC signifikant geringer im Vergleich zu intaktem Allergenextrakt und dem
Formaldehyd-Allergoid (Abbildung 47). Zwischen Alum-adsorbierten und unadsorbierten
Allergen/Allergoid-gepulsten DC gab es keine signifikanten Unterschiede beziglich der
Induktion der T-Zell Proliferation. Die zusatzliche Zugabe von Aluminiumhydroxid zu den
Allergoiden fuhrte demnach zu keiner gesteigerten Reaktivitat autologer CD4" T-Zellen.
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Abbildung 47: Proliferation CD4 * T-Zellen nach Stimulation mit Alum- adsorbierten P hl
Allergen- und Allergoid-behandelten DC

CD4" T-Zellen wurden mit Alum-adsorbiertem Allergen und Allergoid gepulsten DC cokultiviert und
die Proliferation gemessen; gezeigt sind die Mittelwerte von 13 unabhéngigen Experimenten, die
Signifikanz wurde mittels Student T-Test ermittelt, dabei wird *=p < 0.05 als statistisch signifikant
angesehen.

3.3.4 Verminderte Zytokinproduktion nach Stimulatio n mit Alum-adsorbiertem
Glutaraldehyd-Allergoid
Die Zytokinproduktion CD4" T-Zellen nach Stimulation mit autologen Alum-adsorbierten
oder unadsorbierten Allergen- und Allergoid-gepulsten DC wurde mittels ELISA bestimmt.
Generell war hier die Produktion aller Zytokine vermindert, wenn T-Zellen mit Phl
Glutaraldehyd-Allergoid behandelten DC stimuliert wurden (Abbildung 48). Des Weiteren
gab es keine signifikanten Unterschiede in der Produktion von IL-4 und IL-13 nach
Stimulation mit Alum-adsorbierten Allergenextrakt- und Allergoid-gepulsten DC im
Vergleich zu unadsorbiertem Allergenextrakt/Allergoiden, wahrend IL-10 und IFN-y etwas
geringer sezerniert wurden. Aluminiumhydroxid fihrte somit auch hier zu keiner

vermehrten Induktion Th2 spezifischer Zytokine.
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Abbildung 48: Zytokinproduktion CD4  * T-Zellen nach Stimulation mit Alum-adsorbiertem Ph I
Allergen oder Allergoid behandelten DC

Allergen und Allergoid gepulste DC wurden mit autologen CD4" T-Zellen cokultiviert und an Tag 7
fiir 24 h mit frischen DC restimuliert und die Zytokine in den Uberstanden mittels ELISA bestimmt;
gezeigt sind die Mittelwerte von 13 unabhangigen Experimenten.

3.4 Untersuchungen zum Einfluss von Aluminiumhydrox id auf die IL-18
Expression

Es wurde bereits beschrieben, dass Aluminiumhydroxid ber das NALP3 Inflammasom
die vermehrte Bildung von IL-1f induzieren kann. In den oben beschrieben Experimenten
konnte IL-1B mittels ELISA nicht in den Uberstanden unreifer DC nachgewiesen werden.
Es konnten somit keine Effekte von Alum auf die IL-13 Produktion festgestellt werden. Um
die Adjuvanzwirkung weiter zu untersuchen, wurde die IL-1B Produktion durch LPS-
stimulierte Monozyten analysiert. Des Weiteren wurde auf RNA-Ebene die Expression von

IL-188 in unreifen DC untersucht.

3.4.1 IL-1B Produktion in Monozyten
In friheren Publikationen ™ konnte bereits gezeigt werden, dass die Zugabe von LPS zu
Monozyten zu einer erhéhten IL-18 Produktion fihren kann.
Da in unreifen DC keine IL-1B Freisetzung nachgewiesen werden konnte, wurden
Monozyten allergischer Spender fir 6 bzw. 24 h mit LPS und Alum (von Pierce) stimuliert
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und die Produktion von IL-1B im Uberstand mittels ELISA bestimmt. Zuséatzlich wurden die
Zellen in einigen Ansatzen mit Allergen (10 pg/ml, ALK Abellé, Wedel) behandelt.

Hierbei induzierte LPS alleine, abhangig von der Konzentration, eine hohe IL-18
Produktion, die durch die Zugabe von Allergen und Alum nicht weiter gesteigert werden
konnte (Abbildung 49). Die Stimulierung mit Allergen oder Alum in Abwesenheit von LPS

konnte keine verstarkte IL-18 Produktion in Monozyten bewirken.

6h 24 h

8000- +LPS 0,01 +LPS0,1 || +LPS1 10000+ {+LPS 001 +LPSO01 || +LPS1

4l

6000- [
4000 [
T 4000- i
2000-
ﬁ 2000+ ;
T T T T T T T T L T T 0 T T T T T T T T T
o o

IL-1B [pg/mi]
IL-1B8 [pg/mi]

rrrrr

—
o ® S SO0 LO08S & SN L OSSP 5 0SS 669 &
200002 & & O @S 2@ @O ¢ 2 o002 & & O @0 SO (&
S0 & G )
YpP Y IR TR R R o NIV R TR TR R oY
N L e W e N » v W Wi
v v Y O PRY P NY e DA S LR R L S ¢l
v ¥ ¥ v v v v v

Abbildung 49: IL-1 B Produktion durch Monozyten nach Zugabe von LPS, Al lergen und Alum
Monozyten allergischer Spender wurden mit LPS (0,01-1 pg/ml) stimuliert. Zusatzlich erfolgte die
Zugabe von Alum (5 oder 100 pg/ml) und Allergen (Phl oder Bet 10 pg/ml). Nach 6 und 24 h
wurden Uberstande abgenommen und mittels ELISA die IL-1B Produktion quantifiziert. A: Allergen;
dargestellt sind die Mittelwerte von 5 unabhangigen Experimenten.

3.4.2 Nachweis von IL-1 B in unreifen DC mittels quantitativer Real Time PCR

Da die Produktion von IL-13 durch unreife DC mittels ELISA nicht nachweisbar war und in
Monozyten keine Effekte nach Zugabe von Allergen und Alum erkennbar waren, wurde
die Genexpression des Zytokins auf RNA-Ebene mittels quantitativer Real Time PCR
untersucht. Getestet wurden verschiedene Alum-Praparationen. Diese wurden an Tag 6
zu unreifen DC allergischer Spender gegeben und die Zellen nach 2-48 h geerntet. Aus
diesen wurde die RNA isoliert, mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben und
diese in der Real Time qPCR eingesetzt. Als Kontrolle wurde die IL-13 Expression reifer
DC bestimmt. Dargestellt wurde die relative Genexpression im Vergleich zu
unbehandelten unreifen DC (Medium).

