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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die Birkenpollenallergie ist eine der meist verbreiteten Allergien in Europa. Sie zahlt zu
den Typ-I-Allergien, welche sich durch die Produktion allergenspezifischer
Immunglobulin (Ig) E Antikdrper auszeichnen, die rezeptorvermittelt an Effektorzellen
der allergischen Immunantwort (eosinophile und basophile Granulozyten, Mastzellen)
gebunden werden. Durch wiederholten Allergenkontakt kommt es zur Quervernetzung
der IgE-Ak und Aktivierung der Effektorzelle mit Freisetzung von proinflammatorischen
Mediatoren. Diese Entzindungsmediatoren l6sen anschlielend die Typ-I-Reaktion mit

Symptomen wie Asthma bronchiale oder allergische Rhinokonjunktivitis aus.

Die spezifische Immuntherapie (SIT) stellt die einzige kausale Behandlungsmethode
der Typ-l-Allergie dar. lhre klinische Wirksamkeit und ihr praventiver Effekt wurden
bereits in zahlreichen Studien belegt. Jedoch sind die zugrunde liegenden
immunologischen Mechanismen zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht abschliel3end

geklart.

Diese Studie untersuchte die Veranderungen immunologischer Parameter im
peripheren Blut von elf Birkenpollenallergikern im Rahmen einer dreijahrigen SIT. Im
Speziellen sollten dabei Veranderungen auf Zytokinebene analysiert werden. Es wurde
ein engmaschiges longitudinales Studienprotokoll gewahlt, das einen Vergleich der
Zytokinproduktion sowohl zu bestimmten Abschnitten der SIT (Einleitungs- und
Erhaltungsphase) als auch innerhalb und aulierhalb der Birkenpollensaison
ermodglichte. Um den Einfluss des natirlichen Birkenpollenflugs bewerten zu kdnnen,
wurden zusatzlich acht Probanden ohne Manifestation einer IgE-vermittelten Allergie
sowie acht rein symptomatisch therapierte Allergiker in diese Studie inkludiert. Die
Bewertung der klinischen Wirksamkeit der Therapie erfolgte dabei objektiv durch
Hautpricktests und subjektiv durch die Einordnung des klinischen Beschwerdebildes
durch die Patienten auf einer 7-Punkte-Skala. Die quantitative Messung der

Zytokinmenge erfolgte mittels enzymgekoppeltem Immunadsorptionstests (ELISA).

Bereits in der ersten Pollensaison fiihrte die Immuntherapie zu einer erkennbaren
Verbesserung des klinischen Beschwerdebildes. Im weiteren Behandlungsverlauf
stellte sich dann eine anhaltende signifikante Besserung der allergischen Symptome
ein. Auch die Hautreaktion gegeniber dem Birkenpollenallergen zeigte sich ab dem
ersten Jahr deutlich abgeschwacht. Entsprechende Veranderungen konnten bei

symptomatisch therapierten Allergikern nicht festgestellt werden.

VI



Zusammenfassung

Die durch die SIT induzierten zellularen Modifikationen auf Zytokinebene wiesen eine
ausgepragte zeitliche Dynamik auf. Beginnend mit einem kurzzeitigen Anstieg der
immunsuppressiven Interleukin (IL)-10-Sekretion in der ersten Pollenflugzeit, der von
einer Zunahme der allergieférdernden IL-5-Produktion begleitet wurde, zeigte sich im
weiteren Therapieverlauf eine kontinuierliche Reduktion des saisonal typischen IL-5-
Anstiegs, welcher im dritten Behandlungsjahr signifikant gemindert vorlag. Die SIT
hatte auf den insgesamt niedrigen Spiegel des als protektiv geltenden Zytokins
Interferon (IFN) y einen geringen Einfluss. Neben einer Reduktion am Ende der
Einleitungsphase und in der dritten Birkenpollensaison lie sich nach einem Jahr ein
geringer Anstieg detektieren. Die viel propagierte Annahme, dass eine erfolgreiche SIT
mit einem Wechsel von einer T-Helfer (Th) 2-Zell-mediierten Immunantwort in ein Th1-
Zell-dominiertes Verhaltnis Ubergeht, konnte in der hier vorliegenden Studie somit nicht
bestatigt werden. Vielmehr erscheint der Verlust einer Th2-Reaktivitat entscheidend.
Die Daten stitzen zudem durch den transienten, wenn auch nur geringen IL-10-
Anstieg in der Fruhphase den mdglichen Einfluss der regulatorischen T (Treg)- Zellen

in der allergenspezifischen Toleranzentwicklung, insbesondere zu Beginn der SIT.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Studie, dass die
Toleranzinduktion durch die SIT bei Typ-l-Allergikern auf multifaktoriellen
Mechanismen beruht, welche mit Induktion und Repression bestimmter Zytokine zu

unterschiedlichen Zeitpunkten einer ausgepragten zeitlichen Dynamik unterliegen.

VI



Summary

Summary

Birch pollen allergy is one of the most widespread allergies in Europe. It belongs to the
type-l-allergies and is characterized by the production of allergen-specific
immunoglobulin (Ig) E antibodies, which are bound by specific receptors on the surface
of effector cells (eosinophilic and basophilic granulocytes, mast cells). Cross-linking of
these receptors by repeated allergen contact results in cell activation with the release
of proinflammatory mediators. These mediators initiate the type-I-reactions like

bronchial asthma or allergic rhinitis.

The specific immunotherapy (SIT) is the only causative treatment of type-l-allergies.
Both the clinical effectiveness and the preventive effect were demonstrated in various
clinical trials. However, the underlying immunological mechanisms are still in focus of

intensive research.

To detect alterations of immune parameters in peripheral blood the study was
conducted with eleven patients allergic to birch pollen over the three year treatment
period of SIT. In particular, main interest was on changes in cytokine levels. The
closely meshed, long-term analysis enabled comparison of cytokine production at
decisive time points of SIT (induction and maintenance phase) as well as in and out of
birch pollen season. To evaluate the influence of natural birch pollen exposure eight
subjects allergic to birch pollen treated only symptomatically and eight healthy
individuals without manifestation of an IgE-mediated allergy were included in this work.
Clinical efficacy was evaluated by skin prick test and by patients reporting the extent of
allergic symptoms on a scale of 1 (no symptoms) to 7 (most severe symptoms). The
quantitative measurement of the cytokine concentrations was performed by enzyme-

linked immunosorbent assay (ELISA).

Already in the first pollen season an obvious improvement of allergic symptoms was
detected. During the later course of treatment, SIT resulted in a significant reduction of
allergic symptoms. After one year of treatment, patients revealed decreased pricktest
reactivity against birch pollen allergen. In contrast, allergic subjects only treated

symptomatically did not experience a similar relief of clinical symptoms.

VI



Summary

Cellular alterations induced by SIT demonstrated strong temporal dynamics on the
cytokine level. Initially, a transient increase of the immunosuppressive cytokine IL-10
was observed accompanied by parallel increases of allergy-promoting IL-5 in the first
pollen season. At subsequent time points pollen induced seasonal increases of IL-5
ceased to appear, finally resulting in significantly diminished IL-5 levels at the end of
the observation period. Constantly low levels of the protective cytokine interferon (IFN)
y were almost not affected by SIT. Besides a reduction at the end of the induction
phase and in the third birch pollen season respectively, a slight increase was detected
after the first treatment year. The common assumption that successful SIT is
accompanied by a shift of a T helper (Th) 2-cell mediated to a Th1-cell dominated
immune response was thus not confirmed by this study. Rather a loss of Th2 reactivity
seems to be decisive. In addition, the transient increase of IL-10 release in the early
phase supports a potential influence of regulatory T (Treg) cells in induction of

tolerance against allergens, especially at the beginning of SIT.

In summary, this study shows that tolerance induction elicited by birch pollen SIT is
based on multi-factorial immune mechanisms with distinctive temporal dynamics in

induction and decrease of investigated cytokines at different time points.



1 Einleitung

1 Einleitung

Die wesentliche Aufgabe des Immunsystems ist es, den menschlichen Organismus vor
Krankheitserregern zu schitzen (Pezzutto et al., 2007). Sobald ein Keim die aulieren
Korperbarrieren Uberwunden hat, wird er vom Immunsystem erkannt und bekampft.
Dies geschient durch das Zusammenspiel der angeborenen unspezifischen
Immunreaktion mit der erworbenen spezifischen Immunreaktion. Beide folgen meist
unmittelbar aufeinander und sind funktionell eng miteinander verzahnt. Die
unspezifische Immunreaktion ist in der Erbinformation festgelegt und kontinuierlich in
Bereitschaft. Sie arbeitet mit Rezeptoren, die unspezifisch Fremdantigene von denen
des eigenen Organismus unterscheiden kénnen. Bei Kontakt mit einem unbekannten
Antigen setzt die Abwehrreaktion sofort ein und aktiviert Phagozyten und das
Komplementsystem. Gleichzeitig leitet diese frUhe Immunreaktion die spezifische
Immunantwort ein, welche sich gezielt gegen Antigene richtet. Dazu bilden
Lymphozyten Rezeptoren, welche bei Kontakt mit dem passenden Antigen die
Abwehrreaktion und die Bildung von spezifischen Antikdrpern initieren. Durch die
Bildung eines immunologischen Gedachtnisses setzt die spezifische Immunantwort bei

Sekundarkontakt mit dem gleichen Erreger schneller und effektiver ein.

Bei einer Stérung dieses feinen Zusammenspiels kann die Immunantwort fehlgeleitet
werden und es kommt zur Schadigung des eigenen Koérpers. Voraussetzungen dafur
sind u.a. ein geeignetes Antigen und die Veranlagung zur UbermafRigen Produktion
antigenspezifischer Antikorperklassen oder T-Zellen. Bei der Autoimmunitat sind
Strukturen des eigenen Korpers Ziel der spezifischen Immunabwehr. Bei der Allergie
sind es die in den Organismus aufgenommenen Umweltantigene wie Pollen oder
Hausstaubmilben, die als Allergene bezeichnet werden. Nach Initiation einer
allergischen Immunreaktion konnen abhangig vom Effektororgan und der Art der
allergischen Reaktion unterschiedliche Symptome wie Rhinokonjunktivitis, Asthma,
Ekzeme, Urtikaria, Odeme, gastrointestinale Beschwerden (Diarrhoe, Erbrechen) oder
sogar Herz-Kreislauf-Beschwerden im Zusammenhang mit einem anaphylaktischen

Schock auftreten.


http://flexikon.doccheck.com/de/Antigen
http://de.wikipedia.org/wiki/Allergische_Rhinitis

1 Einleitung

Neben einer Reihe symptomatischer Therapieformen stellt die spezifische
Immuntherapie (SIT) die einzige Kausaltherapie gegen solch eine fehlgeleitete
Immunreaktion dar. Hierbei wird dem Korper in zunehmender Dosis das ursachliche
Antigen prasentiert, um schliellich durch ein langsames ,Gewohnen® an das Antigen
die Immunantwort zu normalisieren. Die klinische Effektivitat der SIT wurde in einer
Vielzahl von Studien bestatigt. 1998 wurde ihr therapeutischer Nutzen von der WHO
anerkannt (Bousquet et al., 1998). Allerdings sind die immunologischen
Wirkmechanismen der SIT auch Uber hundert Jahre nach der Erstbeschreibung durch
Leonard Noon nicht vollstdndig bekannt, sondern im Fokus intensiver Forschung
(Noon, 1911).

Mit dieser Studie sollten weitere Einblicke in die immunologischen Ablaufe der SIT
gewonnen werden. Dafir wurden die SIT-induzierten Veranderungen auf Zytokinebene
in einer Gruppe von Birkenpollenallergikern Uber den Verlauf von drei Jahren

untersucht und mit dem klinischen Therapieverlauf verglichen.

1.1 Allergie

Der Begriff "Allergie" (griech. Allos = anders, Ergon = Aktivitat) wird definiert als eine
.erworbene spezifische Anderung der Reaktionsfahigkeit des Immunsystems
gegenuber koérperfremden, eigentlich unschadlichen und zuvor tolerierten Substanzen,

die als Allergen erkannt werden® (Pschyrembel Klinisches Wérterbuch, 2010).

1.1.1 Allergietypen

Coombs und Gell teilten die immunologischen Uberempfindlichkeitsreaktionen 1963
in vier Allergietypen ein: Sofort-Typ, zytotoxischer Typ, Immunkomplex-Typ und Spat-
Typ (vgl. Tab. 1). Alle vier Formen sind nicht isoliert zu betrachten, sondern gehen
zum Teil ineinander Uber oder laufen parallel. Der haufigste Typ ist die Sofortreaktion,
unter die auch die hier behandelte respiratorische Allergie gegen Birkenpollen fallt
(Coombs and Gell, 1963).



Tab. 1: Allergietypen nach Coombs und Gell (Biihling et al., 2008)
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Typ | Typ I Typ lll Typ IV
Sofort-Typ Zytotoxischer  Immun- Spat-Typ
Typ Komplex-Typ
Ursache z.B. z.B. z.B. z.B.
Medikamente, Medikamente Pilzsporen, Nickel,
Pollen, Tierproteine, Duftstoffe,
Nahrungs- Medikamente Medikamente
mittel (Kontakt-
allergene),
Transplanta-
tionsgewebe
Mechanismus  IgE- Zytolyse durch Komplement- Aktivierung
vermittelte Komplementak-  Aktivierung durch von T-
Mastzell- tivierung nach gewebsstandige  Lymphozyten
degranulation  Bindung von oder
Antikérpern zirkulierende
(IgG, IgM) an Antigen-
membranstan- Antikorper-
dige Allergene Komplexe (IgG,
IgM, IgA)
Klinisches Bild Asthma, Transfusions- Serumkrankheit, allg. Kontakt-
Rhinitis, reaktion, allerg. Vaskulitis, ekzem,
Rhinokon- Anamie, exogen-allerg. Arzneimittel-
junktivitis, Thrombopenie,  Alveolitis, allerg.  exanthem,
Urtikaria, Agranulozytose  bronchopulmo- Transplantat-
Angio6dem, nale Aspergillose abstofRung
anaphylak-
tischer
Schock
Reaktionszeit S-min 6-12 h 6-12 h 12-72 h

Die drei ersten Typen sind Frihreaktionen und werden vor allem durch humorale

Faktoren unterhalten. Uberwiegend zellular vermittelt ist hingegen die Spatreaktion des

Typ IV.

1.1.2 Allergische Immunantwort des Typ-l-Allergikers

Bestimmte Menschen haben eine hereditare Pradisposition zur Entwicklung von Sofort-

Typ-Allergien gegen gewodhnliche, eigentlich harmlose Umweltallergene, die als Atopie

bezeichnet wird. Zusatzlich zu der genetischen Komponente werden u.a. die

verbesserte Hygiene in den Industrielandern und eine damit verbundene reduzierte

Infektionszahl sowie eine Veranderung der kommensalen Mikroflora im Intestinaltrakt



1 Einleitung

mit ungenugender Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren, die als Teil der angeborenen
Abwehr nach Kontakt mit Krankheitserregerantigenen Uber eine Signalkaskade zur
Stimulation der protektiven Immunabwehr flhren, als Hauptursachen fur eine

allergische Fehlsteuerung angenommen (Prioult and Nagler-Anderson, 2005).

Zu den Sofortallergien werden allergische Rhinokonjunktivitis, Asthma, Urtikaria sowie
systemische Uberempfindlichkeiten gegen Hymenopterengifte, Nahrungsmittel und
Arzneistoffe gezahlt. Sie zeichnen sich durch die Produktion spezifischer
Immunglobulin (Ig) E-Antikérper gegen nicht pathogene Allergene wie Pollen,
Hausstaubmilben, Nahrungsmittel, Pilzsporen, Tierhaare sowie Arzneimittel und
Insektengift aus. Bei Allergenkontakt kommt es meist innerhalb weniger Minuten zu

IgE-vermittelten allergischen Reaktionen (Grevers and Rdcken, 2008, S. 28).

1.1.3 Pathophysiologie der Typ-I-Reaktion

Fir die Typ-I-Reaktion ist die Bildung spezifischer IgE-Antikbrper gegen
Umweltallergene kennzeichnend. Nach primarem Kontakt mit dem Allergen kommt es
zur Bildung allergenspezifischer T-Helfer (Th) 2-Zellen. Diese induzieren uber
Interleukin (IL)-4 und IL-13 den Antikérper-Klassenwechsel von IgM (zumeist Uber IgG)
zu spezifischen Antikdrpern der IgE-Klasse (Del Prete et al., 1993; Lundgren et al.,
1989). Dieser Vorgang wird als Sensibilisierung bezeichnet. Die IgE-Antikoérper binden
anschliefend an hochaffine IgE-Rezeptoren (FceR) auf der Oberflache von
Effektorzellen, wie Mastzellen oder basophile Granulozyten.

Bei Zweitkontakt mit dem entsprechenden Antigen wird die Effektorphase eingeleitet.
Uber die Vernetzung zweier auf der Oberflache gebundener IgE-Molekile durch das
Antigen wird die Degranulation der Effektorzelle ausgelést und proinflammatorische
Mediatoren werden freigesetzt. Es werden Histamin, Serotonin, Heparin,
plattchenaktivierender Faktor (PAF), SRS-A (slow reacting substance of anaphylaxis,
Leukotriene C4, D4, und E4) sowie Prostaglandine ausgeschittet (Kinet, 1999;
Macfarlane et al., 2000). Zu den Zielstrukturen der freigesetzten Mediatoren gehdren
Nerven, GefalRe und glatte Muskelzellen. Dort werden die typischen allergischen
Symptome wie Juckreiz, Odem, Urtikaria, Bronchokonstriktion, gastrointestinale
Beschwerden und Hypotonie ausgeldst. Wesentliche Effektorzellen hierbei sind
Mastzellen, die vorzugsweise dort lokalisiert sind, wo besonders haufig Kontakt mit den
aus der natlrlichen Umwelt aufgenommenen Allergenen besteht (Atemwege, Haut,

Darm).
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Im Verlauf der allergischen Immunreaktion werden mit Hilfe von Chemokinen T-
Lymphozyten an den Ort der Allergenexposition rekrutiert. Die von ihnen freigesetzten
Zytokine koénnen zusatzliche allergische Beschwerden in Form einer Spéatphase-

Reaktion auslésen (Macfarlane et al., 2000).

1.2 Epidemiologie der Typ-l-Allergie

Die Inzidenz atopischer Erkrankungen wie allergische Rhinitis, allergisches Asthma
und atopische Dermatitis hat in den letzten Jahrzehnten stark zugenommen. In
epidemiologischen Studien wird die Rate der in den westlichen Industrielandern an
Asthma bronchiale bzw. an allergischer Rhinitis Erkrankten mit 8% bzw. 20%
angegeben (Bauchau and Durham, 2004; Beasley et al., 2000; Bousquet and Khaltaeyv,
2007; Sly, 1999). Auch in den Entwicklungslandern scheinen allergische Erkrankungen
bedingt durch sozio6konomische Veranderungen vermehrt aufzutreten (Platts-Mills and
Cooper, 2010).

Unter den Allergieauslésern haben Pollen eine besondere klinische Relevanz. Diese
zeigt sich auch in einem Anstieg der Pravalenz der Pollenallergie von bis zu 40%
innerhalb der letzten Jahrzehnte (D'Amato et al., 2007). Einer der Hauptproduzenten
von Baumpollen ist die Birke (Betula spp.). Die Birkenpollenallergie ist daher eine der
am meisten verbreiteten Allergien in Europa. In einigen Regionen zeigen 54% der
Bevdlkerung einen positiven Hautpricktest (allergische Hautreaktion nach Einbringen
von Birkenpollenextrakt in die oberste Hautschicht) auf Birkenpollen (D'Amato et al.,
2007; Eriksson and Holmen, 1996). Unter den Birkenpollen-Bestandteilen ist Bet v 1
ein Major-Allergen, d.h. eine Allergenkomponente, mit der mehr als 50% der gegen das
gesamte Allergen sensibilisierten Allergiker reagiert (Jarolim et al., 1989; Niederberger
et al.,, 1998). So konnte am Beispiel der Birkenpollenallergiker gezeigt werden, dass

Uber 95% gegen Bet v 1 sensibilisiert sind (Jarolim et al., 1989; Movérare et al., 2002).
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1.3 Immunsystem

1.3.1 T-Lymphozyten im Kontext der Typ-l-Allergie

T-Lymphozyten sind eine wesentliche zellulare Komponente der spezifischen
Immunantwort. Zu ihrer Zellpopulation zdhlen die Th-Zellen und die regulatorischen T

(Treg)-Zellen, welche im Folgenden kurz beschrieben werden.

1.3.1.1 T-Helfer-Zellen

Th-Zellen sind durch die Oberflachenexpression von CD (cluster of differentiation) 4
gekennzeichnet. lhre Entwicklung findet im Thymus statt. Nach Antigenprasentation
durch dendritische Zellen (DC, dendritic cell) wird die ThO-Zelle zur Proliferation und
Differenzierung in eine der Th-Zell-Subpopulationen stimuliert (Koolman and Réhm,
2003, S. 294f; Muraille and Leo, 1998). Diese Differenzierung erfolgt entsprechend den
im Umgebungsmilieu vorherrschenden Zytokinen. IL-12, IL-18 und IL-27 induzieren
beispielsweise die Bildung von Th1-Zellen und IL-4 bewirkt die Th2-Zell-Bildung (Akdis
and Akdis, 2009).

