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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Die Allergie

Das Wort Allergie wurde 1906 zum ersten Mal von Baron von Pirquet verwendet? und
beschreibt eine Immunantwort, die durch ein ansonsten harmloses Antigen ausgeldst
wird®.

Allergische Reaktionen, auch Hypersensibilitatsreaktionen genannt, sind nach Coombs
und Gell in vier unterschiedliche Typen eingeteilt und unterscheiden sich beziglich der
beteiligten Komponenten, wie z.B. Antigene, Antikérperklassen und
Effektormechanismen’?.

Die wohl prominenteste Form der Allergie ist die Typ I-Allergie, auch Soforttyp-Allergie
genannt. Diese wird durch Immunglobulin (Ig) E vermittelt und T-Helferzellen (Th) 2 sind
ebenso an dieser Immunantwort beteiligt. Dabei werden Mastzellen durch lsliche
Antigene aktiviert. Dieser Allergietyp ist die Ursache fir allergische Rhinoconjunctivitis,
allergisches Asthma oder das atopische Ekzem'®. Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich
ausschlieBlich mit diesem Allergietyp, daher soll dieser noch im Detail beschrieben
werden (siehe 1.2).

Ein anderer Antikérper, namlich 1gG, ist an der Hypersensibilitatsreaktion vom Typ Il
beteiligt. Er bindet an zell- oder matrixassoziierte Antigene. Der so gebildete Antigen-
Antikdrper-Komplex wird entweder durch das Komplementsystem oder Fc-Rezeptor-
positive phagozytotische Zellen erkannt und beseitigt. Ausgeldst wird diese Form der
Allergie durch Medikamente, wie z.B. Penicillin'®.

Ebenfalls durch IgG vermittelt wird die Allergie vom Typ lll, die durch unterschiedliche
I6sliche Antigene verursacht wird. Beispiele daftr sind zum einen die Arthus-Reaktion und
zum anderen die Serumkrankheit. Letztere wird durch die Gabe von Fremdserum
ausgeldst. Hierbei bilden Antigene mit IgG Immunkomplexe in Geweben oder
GeféaBwanden, die dann u.a. an den FcyRIll-Rezeptor auf z.B. Mastzellen binden, die
dadurch degranulieren. Ebenso findet eine Aktivierung des Komplementsystems statt. So
kommt es zu einer Entziindungsreaktion und das Gewebe wird geschadigt. Auch die
wiederholte respiratorische Exposition von Heustaub oder Pilzsporen fihrt zu dieser Form
der Allergie. Die Typ lll-Allergie tritt in der Regel verzdgert erst nach sieben bis zehn
Tagen auf.

Von den drei bisher beschriebenen Allergietypen grenzt sich deutlich die
Hypersensibilitatsreaktion vom Typ |V, auch Spattyp-Allergie genannt, deutlich ab. Diese
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wird nicht durch Antikérper, sondern durch antigenspezifische Effektor-T-Zellen, wie Th1-,
Th2- oder zytotoxische T-Zellen, vermittelt. Die wohl bekannteste Form der Typ IV-
Allergie ist die allergische Kontaktdermatitis. Sie wird durch sehr kleine Molekile,
sogenannte Haptene, verursacht, die leicht in die Haut eindringen kénnen. Dort bilden sie
mit Proteinen der Haut Hapten-Protein-Komplexe, die zusammen mit dem von
antigenprasentieren Zellen exprimierten Haupthistokompatibilitditskomplex (MHC, engl.
major histocompatibility complex)-Molekil Tc1-Zellen prasentiert werden. In der
Effektorphase werden durch die hier aktivierten Tc1-Zellen Zytokine wie Interferon (IFN)-y
oder Tumornekrosefaktor (TNF)-a sezerniert, wodurch wiederum Makrophagen aktiviert
werden und die Entziindungsreaktion verstérkt wird®.

Im Laufe der letzten Jahrzehnte hat die Verbreitung von IgE-vermittelten Typ I-Allergien
und Asthma in den westlichen Industrieldndern stetig zugenommen. Dort sind bis zu 20 -
25 % der Bevolkerung betroffen. Mittlerweile ist sogar eine globale Tendenz zu
erkennen*®.

Die IgE-vermittelte Hypersensibilitédtsreaktion stellt so ein groBes Gesundheitsproblem dar
und hat einen negativen Einfluss auf viele Bereiche des taglichen Lebens*®.

Die Grinde fur die zunehmende Pravalenz und Auspragung von allergischen
Erkrankungen sind nicht géanzlich klar®. Jedoch gibt es unterschiedliche Hypothesen, die
einen Erklarungsversuch wagen. Die wohl populdrste Hypothese st die
Hygienehypothese. Sie versucht die Verbindung zwischen einem westlichen Lebensstil
und der zunehmenden Verbreitung und Schwere von atopischen Erkrankungen zu
erklaren. Die immunologischen Mechanismen, die ihr zugrunde liegen, sind jedoch
weiterhin umstritten®. Eine besondere Rolle scheint dabei der verringerte Kontakt zu

Mikroorganismen in friiher Kindheit zu spielen*®®

, verursacht durch eine verringerte
GroBe von Familien, einen hdheren Standard der personlichen Reinlichkeit, ein
verbessertes Gesundheitssystem, sowie Impfprogramme und ein damit einhergehendes
verringertes Infektionsrisiko®®. Ein Versuch den Mechanismus einer dadurch gesteigerten
Th2-Antwort zu erklaren, ist die nicht stattfindende Verschiebung der Immunantwort von
einem Th2- zu einem Th1-Profil®®®. In friiher Kindheit besitzt das menschliche

610 |nnerhalb der ersten zwei

Immunsystem einen ausgepragten Th2-Phanotyp
Lebensjahre nimmt diese Tendenz graduell ab und eine Th1-/Th2-Balance stellt sich ein,
was bei Atopikern jedoch vermutlich nicht geschieht. Ein ausgepragtes Th2-Profil bleibt
ihnen erhalten®®,

Einem ausgeglichenen Immunsystem liegt folgender Mechanismus zugrunde:

Antigenprésentierende Zellen, wie z.B. dendritische Zellen (DC), exprimieren



Einleitung

mustererkennende Rezeptoren, z.B. die Toll-like Rezeptoren (TLR). Sie sind die
Sensoren des angeborenen Immunsystems und interagieren mit Komponenten von
Mikroorganismen, den sogenannten pathogenassoziierten molekularen Mustern (PAMPs,
engl. pathogen-associated molecular patterns). Dies kdnnen z.B. Endotoxine wie
Lipopolysaccharide (LPS) von Gram-negativen Bakterien oder CpG-beinhaltende
Oligodesoxynukleotide sein*®*'°. Findet eine Stimulation der TLR durch PAMPs statt, so
werden diverse Zytokine wie TNF-a, IFN-a und —y, Interleukin (IL)-1, IL-6, IL-10 und IL-12
produziert. Die Produktion von IL-12 fUhrt zu einer Polarisierung der naiven T-Zellen zu
Th1-Effektorzellen. Dabei interagiert IL-12 mit dem IL-12-Rezeptor, was zu einer
Aktivierung von STAT-4 (engl. signal transducer and activator of transcription) fihrt.
Darauf folgt wiederum die Aktivierung eines anderen Transkriptionsfaktors, namlich T-bet
(engl. T-box expressed in T cells). Dieser bindet an den Promotor des IFN-y Gens und
induziert die Produktion dieses Zytokins®. Findet nun aber ein verringerter Kontakt zu
Mikroorganismen und somit zu PAMPs statt, die eine Th1-Immunantwort auslésen, so
stellt sich kein Th1-/Th2-Gleichgewicht ein, sondern der Th2-Ph&notyp bleibt bestehen
und somit auch die Begiinstigung von allergischen Erkrankungen®*®8°.

Ein alternativer Versuch den immunologischen Mechanismus der Hygienehypothese zu
erklaren, ist die verringerte Aktivitat von regulatorischen T-Zellen (Treg) und einer damit
verbundenen reduzierten Immunsuppression®®. Treg exprimieren selektiv diverse TLRs
und kdénnen durch die Produktion von Zytokinen wie IL-10 und transformierender
Wachstumsfaktor-B (engl. transforming growth factor-f3, TGF-B) sowohl eine Th1- als auch
eine Th2-Antwort supprimieren. Es gibt Hinweise darauf, dass die Interaktion mit LPS die
suppressive Kapazitat von Treg erhéht. Ist der Kontakt zu Mikroorganismen reduziert, so
ist es auch die Immunsuppression. Dennoch ist der genaue Zusammenhang zwischen
mikrobieller Stimulation von TLRs und Treg, sowie deren Funktion bei der Regulation
einer allergenspezifischen Th2-Antwort nicht genau geklért und kontrovers®.

Nicht nur die Beteiligung von Mikroorganismen, sondern auch die genetische
Pradisposition eines Individuums spielt eine Rolle bei der Entwicklung von Typ I|-Allergien
und Asthma. Leiden beide Elternteile an Asthma, so ist auch das Kind zu 70 % von der
atopischen Erkrankung betroffen. Verschiedene Studien fanden heraus, dass mehr als ein
Dutzend Regionen im Genom im Zusammenhang mit Asthma oder einem erhéhten IgE-
Spiegel stehen, z.B. der Lokus fiir die Th2-Zytokine auf Chromosom 5g31*.
Genpolymorphismen sind auch bei der Entwicklung des allergischen Asthmas involviert,
insbesondere der Polymorphismus des Zelloberflichenmoleklls CD (engl. cluster of
differentiation) 14. Dieses ist maBgeblich an der Erkennung von LPS in Verbindung mit
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TLR-4 beteiligt. Kommt es zu einer Veranderung des Gens, resultieren funktionelle
Verénderungen in seiner Expression®'".

Neben dem Kontakt zu Mikroorganismen und der genetischen Pradisposition stehen
maoglicherweise auch Veranderungen in der Erndhrung im Zusammenhang mit der
zunehmenden Pravalenz allergischer Erkrankungen®. Somit ist die Entstehung von Typ |-

Allergien und Asthma multifaktoriell bedingt.

1.2 Der Mechanismus der Typ I-Allergie

Die Typ I-Allergie ist durch eine IgE-vermittelte Immunantwort unter der Beteiligung von

Th2-Zellen, die allergenspezifische Antigene erkennen, charakterisiert”'

. Symptome
treten bereits innerhalb von Sekunden oder Minuten®’ nach Allergenkontakt auf und
zeigen sich z.B. in Form einer Rhinoconjunctivitis oder Sinusitis, eines allergischen

Asthmas oder im schlimmsten Fall als systemische Anaphylaxie”'*'®

. Die Soforttyp-
Allergie wird durch ansonsten harmlose Substanzen aus der Umwelt ausgeldst”'?, wobei
z.B. Gréaser- und Baumpollen, Tierhaare, Partikel von Hausstaubmilbenkot, diverse
Nahrungsmittel, manche Medikamente und Insektengift als Allergenquelle dienen’.

Des Weiteren lassen sich bei ihr unterschiedliche Phasen des Allergieverlaufes erkennen:
Die Sensibilisierungsphase, die Sofortreaktion, gefolgt von der allergischen
Spétreaktion” '™,

In der Sensibilisierungsphase (Abb. 1.1) findet der allererste Kontakt mit dem

betreffenden Allergen statt'

. Dabei kann es von unreifen DC im Atemwegslumen oder im
Gewebe aufgenommen werden. In das Gewebe gelangt das Allergen entweder durch
zerstorte Epithelzellen, oder es besitzt selbst eine Proteaseaktivitat (z.B. Der p 1,
Hausstaubmilbenallergen), und kann so die Barrierefunktion des Epithels reduzieren”'2.
Nach Allergenkontakt reifen die nun aktivierten DC aus und migrieren zu den regionalen
Lymphknoten oder zu Stellen in der umliegenden lokalen Mukosa. Dort présentieren sie

Peptide des prozessierten Antigens (iber den MHC Il-Komplex naiven T-Zellen”'3. |

n
Gegenwart von ,friihem IL-4% das potenziell von diversen Zellen wie Basophilen,
Mastzellen, Eosinophilen oder T-Zellen sezerniert werden kann, differenzieren die naiven
T-Zellen zu Th2-Zellen. Dieser Prozess wird durch die Interaktion der
Transmembranmolekile Notch und Jagged unterstitzt. Die Bindung des Liganden
Jagged, der sich auf der Oberflache von DC befindet, bindet an den Rezeptor Notch auf
T-Zellen und tragt zur Th2-Differenzierung bei”'*'>'®. Durch die Sezernierung von IL-4

und IL-13 durch diese Th2-Zellen, sowie die Bindung von kostimulatorischen Molekilen
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der T-Zellen mit deren Liganden auf den B-Zellen (CD40 und CD40 Ligand; CD80 oder
CD86 mit CD28) wird in den B-Zellen der Immunglobulin-Klassenwechsel von IgM zu IgE
und damit die allergenspezifische IgE-Produktion induziert”'#'®. Neben den Th2-Zellen
tragen auch Basophile und Mastzellen durch die Sezernierung von IL-4 und/oder IL-13
und mittels CD40 vermittelter Signale zu diesem Prozess bei”'’. Das lokal freigesetzte
IgE geht erst in die lymphatischen GefaBe Uber und verteilt sich dann letztendlich
systemisch durch das Blut. Trifft es im Gewebe auf Mastzellen, so bindet es dort an den
hochaffinen IgE-Rezeptor FceRIl. Diese Mastzellen sind nun fir einen erneuten Kontakt
mit dem betreffenden Allergen sensibilisiert’. Auch Basophile exprimieren den FceRlI-
Rezeptor auf ihrer Oberflichen und kénnen dort IgE binden''”. Wahrend der
Sensibilisierungsphase treten keinerlei klinische Symptome auf”'*. Sie kann ca. acht bis
15 Tage andauern™.

Kommt es nach der Sensibilisierung zum erneuten Kontakt mit dem jeweiligen Allergen,
so wird nach nur wenigen Sekunden oder Minuten eine Sofortreaktion (Abb. 1.1)

t"127 Dabei kreuzvernetzt ein bi- oder multivalentes Allergen die miteinander

ausgelés
benachbarten IgE-Molekille, die an dem hochaffinen IgE-Rezeptor FceRI auf den
Mastzellen gebunden sind”'?'3. So kommt es zur Aggregation von zwei oder mehreren
FceRI-Molekillen und ein komplexer Signalweg, der fir die Degranulation der Mastzellen
verantwortlich ist, wird ausgeldst”'®'’. Bei der Degranulation der Mastzellen werden drei
unterschiedliche Arten von biologisch aktiven Produkten freigesetzt’'*'". Das sind zum
einen Mediatoren, die bereits vorgefertigt in den Granula vorliegen. Dazu gehéren
Histamin, Serotonin, Proteasen wie Tryptase, Chymase und Carboxypeptidase und
Proteoglycane wie Heparin und Chondroitinsulfat. AuBerdem kommt es bei der
Degranulation zur Ausschittung von neu geformten Lipidmediatoren wie Prostaglandine
und Leukotriene (v.a. Prostaglandin D, (PGD,) und Leukotrien B4 (LTB,)). Auch die
Cysteinyl-Leukotriene (cys-LTs) LTC,4, LTD4 und LTE, sind vertreten. Als letzte Gruppe
werden neu synthetisierte Zytokine, Chemokine, Wachstumsfaktoren und auch andere
Produkte freigesetzt, z.B. TNF-a, IL-8, CCL2 (CC-Chemokin-Ligand 2), VEGFA (engl.
vascular endothelial growth factor A, vaskularer Endothelwachstumsfaktor A) und der
Plattchenaktivierende Faktor (PAF)” 31417,

Die Ausschittung des Granulainhaltes verursacht die Symptome, die innerhalb kirzester
Zeit nach erneutem Allergenkontakt auftreten’. Es kommt zur Vasodilatation (verursacht
durch Histamine, PGD,, cys-LTs und PAF), welcher z.B. die Rétung der Haut oder der
Augen zuzuschreiben ist. Auch wird die vaskuldre Permeabilitdt erhéht (verursacht durch
Histamine, cys-LTs und VEGFA), die zu Schwellungen, aber auch zur Tranenbildung
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fuhrt. Hinzu kommt die Kontraktion der glatten Muskulatur der Bronchien (verursacht
durch Tryptase, PGD,, cys-LTs, und TNF-a), die eine Verschlechterung und
Einschrankung der Atmung zur Folge hat. Zusétzlich wird die Atmung durch eine
gesteigerte Mukusproduktion in den Atemwegen (verursacht durch IL-13, Histamin, TNF-
o, Tryptase) erschwert und die Nase beginnt zu laufen. Die freigesetzten Mediatoren sind
auch in der Lage, die Nozizeptoren von sensorischen Nerven zu stimulieren. Geschieht
dies in der Nase, der Haut oder den Atemwegen, werden unangenehme Symptome wie
Niesen, Juckreiz und Husten ausgeldst. Werden die Mediatoren nicht nur lokal sondern
systemisch ausgeschuttet, so flhrt dies zur Anaphylaxie, die im schlimmsten Falle t6dlich
endet”'3®,

Zwei bis sechs Stunden nach Allergenkontakt erfolgt die allergische Spétreaktion (Abb.
1.1), die durch die Beteiligung von Zellen sowohl des angeborenen (Neutrophile,
Eosinophile, Basophile), als auch des adaptiven Immunsystems gepragt ist. Sie werden
entweder aus der Peripherie rekrutiert oder die Immunreaktion erfolgt durch Zellen, die
bereits im umliegenden Gewebe residieren. Bei der Einleitung der Spatreaktion spielen
auBerdem im Gewebe residierende Mastzellen eine wichtige Rolle, die an der
Sofortreaktion beteiligt sind. Durch die Ausschittung von TNF-a, LTBy, IL-8 und CCL-2
werden die oben genannten Immunzellen zum Ort des Allergenkontakts rekrutiert. Auch
zur Aktivierung von Zellen des angeborenen Immunsystems tragen diese Mastzellen bei.
Dies geschieht durch die Freisetzung von diversen Zytokinen (z.B. IL-3, IL-8, TNF-a) "'
Eine andere Quelle von Entziindungsmediatoren sind Th2-T-Zellen, die entweder im
betroffenen Gewebe residieren, oder ebenfalls durch die Mastzellen rekrutiert werden. Sie
sind an der Induktion der Spatreaktion durch die Sezernierung von Zytokinen wie IL-3,
IL5, IL-9 und IL-13 maBgeblich beteiligt’. Sechs bis neun Stunden nach Allergenkontakt
erreicht die Spatreaktion ihren Hohepunkt. Dabei treten Odeme, Schmerzen und
Rétungen auf, wenn die Haut betroffen ist. Bei einer Spéatreaktion in der Lunge kommt es
zu erneuter Atemwegsverengung und einer stark gesteigerten Mukusproduktion. Nach ein
bis zwei Tagen sind diese Symptome wieder vollsténdig abgeklungen’.

Kommt es zu haufig wiederholtem oder gar dauerhaftem Allergenkontakt, dann bleibt die
Entziindungsreaktion bestehen und wird chronisch. Eine Vielzahl von Zellen ist daran
beteiligt, die im betroffenen Gewebe residieren (Granulozyten, Th2-Zellen, B-Zellen).
Hinzu kommt, dass zu der Stelle des Allergenkontakts noch mehr Mastzellen rekrutiert
werden, die groBe Mengen IgE an den FceRI-Molekilen binden kénnen. AuBerdem
werden von Th2-Zellen vermehrt Zytokine produziert (IL-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-13), die zu

7,13

einer persistierenden Inflammation beitragen Eine chronische allergische
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Entzindungsreaktion wie z.B. chronisches Asthma geht oft mit Ver&dnderungen im

Gewebe und somit auch der Funktion der betroffenen Organe einher”'®,
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Abbildung 1.1 Mechanismus der Typ | Allergie.

In der Sensibilisierungsphase (weiBer Hintergrund) wird das Allergen von unreifen DC im Atemwegslumen
oder im Gewebe aufgenommen und prozessiert. Die aktivierten DC reifen und migrieren zu den regionalen
Lymphknoten, wo sie das prozessierte Allergenpeptid mittels MHC II-Molekiil naiven TC prasentieren. In
Anwesenheit von ,frihem” IL-4, das von TC, Mastzellen, Eosinophilen und Basophilen sezerniert werden
kann, differenzieren die naive TC zu Th2-Zellen. Durch die Interaktion des Notch-Rezeptors (auf TC) und des
Jagged-Liganden (auf DC) wird dieser Prozess unterstitzt. Durch die Sezernierung von IL-4 und IL-13 der
Th2-Zellen, sowie der Interaktion von kostimulatorischen Molekiilen (CD40 mit CD40-Ligand; CD80 o. CD86
mit CD28) durchlauft die BC einen Immunglobulinklassenwechsel zu IgE. Basophile und Mastzellen sind an
dem Prozess durch die Sezernierung von IL-4 und/oder IL-13 beteiligt. Trifft das IgE im Gewebe auf
Mastzellen, bindet es an den hochaffinen IgE-Rezeptor FceRI und sensibilisiert so die Mastzelle. Bei erneutem
Allergenkontakt wird durch die Aggregation der einzelnen IgE-Molekile eine allergische Sofortreaktion
(hellblauer Hintergrund) ausgeldst. Vorgefertigte Mediatoren (Histamine, Tryptase), neu geformte
Lipidmediatoren (PGD2, LTB4, cysLTs) und neu synthetisierte Zytokine, Chemokine und Wachstumsfaktoren
(TNF-a,, IL-8, CCL2, VEGFA, PFA) werden bei der Degranulation der Mastzellen ausgeschittet und
verursachen eine erhdhte Mukusproduktion, eine gesteigerte vaskulare Permeabilitdt, Vasodilatation,
Kontraktion der glatten Muskulatur und eine Stimulation der Nozizeptoren von sensorischen Nerven. Im
Ubergang zur Spatreaktion (dunkelblauer Hintergrund) férdern die Mastzellen durch die Ausschittung von
diversen Mediatoren (TNF-a, LTBs, IL-8, CCL2) die Rekrutierung von Zellen des angeborenen und adaptiven
Immunsystems. Die Aktivierung der Zellen des angeborenen Immunsystems erfolgt daraufhin durch Zytokine
(IL-3, IL-5, IL-8, TNF-o), die durch Mastzellen bzw. Th2-Zellen sezerniert werden. Neutrophile, Eosinophile
und Basophile setzen Entziindungsmediatoren (cysLTs, IL-13) frei, die im weiteren Verlauf z.B. zu einer
Kontraktion der Bronchien fihren. MaBgeblich sind auch Th2-Zellen an der Spéatreaktion beteiligt. Durch die
Sezernierung von IL-13 fiihren sie zu einer gestelgerten Mukusproduktlon BC = B-Zelle; TC = T-Zelle; Th2 =
T Helferzelle 2; (Abbildung modifiziert nach Galli” und Bischoff'® )
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1.3 Die Nahrungsmittelallergie

Eine Nahrungsmittelallergie gehért zu der Hypersensibilitatsreaktion vom Typ I. Eine
allergische Reaktion tritt kurz nach Verzehr des allergieauslésenden Nahrungsmittels
auf'®. Betroffen sind Menschen aller Altersgruppen®, davon gehéren ca. 1-4 % der
erwachsenen Bevélkerung an und ca. 1-8 % sind Kinder®"#.

Die bis heute einzige sichere Methode eine allergische Reaktion gegen
Nahrungsmittelallergene zu verhindern, ist die Vermeidung des jeweiligen
Nahrungsmittels®®. Dies kann allerdings die Lebensqualitit des betroffenen Allergikers
stark negativ beeinflussen, da die Vermeidung mit der strikien Einhaltung einer
bestimmten Diat verbunden sein kann®. Problematisch ist hierbei auch die klare
Kennzeichnung der Inhaltsstoffe von Lebensmitteln®*?. Erschwerend kommt hinzu, dass
durch den Herstellungsprozess Lebensmittel mit Allergenen kontaminiert werden kénnen,
die normalerweise nicht darin vorkommen sollten®°2®,

Grundsatzlich kénnen zwei Formen der IgE-vermittelten Nahrungsmittelallergie
unterschieden werden, einmal die primare, oder auch ,wahre“ Nahrungsmittelallergie und
die sekundare Nahrungsmittelallergie'®2%2*,

Die primare Nahrungsmittelallergie betrifft hauptséchlich Kleinkinder' und entsteht durch

die direkte Sensibilisierung gegen ein bestimmtes Nahrungsmittel*

. Hauptséachlich sind
hier Proteine von Nahrungsmitteln wie Kuhmilch, HuhnereiweiB3, Erdnlsse, Soja, Fisch
und Getreide Verursacher von allergischen Reaktionen'®?"#, Allerdings kann sich diese
Allergie wéhrend des Heranwachsens abschwéchen, oder sogar ganz abklingen'®?"%.

Von der sekundaren Nahrungsmittelallergie sind zumeist Jugendliche und Erwachsene
betroffen. Sie ist die haufigste Form der Nahrungsmittelallergie in Europa®?. Die
sekundare Nahrungsmittelallergie entsteht durch die primare Sensibilisierung gegen ein

)19,20,24,27

respiratorisches Allergen (Pollenallergen , z.B. gegen Birke, Gréaser, Beifu3 oder

Ambrosia'®2%%

, und wird deshalb auch pollenassoziierte Nahrungsmittelallergie genannt.
Dabei enthalt das Nahrungsmittel Proteinstrukturen, die homolog zu dem Pollenallergen
sind und dadurch mit spezifischem IgE kreuzreagieren, das bei der Sensibilisierung gegen
das Pollenallergen entstanden ist'®?*?® (sieche 1.4). Sehr haufig entstehen dabei
Kreuzallergien zu Nahrungsmitteln wie Friichten aus der Familie der Rosaceengewéachse
(z.B. Apfel, Kirschen), unterschiedlichen Gemiisesorten (z.B. Karotten, Sellerie) und
Nissen (z.B. Haselnlisse)?*?.

Die Allergiker, die von einer Nahrungsmittelallergie betroffen sind, leiden kurz nach

Kontakt mit dem entsprechenden Nahrungsmittel an Symptomen, die sich hauptsachlich
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auf den Bereich des Mundes beschranken, und daher auch unter dem Begriff ,orales

1924262830 Dje Symptome reichen von

Allergiesyndrom” (OAS) zusammengefasst werden
mildem Juckreiz, Rétung und Anschwellen der Lippen, des Mundes und des Rachens, bis
hin zu schweren Angioddemen der pharyngealen Mukosa. Je nach Schwere der
Hypersensibilitdt kdénnen auch systemische Reaktionen wie Urticaria oder ein
anaphylaktischer Schock auftreten, letzterer kann lebensbedrohlich werden?283°. Auch
kann der Verzehr von betroffenen Nahrungsmitteln zu Erbrechen oder Durchfall fihren.
Dies tritt jedoch nur in seltenen Féllen auf, da die Nahrungsmittelallergene oft hitzelabil
sind und schon beim Kochen zerstért werden oder im Gastrointestinaltrakt schnell
degradiert werden?.

Bei einer Nahrungsmittelallergie sind Symptome nicht auf eine bestimmte Jahreszeit
begrenzt wie bei einer Pollenallergie. Jedoch kénnen die Symptome einer
pollenassoziierten  Nahrungsmittelallergie wahrend der Pollensaison sehr viel

ausgepréagter sein als auBerhalb der Saison?®.