Abbildung 50 A zeigt die Genexpression nach Zugabe von intaktem Phl Allergenextrakt im
Vergleich zu intaktem Alum-adsorbiertem Phl Allergenextrakt (Alum-Préaparation von ALK
Abelld, unter 3.2 beschrieben) nach 48 h. Als Kontrolle wurde hier die Genexpression von
unbehandelten reifen und unreifen DC ohne Zugabe von Alum untersucht. Erhielten
unreife DC neben dem Allergen einen zusatzlichen Stimulus durch Alum, so war die IL-18
Expression leicht erhoht. Reife DC zeigten im Vergleich zu unreifen DC eine erhéhte
Genexpression. In einer Kinetik konnte gezeigt werden, dass die IL-18 Expression in

reifen DC nach 2 h am hdchsten war (nicht gezeigt). Im Folgenden wurden deshalb die

78



Ergebnisse

unreifen DC fur 2 h mit Allergen und Alum stimuliert. In diesen Experimenten wurde Alum
der Firma Pierce in einer Konzentration von 10 pg/ml zu den DC gegeben. Hier stieg die
IL-18 Expression nach zusatzlicher Gabe von Alum in reifen DC und in DC, die mit LPS
stimuliert wurden, leicht an (Abbildung 50 B). Zellen die kein Allergen erhielten
exprimierten nach Stimulation mit Alum ebenfalls leicht erhéhte Mengen an IL-13. Die
IL-1B-Produktion in unreifen DC nach Stimulation mit Allergen konnte durch Zugabe von
Alum nicht erhoht werden. Die Expression des Zytokins war lediglich im Vergleich zu
unbehandelten unreifen DC nach Zugabe von Allergen leicht erh6ht. Eine weitere Alum-
Praparation (Alhydrogel, Brenntag Biosector) wurde zusétzlich zu dem Allergen bzw. zu
unbehandelten Zellen im Verhaltnis 1:50 in die DC Kultur gegeben (Abbildung 50 C). Mit
Alum stimulierte Zellen produzierten dabei vermehrt IL-1f, verglichen mit Zellen, die kein
Alum erhielten. Diese Induktion des Zytokins war bei unbehandelten unreifen Zellen

ausgepragter als bei Allergen behandelten unreifen DC.
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Abbildung 50: IL-1 B Expression unreifer DC nach Zugabe von Aluminiumhy droxid

A: DC wurden fir 48 h mit 10 pg/ml Alum-adsorbiertem und unadsorbiertem Allergen stimuliert,
n=2. B: DC wurden 2 h mit 20 pg/ml Phl Allergen oder 100 ng/ml LPS stimuliert. Zuséatzlich erfolgte
die Zugabe von 10 pg/ml Alum (Pierce), n=7. C: DC wurden fir 2 h mit 20 pg/ml Bet Allergen und
Alum, 1:50 in der Kultur verduinnt, behandelt, n=3.
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4. Diskussion

Fur die vorliegende Arbeit wurden native Phleum pratense und Betula verrucosa
Allergenextrakte mit den entsprechenden chemisch modifizierten Allergenen, den
Allergoiden, verglichen. Die Modifizierung erfolgte mit Formaldehyd oder Glutaraldehyd.
Es konnte gezeigt werden, dass die Modifizierung der nativen Allergene mit Glutaraldehyd
effektiver war. Mittels SDS-PAGE konnten weniger distinkte Banden dargestellt werden.
Zudem zeigten sich groRRere Aggregate mit einem hohen Molekulargewicht verglichen mit
dem Formaldehyd-Allergoid und dem unbehandelten Allergenextrakt. Hinsichtlich der
Allergenitat konnte beobachtet werden, dass Glutaraldehyd-modifizierte Allergoide zu
einer verminderten Leukotrien-Freisetzung durch Basophile sensibilisierter Spender
fuhrten. Dies war nach Stimulation mit den Formaldehyd-Allergoiden und nativen
Allergenextrakten nicht der Fall. Daraus lasst sich schlieRen, dass IgE-Bindungs-Epitope
durch die Behandlung mit Glutaraldehyd effektiv zerstért worden sind. Es erfolgte somit
eine reduzierte Kreuzvernetzung von Zell-gebundenem IgE und dadurch eine verminderte
Freisetzung von Mediatoren, in diesem Fall von Leukotrienen. Bei Betrachtung der
Immunogenitat der Allergenextrakte und Allergoide war auch diese durch Glutaraldehyd-
modifizierte Allergoide im Vergleich zu nativen Allergenextrakten und Formaldehyd-
Allergoiden reduziert. Dies zeigte sich an der verminderten Fahigkeit von Glutaraldehyd-
Allergoid gepulsten DC CD4" T-Zellen effektiv zu stimulieren, was sich in einer signifikant
verminderten T-Zellproliferation und der verminderten Produktion der Zytokine IL-4, IL-10,
IL-13 und IFN-y nach Cokultur mit Allergen- und Allergoid-gepulsten DC widerspiegelte.
Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass neben den B-Zellepitopen, die fir die Bindung
an IgE wichtig sind, moglicherweise auch lineare T-Zellepitope durch die chemische
Modifizierung zerstdrt worden sein kdnnten, wodurch die Fahigkeit T-Zellen zu aktivieren
beeintrachtigt wurde. Eindeutig konnte dies aber nur durch den Einsatz von T-Zell-Linien
oder T-Zellklonen geklart werden.

Die zZytokinproduktion von unreifen und reifen DC wurde durch die Zugabe von Allergenen
und Allergoiden nicht signifikant beeinflusst. DC produzierten vor allem IL-12p40 und IL-6
und waren somit in der Lage sowohl Th1-Zellen als auch Th2-Zellen zu induzieren . Bei
Analyse der Oberflachenmarker konnte in unreifen DC gezeigt werden, dass die
Expression von CD80 und CD83 nach Stimulation mit Glutaraldehyd-Allergoiden leicht
erhdéht war. Morphologisch waren dabei keine Unterschiede erkennbar. Durch die
vorherige Messung des Endotoxingehalts in den Praparationen konnte ausgeschlossen
werden, dass diese Effekte auf Grund von erhohten LPS-Konzentrationen zustande
kamen. In reifen DC konnte nach Zugabe des Reifungscocktails und den Allergenen bzw.
Allergoiden keine starkere Expression von CD80 und CD83 induziert werden.