Th1-Zellen sind an der zellularen Immunitat gegenluber Pathogenen wie Viren und
Bakterien beteiligt. Sie fungieren als Regulatorzellen in Entziindungsreaktionen (Spat-
Typ-Reaktion, vgl. Tab. 1) und stehen im Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen
und Transplantatabstoflungen (Hoft et al.,, 2000; Romagnani, 2006). Th1-Zellen
produzieren die Zytokine IL-2, Interferon (IFN) y, Tumornekrosefaktor (TNF)-a und
TNF-B.

Th2-Zellen beeinflussen Uber die Zytokine IL-4 und IL-5 B-Zellen in ihrer Funktion. IL-4
fordert die B-Zellaktivierung und den Isotypenwechsel zu allergenspezifischen IgE- und
IgG4-Antikérpern. IL-5 unterstitzt die Reifung dieser Zellen zu antigenproduzierenden
Plasmazellen. Th2-Zellen sind dadurch an der humoralen Abwehr beteiligt und sind
Gegenspieler der Treg-Zellen bei der Entwicklung und Aufrechterhaltung allergischer
Erkrankungen (Larché et al., 2006; Ozdemir et al., 2009; Romagnani, 2006).
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1.3.1.2 Regulatorische T-Zellen

Treg-Zellen wurden erstmals 1995 von Sakaguchi et al. beschrieben und stellen eine
weitere Untergruppe der CD4" T-Zellen dar (Sakaguchi et al., 1995). Sie sind fir die
Aufrechterhaltung der Immunhomdostase zustdndig und haben dazu vielfaltige
Effektorfunktionen. Sie supprimieren u.a. die Funktion der Effektor-T (Teff)-Zellen und
schranken damit die Immunantwort ein. Im Zuge der Immunabwehr sind Treg-Zellen
fur die periphere Toleranzentwicklung und die spezifische Immunsuppression
verantwortlich (Taylor et al., 2006). Sie hemmen antigenprasentierende Zellen, die
Proliferation allergenspezifischer Th-Zellen und die Zytokinsekretion der Th1- und Th2-
Zellen. Treg-Zellen sind bei allergischen und bei nicht-allergischen Individuen
vorhanden. Jedoch scheint ihre supprimierende Eigenschaft bei Allergikern verglichen
mit Nicht-Allergikern vermindert (Bellinghausen et al., 2005; Ling et al., 2004). Auch in
Bezug auf Birkenpollenallergien lasst sich eine verminderte Unterdrickung der Teff-
Zell-Proliferation nach Stimulation mit Birkenpollenallergen (BPA) belegen (Thunberg
et al., 2007).

Unter den Subpopulationen der Treg-Zellen sind besonders Typ-I-regulatorische T-
Zellen (Tr1) im Rahmen dieser Arbeit relevant, da sie sich durch eine besonders hohe
IL-10 Sekretion auszeichnen (Roncarolo et al.,, 2006). Bei Tr1-Zellen findet die
Differenzierung und Induktion auferhalb des Thymus in der Peripherie durch
Antigenstimulation statt (Curotto de Lafaille and Lafaille, 2009). Sie sind Foxp3", CD4",
CD25" und wirken immunmodulatorisch (Roncarolo et al., 2006). Tr1-Zellen tben ihren
immunsuppressiven Effekt, neben IL-10, Uber das Zytokin TGF-B (transforming growth
factor-B) und mit Hilfe verschiedener Oberflachenmolekile wie cytotoxic T lymphocyte
antigen (CTLA)-4 und programmed death 1 (PD-1) aus (Letterio and Roberts, 1998;
Taylor et al., 2006).

Eine Ubersicht der supprimierenden und induzierenden Funktionen der Treg-Zellen im

Kontext einer allergischen Immunantwort ist in Abb. 1 dargestellt.
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Abb. 1: Regulatorische T- Zellen in der allergischen Immunantwort

Regulatorische T (Treg)-Zellen sind auf vielfaltige Art und Weise an der Kontrolle der allergen-induzierten Immunantwort
beteiligt. Sie nutzen die Suppressorfaktoren Interleukin (IL)-10, transforming growth factor (TGF)-B, cytotoxic T
lymphocyte antigen (CTLA)-4 und programmed death (PD)-1, um in die Reaktionen auf allergische Entziindungen
(Suppression der T-Helfer (Th) 2-Zellen und Reduktion der Th2-Zytokine) einzugreifen. TGF-f und IL-10 unterdriicken
die ThO/Th1 Zellinduktion. Sie wirken damit der Einleitung gewebsschadigender Mechanismen (Apoptose der
Keratinozyten und der bronchialen Epithelzellen) entgegen. Rote Pfeile stehen fiir Suppression, schwarze Pfeile
bedeuten Induktion. APZ = antigenprasentierende Zellen, DC = dendritische Zellen (Modifiziert nach Akdis and Akdis,
2009).

1.3.2 Zytokine im Kontext der Typ-I-Allergie

Zytokine regulieren die Intensitdt und Dauer einer Immunantwort. Sie hemmen oder
stimulieren dafur Aktivierung, Proliferation und/oder Differenzierung ihrer Zielzellen und
steuern die Sekretion von Antikdrpern oder anderen Zytokinen. Sie sind Polypeptide,
die als Mediatoren wirken. Ihre Gruppe schlie8t IL, TGF und IFN mit ein, deren
Aufgabe in der Vermittlung von Zellinteraktionen besteht. Dafur binden sie an
spezifische Rezeptoren auf der Zellmembran der Zielzelle. Sie kdnnen dabei parakrin
(Aktivierung von Zellen in unmittelbarer Nahe der produzierenden Zelle) oder autokrin
(produzierende Zelle entspricht der Zielzelle) wirken. Wenn sie Uber den Blutkreislauf

zur Zielzelle gelangen, wird dies als endokrine Wirkung bezeichnet (Grevers and
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Récken, 2008, S. 20f; Hahn et al., 2008, S. 80ff). Tab. 2 gibt eine Ubersicht Uber die
wichtigsten Zytokine im Rahmen einer allergischen Immunantwort.

Tab. 2: Ubersicht der Zytokine (Modifiziert nach Hahn et al., 2008, S. 81)

Bezeichnung Wichtige Funktion Wichtiger Produzent W_|cht|ge
Zielzelle
IL-2 T-Zellstimulation T-Zellen T-Zellen
B-Zellaktivierung Th2-Zellen B-Zellen
IL-4 Mastzellen, natirliche
Basophilenanlockung Killer (NK)-T-Zellen, Basophile
Th2-Zellen
Klassenwechsel zu IgE Th2-Zellen B-Zellen
L5 B-Zellreifung B-Zellen
i Th2-Zellen, Mastzellen
Eosinophilenaktivierung Eosinophile
Immuninhibition, hemmt
IL-10 Aktivierung von Th2-Zellen, Treg- Makrophagen,
Th1-/ Th2-Zellen und Zellen, Makrophagen T-Zellen
Makrophagen
Aktivierung von
IL-12 Th1-Zellen und Makrophagen, T-Zellen
: dendritische Zellen
zytotoxischen T-Zellen
IL-17 Entziindung Th17-Zellen Neutrophile
Makrophagenaktivierung, i . i
IFNy hemmt Th2-Zellen, T-Zellen, insb. Th1 Makrophagen,
Zellen, NK-Zellen B-Zellen
Klassenwechsel zu IgG
. T-Zellen,
Immuninhibition Makrophagen
TGF-B Klassenwechsel zu IgA | T1h-Zeéllen, Treg-Zellen, B-Zellen
Makrophagen
Wundheilung Epithelzellen

Im folgendem werden die im Zusammenhang mit der vorliegenden Studie relevanten
Zytokine ausfuhrlicher beschrieben.
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IL-5

IL-5, ein typisches Th2-Zellprodukt, das aber auch von Mastzellen sezerniert wird, ist
entscheidend an der Th-2-vermittelten allergischen Reaktion beteiligt (Romagnani,
2000). Dazu wirkt es aktivierend auf Eosinophile und tragt maRgeblich zu ihrer
Rekrutierung und Differenzierung bei. Eine allergeninduzierte Kreuzvernetzung der
IgE-Rezeptoren leitet zusammen mit IL-5 die Degranulation der Eosinophilen ein. Die
dabei ausgeschutteten granularen Inhaltsstoffe kénnen zu Gewebsschadigungen
fuhren. Zusatzlich ist IL-5 an der Entwicklung von mukosalen Entzindungen in
Zusammenhang mit Asthma bronchiale und allergischer Rhinitis beteiligt (Durham et
al,, 1992). AuRerdem unterstutzt es die B-Zellentwicklung zur Plasmazelle und ist
zustandig fur die Stimulation zytotoxischer Eigenschaften gegen Parasiten (Hahn et al.,
2008, S. 82ff).

[ENy
IFNYy ist ein typisches Produkt der Th1-Zellen und wird auch von zytotoxischen T-Zellen

und natdrlichen Killer (NK)-Zellen gebildet. Die IL-4-Genexpression und damit
verbunden auch die IgE-Bildung werden durch IFNy unterdriickt (Elser et al., 2002). Es
hemmt zusatzlich die Entwicklung und Rekrutierung von Th2-Zellen und beeinflusst die
Entwicklung naiver Th0-Zellen zu einem Th1-Phanotyp. Des Weiteren fordert es in B-
Lymphozyten den Klassenwechsel der Antikérper von IgM zu IgG und tragt damit zur
Verbesserung der humoralen Immunitat bei. Zusatzlich unterstitzt IFNy die Aktivitat
der NK-Zellen und induziert die Apoptose in T-Zellen und Eosinophilen (Luttmann et
al., 2000; Refaeli et al., 2002). Durch diese Mechanismen kann die Freisetzung von
entzindlichen Th2-Mediatoren reduziert und die klinische Symptomatik einer
Allergenexposition wie bronchiale Hyperreaktivitdt und bronchoalveolare Eosinophilie
vermindert werden (Huang et al., 2001; Teixeira et al., 2005).

Durch die Induktion von T-Zell-Anergie und vermehrte Apoptose der IL4" T-Zellen
scheint IFNy eine potentiell protektive Wirkung auf unphysiologische Th2-Antworten zu
besitzen (Gardner et al., 2004). Als T-Zell-Anergie wird dabei ein
Toleranzmechanismus bezeichnet, der mit einer Verringerung der antigenspezifischen
T-Zellantwort einhergeht (Schwartz, 2003).

10
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IFNy ist zudem der wichtigste makrophagenaktivierende Faktor (MAF). Es férdert in
Makrophagen die Fahigkeiten der Tumorzellzerstorung und der Abtotung von
intrazellularen Erregern. SchlieBlich induziert IFNy in verschiedenen Zellen die
Expression von Haupthistokompatibilitdtskomplex (major histocompatibility complex;
MHC) Klasse [I-Molekilen und ist entscheidend an der Phagozytenantwort beteiligt
(Hahn et al., 2008, S. 85).

IL-10

Eine bedeutende Quelle fur IL-10 stellt die Gruppe der Treg-Zellen dar. Dabei zeichnen

sich besonders Tr1-Zellen durch eine hohe Expression dieses Zytokins aus (Mobs et
al., 2010). IL-10 wird, allerdings in geringerem Mal3e, auch von ThO-Zellen, Th2-Zellen,
B-Zellen und Makrophagen gebildet (Moore et al., 2001). Es besitzt hauptsachlich
immunsuppressive Wirkung. IL-10 wird fur die Senkung der Expression bestimmter
allergieférdernder Zytokine, wie IL-4, IL-5 und IL-13 (Jutel et al., 2003), und fir die
Induktion allergenspezifischer T-Zell-Anergie verantwortlich gemacht (Groux et al.,
1996). IL-10 ist damit entscheidend an der peripheren Toleranzentwicklung beteiligt
(O'Garra et al., 2008). Diese zentrale Rolle zeigt sich auch in einer Studie von Enk et
al., in der Mausen vor der Behandlung IL-10 appliziert wurde, was eine
Unempfanglichkeit der T-Zellen fir spezifische Antigene ausldste (Enk et al., 1994).
Auf B-Zellen hat IL-10 zwei Haupteffekte. Zum einen vermindert es die e-Transkript
Expression, wodurch die Produktion von IgE reduziert wird, zum anderen induziert IL-
10 die y4-Transkript Expression und erhéht damit die IgG4-Produktion (Akdis et al.,
1998; Jeannin et al.,, 1998; Satoguina et al.,, 2005). Zusammen mit der
unterdrickenden Wirkung auf die Th-Zellproliferation bt IL-10 damit seine
immunsupprimierende Aktivitdt sowohl auf zelluldrer als auch auf humoraler Ebene
aus. IL-10 hemmt zudem die IL-12-Produktion und damit indirekt die IL-12-vermittelte
IFNy-Entwicklung (Akdis and Akdis, 2009).

Neben der modulierenden Wirkung auf die Funktion der Eosinophilen hat IL-10 auch
einen immunsuppressiven Effekt auf antigenprasentierende Zellen. Fur Monozyten und
DC wurde gezeigt, dass IL-10 kostimulierende Molekile hemmt, die Expression von
MHC Klasse II-Molekilen unterdrickt und die Reifung und Fahigkeit zur
Antigenprasentation reduziert (De Smedt et al., 1997; Schandené et al., 1994). Damit
wird indirekt die T-Zellproliferation inhibiert. Die Beeinflussung der Makrophagen durch
IL-10 erfolgt primar autokrin als negative feedback Regulation (de Waal Malefyt et al.,
1991; Moore et al., 2001). Durch diesen Einfluss auf antigenprasentierende Zellen

kann IL-10 einer Gberschieenden Entziindungsreaktion entgegenwirken.

11
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TGF-B

Die TGF-B Superfamilie besteht aus tber 35 Mitgliedern, wovon TGF-B4, TGF-f, und
TGF-B3 in Saugetieren vorkommen (Akdis and Akdis, 2009). In der vorliegenden Arbeit
wird der Ubersichtlichkeit wegen TGF-B; nachfolgend verkiirzt als TGF-B bezeichnet.
TGF-B ist ein fur die Immunregulation bedeutendes Zytokin und wesentlich fir die
Aufrechterhaltung der immunologischen Selbsttoleranz im Bereich der CD4" T-Zellen.
Genau wie IL-10 hat es vorwiegend immuninhibitorische Wirkung und ist hauptséachlich
bei der Entwicklung der mukosalen Toleranz von Bedeutung (Meiler et al., 2008). TGF-
B wird von antigenstimulierten T-Zellen, Makrophagen und insbesondere von Treg-
Zellen gebildet (Roncarolo et al., 2006). Eine TGF-B Expression durch CD4" T-Zellen
kann auch Uber CTLA-4 Signale induziert werden (Chen et al., 1998). Eine Blockade
dieser Signale flhrte im Maus-Modell zum Anstieg der allergischen Entziindung, was
auch mit einem Abfall des TGF-B Niveaus in der bronchoalveolaren Lavage einherging
(Hellings et al., 2002).

TGF-B hemmt die T-Zellproliferation und die Makrophagenaktivierung. Des Weiteren
induziert es den Antikoérperklassenwechsel zu IgA und hat u.a. durch seine
chemotaktische Wirkung Bedeutung in der Wundheilung (Cazac and Roes, 2000).
Zusatzlich supprimiert TGF-B Th1- und Th2-férdernde Transkriptionsfaktoren (Gorelik
et al., 2000; Gorelik et al., 2002) und hemmt die mukosale allergenspezifische T-
Zellaktivierung (Akdis et al., 2004; Mothes et al., 2003). AuRerdem kann TGF-3
gemeinsam mit IL-2 naive T-Zellen durch Antigenstimulation in Foxp3* Treg-Zellen

umwandeln (Chen et al., 2003; Kunzmann et al., 2003).

12
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1.4 Therapieformen bei allergischen Erkrankungen

Die Therapie der IgE-vermittelten Sofortallergie bietet eine Vielzahl von
Behandlungsansatzen (vgl. Abb. 2). In der Praxis bewahrt haben sich neben der

Allergenkarenz die rein symptomatische Therapie mit Medikamenten und die SIT.

Allergenkarenz bedeutet die strikte Vermeidung der relevanten Allergene. Sie ist
beispielsweise bei Nahrungsmittelallergien oder Tierhaarallergien durchfihrbar. Bei

dem grofdten Teil der Allergene ist eine Karenz jedoch nur bedingt méglich.

Zur medikamentdésen Behandlung der allergischen Symptome stehen Antihistaminika,
Kortikosteroide  (Mineralokortikoide  und  Glukokortikoide) und  Cromone

(Mastzellinhibitoren) zur Verfligung. Bei asthmatischen Symptomen finden B,-

Adrenorezeptor-Agonisten Anwendung (Brozek et al., 2017; Douglass and O'Hehir,
2006).

Die SIT stellt die einzige kausale medikamentése Behandlungsmethode allergischer
Erkrankungen dar. Dabei wird das Immunsystem in repetitiven Applikationen einer
initial zunehmenden Allergendosis ausgesetzt. Dies flhrt zu einer Aktivierung von
toleranzinduzierenden T-Zellen, spezifischen blockierenden Antikbrpern und
Botenstoffen, welche eine weitere Verstarkung der durch Allergene ausgeldsten
Immunantwort blockieren, die allergenspezifische Immunantwort hemmen und die
lokale Entziindungsreaktion reduzieren. Ziel der SIT ist eine Immuntoleranz gegentber

dem Allergen.

13
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Abb. 2: Therapieformen bei allergischen Erkrankungen vom Sofort-Typ

Kausale TherapiemalRnahmen zur Behandlung eines Typ-l-Allergikers sind die Allergenkarenz und die spezifische
Immuntherapie (SIT). Bei der Anti-Zytokin-Therapie werden mit dem Ziel, das T-Helfer (Th) 2-Th1-Gleichgewicht
wiederherzustellen, wahlweise Th2-Zytokine durch Zytokinantagonisten supprimiert oder durch den Einsatz von
Interleukin (IL)-12 und Interferon (IFN)y eine Th1-Immunantwort geférdert. Anti-IgE-Antikérper binden freies Serum IgE
und inhibieren damit die Initierung der allergischen Effektorantwort durch IgE-Bindung an Rezeptoren auf der
Oberflache von Basophilen, Eosinophilen und Mastzellen. Symptomatisch wirkende Mastzellinhibitoren hemmen den
Kalziumeinstrom in die Zelle und verhindern den Austritt der Allergiemediatoren aus der Zelle. Die Mediatoren kénnen
nicht mehr im Gewebe wirksam werden, wodurch die Symptome einer IgE-vermittelten allergischen Reaktion reduziert
werden. Die ebenfalls symptomatisch wirkende Pharmakotherapie vermindert die Zytokinfreisetzung (z.B.
Glukokortikoide) und hemmt die Mediatoren der Entziindungszellen (z.B. Antihistaminika oder Leukotrienantagonisten).
Rote Pfeile stehen fiir Suppression, schwarze Pfeile bedeuten Induktion. APZ = antigenprasentierende Zelle (modifiziert
nach Douglass und O'Hehir, 2006).

1.4.1 Spezifische Immuntherapie

Die Wirksamkeit der SIT wurde in zahlreichen randomisierten, doppelt verblindeten und
placebokontrollierten Studien (Bgdtger et al., 2002; Grammer et al., 1982; Jutel et al.,
2005; Walker et al., 1995) sowie zusammenfassend in Metaanalysen (Calderon et al.,
2011; Calderon et al., 2010; Dretzke et al., 2013) nachgewiesen.

Neben dem kausalen Effekt hat die SIT auch eine praventive Wirkung. Derzeit ist sie
die einzige Therapieform, die das Risiko der Entwicklung eines Asthma bronchiale
(,Etagenwechsel“) bei Patienten mit allergischer Rhinitis senkt. Daten aus der

europaischen multizentrischen Preventive-Allergy-Treatment-(PAT)-Studie konnten
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1 Einleitung

einen signifikanten Rlckgang der Ausbildung eines Asthma bronchiale belegen.
Hierbei wurden insgesamt 205 Kinder mit allergischer Rhinitis, welche entweder mit
einer SIT oder rein medikamentds therapiert wurden, Uber zehn Jahre lang
nachbeobachtet (Jacobsen et al., 2007). Ebenfalls wird durch die SIT das Risiko von
Neusensibilisierungen erheblich gesenkt. Dies konnte in einer prospektiven Studie mit
Hausstaubmilbenallergikern (3-jahrige SIT) und in einer retrospektiven Studie an
monosensibilisierten Allergikern mit 7-jahriger Beobachtungszeit gezeigt werden (Des
Roches et al., 1997; Purello-D'Ambrosio et al., 2001). Die 6konomischen Vorteile einer
SIT sind ein reduzierter Medikamentenverbrauch und die Steigerung der
Leistungsfahigkeit bzw. die Verringerung von Fehlzeiten am Arbeitsplatz (Greiner et al.,
2003).