1.4 Die Grundlagen der Kreuzallergie

Wie bereits in 1.3 beschrieben, kénnen Pollenallergiker zusatzlich eine

24,27,31

Nahrungsmittelallergie entwickeln %% Dieses Phanomen wurde zum ersten Mal im

3738 Dije Ursache solch einer

Jahre 1942 von Tuft und Blumenstein beschrieben
pollenassoziierten Nahrungsmittelallergie ist in der Kreuzreaktivitdt zwischen einem
Pollen- und einem Nahrungsmittelallergen begriindet®*?3%%°  Dabei tritt eine
Kreuzreaktivitat, die sowohl auf B-Zell- also auch auf T-Zellebene existiert?**"**% dann
auf, wenn ein einzelner Antikérper, bzw. T-Zellrezeptor (TCR, engl. T cell receptor) gegen
ein bestimmtes Allergen existiert, der jedoch zusatzlich auf ein &hnliches, strukturell
verwandtes Allergen reagiert®®**

Die B-Zellkreuzreaktivitat ist IgE-vermittelt und basiert auf der Tertidrstruktur und somit
auf der Konformation eines Proteins. So ist die Ahnlichkeit der dreidimensionalen Struktur
eines Epitops fir den IgE-Antikdrper von entscheidender Bedeutung®®*'. Die T-
Zellkreuzreaktivitat beruht hingegen auf der Ahnlichkeit von wenigen Aminoséuren langen
linearen T-Zellepitopen und findet unabhangig von IgE-vermittelten Mechanismen
statt®?”**. Diese Epitope sind im Gegensatz zu Konformationsepitopen in der Lage, eine
gastrointestinale Degradation oder das Erhitzen bei der Zubereitung von Mahlzeiten
unbeschadet zu iiberstehen®.

10
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Generell sind strukturelle Gemeinsamkeiten, so genannte Homologien, zwischen
Pollenallergen und Nahrungsmittelallergen fiir die Kreuzreaktivitat verantwortlich®%4.
Diese treten z.B. dann auf, wenn die jeweiligen Allergene derselben Proteinfamilie
angehdren®. Allerdings kénnen auch phylogenetisch entferntere oder nicht verwandte

Allergenquellen konservierte homologe Proteine enthalten und zu einer Kreuzallergie

fuhren,

In Mittel- und Zentraleuropa ist das Birkenpollenallergen von Friihling bis hin zum friihen
Sommer der Hauptverursacher von allergischer Rhinitis®'***, Dabei reagieren mehr als

90% der Birkenpollenallergiker auf Bet v 1, das Hauptallergen der Birke®*****' Bet v 2,

das Birkenprofilin, wirkt hingegen nur bei 10-20% allergieauslésend>3°.

70% der Birkenpollenallergiker entwickeln Hypersensibilititsreaktionen gegen gewisse

Nahrungsmittel, wobei Bet v 1 das relevante sensibilisierende Aeroallergen ist®**3%3741,

Insbesondere sind Friichte aus der Familie der Rosacea wie z.B. Apfel (Mal d 1), Kirschen
(Pru av 1), Aprikosen (Pru ar 1), Birnen (Pyr ¢ 1), sowie GemUsesorten aus der Familie
der Apiacea, z.B. Karotten (Dau ¢ 1) und Sellerie (Api g 1) involviert. Des Weiteren sind

Haselnisse (Cor a 1), Soja (Gly m 4) und Erdniisse (Ara h 8) kreuzreaktiv zum

: 24,27,29,31,32,34,35,39,42,43
Birke .

Hauptallergen der Zusammenfassen kann man dieses

Phanomen unter dem Begriff ,birch-fruit-vegetable syndrome®“ oder allgemeiner auch

«24,27,37,38

unter ,pollen-food syndrome Die Kreuzreaktivitat und damit verbundene

Homologien sind hier durch die Zugehdrigkeit der Allergene zu derselben Proteinfamilie

begriindet, namlich der ,pathogenesis-related protein family-10* (PR-10)+?7-2%3233.43,

Urspringlich sind die Proteine der PR-Familie fur die Verteidigung der Pflanze

verantwortlich und werden durch Stress wie Pathogene, Verletzungen oder

Umwelteinfliisse aktiviert?®3743,

Die Mitglieder der PR-10-Familie teilen einen hohen Anteil &hnlicher und sogar identischer

27,33,38

Aminosauresequenzen . Beispiele hierfir sind das Haselnussallergen (Cor a 1),

t** und das

welches 67% identische und 79% &hnliche Aminosauren zu Bet v 1 aufweis
Karottenallergen (Dau ¢ 1), das weniger als 40% ldentitat** und 57% Ahnlichkeit** der
Aminosauresequenz mit Bet v 1 teilt.

Neben dem ,birch-fruit-vegetable syndrome® sind noch weitere Syndrome bekannt, bei
denen der Nahrungsmittelallergie eine primare Sensibilisierung mit einem Pollenallergen

vorausgeht. Hierzu gehéren beispielsweise das ,BeifuB-Sellerie-Gewiirz Syndrom >,

oder das ,Ambrosia-Banane-Melone Syndrom*“®.

11
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1.5 Therapiemoglichkeiten

Seit nun mehr als 100 Jahren'®*® wird bei allergischen Erkrankungen die
allergenspezifische Immuntherapie (SIT) als Hyposensibilisierungstherapie angewandt
und reprasentiert eine potentiell heilende und spezifische Behandlungsmethode'®*. Zwei
etablierte Verfahren sind in diesem Rahmen die subkutane (SCIT, engl. subcutanous
immunotherapy) und die sublinguale (SLIT, engl. sublingual immunotherapy)
Immuntherapie***¢. Wahrend der Behandlung wird dem Patienten das Allergen, gegen
welches er sensibilisiert ist, nach einem standardisierten Protokoll Uber einen gewissen
Zeitraum hinweg in schrittweise steigender Dosierung subkutan bzw. sublingual
appliziert'®*®.  Zu Beginn der Therapie erfolgt die Verabreichung wdchentlich
(Aufbauphase), danach nur noch monatlich (Aufrechterhaltungsphase)'®*’. Es kommt zu
frihen Hyposensibilisierungseffekten, sowie zur Modulation der T- und B-Zellantwort. Bei
diesen Ereignissen spielt die Generierung von regulatorischen T-Zellen (Treg) und die
damit verbundene Etablierung und Aufrechterhaltung einer peripheren Toleranz gegen
das betreffende Allergen, die Verschiebung der Th2- zu einer Th1-Antwort und ein
Subklassenwechsel zu IgG, Schliisselrollen'#°46:48-30

Bei der SCIT, die u.a. bei einer Allergie gegen Bienengift und Graspollen angewandt
wird®, lassen sich bereits nach der ersten Injektion sehr friihe Desensibilisierungseffekte
beobachten*>*®. Dazu gehért die Abnahme der Mastzell- und Basophilenaktivitat**#°. Der
Mechanismus, der hierbei in den ersten Stunden der Behandlung einsetzt, ist nicht
vollstandig bekannt***°. Jedoch gibt es Hinweise die darauf schlieBen lassen, dass
Anaphylaxiemediatoren wie Histamine und Leukotriene schrittweise freigesetzt werden,
ohne dabei eine systemische Reaktion auszuldésen. Somit wird der Inhalt der Granula
reduziert und gleichzeitig die Aktivierungsschwelle beider Zelltypen heraufgesetzt*>*°.

Auf die sehr frihen Hyposensibilisierungseffekte folgt innerhalb der ersten 70 Tage nach
Therapiebeginn die Generierung von allergenspezifischen Treg*“°. Es sind zwei Treg-
Subtypen beteiligt: Zum Einen sind es die im Thymus selektierten natirlich
vorkommenden CD4'CD25'FOXP3* regulatorischen T-Zellen (nTreg)'®*#%%°  Sije
supprimieren die Aktivierung, Proliferation und Effektorfunktion von u.a. CD4*- und CD8"-
T-Zellen, sowie B-Zellen und dendritischen Zellen. Dies geschieht u.a. durch
zellkontaktabhangige Suppression mit Hilfe von CTLA-4 (engl. cytotoxic T lymphocyte-
associated antigen 4), oder durch die Sezernierung von immunsuppressiven Zytokinen
wie IL-10 und TGF-p>"*%. Auf der anderen Seite spielen die aus konventionellen
CD4'CD25 T-Zellen in der Peripherie induzierten Tg1-Zellen (Typ 1 Treg) eine wichtige
Rolle*>*#°%%2 Sie agieren zellkontaktunabhéngig® und beeinflussen die Funktionen von
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Effektorzellen in der Allergie u.a. Uber die Freisetzung von supprimierenden Zytokinen.
Dabei sezernieren sie im groBen MaBe IL-10 und in kleinen Mengen TGF-B*3%-°2,
Hinweise flur eine frih einsetzende B-Zelltoleranz gibt es hingegen nicht. Zu Beginn der
Therapie steigt der Spiegel des serumspezifischen IgE zunachst sogar an und erst relativ
spat, nach einem Behandlungszeitraum von ca. sechs Monaten, nimmt er dann graduell
iber Monate oder Jahre hinweg ab*>*®*°. Dieser Prozess korreliert somit nicht mit der
Verminderung klinischer Symptome und kann einen friihen Erfolg der Immuntherapie
nicht erklaren*>*°. Jedoch gibt es Hinweise, dass innerhalb der ersten vier Wochen der
Hyposensibilisierung ein IgG-dominanter Phanotyp entsteht***° Insbesondere ist die
Subklasse 1gG4, aber auch IgG1 beteiligt, welche beide direkt mit dem IgE-Antikdrper
kompetitieren, da sie dieselben Epitope erkennen'®'%4>4?. Man nimmt an, dass der IgG4-
Antikdrper an das Allergen binden kann und es so abfangt, bevor es das an Effektorzellen
gebundene IgE erreichen kann. IgG4 hat somit einen blockierenden Effekt und verhindert
auf diese Weise die Aktivierung von Mastzellen und Basophilen*>*. Es konnte tats&chlich
gezeigt werden, dass eine erfolgreiche SCIT mit einem 10- bis 100-fachen Anstieg des
lgG4-Spiegels bei Patienten einhergeht*>*°. Dabei spielt IL-10, das von den generierten
Treg sezerniert wird, eine wichtige Rolle. Es ist zum einen ein potenter Suppressor des
allergenspezifischen IgE und férdert zugleich die Produktion von lgG4*>*®°° Bisher ist
man jedoch nicht in der Lage, den groBen zeitlichen Abstand zwischen der Etablierung
einer T-Zelltoleranz und der Modulation der B-Zellantwort zu erklaren®.

Erst durch eine Langzeit-SIT, also nach Monaten der Immuntherapie, werden auch die
Symptome, die erst in der spaten Phase einer allergischen Reaktion auftreten,
reduziert*>4849,

Ein weiterer Mechanismus, der im Laufe einer erfolgreichen SIT zum Tragen kommt, ist
die Verschiebung des allergischen Th2-Phanotyps zu einer Thi-Immunantwort. Dabei
kann nach einem langeren Behandlungszeitraum (ca. 12 Monate) eine reduzierte IL-4-
Produktion und gleichzeitig eine erhéhte Sezernierung des Th1-Zytokins IFN-y beobachtet
werden*®°?,

Auch wenn die SCIT eine effektive Form der Therapie ist, so birgt sie doch ein nicht zu
vernachlassigendes Risiko. Durch die Injektion eines Allergens kann es zu

unerwiinschten anaphylaktischen Nebenwirkungen kommen, die IgE-vermittelt sind'®'**°.

Diese treten in unterschiedlich starker Form bei 0,1 bis 5 % der Patienten auf'®.
Hauptséachlich sind dabei Allergene, die starke IgE-vermittelte Symptome hervorrufen,

involviert (z.B. das Erdnussallergen)'.
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Aus diesem Grund wird neben der SCIT auch die SLIT angewandt, eine Methode, die
mehr Sicherheit und weniger schwere Nebenwirkungen mit sich bringt*>*¢*#4°_ Allerdings
muss bei dieser Behandlungsform eine hdhere Menge des Allergens verabreicht
werden'®. Die SLIT wird erfolgreich, z.B. bei einer Gréser-, Birkenpollen- oder
Hausstaubmilbenallergie angewandt'?.

Der Mechanismus der SLIT ist weitestgehend identisch mit dem der SCIT, dennoch muss
er weiterhin analysiert werden*®*®*°_ Im Gegensatz zur SCIT scheint TGF-B hier keine
Rolle bei der Induktion der T-Zelltoleranz zu spielen, es konnte nur IL-10 als wichtiger
supprimierender Faktor detektiert werden®“%.

Die SIT im Allgemeinen konnte bisher gute Erfolge bei der Behandlung von z.B.
Pollenallergien aufweisen'®. Da eine pollenassoziierte Nahrungsmittelallergie durch die
Kreuzreaktivitdt zu einem Pollenallergen verursacht wird (siehe 1.4) liegt die Vermutung
nahe, dass eine erfolgreiche Hyposensibilisierung gegen z.B. das Birkenpollenallergen
gleichzeitig eine Toleranz gegen das betreffende kreuzreaktive Nahrungsmittelallergen
induziert. In einer Studie von Asero et al>* wird nach einer erfolgreichen
Hyposensibilisierung gegen das Birkenpollenallergen von einer gleichzeitigen
Verminderung der allergischen Symptome nach Apfelkonsum berichtet. Unterstutzt wird
diese Beobachtung durch Studien von Bucher et al.>® und Bolhaar et al.*®. Trotzdem sind
diese Erfolge kontrovers zu betrachten. Im Gegensatz dazu konnte namlich in anderen
Studien nach einer erfolgreichen Birkenpollen-SIT keine signifikante Verbesserung der
Symptome einer Allergie gegen Apfel festgestellt werden®>"*8, In einer Studie konnte
sogar eine Verschlechterung beobachtet werden®”.

Um die Sicherheit und die Effizienz einer Hyposensibilisierung zu erhéhen, wird sténdig
nach neuen Therapiemdglichkeiten gesucht'®. Eine Methode das Risiko einer
anaphylaktischen Reaktion bei der Injektion des Allergens zu verringern, ist die
Herstellung von ,hypoallergenen® Varianten des Allergens mit Hilfe von
gentechnologischen Methoden'®'®. Die dabei generierten rekombinanten Proteine
enthalten nur T-Zellepitope und keine, oder nur wenige IgE-bindende Epitope'®. Ein
weiterer Ansatz ist das Herstellen so genannter Allergoide, also chemisch modifizierte

Allergene, oder das Verpacken von Allergen in Nanopartikel'

. Auch das Anhangen von
CpG-Oligonukleotidmotiven an ein Allergen kann das Risiko von schweren
anaphylaktischen Nebenwirkungen reduzieren und zusétzlich die Effektivitat einer SCIT

erhohen'.
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1.6 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist eine umfassende Analyse der T-Zellantwort von
Allergikern, die an einer Birkenpollenallergie mit assoziierter Nahrungsmittelallergie gegen
Haselnlsse und/oder Karotten leiden. Besonderes Augenmerk liegt hierbei auf dem
Pollenallergen Bet v 1.0101 (Hauptallergen der Birke) und den Nahrungsmittelallergenen
Cor a 1.0401 (Hauptallergen der Haselnuss) und Dau c¢ 1.0104 (Hauptallergen der
Karotte). Untersucht wird eine gut charakterisierte Kohorte von Patienten, von welcher
durch intensive Befragung eine umfassende Anamnese erstellt wird. Zur weiteren
Charakterisierung werden bei den Probanden Pricktests und die Bestimmung des
allergenspezifischen IgE durchgeflhrt.

Im Mittelpunkt der Arbeit steht die detaillierte Analyse die T-Zellkreuzreaktivitat der
Spenderkohorte in Bezug auf die ausgewahlten Allergene unter der Verwendung von
primaren T-Zellen mit Hilfe von zwei unterschiedlichen Analysemethoden.
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2. Material

2.1 Laborgerate

Autoklav
Brutschrank

Durchflusszytometer

Software

ELISA Mikrotiterplatten-Reader

Photometer

Lichtmikroskop
Semiautomatic cell harvester
Sterilbank

B-Szintillationscounter
Wasserbad

Zahlkammer

Zentrifuge

Material

H + P Labortechnik GmbH, OberschleiBheim,
Deutschland

Typ HERAcell 240, Thermo Scientific, Karlsruhe,
Deutschland

FACSCalibur, Becton Dickinson, Heidelberg,
Deutschland

LSR II, Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland
CellQuest 3.3, BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
Diva 6.0, BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland

Model 450, Bio-Rad Laboratories, Miinchen,
Deutschland

Bio-Photometer, Eppendorf, Deutschland
Dialux, Leitz, Wetzlar, Deutschland
SKATRONAS, SKATRON, Lier, Norwegen

HeraSafe, Thermo Fisher Scientific, Langenselbold,
Deutschland

LKB, Bromma, Schweden

Julabo TW 12, Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach,
Deutschland

Neubauer-Zahlkammer, Merck, Wiesbaden,
Deutschland

Multifuge 3L-R, Thermo Scientific, Karlsruhe,
Deutschland

2.2 Plastikwaren und Verbrauchsmaterialien

Adapter

Einmal-Feindosierungsspritze
Filterpapier

Glaspipette

Kanulen

MACS-Saulen
Mikrotiterplatten

Adapter fur Luer-Konus mit Membrane, Sarstedt,
NUmbrecht, Deutschland

1 ml, BRAUN, Melsungen, Deutschland
A 102 x 258 mm, Wallac, Turau, Finnland
10 ml, Greiner GmbH, Frickenhausen, Deutschland

Einmal-Kanulen, B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland
F96, Nunc, Wiesbaden, Deutschland
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ProbeneinschweiBfolie

Pipettenspitzen

Spritzen
Sterilfilter
Zellkulturplatte
Zellkulturplatte

Zellkulturplatte
Zellkulturplatte
Zellkulturplatte

Zentrifugenréhrchen

Material

102 x 258 mm, Wallac, Turau, Finnland

10 ul/200 ul/1000 pl, Greiner GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

20 ml Spritzen, BD Discardit I, Fraga (Huesca), Spanien
0,2 um, Pall GmbH, Dreieich, Deutschland
6-well-Zellkulturplatte, Costar, Bodenheim, Deutschland

12-well-Zellkulturplatte, Costar, Bodenheim,
Deutschland

24-well-Zellkulturplatte, Costar, Bodenheim,
Deutschland

96-well-Zellkulturplatte, Costar, Bodenheim,
Deutschland

96-well-Zellkulturplatte (unsteril), Greiner,
Frickenhausen, Deutschland

15 ml/50 ml, Greiner GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

2.3 Allgemeine Reagenzien

Aqua dest.
EDTA
Ethanol 70%
Ficoll

HSA 20%

KCI

KH,PO,

Liquemin N 25000
NaCl

Na,HPO,
Szintillationscocktail
Tris

Trypanblau
Tween 20
®H-Thymidin

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland
Serva Heidelberg, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Lymphozytenseparationsmedium, PAA Laboratories GmbH,
Pasching, Osterreich

Humanes Serum Albumin, Pharmacia, Erlangen, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Hoffmann-LaRoche AG, Grenznach-Whylen, Deutschland
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

ICN Biomedicals GmbH, Eschwege, Deutschland

17



Material

2.4 Medien

IMDM mit L-Glutamin  PAA Laboratories GmbH, Tasching, Deutschland
RPMI 1640 Lonza, Verviers, Belgien

X-VIVO 20 Lonza, Verviers, Belgien

2.5 Puffer und Losungen

Antikérper-Verdinnungslésung 1 x PBS-Puffer
0,5 % HSA

1 x PBS-Puffer 137 mM NacCl
2,7 mM KCI
8,1 mM NagHPO4
1,5 mM KH,PO, in Auga dest., pH-Wert 7,2

MACS-Puffer 1 x PBS-Puffer
0,5 % HSA
3 mM EDTA

FACS-Puffer 1 x PBS-Puffer
0,5 % HSA
3 mM EDTA

Trypanblau-Lésung 1 x PBS-Puffer
0,4 % Trypanblau

2.6 Antikorper flr durchflusszytometrische Messungen

2.6.1  Primarantikorper, unkonjugiert

Antikérper Verdiinnung Beschreibung

anti-CD2 1:50 Maus-anti-Human-IgG1, Klon 6F10.3,
Beckman Coulter, Kretfold, Deutschland

anti-CD14 1:50 Maus-anti-Human-1gG2a, Klon RMO52,
Beckman Coulter, Kretfold, Germany

anti-CD19 1:50 Maus-anti-Human-IgG1, Klon J4.119,
Beckman Coulter, Kretfold, Deutschland

anti-CD80 1:50 Maus-anti-Human-IgG1, Klon MAB104,
Beckman Coulter, Kretfold, Dutschland

anti-CD83 1:50 Maus-anti-Human-lgG2b, Klon HB15a,
Beckman Coulter, Kretfold, Deutschland
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anti-CD86 1:50 Maus-anti-Human-IgG1, Klon BU63,
AbD Serotec, Oxford, UK

anti-HLA-DR 1:10 Ratte-anti-Human-1gG2a, Klon YD1/63.4.10,
AbD Serotec, Oxford, UK

2.6.2 Sekundarantikorper

Antikorper Verdiinnung Beschreibung

FITC 1:80 Ziege-anti-Ratte-1gG,
BioLegend, San Diego, CA

PE 1:100 Esel-anti-Maus-IgG,
Jackson Immunosearch, Bar Habor; ME

2.6.3 Isotyp-Kontrollantikrper, unkonjugiert

Antikérper Verdiinnung Beschreibung

lgG1 1:50 Maus, Klon MOPC-31c,
BD Pharmingen, San Diego, CA

lgG2a 1:50 Maus, Klon MOPC-173
BD Pharmingen, San Diego, CA

lgG2b 1:250 Maus, Klon 27-35,
BD Pharmingen, San Diego, CA

lgG2a 1:50 Ratte, Klon R35-95,
BD Pharmingen, San Diego, CA

2.6.4 Primarantikorper, konjugiert

Antikorper Verdiinnung Beschreibung

anti-CD4 FITC 1:30 Maus-anti-Human-1gG1, Klon 13B8.2,
Beckman Coulter, Kretfold, Deutschland

anti-CD8 FITC 1:30 Maus-anti-Human-IgG1, Klon B9.11,
Beckman Coulter, Kretfold, Deutschland

2.6.5 Isotyp-Kontrollantikorper, konjugiert

Antikérper Verdiinnung Beschreibung

IgG1 FITC 1:30 Maus, Klon 679.1Mc?7,
Beckman Coulter, Kretfold, Deutschland
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2.7 Proliferationsfarbstoffe

CellTrace Violet Cell Proliferation Kit Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
Vybrant CFDA SE Cell Tracer Kit Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

2.8 Reagenzien zur Zellkultivierung und —anreicherung

2.8.1  Zytokine und Prostaglandin

GM-CSF Berlex, Seattle, USA

IL-1B Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
IL-4 Immunotools, Friesoythe, Deutschland

IL-6 Strathmann, Hamburg, Deutschland

TNF-a Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland
PGE; Cayman Chemical, Ann Arbor, USA

2.8.2 Rekombinante Allergene

Bet v 1.0101 Konz. 359 pg/ml, Endotoxingehalt < 0,0005 EU/ug,
Paul-Ehrlich-Institut, Langen, Deutschland

Cor a 1.0401 Konz. 430 pg/ml, Endotoxingehalt < 0,09 EU/ug,
Paul-Ehrlich-Institut, Langen, Deutschland

Cor a 1.0401 Konz. 2000 pg/ml, Endotoxingehalt < 0,0001 EU/ug,
Blirt, Danzig, Polen

Dau c 1.0104 Konz. 341 ug/ml, Endotoxingehalt < 0,06 EU/ug,
Paul-Ehrlich-Institut, Langen, Deutschland

EndoGrade Ovalbumin Konz. 1000 ug/ml, Endotoxingehalt < 0,001 EU/ug,

Hyglos, Bernried, Deutschland

2.8.3 MicroBeads

CD4 MicroBeads Miltenyi Biotec, Bergisch Glattbach, Deutschland

2.9 Proteinbestimmung

BCA Protein Assay Kit Pierce Biotechnology # 23227, Rockford, USA
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2.10 Zytokinbestimmung

IL-2 ELISA BD Bioscience, Hiedelberg, Deutschland
IL-4 ELISA BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
IL-5 ELISA BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
IL-9 ELISA eBioscience, Frankfurt, Deutschland
IL-10 ELISA Immunotools, Friesoythe, Deutschland
IL-13 ELISA Immunotools, Friesoythe, Deutschland
IL-17 ELISA R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland
Straptavidin Poly-HRP Immunotools, Friesoythe, Deutschland

TMB Substrate Reagent Set  BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland
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3. Methoden

3.1 Heterologe Expression und Aufreinigung der Allergene

Bet v 1.0101 (Gen Bank Acc. No. X15877), Cor a 1.0401 (Gen Bank Acc. No. AF136945)
und Dau ¢ 1.0104 (Gen Bank Acc. No. Z81362) werden mit Hilfe der Plasmide pET15b-
Betv1l, pET15b-Coral und pET16b-Dauci in E. coli Uberexprimiert. Die Histidin-
markierten Proteine werden entweder aus Zelllysaten (Cor a 1, Dau ¢ 1) oder aus
Einschlusskérpern (Bet v 1) durch Metallchelat-Affinitdtschromatographie aufgereinigt™.
Die positiven Fraktionen werden mittels SDS-Page und Coomassiefarbung Uberprift und
anschlieBend fir die Bestimmung des Proteingehaltes (siehe 3.3) zusammengefihrt.
Enthaltenes Endotoxin wird durch Affinitatschromatographie und der Verwendung von
EndoTrap™ Sé&ulen (Hyglos, Regensburg) abgereichert und dessen verbleibender Gehalt
mit Hilfe des Limulus-Amdébozyten-Lysat-Tests (LAL-Tests) (Charles River, Sulzfeld,
Deutschland) (siehe 3.2) bestimmt. Danach werden die Allergene mit einem pyrogenfreien
Filter (0,20 um) sterilfiltriert.

3.2 Bestimmung des Endotoxingehaltes der Allergene

Der Endotoxingehalt der Allergene wird mit Hilfe des sehr sensitiven Limulus-
Amdbozyten-Lysat-Tests (LAL-Test) bestimmt. Hierbei macht man sich die Koagulation
des Lysats aus Amdbozyten des Pfeilschwanzkrebses Limulus polyphemes zunutze, die
durch Endotoxin ausgelést wird.

Die Bestimmung des Endotoxingehaltes der Allergene wird durch das Paul-Ehrlich-Institut
(Langen, Deutschland) mit Hilfe des chromogenen Endosafe®-PTS™-Systems (Charles
River, Sulzfeld, Deutschland) nach den Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die
Sensitivitat des Tests betragt 0,005 EU/ml.

3.3 Analyse des Proteingehalts der Allergene

Der Proteingehalt der jeweiligen Allergenlésung wird mittels BCA-Proteinbestimmung
(BCA = Bicinchinonic Acid; dt. Bicinchoninsdure) ermittelt. Dieses hoch sensitive
kolorimetrische Verfahren basiert auf der Reduktion von Cu®* zu Cu'* durch Proteine in
einem alkalischen Medium. Die an dem Protein gebundenen reduzierten Cu'*-lonen
bilden jeweils einen Komplex mit zwei Molekilen Bicinchinonsaure, der von hellblauer bis
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violetter Farbe ist. Die Farbintensitat ist proportional zur Anzahl der Peptidbindungen, die
an der Reaktion teilnehmen. Die Extinktion der Proben wird bei 562 nm mit Hilfe eines
Fotometers bestimmt.