Glutaraldehyd-Allergoide scheinen somit unreife DC in geringem Mafie zu aktivieren,
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indem sie die Reifung bzw. die Expression von co-stimulatorischen Molekiilen induzieren.
Dies steht zunachst im Widerspruch zu der Tatsache, dass Glutaraldehyd-modifizierte
Allergoide langsamer in unreife DC aufgenommen werden als native Allergene oder
Formaldehyd-Allergoide, was mittels Durchflusszytometrie und Laser Scanning
Mikroskopie gezeigt werden konnte. Allerdings wurden die Oberflachenmarker erst nach
48h gemessen, die Aufnahme in DC jedoch nach 0-90 min bzw. nach 6h. Nach 48h waren
keine Unterschiede mehr in der Aufnahme von Glutaraldehyd-Allergoiden verglichen mit
Formaldehyd-Allergoiden bzw. Allergenextrakten erkennbar (nicht gezeigt). Somit kdnnte
der aktivierende Effekt zu einem spateren Zeitpunkt wéahrend der 48 stiindigen Stimulation
entstehen.

Die Beobachtungen stimmen mit anderen Studien Uberein, in denen ebenfalls eine
verminderte T-Zellreaktivitat durch chemisch modifizierte Allergoide gezeigt werden
konnte, welche jedoch die Zytokinproduktion nicht beeinflussten “**%. In anderen Studien
konnte wiederum beobachtet werden, dass durch die Modifizierung nur die
IgE-Bindekapazitat beeinflusst wird, nicht jedoch die durch Allergen und Allergoid
induzierte Proliferation von PBMC ©%®  zu erklaren wéren unterschiedliche
Beobachtungen mit der Moéglichkeit, dass die T-Zellreaktivitat abhangig von den APC ist,
die in den verschiedenen Studien eingesetzt werden. Kahlert et al. konnten zeigen, dass
Allergen- und Allergoid-behandelte DC T-Zellen in gleichem Mal3e stimulieren kénnen.
Andere APC, wie z.B. PBMC oder B-Zellen, induzieren hingegen nach Behandlung mit
Allergoiden eine verminderte T-Zellproliferation “®. Fir die vorliegende Arbeit wurden
ebenfalls PBMC anstelle von DC eingesetzt und mit autologen CD4" T-Zellen cokultiviert.
In diesen Versuchen konnte eine stark verminderte Proliferation beobachtet werden
(Daten nicht gezeigt). DC konnten Allergoide méglicherweise mittels Phagozytose und
Makropinozytose besser aufnehmen und prozessieren als Uber einen Fc-Rezeptor-
vermittelten Mechanismus, verglichen mit B-Zellen oder PBMC 4. Die Aufnahme von
Allergenen und Allergoiden in unreife DC sollte somit eigentlich &hnlich sein. Um dies zu
untersuchen wurden fir diese Arbeit Allergen und Allergoide mit Fluoreszenzfarbstoffen
markiert und die Aufnahme in unreife DC mittels Durchflusszytometrie und Laser
Scanning Mikroskopie untersucht. Verglichen mit dem nativen Allergenextrakt und den
Formaldehyd-Allergoiden wurden die Glutaraldehyd-Allergoide langsamer aufgenommen.
Auch eine Co-Lokalisation in den Lysosomen fand hier erst zu einem spéateren Zeitpunkt
statt. Um die Aufnahme weiter zu analysieren wurden die Mechanismen, Uber die DC
Antigene aufnehmen kdnnen, die Makropinozytose und der Mannoserezeptor, blockiert.
Wie auch bereits Sallusto et al. " und Noirey et al. "® demonstrieren konnten, zeigte sich
auch hier, dass nach der Blockierung des Mannoserezeptors und des Signalweges der

Pinozytose die Aufnahme von Allergen und Allergoiden in unreife DC stark bzw. komplett
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inhibiert war. Dabei wurde die Aufnahme von Glutaraldehyd-Allergoid nach der
Blockierung des Mannoserezeptors in geringerem Male beeinflusst. Dies kénnte daran
liegen, dass bei der chemischen Madifizierung auch Bindestellen fir diesen Rezeptor
zerstort wurden. Neben dem Mannoserezeptor exprimieren von Monozyten abgeleitete
DC auch den hoch-affinen IgE-Rezeptor, FceRI "), Die verminderte T-Zellreaktivitat nach
Stimulation mit Birken- und Graserpollen Glutaraldehyd-Allergoiden gepulsten DC in
dieser Studie und Milben bzw. Birkenpollen Allergoiden in anderen Studien “4¥7®
konnte auf eine beeintrachtigte Aufnahme Uber den FceRI auf Grund der zerstérten IgE-
Bindestellen zurlickzufhren sein. In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass
das dissoziierte Schabenallergen Per a 3 schneller in DC aufgenommen wurde und eine
verstarkte Proliferation CD4" T-Zellen induzierte als die intakte Form des Molekills,
welches ein Hexamer darstellt ™. Die Unterschiede bei der Aufnahme von Formaldehyd-
Allergoid und Glutaraldehyd-Allergoid scheinen durch unterschiedliche Polymerisierung
zustande zu kommen. Die dadurch verlangsamte Aufnahme und Prozessierung der
Glutaraldehyd-Allergoide scheint in Zusammenhang mit der verminderten Fahigkeit zu
stehen, Glutaraldehyd-Allergoid-gepulster DC CD4" T-Zellen zum proliferieren zu bringen
und Zytokine zu bilden. Des Weiteren kdnnte die Zerstérung spezifischer T-Zellepitope bei
der verminderten stimulatorischen Aktivitat von Allergoid-gepulsten DC beteiligt sein,
worauf bereits Studien mit spezifischen T-Zellklonen hingedeutet haben “* *?. Trotz der
verloren gegangenen Reaktivitat einiger allergen-spezifischer T-Zellklone gegentber
Allergoiden konnte in mehreren klinischen Studien gezeigt werden, dass die Therapie mit
Allergoiden erfolgreich sein kann, vor allem wenn diese mit Adjuvanzien wie
Aluminiumhydroxid oder Monophosphoryl Lipid A (MPL®) kombiniert werden ®°®°, Daraus
lasst sich schlieRen, dass die verbleibenden, auf Allergoide ansprechenden T-Zellklone
ausreichen, um immunologische Verdnderungen, wie beispielsweise die Herunter-
regulierung von IgE, die Induktion von IgG/IgG,4 und die Produktion von IFN-y und IL-10

n 182888 Klinische Studien,

wahrend der spezifischen Immuntherapie zu induziere
welche direkt die Wirksamkeit bzw. die immunologischen Effekte von Allergenen im

Vergleich zu Allergoiden bei der SIT untersuchen existieren aber noch nicht.