Eine Modifikation der SIT ist die Verabreichung des Allergens in Verbindung mit
Adjuvantien. Diese sollen die klinische und immunologische Wirksamkeit der
Immuntherapie verstarken. Immunmodulatorisch wirksam sind dabei z.B.
Monophosphoryllipid A oder CpG-Oligonukleotidmotive (Mo et al., 2006; Rosewich et
al., 2010).

Die Differenzierung der SIT-Behandlungen erfolgt u.a. nach der Applikationsform des
verabreichten Allergens. So werden subkutane Immuntherapie (SCIT) und sublinguale

Immuntherapie (SLIT) voneinander unterschieden.

1.4.1.1 Subkutane Immuntherapie

Das Prinzip der SCIT besteht in der wiederholten subkutanen Injektion des relevanten
Allergens. Begonnen wird mit einer initialen Allergenverabreichung in ansteigender
Dosierung (Einleitungsphase). In der folgenden Phase (Erhaltungsphase) wird die
Dosis der letzten initialen Applikation beibehalten und die Therapie meist Uber einen
Zeitraum von drei Jahren fortgefiihrt (Alvarez-Cuesta et al., 2006; Mailing and Weeke,
1993). Sie kann prasaisonal als Kurzzeittherapie oder perennial zur Anwendung
kommen (Bousquet et al., 1998; Calderon et al., 2007). Fir eine wirksame
Immuntherapie muss eine Dosis entsprechend dem WHO-Positionspapier von 1998
zwischen 5 und 20 ug Major-Allergen je Injektion appliziert werden (Bousquet et al.,
1998).
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1.4.1.2 Sublinguale Immuntherapie

Die Allergenextrakte zur SLIT werden als wassrige Lésung oder Tabletten angewandt
und uUber die Schleimhdute der Mundhdhle aufgenommen. Dabei besteht die
Moglichkeit sehr hohe Dosen zu applizieren, ohne dass es zu systemischen
Reaktionen kommt. Lokale Reaktionen im Mund- und Rachenraum koénnen jedoch
auftreten. Beispielsweise werden orale Schleimhautsymptome von 75% der Patienten
angegeben, wobei diese meist selbstlimitierend und nicht therapiebedurftig sind (Cox
et al., 2006). Nach der aktuellen evidenzbasierten Leitlinie ist die Wirksamkeit der SLIT
bei allergischer Rhinokonjunktivitis durch Graserpollen bei Erwachsenen und Kindern

sehr gut und bei Baumpollenallergie bei Erwachsenen gut belegt (Pfaar et al., 2014).

1.4.2 Praparate fiir die spezifische Inmuntherapie

Die verabreichten Praparate beinhalten Allergene, welche zur Durchfihrung der
Immuntherapie in wassriger Losung aufgeldst oder an eine Depottragersubstanz
gekoppelt werden (Pfaar et al., 2014). Depottrager, wie Aluminiumhydroxid, Tyrosin,
Alginat oder Kalziumphosphat, sollen eine hohe systemische Allergenkonzentration
direkt nach der Applikation und die damit verbundene erhéhte Gefahr einer
anaphylaktischen Reaktion vermindern (Heydenreich et al., 2014; Mellerup et al.,
2000).

Bei der SIT der vorliegenden Studie wurden ALK-depot SQ-Praparate verwendet.
Diese enthalten gereinigte Allergene in naturlicher Form gebunden an
Aluminiumhydroxid. Die Adsorption an Aluminiumhydroxid bewirkt den erwahnten
Depoteffekt im Sinne einer verzdgerten Resorption der Allergene (http://alk-abello.com,
15.04.2016).

In der labormedizinischen Untersuchung wurde zur Stimulation der PBMC (peripheral
blood mononuclear cells) rekombinantes (r)Bet v 1 (Biomay, Wien, Osterreich)
verwendet. rBet v 1 ist ein 17-kDa groRes zytoplasmatisches Protein, das viele
gemeinsame IgE-Epitope mit Baumpollen der Ordnung Fagales (Birke, Eiche,
Haselnuss, Hainbuche, Erle) und mit Bestandteilen pflanzlicher Nahrung (Apfel, Birnen,
Aprikosen, Kirschen) aufweist. rBet v 1 kann nattrliche Baumpollenextrakte sowohl in
der Diagnostik als auch eventuell standardmafig zuklnftig in der Immuntherapie am

Patienten ersetzen (Niederberger et al., 1998; Valenta and Niederberger, 2007).
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1.5 Ziel der Studie

Ziel der Studie war, die SIT-induzierten immunologischen Mechanismen im peripheren
Blut anhand von Veranderungen auf Zytokinebene zu charakterisieren. Untersucht
wurde der Einfluss der SIT auf die Immunantwort bei elf Birkenpollenallergikern Gber
den Verlauf einer dreijahrigen Therapie mit Birkenpollenextrakt. Es wurde ein
longitudinales Studienprotokoll gewahlt, das einen Vergleich der Zytokinproduktion
sowohl zu bestimmten Abschnitten der SIT (Einleitungs- und Erhaltungsphase) als
auch innerhalb und auf3erhalb der Birkenpollensaison ermdoglichte. Die quantitative
Messung der Zytokinmenge erfolgte mittels enzymgekoppelten Immunadsorptionstests
(enzyme-linked immunosorbent assay; ELISA). Stellvertretend fiir die ablaufenden
Immunvorgange und im Konsens mit themenverwandten Studien (Eifan et al., 2010;
Jutel et al., 2003) wurde in dieser Studie die allergenspezifische Expression der
Zytokine IL-5, IFNy, IL-10, und TGF-B untersucht. Aus den Blutproben von SIT-
behandelten Patienten wurden zu engmaschigen Kontrollzeitpunkten PBMC isoliert
und diese mit Birkenpollenallergen (rBet v 1) zur Zytokinproduktion angeregt.
Gleichzeitig wurden Vergleichsproben von Allergikern und gesunden Nicht-Allergikern
ausgewertet. Dieses Studiendesign ermoglichte die Abgrenzung SIT-induzierter
Veranderungen von immunologischen Modifikationen unter dem Einfluss naturlicher
saisonaler Pollenexposition.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollten zudem mit bereits zuvor erhobenen Befunden uber
die quantitativen Anderungen unterschiedlicher T-Zellpopulationen unter SIT verglichen
werden (Mobs et al., 2010; Mobs et al., 2012).

Zusammenfassend sollten mit Hilfe dieser Studie weitere Einblicke in die
immunologischen Mechanismen der Entwicklung einer Allergentoleranz gegeben
werden. Diese kénnten auch als Ansatzpunkte zukinftiger, optimierter Therapieformen

der Sofort-Typ-Allergie dienen.
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2 Material

2.1 Probenmaterial

Vollblut

2 Material

Patienten der
Universitatsklinik fur
Dermatologie und

Allergologie Marburg

2.2 Lésungen und Zusatze fiir die Kultivierung humaner Zellen

Fotales Kalberserum (FCS)

gepooltes humanes Serum (PHS), Typ AB
L-Glutamin 200mM mit Penicillin-Streptomycin

10000U/ml-10000pg/ml (PSG)

RPMI 1640 Medium, ohne L-Glutamin

2.3 Kulturmedien

RPMI™

RPMI*™ + 10% PHS

PAA, Cdlbe
PAA, Cdlbe
PAA, Cdlbe

Lonza, Vervies, Belgien

RPMI 1640

+ 100 U/ml Penicillin

+ 100 pg/ml Streptomycin
+ 2mM L-Glutamin

RPMI 1640

+ 100 U/ml Penicillin

+ 100 pg/ml Streptomycin
+ 2mM L-Glutamin

10% PHS
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2.4 Chemikalien

Natronlauge (NaOH)
Dulbecco’s PBS 1x (w/o Ca®**Mg?"
Salzsaure (HCI)

Trypanblau-Lésung (0,4%)

Tween 20

Substratlésung (Tetramethylbenzidin-
Dihydrochlorid/Wasserstoffperoxid)
Stopplésung (1N Schwefelsaure)

2.5 Proteinantigene

rekombinantes Bet v 1

2 Material

Merck, Darmstadt

PAA, Colbe

Fisher Scientific,
Loughborough,
Leicestershire, UK
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
Sigma-Aldrich, Schnelldorf
MBL, Naka-ku, Nagoya,
Japan

MBL, Naka-ku, Nagoya,

Japan

Biomay, Wien, Osterreich

2.6 Kommerzielle Tests fur die serologische Diagnostik

OptEIA Human IL-5 Elisa Set
OptEIA Human IL-10 Elisa Set
OptEIA Human IFNy Elisa Set

OptEIA Human TGF-B, Elisa Set

2.7 Verbrauchsartikel

Combitips® 5ml, unsteril

Deckglaschen fir Zahlkammer, 20x26mm

Reaktionsgefale 1,5ml

Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg
Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg
Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg

Becton Dickinson GmbH,

Heidelberg

Eppendorf, Hamburg
Menzel GmbH & Co KG,
Braunschweig

Eppendorf, Hamburg
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sterile Einweg-Pipetten 1ml - 50ml
sterile 24-well (Loch)-Platten

Pipettenspitzen

unsterile 96-well (Loch)-Platten

sterile Einfrier-Réhrchen (Cryo’s) 2ml

Zentrifugen-Réhrchen 15 und 50ml

2.8 Gerate
Auflicht-Mikroskop Axiostar

COz-Inkubator, HERA cell 150

Invertoskop ID03 (inverses Mikroskop)

Kuhlzentrifuge Megafuge 1.0

®
Magnetrihrer IKAMAG RET
Mehrkanalpipette Discovery 20-200ul

®
Multipette plus

Neubauer Zahlkammer

Pipetten 10ul, 100pl, 200ul, 250ul, 1000ul

Prazisionswaage 440-49N

Sterilbank, HERAsafe

Tecan Sunrise Platten-Lesegerat (ELISA-Reader)

®
Vortexmixer IKA Genius 3

2 Material

Greiner, Frickenhausen
Nunc GmbH & Co KG,
Wiesbaden

Kalensee, GielRen
Nunc GmbH & Co KG,
Wiesbaden

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen

Carl Zeiss Microlmaging
GmbH, Géttingen

Heraeus Kendro Laboratory

Products GmbH, Langenselbold
Carl Zeiss Microlmaging
GmbH, Géttingen

Heraeus Kendro Laboratory
Products GmbH, Langenselbold

IKA Labortechnik, Staufen
ABIMED, Langenfeld

Eppendorf, Hamburg
Paul-Marienfeld GmbH & Co
KG, Lauda-Kdnigshofen
Eppendorf, Hamburg

Gottl. Kern & Sohn GmbH,
Balingen-Frommern

Heraeus Kendro Laboratory
Products GmbH, Langenselbold
Tecan Deutschland GmbH,

Crailsheim

IKA Labortechnik, Staufen
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2.9 Software

Endnote
GraphPad Prism

Microsoft® Excel
Microsoft® PowerPoint
M icrosoft® Word
SPSS" 20.0
XFluord '

2 Material

Clarivate Analytics, USA
GraphPad Software, USA

Microsoft, USA
Microsoft, USA
Microsoft, USA
SPSSinc., USA
Tecan Deutschland GmbH,

Crailsheim
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3 Methoden

3 Methoden

3.1 Patienten

Zur Untersuchung der spezifischen Immuntherapie mit Birkenpollenallergenextrakt
wurden elf Birkenpollenallergiker (sieben Frauen, vier Manner; Durchschnittsalter 47
Jahre; Spannweite 32-61 Jahre) in die Studie eingeschlossen. Als Kontrollpopulationen
diente zum einen ein Kollektiv von acht rein symptomatisch therapierten
Birkenpollenallergikern (finf Frauen, drei Manner; Durchschnittsalter 38 Jahre;
Spannweite 26-58 Jahre) und zum anderen acht Probanden ohne Auspragung einer
IgE-vermittelten Allergie (finf Frauen, drei Manner; Durchschnittsalter 33 Jahre;
Spannweite 25-49 Jahre).

Jeder Proband gab vor Einschluss in die Studie sein schriftliches Einverstandnis zur
Teilnahme an den wissenschaftlichen Untersuchungen.

Die Studie wurde von der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat der Philipps-

Universitat Marburg genehmigt.

3.1.1 Einschlusskriterien fiir die spezifische Immuntherapie

Einschlusskriterien zur Teilnahme an der Studie waren:

- Anamnese einer klinisch relevanten respiratorischen Allergie vom Sofort-Typ
gegen Birkenpollen mit maliger bis schwerer saisonaler allergischer
Rhinokonjunktivitis (RCA) und/oder kontrolliertem Asthma bronchiale

- positiver Nachweis einer IgE-vermittelten Sensibilisierung auf Birkenpollen im
Pricktest oder Intrakutantest

- positiver Nachweis spezifischer IgE-Antikdrper gegen Birkenpollenextrakt und
rekombinantes Bet v 1

- positiver nasaler Provokationstest gegen Birkenpollenextrakt.

3.1.2 Ausschlusskriterien fiir die spezifische Immuntherapie

Nicht in die Studie aufgenommen wurden minderjahrige und nicht einwilligungsfahige
Patienten. Weitere Ausschlusskriterien waren Schwangerschaft oder eine bereits
erfolgte Hyposensibilisierung auf Birkenpollen. Kontraindikationen, die dartber hinaus

gegen die Durchfihrung einer SIT sprechen, bestanden bei klinisch relevanten
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Allergien gegen weitere Pollenallergene, Polysensibilisierungen mit perennierenden

Symptomen und bei den in Tab. 3 aufgefihrten Gegebenheiten.

Tab. 3: Kontraindikationen der subkutanen spezifischen Immuntherapie (nach Pfaar et al., 2014)

= Teil- oder unkontrolliertes Asthma bronchiale (Einteilung nach neuen
GINA-Leitlinien, 2007 bzw. nach NVL)

= Erkrankungen, bei denen die Gabe von Adrenalin kontraindiziert ist (aul3er
bei Insektengiftallergie)

= Behandlung mit B-Blockern (lokal, systemisch)

= Schwere Autoimmunerkrankungen, Immundefekte, Immundefizienz,
Immunsuppression

= Maligne neoplastische Erkrankung mit aktuellem Krankheitswert

» Schwerwiegende systemische Reaktionen bei durchgeflhrter SIT in der
Vergangenheit

» Unzureichende Compliance

3.1.3 Studienprotokoll der spezifischen Immuntherapie

Die Studienteilnehmer erhielten Uber den Zeitraum von 36 Monaten eine SCIT mit
BPA-Extrakt. Die Applikation des Allergenpraparates erfolgte in der Allergieambulanz
der Klinik fur Dermatologie und Allergologie der Philipps-Universitat Marburg nach
einem standardisierten Dosierungsschema (siehe unten).

Der zeitliche Ablauf der Therapie stellte sich wie folgt dar: der Monat 0 (mO)
kennzeichnet den direkten Zeitpunkt vor Beginn der SIT und liegt aul3erhalb der Saison
(zwischen September und November). Die folgenden drei Monate (m1 bis m3) werden
zusammen mit mO als Aufdosierungs- bzw. Einleitungsphase bezeichnet. Die
Erhaltungsphase beginnt nach m3 und erstreckt sich Uber die Monate m6 bis m36
(Abb. 3).
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Aufdosierung Erhaltung

— . \

m-6 mO0m1 m3 m6 m12 m18 m24 m30 m36

Abb. 3: Zeitlicher Ablauf des Studienprotokolls der spezifischen Immuntherapie

Monat m0 kennzeichnet den Zeitpunkt direkt vor Beginn der spezifischen Immuntherapie. Die Aufdosierungs- bzw.
Einleitungsphase erstreckt sich uUber die Monate m0 bis m3. Der Zeitraum zwischen m3 und m36 markiert die
Erhaltungsphase. Der Zeitpunkt m-6 bezeichnet die Birkenpollenflugzeit vor Therapieeinleitung. In der Saison gelegene
Punkte sind durch rote Linien markiert. AuRerhalb der Saison befindliche Punkte sind durch schwarze Linien
gekennzeichnet.

In der Einleitungsphase wurden stufenweise ansteigende Dosen des aufgereinigten
und standardisierten Allergenextraktes (ALK-depot SQ) wochentlich subkutan
appliziert, bis eine Erhaltungsdosis von 100.000 standardisierten Qualitats (SQ)-
Einheiten pro Injektion erreicht wurde (Abb. 4). Die SCIT wurde mit monatlicher Gabe

der Erhaltungsdosis uber drei Jahre fortgesetzt.

Initialtherapie-Schema

@ = 1.000 SQ-Einheiten/ml 10
[ 10.0000 SQ-Einheiten/ml :
B = 100.000 SQ-Einheiten/ml 0.8

0,6

[mi]

* Fortsetzungsbehandlung: 1ml alle 4 Wochen

Abb. 4: Behandlungsplan mit verkiirzter Aufdosierungsphase fiir ALK-depot SQ Pollen

Im Schema dargestellt ist der Verlauf der initialen Aufdosierung des Allergenpraparates in den ersten drei Monaten der
spezifischen Immuntherapie. Die Fortsetzung in der Erhaltungsphase erfolgte mit 1,0 ml der Allergenlésung (entspricht
100.000 standardisierten Qualitats (SQ)-Einheiten) alle vier Wochen fiir die folgenden drei Jahre (modifiziert nach ALK-
Scherax).
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Die Abnahme des vendsen Bluts erfolgte zu den Zeitpunkten m0O, m1, m3, m6 und
dann im Abstand von sechs Monaten Uber einen Zeitraum von insgesamt drei Jahren
jeweils vor der Allergengabe. Bei den Kontrollgruppen erfolgte die Blutabnahme einmal
wahrend saisonaler naturlicher Allergenexposition und einmal aullerhalb der
Birkenpollensaison. In der Birkenpollensaison liegen die Abnahmezeitpunkte m6, m18
und m30. AulRerhalb der Saison befinden sich die Zeitpunkte m12, m24 und m36.

3.2 Klinische Evaluation

Die klinische Evaluation sowie die im folgenden beschriebenen Testungen wurden
wahrend der Studie durch arztliche bzw. technische Mitarbeiter der Allergieambulanz
der Kilinik fir Dermatologie und Allergologie der Philipps-Universitat Marburg
durchgefliihrt. Die Bewertung der klinischen Wirksamkeit der Therapie erfolgte dabei
objektiv durch Hautpricktests und subjektiv durch die Patienten durch die Einordnung

inres Beschwerdebilds auf einer 7-Punkte-Skala.

3.2.1 Hautpricktest

Der Hautpricktest wurde direkt vor Beginn der Immuntherapie (m0) und anschlielend
im jahrlichen Abstand (m12, m24, m36) durchgeflhrt. Dazu wurde auf die Volarseite
des Unterarms eine BPA-haltige Lésung getropft und mit einer Pricklanzette durch den
Tropfen hindurch in die Epidermis gestochen. Als Positivkontrolle diente eine 0,1%ige
Histaminldsung und als Negativkontrolle physiologische Kochsalzlésung. Die
Testlésung wurde nach flinf Minuten abgetupft und nach weiteren 15 Minuten erfolgte
die Beurteilung der Hautreaktion relativ zu der Kontrollldsung. Dabei wurden die Grolke

der Hautrétung (Erythem) und die Quaddelbildung (Urtikaria) numerisch beurteilt:

0 = negativ — keine Quaddel, Rétung im Durchmesser nicht groRRer als

3mm, gleiche Reaktion wie bei der Negativkontrolle
0,5 = fraglich positiv — angedeutete Quaddel von 1-2mm, Rétung im

Durchmesser 3-4mm

1 = positiv — Quaddel mindestens 3mm, Rétung im Durchmesser
mindestens 5mm, der Quaddeldurchmesser ist kleiner als
bei der Histaminquaddel

2 = positiv — Quaddel mindestens 3mm, Rétung im Durchmesser
mindestens 5mm, der Quaddeldurchmesser entspricht

der Histaminquaddel
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3 = positiv — Quaddel mindestens 3mm, Rétung im Durchmesser
mindestens 5mm, der Quaddeldurchmesser ist groRer als
bei der Histaminquaddel

4 = positiv — Quaddel mindestens 3mm, Rétung im Durchmesser
mindestens 5mm, der Quaddeldurchmesser ist grof3er als
bei der Histaminquaddel und weist zusatzlich

Pseudopodien auf.

3.2.2 Klinischer Symptomscore

Mit dem klinischen Symptomscore (clinical score; CS) wurde das subjektive
Allgemeinbefinden der Probanden erfasst. Der Schweregrad der allergischen
Symptome wurde durch Einordnung auf einer numerischen Skala von 1 bis 7 definiert
Dabei wurde die subjektive Bewertung ,lberhaupt nicht krank® (1), ,Grenzfall
allergischer Erkrankung® (2), ,nur leicht krank® (3), ,mafRig krank“ (4), ,deutlich krank®
(5), ,schwer krank® (6) bzw. ,extrem schwer krank“ (7) der jeweils nachstehenden Ziffer
zugeordnet. Die Datenerfassung/-abfrage erfolgte bei den SIT-Patienten in der
Pollenflugsaison vor Beginn der Therapie (m-6) und in den drei darauf folgenden
Birkenpollenexpositionszeiten (m6, m18 und m30; vgl. Abb. 5). Bei den rein
symptomatisch therapierten Allergikern wurde der Schweregrad der allergischen

Erkrankung in zwei aufeinander folgenden Pollenflugzeiten dokumentiert.