Far die Durchfiihrung der Messung bendtigt man eine Proteinstandardreihe (0 pg/ml; 5
pg/ml; 25 pg/ml; 50 pg/ml; 125 pg/ml; 250 pg/ml; 500 pg/ml; 750 pg/ml; 1000 pg/ml), die
das Protein BSA (Bovines Serum Albumin) enthélt. Von jedem Standard werden 50 pl in
ein Rdhrchen pipettiert, anschlieBend wird pro Réhrchen 1 ml Gebrauchslésung (= 50
Teile Reagenz A und ein Teil Reagenz B) hinzugegeben. Das Allergen, dessen
Proteingehalt jeweils durch eine Doppelbestimmung gemessen wird, wird 1:2 in Tris
verdinnt. Von dieser Verdiinnung werden 50 pl in ein Réhrchen vorgelegt und auch hier
wird 1 ml Gebrauchslésung hinzugegeben. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten bei
37 °C werden die Standardreihe und die Allergenproben mit einem Fotometer bei einer

Extinktion von 562 nm gemessen und dann ausgewertet.

3.4 Pricktest

Der Pricktest (prick = engl. Stich) wird in der Allergologie standardmaBig zum Nachweis
einer Typ I-Allergie verwendet. Dabei wird ein definierter Allergenextrakt, sowie eine
Positiv- (Histamin) und Negativkontrolle (Kochsalzlésung) auf die Innenseite des
Unterarms aufgetropft. AnschlieBend wird durch die Tropfen hindurch mit einer Lanzette
die Haut oberflachlich angestochen. So kann die jeweilige Substanz in die Haut
eindringen. Nach 15 bis 30 Minuten wird die Reaktion auf die aufgetragenen Substanzen
anhand der Hautrétung und der GrdBe der gebildeten Quaddeln beurteilt. Dabei kann die
allergische Reaktion maBig (+), mittel (++), stark (+++) oder sehr stark (++++) ausfallen.
Neben der Testung von Allergenextrakten kdnnen Nahrungsmittel in ihrer nativen Form
getestet werden. Hierzu wird mit einer Lanzette zuerst in das jeweilige Nahrungsmittel und
dann in die Haut des Unterarms des zu testenden Allergikers gestochen. Diese Form des
Pricktests wird Prick-to-Pricktest genannt.

3.5 Bestimmung von allergenspezifischem IgE

Um die Sensibilisierung gegen die Extrakte, das sind Gemische samtlicher relevanter
Allergenstrukturen, von Birke, Haselnuss und Karotte sowie gegen die rekombinanten
Allergene Bet v 1, Cor a 1 und Dau ¢ 1 nachzuweisen, wird bei dem jeweiligen Atopiker
die Konzentration von spezifischem IgE im Blutserum nachgewiesen. Flr die Extrakte,
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sowie Bet v 1 und Cor a 1 wird das kommerzielle ImmunoCAP™ System (Phadia,
Uppsala, Schweden) verwendet. Das spezifischen IgE gegen Dau ¢ 1 wird mit Hilfe eines
experimentellen ImmunoCAP™ Systems (Phadia) ermittelt. Alle Messungen werden mit
einem ImmunoCAP 250 Geréat (Phadia) nach den Angaben des Herstellers durchgeflhrt.
Die nachgewiesenen IgE-Konzentrationen werden in kUa/L angegeben und sind in sechs
CAP-Klassen unterteilt: < 0,35 kU/L = Klasse 0 (negativ); 0,35 - <0,7 kUA/L = Klasse 1;
>0,7 - £3,5 kUa/L = Klasse 2; >3,5 - 17,5 kUa/L = Klasse 3; >17,5 - <50 kU4/L = Klasse 4;
>50 - <100 kUa/L = Klasse 5; >100 kU4/L = Klasse 6.

Die Bestimmung des allergenspezifischen IgE wurde im Paul-Ehrlich-Institut in Langen
durchgefuhrt.

3.6 Quantitative IgE-ELISA-Inhibition

Die IgE-Kreuzreaktivitat zwischen den rekombinanten Allergenen Bet v 1 und Cor a 1 wird
durch einen ELISA-Kreuzinhibitionstest bestimmt. Hierfir werden 96-well-Maxisorp
Mikrotiterplatten (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) mit dem jeweiligen aufgereinigten
Allergen (2 pg/ml) beschichtet. Es erfolgt die gleichzeitige Inkubation von
Probandenserum und dem jeweiligem Inhibitor (1:2 verdinnt). Als Inhibitor fungiert
entweder Bet v 1 oder Cor a 1, jeweils in einer Konzentration von 0,0032 pg/ml bis 50
pg/ml. Die Auswertung erfolgt mit einem Fotometer bei 450 nm.

Diese Versuchsreihe wurde im Paul-Ehrlich-Institut in Langen durchgefinhrt.

3.7 Bedingungen flr das Arbeiten mit Zellkultur

Alle Arbeiten mit Zellkulturen werden grundsatzlich unter sterilen Bedingungen
durchgefuhrt. Die Tatigkeiten mit potentiell infektiésen Materialien wie Blut, Serum oder
Zellkulturen erfolgen in einer Sterilbbank (HeraSafe, Thermo Fisher Scientific,
Langenselbold, Deutschland). Fir das sterile Arbeiten werden alle Glaswaren vor
Gebrauch 4 Stunden bei 180 °C sterilisiert und alle Lésungen bei 121 °C und 1,2 bar
autoklaviert oder sterilfiltriert.

Die Kultivierung der Zellen erfolgt in sterilen Platten (Costar, Bodenheim, Deutschland) im
Brutschrank (Typ HERAcell 240, Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland) bei 37 °C, 5
%iger CO.-Begasung und mit Wasserdampf gesattigter Atmosphare.
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3.8 Messung der Lebendzellzahlen mittels Trypanblau-Farbung

Mittels Trypanblau-Farbung Iasst sich sowohl die Zellzahl als auch die Viabilitat von Zellen
schnell und einfach bestimmen. Durch die Membrandurchlassigkeit toter Zellen wird der
saure Farbstoff Trypanblau in das Zellinnere aufgenommen. Mikroskopisch betrachtet
sind tote Zellen dunkelblau eingefarbt. Die viablen Zellen hingegen erscheinen vor dem
Hintergrund weiB.

PBMC, CD4" T-Zellen und dendritische Zellen (DC) werden mit einer adaquaten
Verdinnung gefarbt und gezéhlt. Hierzu werden 20 pl Zellsuspension mit 180 pl
Trypanblau-Lésung (bzw. 10 pl:40 pl oder 20 ul:20 pl) in einer 96-well-Platte vermischt
und 10 pl in die Z&hlkammer geflllt. Die Verdinnung muss bei der spéateren Berechnung
der Gesamtzellzahl beachtet werden. Die Formel flr die Bestimmung der Gesamtzellzahl
lautet folgendermaBen:

Gesamtzellzahl =X * Y * Z * 10"

X = Lebendzellzahl in einem Quadranten
Y = Verdlnnung
Z = Volumen der Zellsuspension

3.9 Isolation peripherer mononuklearer Zellen (PBMC) aus
Vollblut von Probanden

Im Abstand von 8 Tagen wird den Probanden steril jeweils 100 ml vendses Vollblut mit 20
ml-Spritzen (50 pl Heparin/Spritze) abgenommen. Das Blut wird in vier 50 ml
Zentrifugationsréhrchen auf 15 ml Lymphozytenseparationsmedium Gberschichtet und
zentrifugiert (25 °C, 25 min, 350 g, ohne Bremse). Durch diese
Dichtegradientenzentrifugation entsteht ein Gradient, der aus vier Phasen besteht. Die
oberste Phase bildet das Blutplasma. Darunter befindet sich die weiBe ringférmige
Interphase, die die Lymphozyten und weitere mononukleére Zellen enthalt. Darauf folgt
eine Schicht bestehend aus dem Lymphozytenseparationsmedium. Die letzte und
unterste Phase wird von Erythrozyten und Granulozyten (z.B.: Eosinophile, Neutrophile)
gebildet, die durch ihre hohe Dichte zu Boden sedimentiert sind. Zuerst wird die oberste
Schicht, das Plasma, mit der Pipette abgenommen und zentrifugiert (4 °C, 5 min, 3500 g,
mit Bremse). Ein kleiner Teil davon (5 ml) wird fir die Bestimmung des spezifischen IgE,
sowie fur die Durchfihrung von IgE-Inhibitionsversuchen bei -20 °C weggefroren. Das
restliche Plasma wird fir 30 min bei 56 °C im Wasserbad hitzeinaktiviert. Die so gefallten
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Proteine werden anschlieBend durch zwei Zentrifugstionsschritte (4 °C, 5 min, 3500 g, mit
Bremse) abgetrennt. Der gewonnene Uberstand wird bei 4 °C im Kiihlschrank aufbewahrt
und als autologes Serum der Zellkultur zugegeben. Auch die Interphase, die die
peripheren mononukledren Zellen (PBMC; engl. peripheral blood mononuclear cells)
enthalt, wird mit der Pipette abgenommen und in ein neues 50 ml Zentrifugationsréhrchen
Uberfihrt. Dieses wird mit 1 x PBS (4 °C) aufgeflillt, zentrifugiert (10 min, 350 g, 4 °C, mit
Bremse) und dekantiert wird. Dieser Vorgang wird so oft wiederholt bis der Uberstand klar
ist und somit die Thrombozyten entfernt sind. Aus den so gewonnen PBMC kénnen nun
dendritische Zellen (DC) generiert werden oder fiir die Isolation von CD4" T-Zellen
verwendet werden. Die untersten beiden Phasen des Gradienten werden nicht bendtigt

und kénnen somit verworfen werden.

3.10 In vitro Generierung von unbeladenen und
allergenbeladenen dendritischen Zellen

Nach der Gewinnung der PBMC wie in 3.10 beschrieben, oder aus dem Durchlauf der
CD4"-Aufreinigung (siehe 3.11), wird anschlieBend die Zellzahl und ihre Viabilitat mit Hilfe
einer Trypanblau-Farbung ermittelt. Dann werden die Zellen, die in dem Medium RPMI mit
0,5 % autologem Serum aufgenommen werden, auf 1,5 x 107 Zellen/3 ml eingestellt und
in einer 6-well-Platte  ausplattiert (3 ml/Well). Nach 45-minutiger Inkubation im
Brutschrank bei 37 °C sind die Monozyten adhéarent. Durch vorsichtiges Spllen mit der
Glaspipette und Absaugen des Mediums werden T- und B-Zellen entfernt. Dieser Vorgang
wird dreimal mit 37 °C warmem 1x PBS mit 0,5 % autologem Serum wiederholt. W&hrend
des Waschvorgangs wird die Reinheit und Adharenz der Monozyten im Mikroskop
Uberprift. AnschlieBend werden die Zellen Gber Nacht in 2 ml IMDM/Well mit 5 %
autologem Serum im Brutschrank inkubiert. Am néchsten Tag (Tag 1) erfolgt ein
Mediumwechsel, bei welchem die 2 ml Kulturmedium/Well abgesaugt werden und durch 3
ml IMDM/Well mit 5 % autologem Serum und zusétzlich 150 IE/ml IL-4 und 400 U/ml GM-
CSF ersetzt werden. An Tag 3 werden die Zellen geflttert. Hierzu entnimmt man 1 ml des
Kulturmediums pro Well und gibt jeweils 1 ml frisches IMDM mit 5 % autologem Serum
sowie 150 IE/ml IL-4 und 800 U/ml GM-CSF hinzu.

An Tag 6 werden die noch unreifen DC umgesetzt. Dazu werden sie gewonnen und ihre
Gesamtzellzahl bzw. Viabilitat mittels Trypanblau-Farbung bestimmt. Danach werden die
Zellen auf 1 x 10%/3ml (bzw. je nach Zellzahl auf 0,6 x 10%2ml, 0,5 x 10/1,5 ml oder 0,3 x
10%/ml) in dem Medium IMDM mit 5 % autologem Serum und 150 IE/ml IL-4 sowie 400
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U/ml eingestellt und auf eine 6-Well-Platte (bzw. je nach Zellzahl auf eine 12-Well-Platten)
verteilt. Es sollen je nach Versuchsansatz verschiedene Populationen reifer DC generiert
werden: Zum einen unbeladene DC, die als Kontrolle dienen, sowie allergenspezifische
DC, die mit 20 pg/ml Bet v 1.0101, 20 pg/ml Cor a 1.0401, 20 pg/ml Dau ¢ 1.0104 oder
mit 5 pg/ml Ovalbumin beladen werden. Zusétzlich wird zu jeder DC-Population ein
Reifungscocktail bestehend aus IL-1 (10 ng/ml), IL-6 (100 IU/ml), PGE, (1 pg/ml) und
TNF-o (10 ng/ml) hinzugegeben.

AnschlieBend werden die noch unreifen DC fir zwei Tage im Brutschrank bei 37 °C
inkubiert. In dieser Zeit erfolgt ihre optimale Ausreifung und sie kdbnnen an Tag 8 als reife
DC aus der Kulturplatte gewonnen, zweimal gewaschen (in 1x PBS, 4 °C, 350 g, mit
Bremse) und weiterverwendet werden. Auch die Gesamtzellzahl der DC wird zur
Durchfiihrung der folgenden Experimente bestimmt.

3.11 Aufreinigung von CD4* T-Zellen

Bestimmte Zellpopulationen kénnen aufgrund ihrer unterschiedlichen Oberflachenproteine
markiert und mit Hilfe der MACS-Technologie (MACS = magnetic cell sorting)
voneinander getrennt werden. Die Markierung einer bestimmten Zellpopulation erfolgt mit
Hilfe der sogenannten MACS MicroBeads. Dies sind superparamagnetische Partikel mit
einem Durchmesser von ca. 50 nm, die an hochspezifische monoklonale Antikdrper
gekoppelt sind, die wiederum spezifisch an bestimmte Oberflachenmoleklle auf der
Zielzelle binden. Diese MACS MicroBeads werden zu der Zellsuspension hinzugegeben,
die anschlieBend auf eine MACS Saule gegeben wird. Die Saule ist mit einer Matrix
ausgestattet, die ferromagnetische Kuigelchen enthélt, und wird in einem Magnethalter
befestigt. Durch das Zusammenspiel der ferromagnetischen Kigelchen und des
Magneten wird ein sehr starkes magnetisches Feld erzeugt, in dem die mit MACS
MicroBeads markierten Zellen in der Séule festgehalten werden. Die unmarkierten Zellen
kénnen ungehindert durch die Saule hindurchflieBen (Negativfraktion). Wird die Saule aus
dem Magneten entfernt, so kénnen die markierten Zellen durch Druck mit einem sterilen
Stempel aus der Saule eluiert werden (Positivfraktion).

Zur Isolation von CD4"* Zellen aus PBMC muss zuerst eine MACS Saule (Miltenyi Biotec
GmbH, Deutschland) vorbereitet werden. Hierzu wird sie in einem Magneten platziert und
mit 5 ml MACS-Puffer gewaschen, um sie zu aquilibrieren. Pro 1 x 10’ PBMC werden 16
pl MACS-Puffer und 4 ul CD4-MACS MicroBeads (Miltenyi Biotec GmbH, Deutschland)
zugegeben, gut resuspendiert und anschlieBend fir 15 Minuten auf Eis und dem Taumler
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inkubiert. Danach wird die Zellsuspension mit MACS-Puffer auf 30 ml aufgefillt und
zentrifugiert (4 °C, 10 min, 300 g). Das Pellet der nun markierten Zellen wird in 3 ml
MACS-Puffer aufgenommen und auf die Saule gegeben. Nach einmaligem Durchlauf der
PBMC wird die Saule 3x mit 5 ml MACS-Puffer gespllt. Die Negativfraktion wird in einem
50 ml Zentrifugenréhrchen aufgefangen, um daraus im Anschluss erneut DC fir die
Restimulation der CD4" T-Zellen zu generieren (siehe 3.10). Die Saule wird aus dem
Magneten entfernt und 2x mit 5 ml MACS-Puffer eluiert. Sowohl die Positiv- also auch die
Negativiraktion werden zentrifugiert (4 °C, 10 min, 350 g) und anschlieBend noch einmal
in 1x PBS gewaschen (4 °C, 10 min, 350 g). Danach wird von beiden Fraktionen die
Gesamtzellzahl bestimmt. Nun kann mit den angereicherten CD4" T-Zellen eine
Priméarkultur oder ein Proliferationsassay angesetzt werden. Die Reinheit der T-Zellen
wird im Durchflusszytometer nach entsprechender Farbung bestimmt.

3.12 Durchflusszytometrische Standardanalysen

Durch die Durchflusszytometrie (FACS; engl. Fluorescence Activated Cell Sorting) ist man
in der Lage, verschiedene Zelltypen (z.B. Monozyten, T- und B-Zellen) anhand ihrer
Oberflachenmolekile zu identifizieren. Hierzu werden Zellen mit Fluorochrom-
konjugierten Antikdrpern markiert (hier: Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und R-
Phycoerythrin  (PE)) und mit Hilfe der Immunfluoreszenz untersucht. Aber auch
Kenntnisse Uber andere Parameter, wie GrdoBe und Granularitét, der Zellen kann man
durch diese Methode erlangen.

Die markierten Zellen werden einzeln in einem FlUssigkeitsstrom durch eine Kapillare
geleitet und passieren dabei einzeln eine Lichtquelle. Diese Lichtquelle ist je nach Geréat
eine unterschiedliche Anzahl Laser, die jeweils Licht einer bestimmten Wellenlange
emittieren. Das vom Laser emittierte Licht trifft auf die Zelle und wird gestreut. Dabei ist
das Vorwartsstreulicht (FSC = engl. Forward Scattered Light) ein MaB fir die Gr6Be der
Zellen. Das Seitwartsstreulicht (SSC = engl. Side Scattered Light) wird von den Zellen in
einem Winkel von 90 ° abgestrahlt, wodurch man Informationen Uber die Granularitat der
Zellen erhélt. Werden durch die Laser auf den Zellen gekoppelte Fluorochrome angeregt,
so ist die Anzahl der gemessenen Fluoreszenzsignale proportional zur Anzahl der
Fluorochrommolekile auf der Zelloberflache. Durch Photomultiplier wird sowohl die
Lichtstreuung als auch die Fluoreszenzintensitat der Zellen detektiert. Ein elektronisches
System erhalt die Lichtimpulse von der optischen Einheit und Gbermittelt sie zur
Datenauswertung an den Computer. Die digitalen Signale kénnen durch die Software
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CellQuest 3.3 oder Diva 6.0 (beide Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland)

ausgewertet werden.

Durchfiihrung der Inmunfluoreszenzfarbung

Die Zellen werden mit einer Zellzahl von 1 x 108ml in FACS-Puffer aufgenommen. Von
dieser Zellsuspension werden jeweils 100 pl pro Well in einer unsterilen 96-Well-Platte
verteilt. Die Platte wird zentrifugiert (4 °C, 2 min, 350 g) und der Uberstand wird
verworfen. Darauf folgt die eigentliche Farbung der Zellen mit dem jeweiligen Antikdrper.
Es werden 20 pl/well des Primarantikérpers hinzu pipettiert, bei einer Doppelfarbung (z.B.
HLA-DR) wird der zweite Antikdrper zur selben Zeit appliziert. Es wird fir 20 Minuten bei 4
°C im Dunkeln inkubiert. Nach der Inkubationszeit werden die Zellen zweimal mit 150 pl
FACS-Puffer gewaschen (4 °C, 2 min, 350 g). Danach wird bei nicht direkt markierten
Antikérpern der Sekundarantikérper (20 pl/Well) hinzu gegeben und bei 4 °C fur 15
Minuten unter Lichtausschluss inkubiert. Es folgen final 2 Waschschritte mit 150 uyl FACS-
Puffer/Well (4 °C, 2 min, 350 g), um die Uberschiissigen Antikdrper zu entfernen. Die
Zellen kdnnen nun in 150 pl FACS-Puffer aufgenommen und in FACS-Réhrchen Uberfuhrt
werden und sind bereit zur Analyse im Durchflusszytometer.

3.12.1 Fluoreszenzfarbung von dendritischen Zellen

Die generierten reifen DC werden zu Kontrollzwecken mit Antikérpern gegen CD2, CD14,
CD19, CD80, CD86 und HLA-DR markiert. Die Durchfihrung der Fluoreszenzfarbung
erfolgt wie oben beschrieben.

3.12.2 Fluoreszenzfarbung von CD4" T-Zellen

Die isolierten CD4" T-Zellen werden mit direkt markierten Antikérpern auf ihre Reinheit hin
Uberprift. Gefarbt wird mit Antikérpern gegen CD4 sowie CD8. Die Fluoreszenzfarbung
wird wie oben beschrieben durchgefihrt.
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3.13 Farbung von CD4" T-Zellen mit Proliferationsfarbstoffen

3.13.1 CFSE-Farbung

Carboxyfluoreszein Diacetat Succinimidyl Ester (CFDA-SE) wird dazu verwendet, um die
Proliferation von Zellen durchflusszytometrisch analysieren zu kénnen. CFDA-SE dringt
durch Diffusion durch die Membran in die Zelle ein. Dort werden die zwei Acetatgruppen
des noch farblosen und nicht fluoreszenten Farbstoffs von intrazelluldren Esterasen
gespalten. Dabei entsteht der hochfluoreszente Carboxyfluoreszein Succinimidyl Ester
(CFSE), der an freie Amine von zytoplasmatischen Proteinen bindet und so die Zelle nicht
mehr verlassen kann. Bei Zellteilung werden von dem Farbstoff 50 % gleichmaBig an die
Tochterzelle weitergegeben. Somit reduziert sich die Fluoreszenzintensitat um die Halfte,
was mit Hilfe eines Durchflusszytometers gemessen werden kann. CFSE wird mit dem
blauen Laser (488 nm) angeregt und emittiert griines Licht mit einer Wellenlange von 517

nm.

Durchfihrung der CFSE-Farbung

Nach der 3-tdgigen Ruhephase der Primarkultur (siehe Abb. 3.2) werden sowohl die
allergenspezifischen als auch die Kontroll-T-Zellen gewonnen, gezéhlt und zentrifugiert
(RT (Raumtemperatur), 10 min, 350 g). Von einer 10 mM CFSE-Stammlésung wird eine
1:100 Verdiinnung mit 37 °C warmem PBS hergestellt. 1 bis 2 x 10’ Zellen werden in 1 ml
vorgewarmtem PBS (37 °C) in einem 15 ml Zentrifugationsréhrchen aufgenommen und
resuspendiert. Pro 1 ml PBS werden 10 pl der CFSE-Verdinnung hinzugegeben, womit
man eine CFSE-Endkonzentration von 1 pM erhalt. Die mit CFSE versehene
Zellsuspension wird anschlieBend fir 20 Minuten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Zum
Abstoppen der Farbung wird das jeweilige Zentrifugationsréhrchen mit X-VIVO 20 + 2 %
HSA 20 % aufgefiillt und bei RT zentrifugiert (10 min, 350 g). Danach wird der Uberstand
verworfen und die T-Zellen kénnen in Kulturmedium (IMDM + 5 % autologes Serum) auf
die entsprechende Zellzahl (5 x 10%/ml) eingestellt werden.

3.13.2 CellTrace™ Violet-Farbung

CellTrace Violet ist ein phenolischer Fluoreszenzfarbstoff, mit dem die Proliferation von
Zellen im Durchflusszytometer gemessen werden kann und dessen Funktion auf dem
Prinzip von CFSE (siehe 3.14.1) basiert. CellTrace Violet diffundiert durch die
Zellmembran in das Zytoplasma einer Zelle hinein und wird dort von freien Esterasen
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aktiviert. Durch die Bindung an intrazellulare Amine ist der Farbstoff nicht langer
membrangangig und verbleibt so in der Zelle. Bei Zellteilung wird der Farbstoff zur Hélfte
an die Tochterzelle weitergegeben. So kommt es bei jeder neu entstehenden
Tochtergeneration zu einem Verlust der Fluoreszenzintensitat von 50 %, was durch eine
durchflusszytometrische Messung detektiert werden kann. Angeregt wird CellTrace Violet
mit dem violetten Laser (405 nm) und emittiert blaues Licht mit einer Wellenlange von 455

nm.

Durchfihrung der CellTrace Violet-Farbung

Die nach der CD4-Aufreinigung gewonnenen T-Zellen werden mit dem
Proliferationsfarbstoff CellTrace™ Violet gefarbt, bevor sie mit unbeladenen und
allergenbeladenen DC in einer Primarkultur kokultiviert werden. Von dem Farbstoff wird
eine 5 mM Stocklésung hergestellt, indem der Inhalt eines Réhrchens lyophilisierten
CellTrace™ Violet in 20 ul DMSO aufgenommen wird. Die CD4" T-Zellen werden auf eine
optimale Konzenteration von 1 x 10%/ml in einem 15 ml Zentrifugationsréhrchen eingestellt
und mit einer Endkonzentration von 0,5 uM gefarbt. Hierzu wird pro 10 ml Zellsuspension
1 ul der CellTrace™ Violet Stockldsung hinzupipettiert und fiir 20 Minuten im Brutschrank
bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend werden die Zellen pelletiert (RT, 10 min, 350 g), wonach
der Uberstand verworfen wird. Die Farbung wird abgestoppt, indem die Zellen in 10 ml
IMDM mit 5 % autologem Serum aufgenommen und erneut zentrifugiert werden (RT, 10
min, 350 g). Nach Wiederholung dieses Vorgangs kénnen die T-Zellen in Medium (IMDM
+ 5 % autologes Serum) aufgenommen und auf die entsprechende Zellzahl (5 x 10%/ml)
eingestellt werden.

3.14 Proliferationsmessung

3.14.1 Proliferationsmessung mittels *H-Thymidinassay

Die durch antigenpréasentierende Zellen induzierte T-Zell-Proliferation wird mit Hilfe eines
®H-Thymidin-Proliferationsassays quantifiziert. Durch die Zugabe von *H-Thymidin (Methyl
®H-Thymidin) wird dieses wihrend der Proliferation in neu synthetisierte DNA eingebaut.
Nach einer definierten Inkubationszeit kann das eingebaute radioaktive Thymidin mit
einem B-Szintilationscounter als ,counts per minute” (cpm) gemessen werden. Um eine
bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewahrleisten, werden die cpm fir jedes
Allergen bei jedem Spender zu einem Stimulationsindex (SI) umgerechnet.
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3.14.1.1 Messung der Proliferation von CD4* T-Zellen in der Primarkultur

In diesem Proliferationsassay werden aus Probandenblut isolierte CD4* T-Zellen primar
mit reifen autologen DC stimuliert. Diese DC verbleiben entweder als Kontrolle unbeladen,
oder sind mit den Allergenen Bet v 1, Cor a 1 oder Dau c 1 beladen.

Alle Zellpopulationen werden fir diesen Assay in dem Medium IMDM mit 5 % autologem
Serum aufgenommen. Jeder Test wird mit 200 pl/Well und als Triplikat in einer 96-Well-
Zellkulturplatte angesetzt. Es werden 100 pl der DC pro Well in der entsprechenden
Zellzahl (0,25 x 10*/Well) vorgelegt, anschlieBend werden 100 pl der eingesteliten CD4*
T-Zellen (0,5 x 10°%/Well) hinzupipettiert. Dies entspricht einem Verhéltnis von 1:20.