Bei der Optimierung und Weiterentwicklung der spezifischen Immuntherapie spielen
neben dem Einsatz von Allergoiden, rekombinante Allergene eine wichtige Rolle. Fir die
Allergiediagnostik und die SIT haben rekombinante Allergene einige Vorteile gegenuber
natirlichen Allergenextrakten. In letzteren sind oftmals nicht-allergene Materialien bzw.
Kontaminationen enthalten. Des Weiteren variieren die Chargen untereinander. Einige
wichtige Allergene sind nur in geringeren Mengen vorhanden, andere Allergene weisen

eine geringe Immunogenitdt auf und variieren in ihrer Wirksamkeit. Die Generierung
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rekombinanter Allergene ermdglicht hingegen das Entwickeln von reinen Allergenen ohne
Kontaminationen. Die hergestellten Molekile kdnnen weiterhin modifiziert werden um
beispielsweise unerwiinschte Nebenwirkungen bei der SIT zu vermindern. Des Weiteren
kénnen Mengenangaben der enthaltenen Antigene einfacher ermittelt werden. ®¥%9, Es
existieren bereits mehrere Studien, in denen rekombinante Birken- und Graserallergene
fir die SIT positiv hinsichtlich ihrer Wirksamkeit getestet wurden @92,

Fur die Arbeit wurden neben den Birken- und Graserpollen Allergengemischen (hier
wurde eine neue Charge verwendet) auch deren Einzelallergene Betv 1l und Phlip 1
untersucht. Hierbei wurden nativer Phl p 1 und rekombinanter Bet v 1 Allergenextrakte mit
den entsprechenden Formaldehyd- und Glutaraldehyd-modifizierten Allergoiden
hinsichtlich der Immunogenitét verglichen. Im Vergleich zu den Gesamtextrakten zeigten
die Einzelallergenextrakte einen Einfluss auf unreife DC. Hier war die Zytokinproduktion
von IL-6 und IL-12 nach Zugabe von Bet v 1 Allergoiden und dem Formaldehyd-Allergoid
des Birken-Gesamtextrakts erhoht. Fir Phl p 1 lassen sich jedoch keine genauen
Aussagen treffen, da hier nur ein Experiment auswertbar war. Betrachtete man sich den
Endotoxingehalt, so war dieser in diesem Fall fur die Bet v 1 Allergoide im Vergleich zu
nativen Bet v 1 Allergenextrakt erhoht. Bei den Gesamtextrakten war lediglich der
Endotoxingehalt fiir das Formaldehyd-modifizierte Allergoid erhéht. Fir die Graserpollen
Praparationen sah dies ahnlich aus. Phl p 1 Formaldehyd-Allergoid wies mehr Endotoxin
auf, wohingegen Phl p 1 Allergenextrakt und das Phl p 1 Glutaraldehyd-Allergoid frei
davon waren. Bei den Gesamtextrakten war lediglich der Phl Allergenextrakt nahezu frei
von LPS. Reife DC produzierten nach Stimulation mit Bet v 1 und Bet Allergenen und
Allergoiden gleiche Mengen an IL-12p40. Die Produktion von IL-6 war lediglich nach
Behandlung mit den oben genannten LPS-kontaminierten Allergoiden erhoht. Bei der
Zytokinproduktion nach Zugabe der Phl p 1 und Phl Allergene bzw. Allergoide war wieder
nur ein Experiment auswertbar und die in diesem Experiment beobachteten Effekte auf
DC ebenfalls durch den erhdhten Endotoxingehalt der Préparationen zu erklaren. Die
erhdohte Konzentration von Endotoxin wirde ebenfalls die erhéhte Expression von
Oberflachenmarkern, des co-stimulatorische Molekils CD80 und des Reifemarkers CD83,
auf unreifen DC erklaren, da diese beispielsweise durch LPS Uber den TLR4 induziert
werden ®°_ Nach Zugabe der Bet v 1 Allergoide und des Bet Formaldehyd-Allergoids
waren diese verstarkt messbar. Auch nach Zugabe beider Phl Allergoide war deren
Expression erhoht. Interessanterweise war hier nach Zugabe von Phl p 1 Glutaraldehyd-
Allergoid eine Zunahme von CD80 und CD83 messbar, obwohl diese Préparation frei von
LPS war. Dies konnte bereits bei dem oben aufgefiihrten Vergleich zwischen den
Gesamtextrakten beobachtet werden. Somit scheint auch das chemisch modifizierte

Einzelallergen Phlp 1 eine Reifung in DC zu induzieren. Die T-Zellreaktivitdt der
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Einzelallergene und Allergoide war verglichen mit der der Gesamtextrakte und den
entsprechenden Allergoiden stark vermindert. Wie bereits bei dem Gesamtallergenextrakt
gezeigt werden konnte, war auch die Fahigkeit von reifen DC, die mit Bet v 1 oder Phlp 1
Glutaraldehyd-Allergoiden gepulst wurden, CD4" T-Zellen zu stimulieren leicht, jedoch
nicht signifikant vermindert im Vergleich zu den nativen Allergenextrakten und
Formaldehyd-Allergoiden. Neben der T-Zellproliferation war dabei auch die Produktion
von IL-4, IL-13 und IL-10 durch CD4" T-Zellen reduziert. Fur die Experimente wurden
Spender verwendet, die zuvor mittels ImmunoCAP® positiv auf die jeweiligen
Einzelallergene getestet wurden. Somit scheinen die eingesetzten Einzelallergene bzw.
Allergoide in vitro nicht ausreichend zu sein, um eine adaquate Immunantwort
hervorzurufen. In diesem Fall scheinen alle Allergenkomponenten nétig zu sein, um eine
starke Immunreaktion in CD4" T-Zellen zu induzieren. In anderen Studien konnte
allerdings beobachtet werden, dass rekombinantes Bet v 1 sowie natlrliches Betv 1
durchaus in der Lage sind Basophile allergischer Spender zur Degranulation zu bringen
sowie in Bet v 1 spezifischen T-Zellen eine Proliferation zu induzieren €4,