3.3 Zellulare Diagnostik
Die Untersuchungen wurden mittels PBMC durchgefiihrt, die aus CPDA (Citrat-

Phosphat-Dextrose-Adenin)-versetztem Vollblut mittels Dichtegradienten-Zentrifugation
isoliert wurden. Fir die Langzeitaufbewahrung wurden die PBMC-Proben in einer

Konzentration von 5-10x10° PBMC/ml in fliissigem Stickstoff gelagert.

3.3.1 Priméarstimulation peripherer mononukleérer Blutzellen

Die Stimulation der PBMC zur Zytokinproduktion erfolgte durch das
Birkenpollenallergen Bet v 1. Die PBMC-Proben wurden zunéchst in einem 37°C
warmen Wasserbad aufgetaut. AnschlieRend wurden sie in kaltes RPMI™ Gberfiihrt,
abzentrifugiert (1300rpm, 10min, 4°C) und der Uberstand danach verworfen. Die
PBMC wurden in RPMI"*+10%PHS resuspendiert und in einer Neubauer-Zahlkammer

gezahlt (vgl. 3.3.2). Die Zellen wurden in einer Konzentration von 10° PBMC/ml in zwei
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Kavitaten einer sterilen 24-well (Loch)-Platte pipettiert. Eine der Kavitaten wurde mit
10pg/ml Bet v 1 versetzt, die andere diente als unstimulierte Kontrolle. Die Kultivierung
erfolgte bei 37°C in einer wasserdampfgesattigten mit 5% CO, versetzten Umgebung.
Nach Evaluation der optimalen Stimulationsdauer (vgl. Kapitel 4.1) wurden die
Uberstande (220ul) zu folgenden Zeitpunkten abgenommen:

IL-5: nach sieben Tagen

IFNy: nach sieben Tagen

IL-10: nach drei Tagen

TGF-B: nach drei Tagen und nach sieben Tagen.

Die gewonnenen Zellliberstande wurden bis zu ihrer Verwendung bei -20°C gelagert.

3.3.2 Zellzahlbestimmung

Die Auszahlung der lebenden Zellen innerhalb der PBMC-Suspension wurde
standardmafig in der Neubauer-Zahlkammer mittels Trypanblau-Farbung
durchgefihrt. Dazu wurde die Zellsuspension mit 0,4%iger Trypanblau-Lésung
(Verdinnung 1:2) gefarbt. Trypanblau bindet mit seinen Farbstoff-Anionen an
zytosolische Proteine und wird aufgrund der veranderten Membrandurchlassigkeit nur
von den toten Zellen aufgenommen.

Unter dem Lichtmikroskop erfolgte anschlieRend die Auszahlung der lebenden
(farblosen) Zellen in allen vier Grofdquadraten der Zahlkammer. Zur Berechnung der
Zellzahl/ml Zellsuspension wurde folgende Formel herangezogen: Zellzahl/ml =

Mittelwert der Zellzahl aus den vier Gro3quadraten x Verdinnung x Kammerfaktor.

3.4 Serologische Diagnostik

Die Untersuchungen wurden mittels ELISA durchgefiihrt. Hierbei handelt es sich um
einen serologischen Test, der gebundene Antigene oder Antikérper mithilfe eines
gekoppelten Enzyms nachweist. Das Enzym wandelt eine farblose Substanz in ein
farbiges Produkt um. Die Menge des gebildeten Produkts kann photometrisch
gemessen und quantifiziert werden. Fir die Quantifizierung des ELISA wurde ein
Standard mit genauer Konzentrationsangabe mitgefiihrt. Daraus wurde eine
Verdunnungsreihe erstellt und die optische Dichte (OD) der Verdinnungsreihe gegen
die Konzentration auf einer Eichgeraden aufgetragen. Anhand dieser Eichgeraden
konnten die Konzentrationen der Proben ermittelt werden.

Zur Detektion der einzelnen Zytokine wurde ein sogenannter ,Sandwich-ELISA®

verwendet, da die zu untersuchenden Blutseren aus einem umfangreichen
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Proteingemisch bestehen. Beim Sandwich-ELISA werden zwei Antikorper, die flr zwei
unterschiedliche Epitope eines grolkeren Antigens spezifisch sind, eingesetzt. Der erste
spezifische Antikérper (,capture antibody”) ist an eine Festphase gebunden
(,immunosorbent‘) und hat die Aufgabe, das Antigen zu binden. Der zweite Antikorper
(,detection antibody*), an den ein geeignetes Enzym gekoppelt wurde, dient dem
Antigennachweis. Das Enzym ist in der Lage zugegebenes Substrat umzusetzen,
welches dadurch seine Farbe andert. Die Farbintensitdt wird anschlielend
photometrisch gemessen und zur indirekten Quantifizierung der Ergebnisse verwendet
(Gan and Patel, 2013; Hahn et al., 2008, S. 141).

Die Durchfihrung des ELISA erfolgte gemaR den Herstellerangaben der ELISA
OptEIA ™ -Sets fir humanes IL-5, IFNy, IL-10 und TGF-B1 der Firma Becton Dickinson

GmbH nach folgendem Protokoll (siehe auch Abb. 5):

1. Verdunnung des jeweiligen capture antibody mit PBS-Puffer, Beschichtung mit
je 100ul pro well; Inkubation fir 20h bei 4°C,
dreimaliges Waschen mit Waschpuffer (PBS+0,1% Tween 20),

Blockierung des Uberschlssigen capture antibody mit = 200yl PBS+10% FCS
pro well, Inkubation fir 1h bei Raumtemperatur (RT),

dreimaliges Waschen mit Waschpuffer (PBS+0,1% Tween 20),

Erstellung der Verdinnungsreihe des mitgelieferten Standards laut Anleitung
mit PBS+10% FCS,

6. Standard sowie Proben zu je 100ul pro well auftragen, jeweils in zweifacher
Ausfertigung; Inkubation fur 2h bei RT,

7. funfmaliges Waschen mit Waschpuffer (PBS+0,1% Tween 20),

8. Zweitantikorper (detection antibody) mit Enzymreagenz (avidin-horseradish
peroxidase conjugate) und PBS+10% FCS mit jeweils 100ul pro well auf die
Platten pipettieren; Inkubation fur 1h bei RT,

9. siebenmaliges Waschen mit Waschpuffer (PBS+0,1% Tween 20),

10. Zugabe von 100ul Substratlésung (Tetramethylbenzidine und
Wasserstoffperoxid); Inkubation fir 30 min im Dunkeln bei RT,

11. Abstoppen der Reaktion mit jeweils 50ul Schwefelsaure (1 N),

12. indirekte Messung der Proben Uber die Farbintensitat mittels ELISAreader
bei 450 nm und A Korrektur bei 570 nm.
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Abb. 5: Enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest (ELISA)

Abgebildet ist eine vereinfachte schematische Darstellung des enzyme-linked-immunosorbent-assay (ELISA)-
Protokolls. Nachdem der erste spezifische Antikérper (capture antibody) an die Festphase der Platte gebunden hat,
werden die zu untersuchenden Proben oder der Standard hinzugegeben. Um die Menge der gebundenen Probe bzw.
des Standards detektieren zu kdnnen, wird ein zweiter enzymmarkierter Antikorper (detection antibody) hinzugefigt.
Nach Erganzung eines Substrats erfolgt dessen Umsetzung durch das an den zweiten AntikGrper gebundene Enzym.
Die dabei stattfindende Farbanderung des Substrats wird nach einer definierten Zeit gestoppt. Sie wird photometrisch
gemessen und zusammen mit den Standarddaten zur Quantifizierung der Ergebnisse verwendet (modifiziert nach

www.signosisinc.com, 04.09.2010).

Die Sensitivitat der verwendeten ELISA betrug 7,8 pg/ml fir IL-5, 4,7 pg/ml fir IFNy,
7,8 pg/ml fur IL-10 und 62,5 pg/ml fir TGF-B.
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3.5 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mittels SPSS 20.0. Es wurden nicht-parametrische
Tests eingesetzt, da die ermittelten Patienten-Daten keine Normalverteilung aufwiesen.
Zum Vergleich von zwei verbundenen Stichproben der SIT-behandelten Patienten zu
verschiedenen Zeitpunkten der Therapie wurde der Wilcoxon-Test angewendet. Die
Gegenuberstellung von zwei verschiedenen Gruppen erfolgte mittels zweiseitigen
Mann-Whitney-U-Tests. Das Signifikanzniveau a wurde auf 0,05 festgesetzt. Damit
sind signifikante Unterschiede bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit (p) von p<0,05
festzustellen.

Bei der graphischen Darstellung der Ergebnisse wurden die individuellen
Probandendaten (Allergiker unter SIT =, Allergiker-Kontrollgruppe =M, Nicht-
Allergiker-Kontrollgruppe =A) und der Median (durchgangige Linie) im Verlauf der
Therapie abgebildet.

Zur Berechnung des Verhaltnisses IL5- zu IL-10 bzw. IL-5 zu IFNy wurden Null-Werte
arbitrar durch die Zahl 1 ersetzt.

Die Darstellung der Zytokinlevel erfolgte als A-Wert (unstimulierte Probe subtrahiert

von stimulierter Probe).

30



4 Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Kinetik der allergenspezifischen Zytokinproduktion

Die Stimulation der PBMC zur Zytokinproduktion erfolgte mit dem Birkenpollenallergen
Bet v 1. Um die optimale Zeitspanne der maximalen Zytokinexpression nach
Allergenstimulus festzustellen, wurden zunachst 14 bzw. 15 Patienten-Proben mit Bet v
1 versetzt. Die Proben stammten von allen drei Probandenkohorten, d.h. sowohl von
SIT-behandelten Patienten als auch von unbehandelten Allergikern und von
Probanden ohne Allergiemanifestation. Nach drei, finf und sieben Tagen (d) erfolgte
die Abnahme der Zellkulturliberstdande. Zur quantitativen Messung der produzierten

Zytokinmenge in den Uberstanden wurde das ELISA-Verfahren verwendet.

Die spezifische IL-5-Produktion war an Tag sieben nach Bet v 1-Stimulation am
hochsten (Abb. 6). Daher wurde die Stimulationsdauer bis zur Abnahme der

Uberstande fiir IL-5 auf d7 festgelegt.
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Abb. 6: Bet v 1-spezifische Interleukin 5-Produktion

Die Interleukin (IL)-5-Produktion ist sieben Tage (d) nach Stimulation mit dem Birkenpollenallergen Bet v 1 am
héchsten. Die mit dem ELISA-Verfahren ermittelten Daten stellen die IL-5-Produktion durch PBMC dar.
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Die Bet v 1-spezifische IFNy-Produktion (Abb. 7) war an d3, d5 und d7 erhoht. Bei
Betrachtung des Medians zeigten jedoch d5 (Median 4,3) und d7 (Median 4,3) deutlich
héhere Werte als d3 (Median 1,6). Da die Mediane an d7 und an d5 keine
Unterschiede zeigten, wurde in Anlehnung an das Studienprotokoll von IL-5 die

Abnahme der Uberstinde auf d7 determiniert.
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Abb. 7: Bet v 1-spezifische Interferon y-Produktion

Abgebildet ist die Interferon (IFN)y-Produktion drei (d3), finf (d5) und sieben (d7) Tage (d) nach Stimulation mit dem
Birkenpollenallergen Bet v 1. Der Median der Daten (nicht dargestellt) liegt an d3 bei 1,6 und an d5 und d7 bei 4,3. Die
mit dem ELISA-Verfahren ermittelten Daten stellen die IFNy-Produktion durch PBMC dar.

Die maximale IL-10-Produktion wurde bereits an d3 erreicht (Abb. 8). Bei 60% (9/15)
der Probanden liel} sich bereits zu diesem Zeitpunkt die héchste Zytokinexpression

feststellen.
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Abb. 8: Bet v 1-spezifische Interleukin 10-Produktion

Dargestellt ist die Interleukin (IL)10-Freisetzung nach drei- (d3), finf- (d5) und siebentagiger (d7) Stimulation mit dem
Birkenpollenallergen Bet v 1. An d3 konnte in den Zelliiberstdnden eine maximale Zytokinkonzentration festgestellt
werden. Die mit dem ELISA-Verfahren ermittelten Daten stellen die IL-10-Produktion durch PBMC dar.
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Bei der Auswertung der Daten fur TGF-3 konnte lediglich in drei Fallen eine Bet v 1-
spezifische TGF-B-Freisetzung gemessen werden. Zwei der 14 Probanden zeigten
eine Expression an d7 und ein Proband an d5. Da diese Ergebnisse keinen
eindeutigen Schluss zulassen, wurde im Studienprotokoll die Abnahme der TGF-3-

Uberstande zur Vergleichbarkeit mit den anderen Parametern fir d3 und d7 festgelegt.

4.2 Einfluss der spezifischen Imnmuntherapie auf Birkenpollenallergiker

4.2.1 Klinische Wirksamkeit der spezifischen Immuntherapie

Der Therapieverlauf der SIT von elf Birkenpollenallergikern wurde ber einen Zeitraum
von drei Jahren aufgezeichnet. Die Bewertung der klinischen Wirksamkeit der Therapie
erfolgte dabei objektiv durch Hautpricktests und subjektiv durch die Einordnung des
klinischen Beschwerdebildes auf einer 7-Punkte-Skala (vgl. 3.2).

Der jeweils wahrend des Birkenpollenflugs erhobene Schweregrad der allergischen
Erkrankung zeigte bereits sechs Monate nach Beginn der SIT einen klinischen Effekt
der Behandlung. Im Vergleich zur Birkenpollensaison vor Therapie (m-6) mit einem
,malig kranken® Beschwerdebild gaben die Patienten in der ersten Saison unter
Therapie ein verbessertes Befinden mit einer ,nur leichten Erkrankung an (Abb. 9A).
In den folgenden Pollenflugzeiten blieb der von den Patienten angegebene
Schweregrad der allergischen Erkrankung hinsichtlich der Angabe vor Therapiebeginn
signifikant reduziert (m18: p = 0,007, m30: p = 0,019).

Unter SIT lieR sich im Pricktest zusatzlich eine verringerte Hautreaktion auf das BPA
feststellen. Verglichen mit den Ausgangswerten vor der SIT zeigten die auRerhalb der
Birkenpollensaison  erhobenen Daten Uber den gesamten dreijahrigen
Therapiezeitraum eine signifikant verminderte Reaktivitdt gegenuber dem
Allergenextrakt (m12: p = 0,006, m24: p = 0,004, m36: p = 0,011; Abb. 9B).
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Abb. 9: Klinische Symptomatik unter spezifischer Inmuntherapie (SIT) mit Birkenpollenallergen

Dargestellt ist der klinische Symptomscore (A), welcher die subjektive Einschatzung des Schweregrads der allergischen
Erkrankung der Patienten wahrend der Pollenflugsaison Uber den dreijahrigen Beobachtungszeitraum der SIT erfasste.
Die Einordnung erfolgte auf einer 7-Punkte-Skala, wobei 1 ,Uberhaupt nicht krank® und 7 ,extrem schwer krank*
bedeutete. In der ersten Pollenflugzeit (m6) sank der Symptomscore bereits unter das Niveau der Vorsaison (m-6) ohne
Immuntherapie. Auch in der zweiten (m18) und dritten (m30) Birkenpollensaison zeigte sich eine signifikante
Verbesserung des klinischen Beschwerdebildes im Vergleich zur Birkenpollenflugzeit vor Therapiebeginn. Die klinische
Wirksamkeit der spezifischen Immuntherapie wurde ebenfalls durch eine verminderte allergische Hautreaktion auf
Birkenpollenallergen im Pricktest (B) bestatigt. Hierfiir wurden die Daten im Bewertungsmafstab von O (keine Reaktion)
bis 4 (starke Reaktion) im jahrlichen Abstand aufllerhalb der Birkenpollensaison (m0, m12, m24, m36) erfasst. Im
Vergleich zu den Ausgangswerten bei Therapiebeginn (m0) war zu den folgenden Messzeitpunkten eine signifikant
reduzierte Hautreaktion zu dokumentieren. Statistische Veranderungen (p<0,05) wurden mit Hilfe des zweiseitigen

Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test ermittelt.

4.2.2 Zytokinproduktion der Bet v 1-spezifischen T-Zellpopulationen

Im Behandlungsspektrum der klinischen Allergologie stellt die SIT seit Jahrzehnten
eine klassisch kausale Behandlungsmethode dar. lhre klinische Effektivitat wurde in
zahlreichen Studien bestéatigt. Um ihre modulierende Wirkung auf den zellularen
Bereich der Immunantwort zu untersuchen, wurde in dieser Studie die
Zytokinproduktion der PBMC der SIT-behandelten Birkenpollenallergiker quantitativ
mittels ELISA bestimmt, und zwar anhand von Blutproben, welche zu definierten
Zeitpunkten (vgl. 3.1.3) wahrend der SIT innerhalb und aullerhalb der Saison
entnommen wurden. Ein besonderes Augenmerk wurde hierbei auf den Vergleich der
Aufdosierungsphase der SIT (erste drei Monate) mit der anschlieRenden
Erhaltungsphase sowie auf die saisonalen Einflisse durch die zusatzliche natirliche
Allergenexposition wahrend des Birkenpollenflugs gelegt. Zur Untersuchung von

zellularen Veranderungen wurde die Bet v 1-spezifische Sekretion der Zytokine IL-5,
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IFNy, IL-10 und TGF-B in den Blutproben quantitativ erfasst, da sie Marker fir
bestimmte T-Zellpopulationen reprasentieren, fur die im Rahmen einer SIT-Behandlung

eine bedeutsame Rolle diskutiert wird.

Die Analyse der allergenspezifischen IL-5-Konzentration (Abb. 10) zeigte zum Ende
der Aufdosierungsphase (m3) eine erhdhte IL-5-Produktion. Mit Beginn der folgenden
Erhaltungsphase konnten im Vergleich der Mediane zusatzliche saisonale Anstiege
detektiert werden. Im weiteren Therapieverlauf lie sich jedoch eine zunehmende
Abschwachung dieser IL-5-Maxima verzeichnen, welche sich durch eine signifikante
Reduktion (p = 0,025) in der dritten Saison (m30) in Bezug auf die zweite (m18)

Birkenpollenflugzeit dokumentieren liel3.
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Abb. 10: Bet v 1-spezifische Interleukin 5-Produktion unter spezifischer Inmuntherapie (SIT)

Dargestellt ist die Interleukin (IL)-5-Konzentration in den Seren der mit einer SIT behandelten Allergiker. Erkennbar sind
die saisonalen (m6, m18, m30, grau hinterlegt) Anstiege in der IL-5-Konzentration, die im Verlauf der SIT schwéacher
wurden. Eine signifikante Reduktion konnte in der dritten (m30) Saison im Vergleich mit der zweiten (m18) Saison
dokumentiert werden. Die mit dem ELISA-Verfahren ermittelten Werte stellen die Bet v 1-spezifische IL-5-
Zytokinproduktion dar. Statistische Veranderungen (p<0,05) wurden mit Hilfe des zweiseitigen Wilcoxon-Vorzeichen-

Rang-Tests ermittelt.
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Die spezifische IFNy-Sekretion (Abb.11) wurde weder durch die SIT noch durch den
Pollenflug erheblich beeinflusst und hatte ein insgesamt niedriges Niveau. Jedoch liel3
sich neben einem tendenziellen Anstieg im Anschluss an die erste Pollenflugzeit (m12)
eine signifikante Abnahme zu den Zeitpunkten m3 und m30 im Vergleich zum Beginn

der Therapie detektieren.
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Abb. 11: Bet v 1-spezifische Interferon y-Produktion unter spezifischer Inmuntherapie

Die Interferon (IFN)y-Produktion erreichte in Monat (m)12, d.h. im Anschluss an die erste Pollenflugsaison, ihr
Maximum. Eine signifikante Abnahme war, verglichen mit den Ausgangswerten bei m0O, bei m3 und m30 zu
verzeichnen. Die mit dem ELISA-Verfahren ermittelten Werte stellen die Zytokinproduktion nach Bet v 1-Stimulus dar.

Statistische Veranderungen (p<0,05) wurden mit Hilfe des zweiseitigen Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests ermittelt.
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Wahrend der dreijahrigen SIT konnten dagegen keine signifikanten Veranderungen der
IL-10-Sekretion der PBMC (Abb. 12) beobachtet werden. In der ersten
Birkenpollensaison zeigte sich ein diskreter Anstieg der IL-10-Produktion, danach im

Vergleich zum basalen Wert vor SIT-Einleitung nicht mehr.
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Abb. 12: Bet v 1-spezifische Interleukin 10-Produktion unter spezifischer Inmuntherapie (SIT)

Im Verlauf der SIT waren keine signifikanten Veranderungen in der Interleukin (IL-10)-Sekretion zu verzeichnen, wobei
ein tendenzieller Anstieg in der ersten Pollensaison (m6) dokumentiert werden konnte. Die mit dem ELISA-Verfahren

ermittelten Werte stellen die Zytokinproduktion nach Bet v 1-Stimulus dar.