Der Proliferationsassay wird flr drei Tage im Brutschrank inkubiert und danach wird mit
®H-Thymidin gepulst. Das ®H-Thymidin wird mit dem Medium RPMI 1:10 verdiinnt und mit
einer 1 ml-Einmal-Feindosierungsspritze mit 1 Tropfen/Well (= 1 uCi/Well) zugegeben. Es
folgt eine Inkubationszeit von weiteren 16 Stunden, wonach der Assay mit einem
Zellerntegerat dann an Tag 4 abgesaugt und so die Zellsuspension auf ein Filterpapier
aufgebracht wird. Nach dem Trocknen in einem Trockenschrank fiir 30 Minuten bei 100
°C wird das Filterpapier in einem Folienbeutel mit 10 ml der Szintillationsflissigkeit
eingeschweiBt. Nun kann die in die DNA eingebaute Radioaktivitdt und damit die
Proliferationsrate der CD4" T-Zellen mit Hilfe eines B-Szintillationscounters gemessen
werden.

Fir den Stimulationsindex (SI) bei der Priméarkulturproliferation werden alle Werte auf die
unspezifische Hintergrundproliferation der T-Zellen in Anwesenheit von unbeladenen DC
normalisiert. Diese unspezifische Proliferation hat per Definition den Wert 1. Die
Berechnung der Stimulationsindices fiir die einzelnen Allergene bei den jeweiligen
Spendern ergibt sich aus der Division des Mittelwerts der Triplikate der counts per minute
(cpm) bei Stimulation der T-Zellen mit allergenbeladenen DC durch den Mittelwert der
Triplikate der cpm bei Stimulation von T-Zellen mit unbeladenen DC.

3.14.1.2 Messung der Proliferation von CD4* T-Zellen in der Restimulation

Die in der Primérkultur bereits stimulierten und nun allergenspezifischen bzw. Kontroll-T-
Zellen werden gewonnen und erneut mit autologen, aus dem Durchlauf der CD4-Isolation
(siehe 3.12) generierten DC, restimuliert. Diese DCgestimuaion Sind ebenso wie die
DChrrimarkurrur @llergenbeladen (Bet v 1, Cor a 1 oder Dau ¢ 1) oder verbleiben als Kontrolle
unbeladen. Auch fir diesen Assay wird IMDM als Kulturmedium verwendet, welchem 5 %
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autologes Serum zugegeben wird. Jeder Testansatz wird in einer 96-Well-Zellkulturplatte
als Triplikat angelegt. Das Gesamtvolumen pro Well betragt 200 pl.

DC (0,25 x 10%/Well) und T-Zellen (0,5 x 10°/Well) werden in einem Verhaltnis von 1:20
fir zwei Tage im Brutschrank kokultiviert. Danach wird fiir weitere 16 Stunden mit 3H-
Thymidin gepulst. FUr das weitere Verfahren siehe 3.13.1.1.

Fir den SI bei der Restimulation werden alle Daten auf die unspezifische
Hintergrundproliferation normalisiert, die in diesem Falle entsteht, wenn CD4" T-Zellen
sowohl primér als auch sekundér mit unbeladenen DC stimuliert werden. Der Sl fUr diese
unspezifische Proliferation wird als SI = 1 definiert. Die Stimulationsindices fur die
Restimulation mit den einzelnen Allergenen errechnen sich aus der Division des
Mittelwertes der cpm von primdr bzw. sekundéar allergenspezifisch stimulierten T-Zellen

und dem Mittelwert der cpm von primar bzw. sekundar unspezifisch stimulierten T-Zellen.

3.14.2 Proliferationsmessung mittels Durchflusszytometrie

Neben dem *H-Thymidinassay kann die Proliferationsrate von CD4* T-Zellen, die hier
durch die Stimulation mit DC hervorgerufen wird, durch ein durchflusszytometrisches
Verfahren ermittelt werden. Hierzu werden die jeweiligen T-Zellpopulationen mit
fluoreszierenden Proliferationsfarbstoffen (CellTrace Violet bzw. CFSE) gefarbt (siehe
3.14).

3.14.2.1 Messung der Proliferation von CD4* T-Zellen in der Priméarkultur

Die frisch aus 100 ml Vollblut von allergischen Spendern isolierten CD4" T-Zellen werden
mit einer Endkonzentration von 0,5 pM des Proliferationsfarbstoff CellTrace Violet gefarbt
(siehe 3.14.2). Ein kleiner Teil von ihnen verbleibt zu Kontrollzwecken ungeférbt. Als
weitere Kontrolle fUr die spatere FACS-Messung wird eine CellTrace Violet-Einzelfarbung
von PBMC angefertigt. Nachdem die T-Zellen in dem Medium IMDM mit 5 % autologem
Serum aufgenommen wurden, werden die CellTrace Violet-positiven T-Zellen zum einen
mit den allergenbeladenen DC (Bet v 1 bzw. Cor a 1) und zum anderen mit Kontroll-DC
(unbeladen, OVA) kokultiviert. Die ungefarbten T-Zellen werden mit allergenspezifischen
DC (Bet v 1 bzw. Cor a 1) primér stimuliert. Die Primarkulturen werden in einer 12-Well-
Zellkulturplatte in einem Volumen von 1,5 ml angesetzt (Priméarkultur (PK) d0). Pro Well
werden 2,5 x 10° DC und 2,5 x 10° T-Zellen ausplattiert, was einem Verhaltnis von 1:10
entspricht. Am darauffolgenden Tag (PK d1), sowie an Tag 4 der Primarkultur (PK d4)
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wird von den jeweils unterschiedlichen Zellpopulationen ein kleines Aliquot (60 pl £ 1 x
10° T-Zellen) entnommen, in eine FACS-Platte Uberfihrt und auf 150 pl mit FACS-Puffer
aufgeflllt. Nach einem Zentrifugationsschritt (2 min, 350 g, 4 °C) werden die einzelnen
Proben jeweils in 150 pl FACS-Puffer aufgenommen und in ein FACS-Réhrchen pipettiert.
Die durchflusszytometrische Messung wird mit dem LSR Il durchgefiihrt, anschlieBend
erfolgt die Auswertung mit der Software Diva 6.0.

3.14.2.2 Messung der Proliferation von CD4* T-Zellen nach Restimulation

Die unterschiedlich priméar stimulierten T-Zellpopulationen werden am achten Tag der
Primarkultur (PK d8 = Restimulation (RS) d0) nach einer dreitdgigen Ruhephase wieder
aus der Zellkulturplatte gewonnen und erneut mit autologen allergenbeladenen DC (Bet v
1, Cor a 1) und Kontroll-DC (unbeladen, OVA) stimuliert. Im Gegensatz dazu werden die
CellTrace Violet-negativen T-Zellen ausschlieBlich mit dem identischen Allergen der
primdren Stimulation restimuliert. Vor der sekundaren Stimulation werden die bereits
CellTrace Violet-positiven Zellen zusatzlich mit 1 uM CFSE gefarbt (siehe 3.14.1). Die
bisher ungefarbte T-Zellpopulation verbleibt zu Kontrollzwecken CFSE-negativ. Als
zusatzliche Kontrolle fir die FACS-Messung wird eine CFSE-Einzelfarbung mit PBMC
durchgefiihrt. Nach der Farbung werden die unterschiedlichen T-Zellpopulationen in dem
Medium IMDM mit 5 % autologem Serum aufgenommen. Die Restimulation wird in einer
96-Well-Zellkulturplatte angesetzt, wobei von jeder Probe flir jeden Tag, an dem
gemessen wird, ein Well ausplattiert wird. Pro Well werden in einem Volumen von 150 pl
0,25 x 10° DC und 0,25 x 10° T-Zellen ausgesét (1:10). Die erste Messung erfolg an Tag
0/1 nach der CFSE-Farbung (RS d0/d1), die zweite Messung an Tag 3/4 (RS d3/4). Daflr
wird jeweils ein Well der entsprechenden Proben gewonnen, in eine FACS-Platte
Uberflhrt, herunterzentrifugiert (2 min, 350 g, 4 °C), anschlieBend in 150 ul FACS-Puffer
aufgenommen und in ein FACS-Réhrchen pipettiert. Die durchflusszytometrische
Messung erfolgt mit dem LSR I, die Auswertung mit der Software Diva 6.0.

3.15 Zytokinanalyse durch ELISA-Messung

Méchte man biologisch aktive Substanzen, wie z.B. Zytokine, in Zellkulturiberstanden
quantitativ nachweisen, so wird ein Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)
durchgefuhrt.
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Hierbei wird ein spezifischer Antikdrper (capture-Antikdrper (CpA)) gegen das jeweilige zu
detektierende Antigen auf einen speziellen Trager (96-Well-Mikrotiterplatte) gebunden.
Um unspezifische Bindungen zu vermeiden, werden die noch freien
Proteinbindungsstellen durch einen blockierenden Puffer abgesattigt. Der immobilisierte
Antikdrper bindet das nachzuweisende Antigen in der Probe in Abhé&ngigkeit seiner
Konzentration. Ein weiterer Antikdrper, der Detektions-Antikdrper (DA), der mit dem
Enzym Meerrettichperoxidase (HRP, engl. horseradish peroxidase) markiert ist, bindet an
ein anders Epitop des Antigens. Der so entstandene Antikérper-Antigen-Antikdrper-
Komplex, mit dem Antigen zwischen den beiden Antikérpern, erinnert an ein ,Sandwich®,
weshalb dieses Verfahren auch Sandwich-ELISA genannt wird. AnschlieBend wird eine
farblose Substratlésung zugegeben, die katalysiert durch das HRP-Enzym, in ein farbiges
Produkt umgewandelt wird. Fir die genaue Quantifizierung des Antigens wird eine
Standardreihe  mit  bekannten  Antigenkonzentrationen  bendtigt, womit eine
Kalibrierungskurve ermittelt werden kann. Anhand deren kann die Stérke des
gemessenen Farbsignals errechnet werden. Die Messung erfolgt fotometrisch mit Hilfe
eines ELISA-Mikrotiterplatten-Readers.

Fir die folgenden ELISA-Messungen werden Zellkulturiiberstande aus der Primérkultur
analysiert, die am dritten Tag (PK d3) gewonnen werden.

Durchfiihrung der ELISA-Messungen

Es werden folgende Zytokine mit kauflichen ELISA-Kits analysiert: IL-2 und IL-5 (beide BD
Biosciene, Heidelberg, Deutschland), sowie IL-4, IL-10, IL-13 und IFN-y (alle
Immunotools, Friesoythe, Deutschland), IL-9 (eBioscience, Frankfurt, Deutschland) und
IL-17 (R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland). Die Durchfiihrung der Messungen erfolgt
nach den jeweiligen Protokollen der Hersteller.

Die Sensitivitdt des IL-2-, IL-5- und IFN-y-ELISA liegt zwischen 15,6 pg/ml und 500 pg/ml,
die des IL-4-ELISA zwischen 14,1 pg/ml und 450 pg/ml, die des IL-10-ELISA zwischen 9,4
pg/ml und 300 pg/ml, IL-9 kann zwischen 3,1 pg/ml und 100 pg/ml detektiert werden und
IL-17 zwischen 31,3 pg/ml und 1000 pg/ml.

Generell wird von den Proben und den Standards eine Doppelbestimmung durchgefihrt.
Als erstes werden in den ELISA-Protokollen die 96-Well-Mikrotiter-Platten mit 100 pl des
CpA beschichtet. Dabei werden die IL-2, IL-5 und IL-9 CpA 1:250 in Carbonatpuffer, der
IL-4, IL-10, IL-13 und IFN-y CpA 1:100 in Carbonatpuffer und der IL-17 CpA 1:180 in PBS
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verdlinnt. Die Inkubation der CpA erfolgt immer tber Nacht bei 4 °C. Der IL-17 CpA stellt
eine Ausnahme dar und wird bei Raumtemperatur inkubiert.

Am darauf folgenden Tag wird der CpA entfernt. Dazu werden die Platten mit
Waschpuffer gewaschen (PBS + 0,01 % — 0,05 % Tween20) und zum Trocknen
ausgeklopft. Um unspezifische Bindungen zu vermeiden, werden im Anschluss die noch
freien Bindungsstellen fir eine Stunde bei Raumtemperatur mit jeweils 200 pl/Well eines
Blockierungspuffers  blockiert. ~ Als  Blockierungspuffer ~— wird  entweder  der
Verdinnungspuffer (IL-2, IL-5, IL-9) oder PBS + 1 % BSA (IL-4, IL-10, IL-13, IL-17, IFN-y)
verwendet. Nach einem weiteren Waschschritt werden die Proben und die Standardreihe
vorbereitet. Von den Proben wird eine adaquate Verdiinnung und von den Standards eine
1:2 VerdUnnungsreihe hergestellt. Von beidem werden jeweils 100 pl/Well auf die
Mikrotiterplatte aufgetragen. Die Inkubation von Proben und Standards erfolgt fur 1
Stunde (IL-4, IL-10, IL-13, IFN-y) bzw. fir 2 Stunden (IL-2, IL-5. IL-9, IL-17) bei
Raumtemperatur. Danach werden die Platten abermals gewaschen. Als nachstes wird der
DA in die Platten pipettiert (100 pl/Well), wobei hier die verschiedenen Protokolle
variieren. Bei IL-5 und IL-2 wird der DA 1:250 in Verdinnungspuffer aufgenommen und
gleichzeitig das Streptavidin-HRP-Konjugat darin 1:250 verdinnt. Die Inkubationszeit
betragt eine Stunde bei Raumtemperatur. Bei den Ubrigen ELISAs wird zuerst der
biotinylierte DA in Verdinnungspuffer verdunnt (IL-4, IL-10, IL-13, IFN-y: 1:100; IL-9:
1:250; IL-17: 1:180) und fir eine Stunde (IL-4, IL-9, IL-10, IL-13, IFN-y) bzw. fir zwei
Stunden (IL-17) bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend erfolgt ein Waschschritt und
dann kann auch hier das Streptavidin-HRP-Konjugat aufgetragen werden (100 pl/Well).
Es wird in Verdiinnungspuffer aufgenommen (IL-4, IL-10, IL-13, IFN-y 1:10000; IL-9 1:250;
IL-17 1:200) und fur 30 Minuten (IL-4, IL-9, IL-10, IL-13, IFN-y) bzw. 20 Minuten (IL-17)
inkubiert. Danach werden die Platten ein letztes Mal gewaschen. Im nachsten Schritt wird
die farblose Substratlésung aufgetragen (100 pl/Well). Die Mikrotiterplatten werden nun so
lange im Dunkeln inkubiert, bis bei dem niedrigsten Standard eine leichte Verfarbung zu
erkennen ist. Abgestoppt wird die Reaktion anschlieBend mit 2 N H,SO,4 (50 pl/Well).
Innerhalb der nachsten 30 Minuten kann die Extinktion mit einem Fotometer bei 450 nm
gemessen werden. Die Auswertung der Daten wird mit der Software KCdJunior
durchgefuhrt.
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3.16 Versuchsablauf

3.16.1 Analyse der T-Zellantwort von Allergikern und Nichtallergikern
mittels *H-Thymidinassay

An Tag 0 werden aus Vollblut der Probanden PBMC isoliert (siehe 3.9), um daraus DC (=
DChrrimarkutur) ZU generieren, die entweder mit Allergen beladen werden oder als Kontrolle
unbeladen verbleiben (siehe 3.10). Ab Tag 1 werden diese Zellen in dem Medium IMDM
mit 5 % autologem Serum, IL-4 und GM-CSF kultiviert (Abb. 3.1, Differenzierung
DChrrimarkutur)- Wéahrend der DC-Generierung werden an Tag 6 die Allergene Bet v 1, Cor a
1 und Dau ¢ 1 den zu beladenden Zellen appliziert (Abb 3.1, Allergenbeladung). Die
Uberpriifung von Reinheit und Reife der DC erfolgt an Tag mittels Durchflusszytometrie
(siehe 3.12.1). Am selben Tag werden dem gleichen Spender erneut 100 ml Vollblut
entnommen, um daraus wiederum PBMC zu isolieren (siehe 3.9). Aus diesen werden
CD4" T-Zellen angereichert (siche 3.11), deren Reinheit durch eine
durchflusszytometrische Messung kontrolliert wird (siehe 3.12.2). Die PBMC, die nach der
T-Zellisolation die Negativfraktion bilden, werden anschlieBend zu reifen DC
ausdifferenziert (= DCrestimuiation) Und spater zur Restimulation der T-Zellen verwendet. Die
DCrestimuiation Werden ebenfalls an Tag 6 mit den jeweiligen Allergenen beladen, bzw.
verbleiben zum Teil als Kontrolle unbeladen (Abb. 3.1, Differenzierung DCRgestimulation)-

An Tag 8 werden nun aus den DCpiimarurer Und den CD4* T-Zellen eine Primarkultur (Abb.
3.1, Primérkultur) und ein Proliferationsassay angesetzt. Am dritten Tag der Primarkultur
werden Zellkulturiberstande gewonnen um eine Analyse der Zytokine durchzufuhren.
Zwei Tage spater wird die Primarkultur fir 3 Tage in Ruhe gebracht (Abb. 3.1, Ruhe).

Die in der Primarkultur mit DCprimauiur kOKultivierten und nun primér stimulierten CD4" T-
Zellen werden nach acht Tagen geerntet und mit den ausgereiften DCrestimulation €rneut
stimuliert (Abb. 3.1, Restimulation). Auch hier wird ein Proliferationsassay angesetzt.
Sowohl die Proliferation der Primarkultur als auch die der Restimulation werden hier mit
Hilfe des radioaktiven *H-Thymidins an Tag 4 (=d4), bzw. Tag 3 (= d3) gemessen (siche
3.14.1.1 und 3.14.1.2).
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Testparameter: Testparameter:
Proliferation: nach 4d; Proliferation: nach 3d;
3H-Thymidin 3H-Thymidin

Zytokine: d3; ELISA

Differenzierung Allergen- | DC + CD4* T-Zellen

Ruhe
D(.':Primérkultur beladung Priméarkultur
Differenzierung Allergen-
DCReslimuIation beladung
1 I I I I I I I I I I I I I I I I I I 1
0 5 10 15 20 Tage

Abbildung 3.1 Versuchsablauf der T-Zellanalyse mittels 3H-Thymidinassay.

Dargestellt ist der Versuchsablauf der Analyse der T-Zellreaktivitat von Allergikern und Nichtallergikern mittels
®H-Thymidin auf die Allergene Bet v 1, Cor a 1 und Dau ¢ 1. Die ersten DC (DCprimarkuitor) Werden an Tag 0
isoliert und innerhalb von acht Tagen ausgereift. AnschlieBend werden sie mit angereicherten CD4" T-Zellen
zur primaren Stimulation kokultiviert (Priméarkultur). An Tag 3 der Primarkultur werden Uberstdnde gewonnen
und mittels ELISA hinsichtlich der Zytokine analysiert. Erneut werden DC an Tag 8 angesetzt (DCRgestimulation)s
die fiir die sekundare Stimulation der bereits voraktivierten T-Zellen eingesetzt werden (Restimulation). Die
Messung der Proliferation erfolgt mit Hilfe eines 3H-Thymidinassays.

3.16.2 Analyse der T-Zellantwort von Allergikern mittels
Durchflusszytometrie

Aus Vollblut des Probanden werden an Tag 0 PBMC isoliert (siehe 3.9) und
allergenbeladene bzw. unbeladene reife DC generiert (Abb. 3.2, DCprimarkurur)- Ab Tag 1
werden diese Zellen in dem Medium IMDM mit 5 % autologem Serum, IL-4 und GM-CSF
kultiviert (Abb. 3.2; Differenzierung DCprimarkutur). Am sechsten Tag erfolgt die Beladung
der noch unreifen DC mit Allergen (siehe 3.10), entweder mit Bet v 1, Cor a 1 oder mit
dem irrelevanten Allergen Ovalbumin (OVA) (Abb 3.2, Allergenbeladung). An Tag 8
werden die DC gewonnen und deren Reife wird durch eine durchflusszytometrische
Analyse Uberprift (siehe 3.12.1). Zusatzlich erfolgt die zweite Vollblutspende des
Probanden. Daraus werden erneut PBMC gewonnen, um daraus CD4" T-Zellen zu
isolieren (siehe 3.11), deren Reinheit im Durchflusszytometer Uberprift wird (siehe
3.12.2). Zur Bestimmung der Proliferation in der Priméarkultur werden die CD4" T-Zellen
anschlieBend mit dem Proliferationsfarbstoff CellTrace™ Violet (siehe 3.13.2) gefarbt. Aus
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den restlichen CD4-negativen PBMC werden erneut reife DC generiert, welche zur
Restimulation der CD4" T-Zellen verwendet werden (= DCpgestimuation)- Die zu beladenden
DC werden an Tag 6 mit den Allergenen Bet v 1, Cor a 1 oder OVA beladen und werden
zur Ausreifung gebracht (Abb. 3.2; Differenzierung DCrestimuiation)- AN Tag 8 wird aus den
DCerrimarkutur Und den CellTrace Violet™ bzw. CellTrace Violet” T-Zellen eine Primarkultur
angesetzt (Abb. 3.2; DC + CD4" T-Zellen Primarkultur). Nach fiinf Tagen wird die
Primarkultur fir 3 Tage in Ruhe gebracht. Die nun primar stimulierten CD4" T-Zellen
werden nach acht Tagen geerntet und mit einem zweiten Proliferationsfarbstoff (CFSE)
gefarbt (siehe 3.13.1), um die Proliferation der Zellen in der Restimulation analysieren zu
kénnen. AnschlieBend werden sie mit den DCgestimuation, deren Reife auch mittels
Durchflusszytometrie Uberprift wird (siehe 3.12.1), restimuliert (Abb. 3.2, Restimulation).
Die Proliferation der CD4" T-Zellen wird in der Priméarkultur an Tag 1 und Tag 4 nach
CellTrace Violet-Farbung gemesse, in der Restimulation an Tag 0 bzw Tag 1 und Tag 3
bzw. Tag 4 nach der CFSE-Farbung gemessen (siehe 3.14.2.1 und 3.14.2.2)

Testparameter: Testparameter:
Proliferation: nach d1 + d4; Proliferation: nach d0/d1+ d3/d4
CellTrace™Violet CFSE
Differenzierung Allergen | DC + CD4* T-Zellen o W
beladun S
DcPrimérkultur S Priméarkultur
CellTrace™Violet
Farbung
CFSE
A A Farbung
Differenzierung Allergen-
DCrestimutation beladung
I I I T I I I I I I I I I I I I I I 1
0 5 10 15 20 Tage

Abbildung 3.2 Versuchsablauf der T-Zellanalyse mittels Durchflusszytometrie

Dargestellt ist der Versuchsablauf der Analyse der T-Zellreaktivitdt von Allergikern mittels
Durchflusszytometrie auf die Allergene Bet v 1.0101, Cor a 1.0401 und Ovalbumin. Die DC zur
Primarstimulation der T-Zellen (DCprimarkuitur) Werden an Tag O generiert und innerhalb von acht Tagen
ausgereift. Danach werden sie mit isolierten CellTrace Violet gefarbten CD4" T-Zellen kokultiviert
(Primarkultur). Abermals werden DC an Tag 8 angesetzt (DCRgestimulation), die flir die Restimulation der bereits
primarstimulierten T-Zellen eingesetzt werden (Restimulation). Vor ihrer sekundaren Stimulation werden die T-
Zellen zusétzlich mit CFSE gefarbt. Die Messung der Proliferation erfolgt mit Hilfe der Proliferationsfarbstoffe
durchflusszytometrisch.
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3.17 Statistische Auswertung

Die statistischen Auswertungen werden mit Hilfe der Programme GraphPad Prism fir
Windows Version 5.02 und StatView fir Windows Version 5.0 durchgefiihrt. Es werden
Mittelwert, Median, Standardabweichung (SD, engl. Standard Deviation), Standardfehler
(SEM, engl. Standard Error of the Mean), Minimum, Maximum und Quartilen berechnet.
Die statistische Signifikanz der Proliferationsdaten wird mit dem Student’s-t-Test fir
paarige Stichproben analysiert.

Die ImmunoCAP Werte, die mit Allergenextrakt oder mit dem rekombinanten Allergen
erhoben wurden, werden durch den Wilcoxon signed rank test miteinander verglichen.
Hierzu wird das Programm SAS 9.2 verwendet.

Die IgE-Korrelation wird mit Hilfe des Spearman-Rangkorrelationtests ermittelt. Die
Korrelation wird als Korrelationskoeffizient r angegeben. Je naher r sich an den Wert 1
anndhert, umso hdher ist die Korrelation der zu analysierenden Werte.

Die Werte in der vorliegenden Arbeit werden dann als signifikant angesehen, wenn p <
0,05 st (* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001).
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4. Ergebnisse

4.1 Probandencharakterisierung

Im Rahmen dieser Arbeit wird die T-Zellantwort von 20 Allergikern und 12 gesunden
Spendern analysiert, die durch die rekombinanten Hauptallergene von Birke (Bet v
1.0101), Haselnuss (Cor a 1.0401) und Karotte (Dau ¢ 1.0104) induziert wird.
Grundsatzliches Kriterium fir die Auswahl der Allergiker ist das Vorhandensein einer Typ
I-Allergie gegen Birkenpollen mit einer assoziierten Nahrungsmittelallergie gegen
Haselnlsse und/oder Karotten.

Die Gruppe der analysierten Allergiker besteht aus 13 weiblichen und sieben ménnlichen
Personen. Die Altersverteilung liegt zwischen 28 und 59 Jahren. Das Durchschnittsalter
betragt 42 Jahre (Tab. 4.1). Neben Anamnese und Pricktest wird die Konzentration des
jeweiligen allergenspezifischen IgE gegen Birkenpollen-, Haselnuss- und Karottenextrakt
(Tab.4.1 und Abb. 4.1) sowie gegen die rekombinanten Allergene Bet v 1, Cor a 1 und
Dau ¢ 1 (Abb. 4.1) mit Hilfe des ImmunoCAP™-Systems (siehe 3.5) bestimmt.

Bei allen Teilnehmern der Studie mit Allergie liegt sowohl eine positive Anamnese als
auch ein positiver Pricktest gegen Birkenpollen vor. Nur bei A004 wurde aus
medizinischen Grinden kein Pricktest durchgeflihrt. Zusatzlich weisen die Atopiker eine
hohe Konzentration von Birkenpollenextrakt-spezifischem IgE im Blutserum auf (= CAP-
Klasse 3) (Tab. 4.1) sowie von Bet v 1-spezifischem IgE (= CAP-Klasse 2) (Abb. 4.1).

Bei allen 20 Allergikern kann allergenspezifisches IgE gegen Haselnussextrakt und
rekombinantes Cor a 1.0401 (Tab. 4.1 und Abb. 4.1) im Blutserum nachgewiesen werden
(CAP-Klasse = 2) und somit eine Nahrungsmittelallergie gegen Haselnlsse bestatigt
werden. Bei 18 dieser 20 Spender wurde zusatzlich ein Pricktest durchgefiihrt, der jeweils
deutlich positiv ausféllt. Bei zwei Spendern (A004, A043) wurde von der Durchfiihrung
eines Pricktests aus medizinischen Griinden abgesehen. Als Besonderheit ist
anzumerken, dass trotz nachgewiesener Haselnussallergie und einer damit
einhergehenden teils hohen CAP-Klasse, bei vier Spendern (A018, A075, A077, A126)
nach dem Verzehr von rohen Haselnlissen keinerlei Symptome, wie zum Beispiel ein
allergisches Allergiesyndrom (OAS), auftreten (Tab. 4.1).