Neben der SIT ware der Einsatz von rekombinanten Allergenen auch in der Diagnostik
von Vorteil. Hierbei kdnnte gezielt die Sensibilisierung gegenuber spezifischen Allergenen
untersucht werden und somit eine Immuntherapie, die speziell auf das
Sensibilisierungsprofil des Patienten ausgerichtet ist, erméglicht werden ®%. Wweitere
Modifizierungen der rekombinanten Allergene versprechen eine Verbesserung der SIT.
Genetisch modifizierte Formen von rekombinantem Bet v 1, sog. Hypoallergene, wie z.B.
Bet v 1 Fragmente oder Trimere, sollen dabei beispielsweise die allergene Aktivitat stark

reduzieren ©5%®),

Bei der SIT werden die spezifischen Allergene in der Regel zusammen mit einem
Adjuvanz, wie z.B. Aluminiumhydroxid, verabreicht, welches die Immunantwort auf das
Antigen verstarken soll. Aus diesem Grund wurden fir diese Arbeit native
Allergenextrakte und die entsprechenden Allergoide an Alum adsorbiert und die Fahigkeit
CD4" T-Zellen zu stimulieren analysiert.

In der DC-Kultur konnte nach Zugabe von Alum-adsorbierten Allergenen und Allergoiden
nach 48 h unter dem Mikroskop beobachtet werden, dass ein Grolf3teil der DC tot war. Der
Apoptose-Assay bestatigte diese Beobachtung. Alum scheint somit in hohen
Konzentrationen eine toxische Wirkung auf die Zellen zu haben. Auch andere Arbeiten
haben gezeigt, dass Alum abhdngig von der Konzentration in der Zellkultur toxisch wirken
kann ®°1%)_ Da die Allergene und Allergoide an Alum-adsorbiert vorlagen, war es nicht
madglich die Konzentration von Alum herabzusetzen. Eine Verminderung des Volumens

ging hier immer mit der Reduzierung der Allergen- bzw. Allergoid-Konzentration einher.
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Wirde diese zu weit herabgesetzt werden, so lieBen sich keine messbaren
T-Zellreaktionen mehr stimulieren. Fir die Cokulturen wurden in den Experimenten mittels
Trypanblauféarbung lediglich die lebenden Zellen ausgezahlt und entsprechend eingesetzt.
Reife DC, die mit Alum-adsorbierten Allergenen und Allergoiden gepulst wurden, konnten
im Vergleich zu unadsorbierten Allergenen und Allergoiden die Proliferation in CD4"
T-Zellen nicht weiter steigern. Mdglicherweise sind wahrend der Cokultur mit autologen
CD4" T-Zellen vermehrt DC, die mit Alum behandelt wurden im Gegensatz zu DC, die mit
unadsorbierten Antigenen beladen wurden, gestorben und die Kapazitat T-Zellen zu
stimulieren ging dadurch verloren. Betrachtete man jedoch die Zytokinproduktion, so war
die Produktion von IL-4 nach Zugabe von Alum-adsorbierten Allergenen und Allergoiden
sowie nach Gabe von Alum alleine erhdéht im Gegensatz zu den unadsorbierten
Antigenen, wahrend die Zytokine IL-13, IL-10 und IFN-g vermindert produziert wurden.
Nach Zugabe von Alum-adsorbiertem Allergen und Allergoid zu unreifen DC konnte
beobachtet werden, dass die Expression der Oberflachenmarker CD80 und CD83 im
Vergleich zu unadsorbiertem Allergenextrakt ansteigt. Fir CD83 war dies sogar
signifikant. Alum-adsorbiertes Glutaraldehyd-Allergoid induzierte CD80 in starkerem Mal3e
im Gegensatz zu dem Allergenextrakt und dem Formaldehyd-Allergoid. Diese
Beobachtung konnte bereits bei den Studien von unadsorbierten Allergenextrakten und
Allergoiden gemacht werden. Da es sich bei den eingesetzten Glutaraldehyd-Allergoiden
um die gleichen handelte, die hier nun zusatzlich an Alum adsorbiert vorlagen, war dies
nicht verwunderlich. Ulanova et al. konnten bereits in einer Studie an Monozyten zeigen,
dass diese nach Behandlung mit Alum verstarkt MHC Il Molekile, CD83 und CD86
exprimieren. Des Weiteren wurde in dieser Studie eine Hochregulierung der IL-4 mRNA
nach Zugabe von Alum gemessen. Es konnte beobachtet werden, dass die
Hochregulierung der Oberflachenmarker in Zusammenhang mit der I1L-4 Produktion steht,
da nach Zugabe eines neutralisierenden IL-4 Antikorpers eine erhohte Expression nicht
mehr auftrat. Auch nach Depletion von CD4" Zellen war keine erhéhte Expression der
Marker zu messen, was darauf hinwies, dass T-Zellen fir die Produktion von IL-4
verantwortlich sind und in diesem Fall zur Hochregulierung der Marker filhrten “°Y. Im
Vergleich zu der vorliegenden Arbeit wurden bei Ulanova et al. jedoch Monozyten aus
PBMC gesunder Spender untersucht und keine DC. Zudem konnten in den hier
untersuchten unreifen DC keine Unterschiede in der Expression von HLA-DR und CD86
beobachtet werden. Da fur die Generation von unreifen DC IL-4 bereits im Kulturmedium
vorhanden war, ist es schwierig Schlisse Uber eine Beteiligung des Zytokins bei der
Induktion von CD80 und CD83 durch Alum zu ziehen. Auf3erdem sollten in der DC-Kultur
keine CD4" T-Zellen vorhanden sein, die zusatzlich IL-4 produzieren. In einer weiteren

Studie konnten Rimaniol et al. zeigen, dass Alum auch in humanen Makrophagen die

85



Diskussion

Expression von CD83 sowie CD86, jedoch unabhéngig von IL-4, induziert ©?. In einer
murinen Studie konnte, wie auch hier, eine erhéhte Expression von CD80 nach Zugabe
von Aluminiumhydroxid beobachtet werden. Auch die vermehrte Produktion von IL-4
durch T-Zellen nach Stimulation mit Alum-behandelten DC konnte im murinen System
dargestellt werden %,

Eine vermehrte Zytokinproduktion von IL-1, IL-6 oder IL-12p40 war in reifen und unreifen
DC nach Stimulation mit Alum-adsorbierten Allergenen und Allergoiden nicht zu
beobachten, was fur IL-6 und IL-12p40 mit den Daten der murinen Studie
iibereinstimmt °%.