Die Werte der TGF-B-Produktion wurden sowohl nach dreitdgiger als auch nach
siebentagiger Stimulation mit Bet v 1 erhoben. Die Analyse ergab jedoch keine
erkennbaren Veranderungen Uber den dreijahrigen Therapiezeitraum. Lediglich

vereinzelte Extremwerte waren vorhanden (Daten nicht gezeigt).

Abschliellend sind die Ergebnisse der allergenspezifischen Zytokinexpression unter
SIT noch einmal in Abbildung 13 zusammenfassend dargestellt. Die Betrachtung der
Konzentrationsveranderungen der Zytokine IL-5, IFNy und IL-10 unter SIT lie® einen
deutlichen |L-5-Anstieg zu Beginn der SIT mit einem Maximum wahrend der ersten
Birkenpollensaison (m6) erkennen. Durch die sukzessive Abnahme der saisonalen IL-
5-Sekretion kam es im weiteren Therapieverlauf zu einer Annaherung an das IL-10-
Niveau mit tendenziell parallelem Verlauf der Zytokinsekretion. Quantitativ scheint Bet
v 1-spezifisches IFNy eine eher untergeordnete Rolle zu spielen. Ausschliel3lich zum

Zeitpunkt m12 konnte eine diskrete Zunahme der IFNy-Produktion detektiert werden.
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Abb. 13: Allergenspezifische Zytokinproduktion unter spezifischer Inmuntherapie (SIT)

Vergleichend dargestellt ist die allergenspezifische Sekretion der Zytokine Interleukin (IL)-5, Interferon (IFN) y und IL-10
unter dem Einfluss einer dreijahrigen SIT. Abgebildet ist jeweils der Verlauf des Medians. Deutlich zu erkennen sind
dabei die Anstiege der IL-5-Konzentration in der Birkenpollensaison (m6, m18, m30), welche mit zunehmendem
Therapieverlauf deutlich geringer ausfallen. Die IFNy-Produktion steigt auBerhalb der Saison zum Zeitpunkt m12
einmalig an. Nach einer Zunahme der IL-10-Sekretion in der ersten Saison erfolgt wahrend der weiteren SIT eine
Absenkung auf das Anfangsniveau. Die mit dem ELISA-Verfahren ermittelten Werte stellen die Zytokinproduktion nach

Bet v 1-Stimulus dar.

4.2.3 Anteil der Bet v 1-spezifischen Zytokinproduktion an der Gesamtheit der

exprimierten Zytokine

Zur Ermittlung des Anteils der allergenspezifischen Zytokinsekretion an der gesamten
Menge des jeweils sezernierten Zytokins wurden die aus dem peripheren Blut der SIT-
behandelten Probanden isolierten PBMC nicht nur in vitro mit Bet v 1 stimuliert,
sondern auch unstimuliert belassen (vgl. 3.3.1). Anhand der in der unstimulierten
Probe vorhandenen Zytokine liel3 sich die basale unspezifische Zytokinproduktion
ermitteln, so dass die Differenz der Zytokinmenge in stimulierter und unstimulierter

Probe den Anteil des Bet v 1-spezifischen Zytokins ergab.

Die Auswertung der IL-5-Produktion (Abb. 14) unter den in Vorversuchen ermittelten
optimalen Bedingungen zeigte im Median Uber den gesamten Therapieverlauf keine IL-
5-Freisetzung ohne Bet v 1-Stimulus. Dies weist darauf hin, dass die in der Kultur

vorhandenen Th2-Zellen hochspezifisch fir Bet v 1 waren.
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Abb. 14: Induktion der Interleukin 5-Produktion durch die spezifische Inmuntherapie

Die Konzentration des in den mit dem Birkenpollenallergen Bet v 1 stimulierten Proben gebildeten Interleukin (IL)-5 ist
durch den Verlauf der roten Linie gekennzeichnet. Die orangene Linie markiert IL-5, welches ohne spezifischen
Stimulus entstanden ist. Die Flache zwischen den beiden Linien beschreibt das Bet v 1-spezifische IL-5. Die
Untersuchung der Zytokinproduktion zeigte (im Median) keine IL-5-Produktion in den unstimulierten (us) Proben. Die

Werte der IL-5-Zytokinproduktion wurden mit dem ELISA-Verfahren ermittelt. Dargestellt ist jeweils der Median.

Das Zytokin IFNy (Abb. 15) wurde hingegen sowohl in den stimulierten als auch in den
unstimulierten Proben freigesetzt. Die unspezifische IFNy-Produktion war zu den
Zeitpunkten m6, m24 und m30 besonders ausgepragt. Eine gegen Null tendierende

Bet v 1-unabhangige IFNy-Sekretion war zum Zeitpunkt m12 festzustellen.
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Abb. 15: Induktion der Interferon y-Produktion durch die spezifische Inmuntherapie

Die dunkelblaue Linie kennzeichnet die Interferon (IFN)y-Konzentration, welche in den mit Birkenpollenallergen Bet v 1
stimulierten Proben entstanden ist. Der Basallevel, d.h. ohne Bet v 1-Stimulation (us) entstandenes IFNy, ist durch den
Verlauf der hellblauen Linie abgebildet. Die Werte der IFNy-Zytokinproduktion wurden mit dem ELISA-Verfahren

ermittelt. Dargestellt ist jeweils der Median.
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Anhnlich wie bei IFNy zeigte die Auswertung der IL-10-Produktion (Abb. 16) eine
Freisetzung sowohl in den stimulierten als auch in den unstimulierten Proben. Der
Anteil an unspezifisch produziertem IL-10 an der Gesamtzytokinmenge (maximal 57%)
war jedoch weitaus geringer als der des IFNy, so dass zu jedem Zeitpunkt eine Bet v 1-

spezifische IL-10-Produktion detektiert werden konnte.
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Median IL-10 [pg/ml]
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Abb. 16: Induktion der Interleukin 10-Produktion durch die spezifische Inmuntherapie

Die dunkelviolette Linie kennzeichnet das in den mit Birkenpollenallergen Bet v 1 stimulierten Proben entstandene
Interleukin (IL)-10. Ohne Bet v 1-Stimulation, das heif3t unstimuliert (us) entstandenes IL-10, ist durch den Verlauf der
hellvioletten Linie abgebildet. Die Werte der IL-10-Zytokinproduktion wurden mit dem ELISA-Verfahren ermittelt.

Dargestellt ist jeweils der Median.

Eine unspezifische TGF-B-Produktion konnte zwar vereinzelt bei drei Probanden

nachgewiesen werden, war aber nicht relevant.

4.2.4 Proportionale Verdnderungen der Zytokinkonzentration unter der

spezifischen Immuntherapie

Zusatzlich zu der in 4.2.2 betrachteten Menge der jeweils sezernierten Zytokinklasse
scheint auch das Verhdltnis zwischen den verschiedenen zytokinproduzierenden T-
Zellpopulationen ein bestimmender Faktor flir den Schweregrad der allergischen
Erkrankung zu sein (Akdis et al., 2004). Dabei werden in diesem Zusammenhang die
Th2-Zellen als potentielle Foérderer einer allergischen Immunantwort angesehen, Th1-
und Tr1-Zellen hingegen gelten als die eher protektiv wirkenden T-
Zellsubpopulationen. So wurde im Zusammenhang mit der Entwicklung einer Allergie
in zahlreichen Studien ein erhdhtes Th2/Th1-Zellverhaltnis beschrieben, dessen
Korrektur als eine Grundlage fir eine Verbesserung der allergischen Symptome
gesehen wird (Akdis et al., 2004; Bohle et al., 2007; Ebner et al., 1997; Romagnani,

2006). Gleichzeitig spielen mdoglicherweise immunsuppressive Treg-Zellen fur die
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Wiederherstellung der Immunhomodostase bei Allergikern eine bedeutsame Rolle
(Bellinghausen et al., 2003; Thunberg et al., 2007; Torgerson, 2006). Im Folgenden soll
daher das Verhaltnis der Th2-Zellen zu den Th1- und Tr1-Zellen anhand des fir die
jeweilige Zellpopulation relevanten Zytokins IL-5, IFNy und IL-10 genauer betrachtet

werden.

Fur den IL-5/IFNy-Quotienten (Abb. 17) konnte in den ersten beiden Therapiemonaten
ein ausgeglichenes Verhaltnis der beiden Zytokine dokumentiert werden, d.h. der
Quotient war weder in Richtung des Zytokins IL-5 noch in Richtung des Zytokins IFNy
verschoben. Danach war das IL-5/IFNy-Verhaltnis saisonal IL-5 dominiert. Verglichen
mit dem Therapiebeginn konnte nach zwei Jahren (m24) ein signifikanter Anstieg (p =
0,037) festgestellt werden, welcher sich auch in der Birkenpollensaison des nachsten
Jahres (m30) fortsetzte (p = 0,01), ein tendenzieller Abfall mit Anndherung an den
Ausgangswert war zum Therapieende darstellbar. Ein Wechsel von einem IL-5
gepragten zu einem IFNy dominierten Verhaltnis konnte jedoch zu keinem Zeitpunkt

nachgewiesen werden.
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Abb. 17: Auswirkungen der spezifischen Immuntherapie (SIT) auf das Verhaltnis von sezerniertem Interleukin 5
zu Interferon y nach Bet v 1-Stimulation

Dargestellt ist das Verhaltnis der Interleukin (IL)-5-Produktion zur Interferon (IFN)y-Freisetzung nach Stimulation mit Bet
v 1. Verglichen mit dem Ausgangswert bei mO ist ein Anstieg des Quotienten zum Zeitpunkt m24 und m30 zu
verzeichnen. Weitere signifikante Veranderungen sind im Verlauf der SIT nicht zu beobachten. Die mit dem ELISA-
Verfahren ermittelten Werte stellen das Verhaltnis der Zytokinproduktion von IL-5 zu IFNy nach Bet v 1-Stimulus dar.

Statistische Veranderungen (p<0,05) wurden mit Hilfe des zweiseitigen Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests ermittelt.
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Auswirkungen auf das Verhaltnis von allergenspezifischem IL-5 zu IL-10 sind
hauptsachlich wahrend des saisonalen Pollenflugs auszumachen. In den ersten beiden
Pollenflugzeiten nach Beginn der SIT war der IL-5/IL-10-Quotient (Abb. 18) deutlich IL-
5 gepragt. Eine Verschiebung dieses Ungleichgewichts in Richtung IL-10 fand in der
dritten Saison mit einer signifikanten Reduktion (p = 0,021) des IL-5/IL-10-Quotienten
im Vergleich zur Vorsaison statt. Zum Ende der Therapie liel3 sich ein weiterer Abfall

des IL-5/IL-10-Verhaltnisses verzeichnen.
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Abb. 18: Auswirkungen der spezifischen Inmuntherapie auf das Verhiltnis von sezerniertem Interleukin 5 zu

Interleukin 10 nach Bet v 1-Stimulation

Dargestellt ist das Verhaltnis der Interleukin (IL)-5 Produktion zur IL-10 Freisetzung nach Stimulation mit Bet v 1.
Verglichen mit dem Ausgangswert bei m0 waren keine signifikanten Verdnderungen im Verlauf der dreijahrigen
Therapie (m0-m36) zu erkennen. Ein Vergleich der Werte innerhalb der Birkenpollensaison (m6, m18, m30) zeigte
jedoch eine signifikante Abnahme des Quotienten von m18 zu m30. Die mit dem ELISA-Verfahren ermittelten Werte
stellen das Verhaltnis der Zytokinproduktion von IL-5 zu IL-10 nach Bet v 1-Stimulus dar. Statistische Veranderungen

(p<0,05) wurden mit Hilfe des zweiseitigen Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests ermittelt.
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4.3 Auswirkungen der natiirlichen Allergenexposition auf
Birkenpollenallergiker und gesunde Probanden

Die Birkenpollensaison erstreckt sich je nach den klimatischen Bedingungen Uber den
Zeitraum von Anfang Marz bis Ende Mai (D'Amato G et al, 2001). Um die
immunologischen Veranderungen durch diese natirliche Allergenexposition definieren
zu koénnen, wurden zwei Kontrollpopulationen bestehend zum einen aus acht
Birkenpollenallergikern, die keine SIT erhielten, und zum anderen aus acht Probanden
ohne IgE-vermittelte Allergie in die Studie mit einbezogen.

Die Kontrollpopulation der acht rein symptomatisch therapierten Birkenpollenallergiker
wird im folgenden ,Allergiker” genannt, wahrend die Population der acht Probanden

ohne IgE-vermittelte Allergie als ,Nicht-Allergiker” bezeichnet wird.

431 Schweregrad der allergischen Erkrankung unter saisonaler

Birkenpollenexposition

Auch in der Kontrollpopulation der Allergiker wurde der Schweregrad der allergischen
Symptome subjektiv durch die Einordnung des klinischen Beschwerdebildes auf einer
7-Punkte-Skala erfasst (vgl. 3.2.2). Bei den Allergikern lie® sich allerdings keine
signifikante Linderung der Symptome feststellen (Abb. 19). Die klinischen
Beschwerden wurden von den acht Probanden in zwei aufeinanderfolgenden
Pollenflugzeiten mit ,deutlich krank beschrieben. Im gleichen Zeitraum zeigte sich bei
den immuntherapierten Patienten schon eine tendenzielle Verbesserung des
Symptomscores von ,deutlich krank® zu ,maRig krank®, welche sich im weiteren
Beobachtungszeitraum signifikant verstarkte (Median m18 = ,nur leicht krank®, m30 =
“‘malig krank®). Diese Daten stutzen die klinische Wirksamkeit der SIT im gesamten

Therapieverlauf.
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Abb. 19: Klinische Symptomatik unter natiirlicher Allergenbelastung

Dargestellt sind die Ergebnisse der subjektiven Einordnung des Schweregrads der allergischen Erkrankung auf einer
numerischen Skala von 1 ,uberhaupt nicht krank® bis 7 ,extrem schwer krank®. Der klinische Symptomscore wurde dazu
vergleichend bei rein symptomatisch therapierten Birkenpollenallergikern und bei Patienten, welche mit einer
spezifischen Immuntherapie (SIT) behandelt wurden, erfasst. Eine Verbesserung des klinischen Allgemeinbefindens
zeigte sich im gesamten Behandlungszeitraum nur bei Allergikern unter SIT. Im Vergleich zur Ausgangspollensaison
war dort eine signifikante Reduktion des Schweregrads in der zweiten (m18) und dritten Saison (m30) zu verzeichnen.

Statistische Veranderungen (p<0,05) wurden mit Hilfe des zweiseitigen Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests ermittelt.

4.3.2 Einfluss der natiirlichen Allergenexposition auf die Zytokinproduktion

Neben den klinischen Veranderungen unter natirlicher Allergenbelastung wurden auch
Unterschiede hinsichtlich allergenspezifischer Zytokinsekretion untersucht. Fir die
beiden Kontrollpopulationen (Allergiker und Nicht-Allergiker) wurden dazu jeweils inner-
und aulerhalb der Saison entnommene PBMC mittels Bet v 1 zur Zytokinproduktion
angeregt. Unstimulierte Proben wurden dabei stets zur Kontrolle der unspezifischen
Zytokinproduktion mitgefiihrt. Nach Abnahme der Uberstande wurde die Menge der
produzierten Zytokine mit dem ELISA-Verfahren quantitativ bestimmt (vgl. 3.4).
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Bei Nicht-Allergikern konnte weder inner- noch auflerhalb der Saison eine Bet v 1-
spezifische IL-5-Sekretion detektiert werden (Abb. 20). Bei der Halfte der Allergiker
induzierte die natirliche Allergenbelastung in der Birkenpollensaison einen IL-5-
Anstieg, welcher aullerhalb der Saison nicht festgestellt werden konnte. Im Vergleich
dazu, wie in Kapitel 4.2.2 beschrieben, zeigten Birkenpollenallergiker unter SIT zu
Therapiebeginn einen tendenziellen Anstieg der IL-5-Sekretion, welcher sich in den

folgenden Pollenflugzeiten (m18, m30) kontinuierlich reduzierte.
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Abb. 20: Einfluss saisonaler Pollenexposition auf die Bet v 1-spezifische Interleukin 5-Konzentration

Dargestellt ist die Interleukin (IL)-5-Freisetzung der untersuchten Gruppen Nicht-Allergiker, Allergiker und Allergiker
unter spezifischer Immuntherapie (SIT) zu verschiedenen Zeitpunkten innerhalb (i.S.) und auflerhalb der
Birkenpollensaison (a.S.). Bei Nicht-Allergikern lieR sich keine IL-5-Sekretion feststellen. Rein symptomatisch
behandelte Birkenpollenallergiker zeigten ebenfalls keine signifikanten Veranderungen, jedoch war eine tendenzielle
Zunahme der IL-5-Sekretion innerhalb der Saison zu sehen. Diese Zunahme in der Birkenpollensaison (m6, m18, m30)
lieR® sich auch bei Allergikern unter SIT dokumentieren. Allerdings konnte im weiteren Therapieverlauf eine sukzessive
Verringerung der IL-5-Anstiege beobachtet werden. Die mit dem ELISA-Verfahren ermittelten Werte stellen die
Zytokinproduktion auf Bet v 1-Stimulus dar. Statistische Veranderungen (p<0,05) wurden mit Hilfe des zweiseitigen

Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests ermittelt.
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Eine Beeinflussung der IFNy-Produktion durch die naturliche Allergenexposition
konnte weder bei Nicht-Allergikern noch bei symptomatisch behandelten
Allergikern festgestellt werden (Abb. 21). Wie bereits beschrieben (vgl. 4.2.2,
Abb. 11), waren unter SIT signifikante Abnahmen bei m3 und m30 zu

detektieren.
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Abb. 21: Einfluss saisonaler Pollenexposition auf die Bet v 1-spezifische Interferon y-Sekretion

Abgebildet sind die durch natirliche Allergenexposition hervorgerufenen Veranderungen in der Bet v 1-spezifischen
Interferon (IFN)y-Produktion auf3erhalb (a.S.) und innerhalb der Saison (i.S.) bei gesunden Probanden (Nicht-Allergiker)
und bei Birkenpollenallergikern ohne spezifische Immuntherapie (SIT). Zum Vergleich sind ebenfalls die Werte der SIT-
behandelten Patienten aufgefuhrt. Statistisch signifikante Unterschiede waren innerhalb der Allergiker-Gruppe unter SIT
festzustellen. Die mit dem ELISA-Verfahren ermittelten Werte stellen die Zytokinproduktion auf Bet v 1-Stimulus dar.

Statistische Veranderungen (p<0,05) wurden mit Hilfe des zweiseitigen Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests ermittelt.
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Im Gegensatz zu den vorherigen Ergebnissen war die IL-10-Sekretion der Nicht-
Allergiker auf3erhalb der Saison tendenziell héher als innerhalb der Saison (Abb. 22).
Die Werte fur Allergiker hingegen wiesen in und auf3erhalb der Saison nahezu keine
Unterschiede auf. Auch die durch die SIT hyposensibilisierten Patienten zeigten keine
extremen Veranderungen der IL-10-Produktion (vgl. Kapitel 4.2.2). Im Vergleich zum
Ausgangswert bei m0 stieg die Zytokinkonzentration leicht an und erreichte bei m6
ihren Maximalwert. Im weiteren Verlauf der Immuntherapie war ein tendenzieller Abfall
der innersaisonalen (m6, m18, m30) Werte ersichtlich. Eine Annaherung an das

Ausgangsniveau bei m0 lie sich zum Ende der Behandlung erkennen.
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Abb. 22: Einfluss saisonaler Pollenexposition auf die Bet v 1-spezifische Interleukin 10-Produktion

Dargestellt ist die auf Bet v 1-Stimulation produzierte Interleukin (IL)-10-Menge auferhalb (a.S.) und innerhalb der
Saison (i.S.) bei Probanden ohne Auspragung einer IgE-vermittelten Allergie (Nicht-Allergiker), rein symptomatisch
therapierten Birkenpollenallergikern und bei Patienten, die eine spezifische Immuntherapie (SIT) erhalten haben.
Hierbei fallt bei Nicht-Allergikern eine erhohte IL-10-Freisetzung auBerhalb der Birkenpollensaison auf. Allergiker
zeigten hingegen durch ihre gleichbleibenden Werte keine Beeinflussung durch den saisonalen Pollenflug. Bei
Allergikern unter SIT war ein tendenzieller Anstieg der IL-10-Sekretion in der ersten Saison (m6), welcher im Verlauf der
Immuntherapie abschwachte, zu detektieren. Die mit dem ELISA-Verfahren ermittelten Werte stellen die

Zytokinproduktion auf Bet v 1-Stimulus dar.