Sehr heterogen ist das Bild bei den Allergikern im Hinblick auf die Nahrungsmittelallergie
gegen Karotten. Nur 13 der 20 Atopiker berichten von einer positiven Anamnese gegen
Karotten. Bestatigt wird dies bei 12 von ihnen durch einen positiven Pricktest. Es fallt
allerdings auf, dass bei dreien dieser 13 Probanden (A076, A094, A099) die CAP-Klasse
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0 gegen Karottenxtrakt, aber trotzdem in zwei Fallen (A076, A099) ein positiver Pricktests
vorliegt. Untersttzt werden die Ergebnisse des Pricktests bei AO76 und A099 durch die
positive IgE-Reaktivitat gegen das rekombinante Allergen Dau ¢ 1 (Abb. 4.1). Bei drei von
sieben Allergikern (A004, A037, A043) mit negativer Anamnese fir Karotte lasst sich
trotzdem allergenspezifisches IgE gegen sowohl das Extrakt als auch gegen das
rekombinante Allergen der Karotte nachweisen (CAP-Klasse 1-2) (Tab. 4.1 und Abb. 4.1).
Ein Spender mit negativer Anamnese flr Karotte (A064) reagierte positiv im Pricktest, was
jedoch nicht mit dem CAP-Test gegen das Allergenextrakt bestatigt werden kann (CAP-
Klasse = 0) (Tab. 4.1), sich aber im CAP-Test gegen das rekombinante Dau c 1
widerspiegelt (CAP-Klasse = 2) (Abb. 4.1).

Insgesamt leiden alle Allergiker nachweislich an einer Birkenpollenallergie, die mit einer
Nahrungsmittelallergie gegen Haselnisse und/oder Karotten assoziiert ist und erfillen
somit das Kriterium zur Teilnahme an dieser Studie.

Das Panel der gesunden Spender besteht aus 12 Personen im Alter von 23 bis 53 Jahren
(33 Jahre im Durchschnitt). Acht von ihnen sind weiblich, vier sind mannlichen
Geschlechts. Alle gesunden Probanden weisen eine negative Anamnese in Bezug auf
Birkenpollen, Haselnlisse und Karotten auf. Bei keinem Spender dieser Gruppe kann
allergenspezifisches IgE gegen die Extrakte von Birke, Haselnuss oder Karotte
nachgewiesen werden, auch kann keine IgE-Reaktivitdt gegen die rekombinanten
Allergene Bet v 1, Cor a 1 und Dau c 1 ermittelt werden. So kénnen diese Spender als
gesunde Kontrollgruppe dienen (Tab. 4.1).
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Abbildung 4.1 Spezifisches IgE von Allergikern gegen Birkenpollen, Haselniisse und Karotten.
Getestet wurde die IgE-Konzentration in den Seren von 20 Allergiker (A = Allergiker) gegen die
rekombinanten Allergene Bet v 1, Cor a 1 und Dau ¢ 1 (hellgraue Balken), sowie gegen die Allergenextrakte
von Birke, Haselnuss und Karotte (dunkelgraue Balken). Die Ergebnisse des ImmunoCAP-Tests werden als
Konzentration des spezifischen IgE [kUa/L] angegeben. Die schwarz gepunktete Linie markiert die Grenze zur
CAP-Klasse 2. # IgE-Konzentration < 0,1 kUa/l. (Abbildung modifiziert nach Hofmann et al.®%)
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Tabelle 4.1 Probandencharakterisierung.

Bei Allergikern (= A) und gesunden Kontrollen (= K) wird die Anamnese (+ positiv/- negativ) bezlglich einer
Allergie gegen Birkenpollen, Haselnlissen und Karotten erhoben. Getestet werden sie mittels Pricktest in
Bezug auf die Histaminkontrolle (Birkenpollen und Haselnuss: rekombinant; Karotte: nativ)
(Pricktestklassifizierung: - negativ; + maBig; ++ mittel; +++ stark; ++++ sehr stark) und ImmunoCAP gegen
den jeweiligen Allergenextrakt (CAP-Klassifizierung: O=negativ; 1-6=positiv). m = mannlich; w = weiblich.
(Tabelle modifiziert nach Hofmann et al.so)
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4.2 Einfluss der Allergene auf dendritische Zellen

Die ausgereiften allergenbeladenen und unbeladenen DC werden einer
durchflusszytometrischen Messung unterzogen. Dabei soll Uberprift werden, ob die
Beladung mit den rekombinanten Allergenen einen Einfluss zum einen auf die Reife und
zum anderen auf die Reinheit der dendritischen Zellen hat. Zur Analyse der Reife wird die
Expression der Oberflachenmolekile CD80, CD83, CD86 und HLA-DR gemessen, da
diese auf ausgereiften dendritischen Zellen heraufreguliert werden. Dabei sind CD80
(B7.1) und CD86 (B7.2) kostimulatorische Molekile der B7-Familie, die beide jeweils an
dem Rezeptor CD28 binden, der maBgeblich auf T-Zellen exprimiert wird, und somit das
zweite Signal fir die T-Zellaktivierung liefern®'. Des Weiteren ist CD83 der prominenteste
Marker fir reife humane dendritische Zellen® und HLA-DR, ein MHC lI-Molek(ll, ist fiir die
Antigenprasentation und so fir die Vermittlung des T-Zellsignals Uber den TCR
verantwortlich®®.

Durch die Analyse der Oberflachenmarker CD2, CD14 und CD19 soll untersucht werden,
ob durch eine Beladung mit rekombinantem Allergen eine Verunreinigung der DC durch
T-Zellen (CD2)**, Monozyten (CD14)% und B-Zellen (CD19)% begiinstigt wird.

In Abb. 4.2 ist die durchflusszytometrische Analyse an Tag 8 von reifen dendritischen
Zellen, die mit den rekombinanten Allergenen Bet v 1, Cor a 1 und Dau ¢ 1 beladen oder
zur Kontrolle unbeladen belassen wurden, zu sehen. Es liegt eine Doppelfarbung des
jeweiligen Markers (CD14, CD80, CD83, CD86) mit HLA-DR vor, eine Dreifachfarbung ist
fur die Oberflachenmarker CD2 und CD19 mit HLA-DR durchgeflihrt worden. Gezeigt sind
die Ergebnisse eines reprasentativen Spenders.

Die Oberflachenmolekile CD80, CD83, CD86 und HLA-DR werden sowohl auf
unbeladenen, als auch auf allen unbeladenen dendritischen Zellen im selben MaBe
exprimiert. Es sind keine Unterschiede und somit kein Einfluss auf den Reifezustand der
Zellen ersichtlich (Abb. 4.2A)

Betrachtet man CD2/19 und CD14 bei unbeladenen und allergenbeladenen dendritischen
Zellen, so ist die Expression dieser Oberflachenmolekile bei allen Proben gleichermaBen
sehr gering (< 2 %) (Abb. 4.2B). Es liegt also keine Verunreinigung mit T- und B-Zellen
oder Monozyten vor, die durch die Beladung mit den Allergenen hervorgerufen bzw.
verstarkt wird.

Betrachtet man den mittleren Fluoreszenzindex (MFI) aller zu analysierenden Marker, ein
MaB fur die Dichte des jeweiligen Markers auf der Zelloberflache, so lasst sich auch hier
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zwischen allergenbeladenen und unbeladenen DC kein Unterschied feststellen (Daten
nicht gezeigt).

Eine zusatzliche Information erlangt man durch das Betrachten von FSC und SSC (Abb.
4.2A, links), die Auskunft Uber die GroBe und Granularitéat, also die Morphologie der
Zellen geben. Bei beiden Faktoren ist bei unterschiedlicher Allergenbeladung, bzw. ohne
Allergen, kein Unterschied zu erkennen. Die rekombinanten Allergene Bet v 1, Cor a 1
und Dau ¢ 1 haben also keinen Einfluss auf die Morphologie von dendritischen Zellen.
Weder Reife, Reinheit noch Morphologie werden durch die Beladung mit den
rekombinanten Allergenen von Birke, Haselnuss und Karotte beeinflusst.

A B
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Abbildung 4.2 Einfluss der Allergene auf reife dendritische Zellen.

Gezeigt ist (A) der Vergleich der Granularitdét (FSC/SSC) (links) und der Vergleich der Expression von
Oberflachenmarkern fiir die Reife (CD80, CD83, CD86 und HLA-DR) (rechts) sowie (B) die Reinheit (CD2/19
und CD14) auf reifen unbeladenen bzw. allergenbeladenen (Bet v 1, Cor a 1 oder Dau ¢ 1) DC. Die primaren
Antikérper werden mit einem PE (Phycoerythrin)-markierten Sekundarantikérper geférbt. Der prozentuale
Anteil der doppelt positiven Zellen ist im oberen rechten Quadranten angegeben.
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4.3 Analyse der IgE-Kreuzreaktivitat

4.3.1 IgE-Korrelation

Wie in 4.1 gezeigt werden konnte, leiden alle Atopiker der Kohorte nachweislich (Prick-
Test, kommerzieller bzw. experimenteller ImmunoCAP-Test) an einer Birkenpollenallergie,
die mit einer Nahrungsmittelallergie gegen Haselnlisse und/oder Karotten assoziiert ist.
Setzt man die IgE-Reaktivitat gegen die einzelnen Allergene (Bet v 1, Cor a 1, Dau ¢ 1)
bzw. Allergenextrakte (Birkenpollen-, Haselnuss-, Karottenextrakt) in Korrelation
zueinander, so spiegelt sich dieser Tatbestand wider.

Bei 20 Allergikern kann mit hoher Signifikanz eine starke Korrelation zwischen den IgE-
Reaktivitdten von Birkenpollen- und Haselnussextrakt bzw. Bet v 1 und Cor a 1
(Spearman r = 0,96; p <0,0001 bzw. Spearman r = 0,94; p < 0,0001) festgestellt werden
(Abb. 4.3A). Denn je mehr sich der Korrelationskoeffizient Spearman r dem Wert 1
anndhrt um so hoéher ist die Korrelation. Ebenso kann bei 16 bzw. 20 Atopikern eine
signifikante, wenn auch geringere Korrelation zwischen den IgE-Reaktivitdten von
Haselnuss- und Karottenextrakt bzw. Cor a 1 und Dau ¢ 1 (Spearman r = 0,46; p = 0,0349
bzw. Spearman r = 0,51; p = 0,0115) gezeigt werden (Abb. 4.3B). Anders verhalt es sich
mit der Korrelation der IgE-Reaktivitdten zwischen Birkenpollen- und Karottenextrakt
(n=16). Hier kann keine signifikante Korrelation festgestellt werden (Spearman r = 0,39; p
= ns) (Abb. 4.3C). Es kann lediglich eine signifikante Korrelation zwischen den IgE-
Reaktivitaten der rekombinanten Allergene Bet v 1 und Dau ¢ 1 errechnet werden (n=20)
(Spearman r = 0,49; p = 0,0136) (Abb. 4.3). Die Darstellung der Korrelation zwischen den
IgE-Reaktivitdten der einzelnen Allergenextrakte bzw. rekombinanten Allergenen ist eine
gute Méglichkeit die Kreuzallergie der allergischen Spender zu visualisieren.
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Abbildung 4.3 IgE-Korrelation.

Dargestellt sind die Ergebnisse der ImmunoCAP-Tests gegen Allergenextrakte (links) und rekombinante
Allergene (rechts) von 20 Allergikern. Aufgetragen ist die IgE-Reaktivitdt gegen (A) Birkenextrakt versus
Haselnussextrakt (links) und Bet v 1 versus Cor a 1 (rechts), gegen (B) Haselnussextrakt versus
Karottenextrakt (links) und Cor a 1 versus Dau c¢ 1 (rechts) sowie gegen (C) Birkenextrakt versus
Karottenextrakt (links) und Bet v 1 versus Dau ¢ 1 (rechts). Die Korrelationen (Spearman r) und Signifikanzen
(p) sind gegeben; p < 0,05 = signifikant, ns = nicht signifikant; spez. = spezifisch. (Abbildung modifiziert nach
Hofmann et al.?)

4.3.2 IgE-Inhibition

Aufgrund der hohen Korrelation der IgE-Reaktivitat zwischen den rekombinanten
Allergenen Bet v 1 und Cor a 1 soll das AusmaB der IgE-Kreuzreaktivitdt genauer
analysiert werden. Dazu wurden dosisabhangige IgE-Inhibitions-ELISAs (siehe 3.6) im
Paul-Ehrlich-Institut in Langen durchgefuhrt. Analysiert werden die Seren von elf
Allergikern (A004, A009, A018, A037, A074, A076, A091, A099, A107, A120, A138), die
anhand ihrer hohen IgE-Reaktivitat ausgewahlt wurden.
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Fir die Versuche wird immobilisiertes Bet v 1 oder Cor a 1 eingesetzt. Zusatzlich werden
die Seren der Spender mit I6slichem Bet v 1, bzw. l6slichem Cor a 1 in ansteigenden
Konzentrationen prainkubiert. So soll die Bindung der im Serum vorhandenen
allergenreaktiven IgE-Antikérper an das jeweils immobilisierte Allergen kompetitiert
werden und dadurch die Bet v 1-reaktive bzw. Cor a 1-reaktive IgE-Spezies genauer
charakterisiert und auf Kreuzreaktivitat hin untersucht werden.

Die Bindung von Bet v 1-spezifischen IgE an immobilisiertes Bet v 1 wird durch eine
Prainkubation mit I6slichem Bet v 1 bei einer Konzentration von 10 bis 50 pg/ml maximal
inhibiert (Abb. 4.4, oben; weiBe Boxen). Erfolgt die Prainkubation des Serums hingegen
mit I6slichem Cor a 1, so wird auch hier die Bindung des IgE an Bet v 1 inhibiert,
allerdings zu einem weitaus geringeren Prozentsatz. Die maximale Inhibition,
hervorgerufen durch 50 pug/ml I6sliches Cor a 1, liegt zwischen 23 % und 75 % (Median:
44.8 % Inhibition) (Abb. 4.4, oben; graue Boxen). Somit liegt eine Kreuzreaktivitat von Bet
v 1-spezifischem IgE zu Cor a 1-spezifischem IgE vor.

Die Bindung des IgE aus dem Serum von Allergikern an immobilisiertes Cor a 1 wird
durch die Prainkubation mit I6slichem Cor a 1 bei einer Konzentration von 0,4 pug/ml bis 10
pg/ml bereits maximal inhibiert (Abb. 4.4, unten; graue Boxen). Bei umgekehrter
Prainkubation mit Bet v 1 verhélt es sich mit der Bindung der Cor a 1-reaktiven IgE-
Antikérper genauso. Auch hier wird dessen Bindung an das immobilisierte Cor a 1 bereits
bei einer Konzentration von 0,4 bis 10 pg/ml vollstandig kompetitiert (Abb. 4.4, unten;
weiBe Boxen).

Ermittelt man die relative Potenz (mittels Parallel Line Analysis, SoftMax® Pro 5 Software,
Molecular Devices Corporation, Kalifornien; durchgefihrt vom Institut fir Medizinische
Biometrie, Epidemiologie und Informatik (IMBEI)) von Cor a 1 und Bet v 1 als Inhibitor bei
der Bindung an immobilisiertes Cor a 1, so stellt sich heraus, dass trotz identischer
Inhibition (maximale Inhibition bei 0,4 — 10 pg/ml) der Cor a 1-spezifischen IgE-Bindung
eine deutlich niedrigere relative Potenz fiir den Inhibitor Cor a 1 vorliegt. Daher besitzt Cor
a 1-reaktives IgE dem Allergen Bet v 1 gegenliber eine héhere Aviditat als gegentiber Cor
a 1. Somit bindet Cor a 1-reaktives IgE dominant Bet v 1 (Abb. 4.4, unten, rechts), und wir
konnten hiermit eine hohe Kreuzreaktivitdt von Cor a 1-spezifischem IgE zu Bet v 1

nachweisen.
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Abbildung 4.4 IgE-Inhibition.
Gezeigt sind die zusammengefassten Daten von 11 untersuchten Spenderseren im ELISA-Inhibitionsassays.

Analysiert wird die IgE-Reaktivitdt gegen immobilisiertes Bet v 1 (oben) und immobilisiertes Cor a 1 (unten).
Angegeben sind % Inhibition. Die relative Potenz (unten rechts) wird mit Hilfe von SoftMax Pro 5.2 errechnet.
Dargestellt sind die Boxplots mit Median und Interquartilen, Minimum und Maximum. WeiBe Boxplots:
I6sliches Bet v 1; graue Boxplots: I6sliches Cor a 1 als Kompetitor. Signifikanzen: * p < 0,05; ** p < 0,01; ™" p
< 0,001; ns = nicht signifikant. (Abbildung modifiziert nach Hofmann et al.*)

4.4 Analyse der T-Zellantwort mittels *H-Thymidinassay

Die allergenspezifische Proliferation der CD4" T-Zellen von allergischen und
nichtallergischen Spendern, die durch allergenbeladene autologe DC induziert wird, wird
sowohl in der Primarkultur als auch in der Restimulation zundchst mit Hilfe des °H-

Thymidin-Proliferationsassays gemessen.
Auf die Zugabe von exogenen Zytokinen, wie z.B. IL-2 oder eine wiederholte Stimulation
der T-Zellen, wird in diesem System verzichtet. Dadurch soll ein unspezifischer

Hintergrund moglichst gering gehalten werden.
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4.41  T-Zellproliferation in der Primarkultur

Wahrend der Primarkultur kommen die CD4" T-Zellen von Allergikern und
Kontrollspendern zum ersten Mal in vitro durch beladene DC mit dem jeweiligen Allergen,
Bet v 1, Cor a 1 oder Dau c 1, in Kontakt. Die so induzierte primare Aktivierung der T-
Zellen wird als Stimulationsindex (Sl) dargestellt. Fir den Sl der Primarkulturproliferation
werden alle Werte auf die unspezifische Hintergrundproliferation der T-Zellen in
Anwesenheit von unbeladenen DC normalisiert. Diese unspezifische Proliferation hat per
Definition den Wert 1. Die Berechnung der Sl fiir die einzelnen Allergene bei den
jeweiligen Spendern ergibt sich aus der Division des Mittelwertes der Triplikate der counts
per minute (cpm) bei Stimulation der T-Zellen mit allergenbeladenen DC durch den
Mittelwert der Triplikate der cpm bei Stimulation von T-Zellen mit unbeladenen DC.

Fir die Analyse der T-Zellproliferation werden insgesamt 20 Allergiker und 12 gesunde
Kontrollpersonen im °H-Thymidinassay untersucht. Bei allen 20 Atopikern liegen
Ergebnisse zu der primaren Aktivierung mit Bet v 1 vor, bei 19 zu Cor a 1 und nur bei
neun zu Dau c 1. Bei allen 12 Kontrollspendern liegen Daten zur Primarstimulation mit Bet
v 1 und Cor a 1 vor, bei elf zu Dau c 1.

Wie in Abbildung 4.5 zu erkennen ist, findet nach priméarer Aktivierung mit Bet v 1 bei den
Allergikern im Vergleich zu der Kontrollgruppe eine signifikante Induktion der T-
Zellproliferation statt (Median Sl = 2,1). Ebenso verhélt es sich nach Stimulation der T-
Zellen von Allergikern mit Cor a 1 (Median SI = 1,5). Auch hier ist der Unterschied der
allergenspezifischen Proliferation zwischen Atopikern und Nichtallergikern signifikant.
Anders verhalt es sich bei der primaren Aktivierung mit Dau c 1. Hier kann im Vergleich zu
der nichtallergischen Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied festgestellt werden
(Abb. 4.5).
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Abbildung 4.5 T-Zellproliferation (3H-Thymidinassay) nach primérer Stimulation.

Gezeigt sind die zusammengefassten Ergebnisse von Allergikern (n=20) und Nichtallergiker (n=12) nach
primérer Stimulation der CD4" T-Zellen durch reife Bet v 1-, Cor a 1- oder Dau c 1-spezifische DC. Fir jede
Gruppe ist der Median angegeben. Der Stimulationsindex der allergenspezifischen Proliferation errechnet sich
aus der Normalisierung auf die Proliferation, die durch unbeladene DC induziert wird. Sl=1 ist die
unspezifische Hintergrundproliferation der T-Zellen in Anwesenheit von unbeladenen DC bei allen Spendern.
Signifikant: p < 0,05; ns = nicht signifikant. (Abbildung modifiziert nach Hofmann et al.® )

Betrachtet man die Spender im Einzelnen, so fallt zunachst auf, dass es eine groB3e
Varianz im Hinblick auf den Sl existiert (Allergiker: SI = 0,7 — 8,0; Nichtallergiker: SI = 0,3
— 2,2) (Abb. 4.6). Des Weiteren ist festzustellen, dass 16 von 20 Allergikern eine
signifikante Bet v 1-induzierte T-Zellproliferation aufweisen, die Uber dem Niveau der
Hintergrundproliferation liegt (SI > 1). Auch zehn von 19 Atopikern zeigen eine signifikante
Cor a 1-spezifische Induktion der T-Zellproliferation. Dagegen kann nur bei drei von neun
allergischen Spendern eine signifikante Proliferation der T-Zellen gezeigt werden, die
durch Dau ¢ 1-beladene DC stimuliert werden. Dabei liegt diese Proliferation bei einem
Spender lediglich auf H6he der Hintergrundproliferation (Abb. 4.6).

Bei den gesunden Kontrollspendern weisen nur drei von 12 Probanden eine signifikante
durch Bet v 1 hervorgerufene allergenspezifische Proliferation auf. Bei den Cor a 1-
stimulierten T-Zellen kann lediglich bei einem Spender eine signifikante Proliferation
nachgewiesen werden und bei einer Stimulation der T-Zellen mit Dau ¢ 1-beladenen DC
liegt die Proliferation nur bei zwei nichtallergischen Spendern bei einem Sl > 1. Allerdings
sind diese Werte nicht signifikant (Abb. 4.6).

Es kann also gezeigt werden, dass bei den Allergikern im Vergleich zu der gesunden
Kontrollgruppe eine signifikante allergenspezifische T-Zellantwort durch die Allergene Bet

v 1 und Cor a 1 induziert werden kann.
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Abbildung 4.6 Individuelle T-Zellproliferation (3H-Thymidinassay) nach primérer Stimulation.

Dargestellt sind die individuellen Daten von Allergikern (n=20) und Nichtallergikern (n=12) der priméaren
Stimulation von CD4" T-Zellen mit reifen Bet v 1-, Cor a 1- oder Dau c 1-spezifischnen DC. Der
Stimulationsindex (Sl) der allergenspezifischen Proliferation errechnet sich aus der Normalisierung auf die
Proliferation, die durch unbeladene DC induziert wird (SI=1) und bei jedem einzelnen Spender aus Triplikaten
gemittelt wird. Angegeben ist die Standardabweichung (SD). Die Signifikanzen beziehen sich auf die durch
unbeladene Kontroll-DC induzierte Proliferation (Sl=1). Schwarz gepunktete Linie: Sl=1. * p < 0,05; # nicht
durchgefiihrt. (Abbildung modifiziert nach Hofmann et al.*)

4.4.2 Zytokine in der Primarkultur

Zur besseren Charakterisierung der T-Zellantwort auf die Allergene Bet v 1, Cor a 1 und
Dau ¢ 1 werden an Tag drei der priméaren Stimulation der CD4" T-Zellen Kulturiiberstdnde
gewonnen und deren Zytokingehalt mit Hilfe von ELISA-Messungen analysiert. Bei
Allergikern und gesunden Spendern werden insbesondere die Th2-Zytokine IL-5 und IL-
13, IL-9, das sowohl von Th2- als auch von Th9-T-Zellen produziert wird, das Th1-Zytokin
IFN-y sowie das regulatorische Zytokin IL-10 genauer betrachtet.

Dabei zeigt sich, dass die T-Zellantwort bei der Allergikergruppe stark von dem Th2-
Zytokin IL-5 dominiert ist und von einer signifikant erhdhten Produktion von IL-9 und IL-13
begleitet wird.

Werden CD4" T-Zellen von Atopikern primar mit Bet v 1- oder Cor a 1-spezifischen DC
stimuliert, so ist die IL-5-Produktion in beiden Fallen im Gegensatz zur Stimulation mit
unbeladenen DC signifikant erhéht (unbeladen, Median: 140 pg/ml; Range: 15 — 770
pg/ml; Bet v 1, Median: 560 pg/ml; Range: 111 — 3760 pg/ml bzw. Cor a 1, Median: 269;

53



Ergebnisse

Range: 15 — 1452 pg/ml). Bei der Primarstimulation mit Dau ¢ 1 ist die IL-5-Produktion
nicht signifikant gesteigert, jedoch ist hier eine Tendenz zur erhdhten Sekretion des
Zytokins im Vergleich zur unspezifisch stimulierten Kontrolle erkennbar (Dau ¢ 1, Median:
257 pg/ml; Range: 65 — 1004 pg/ml) (Abb. 4.7A).

Auch eine signifikante Zunahme der IL-9-Sekretion kann bei den Allergikern als Reaktion
auf sowohl Bet v 1 (Median: 147 pg/ml; Range 3 — 2594 pg/ml), Cor a 1 (Median: 76
pg/ml; Range: 3 — 958 pg/ml) als auch Dau ¢ 1 (Median: 89 pg/ml; Range: 3 — 660 pg/ml)
im Vergleich zur Aktivierung durch antigenunspezifische DC (Median: 33 pg/ml; Range: 3
— 305 pg/ml) gemessen werden (Abb. 4.7A).

Die ELISA-Messung von IL-13 zeigt ebenfalls eine signifikant erhéhte Sekretion des Th2-
Zytokins als Antwort auf die Stimulation mit Bet v 1 (Median: 114 pg/ml; Range: 4 — 943
pg/ml) und Cor a 1 (Median: 70; Range: 4 — 634 pg/ml) im Vergleich zur unspezifischen
Stimulation (Median: 47 pg/ml; Range: 4 — 516 pg/ml). Doch schon wie bei IL-5 Iasst sich
auch hier durch die Aktivierung mit Dau ¢ 1-beladenen DC lediglich eine nicht signifikante
Tendenz zur vermehrten IL-13-Produktion erkennen (Abb. 4.7A).

Betrachtet man die Zytokinproduktion von IL-5, IL-9 und IL-13 bei der gesunden
Kontrollgruppe, so ist bei keinem der Zytokine eine signifikante Erhéhung der Sekretion
als Antwort auf die Allergene Bet v 1, Cor a 1 oder Dau ¢ 1 nachweisbar (Abb. 4.7B).

Bei der Analyse des Th1-Zytokins IFN-y fallt zunachst auf, dass nur eine Stimulation mit
Bet v 1-spezifischen DC eine signifikante Steigerung der Zytokinproduktion bei Allergikern
bewirken kann (unbeladen, Median: 96 pg/ml; Range: 19 — 200 pg/ml; Bet v 1, Median:
159; Range: 41 — 355 pg/ml). Durch die Allergene Cor a 1 und Dau ¢ 1 wird keine
signifikant erndhte IFN-y-Sekretion induziert (Cor a 1, Median: 138 pg/ml; Range: 26 —
253 pg/ml; Dau ¢ 1, Median: 69 pg/ml; Median: 15 — 441 pg/ml) (Abb. 4.7B). In der
Kontrollgruppe kann keines der Allergene eine signifikante IFN-y-Sekretion bewirken.
Allerdings liegt die Produktion dieses Zytokins sowohl bei Allergikern als auch
Nichtallergikern auf demselben Niveau (Abb. 4.7B).