In einer Studie von Wilcock et al. wurden PBMC allergischer Spender hinsichtlich ihrer
Immunantwort nach Stimulation mit Alum und Phl Allergenextrakt untersucht. Hier war
ebenfalls kein Effekt von Alum auf die Proliferation der PBMC zu erkennen. Im Gegensatz
zu der vorliegenden Arbeit konnten in der Studie keine erhéhte Expression von CD80
gesehen werden. Diese war nach Gabe von Alum reduziert. Des Weiteren war die
Produktion der Th2 Zytokine IL-5 und IL-13 nach Stimulation mit Alum und Allergen
vermindert @ In den dieser Arbeit zu Grunde liegenden Untersuchungen konnte in
Uberstanden der Cokultur von Alum-adsorbierten Allergen und Allergoid gepulsten DC mit
autologen CD4" T-Zellen ebenfalls eine verminderte Produktion von IL-13 gemessen
werden im Vergleich zu DC, die mit unadsorbierten Allergenextrakten und Allergoiden
behandelt wurden. Neben IL-13 war auch die Sezernierung von IL-10 und IFN-y in
geringem Mal3e verringert. Die verminderte Produktion wiirde auf eine verminderte Th2-
Immunantwort hindeuten, jedoch war wie schon beschrieben die Produktion des Th2
Zytokins IL-4 keineswegs vermindert. Eine Reduzierung der IL-4 Produktion nach
Stimulation CD4" T-Zellen mit Alum-adsorbierten verglichen mit unadsorbierten
Allergenen und Allergoiden gepulsten DC liel3 sich lediglich intrazellular nachweisen. Dies
galt auch fur IL-10, IL-17, FoxP3 sowie in geringem Malf3e flr IFN-y.

In den Experimenten, in denen die gleiche Menge Alum mit jeweils unterschiedlichen
Konzentrationen an Phl Allergenextrakt und Allergoiden eingesetzt wurde, konnte nach
Zugabe von Alum-adsorbierten Allergenen und Allergoiden keine erhdhte Produktion von
IL-4 im Vergleich zum unadsorbierten Phl Allergenextrakt gemessen werden. Hier war
lediglich die Zytokinproduktion nach Stimulation mit dem Glutaraldehyd-Allergoid stets
niedriger als mit allen anderen Praparationen. Des Weiteren wurden IL-10 und IFN-y nach
Stimulation mit Alum-adsorbiertem Allergen und Allergoiden vermindert sezerniert
verglichen mit Phl Allergenextrakt. Ziel dieses Versuchsansatzes war es jedoch zu testen,
ob gleiche Konzentrationen an Alum unabhéngig von der Allergen- oder Allergoid-
Konzentration &hnliche Immunantworten auslésen kénnen. Dies war in diesem Ansatz

nicht der Fall. T-Zellproliferation und auch Zytokinproduktion waren- wie schon zuvor
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beobachtet- durch Alum-adsorbierte Glutaraldehyd-Allergoide stark, in Bezug auf die
Proliferation sogar signifikant reduziert. Zudem konnte man sowohl bei dem
Allergenextrakt als auch bei den Allergoiden eine Dosisabhangigkeit beobachten, da
Proliferation und Zytokinproduktion CD4" T-Zellen nach Zugabe der hoheren
Konzentration verstarkt waren. Hierbei scheint bei dieser Praparation bzw. in dem
Versuchsansatz die Beschaffenheit des eingesetzten Antigens eine wichtige Rolle zu
spielen. Der Einsatz von Alum Uberkommt hier nicht die verminderte Kapazitat von
Glutaraldehyd-Allergoiden T-Zellen genauso effektiv zu stimulieren wie nativer
Allergenextrakt oder das Formaldehyd-Allergoid. In einer neuen Studie konnte jedoch
aufgezeigt werden, dass solch ein Ansatz auch Erfolg versprechen kann. Hier wurden
zwei Impfstoffe mit unterschiedlichen Rezepturen bezuglich der Allergen- und Alum-
Konzentration hinsichtlich der Allergenitat und Immunogenitat miteinander verglichen. In
vivo konnte dabei in Mausen beobachtet werden, dass hierbei durch Gabe geringerer
Allergenkonzentrationen die Fahigkeit, IgG und T-Zellantworten zu induzieren, dank des
Alums bestehen bleibt, die Allergenitat jedoch reduziert ist. In vitro konnte auch hier kein
adjuvanter Effekt von Alum auf die T-Zellreaktivitdit nachgewiesen werden, jedoch eine
erhéhte Expression von CD83 auf unreifen DC nach Behandlung mit Alum 7©.

Da Alum in Zusammenhang mit einer erhéhten IL-18 Produktion stehen soll, wurden in
dieser Arbeit die Produktion bzw. die Expression des pro-inflammatorischen Zytokins in
unreifen DC allergischer Spender untersucht. Zunachst sollte die Freisetzung von IL-1j3
durch unreife DC in die Kulturiberstidnde untersucht werden. Mittels ELISA war in den
Uberstanden unreifer DC nach 48 stiindiger Stimulation mit Alum-adsorbierten Allergenen
und Allergoiden kein IL-13 detektierbar. Auch zu friheren Zeitpunkten konnte das Zytokin
nicht gemessen werden (nicht gezeigt). Da LPS die Freisetzung von IL-13 durch PBMC
induziert ™, wurden zunachst Monozyten allergischer Spender mit verschiedenen
Konzentrationen an LPS mit oder ohne Alum bzw. Allergen inkubiert und der IL-18
Release nach 6h und 24h gemessen. LPS induzierte zu beiden Zeitpunkten eine
Freisetzung des Zytokins in die Uberstande. Eine weitere zuséatzliche Stimulation durch
Alum und Allergen konnte die Sezernierung von IL-1B nicht verstarken. Eine Zunahme der
IL-18 Produktion nach Zugabe von LPS und Alum verglichen zu LPS oder Alum alleine zu
Monozyten konnte in einer Studie von Li et al. beobachtet werden. Hier war die
Freisetzung zudem abhangig vom eingesetzten Alum-Praparat. Des Weiteren konnte in
dieser Studie die Produktion von IL-1B durch humane DC nach Stimulation mit LPS und
Alum nachgewiesen werden ®® In der Publikation war die IL-1B Freisetzung nach
Zugabe von LPS und Alum stets signifikant erh6ht im Gegensatz zu LPS alleine, was in
den Experimenten dieser Arbeit nicht der Fall war. Dies mag daran liegen, dass die