Wie auch bei den SIT-behandelten Probanden wurde in beiden Kontrollpopulationen
ebenfalls die TGF-B-Produktion an Tag drei und an Tag sieben gemessen. Dabei liel}
sich in der Gruppe der Nicht-Allergiker keine allergenspezifische TGF-B-Sekretion
detektieren. Unter den Allergikern gab es lediglich zwei der acht Probanden, die aul3er-
und innerhalb der Birkenpollensaison eine messbare TGF-B-Freisetzung zeigten
(Daten nicht gezeigt). Eine statistische Relevanz konnten die gewonnenen Messdaten

jedoch nicht erreichen.
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4.3.3 Proportionale Verdnderungen der Zytokinfrequenz unter natirlicher

Allergenexposition

Untersuchungen  des IL-5/IFNy-Verhaltnisses den beiden

Kontrollpopulationen keine signifikanten Unterschiede der inner- und auf3erhalb der

zeigten in

Birkenpollensaison erhobenen Daten (Abb. 23). Der Quotient aus IL-5 und IFNy war
bei Nicht-Allergikern innerhalb (Median 0,77) und aufierhalb (Median 0,15) der
Pollenflugzeit IFNy gepragt. Allergiker, die ausschlief3lich mit symptomatisch wirkenden
Medikamenten behandelt wurden, zeigten keine Unterschiede zwischen saisonalen
und nicht-saisonalen Werten. Bei Allergikern unter SIT entsprach der Ausgangswert
mO vor Beginn der Therapie in etwa dem Wert der Pollenallergiker ohne
Kausaltherapie. Bei Einbeziehung des Medians war das IL-5/IFNy-Verhaltnis zu Beginn
der Therapie ausgeglichen. Innerhalb der Saison nahm der Quotient von IL-5 und IFNy
dann zu, wobei dieser Anstieg zwischen m0 und m30 signifikant war (p = 0,01) und

insgesamt fUr ein eher IL-5 dominiertes Verhaltnis sprach.
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Abb. 23: Auswirkungen der natiirlichen Allergenexposition auf das Verhaltnis von Interleukin 5 zu Interferon y

Vergleichend abgebildet ist der Quotient aus der Interleukin (IL)-5- und Interferon (IFN)y-Produktion unter dem Einfluss
der saisonalen Pollenexposition auf Nicht-Allergiker, Birkenpollenallergiker mit rein symptomatischer Therapie und
Allergiker, die mit einer spezifischen Immuntherapie (SIT) behandelt wurden. Die Datenerhebung erfolgte dabei
auRerhalb (a.S.) und innerhalb der Saison (i.S.). Statistisch relevante Verdnderungen waren nur bei SIT therapierten
Allergikern festzustellen. Die mit dem ELISA-Verfahren ermittelten Werte stellen die Zytokinproduktion nach Bet v 1-
Stimulus dar. Statistische Veranderungen (p<0,05) wurden mit Hilfe des zweiseitigen Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests

ermittelt.
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Der Einfluss der naturlichen Allergenexposition auf den IL-5/IL-10-Quotienten (Abb. 24)
von nicht-allergischen Probanden und Allergikern ohne SIT zeigte im Vergleich von
inner- und aulerhalb der Saison gelegenen Zeitpunkten keine Unterschiede. Im
Gegensatz dazu konnte ein SIT-vermittelter Einfluss auf das Verhaltnis zwischen IL-5
und IL-10 festgestellt werden. Bei hyposensibilisierten Probanden unter Immuntherapie
lie sich in der Saison des ersten Jahres ein tendenziell IL-5-gepragter IL-5/IL-10-
Quotient feststellen. Unter dem Einfluss der SIT reduzierte sich dieser Quotient zu
Zeitpunkten saisonalen Pollenflugs kontinuierlich und resultierte in der dritten
Pollenflugzeit in einer IL-10-Dominanz (Median m30 = 0,72) verbunden mit einer
verminderten IL-5-Antwort. Diese Veranderung des Zytokinverhaltnisses zeigte sich

auch in einer signifikanten Reduktion (p = 0,021) von m18 zu m30.
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Abb. 24: Einfluss der natiirlichen Allergenexposition auf das Verhéltnis von Interleukin 5 zu Interleukin 10

Dargestellt sind die Auswirkungen der Pollenexposition auf das Verhaltnis zwischen Bet v 1-spezifisch produziertem
Interleukin (IL)-5 und IL-10 von gesunden Probanden (Nicht-Allergikern), rein symptomatisch therapierten Allergikern
und Patienten, die mit einer spezifischen Immuntherapie (SIT) behandelt wurden. Eine signifikante Veranderung des IL-
5/IL-10-Verhaltnisses im Vergleich der auf3erhalb (a.S.) und innerhalb der Birkenpollensaison (i.S) ermittelten Werte
konnte ausschliefilich bei Allergikern unter SIT nachgewiesen werden. Dabei zeigte die Gegeniberstellung der
saisonalen (m6, m18, m30) Werte eine signifikante Reduktion von m18 zur nachfolgenden Pollenflugzeit (m30). Die mit
dem ELISA-Verfahren ermittelten Werte stellen die Zytokinproduktion nach Bet v 1-Stimulus dar. Statistische

Veranderungen (p<0,05) wurden mit Hilfe des zweiseitigen Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Tests ermittelt.
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5 Diskussion

In der vorliegenden longitudinalen Studie wurde die durch die SIT induzierte zellulare
Immunmodulation auf Zytokin-Ebene bei Birkenpollenallergikern untersucht. Daflr
wurde der klinische Behandlungsverlauf zum einen mittels allergologischer
Testverfahren und zum anderen durch die Erhebung des individuellen
Beschwerdescores beurteilt. Anderungen in der Zytokinproduktion von IL-5, IFNy, IL-10
und TGF-B durch PBMC wurden zu den entscheidenden Zeitpunkten (Aufdosierungs-
und Erhaltungsphase) der SIT sowohl inner- als auch auferhalb der
Birkenpollensaison detektiert. Ein weiterer Schwerpunkt dieser Studie lag in der
vergleichenden Erhebung immunologischer Veranderungen unter naturlicher
Allergenexposition. Diese Untersuchungen wurden mit ausschlieBlich symptomatisch
therapierten Birkenpollenallergikern und mit gesunden Probanden ohne Manifestation
einer IgE-vermittelten Allergie durchgefiihrt. Zusammen mit den Ergebnissen der SIT-
Patienten konnten die erhobenen immunologischen Parameter einer therapeutischen
Allergenexposition durch die SIT oder einer naturlichen Allergenexposition durch den
Pollenflug zugeordnet werden.

Hervorzuheben ist an dieser Studie besonders der Langzeitaspekt der Untersuchungen
Uber den Verlauf einer dreijahrigen SIT (nach der aktuellen Leitlinie zur SIT bei IgE-
vermittelten  allergischen  Erkrankungen sollte bei Atemwegsallergien die
Behandlungsdauer mindestens drei Jahre betragen) (Pfaar et al., 2014). Im Vergleich
zu anderen Studien mit kiirzeren Therapie- bzw. Untersuchungszeitraumen (Bohle et
al., 2007 (ein Jahr); Francis et al., 2008 (ein Jahr); Savolainen et al., 2004 (ein Jahr))
lieRen sich damit besonders Veranderungen zwischen einer Birkenpollensaison und
den folgenden innersaisonalen Zeitpunkten Uber den gesamten Behandlungszeitraum
erfassen.

Auch die detaillierte Verlaufskontrolle mit monatlichen bis halbjahrlichen Blutabnahmen
ist ein besonderes Merkmal. Sie erméglichte eine engmaschige Uberprifung der durch
die SIT induzierten Veranderungen. Das Studienprotokoll wurde dazu an die
entscheidenden Zeitpunkte der SIT (Aufdosierungs- und Erhaltungsphase, innerhalb
und aulerhalb der Saison) angepasst. Das Protokoll der meisten anderen Studien sah
daflr weit weniger Kontrollpunkte vor, beispielsweise nur in der Frihphase der SIT
(Akdis et al., 1998; Movérare et al., 2000a), oder war weniger engmaschig angelegt mit
Untersuchungszeitpunkten lediglich vor der Therapie und nach Abschluss der
Behandlung (Bohle et al., 2007; Francis et al., 2008).

Diese Unterschiede im Studienaufbau missen beim Vergleich der Daten und der

teilweise kontraren Befunde der verschiedenen Studien berlcksichtigt werden.

50



5 Diskussion

Die Untersuchungsergebnisse dieser Arbeit lieBen bereits nach einem Jahr eine
dauerhaft signifikant verminderte allergische Hautreaktion auf BPA erkennen.
Zusatzlich gaben die Probanden ab der zweiten Birkenpollensaison unter Therapie
eine deutliche subjektive Verbesserung der Beschwerden an.

Zellular zeigte sich eine kurzzeitige Zunahme der allergenspezifischen IL-10-
Expression in der ersten Pollenflugzeit und eine signifikante Abnahme des fir
Birkenpollenallergiker typischen saisonalen Anstiegs des allergieassoziierten Th2-
Zytokins IL-5 im dritten Behandlungsjahr. Durch den verminderten Einfluss der Th2-
Zytokine ergab sich eine saisonal signifikante Reduktion des IL-5/IL-10-Quotienten im
dritten Behandlungsjahr. Eine Veranderung des Th2/Th1-Zell-Verhaltnisses zu einem
Th1-Zell-mediierten Gleichgewicht konnte hingegen nicht dokumentiert werden, da die
IFNy-Produktion unter Therapie nahezu unverandert blieb. Die vorliegenden
Ergebnisse veranschaulichen die zeitliche Dynamik der unterschiedlichen zelluldren
Komponenten in der Etablierung einer SIT-induzierten Allergentoleranz mit Induktion

und Repression einzelner Zytokine zu unterschiedlichen Zeitpunkten.

5.1 Reevaluation des Studienprotokolls

Zur Ermittlung der optimalen Stimulationsdauer fir diese Studie wurden zunachst
PBMC-Proben von insgesamt 14 SIT-behandelten Patienten, Allergikern und
Probanden ohne allergische Erkrankung vom Sofort-Typ mit dem Hauptallergen der
Birkenpollen, Bet v 1, zur spezifischen Zytokinsekretion angeregt. Die Uberstande
wurden nach drei, finf und sieben Tagen abgenommen und die Bet v 1-spezifische
Zytokinsekretion mit dem ELISA-Verfahren untersucht und anschlieBend ausgewertet.
Im Studienprotokoll dieser Arbeit wurde die Stimulationsdauer fir IL-5 und IFNy auf
sieben Tage, fur IL-10 auf drei Tage und fur TGF-3 sowohl auf drei als auch auf sieben

Tage festgelegt.

In der Literatur gibt es variable Angaben zum Stimulationsablauf. Movérare et al.
verwendeten zur Detektion des Zytokins IL-5 unter BPA-Immuntherapie ebenfalls eine
Stimulationsdauer von sieben Tagen. AnschlieBend erfolgte allerdings eine
Restimulation mit den Mitogenen Phytohamagglutinin (PHA) und Phorbol 12-Myristate-
13-Acetate (PMA) fur weitere 24h. Die Bestimmung der IL-10-Sekretion erfolgte nach
dem gleichen Protokoll (Movérare et al., 2000b). Auch wurden fur IL-10- und TGF-[3-
Messungen durch das ELISA-Verfahren bei Birkenpollenallergikern unter SIT
Uberstande nach sechs Tagen abgenommen (Bohle et al., 2007). Francis et al.

wahlten in zwei Studien zur Graserpollen-SIT fir die Detektion der Zytokine IL-5, IFNy,
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IL-10 und TGF-B ebenfalls eine sechstagige Stimulationsdauer (Francis et al., 2003;
Francis et al., 2008). In einer Studie von Eifan et al. wurden dagegen die Uberstande
bei immuntherapierten Hausstauballergikern zur Detektion der Zytokine IL-5, IFNy, IL-
10 und TGF-B bereits nach finf Tagen abgenommen (Eifan et al., 2010).

Diese Zeitabstande entsprechen in etwa der hier fur IL-5 und IFNy evaluierten
Stimulationsdauer von sieben Tagen. Die Abweichungen bezlglich des optimalen
Zeitpunkts fur die Uberstandabnahme bei IL-10 (diese Studie: drei Tage, angefiihrte
Literatur: funf bzw. sechs bzw. sieben Tage) kdnnten durch die Verwendung
verschiedener Allergene (BPA versus Graserpollenallergen versus
Hausstaubmilbenallergene) oder durch Unterschiede in der Vorbehandlung (mit/ohne
Mitogene) bedingt sein.

Die TGF-3-Sekretion wurde nach einer Stimulationsdauer von drei und sieben Tagen

evaluiert und deckt somit ein breiteres zeitliches Fenster ab.

Die angefuhrte Literatur zeigt, dass in den meisten Arbeiten lediglich ein Zeitpunkt zur
Abnahme aller Zytokine gewahlt wurde. Das in dieser Studie gewahlte Protokoll mit - je
nach Zytokin - zwei unterschiedlichen Abnahmezeitpunkten wurde auf die optimale
Stimulationsdauer der einzelnen Zytokine abgestimmt. Damit wurde eine

engmaschigere Detektion der spezifischen Zytokinsekretion ermdéglicht.

5.2 Bewertung des ELISA-Verfahrens

Die ELISA-Methode dient dem Nachweis von Zytokinen, gebundenen Antigenen oder
Antikorpern. Dabei wird mithilfe eines gekoppelten Enzyms, das eine farblose
Substanz in ein farbiges Produkt umwandelt, die Menge des detektierten Antigens bzw.
Antikérpers indirekt bestimmt (vgl. 3.4). Auch speziell in der Erforschung
immunologischer Veranderungen unter SIT findet dieses Verfahren standardmafig
Anwendung und ist gut etabliert (Akdis et al., 1996; Bohle et al., 2007; Eifan et al.,
2010; Francis et al., 2008).

Alternative Verfahren zur der hier erfolgten Quantifizierung der Zytokinmenge mittels
ELISA sind die reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR), der
enzymgekoppelte Immunospottest (enzyme-linked immunospot assay; ELISPOT-
Assay) oder die Multiparameter-Durchflusszytometrie. Bei der ELISPOT-Methode wird
die Frequenz an zytokinproduzierenden Zellen und die Intensitdt der Freisetzung
bestimmt. Bei der PCR erfolgt eine Messung auf mRNA Ebene und mit der
Durchflusszytometrie ist beispielsweise der Nachweis intrazelluldrer Zytokine maoglich
(Clay et al., 2001; Mébs and Schmidt, 2016). Alle Verfahren lassen sich zur direkten
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oder indirekten Zytokindetektion nutzen, betrachten jedoch unterschiedliche Aspekte.
Sie stehen an verschiedenen Kontrollpunkten der Zytokinproduktion durch T-Zellen:
mRNA Transkription, intrazellulare Speicherung, Sekretion auf individuellem Zelllevel

und freies Zytokin.

Eine vergleichende Untersuchung der oben genannten Verfahren wurde von
Tassignon et al. durchgefiihrt (Tassignon et al., 2005). Dabei wurde peripheres Blut
gesunder Probanden mit Tetanus-Toxoid versetzt und die IFNy-Zytokinantwort vor und
nach der Impfung gemessen. Mit einer Sensitivitdt von 57% vor der Impfung und 43%
nach der Impfung lag das ELISA-Verfahren im ,guten Mittelfeld“. Die hochste
Sensitivitdt wurde vor der Tetanus-Toxoid-Impfung mittels ELISPOT (93%) erzielt und
nach der Impfung mit der Durchflusszytometrie (79%) festgestellt. Insgesamt wurde
aber die ELISA-Methode mit ihren durchschnittichen Ergebnissen zu beiden
Messzeitpunkten als gute Alternative erachtet, welche zudem einfach und
kostengunstig in jedem Labor durchfuhrbar ist.

In einer weiteren Arbeit wurden ELISA- und ELISPOT-Ergebnisse bezlglich ihrer
Sensitivitdt gegenliber einer Th2-Zytokinantwort auf Nickel oder Tetanus-Toxoid
untersucht (Minang et al., 2008). Hierfiir wurden Nickel-Allergiker und Nicht-Allergiker
in die Studie inkludiert. Als Schwachpunkt des ELISA-Verfahrens wurde das
vergleichsweise hohe Detektionslimit erachtet. So kann eine niedrige Frequenz
allergenspezifischer T-Zellen zu Zytokinsekretionen unterhalb der Detektionsgrenze
des Tests fihren und damit unentdeckt bleiben (Ekerfelt et al., 2002; Tanguay and
Killion, 1994). Die ELISPOT-Methode zeichnet sich hingegen durch eine hohe
Sensitivitat in der Detektion durch Messung auf Einzelzellniveau aus und kann damit
einige der Nachteile des ELISA-Verfahrens ausgleichen. Trotz dieser moglichen
Vorteile findet sie im Allergiebereich in relativ wenigen Studien Anwendung zur Th2-
Zytokindetektion (Minang et al., 2008).

Zusammenfassend betrachtet ist die niedrigere Sensitivitat des ELISA-Verfahrens ein
Nachteil, welcher auch eine mogliche Erklarung fur die nicht detektierbare TGF-B-
Antwort sein kdnnte. Durch die breite Anwendung des ELISA-Verfahrens im Rahmen
dieser Studie konnten jedoch die Vergleichbarkeit der Ergebnisse erhoéht und
methodische Differenzen zu anderen Studien minimiert werden. Darlber hinaus lag der
Schwerpunkt dieser Arbeit in der quantitativen Zytokinmessung, da somit die
tatsachlich vorhandene allergenspezifische Zytokinmenge nach Sekretion durch die
Gesamtheit der PBMC betrachtet werden und zusatzlich, neben T-Zellen, auf eine

potentielle unspezifische Produktion durch andere Zell-Typen geprift werden konnte.
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5.3 Einfluss der spezifischen Immuntherapie auf die Imnmunantwort bei
Typ-l-Allergien

Die SIT stellt eine kausale Therapie zur Behandlung IgE-vermittelter Allergien dar.
Lange Zeit war ihre Wirksamkeit nur klinisch belegt. In den letzten Jahrzehnten wurde
der therapeutische Effekt in vielen randomisierten, doppelblinden, placebokontrollierten
Studien bestatigt und auch durch immunologische, d.h. zelluldre und humorale,
Veranderungen in zunehmendem Male experimentell belegt (Bedtger et al., 2002;
Grammer et al., 1982; Jutel et al., 2005; Pfaar et al., 2016; Rondoén et al., 2016; Walker
et al., 1995).

Da IgE-vermittelte Allergien durch eine Th2-Zellimmunantwort charakterisiert sind,
wurde zunachst ein Wechsel von allergenspezifischen Th2-Zellen zu einer Th1-Zell-
Antwort als Ursache fur die verbesserte klinische Symptomatik nach einer SIT
angenommen (Durham et al.,, 1991; Jutel et al.,, 1995). Neuere Daten legen den
hemmenden Effekt der Treg-Zellen auf Teff-Zellen als eine wesentliche Ursache fir die
Toleranzinduktion bei Allergikern nahe (Akdis et al., 2004; Mobs et al., 2010). Auch
koénnte eine Deletion allergenspezifischer Th2-Zellen nach wiederholter, hochdosierter
Allergenstimulation eine Rolle zu spielen (Wambre et al., 2014).

Zusétzlich zu den Anderungen auf zelluléarer Ebene scheinen auch humorale Faktoren
eine entscheidende Position in der Toleranzinduktion einzunehmen. So wird
angenommen, dass allergenspezifische IgG-Antikérper ebenfalls eine inhibierende
Wirkung auf eine Uberschieliende Immunantwort haben. Sie kdnnen Allergene fixieren
und dadurch deren Bindung an IgE blockieren und so die IgE-vermittelte Freisetzung
von Entziindungsmediatoren aus Mastzellen und Basophilen unterdriicken und die IgE-
gebundene Allergenprasentation flr T-Zellen verhindern (Flicker and Valenta, 2003;
Wachholz and Durham, 2004; Zeng et al., 2016).

5.3.1 Einfluss der spezifischen Inmuntherapie auf die klinische Symptomatik

Die klinische Wirksamkeit der SIT wurde in dieser Studie anhand der Daten aus
Pricktest und Symptomscore bewertet. Bereits nach sechs Monaten Therapiedauer
wurde eine tendenzielle Verbesserung der klinischen Beschwerden angegeben,
welche sich im weiteren Beobachtungszeitraum signifikant verstarkte und Uber die
gesamte Behandlungsdauer erhalten blieb. Auch die objektiven Daten des Pricktests
konnten die gute klinische Wirksamkeit der SIT durch eine konstant deutliche
Reduktion der Hautreaktion auf BPA bestatigen. Der Vergleich mit den klinischen

Therapiewerten der rein symptomatisch therapierten Allergiker zeigte, dass die
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Verminderung der klinischen Beschwerden auf SIT-induzierte Modulationen
zurlckzufihren war, da bei Probanden ohne SIT keine Verminderung des
Schweregrads der allergischen Erkrankung in 2zwei aufeinander folgenden
Birkenpollenflugzeiten festzustellen war.

Die Ergebnisse dieser Studie bestatigen die Resultate anderer Studien zur SIT mit
Pollenallergenen (Drachenberg et al., 2001; Hoiby et al., 2010; Mdller et al., 2002).
Darlber hinaus wurde gezeigt, dass die Remission der Symptome auch Uber drei
Jahre nach Therapie erhalten blieb (Des Roches et al., 1996; Durham et al., 1999; Eng
et al., 2006; Hui et al., 2014).