In beiden Spendergruppen ist das regulatorische Zytokin IL-10 nicht nachweisbar (Abb.
4.7B).
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Abbildung 4.7 Zytokinsezernierung nach primérer T-Zellstimulation.

Allergen der Primérstimulation

0?} 00 orb
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Gezeigt ist das Zytokinprofil von Allergikern (n=20) und Nichtallergikern (n=12) nach priméarer Stimulation (Tag
3) der CD4" T-Zellen mit reifen unbeladenen Kontroll-DC (Kir.) oder allergenspezifischen (Bet v 1, Cor a 1

oder Dau ¢ 1) DC. A: IL-5, IL-9 und IL-13; B: IFN-yund IL-10. Signifikant: p < 0,05; ns = nicht signifikant.
(Abbildung modifiziert nach Hofmann et al.eo)
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Aufgrund der ahnlichen IFN-y-Produktion bei Atopikern und der Kontrollgruppe ist es
interessant, das Verhaltnis von Th2-Zytokin IL-5 zu Th1-Zytokin IFN-y einer genaueren
Analyse zu unterziehen (Abb. 4.8). Dabei werden die einzelnen Mediane von IL-5 und
IFN-y des jeweiligen Allergens zueinander ins Verhaltnis gesetzt. Es ist zu erkennen, dass
das Verhéltnis bei den Allergikern im Gegensatz zu den Nichtallergikern bei allen
Allergenen (Bet v 1, Cor a 1 und Dau c 1) signifikant héher ist. Dies deutet darauf hin,
dass die T-Zellantwort gegen die Allergene in der Atopikergruppe deutlich durch das Th2-
Zytokin IL-5 dominiert wird (Abb. 4.8).
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Abbildung 4.8 Zytokinverhaltnis IL-5/IFN-y.

Das Verhéltnis der Zytokine IL-5 zu IFN-y wird fur jeden Allergiker (n=20) und gesunde (n=12) Spender
einzeln berechnet und hier als Durchschnitt + SEM zusammengefasst dargestellt. Signifikanzen: * p < 0,05; **
p < 0,01. (Abbildung modifiziert nach Hofmann et al.*)

Zusétzlich wurden die Zytokine IL-2, IL-4 und IL-17 gemessen, konnten jedoch in den
Uberstdnden aus der Priméarkultur am dritten Tag nicht nachgewiesen werden (Daten
nicht gezeigt).

4.4.3 T-Zellproliferation nach identischer und homologer
Restimulation

Fur die Restimulationsversuche werden die CD4" T-Zellen von Allergikern und gesunden
Spendern, die primar bereits mit den Allergenen Bet v 1, Cor a 1 oder Dau ¢ 1 voraktiviert
bzw. zu Kontrollzwecken unspezifisch mit unbeladenen DC stimuliert wurden (siehe
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4.1.1), mit dem jeweils identischen Allergen aus der Primarkultur, d.h. (Betv 1 — Bet v 1)
bzw. (Cor a 1 — Cor a 1) oder dem homologen Allergen, d.h. (Cor a 1 — Bet v 1) bzw.
(Dauc1 — Betv1)und (Betv1 — Cora 1) bzw. (Dau c 1 — Cor a 1) reaktiviert. Die
Restimulation mit Dau ¢ 1 ist nicht gezeigt. AnschlieBend erfolgt auch hier die Messung
der Proliferation mittels *H-Thymidininkorporation.

Um eine Kreuzreaktivitdt nachweisen zu kdnnen, werden zunéchst alle Daten auf die
unspezifische Hintergrundproliferation normalisiert, die in diesem Falle entsteht, wenn
CD4" T-Zellen sowohl primar als auch sekundar mit unbeladenen DC stimuliert werden.
Der Sl fur diese unspezifische Proliferation wird als SI = 1 definiert. AnschlieBend, muss
der Sl der T-Zellen bestimmt werden, die primar unspezifisch mit unbeladenen DC
stimuliert wurden und sekundéar mit dem jeweiligen Kreuzallergen reaktiviert werden, hier:
(Kontrolle — Bet v 1) bzw. (Kontrolle — Cor a 1). Dieser wird dann jeweils mit dem Sl der
T-Zellen verglichen, die primar allergenspezifisch voraktiviert wurden und mit dem
homologen Allergen restimuliert werden, hier: (Cora 1 — Betv 1) und (Dauc 1 — Bet v
1), bzw. (Bet v 1 — Cor a 1) und (Dau ¢ 1 — Cor a 1). Ist der Sl dieser T-Zellen im
Vergleich zu der Kontrolle signifikant erhéht, so kann man von einer vorhandenen
Kreuzreaktivitat sprechen.

Im Folgenden werden die T-Zellantworten nach der Restimulation von insgesamt 15
Atopikern und 12 gesunden Kontrollen analysiert.

Betrachtet man die Restimulation mit Bet v 1 in der Gruppe der Allergiker, so ist zu
erkennen, dass die identische sekundare Stimulation (Bet — Bet; SI = 2,9) im Vergleich
zur Kontrolle (Ktr. — Bet; SI = 1,5) einen signifikant erhdhten Stimulationsindex aufweist.
Genauso verhalt es sich mit den T-Zellen der Allergiker, die mit den Homologen Cor a 1
(Cora1—Betv1;SI=29)und Dauc 1 (Dauc1— Betv 1; SI=2,3)in der Primarkultur
voraktiviert wurden. Auch hier ist der Anstieg der Proliferation verglichen mit der Kontrolle
signifikant, man kann hier also von einer T-Zellkreuzreaktivitat zwischen Bet v 1 und Cor a
1 sprechen (Abb. 4.9 oben, links).

Bei der Restimulation mit Cor a 1 sind die Ergebnisse ahnlich. Die mit dem identischen
Allergen restimulierten T-Zellen (Cor a 1 — Cor a 1; Sl = 2,7), und diejenigen, die primar
mit Bet v 1 voraktiviert wurden (Bet v 1 — Cor a 1; S| = 2,5) haben beide im Vergleich zur
Kontrolle (Kir. — Cor a 1; SI = 1,1) eine signifikant gesteigerte Proliferation. Bei primér
Dau ¢ 1-stimulierten T-Zellen (Dau ¢ 1 — Cor a 1; Sl = 1,1) kann dieses Phanomen nicht
beobachtet werden. Die Proliferation liegt auf einer Ebene mit der Kontrolle, es gibt keinen
signifikanten Unterschied (Abb. 4.9 oben, rechts). Eine Kreuzreaktivitat ist hier nur
zwischen Bet v 1 und Cor a 1 nachweisbar.
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In der Gruppe der nichtallergischen Kontrollspender ist weder bei identischer
Restimulation (Bet v 1 — Bet v 1; SI = 1,1 bzw. Cor a 1 — Cor a 1; SI = 1,1) noch bei
Restimulation mit den jeweils homologen Allergenen (Cor a 1 — Bet v 1; SI = 1,1 bzw.
Dauc1—Betv1;SI=1,0undBetv1— Cora1;SI=1,1bzw. Dauc1 — Cora 1; Sl =
1,1) ein signifikanter Effekt im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen (Kitr. — Bet v 1; Sl =
1,0 bzw. Kontrolle — Cor a 1; SI = 1,1) zu erkennen. Die Proliferation der
Kontrollpopulationen, sowie die der identisch- und kreuzreaktivierten T-Zellen liegt auf
einem Niveau. Es kann keine T-Zellkreuzreaktivitdt nachgewiesen werden (Abb. 4.9

unten, rechts und links).
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Abbildung 4.9 T-Zellproliferation (3H-Thymidinassay) nach Restimulation.

Dargestellt sind die zusammengefassten Ergebnisse der Restimulation mit Bet v 1 (links) und Cor a 1 (rechts)
von Allergikern (n=15) (oben) und gesunden (n=12) (unten) Spendern. Der Stimulationsindex (SlI) der
allergenspezifischen Proliferation errechnet sich aus der Normalisierung auf die Proliferation, die durch
unbeladene DC bei priméar unspezifisch aktivierten T-Zellen induziert wird (S| = 1; schwarz gepunktete Linie).
Signifikant: p < 0,05; ns = nicht signifikant. (Abbildung modifiziert nach Hofmann et al.®°)
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Zur weiteren Analyse der T-Zellkreuzreaktivitdt und um einen genaueren Einblick in die
individuelle T-Zellantwort der einzelnen allergischen Spender zu erlangen, werden die
Daten der identischen Restimulation und der Restimulation mit dem jeweils homologen
Allergen der einzelnen Probanden einer anderen Normalisierung unterzogen. Sie werden
nicht wie oben gezeigt auf die Hintergrundproliferation (Kontrolle — Kontrolle)
abgeglichen, sondern auf die Kontrollen (Kontrolle — Bet v 1) = 100 % (Abb. 4.10 links)
und (Kontrolle — Cor a 1) = 100 % (Abb. 4.10 rechts).

Werden die Cor a 1-voraktivierten T-Zellen der allergischen Spender mit dem homologen
Allergen Bet v 1 restimuliert (Cor a 1 — Bet v 1), so gibt es im Vergleich zur Kontrolle (Ktr.
— Bet v 1) bei elf von 15 Probanden (A009, A018, A019, A037, A074, A076, A091, A094,
A107, A120 und A126) eine signifikant erhéhte Proliferation. Somit weisen 73 % der
Spender eine T-Zellkreuzreaktivitét zwischen Cor a 1 und Bet v 1 auf. Die Analyse der mit
Dau c¢ 1 primar stimulierten und mit Bet v 1 sekundar aktivierten T-Zellen (Dau ¢ 1 — Bet
v 1) ergibt, dass bei fiinf von sieben Spendern (A018, A019, A091, A094 und A120) eine
relevante T-Zellantwort induziert werden kann. Es kann also bei 71 % dieser Probanden
eine Kreuzreaktivitat zwischen Dau ¢ 1 und Bet v 1 gezeigt werden (Abb. 4.10, links).
Wird mit Cor a 1 restimuliert, so ist bei primar Bet v 1-stimulierten T-Zellen (Bet v 1 — Cor
a 1) von Allergikern in 13 von 15 Fallen eine signifikante Erhdhung der Proliferation zu
beobachten. Daraus lasst sich schlieBen, dass 87 % dieser Atopiker eine T-
Zellkreuzreaktivitat zwischen Bet v 1 und Cor a 1 aufweisen. Sind die T-Zellen allerdings
mit Dau ¢ 1 voraktiviert (Dau ¢ 1 — Cor a 1), kann lediglich bei einem Spender (A018)
eine signifikant gesteigerte Proliferation festgestellt werden. Also haben nur 17 % der
Spender eine kreuzreaktive T-Zellantwort zwischen Dau ¢ 1 und Cor a 1 (Abb. 4.10,
rechts).

Die beiden experimentellen Ansatze, zum einen die Restimulation mit Bet v 1 und zum
anderen mit Cor a 1, zeigen, dass insgesamt alle 15 auf diese Weise analysierten
Spender in mindestens einem der beiden Versuchsreihen eine T-Zellkreuzreaktivitat
zwischen den Allergenen Bet v 1 und Cor a 1 aufzeigen (Bet v 1 — Cor a 1 oder Cor a 1
— Bet v 1) (Abb. 4.9 und Abb. 4.10).
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Abbildung 4.10 Individuelle T-Zellproliferation (3H-Thymidinassay) nach Restimulation.

Gezeigt ist die individuelle T-Zellproliferation nach Restimulation mit Bet v 1 (links) und Cor a 1 (rechts). Die
Daten sind auf die Proliferation von primar unspezifisch aktivierten T-Zellen, die mit dem jeweiligen Allergen
restimuliert werden normalisiert ((Kir. — Bet v 1) = 100 % bzw. (Kitr. — Cor a 1) = 100 %). Die errechneten
Signifikanzen beziehen sich auf die jeweiligen Kontrollen ((Ktr. — Bet v 1) bzw. (Kir. — Cor a 1)) Schwarze
Linie = 100 %. * p < 0,05; ** p < 0,01; ns = nicht signifikant; n.d. = nicht durchgefiihrt. (Abbildung modifiziert
nach Hofmann et al.?)

4.5 Analyse der T-Zellantwort mittels Durchflusszytometrie

Der *H-Thymidinassay ist eine bewahrte Standardmethode, um die Proliferation von CD4*
T-Zellen in der Primarkultur und nach Restimulation zu messen. Jedoch ist dieses
Verfahren in mancher Hinsicht limitiert.

Bei der Analyse der T-Zellkreuzreaktivitat von Atopikern ist man mit diesem Assay nach
der Restimulation nicht in der Lage zu unterscheiden, welche T-Zellen nach sowohl
primarer als auch sekundarer, oder ausschlieBlich nach sekundarer Stimulation
proliferieren. Eine Analyse auf Ebene der T-Zellsubpopulationen ist somit nicht méglich
und das AusmaB der T-Zellkreuzreaktivitdt innerhalb der Subpopulationen kann nicht

bestimmt werden.
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Die Proliferationsmessung im Durchflusszytometer mit Hilfe von zwei unterschiedlichen
Proliferationsfarbstoffen ermdéglicht es nun, solche Subpopulationen zu differenzieren.
Hierzu werden die CD4" T-Zellen der Allergiker direkt vor der primaren Aktivierung mit
dem Proliferationsfarbstoff CellTrace Violet gefarbt. Vor der Restimulation werden diese
zuriick gewonnen und es wird zusatzlich eine Farbung mit CFSE durchgeflhrt.

Neben der in der Arbeitsgruppe bereits haufig verwendeten und etablierten CFSE-
Farbung wurden fir die Etablierung dieser Methode weitere Proliferationsfarbstoffe in
unterschiedlichen Konzentrationen an T-Zellen getestet. Zum einen PKH26 (Sigma
Aldrich, Stadt, Land), das die Membran von Zellen anfarbt. Dieser rot fluoreszierende
Farbstoff erwies sich als nicht brauchbar, da bei der Messung im FACS an Tag 1 nach der
Farbung im Histogramm keine distinkte Population zu erkennen war. Die einzelnen
Proliferationszyklen konnten in den Folgetagen nicht nachverfolgt werden. Zum anderen
wurden die beiden Proliferationsfarbstoffe eFluor670 (eBioscience, Frankfurt,
Deutschland) und CellTrace Violet (Invitrogen, Darmstadt, Deutschland) getestet, deren
Funktionsweise auf dem Prinzip von CFSE beruht (siehe 3.14.1). Sowohl eFluor670 (max.
Emission: 670 nm), als auch CellTrace Violet (max. Emission: 450 nm) sind beide flr die
Proliferationsmessung im Durchflusszytometer geeignet. Die Farbung erfolgt jeweils sehr
homogen und die einzelnen Proliferationsschritte kénnen sehr gut differenziert werden.
Dennoch wurde CellTrace Violet fir die folgenden Versuche ausgewahlt, da die Messung
der Fluoreszenz mit dem violetten Laser des FACS-Gerates erfolgt und so flir weitere
Analysen (z.B. intrazelluldres Zytokin-FACS) die am haufigsten verwendeten

Fluoreszenzkanéle weiterhin zur Verfilgung stehen.

4.5.1 Einfluss der Proliferationsfarbstoffe auf die Eigenschaften von
T-Zellen

Vor Beginn der Versuchsreihe mit den Allergikern wird an CD4" T-Zellen zuné&chst
getestet, ob sich die Doppelfarbung mit CellTrace Violet und CFSE negativ auf die
Viabilitat und die proliferative Kapazitat der T-Zellen auswirkt.

Der Einfluss der beiden Fluorezenzfarbstoffe auf die Viabilitat wird mit Hilfe von Annexin V
und 7-Aminoactinomycin (7-AAD) analysiert. Annexin V bindet an Phosphatidylserin,
welches wahrend der Apoptose von der Innenseite der Zellmembran auf die AuBenseite
transloziert wird. 7-AAD ist hingegen ein Farbstoff, der nur in tote Zellen eindringen kann
und dort in die DNA interkaliert. Die Annexin V/7-AAD doppelt positiven Zellen gelten als
nicht mehr viabel.
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Zur Austestung der Viabilitdt werden die CD4" T-Zellen, die aus Buffycoat generiert
wurden, primar und sekundar durch mit dem Recallantigen beladenen DC stimuliert,
sodass auch hier eine relevante Proliferation induziert wird, wie sie in folgenden
Versuchen durch die Stimulation mit Allergenen, hervorgerufen wird.

In dem einen gezeigten représentativen Beispiel (Abb. 4.11) ist der prozentuale Anteil
nicht viabler T-Zellen an Tag 4 der Restimulation bei beiden T-Zellpopulationen, der
ungefarbten und der Violet/CFSE-positiven, vergleichbar (14,2 % bzw. 12,1 % tote
Zellen). Es ist kein signifikanter Unterschied zu erkennen (Abb. 4.11A). Sowohl CellTrace
Violet als auch CFSE koénnen parallel zur Messung der Proliferation im
Durchflusszytometer eingesetzt werden, ohne die T-Zellviabilitdt negativ zu beeinflussen.
Um die proliferative Kapazitat von Violet/ CFSE-positiven T-Zellen zu bestimmen, werden
sie primar mit Tetanustoxoid-beladenen DC aktiviert. Ein Teil der Zellen wird acht Tage
spater sekundar polyklonal mit aCD3 und aCD28 stimuliert, ein anderer Teil wird wie
schon in der Priméarkultur mit Tetanustoxoid-beladenen DC restimuliert.

An Tag 0 der Restimulation ist bei beiden T-Zellpopulationen ausschlieBlich die
Proliferation zu beobachten, die durch die primare Aktivierung der T-Zellen hervorgerufen
wird. Es haben bereits 71,0 % bzw. 69,8% der Gesamtpopulation proliferiert (Abb. 4.11B
oben). Werden die T-Zellen polyklonal reaktiviert, so proliferieren an Tag 4 nach der
Restimulation bis zu 87 % der gesamten Population. Erfolgt die sekundare Stimulation mit
Tetanustoxoid, wird eine noch starkere Proliferation induziert (92,8 %) (Abb. 4.11B unten).
So sind fast alle T-Zellen trotz Doppelfarbung mit CellTrace Violet und CFSE in der Lage
zu proliferieren.

Diese Ergebnisse zeigen, dass die gleichzeitige Anwendung der beiden
Proliferationsfarbstoffe keinen negativen Einfluss auf die Proliferationsfahigkeit von CD4*
T-Zellen hat.
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Abbildung 4.11 Einfluss der CellTrace Violet/CFSE-Doppelfarbung auf T-Zellen.

A. Viabilitat: Gezeigt sind primar und sekundar mit Tetanustoxoid-beladenen DC-stimulierte CD4" T-Zellen
(ungefarbt bzw. primar Violet/sekundar CFSEP*™) an Tag 4 der Restimulstion. Angegeben ist der prozentuale
Anteil toter Zellen (Annexin V/7-AAD positiv). B. Proliferative Kapazitat. Dargestellt sind primar mit
Tetanustoxoid-beladenen DC stimulierte CD4* T-Zellen (primar Violet/sekundar CFSEP**™) an Tag 0 und 4
der Restimulation mit den aCD3/aCD28-Antikérpern (Ak) oder mit Tetanustoxoid-beladene DC. Angegeben
ist der prozentuale Anteil nicht proliferierender (oberer Quadrant) bzw. proliferierender (unterer Quadrant) T-
Zellen.

4.5.2 T-Zellproliferation in der Primarkultur

Nach Isolation der CD4" T-Zellen von Allergikern werden diese vor ihrer primaren
Stimulation mit dem Proliferationsfarbstoff CellTrace Violet (Violet) gefarbt. AnschlieBend
werden sie in einem ersten experimentellen Ansatz entweder mit Bet v 1-beladenen, oder
unbeladenen Kontroll-DC aktiviert.

Betrachtet man exemplarisch einen Spender an Tag 4 der Primarkultur (Abb. 4.12A,
links), so wird bei den Bet v 1-spezifischen T-Zellen im Vergleich zu der unspezifischen
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Kontrollgruppe eine relevante T-Zellproliferation induziert (Ktr. 1,3 %; Bet v 1: 2,7 %). Die
zusammengefassten Ergebnisse von vier unabhangigen Spendern zeigen im Gegensatz
zu der Kontrolle einen signifikanten Anstieg der allergenspezifischen Proliferation (Abb.
4.12A, rechts).

In einem weiteren Versuchsansatz werden die Violet-positiven T-Zellen der allergischen
Spender mit Cor a 1-spezifischen bzw. unspezifischen DC zur Kontrolle in Priméarkultur
gesetzt. Als zuséatzliche Kontrolle werden DC, die mit dem irrelevanten
Nahrungsmittelallergen Ovalbumin (OVA) (Huhnereiweissallergen) beladen sind, zur T-
Zellstimulation eingesetzt.

Wie schon bei der Primarstimulation mit Bet v 1 ist auch bei der Aktivierung mit Cor a 1
exemplarisch fir einen Spender gezeigt (Abb. 4.12B, links) eine allergenspezifische
Induktion der T-Zellproliferation zu erkennen. Im Vergleich zur Proliferation der beiden
Kontrollen (Ktr. bzw. OVA: 4,7 % bzw. 4,2 %) ist die Cor a 1-induzierte Proliferation (11,0
%) deutlich erhdéht (Abb. 4.12B, links). Kompiliert man die Daten von flnf
unterschiedlichen Spendern, ist die allergenspezifische Proliferation im Gegensatz zu den
beiden Kontrollen signifikant erhéht (Abb. 4.12B, rechts).

Mit Hilfe des Proliferationsfarbstoffes CellTrace Violet kann mittels Durchflusszytometrie
eine primare allergenspezifisch induzierte Proliferation detektiert werden.
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Abbildung 4.12 T-Zellproliferation (Durchflusszytometrie) nach priméarer Stimulation.

Dargestellt ist die Proliferation von CellTrace Violet positiven CD4* T-Zellen nach priméarer Stimulation mit Bet
v 1 (A) oder Cor a 1 bzw. OVA (B) an Tag 1 und 4 von je einem exemplarischen Allergiker (A+B, links) sowie
die zusammengefassten Ergebnisse von 4 (A, rechts) bzw. 5 (B, rechts) Allergikern. Angegeben ist jeweils der
prozentuale Anteil proliferierender T-Zellen. * p < 0,05; ** p < 0,01; ns = nicht signifikant. (Abbildung
modifiziert nach Hofmann et al.*°)

4.5.3 T-Zellproliferation nach identischer und homologer
Restimulation

Im Weiteren soll mit Hilfe der neuen durchflusszytometrischen Methode zum einen die
identische Reaktivierung, vor allem aber die Kreuzreaktivitdt der T-Zellen im Hinblick auf
definierte Subpopulationen analysiert werden, die vorher schon im *H-Thymidinassay fiir
die gesamte T-Zellpopulation gezeigt werden konnte.

Acht Tage nach der ersten Aktivierung werden die Violet-positiven T-Zellen der Atopiker
wieder gewonnen und zusétzlich mit dem Proliferationsfarbstoffs CFSE geférbt. Im
Anschluss daran werden diese Zellen restimuliert.
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4.5.3.1 Restimulation von primar Bet v 1-spezifischen T-Zellen

Zunachst werden Bet v 1-spezifische CD4" T-Zellen identisch (Bet v 1 — Bet v 1) oder mit
dem homologen Allergen Cor a 1 (Bet v 1 — Cor a 1) restimuliert. Als Kontrollen dienen
die T-Zellen, die unspezifisch voraktiviert wurden. Diese werden entweder mit
unbeladenen oder mit Bet v 1- bzw. Cor a 1-spezifischen DC sekundar stimuliert ((Ktr. —
Ktr.); (Ktr. — Bet v 1); (Ktr. — Cor a 1)).

Ist die Proliferation der Bet v 1-voraktivierten T-Zellen im Vergleich zu den unspezifisch
voraktivierten T-Zellen hervorgerufen durch die Restimulation mit dem homologen
Allergen Cor a 1 signifikant erhéht, so liegt eine T-Zellkreuzreaktivitat vor.

In Abbildung 4.13A ist die T-Zellproliferation eines exemplarischen Spenders gezeigt. Man
erkennt, dass die Kontrollen an Tag 4 nur zu einem geringen Prozentsatz proliferieren
((Ktr. — Ktr.): 3,0 %; (Ktr. — Bet v 1): 4,0 %; (Kitr. — Cor a 1): 4,6 %) (Abb. 4.13A, Tag 4,
CFSE). Im Gegensatz dazu wird bei den Bet v 1-spezifischen T-Zellen sowohl durch die
identische (Bet v 1 — Bet v 1), als auch die Kreuzrestimulation (Bet v1 — Cor a 1) eine
starke T-Zellproliferation von 9,6 % bzw. 9,4 % induziert.

Fasst man die Ergebnisse von drei voneinander unabhangigen Spendern zusammen und
errechnet einen Stimulationsindex basierend auf den T-Zellen, die sowohl primér als auch
sekundar mit unbeladenen DC stimuliert werden (Wert per Definition = 1) ergibt sich
folgendes Bild: der Stimulationsindex (Sl) und somit die Proliferation der sowohl
identischen (Bet v 1 — Bet v 1) als auch der homologen Restimulation (Bet v 1 — Cor a
1) sind im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollen (fir identische Restimulation (Betv 1 —
Bet v 1): (Ktr. — Kitr.) und (Ktr. — Bet v 1); fir homologe Restimulation (Bet v 1 — Cor a
1): (Ktr. — Kir.) und (Ktr. — Cor a 1)) signifikant erhéht (Abb. 4.13B).

Im Falle der Restimulation mit dem Kreuzallergen (Bet v 1 — Cor a 1) zeigt sich auch hier
signifikant allergeninduzierte Proliferation bei den zusammengefasstem Ergebnissen und
damit die Kreuzreaktivitdt der reaktivierten T-Zellen, sodass das Ergebnis des
reprasentativen Spenders bestatigt wird (Abb. 4.13A).

Zusatzlich kann durch diese Methode festgestellt werden, aus welcher T-
Zellsubpopulation die in der Restimulation stark proliferierenden T-Zellen hervorgehen.
Das heiBt es kann gezeigt werden, ob sie entweder ausschlieBlich nach sekundarer
Stimulation oder ob sowohl nach primérer als auch sekundarer Stimulation eine
allergenspezifische Proliferation induziert wird. Im Falle der Restimulation mit dem
homologen Allergen, hier Cor a 1, kann festgestellt werden, welche T-Zellen tatséchlich
kreuzreaktiv, also Bet v 1/Cor a 1-reaktiv sind.
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In Abbildung 4.13C, links sind die unterschiedlich stark proliferierenden T-
Zellsubpopulationen von priméar Bet v 1-stimulierten T-Zellen nach Restimulation mit dem
homologen Allergen Cor a 1 (Bet v 1 — Cor a 1) an Tag 0/1 und Tag 4 eines Spenders
dargestellt. Gezeigt ist zum einen die T-Zellsubpopulation, die sowohl nach Primar- als
auch Restimulation nicht proliferiert (P3). Zum anderen ist die T-Zellsubpopulation
gezeigt, die nach primérer Stimulation nur gering und nach sekundarer Stimulation nicht
proliferiert (P4) (Abb. 4.13 C, links).