eingesetzte Konzentration an LPS von 3 ng/ml in der Studie von Li et al. verglichen mit
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10 ng/ml als niedrigste Konzentration, die hier eingesetzt wurde, niedriger war.
Moglicherweise war die Stimulation durch diesen TLR4 Agonisten bereits so effektiv, dass
sich durch die zuséatzliche Gabe von Alum keine signifikant vermehrte IL-13 Produktion
induzieren lie3. Unterschiedliche Ergebnisse kommen hier durch unterschiedliche Alum-
Praparate zustande. Lediglich Imject Alum von Pierce wurde in beiden Studien in
ahnlichen Konzentrationen verwendet.

Als néachstes wurde die Expression von IL-1B in unreifen DC mittels quantitativer Real
Time PCR analysiert. Hierbei wurden verschiedene Alum-Praparationen verwendet. Alle
Alum-Préaparationen konnten in unreifen DC eine leicht erhdhte Expression von IL-13
induzieren verglichen mit DC, die nicht mit Alum stimuliert wurden. Auch nach Zugabe von
LPS erfolgte eine erhdhte Expression des Zytokins, die sich nach Zugabe von Alum leicht
steigern lie3. Bereits unbehandelte DC (Medium) exprimieren nach zusatzlicher
Behandlung mit Alum in geringem MalRe vermehrt IL-18. Somit lasst sich nur auf mMRNA
Ebene ein leichter Einfluss von Alum auf die Produktion des pro-inflammatorischen
Zytokins erkennen.

Wie genau der adjuvante Effekt durch Alum zustande kommt ist bisher immer noch nicht
eindeutig geklart. Ob diese Wirkung erzielt wird, weil Alum tber das NALP3 Inflammasom
IL-18 induziert, wird stark diskutiert. Das NALP3 Inflammasom scheint in vivo eine Rolle
bei der Induktion einer Th2 Immunantwort zu spielen, da gezeigt werden konnte, dass in
Mausen, die defizient fir das NALP3 Inflammasom sind, kein Asthma induziert werden
kann %Y. Des Weiteren wird Alum eine essentielle Rolle bei der Aktivierung von
Caspase 1 und der Freisetzung von IL-1f und IL-18 zugeschrieben. Auch einen Effekt auf
die direkte Aktivierung von DC soll durch Alum bewirkt werden und dadurch mit Hilfe des

n @00 1039 - kirzlich wurde eine weitere

Adjuvants eine Immunantwort initiilert werde
mdgliche Erklarung fur die Adjuvanzwirkung von Alum vorgestellt. Dabei soll Alum die
Produktion von PGE, in Makrophagen stimulieren. PGE, reguliert daraufhin die Th2
Immunantwort in vivo. Dies geschieht jedoch unabhangig vom NALP3 Inflammasom %),
Zudem konnte jingst in einer Studie gezeigt werden, dass das NALP3 Inflammasom zwar
essentiell fir die durch Alum induzierte Produktion von IL-1B ist, jedoch nicht flr den
adjuvanten Effekt von Alum verantwortlich zu sein scheint, da auch in Abwesenheit des
NALP3 Inflammasoms IgG Antikérper durch Alum in vivo induziert werden kénnen ©%.

Die vorliegenden in vitro Daten befassen sich jedoch nicht direkt mit dem NALP3
Inflammasom. Es wurde vorerst versucht einen Effekt der untersuchten Alum-
Préaparationen in Bezug auf die IL-1 Produktion unreifer DC zu untersuchen. Eine leichte
Induktion dieser durch Alum konnte lediglich auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden.
Auf einen adjuvanten Effekt deutet auch die Beobachtung hin, dass Alum unreife DC

aktivieren kann, gezeigt durch die vermehrte Expression des Reifungsmarkers CD83 und
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des co-stimulatorische Molekiils CD80 nach Stimulation mit Alum. Auch die vermehrte
Sezernierung des Th2 Zytokins IL-4 nach Stimulation mit Alum kodnnte mit einer
Wirkverstarkung zusammenhéangen. Dabei ist es allerdings nicht von Bedeutung, ob die
eingesetzten DC mit unbehandelten Alum-adsorbierten Allergenextrakten oder den Alum-
adsorbierten Allergoiden behandelt wurden. Auch Alum alleine, ohne zusatzliches
Antigen, induziert die IL-4 Produktion. Um weitere Erkenntnisse Uber den Adjuvanteffekt
von Alum zu gewinnen, ware es von Vorteil in vivo im Maussystem zu arbeiten. Eine sehr
praktikable Maoglichkeit, um weitere Effekte zu analysieren, ware hier z.B. ein
humanisiertes Maussystem, in dem Zellen allergischer Spender zum Einsatz kommen
konnen %9,

Unterschiedliche Erkenntnisse, die hier und in bereits veréffentlichen Studien gewonnen
werden konnten, lassen sich mdglicherweise auf Unterschiede in der Durchfiihrung der
Experimente zurickfihren. Unterschiedliche Ergebnisse kdnnen zum einen durch den
Einsatz verschiedener Zelltypen, wie DC, PBMC oder Makrophagen in den Arbeiten
zustande kommen. Zudem wurden diese entweder im humanen System oder im
Maussystem untersucht. Des Weiteren wurden verschiedene Konzentrationen an Alum