5.3.2 Veranderung der zellularen Zytokinproduktion unter spezifischer

Immuntherapie

5.3.2.1 Unspezifische Zytokinproduktion

Der Einfluss der SIT auf den zellularen Anteil des Immunsystems wurde anhand von
Bet v 1-stimulierten Proben und unstimulierten Kontrollproben untersucht. Das in der
unstimulierten  Probe  vorhandene Zytokin  beschreibt die unspezifische
Zytokinproduktion, so dass die Differenz der Zytokinmengen in stimulierter und

unstimulierter Probe den Anteil der Bet v 1-spezifischen Zytokinproduktion ergibt.

Eine unspezifische IL-5-Produktion (vgl. 4.2.3) konnte nur sehr vereinzelt festgestellt
werden. Dieses Ergebnis spricht fur eine entscheidende Rolle von IL-5 bei der
Entwicklung einer Th2-Zell-vermittelten allergischen Reaktion, da nur in den
allergenstimulierten Proben eine fur die allergische Immunantwort charakteristische Bet
v 1-spezifische IL-5-Sekretion vorhanden war (siehe 5.3.2.2) (Romagnani, 1994). Das
in einigen sehr wenigen Fallen unspezifisch sezernierte IL-5 konnte aus dem
natlrlichen Kontakt mit Allergenen resultieren. Aufderhalb der Birkenpollenflugsaison
koénnte ein Kontakt mit kreuzreaktiven Allergenen, wie dem Apfelallergen Mal d 1, fir
die IL-5-Produktion verantwortlich sein (Vanek-Krebitz et al., 1995).

Bei der Analyse der IFNy-Daten konnte hingegen eine zum Teil verstarkte
Zytokinproduktion ohne Bet v 1-Stimulus festgestellt werden. Da IFNy eine bedeutende
antivirale und antibakterielle Wirkung hat, sind erhéhte Werte im peripheren Blut oft im
Zusammenhang mit mikrobiellen Kontakten zu finden und deshalb mdglicherweise
auch zum Teil in der unstimulierten Probe vorhanden (Romagnani, 1991).

Eine unspezifische IL-10-Sekretion konnte ebenfalls nachgewiesen werden, jedoch

hatte diese einen weitaus geringeren Anteil an der Gesamt-IL-10-Produktion als bei
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IFNy. Denkbar ware, dass durch den Kontakt mit natirlichen Antigenen
Abwehrreaktionen initiiert worden waren, bei denen die immunsupprimierende Wirkung
von IL-10 wichtig war (Akdis et al., 1998; Akdis et al., 2001). Dies kénnte die IL-10-

Sekretion in der unstimulierten Probe begriinden.

5.3.2.2 Bet v 1-spezifische Zytokinproduktion unter spezifischer Immuntherapie

Neben der Erhebung der klinischen Parameter (Pricktest, Symptomscore) wurde in
dieser Studie das Profil der Zytokine IL-5, IFNy, IL-10 und TGF- analysiert. IL-5 ist
entscheidend an der Th2-Zell-vermittelten allergischen Immunantwort beteiligt, da es
u.a. Eosinophile aktiviert und zur Freisetzung inflammatorischer Substanzen (basische
Proteine, reaktive Sauerstoffspezies) fuhrt (Sanderson, 1992). IFNy wirkt als Th1-
Zytokin einer Th2-Zell-Antwort entgegen und induziert den Wechsel zu 1gG. Zusatzlich
unterdriickt es die IgE-Bildung (Mullen et al., 2001; Venkataraman et al., 1999). IL-10
und TGF-B wirken immunsuppressiv. Sie besitzen das Potential, die Proliferation und
Zytokinproduktion von Th2- und Th1-Zellen zu unterdriicken (Roncarolo et al., 2006).
Somit koénnen diese vier Zytokine richtungsweisend an den entscheidenden
Zeitpunkten der Entwicklung oder Unterdriickung einer Uberschiel3enden allergischen
Immunantwort beteiligt sein.

Eine Messung der Bet v 1-spezifischen Zytokinproduktion durch periphere Blutzellen in
vitro sollte Aufschluss Uber die Veranderungen des Zytokinprofils bei nicht therapierten
Allergikern, bei Probanden ohne Manifestation einer IgE-vermittelten Allergie sowie bei

birkenpollenallergischen Patienten unter dem Einfluss der Immuntherapie geben.

5.3.2.2.1.IL-5

In der vorliegenden Studie zeigte die IL-5-Produktion neben einer diskreten Zunahme
zum Ende der Aufdosierungsphase einen tendenziellen Anstieg in der ersten
Birkenpollensaison, dessen Auspragung sich in den folgenden Pollenflugzeiten
kontinuierlich reduzierte, was sich in einer signifikanten Abnahme der IL-5-Sekretion

von der zweiten zur dritten Saison dokumentieren lief3.

Die anfangliche Erhéhung der IL-5-Konzentration war am ehesten durch repetitive
Allergengaben in der Aufdosierungsphase und durch die zusatzliche Allergenbelastung
wahrend der Pollenflugzeit bedingt (Benjaponpitak et al., 1999; Benson et al., 2000).
Eine Zunahme der IL-5-Konzentration bzw. ein Th2-dominierter Immuntyp in der

Frihphase der SIT bei Birkenpollenallergikern wurde auch von anderen Untersuchern
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festgestellt (Benjaponpitak et al., 1999; Mébs et al., 2012; Movérare et al., 2000a;
Movérare et al., 1998). Da niedrige Allergendosen zu einer Th2-Zell-Immunantwort
fuhren kénnen, wahrend héhere Dosen im Zusammenhang mit einer Immunantwort
vom Th1-Zell-Typ zu stehen scheinen (Kolbe et al., 1991; Secrist et al., 1995), kénnte
die niedrige BPA-Menge in der Frihphase der SIT einen Anstieg der IL-5-Sekretion,
wie in dieser und anderen Studien beobachtet, bedingen. Eine weitere Ursache ist
vermutlich die kumulative Dosissteigerung unter SCIT (Benjaponpitak et al., 1999;
Movérare et al., 1998).

Jedoch wurde in einzelnen Studien auch eine Abnahme der IL-5-Produktion bzw. der
Th2-Zell-assozierten Zytokine in der friihen Phase der SIT nachgewiesen (Bohle et al.,
2007). Jutel et al. konnten beispielsweise schon nach 70 Tagen eine Reduktion der IL-
5-Antwort bei Hausstauballergikern unter SIT sehen (Jutel et al., 2003). Besonders in
Studien zur Bienengift-SIT wurde vermehrt eine IL-5-Reduktion festgestellt (Akdis et
al., 1996; Akdis et al., 1998; Miller et al., 1998). Beim Bienengift handelt es sich
allerdings um ein Allergen, welches eine systemische Immunantwort auslésen kann. Im
Gegensatz dazu rufen die saisonalen Pollenallergene lokalisierte allergische
Reaktionen der Atemwege hervor. Typischerweise erfolgt die Aufdosierung in der
Bienengift-SIT innerhalb von Tagen oder einigen Wochen, wohingegen die
konventionelle Immuntherapie mit Aeroallergenen eine Einleitungsphase von einigen
Monaten vorsieht (Secrist et al., 1993). Folglich Ubersteigt die kumulative
Allergenmenge bei der Bienengift-SIT besonders in der Anfangszeit die Menge an
konventionell verabreichtem Allergen (Akdis et al., 1998).

Aufgrund der beschriebenen Differenzen kénnen Ergebnisse aus Bienengift-SIT und

Pollen—SIT daher nur bedingt miteinander verglichen werden.

Mit dem Fortschreiten der SIT konnte eine sukzessive Abnahme des saisonalen IL-5-
Anstiegs in der zweiten und dritten Saison dokumentiert werden. Zeitgleich konnte eine
deutliche Verbesserung der klinischen Symptome festgestellt werden, was im Einklang
mit der wichtigen Rolle von IL-5 in der allergischen Erkrankung steht (Corrigan and
Kay, 1992). Eine hochdosierte Allergenbelastung, ahnlich der in der Erhaltungsphase
der SIT applizierten Dosis, kann eine T-Zellanergie mit anschlieender Apoptose zur
Folge haben (Vandenbark et al., 2000). /n vitro Untersuchungen konnten in diesem
Zusammenhang eine erhohte Apoptoserate der IL-4* T-Zellen und T-Zell-Anergie nach
Stimulation von humanen T-Zellen mit hohen Dosen von Hausstaubmilbenextrakt
nachweisen (Gardner et al., 2004). Die prinzipiell reversible T-Zellanergie infolge
Applikation hoher Allergendosen wurde in mehreren Studien als mdglicher
Wirkmechanismus der SIT diskutiert (Akdis et al., 1996; Schwartz, 2003; Till et al.,
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1997). Somit konnte die zunehmende Reduktion der saisonalen IL-5-Anstiege ohne
Verschiebung zu einer IFNy-dominierten Immunantwort in der Erhaltungsphase durch
eine SIT-vermittelte Anergieinduktion allergenspezifischer Th2-Zellen zu erklaren sein.
Auch eine von Bohle et al. beschriebene klonale Deletion allergenspezifischer Th-
Zellen ist als mdgliche Ursache fir die beobachtete Reduktion des IL-5-Anstiegs
denkbar (Bohle et al., 2007). Daruber hinaus kann auch eine Depletion terminal
differenzierter allergenspezifischer Th2-Zellen Einfluss auf die IL-5-Sekretion unter SIT
haben und damit zur Toleranzentwicklung beitragen (Wambre et al., 2012; Wambre et
al., 2014).

5.3.2.2.2 IFNy
Das Th1-Zytokin IFNy hat viele Eigenschaften, die einer UberschieRenden Th2-

Immunantwort entgegenwirken koénnen. IFNy inhibiert die Zelldifferenzierung und
Rekrutierung der Th2-Zellen (Elser et al., 2002) und fordert die Differenzierung naiver
T-Zellen zu einem Th1-Zell-Phanotyp (Mullen et al., 2001; Szabo et al.,, 2003).
Zusatzlich vermindert es die IgE-Produktion durch Hemmung der IL-4-induzierten
Expression des e¢-Transkripts und unterstitzt die Suppression der Th2-
Zytokinausschittung (Venkataraman et al., 1999). Zusammengenommen haben diese
Funktionen eine antagonistische Wirkung auf Th2-Zellen und -Zytokine und kdnnen
folglich auch eine wichtige Rolle bei der Immuntherapie spielen.

Doch konnte fur IFNy in dieser Studie nur eine tendenziell gesteigerte Produktion nach
einjahriger Therapie festgestellt werden. Eine deutliche Abnahme liel3 sich hingegen
verglichen mit dem Ausgangswert vor Therapie zum Ende der Einleitungsphase und in
der dritten Saison dokumentieren. Bei nichttherapierten Allergikern und gesunden
Probanden konnten keine Unterschiede zwischen inner- und auflersaisonalen Werten
detektiert werden.

Ahnlich den hier vorliegenden Daten fand sich auch bei Bohle et al. zundchst eine nach
vier Wochen Immuntherapie reduzierte IFNy-mRNA-Expression. 52 Wochen nach
Therapiebeginn zeigte sich dagegen ein erhdhtes IFNy-mRNA-Level (Bohle et al.,
2007). Ein Anstieg der IFNy* T-Zellen lieR sich auch bei Graspollen-Allergikern nach
einjahriger SIT und bei Bienengift-Allergikern unter SIT dokumentieren (Ebner et al.,
1997; Jutel et al., 1995).

Im Gegensatz dazu wurde bei Hausstauballergikern unter SIT eine verringerte
allergenspezifische IFNy-mRNA-Expression festgestellt (O'Brien et al., 1997). Gegen
einen ausgepragten Einfluss von Th1-Zellen und IFNy als SIT-induzierte

Immunmodulation spricht zudem eine von Hansen et al dokumentierte Verstarkung
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allergischer und  asthmatischer  Erkrankungen  durch  Th1-Zell-assoziierte
Entzindungsreaktionen (Hansen et al., 1999).

Ursache fir die teilweise kontréren Ergebnisse kdnnen Unterschiede beziglich des
verursachenden Allergens (Graspollen, Bienengift) und bezuglich des zugrunde
liegenden Studienprotokolls (Messung nach einem Monat bzw. Messung nach vier und
52 Wochen) sein.

Die wenig ausgepragten Schwankungen und der deutliche Abfall der IFNy-
Konzentration in dieser Studie kénnten allerdings auch auf eine eher lokale
Immunreaktion mit einem Wechsel IFNy-produzierender Zellen an den Ort des
Allergenkontakts hinweisen. So konnten in verschiedenen Studien keine
Veranderungen des IFNy-Spiegels im peripheren Blut nachgewiesen werden
(Movérare et al., 1998; Soéderlund et al., 1997), wahrend in Gewebsproben der
Nasenschleimhaut 24h nach nasaler Allergenapplikation erhéhte IFNy-produzierende

T-Zellzahlen zu finden waren (Durham et al., 1996).

5.3.2.2.3IL-10

Die Bet v 1-spezifische IL-10-Sekretion unter subkutaner Allergengabe zeigte in der
vorliegenden Studie einen initialen Anstieg wahrend der ersten Pollensaison. Im
anschlieBenden Verlauf der Immuntherapie war keine weitere Zunahme des IL-10-
Spiegels zu verzeichnen. Vielmehr entsprach die Zytokinsekretion den
Vortherapiewerten. Dieser frihe Anstieg der IL-10-Konzentration bzw. IL-10-
produzierender T-Zellen konnte auch in anderen Studien belegt werden, welche im
weiteren Verlauf der SIT ebenfalls eine Abnahme der Konzentration beobachteten, die
mehrheitlich auf das Ausgangsniveau zuriickging (Movérare et al., 2000a; Nieminen et
al., 2009; Mdbs et al., 2012; O'Hehir et al., 2009). Der in dieser und anderen Arbeiten
dokumentierte kurzzeitige Anstieg der Bet v 1-spezifischen IL-10-Sekretion kénnte in
einer klonalen Expansion bereits bestehender Gedachtnis-T-Zellen (Meiler et al., 2008)
oder in der Bildung neuer Tr1-Zellen aus dem Pool naiver T-Zellen begriindet sein
(Bacchetta et al., 2002; Roncarolo et al., 2006).

Auch bei Nicht-Allergikern, welche als Bienenzlichter einer multiplen Anzahl von
Bienenstichen ausgesetzt waren, konnte durch die vermehrte Giftexposition eine
erhdhte Menge an IL-10 detektiert werden. Zellular wurde ein Wechsel von
bienengiftspezifischen Th1- und Th2-Zellen zu IL-10-sezernierenden Tr1-Zellen
innerhalb weniger Tage beschrieben. Dieser Wechsel zeigte sich auch in einer
Verminderung des Th2-Zytokins IL-4 und des Th1-Zytokins IFNy (Meiler et al., 2008).

In Untersuchungen zur Bienengift-SIT mittels Rush-Protokoll wurde ein frihzeitiger
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signifikanter Anstieg des IL-10-Levels festgestellt, welcher nach 28 Tagen sein
Maximum erreichte. Zu diesem Zeitpunkt war auch die periphere Toleranzentwicklung
voll ausgebildet. Es konnte des Weiteren eine Hemmung der T-Zell-Proliferation und
eine Unterdriickung der Th1- und Th2-Zytokinsynthese durch IL-10 festgestellt werden,
so dass postuliert wurde, dass IL-10 eine T-Zellanergie induziert (Akdis et al., 1998).

Untersuchungen der hier vorliegenden Daten konnten diesen sehr friihen IL-10 Anstieg
nach 28 Tagen nicht bestatigen. Mitverantwortlich fiir diese Diskrepanz in der IL-10-
Entwicklung kénnen Unterschiede in der Therapieform (rush-SIT versus konventionelle
SIT; siehe oben), der zugrundeliegenden Allergene (Bienengift versus Birkenpollen)
und des Studienprotokolls (Messung nach 7 und 28 Tagen, Messung erst nach einem

Monat) sein.

In  Studien, deren Untersuchungszeitrdume eine langere Beobachtungsphase
umfassten, konnte hingegen das Sekretionsmuster der hier prasentierten Daten
bestatigt werden. So berichteten Bohle et al. von einem Anstieg der IL-10-
sekretierenden CD3" T-Zellen bei Birkenpollenallergikern unter SIT ausschlieBlich in
der Einleitungsphase. Nach Ablauf des ersten Jahres war diese Zunahme nicht mehr
vorhanden (Bohle et al., 2007). Eine Reduktion der IL-10-Produktion nach

zwolfmonatiger SIT wurde ebenfalls von Eifan et al. beschrieben (Eifan et al., 2010).

Als maogliche Ursache fur den Abfall der IL-10-Sekretion nach der ersten
Birkenpollensaison wird eine Rekrutierung der Tr1-Zellen zum Effektororgan diskutiert,
um dort die Toleranz gegenuber Allergenen auf lokaler Ebene zu beeinflussen
(Radulovic et al., 2008; Anderson et al., 2009). Auch die kurze Lebensspanne der SIT-
induzierten Treg-Zellen und ihre schnelle Entfernung aus der Peripherie konnte in
diesem Zusammenhang eine Rolle spielen (Vukmanovic-Stejic et al., 2006). Da die
Aktivierung allergenspezifischer Treg-Zellen von Teff-Zellen beeinflusst wird
(Grindebacke et al., 2009; Vignali et al., 2008), kdnnte zudem die verminderte Bet v 1-
spezifische Th-Zellantwort in den spateren Pollensaisons auch ein Grund flr die
fehlende IL-10-Produktion durch allergenspezifische Tr1-Zellen nach der ersten Saison
sein. In einer neueren Studie wurde in diesem Zusammenhang vermutet, dass die
Bedeutung von IL-10 eher in der Initiation als in der Aufrechterhaltung von Toleranz
gegenlber Allergenen liegt (Mébs et al., 2012).

Fir den Fortbestand der Toleranzentwicklung scheint vielmehr eine generelle
Reduktion der allergenspezifischen T-Zellantwort durch SIT-induzierte T-Zelldepletion
oder T-Zellanergie von Bedeutung zu sein (Bohle et al., 2007; Gardner et al., 2004). In

diesem Kontext zeigte eine Untersuchung der Auswirkungen einer SLIT auf
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Birkenpollenallergiker nach vierwdchiger Therapie eine erhdhte IL-10-mRNA-
Konzentration, nach einem Jahr wurde die allergenspezifische Zytokinexpression dann
von IFNy-mRNA dominiert. Durch Zugabe von anti-IL-10 oder Depletion der CD25"
Zellen konnte nach vierwdchiger Therapie die antigeninduzierte Proliferation erhdht
werden. Nach einjahriger Therapie fuhrte dies nicht mehr zu einer verstarkten Bet v 1-
spezifischen Proliferation. Da niedrigere Allergendosen wie in den ersten vier Wochen
der Behandlung aktive Suppression férdern und hdhere Allergendosen wie in der
Erhaltungsphase die klonale Deletion und Anergie verstarken (Chen et al., 1994; Chen
et al., 1995), wurde angenommen, dass in der Friihphase der SLIT eine aktive
Suppression durch IL-10-produzierende Treg-Zellen vorherrscht, wohingegen nach
einjahriger Therapie die Induktion von Anergie bzw. die klonale Deletion und dieim

Vordergrund zu stehen scheinen (Bohle et al., 2007).

5.3.2.2.4 TGF-B

TGF-B wirkt immunsuppressiv. und hemmt somit die T-Zellproliferation und die
Makrophagenaktivierung. Es wird von Th-Zellen, Treg-Zellen und Makrophagen
exprimiert. Das Zytokin TGF- konnte in dieser Studie nur vereinzelt detektiert werden.
Die TGF-B-Daten zeigten jedoch keine wesentlichen Anderungen im gesamten
Therapieverlauf. In immunologischen Untersuchungen zur SIT scheint TGF-B keine
herausgehobene Rolle einzunehmen, da in der Literatur nur wenige Studien mit
allergenspezifischer TGF-B-Detektion beschrieben werden.

So konnte die TGF-B-mRNA-Expression von SIT-behandelten RCA-Probanden einer
Studie keine signifikanten Veranderungen im Vergleich zu Allergikern zeigen
(Savolainen et al., 2004). Auch nach einjahriger SLIT bei Birkenpollenallergikern (Bohle
et al.,, 2007) und nach mindestens 1,5 Jahren Graspollen-Immuntherapie konnten
keine Veranderungen im TGF-B-Level festgestellt werden (Francis et al., 2003).

In Gegensatz dazu lieR sich in einer Untersuchung zur Immuntherapie bei
Hausstauballergikern nach 70 Tagen neben deutlich erhdéhten IL-10-Werten eine
signifikant hohere TGF-B-Konzentration feststellen. Ein Abfall war hingegen bei den
Zytokinen IFNy, IL-5 und IL-13 festzustellen (Jutel et al., 2003). Auch Pilette et al.
konnten eine verstarkte TGF-B-Konzentration nachweisen, allerdings lokal im
allergischen Effektororgangewebe (Untersuchung nasaler Biopsien unter Graspollen-

Immuntherapie) (Pilette et al., 2007).