Verglichen werden nun die Subpopulation P3 an Tag 1 und Tag 4, bzw. die Subpopulation
P4 an Tag 0/1 und Tag 4 nach Restimulation (Abb. 4.13C, rechts; n = 3). Dabei bilden P3
und P4 zusammen 100 % der gegateten Zellen. Es ist zu erkennen, dass an Tag 4 nach
der homologen Restimulation (Bet v 1 — Cor a 1) der prozentuale Anteil der gegateten
Zellen der einzelnen T-Zellsubpopulationen im Vergleich zu Tag 0/1 konstant geblieben
ist. Die T-Zellen aus diesen beiden T-Zellsubpopulationen haben in der Restimulation
nicht begonnen stark zu proliferieren. Die auf das Kreuzallergen hin proliferierenden T-
Zellen gehdren zu den Subpopulationen, die auch schon nach primaren Stimulation mit
Bet v 1 stark proliferiert hat. Somit sind die nach Restimulation stark proliferierenden T-
Zellen, sowohl Bet v 1- als auch Cor a 1-reaktiv, sie sind Bet v 1/Cor a 1-kreuzreaktiv.
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Abbildung 4.13 Proliferation (Durchflusszytometrie) von Bet v 1-spezifischen T-Zellen nach
Restimulation.

Bet v 1-spezifisch und unspezifisch primér stimulierte (Primarkultur = PK) Violet/CFSE-doppelt positive T-
Zellen von Allergikern werden mit Bet v 1-beladenen, Cor a 1-beladenen oder unbeladenen Kontroll-DC
restimuliert (Restimulation = RS). Gezeigt ist das Ergebnis eines reprasentativen Spenders; demonstriert ist
der prozentuale Anteil proliferierender T-Zellen an Tag 0 und Tag 4 (A) sowie die zusammengefassten
Ergebnisse von 3 unterschiedlichen Spendern an Tag 4, dargestellt als Stimulationsindices. Gezeigt sind die
Mittelwerte + SEM. Der Stimulationsindex Sl bezieht sich auf die Proliferation der T-Zellen, die sowohl primar
als auch sekundar mit unbeladenen Kontroll (Ktr.)-DC (PK Ktr. — RS Kir.) stimuliert werden, Sl = 1 (B).
Vergleich der nicht- (P3) und gering (P4) Bet v 1-reaktiven T-Zellen nach Restimulation mit Cor a 1 an Tag 0/1
und Tag 4 (C). Gezeigt ist das Ergebnis von einem reprasentativen Experiment (links) und die
zusammengefassten Ergebnisse von 3 unabhéngigen Experimenten (rechts). P3 + P4 = 100 % gegatete T-
Zellen. Dargestellt ist der Mittelwert £ SEM. * p < 0,05; ** p < 0,01; ns = nicht signifikant. (Abbildung modifizert
nach Hofmann et al.%)
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4.5.3.2 Restimulation von priméar Cor a 1-spezifischen T-Zellen

In einem né&chsten Versuchsansatz werden die Cor a 1-voraktivierten CD4" T-Zellen
restimuliert, um auch die Kreuzreaktivitat Cor a 1-spezifischer Zellen zu Bet v 1 zu testen
(Abb. 4.14). Dazu wird entweder das identische Allergen Cor a 1 (Cor a1 — Cor a 1) oder
das Kreuzallergen Bet v 1 (Cor a 1 — Bet v 1) fiir die sekundare Stimulation verwendet.
Als Kontrolle dienen T-Zellen, die prim&r mit unbeladenen DC stimuliert werden und in der
Restimulation entweder unspezifisch, oder mit Cor a 1 bzw. Bet v 1 restimuliert werden
(Ktr. — Kitr.); (Ktr. — Cor a 1); (Ktr. — Bet v 1)). Ist die Proliferation der Cor a 1-
voraktivierten T-Zellen nach Restimulation mit Bet v 1 signifikant héher als bei
unspezifisch voraktivierten T-Zellen, die auf dieselbe Weise restimuliert werden, dann liegt
eine Kreuzreaktivitdt vor. Erganzend wird das irrelevante Nahrungsmittelallergen OVA
(siehe 4.5.2) als zusétzliche Kontrolle eingesetzt. Dabei werden mit OVA primar aktivierte
T-Zellen entweder identisch (OVA — OVA) oder mit den relevanten Allergenen Bet v 1
und Cor a1 ((OVA — Cor a 1), (OVA — Bet v 1)) restimuliert (Abb. 4.14A und B).
Abbildung 4.14A zeigt exemplarisch die Daten von einem Spender. Werden die Cor a 1-
spezifischen T-Zellen identisch mit Cor a 1 ((Cor a 1 — Cor a 1): 6,4 %) oder homolog mit
Bet v 1 ((Cor a1 — Bet v 1): 4,3 %) reaktiviert, ist an Tag vier im Vergleich zu den
Kontrollen ((Ktr. — Ktr.): 1,1 %; (Kitr. — Cor a 1): 1,7 %; (Ktr. — Bet v 1): 1,8 %) eine stark
erhdhte Proliferation zu beobachten (4.14A, Tag 4; CFSE). Betrachtet man ergénzend die
OVA-Kontrollen, so ist an Tag vier nach Restimulation mit Bet v 1 und Cor a 1 keine
relevante Proliferation zu beobachten ((OVA — Cor a 1): 0,3 %; (OVA — Bet v 1): 0,2 %)
(Abb. 4.18A). Diese Daten zeigen eine Kreuzreaktivitat der primar Cor a 1-stimulierten T-
Zellen mit dem homologen Allergen Bet v 1, die durch die zusammengefassten Daten von
vier Spendern bestéatigt werden kann. Zur besseren Vergleichbarkeit wird ein
Stimulationsindex, basierend auf den T-Zellen, die sowohl primar als auch sekundar
unspezifisch stimuliert wurden, errechnet (Wert per Definition = 1).

Im Vergleich zu den entsprechenden Kontrollen ((Ktr. — Kir.), (OVA — OVA), (Ktr. — Cor
a 1), (OVA — Cor a 1)) ist die Proliferation der identisch restimulierten T-Zellen (Cor a 1
— Cor a 1) signifikant erhéht. Genauso verhélt es sich mit den kreuzstimulierten T-Zellen
(Cor a 1 — Bet v 1). Auch hier ist der Stimulationsindex verglichen mit den
entsprechenden Kontrollen ((OVA — OVA), (Kitr. — Bet v 1), (OVA — Bet v 1)) signifikant
erhoht. Hierbei liegt das Hauptaugenmerk auf der Kontrolle (Kir. — Bet v 1). Der im
Vergleich dazu signifikant gesteigerte Stimulationsindex der homologen Restimulation
(Cor a1 — Bet v 1) ist ein Hinweis auf die Kreuzreaktivitat der T-Zellen.

69



Ergebnisse

Wie schon in 4.5.3.1 ist es nun auch hier mdglich zu ermitteln, aus welcher T-
Zellsubpopulation die nach homologer Restimulation, hier mit Bet v 1, stark
proliferierenden T-Zellen entstammen. Es kann festgestellt werden, ob sie tatsachlich
nach primérer und sekundérer Stimulation und somit Cor a 1/Bet v 1-kreuzreaktiv sind,
oder ob sie ausschlieBlich nach sekundarer Stimulation proliferieren.

Dargestellt sind in Abbildung 4.14C, links die unterschiedlich stark proliferierenden
Subpopulationen von primar Cor a 1-stimulierten T-Zellen nach Restimulation mit dem
Kreuzallergen Bet v 1 (Cor a 1 — Bet v 1) an Tag 1 und Tag 3 eines reprasentativen
Spenders. Es ist die T-Zellsubpopulation zu erkennen, die weder nach primarer noch
sekundéarer Stimulations proliferiert (P3) und jene, die ausschlieBlich nach
Primarstimulation in geringem AusmaB proliferiert (P4) (Abb. 4.14C, links).

Betrachtet man nun die Subpopulation P3 bzw. P4 an Tag 1 und Tag 4 nach
Restimulation (Abb. 4.14C, rechts; n = 4; P3 + P4 = 100 % der gegateten T-Zellen), so
stellt man fest, dass der prozentuale Anteil der gegateten T-Zellen im Verlaufe der Zeit in
beiden Subpopulationen konstant bleibt und sich nicht signifikant andert. Die nach
Restimulation mit dem Kreuzallergen Bet v 1 stark proliferierenden Zellen entstammen
nicht aus diesen beiden Subpopulationen, sondern aus der bereits nach primarer
Stimulation mit Cor a 1 hoch reaktiven T-Zellsubpopulation. Die hier nach homologer
Restimulation stark proliferierenden T-Zellen sind Cor a 1/Bet v 1-kreuzreaktiv (Abb.
4.14C, rechts).

Mit Hilfe der neuen Methode der Proliferationsmessung, die auf dem Prinzip der
Durchflusszytometrie basiert, ist es mdglich kreuzreaktive T-Zellsubpopulationen zu
identifizieren und somit die Kreuzreaktivitat zwischen den Allergenen Bet v 1 und Cor a 1
auf Einzelzellebene darzustellen, was vorher mittels °H-Thymidinassay nicht méglich war.
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Abbildung 4.14 Restimulation (Durchflusszytometrie) von Cor a 1-spezifischen T-Zellen.

Cor a 1-spezifisch, unspezifisch bzw. OVA-spezifisch primar stimulierte (Priméarkultur = PK) Violet/CFSE-
doppelt positive T-Zellen von Allergikern werden mit Bet v 1-beladenen, Cor a 1-beladenen oder unbeladenen
bzw. OVA-beladenen Kontroll-DC restimuliert (Restimulation = RS). Gezeigt ist das Ergebnis eines
reprasentativen Spenders, dargestellt ist der prozentuale Anteil proliferierender T-Zellen an Tag 1 und Tag 4
(A) sowie die zusammengefassten Ergebnisse von 4 unterschiedlichen Spendern an Tag 3/4, dargestellt als
Stimulationsindices, gezeigt sind die Mittelwerte + SEM. Der Stimulationsindex Sl bezieht sich auf die
Proliferation der T-Zellen, die sowohl primér als auch sekundar mit unbeladenen Kontroll (Ktr.)-DC (PK Kitr. —
RS Kir.) stimuliert werden, Sl = 1. (B). Vergleich der nicht- (P3) und niedrig (P4) reaktiven Cor a 1-
spezifischen T-Zellen nach Restimulation mit Bet v 1 an Tag 1 und Tag 3/4 (C). Dargestellt sind das Ergebnis
von einem reprasentativen Experiment (links) und die zusammengefassten Ergebnisse von 4 unabhangigen
Experimenten (rechts). P3 + P4 = 100 % gegatete T-Zellen. Dargestellt ist der Mittelwert + SEM. * p < 0,05; **
p < 0,01; ns = nicht signifikant. (Abbildung modifiziert nach Hofmann et al.®%)
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5. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit werden 20 atopische Spender mit einer Pollenallergie gegen
Birke und einer assoziierten Nahrungsmittelallergie gegen Haselniisse und/oder Karotten
bezuglich ihrer allergenspezifischen IgE-Antwort, T-Zellantwort und vor allem bezlglich
ihrer T-Zellkreuzreaktivitét analysiert. Verwendet werden hierzu primare CD4" T-Zellen in
einem Zellkultursystem ohne die Zugabe von exogenem IL-2, um einen unspezifischen
Hintergrund moglichst gering zu halten. AuBerdem werden bei der Analyse der
Kreuzreaktivitdt zwei unterschiedliche Methoden der Proliferationsmessung angewandt:
zum einen der schon lange etablierte und bewéhrte ®H-Thymidinassay und zum anderen
eine neue auf Durchflusszytometrie und dem Einsatz von zwei unterschiedlichen
Proliferationsfarbstoffen basierende Methode, die im Rahmen dieser Promotionsarbeit
entwickelt wurde.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die detaillierte Analyse der T-Zellkreuzreaktivitat der
Spenderkohorte zwischen den rekombinanten Allergenen Bet v 1.0101, Cor a 1.0401 und
Dau ¢ 1.0104.

5.1 Allergeneinfluss auf dendritische Zellen

Zur Analyse der allergenspezifischen T-Zellantwort und der T-Zellkreuzreaktivitat im
Weiteren werden in der vorliegenden Arbeit humane autologe DC verwendet, die aus
Monozyten der Allergiker und gesunden Spendern generiert werden. Bereits in
vorangegangenen Studien werden monozytengenerierte DC zu Analysezwecken
beziiglich der allergenspezifischen T-Zellantwort eingesetzt® "',

Vor Beginn der eigentlichen Experimente mit den allergischen und nichtallergischen
Spendern musste zunachst evaluiert werden, ob die Beladung der dendritischen Zellen
mit den rekombinanten Allergenen Bet v 1, Cor a 1 und Dau ¢ 1 (20 pg/ml) einen
nachteiligen Effekt auf die Reife der DC hat oder gar zu einer Ausreifung der Zellen fihrt,
was die Ergebnisse der T-Zellproliferation negativ beeinflussen kénnte. Des Weiteren wird
der Einfluss der rekombinanten Allergene auf die Reinheit der antigenprasentierenden
Zellen untersucht.

Zur Bestimmung der Reife werden mittels Durchflusszytometrie der Reifemarker fur
dendritische Zellen CD83% sowie die kostimulatorischen Molekiile der B7-Familie CD80
und CD86°" betrachtet. Zusétzlich wird die Oberflachenexpression von HLA-DR®, einem
MHC Il-Molekil, gemessen. Vergleicht man die Expression dieser Oberflachenmolekile
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auf unbeladenen dendritischen Zellen, die zur Kontrolle dienen, mit ihrer Expression auf
den allergenbeladenen dendritischen Zellen, so ist kein Unterschied in der Ausreifung der
verschiedenen DC-Populationen zu erkennen. Der prozentuale Anteil positiver Zellen ist
durch alle Populationen hinweg konstant (siehe Abb. 4.2A). Zu demselben Ergebnis
kommen bereits zwei andere Studien von Smole et al.”""2. Verwendet werden dort
ebenfalls wie in der vorliegenden Arbeit aus Monozyten generierte DC. Sie werden
allerdings im Gegensatz zu dem in dieser Arbeit angewandten Protokoll (siehe 3.10)
lediglich mit TNF-a und IL-1B oder alternativ mit LPS (Lipopolysaccharide) ausgereift.
Beladen werden die DC in diesen beiden Studien mit unterschiedlichen rekombinanten
Allergenen, z.B. mit diverse Isoformen des Birkenpollenallergens Bet v 1 (Bet v 1.0101,
Bet v 1.1001, Bet v 1.0401), mit dem Apfelallergen Mal d 1.0108, dem Sellerieallergen Api
g 1.0101 oder dem Karottelallergen Dau ¢ 1.0103. Auch hier ist die Ausreifung der DC
ausschlieBlich von der Zugabe des Reifungscocktails abhangig und wird nicht durch die
Beladung mit rekombinanten Allergenen induziert.

Die Uberpriifung der Reinheit der dendritischen Zellen erfolgt durch die Analyse der
Oberflachenmolekiile CD2%, CD14% und CD19%. Dadurch soll ermittelt werden, ob die
DC-Populationen mit T-Zellen, Monozyten oder B-Zellen verunreinigt sind. Es kann
festgestellt werden, dass keiner dieser Marker durch die Allergenbeladung im Vergleich
zu der unbeladenen DC-Population heraufreguliert wird (siehe Abb. 4.2B). Es wird also
keine Veranderung der Reinheit der DC-Population in Hinblick auf eine Kontamination mit
T-, B-Zellen oder Monozyten durch die Allergengabe induziert.

Da weder ein nachteiliger Effekt durch die Beladung mit den rekombinanten Allergenen
auf die Ausreifung noch auf die Reinheit der DC festzustellen ist, kénnen die
rekombinanten Allergene fir die in dieser Arbeit durchgeflihrten Versuche eingesetzt

werden.

5.2 Zytokinanalyse

Um die Art der T-Zellantwort der allergischen Spendergruppe festzustellen, werden an
Tag 3 der Primérkultur Kulturiberstdénde von den jeweiligen allergenspezifischen T-
Zellpopulationen (Bet v 1, Cor a 1, Dau ¢ 1) sowie von den unspezifischen Kontroll-T-
Zellen gewonnen. Analysiert werden die Konzentration der Th2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-
13, von IL-9, das sowohl von Th2- als auch von Th9-Zellen sezerniert wird>"*.

Desweiteren wird die Konzentration des Th1-Zytokins IFN-y, des regulatorischen Zytokins
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IL-10 sowie von IL-2 ermittelt, welches das Wachstum von aktivierten T-Zellen induziert,
aber auch eine kritische Rolle bei der Aufrechterhaltung von regulatorischen T-Zellen
(Treg) in der Peripherie spielt”®. Auch das proinflammatorische Zytokin IL-17, das schon
bei Patienten mit allergischen Erkrankungen wie Asthma nachgewiesen werden
konnte”’®”’ wird analysiert. Verglichen werden die erhobenen Daten mit den
Ergebnissen von gesunden Spendern.

Es kann festgestellt werden, dass in der Gruppe der Atopiker durch die Allergene Bet v 1
und Cor a 1 die Th2-Zytokine IL-5 und IL-13 signifikant und allergenspezifisch induziert
werden, wobei IL-5 hier das dominierende Zytokin ist. Ihre allergenspezifische Induktion
kann bereits in anderen Studien nachgewiesen werden, wobei auch dort die Produktion
von IL-5 héher ist als die von IL-13""7,

Durch die Stimulation der T-Zellen mit Dau ¢ 1 kann zwar eine tendenziell gesteigerte
Sezernierung von IL-5 und IL-13 festgestellt werden, allerdings ist diese nicht signifikant.
Diese Tatsache spiegelt auch die diagnostischen Daten der Atopiker wider. Eine Allergie
gegen Karotten ist im Gegensatz zu einer Birkenpollen- oder Haselnussallergie weitaus
weniger verbreitet und ausgepragt (siehe Tab. 4.1 und Abb. 4.1).

Im Gegensatz zu anderen Studien sind beide Zytokine in der Nichtallergikerkohorte nicht
nachweisbar’”’®. In der Studie von Devos et al.”® wird zur Stimulation von PBMC ein
Allergenextrakt der Hausstaubmilbe verwendet. Durch diese Stimulation kann IL-5 bei 24
% und IL-13 sogar bei 53 % der gesunden Spender mittels ELISA-Messung ermittelt
werden. In der Studie von Xie et. al.”” werden PBMC mit einem Allergenextrakt der
Erdnuss stimuliert. Das Zytokinniveau wird auf mRNA-Ebene analysiert. Auch hier kann in
der Gruppe der gesunden Spender IL-5 und IL-13 nachgewiesen werden. Dabei ist IL-5
um das 21-fache und IL-13 um das 7,8-fache im Vergleich zu der unstimulierten Kontrolle
erhoht. In diesen beiden Studien werden fur die Zytokinanalysen allerdings PBMC in ihrer
Gesamtheit und nicht aufgereinigte CD4" T-Zellen verwendet. Somit kann durch die
Verwendung von PBMC eine Vielzahl von unterschiedlichen Zelltypen an der
Zytokinproduktion beteiligt sein. Das kann zur Folge haben, dass in den Studien von
Devos et al. und Xie et al. auch in der Gruppe der gesunden Spender IL-5 und IL-13
detektiert werden kann.

IL-4, ein prominentes Th2-Zytokin, kann in unserem System mittels ELISA nicht
nachgewiesen werden. Dies mag daran liegen, dass in der vorliegenden Studie mit
primaren T-Zellen gearbeitet wird, die nicht mehrfach stimuliert werden, wodurch
maoglicherweise die Produktion von IL-4 induziert werden kénnte. Dies bestétigen auch
vorhergehende Arbeiten von Smole et al.”""?, die durch eine einmalige Aktivierung von
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CD4* T-Zellen durch Bet v 1- oder Api g 1-spezifische DC ebenfalls kein IL-4 detektieren
kénnen. Im Kontrast dazu stehen allerdings die Arbeiten von Ebner et al.”®, Fritsch et al.*’
und Bohle et al.®*. Hier kann in T-Zelllinien und T-Zellklonen nach wiederholter
allergenspezifischer Stimulation das Th2-Zytokin nachgewiesen werden.

IL-9, das bei allergischen Typ | Erkrankungen, vor allem bei allergischem Asthma, immer
mehr in den Vordergrund riickt”®"*"® wird in der Gruppe der Allergiker durch die
Stimulation mit Bet v 1, Cor a 1 und auch Dau c 1 signifikant und allergenspezifisch
induziert. Es wird hier in einem &hnlichen Niveau Niveau wie IL-13 sezerniert. In der
Gruppe der Nichtallergiker kann IL-9 nicht detektiert werden. In den Studien von Devos et

al.”® und Xie et al.”

ist IL-9 als starkstes Unterscheidungsmerkmal zwischen Atopikern
und nicht hypersensitiven Spendern beschrieben. Denn in beiden Arbeiten kénnen im
Gegensatz zu der vorliegenden Studie jeweils bei den gesunden Spendern auch die Th2-
Zytokine IL-5 und IL-13 auf geringem Niveau allergenspezifisch induziert werden. Bei
Devos et al. ist IL-9 jedoch das einzige dieser drei Zytokine, welches fast ausschlieBlich
bei Atopikern detektiert werden kann und als einziges das AusmaB der Klinischen

Symptome der einzelnen Patienten widerspiegelt’

. Xie et al. zeigt, dass die Expression
der /L-9 mRNA im Allergiker um den Faktor 28 héher ist als in einem Nichtallergiker,
wobei die /L-5 mRNA Expression im Gegensatz dazu im Atopiker nur um das 21-fache
erhéht ist als in der gesunden Kontrollgruppe. So wird auch in der Studie von Xie et al. bei
dem Vergleich zwischen Atopikern und gesunden Kontrollen IL-9 als das dominierende
Zytokin angesehen, welches auf eine vorhandene Typ | Allergie hinweist”’.

In der vorliegenden Arbeit ist IL-9 nicht das ,atopieentscheidende” Kriterium, hier ist die
allergenspezifische IL-5-Sezernierung bei Atopikern im Durchschnitt etwa um den Faktor
3,4 hoher als die des Zytokins IL-9. Somit ist IL-5 in dieser Studie das dominierende
Zytokin bei den allergischen Spendern (siehe Abb. 4.7A).

Um einen noch genaueren Einblick in das Zytokinprofil und die damit verbundene T-
Zellantwort der Birkenpollenallergiker mit assoziierter Nahrungsmittelallergie gegen
Haselnlsse und/oder Karotten zu erlangen, wird zusatzlich das klassische Th1-Zytokin
IFN-y analysiert. Es kann festgestellt werden, dass sowohl die T-Zellen der allergischen
als auch der gesunden Spendergruppe in vergleichbarer Menge IFN-y sezernieren (siehe
Abb. 4.7B).

Da beide Gruppen im selben MaBe IFN-y produzieren ist es interessant, das Verhéltnis
von IL-5 (Th2-Zytokin) zu IFN-y(Th1-Zytokin) innerhalb der beiden Spendergruppen

miteinander zu vergleichen. Dabei stellt sich heraus, dass das Verhaltnis bei den
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Atopikern im Vergleich zu den Nichallergikern durchweg signifikant héher ist (siehe Abb.
4.8). Dies lasst schlieBen, dass die T-Zellantwort bei den Allergikern deutlich durch das
Th2-Zytokin IL-5 dominiert ist und IFN-y dabei wohl keine entscheidende Rolle spielt.

Zusammenfassend kann man also sagen, dass die T-Zellantwort der Allergiker eine
robuste Th2-Antwort ist, die ohne die Beteiligung von IL-4 maBgeblich durch die
Sezernierung von IL-5 gepréagt ist und durch die Produktion von IL-9 und IL-13 begleitet
wird. Aufgrund des hohen Verhéltnisses von IL-5 zu IFN-y im Allergiker steht die leicht

erhéhte Produktion von IFN-y nicht im Widerspruch zu dieser Th2-Antwort.

5.3 Kreuzreaktivitaten

Nach der Ermittlung der Art der T-Zellantwort der Atopikerkohorte durch die Analyse des
Zytokinprofils soll nun genauer auf die Kreuzreaktivitdt zwischen den einzelnen
Allergenen eingegangen werden.

Sie existiert auf zwei unterschiedlichen Ebenen, die voneinander unabh&ngig sein
kénnen, namlich auf Ebene des IgE (B-Zellkreuzreaktivitdt) und auf T-Zellebene (T-

)?*. Hier werden nun die beiden unterschiedlichen Kreuzreaktivititen

Zellkreuzreaktivitat
einer genaueren Betrachtung unterzogen, wobei die T-Zellkreuzreaktivitat im Zentrum
dieser Arbeit stehen soll.

Wie schon in 1.4 beschrieben, beruht die Kreutzreaktivitdt auf Homologien, also
strukturellen Gemeinsamkeiten, die hauptsachlich bei Allergenen derselben Proteinfamilie
vorkommen®®4°|m Fokus stehen hier Allergene der PR-10-Familie, namlich Bet v 1,
Cor a 1 und Dau c¢ 1, die ein hohes MaB an &hnlichen bzw. identischen
Aminosaresequenzen aufweisen®”**%_ Haselnuss- (Cor a 1) und Karottenallergen (Dau ¢
1), die eine molekulare Masse von 17,4 kDa (160 Aminosduren) bzw 16,1 kDa (153
Aminosauren) besitzen**®, teilen sich 67 % bzw. 38 % identische Aminos&duren mit dem
Hauptallergen der Birke Bet v 1%*4%_ |nre Ahnlichkeit zu Bet v 1 betragt 79 % bzw. 57
%>,

Die Kreuzreaktivitdat zwischen dem Birkenpollenallergen und den Allergenen aus
Nahrungsmitteln der Familie der Rosacea bzw. Apiacea wird auch ,birch-fruit-vegetable
syndrome“ genannt®?®. Weiterhin sind diverse andere Kreuzallergien eines
Pollenallergens in Kombination mit bestimmten Nahrungsmittelallergenen bekannt.

«29,39

Erwdhnenswert ist hierbei das ,Beifu3-Sellerie-Gewirz Syndrom und das ,Ambrosia-

Banane-Melone Syndrom*®*.
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5.3.1 IgE-Kreuzreaktivitat

Bei der Bestimmung der IgE-Reaktivitdten gegen die rekombinanten Allergene Bet v 1,
Cor a 1 und Dau ¢ 1 sowie gegen die Extrakte von Birkenpollen, Haselniissen und
Karotten mittels kommerziellem bzw. experimentellem ImmunoCAP-Test innerhalb der
Allergikergruppe kann festgestellt werden, dass jeder Allergiker der Kohorte gegen
Birkenpollen und mindestens gegen eines der beiden Nahrungsmittelallergene aus der
PR-10 Familie sensibilisiert ist, auch wenn die Sensibilisierung gegen Karotte geringer
ausfallt (Abb. 4.1 und Tab. 4.1).

Betrachtet man die einzelnen IgE-Reaktivitdten in Korrelation zueinander, so zeigt sich
das unterschiedliche AusmaB der Kreuzreaktivitdt auf B-Zellebene zwischen
Pollenallergen und jeweiligem Nahrungsmittelallergen. Es fallt auf, dass die Korrelation
zwischen Birkenpollenextrakt/Bet v 1 und Haselnussextrakt/Cor a 1 im Gegensatz zu
Birkenpollenextrakt/Bet v 1 und Karottenextrakt/Dau ¢ 1 hochsignifikant ist (Abb. 4.3).
Erklaren lasst sich dieses Phanomen durch die unterschiedlich ausgepragte Identitat bzw.
Annlichkeit der jeweiligen Allergene zueinander. Bet v 1 und Cor a 1 sind sich strukturell
sehr viel ahnlicher bzw. identischer als Bet v 1 und Dau ¢ 13*3°4# (siehe 5.3).