bzw. an Allergenen verwendet, welche sich hinsichtlich des Herstellers unterschieden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die in dieser Arbeit getesteten Allergen- und
Allergoid-Praparationen nicht vollkommen den gewinschten Anforderungen neuer
Antigene fur die SIT entsprechen wirden. Die nativen Gesamtallergenextrakte, die
gewohnlich bei der SIT eingesetzt werden, induzieren zwar verninftige T-Zellantworten,
besitzen allerdings keine verminderte Allergenitdt, gezeigt durch einen erhdhten
Leukotrien Release durch Basophile, der jedoch - um Nebenwirkungen zu vermeiden -
niedrig sein sollte. Die Glutaraldehyd-Allergoide zeigen wiederum auf der einen Seite eine
verminderte Freisetzung des Allergiemediators, entstanden durch den Verlust von B-Zell-
Epitopen. Auf der anderen Seite deutet eine verminderte T-Zellreaktivitat auf den
mdglichen zusatzlichen Verlust von T-Zell-Epitopen hin, was diese Allergoide wiederum
fur die SIT weniger geeignet erscheinen lasst. Die untersuchten Einzelallergene zeichnen
sich, verglichen mit den Gesamtallergenextrakten, ebenfalls durch eine verminderte
T-Zellreaktivitat aus. Hier waren weitere Modifikationen, wie sie bereits erforscht werden,
notig. Zu bedenken ist hier zudem, dass alle Experimente in vitro durchgefihrt wurden.
Weitere bzw. andere Erkenntnisse wirden sich evtl. in vivo im Maussystem gewinnen
lassen, da es im humanen System lediglich zum Zusammenspiel von DC und CD4"
T-Zellen kommt und andere Zelltypen, die einen Einfluss auf die Immunantwort nehmen

kdnnten, in der Zellkultur nicht vorhanden sind. Damit wiirden sich auch unterschiedliche
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Ergebnisse erklaren lassen, die beispielsweise bei der in vivo im Vergleich zur in vitro
Untersuchung des Adjuvanteffekts von Alum zustande kommen.

Anzumerken ist letztendlich auch, dass die immunologischen Effekte, die hier beobachtet
wurden, nicht unbedingt mit der klinischen Vertraglichkeit und Wirksamkeit korrelieren
missen. Deshalb ist die Untersuchung der Unterschiede von Allergenen und Allergoiden
sowie den Adjuvanzien in klinischen Studien erforderlich, um ihren jeweiligen Stellenwert

bezuglich der Immuntherapie zu ermitteln.
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5. Zusammenfassung

Die Pravalenz allergischer Erkrankungen ist in den letzten Jahrzehnten, insbesondere in
den Industriestaaten, stetig angestiegen und schreitet weiterhin fort. Die einzige kausale
Therapie, die eine Langzeitwirkung verspricht und der Entwicklung neuer Allergien bzw.
dem Fortschreiten der Allergie vorbeugen kann, ist die spezifische Immuntherapie (SIT).
Da bei der SIT mit naturlichen Allergenextrakten Nebenwirkungen auftreten kdnnen, ist es
wichtig Alternativen fir diese zu finden. In der vorliegenden Arbeit wurden native
Allergene mit modifizierten Allergenen hinsichtlich ihrer Allergenitat und Immunogenitét
verglichen. Hierbei konnte gezeigt werden, dass Glutaraldehyd-modifizierte Allergoide im
Vergleich zu nativen Allergenextrakten und Formaldehyd-Allergoiden eine verminderte
Allergenitat besitzen, was sich z.B. durch den verminderten Release der
Allergiemediatoren, den Leukotrienen, durch Basophile allergischer Spender zeigte.
Gleichzeitig war allerdings die Fahigkeit Glutaraldehyd-Allergoid-behandelter dendritischer
Zellen (DC) autologe CD4" T-Zellen zu stimulieren stark reduziert. Verglichen mit den
nativen Allergenextrakten und den Formaldehyd-Allergoiden waren die Zytokinproduktion
und die T-Zellproliferation, fur letztere signifikant, vermindert. Damit Ubereinstimmend war
die Aufnahme von Fluoreszenz-markierten Glutaraldehyd-Allergoiden in unreife DC
reduziert. Daraus lasst sich schieRen, dass die Modifizierung mit Glutaraldehyd, jedoch
nicht mit Formaldehyd, zumindest bei den hier verwendeten Allergenpraparaten,
B-Zell-Epitope zerstort und somit die Allergenitat herabgesetzt wurde. Allerdings war
dabei gleichzeitig die Immunogenitat vermindert. Das verminderte Vorkommen der B-Zell-
Epitope ware beim Einsatz der Allergoide von Vorteil, da damit eine verminderte IgE-
Bindekapazitat einhergeht und unerwiinschte Nebenwirkungen reduziert werden kénnen.
Jedoch sollte im ginstigsten Fall bei der Allergoidisierung die T-Zell-Stimulationsfahigkeit
intakt bleiben, was bei den hier verwendeten Glutaraldehyd-modifizierten Allergoiden nicht
der Fall war.

Mit Einzelallergenen aus Birken- und Graserpollen konnten keine vergleichbaren
T-Zellantworten erzielt werden wie mit den Gesamtallergenextrakten. Auch hier waren
Proliferation und Zytokinproduktion durch CD4" T-Zellen nach Stimulation mit
Einzelallergen-gepulsten DC bei Verwendung von Glutaraldehyd-modifizierten Allergoiden
vermindert.

Eine adjuvante Wirkung von Aluminiumhydroxid (Alum) in vitro konnte in dieser Arbeit
nicht eindeutig gezeigt werden. Zundchst konnte beobachtet werden, dass die
eingesetzten Alum-adsorbierten Allergene und Allergoide eine toxische Wirkung auf DC
hatten. Die Proliferation CD4" T-Zellen konnte durch DC, die mit Alum-adsorbierten
Allergenen behandelt wurden, nicht verstarkt werden, verglichen mit DC, die mit

unadsorbiertem Allergen gepulst wurden. Es konnte lediglich eine erhéhte Produktion des
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Th2 Zytokins IL-4 durch Alum induziert werden. Einen Adjuvanteffekt, der in
Zusammenhang mit der Induktion des pro-inflammatorischen Zytokins IL-1p stehen soll,
konnte mittels ELISA in den Uberstanden unreifer DC nicht nachgewiesen werden.
Lediglich in Monozyten, die zusétzlich mit dem TLR-Ligand LPS stimuliert wurden, war IL-
1B in den Uberstanden detektierbar. Auf mMRNA-Ebene konnte man einen leichten Effekt
durch Alum hinsichtlich der IL-18 Expression erkennen. Nach zusatzlicher Gabe
verschiedener Alum-Praparationen zu unreifen DC, die mit Allergen oder LPS stimuliert
wurden, exprimierten diese leicht verstarkt IL-18 verglichen mit DC, die kein Alum

erhielten.
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