Die hohe Korrelation zwischen Bet v 1 und Cor a 1 und die Tatsache, dass in den
folgenden Experimenten ausschlieBlich die rekombinanten Allergene und nicht die
Extrakte verwendet werden, ist ausschlaggebend dafir, die IgE-Kreuzreaktivitat zwischen
diesen beiden rekombinanten Allergenen und die jeweilige IgE-Spezies (Bet v 1- bzw. Cor
a 1-reaktives IgE) einer genaueren Betrachtung zu unterziehen.

Hierzu werden dosisabhéngige IgE-Inhibitions-ELISAs (siehe 3.6) im Paul-Ehrlich-Institut
in Langen durchgefuhrt. Verwendet werden die Seren von den Allergikern mit der
héchsten IgE-Reaktivitat gegen das jeweilige Allergen.

Es kann gezeigt werden, dass die Bindung der Bet v 1-reaktiven IgE-Spezies an
immobilisiertes Bet v 1 durch die Prainkubation mit I6slichem Bet v 1 maximal inhibiert
werden kann (Abb. 4.4, oben). Wird im Gegensatz dazu Cor a 1 als Inhibitor verwendet,
so kann zwar auch hier das Bet v 1-reaktive IgE inhibiert werden, allerdings maximal nur
zu 23 % — 75 %. Vergleicht man diese Ergebnisse mit der Analyse des Cor a 1-reaktiven
IgE, so féllt auf, dass sowohl die Prainkubation mit Bet v 1 als auch mit Cor a 1 zu seiner
maximalen Inhibition fihrt (Abb. 4.4, unten).

Zwei vorangegangene Studien®**!

, die ebenfalls IgE-Inhibitionsexperimente, einmal
mittels Immunoblotting® und einmal mittels ELISA*' durchgefiihrt haben, zeigen ahnliche

Ergebnisse, jedoch unter Verwendung anderer Nahrungsmittelallergene als in der
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vorliegenden Studie. Verwendet werden dort neben Bet v 1 homologe
Nahrungsmittelallergene aus der PR-10 Familie, namlich Api g 1 (Sellerie)* und Pru av 1
(Kirsche)*'. Die beiden Proteine haben eine molekulare Masse von 16,2 kDa bzw. 17,7
kDa und bestehen aus 153 bzw. 159 Aminos&uren®. Dabei sind Api g 1 und Pru av 1 zu
40 % bzw. 59 % identisch und zu 61 % bzw. 74 % &hnlich mit Bet v 1**. In beiden Studien
ist die Prainkubation der Seren mit Bet v 1 dazu in der Lage die Bindung der homolog
reaktiven IgE-Spezies (Api g 1- bzw. Pru av 1-reaktives IgE) zu einem sehr hohen
Prozentsatz zu inhibieren. Die umgekehrte Reihenfolge, also die Préinkubation mit dem
jeweiligen Nahrungsmittelallergen (Api g 1 bzw. Pru av 1) bewirkt jedoch keine, oder nur
eine mittelmaBige Inhibition der Bindung von Bet v 1-reaktivem IgE***',

Zusétzlich wird in der vorliegenden Arbeit die relative Potenz der 16slichen Inhibitoren Bet
v 1 und Cor a 1 ermittelt (durchgefihrt vom Institut fir Medizinische Biometrie,
Epidemiologie und Informatik (IMBEI)), die die Bindung von Cor a 1-reaktivem IgE
blockieren sollen (Abb. 4.4, unten rechts). Obwohl beide Inhibitoren die Cor a 1-reaktive
IgE-Spezies gleichermaBen maximal inhibieren, besitzt Cor a 1 als Inhibitor eine sehr viel
geringere relative Potenz als Bet v 1. Dies lasst darauf schlieBen, dass das Cor a 1-
reaktive IgE dem Allergen Bet v 1 gegeniber eine hdhere Aviditat aufweist als gegentber
Cor a 1 selbst und somit dominant an Bet v 1 bindet.

Die Ergebnisse aus der vorliegenden Arbeit und aus den beiden vorangegangenen
Studien®**' legen so die Vermutung nahe, dass sich alle relevanten IgE-Epitope des
jeweiligen Nahrungsmittelallergens auch auf dem Pollenallergen befinden, aber nicht
umgekehrt. Daraus kann wiederum geschlossen werden, dass hier im Falle der
Nahrungsmittelallergie eine primare Sensibilisierung durch das Pollenallergen
vorangegangen sein muss, woraus sich eine sekundare Nahrungsmittelallergie entwickelt
hat. Das Birkenpollenallergen ist somit auch fir die jeweilige Nahrungsmittelallergie das
sensibilisierende Allergen®*'.

Es lasst sich also in der vorliegenden Arbeit zum ersten Mal mit Hilfe eines
dosisabhangigen Inhibitions-ELISA eine Kreuzreaktivitat zwischen Bet v 1 und Cor a 1 auf
Ebene des IgE nachweisen (B-Zell-Kreuzreaktivitat), wobei das Cor a 1-reaktive IgE
dominant kreuzreaktiv zum Bet v 1-reaktiven IgE ist.
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5.3.2 T-Zellkreuzreaktivitat

Die durch die Stimulation mit unterschiedlichen Allergenen hervorgerufene T-Zellantwort,
wurde bereits in zahlreichen Studien untersucht?”%3481-8 _ Allerdings wurde dabei bisher
hauptsachlich mit T-Zelllinien (TCL, engl. T cell lines) und T-Zellklonen (TCC, engl. T cell

clones) gearbeitet, oder es wurden PBMC in ihrer Gesamtheit analysiert®-*8-84

, ohne
daraus die T-Zellen zu isolieren. In der vorliegenden Arbeit wird jedoch ausschlieBlich mit
primaren T-Zellen gearbeitet, die aus den PBMC der Spender aufgereinigt werden. Ohne
wiederholte Stimulationen, wie es sonst bei TCL und TCC der Fall ist, soll die
Hindergrundproliferation méglichst gering gehalten und eine mégliche Differenzierung der
T-Zellen aufgrund bestimmter Kulturbedingungen ausgeschlossen werden.

Zunachst werden die T-Zellanalysen dieser Studie mit dem bewéhrten und bereits haufig
angewandten *H-Thymidinassay durchgefiihrt®2818°%¢,

Nach der primaren Stimulation der T-Zellen mit Bet v 1- und Cor a 1-beladenen DC lasst
sich eine signifikante allergenspezifische Induktion der Proliferation bei den Allergikern,
jedoch nicht bei den gesunden Spendern feststellen (siehe Abb. 4.5). Mit der Stimulation
durch Dau c 1-beladene DC verhalt es sich anders. Sie sind auch bei den Allergikern nicht
in der Lage, eine signifikante allergenspezifische Proliferation zu induzieren (siehe Abb.
4.5). Dieses Ergebnis geht, wie man Tab. 4.1 und Abb. 4.1 entnehmen kann, mit den
klinischen Daten der Allergiker konform. Dort wird ersichtlich, dass eine Karottenallergie
innerhalb der Spenderkohorte sehr viel geringer ausgepragt oder verbreitet ist als eine
Hypersensitivitatsreaktion gegen Birkenpollen oder Haselnlsse. Daher ist es naheliegend,
dass keine deutlich signifikante Proliferation als Antwort auf Dau ¢ 1 in der atopischen
Spendergruppe beobachtet werden kann.

Die allergenspezifische Induktion der Proliferation im Allergiker im Gegensatz zum

8272 yund stimmen somit

Nichtallergiker konnte bereits in anderen Studien gezeigt werden
mit den Ergebnissen der vorliegenden Studie (berein. In einer Arbeit von Bohle et al.*?
werden PBMC von sowohl Allergikern als auch gesunden Probanden mit den
rekombinanten Allergenen Bet v 1 und Api g 1 stimuliert. Wahrend in der Allergikerkohorte
eine allergenspezifische Proliferation der Lymphozyten beobachtet werden kann, kann in
der gesunden Kontroligruppe keine allergeninduzierte Lymphozytenproliferation
festgestellt werden.

Die Studie von Smole et al.”?

zeigt die allergenspezifische Proliferation von Atopikern im
Vergleich zur gesunden Kontrolle mit Hilfe von naiven T-Zellen. Diese werden durch

allergenbeladene DC stimuliert und lassen beim Allergiker im Vergleich zu einer
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Mediumkontrolle eine signifikante allergenspezifische T-Zellproliferation erkennen. Nicht
so bei der gesunden Gruppe. Dort kann die Proliferation der allergenstimulierten naiven T-
Zellen das Proliferationsniveau der Mediumkontrolle nicht signifikant Gbersteigen.

Wie in vorangegangenen Studien kann in der hier vorliegenden Arbeit also im Allergiker
eine allergenspezifische Induktion der Proliferation nach primarer Stimulation festgestellt
werden, in diesem Fall als Antwort auf die rekombinanten Allergene Bet v 1 und Cor a 1.
Allerdings kann keine Korrelation zwischen dem Niveau des spezifischen IgE gegen die
hier verwendeten Allergene und der jeweiligen T-Zellproliferation der individuellen
Spender beobachtet werden (vgl. Tab. 4.1, Abb. 4.1 und Abb. 4.6).

In der hier vorliegenden Arbeit werden zur Analyse der T-Zellkreuzreaktivitat (Abb. 4.9
und 4.10) die primar stimulierten allergenspezifischen T-Zellen sowie die unspezifischen
Kontroll-T-Zellen jeweils mit den rekombinanten Allergenen Bet v 1 und Cor a 1
restimuliert. Betrachtet man die Allergikergruppe, kann nach einer sekundaren Stimulation
mit Bet v 1 (Abb 4.9, oben links) eine Kreuzreaktivitat zwischen Cor a 1 und Bet v 1 sowie
Dau ¢ 1 und Bet v 1 beobachtet werden. Bei Restimulation mit Cor a 1 kann zusétzlich
eine T-Zellkreuzreaktivitat zwischen Bet v 1 und Cor a 1 gezeigt werden (Abb. 4.9, oben
links). Bei individueller Betrachtung der allergischen Spender kann festgestellt werden,
dass bei jedem einzelnen der untersuchten Probanden ohne Ausnahme eine T-
Zellkreuzreaktivitat zwischen Bet v 1 und Cor a 1, oder Cor a 1 und Bet v 1, vorhanden ist
(Abb. 4.10). Es kann also gezeigt werden, dass bei den mittels *H-Thymidin gemessenen
Experimenten 100 % der analysierten allergischen Spendern eine signifikante T-
Zellkreuzreaktivitat zwischen den Allergenen Bet v 1 und Cor a 1 auf Ebene von priméaren
T-Zellen in mindestens einem experimentellen Ansatz (Restimulation mit Bet v 1, oder
Restimulation mit Cor a 1) aufweisen.

Eine T-Zellkreuzreaktivitdt zwischen dem Pollenallergen Bet v 1 wund den
Nahrungsmittelallergenen Cor a 1 und Dau ¢ 1 konnte bereits in grundlegenden Studien

1.3* und Bohle et al.*® bei Patienten mit Birkenpollenallergie und

von Jahn-Schmid et a
OAS, ausgelést durch den Verzehr von Haselnlssen und Karotten, gezeigt werden.
Allerdings werden die Experimente in beiden Arbeiten nicht mit primaren T-Zellen
durchgefiihrt. Jahn-Schmid et al.** haben unterschiedliche TCL und TCC generiert, die fiir
verschiedene Epitope auf dem Bet v 1-MolekUl spezifisch sind. Dabei kdnnen insgesamt
zehn unterschiedliche T-Zell-aktivierende Regionen innerhalb der Moleklle bestimmt
werden, die mindestens von 10 % der untersuchten Probanden erkannt werden. Die
meisten analysierten Allergiker (61 %) reagieren auf das Epitop Bet v 1442156, Welches

somit das immundominante Epitop auf dem Hauptbirkenpollenallergen darstellt. Gefolgt
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wird dieses Epitop von Bet v 1412123, welches immerhin von 40 % der Probandenkohorte
erkannt wird. 18 Allergiker der Kohorte, zeigen eine Reaktion auf ausschlieBlich nur eines
der zehn unterschiedlichen Bet v 1-Epitope. Davon erkennen acht Patienten exklusiv das
Epitop Bet v 1142.156.

Fir die Kreuzreaktivitat zwischen dem Birkenpollenallergen und seinen homologen
Nahrungsmittelallergenen scheint das immundominante Epitop Bet v 1i4.1556 vOnN
immenser Wichtigkeit zu sein. Es befindet sich im stark konservierten C-Terminus des
Allergenmolekils. Die Bet v 1145.156-korrespondierenden Regionen auf den kreuzreaktiven
Nahrungsmittelallergenen (z.B. Cor a 1443.157, Dau ¢ 1441.153) sind ebenfalls im C-Terminus
des jeweiligen Molekiils lokalisiert®.

Um zu analysieren wie stark dieses Epitop des Birkenpollenallergens bei der
Kreuzreaktivitdt mit anderen Proteinen aus der PR-10-Familie involviert ist, hat die
Arbeitsgruppe um Jahn-Schmid® Bet v 114,.1s6-spezifische TCL von 15 unterschiedlichen
Spendern generiert und diese anschlieBend mit Peptiden, die die jeweils
korrespondierenden Regionen auf dem homologen Nahrungsmittelallergen reprasentieren
(z.B. Cor a 1443-157, Dau ¢ 1441.153), stimuliert. Es kann beobachtet werden, dass 71 %
dieser TCL durch eines oder mehrere der Nahrungsmittelpeptide eine signifikante
Proliferation hervorgerufen werden kann. Davon reagierten 53 % der getesteten TCL auf
Cor a 1443157 und 47 % auf Dau ¢ 1441.153. Zusatzlich werden elf Bet v 1442.156-Spezifische
TCC von acht unterschiedlichen Spendern generiert, die mit den vollstandigen
Allergenproteinen von diversen Nahrungsmitteln (z.B. Cor a 1, Dau ¢ 1) stimuliert wurden.
Es soll gezeigt werden, dass Bet v 114,.15¢ auch auf klonaler Ebene bei der Kreuzreaktivitat
eine wichtige Rolle spielt. Tatsachlich werden Cor a 1 und Dau ¢ 1 zu 54,5 % bzw. 45,5 %
der TCC erkannt. Jahn-Schmid et al.** kénnen in ihrer Studie also mit Hilfe von TCL und
TCC eine Kreuzreaktivitdt zwischen dem Birkenpollenallergen und den homologen
Allergenen von Haselnuss und Karotte auf zellularer Ebene demonstrieren. AuBerdem
kann Bet v 144.15¢ als das immundominante Epitop des Hauptallergens der Birke
identifiziert werden.

In der Studie von Bohle et al.*®* werden ebenfalls unterschiedliche TCL und TCC generiert,
die allerdings eine Spezifitat fir unterschiedliche Epitope des Haselnussallergens Cor a
1.04 aufweisen. Auch hier kbnnen multiple T-Zellepitope identifiziert werden, die Uber das
gesamte Protein verteilt sind. Es kann festgestellt werden, dass von diesen 20 Epitopen
Cor a 1.04442.153 das prominenteste Epitop auf dem Haselnussallergen ist. Es wird von
acht der 17 TCL (47,1 %) erkannt. In folgenden Experimenten werden bezuglich des
Epitops nicht weiter definierte Cor a 1.04-spezifische TCL generiert, die anschlieBend mit
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den rekombinanten Pollenallergenen der Birke und der Haselnuss stimuliert werden. Alle
TCL reagieren auf mindestens eines der beiden Pollenallergene, also auch auf das
Birkenpollenallergen. So kann in diesem Fall eine Kreuzreaktivitat zwischen Cor a 1.04
und Bet v 1 gezeigt werden. Im Weiteren werden 18 Cor a 1.04-spezifische TCC von
neun unterschiedlichen allergischen Spendern isoliert, von denen alle auf eine Reaktion
gegen rekombinantes Bet v 1 und Dau c 1 getestet werden. Bei acht von 18 TCC kann
eine Reaktion gegen Bet v 1 beobachtet werden, zehn der Cor a 1.04-spezifischen TCC
reagierten hingegen nicht auf das Birkenpollenallergen. Eine Reaktion auf die Stimulation
mit Dau ¢ 1 zeigten sieben der 18 unterschiedlichen TCC. So kann hier also ebenfalls
eine Kreuzreaktivitat zwischen den Cor a 1.04-spezifischen TCC und dem Pollenallergen
der Birke sowie dem Nahrungsmittelallergen der Karotte nachgewiesen werden.

Die Kreuzreaktivitdt zwischen Cor a 1.04 und Dau ¢ 1 wird in der Gruppe um Bohle
zusatzlich einer genaueren Betrachtung unterzogen. Dabei kann festgestellt werden, dass
alle Dau c 1-reaktiven TCC ausschlieBlich Cor a 1.0444.153-spezifisch sind. Das C-
terminale Epitop des Haselnussallergens scheint so fir die Kreuzreaktivitat zwischen den
Hauptallergenen von Haselnuss und Karotte von groBer Bedeutung zu sein.
Zusammenfassend kénnen die Studien von Jahn-Schmid et al. und Bohle et al.
erfolgreich eine Kreuzreaktivitat zwischen dem Pollenallergen der Birke (Bet v 1) und den
Nahrungsmittelallergenen von Haselnuss (Cor a 1) und Karotte (Dau ¢ 1) durch die
Verwendung von TCL und TCC nachweisen®**.

Die vorliegende Arbeit bestatigt die Ergebnisse dieser zwei Studien in Bezug auf die
vorhandenen Kreuzreaktivititen und kann erganzend zum ersten Mal eine
Kreuzreaktivitat zwischen Bet v 1, Cor a 1 und in geringerem MaBe Dau ¢ 1 auf Ebene
von primaren T-Zellen ohne die Verwendung wiederholter Stimulationen zeigen.

Wie schon erwahnt, ist die Verwendung des Thymidinassays eine solide Methode, um die
Kreuzreaktivitat von T-Zellen zu analysieren. Jedoch geht dieses Verfahren mit gewissen
Einschrankungen einher. Eine Unterscheidung, welche T-Zellen genau nach sowohl
primdrer als auch sekundarer Stimulation, oder lediglich nach sekundérer Stimulation
proliferieren, ist nicht mdglich. So stellt sich weiterhin die Frage, welche der
proliferierenden T-Zellen wirklich kreuzreaktiv sind und welche reagieren eventuell
ausschlieBlich auf das zur Restimulation eingesetzte Allergen und nicht auch auf jenes,
welches zur priméren Stimulation eingesetzt wird. Man kann also nicht zwischen diesen
T-Zellsubpopulationen differenzieren und das AusmafB der T-Zellkreuzreaktivitat bei

einem individuellen Spender bestimmen.
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Durch den Einsatz von zwei unterscheidlichen Proliferationsfarbstoffen (CellTrace Violet
und CFSE) und der Durchflusszytometrie ist dies jedoch méglich. Man ist nun in der Lage,
eine detailliertere Analyse der T-Zellsubpopulationen durchzufiihren, die nach der zweiten
Stimulationsrunde proliferieren. Dieses Verfahren wurde zur Analyse der T-
Zellkreuzreaktivitat bisher nicht angewendet und wurde im Rahmen dieser Arbeit im
Hinblick auf die allergenspezifische Induktion und Kreuzreaktivitdten der T-
Zellpopulationen neu etabliert.

Mit Hilfe der neuen Methode kann in der vorliegenden Arbeit nach der priméaren
Stimulation von CD4" T-Zellen mit Bet v 1 und Cor a 1 im Vergleich zu einer
unspezifischen Kontrollgruppe und einem irrelevanten Nahrungsmittelallergen (OVA), das
nicht homolog zu Bet v 1 oder Cor a 1 ist, eine signifikante T-Zellproliferation detektiert
werden (Abb. 4.12).

Bei den Restimulationsexperimenten, die mittels Durchflusszytometrie analysiert werden,
kann bei sowohl den primar Bet v 1- als auch bei den primar Cor a 1-voraktivierten T-
Zellen als Reaktion auf die Stimulation mit dem identischem und auch dem homologen
Allergen im Vergleich zu den Kontrollen eine allergenspezifische starke (Abb. 4.13A und
4.14A), bzw. bei den zusammengefassten Ergebnissen eine signifikante (Abb. 4.13B und
4.14B) Prolifertation festgestellt werden. So kbénnen also hier mit Hilfe der
durchflusszytometrischen Methode sowohl Bet v 1/Cor a 1- also auch Cor a 1/Bet v 1-
kreuzreaktive T-Zellen detektiert werden. In beiden Versuchsansatzen lasst sich deutlich
erkennen, dass die groBe Mehrheit der nach der zweiten Stimulationsrunde mit dem
homologen Allergen proliferierenden T-Zellen aus der T-Zellsubpopulation hervorgehen,
die bereits nach der primaren Stimulation stark proliferiert hat (Abb. 4.13C und 4.14C).
Nach der homologen Restimulation kann bei den primér Bet v 1-voraktivierten T-Zellen
keine Subpopulation beobachtet werden, die ausschlieBlich nach der Restimulation mit
Cor a 1 proliferiert, ohne dabei Bet v 1-reaktiv zu sein. Es kann also keine Cor a 1-
monospezifische T-Zellsubpopulation nach Restimulation mit dem Haselnussallergen
detektiert werden. Im umgekehrten experimentellen Ansatz, also bei den priméar Cor a 1-
voraktivierten T-Zellen verhalt es sich nach Restimulation mit dem Birkenpollenallergen
genau so. Auch hier kann keine Bet v 1-monospezifische T-Zellsubpopulation festgestellt
werden. Diese Ergebnisse schlieBen die Existenz solcher monospezifischen T-
Zellsubpopulationen jedoch nicht aus. Eine mdgliche Erklarung hierfur ist, dass diese
Zellen bei diesem Versuchsansatz mit primaren T-Zellen ohne wiederholte Stimulationen
in so geringem MaBe auftreten, dass sie jenseites der Detektionsgrenze dieser Methode
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liegen. Hier kann folglich eine Prddominanz der kreuzreaktiven T-Zellsubpopulationen
innerhalb der stark allergenreaktiven T-Zellen festgestellt werden.

Wie bereits in Kapitel 1.6 erwahnt, kénnen manche Studien bezlglich einer erfolgreichen
Hyposensibilisierung gegen  Birkenpollen beobachten, dass die spezifische
Immuntherapie mit der Verbesserung einer begleitenden Kreuzallergie gegen bestimmte
Nahrungsmittel einhergeht®* . Im Gegensatz dazu stehen andere Studien, die diesen
positiven Effekt nicht feststellen kénnen bzw. sogar eine Verschlechterung zeigt'®*"®.
Diese kontroversen Ergebnisse kdnnen, wenn man von den IgE-vermittelten
Mechanismen absieht, durch ein unterschiedliches AusmaB von Qualitdt und Quantitat
des kreuzreaktiven T-Zellrepertoires im einzelnen Patienten hervorgerufen werden. So
kann die Kenntnis Uber monospezifische und kreuzreaktive T-Zellsubpopulationen im
individuellen Allergiker zu einer Optimierung des Verfahrens der spezifischen
Immuntherapie flhren. Die durchflusszytometrische Methode birgt auch den Vorteil, dass
die Kreuzreaktivitdt und die Reaktion der einzelnen T-Zellsubpopulationen im Laufe einer
Immuntherapie im jeweiligen Patienten visualisiert und fortlaufend beobachtet werden
kénnen. Diese Erkenntnisse kénnen dazu flhren, dass in Zukunft eine allergenspezifische
Immuntherapie sehr gut an einen individuellen Patienten angepasst werden kann und

somit die Aussicht auf eine erfolgreiche Therapie erhéht wird.
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Zusammenfassung

6. Zusammenfassung

Eine Pollenallergie geht haufig mit einer sekundaren Nahrungsmittelallergie einher, die
durch die Kreuzreaktivitdt zwischen dem Pollen- und dem Nahrungsmittelallergen
verursacht wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Kohorte von 20 Allergikern mit einer Typ I-Allergie
gegen Birkenpollen und einer assoziierten Nahrungsmittelallergie gegen Haselnlsse
und/oder Karotten in Bezug auf eine allergenspezifische IgE-Antwort, T-Zellantwort und
vor allen Dingen hinsichtlich der T-Zellkreuzreaktivitdt zwischen den rekombinanten
Allergenen Bet v 1, Cor a 1 und Dau c¢ 1 charakterisiert. Verwendet wurde hierzu ein
Zellkultursystem mit primaren CD4" T-Zellen ohne die Zugabe von exogenem IL-2 oder
wiederholten Stimulationen. Zur Analyse der T-Zellkreuzreaktivitdt kamen zwei
unterschiedliche Analyseverfahren zum Einsatz: zum einen der bewéhrte °H-
Thymidinassay und zum anderen eine neue durchflusszytometrische Methode, die auf der
Verwendung von zwei unterschiedlichen Proliferationsfarbstoffen basiert.

Bei der Charakterisierung der T-Zellantwort konnte festgestellt werden, dass eine robuste
Th2-Antwort vorliegt, die stark von dem Zytokin IL-5 dominiert wird, begleitet von einer
signifikanten Produktion von IL-9 und IL-13, allerdings ohne die Beteiligung von IL-4.

Des Weiteren konnte zum ersten Mal mit Hilfe eines dosisabhangigen Inhibitions-ELISA
eine B-Zellkreuzreaktivitat zwischen Bet v 1 und Cor a 1 gezeigt werden, wobei das Cor a
1-reaktive IgE pradominant ist und eine Subpopulation des Bet v 1-reaktiven IgE darstellt.
Mittels ®H-Thymidinassay konnte eine T-Zellkreuzreaktivitit zwischen Bet v 1, Cor a 1 und
in einem geringeren MaBe zu Dau c 1 bei primaren T-Zellen von Allergikern gezeigt
werden. Ebenso konnte die Kreuzreaktivitat zwischen Bet v 1 und Cor a 1 durch die neue
durchflusszytometrische Methode bewiesen werden. Zusatzlich ist es mit Hilfe dieser
neuen Methode nun mdglich, zwischen den einzelnen T-Zellsubpopulationen zu
unterscheiden, die sowohl nach primérer und sekundarer oder ausschlieBlich nach
sekundarer Stimulation proliferieren. Es konnte festgestellt werden, dass die
kreuzreaktiven T-Zellen aus der T-Zellsubpopulation hervorgehen, die bereits nach der
primdren Stimulations stark proliferiert haben. Somit kann also innerhalb des T-
Zellrepertoires der allergischen Spender eine Pradominanz der kreuzreaktiven T-
Zellsubpopulationen festgestellt werden. Eine monospezifische T-Zellsubpopulation
konnte unter Verwendung der neuen Methode nicht detektiert werden.
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Zusammenfassung

Das AusmaB von Qualitdt und Quantitat einer Kreuzreaktivitdt kann nun visualisiert
werden, was dazu beitragen kann, das Protokoll einer SIT zu verbessern und optimal an
den individuellen Patienten anzupassen, um mdglicherweise eine gréBere Chance auf

eine erfolgreiche Therapie in Aussicht zu stellen.
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