Mdgliche Grunde dafir, dass die TGF-B-Konzentration der vorliegenden Studie weder

eine Beeinflussung durch die SIT noch durch die naturliche Allergenexposition zeigte,
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kdnnte eine zu geringe Sensitivitat des ELISA bezuglich TGF- (das Detektionslimit lag
bei dem hier verwendeten Test bei 62,5 pg/ml, vgl. 5.2) oder auch eine primar in den
Effektorgeweben vorherrschende Aktivitat von TGF-f sein. Die Diskrepanz in den TGF-
B Werten im Vergleich zu anderen Studien kann verschiedene Ursachen haben. Sie
kann bedingt sein durch die Unterschiede im auslésenden Allergen (Hausstaub oder
Graspollen versus Birkenpollen) oder in der angewendeten Form der Immuntherapie
(cluster semi-rush versus konventionell). Ein weiterer Grund kdénnen die verschiedenen
Detektionslimits der verwendeten ELISA (10 pg/ml versus 62,5 pg/ml) sein (Jutel et al.,
2003). Auch kénnten die kontraren Ergebnisse auf der Untersuchung unterschiedlicher
Kompartimente (Effektororgan bzw. peripheres Blut) beruhen (Pilette et al., 2007).
Daten nasaler Biopsien kénnten auch flr ein eher lokales Geschehen der
Immunantwort mit Veranderungen des TGF-B-Level im Effektororgan und nicht im
peripheren Blut sprechen (Pilette et al., 2007). In verschiedenen Untersuchungen
wurde dabei eine Verschiebung allergenspezifischer Treg-Zellen aus dem peripheren
Blut zum Ort der allergischen Erkrankung diskutiert (Anderson et al., 2009; Radulovic
et al., 2008).

5.3.2.2.5 IL-5/IFNy-Verhaltnis

Ob sich eine gesunde, nicht-allergische Immunantwort in die eines Allergikers
entwickelt, konnte vom Verhaltnis der allergenspezifischen Th2-Zellen zu den Th1-
Zellen beeinflusst sein (Akdis et al., 1998; Akdis et al., 2004; Schulten et al., 2014).
Lange Zeit wurde ein gestortes Gleichgewicht zwischen diesen beiden Th-
Zellpopulationen zugunsten einer vermehrten Th2-Zell-Antwort als primare Ursache fir
das Auftreten allergischer IgE-vermittelter Erkrankungen angesehen (Romagnani,
2006). Deshalb wird postuliert, dass die Korrektur dieses Ungleichgewichts ein
wichtiger Parameter fir eine erfolgreiche SIT ist (Benjaponpitak et al., 1999; Bohle et
al., 2007; Schulten et al., 2014).

In der hier vorliegenden Arbeit liel3 sich zwar eine Reduktion des saisonalen |L-5-
Anstiegs nach dem ersten Behandlungsjahr, jedoch keine Erhéhung der IFNy-
Sekretion dokumentieren. Es zeigt sich somit kein Wechsel der Th-Zellpopulationen.
Eine Toleranzinduktion lieR® sich dennoch in einer deutlichen Reduktion der klinischen
Symptome nachweisen. Ein Grund dafir kdnnte eine mogliche Schlusselrolle der Treg-
Zellen in der Toleranz-Etablierung gegenuber Allergenen oder eine Deletion
allergenspezifischer Th2-Zellen sein (Akdis and Akdis, 2011; Rolland et al., 2010;
Wambre et al., 2014).
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Bei Movérare et al. war das Verhaltnis zwischen Th2-Zell-Zytokinen und IFNy bei SIT-
Patienten Th2-Zell-dominiert. Der Th2-Th1-Zellwechsel fand somit hier wie auch in
unserer Studie nicht statt. Stattdessen korrelierte die IL-5-Konzentration in der Saison
mit einer starken Symptomreduktion. Bei anderen Zytokinen lie3 sich solch eine
Wechselbeziehung nicht detektieren. Nach Movérare et al. ging diese
Symptomreduktion jedoch eher auf Veranderungen im Effektororgan als in der
zirkulierenden PBMC-Population zurlick (Movérare et al., 2000a; Movérare et al.,
2000b). Dies kénnte auch in der vorliegenden Studie ein Grund fur die bereits in der

ersten Birkenpollensaison reduzierten klinischen Parameter sein.

5.3.2.2.6 IL-5/IL10-Verhaltnis

Im Kontext der Toleranzinduktion gegenluber Allergenen weisen neuere
Untersuchungen auf eine wichtige Rolle der Treg-Zellen hin (Akdis and Akdis, 2011;
Rolland et al., 2010). Dabei scheinen besonders IL-10-produzierende Tr1-Zellen eine
bedeutende Funktion einzunehmen (Moébs et al., 2012).

Bei Betrachtung des Quotienten aus IL-5 als potentiellem Foérderer und IL-10 als
vermutlichem Unterdrucker einer allergischen Immunantwort fallt in der hier
vorliegenden Studie das in der ersten Pollensaison vorhandene IL-5-Ubergewicht auf.
Unter dem Einfluss der SIT etablierte sich ab der dritten Saison zwar ein IL-10-
dominiertes Verhaltnis, jedoch wurde diese Verschiebung nicht durch einen Anstieg
der IL-10-Produktion hervorgerufen, sondern beruht auf einer Reduktion der IL-5-
Konzentration.

Das Absinken der IL-5-Sekretion kann auf einer Th2-Anergie durch vermehrte
Apoptose von IL4" T-Zellen oder auf einer Steigerung der Suppressionskapazitat der
CD4'CD25'Foxp3* Treg-Zellen beruhen. In weitergehenden Untersuchungen zu den
Wirkungsmechanismen der SIT konnte jedoch trotz vermehrter IL-10-Produktion keine
verstarkte Th2-Zell-Hemmung durch CD25" Treg-Zellen festgestellt werden. Das IL-5-
Level blieb Uber den sechsmonatigen Untersuchungszeitraum durch die Anwesenheit
der CD25" Treg-Zellen unbeeinflusst (Grindebacke et al., 2009). Der transiente 1L-10-
Sekretionsanstieg in der Frihphase der Therapie kdonnte daher in erster Linie in
peripheren Th-Zellen eine Anergie induzieren und so einer Th2-dominierten
Immunantwort entgegenwirken (Groux et al., 1996).

Zusatzlich koénnte eine direkte, IL-10-vermittelte Inhibition allergenspezifischer
Effektorzellen wie z.B. Mastzellen zu einer Verbesserung der klinischen Beschwerden

beitragen (Royer et al., 2001).
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5.3.2.2.7 Zytokine im peripheren Blut und im Effektorgewebe allergischer Reaktionen

Im Gegensatz zu einem Teil der bisher diskutierten Daten konnten in einigen Studien
keine Veranderungen in der peripheren allergenspezifischen Zytokinproduktion
nachgewiesen werden.

So zeigten Untersuchungen bei SIT-behandelten Hausstauballergikern keine
Veranderungen der IL-5-, IFNy- und TGF-B-Konzentration (Eifan et al., 2010). Lediglich
in der bereits zuvor beschriebenen Reduktion der IL-10-Produktion nach
zwolfmonatiger Therapie liel® sich eine SIT-induzierte Modifikation der Immunantwort
erkennen. Auch in anderen Arbeiten konnten keine Veranderungen der
allergenspezifischen Zytokinantwort unter SIT im peripheren Blut nachgewiesen
werden (Klimek et al., 1999; Movérare et al., 2000b). So fanden sich nach 18-
monatiger Immuntherapie weder fir IL-10 noch fir IFNy Veranderungen. Daraus wurde
geschlussfolgert, dass die konventionelle SIT zu keinen signifikanten Anderungen im
Zytokinprofil der zirkulierenden allergenspezifischen T-Zellen in der Saison fihrt
(Movérare et al., 2000b). Ein Nachteil der Studie war allerdings, dass die Erhebung der
Daten nur zu einem Zeitpunkt erfolgte, namlich innerhalb der zweiten
Birkenpollensaison. Damit kdnnen die Ergebnisse nur zwischen SIT-behandelten
Patienten, Allergikern und Nicht-Atopikern und nicht im Zeitverlauf verglichen werden.
Eine mogliche Ursache flr die nicht detektierten peripheren Zytokinveranderungen
kénnte in der bereits diskutierten Verlagerung des immunologischen Geschehens in
die Effektororgane liegen. Im Verlauf der Immunantwort kommt es zur Proliferation und
klonalen Vermehrung der selektierten T-Lymphozyten in den regionaren Lymphknoten.
AnschlieBend wandern die reifen Lymphozyten an den Ort der allergischen Reaktion.
Die Rekrutierung der Zellen in das Effektororgan konnte somit eine Ursache fur die
relativ geringe Schwankung einzelner Zytokinlevel (IFNy, TGF-B) im peripheren Blut
sein und Ergebnisse mit ausschlieldlich lokalen Unterschieden im Effektororgan
begriinden.

So wiesen Radulovic et al. in der Graspollensaison durch immunhistochemische
Analysen einen signifikanten Anstieg der CD25"Foxp3* Zellen in der nasalen Mukosa
SIT-behandelter Graspollenallergiker nach (Radulovic et al., 2008). Deutlich erhéhte
TGF-B-Werte konnten ebenfalls in nasalen Biopsien festgestellt werden (Pilette et al.,
2007). Auch eine Erhéhung der IFNy-mRNA-Expression und ein Abfall der IL-5-mRNA-
Expression konnte bei Grasspollenallergikern in der nasalen Mukosa unter SIT gezeigt
werden (Durham et al., 1996; Wilson et al., 2001b).

In einer Studie von Wachholz et al. wurden Veranderungen sowohl bei nasalen

Biopsien als auch bei PBMC unter Graspollen-SIT untersucht. In der nasalen Mukosa
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zeigten sich dabei signifikante IFNy-mRNA Anstiege, ein Zunahme der IL-5-mRNA
Expression bei placebo-therapierten Allergikern und ein Anstieg des IFNy/IL-5-
Quotienten unter SIT. Die Analyse der PBMC Proben konnte dagegen weder bei SIT-
behandelten noch bei placebo-therapierten Probanden signifikante Unterschiede
aufzeigen (Wachholz et al.,, 2002). Bei Birkenpollenallergikern mit prasaisonaler
Allergoid-SIT  wurden mdgliche Effekte der Behandlung ebenfalls durch
Nasensekretproben und Blutabnahmen vor und nach der Therapie evaluiert. Die
Untersuchung der Daten zeigte eine Zunahme des IFNy-Levels und eine Abnahme der
IL-5-Konzentration im nasalen Sekret. Im peripheren Blut wurden wiederum keine
Veranderungen im IL-4-, IL-5-, IFNy- oder IL-10-Level gefunden (Klimek et al., 1999).

Zusammengenommen koénnten diese Daten dafir sprechen, dass Anderungen im
peripheren T-Zell-Kompartiment nicht prazise genug lokale Ablaufe im Effektororgan
oder im zufiihrenden Lymphknoten widerspiegeln. Vielmehr scheinen Ilokale
Immunmechanismen relevanter fir die klinische Antwort auf eine SIT zu sein (James
and Durham, 2008). Mdglicherweise zeigt sich der immunologische Effekt der SIT
somit eher am Ort der allergischen Entziindung als in Veranderungen im Bereich der
zirkulierenden T-Zellen (Klimek et al., 1999). Die hier gemessenen Werte belegen zwar
Auswirkungen der SIT auf die periphere Zytokinproduktion, allerdings sind diese

schwach und maéglicherweise in den lokalen Effektororganen deutlich starker.

Zusammenfassend zeigen die Daten der angeflhrten Literatur und die Ergebnisse
dieser Arbeit, dass die Beeinflussung der allergenspezifischen Zytokinproduktion durch
die SIT in einem multifaktoriellen Zusammenspiel mit humoralen und zellularen
Komponenten zur Toleranzinduktion bei Typ-I-Allergikern fiihrt. Hierbei beeinflussen
sich die einzelnen Faktoren zum Teil gegenseitig und sind zeitabhangig in
unterschiedlichem Ausmal an der Wiederherstellung der Allergentoleranz beteiligt.
Entscheidend erscheint die letztendlich anhaltende Minderung der saisonalen Th2-
Zytokinproduktion (signifikant im dritten Behandlungsjahr), wahrend vermutlich das
potentiell immunregulatorisch und suppressiv wirkende Zytokin IL-10 nur einen

transienten, initialen Einfluss hat und IFNy ohne wesentliche Bedeutung ist.
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5.4 Die Frequenz Bet v 1-spezifischer T-Zellen im Vergleich zur
quantitativen Zytokinanalyse

Zur Bestimmung der durch die SIT hervorgerufenen Modifikationen auf zellularer
Ebene wurde das ELISA-Verfahren angewendet, wobei die Menge des produzierten
Zytokins erfasst wurde. Zusatzlich zu der quantitativen Erfassung des Zytokinprofils der
studienteilnehmenden Probanden wurde von Mobs et al. die Frequenz Bet v 1-
spezifischer T-Zellen dieser Probanden durch das ELISPOT-Verfahren ermittelt (M6bs
et al., 2010; Mobs et al, 2012). Durch diese Methode kann die Anzahl
antigenspezifischer Zellen anhand ihrer Zytokinsekretion nach Stimulation durch das
entsprechende Antigen detektiert werden. Anhand der Freisetzung der Markerzytokine
IL-5, IFNy und IL-10 konnte die zytokinproduzierende Zelle der jeweiligen T-
Zellpopulation, d.h. Th1-Zellen, Th2-Zellen bzw. Tr1-Zellen, zugeordnet werden (vgl.
5.2) (Czerkinsky et al., 1988). Da sowohl Veranderungen in der Zytokinsekretion durch
die Messungen dieser Arbeit als auch Veranderungen in der Anzahl
zytokinproduzierender T-Zellen im gleichen Patientenkollektiv erfasst wurden, ist nun
eine vergleichende Interpretation der beiden Ergebnisse maglich.

Die Frequenzanalyse Bet v 1-spezifischer T-Zellen zeigte einen signifikanten Anstieg
der Th-2-Zellen in der ersten Saison (m6). AnschlieRend sank die Frequenz unter das
Niveau vor Einleitung der SIT (Abb. 25). Im Vergleich zur ersten Pollenflugzeit war in
der zweiten (m18) und dritten (m30) Birkenpollensaison ein deutlich reduzierter Anstieg
der IL-5-produzierenden Zellen zu verzeichnen. Die Frequenz IFNy-sezernierender
allergenspezifischer T-Zellen wies ebenfalls einen tendenziellen Anstieg in m6 auf.
Jedoch nahm ihre Anzahl im Anschluss daran deutlich ab. Anderungen in der Anzahl
IL-10-produzierender Zellen wurden bereits zum Ende der Einleitungsphase (m3)
festgestellt. Diese signifikante Frequenzerhéhung hatte ihr Maximum in der ersten
Birkenpollensaison und war auch ein Jahr nach Therapiebeginn deutlich tGber dem
Niveau vor Einleitung der Therapie. Ab Monat m18 sank die Anzahl der IL-10-

produzierenden Zellen wieder auf ahnliche Zellzahlen wie vor der Therapieeinleitung.
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Abb. 25: Frequenzanalyse Bet v 1-spezifischer T-Zellen unter spezifischer Inmuntherapie (SIT)

Die erste Birkenpollensaison (m6) war durch einen deutlichen Anstieg allergenspezifischer T-Helfer (Th) 2-Zellen, Th1-
Zellen und Typ-1-regulatorische T (Tr1)-Zellen gekennzeichnet. Auch die Konzentration allergenspezifischer protektiv
wirkender IgG4-Antikérper nahm in dieser Phase zu, wobei dieser Anstieg lUber den gesamten Verlauf konstant blieb.
IgG4 kann die IgE-Bindung an Antigene blockieren und ist wesentlich an der Abschwachung der allergischen
Immunantwort beteiligt. Im weiteren Verlauf der SIT waren keine saisonalen (m18, m30) Anstiege der Th2-Zellzahl zu
dokumentieren. Die Tr1 Anzahl sank auf das Ausgangsniveau vor Therapie zurlick (modifiziert nach Leung and Szefler,
2012).

Die IL-5-Sekretion zeigte in Ubereinstimmung mit den ELISPOT-Daten einen
maximalen Anstieg in der ersten Birkenpollensaison unter SIT (m6). In den folgenden
Birkenpollenflugzeiten (m18, m30) konnte zwar noch eine Zunahme dokumentiert
werden, welche in ihrer Hohe aber deutlich reduziert war.

Die signifikante Abnahme der Bet v 1-spezifischen IFNy-produzierenden T-Zellen im
Verlauf der SIT konnte ebenso mit den ELISA-Daten bestatigt werden. Eine der
tendenziellen Erhéhung der Frequenz IFNy-produzierender Zellen zum Zeitpunkt m6
entsprechende Zunahme der IFNy-Konzentration im peripheren Blut konnte jedoch in
dieser Studie erst zu m12 nachgewiesen werden. Die IFNy-Produktion zeigte mit
Ausnahme von m12 im gesamten Verlauf der dreijahrigen SIT keine weiteren
Zunahmen der Zytokinsekretion.

Durch die ELISA-Untersuchungen dieser Studie konnte ebenfalls eine tendenzielle
Zunahme der IL-10-Konzentration zu Beginn der Erhaltungsphase (m6) detektiert
werden. Jedoch war eine im peripheren Blut nachweisbare Zunahme der Sekretion nur
zum Zeitpunkt m6 vorhanden und begann nicht wie der signifikante Anstieg der IL-10-
produzierenden Zellen bereits in der Einleitungsphase (m3). Im Gegensatz zu den
Veranderungen in der Frequenz Bet v 1-spezifischer IL-10-sezernierender Zellen war
der Einfluss der SIT auf die systemisch messbare IL-10-Produktion gering.
Grundsatzlich konnte jedoch im Konsens mit anderen Studien (Bohle et al., 2007; Van

Ree et al., 1997) der kurzzeitige Anstieg von IL-10 zu Beginn der SIT bestatigt werden.
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Zusammenfassend bestatigen die hier dargestellten ELISA-Daten die Ergebnisse der
ELISPOT-Untersuchung von Mdbs et al., namlich eine SIT-induzierte Abnahme der Bet
v 1-spezifischen Th2-Zellantwort nach dem ersten Behandlungsjahr mit stetig
verminderten saisonalen Anstiegen unter SIT und eine initiale, temporare Aktivierung
von Bet v 1-spezifischen IL-10-produzierenden Tr1-Zellen zu Beginn der Therapie als

wesentliche Faktoren einer Toleranzentwicklung durch die SIT.

5.5 Wirkungen der Allergenexposition auf das Immunsystem von Nicht-

Allergikern

Ziel einer SIT ist eine Reduktion der allergenspezifischen T-Zellantwort mit der
Etablierung einer physiologischen Immunreaktion gegeniber Allergenen entsprechend
der Immunantwort eines gesunden, nicht allergischen Menschen.

Studien zur allergenspezifischen T-Zellantwort bei gesunden Individuen zeigten ein
breites Spektrum an maoglichen Immunreaktionen, von nicht detektierbaren bis hin zu
Immunantworten mit Beteiligung peripherer Toleranzmechanismen (Akdis, 2006). So
konnten Van Overtvelt et al. belegen, dass sowohl Nicht-Allergiker als auch Allergiker
Bet v 1-spezifische Zellen unter repetitiver Exposition bilden (Van Overtvelt et al.,
2008). Dabei sezernierten allergenspezifische CD4" T-Zellen von gesunden Individuen
IFNy und IL-10, wahrend allergische Patienten ein Th2-Zytokinprofil mit Freisetzung
von IL-5 und wenig IL-10 zeigten. Zusatzlich fanden sich in den Blutproben von
gesunden Probanden Bet v 1-spezifische Treg-Zellen, welche zusammen mit Th1-
sezerniertem IFNy zu einer gemischten Th1/Treg-Zellantwort fuhrten. Es wurde
weiterhin nachgewiesen, dass sich die Anzahl Bet v 1-spezifischer T-Zellen in der
Saison von 10 auf 10° CD4*T-Zellen erhéhen kann.

Bei einer groRen Anzahl gesunder Individuen zeigten die T-Zellen allerdings keine
allergenspezifische Proliferation in der PBMC-Kultur. Eine Erklarung dafiir kann eine zu
geringe Anzahl spezifischer T-Zellen bei fehlender/unzureichender Exposition sein.
Sobald diese Exposition zunimmt, kdnnte eine aktive Suppression dieser Zellen durch
Treg-Zellen bei gesunden Individuen eine Proliferation allergenspezifischer T-Zellen
verhindern (Akdis et al., 2004; Ling et al., 2004).
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Diese aktive Suppression konnte beispielsweis bei nicht-allergischen Bienenziichtern
nach sensibilisierender Allergenexposition festgestellt werden (Meiler et al., 2008). Hier
fand sich nach multiplen Bienenstichen ein Wechsel von bienengiftspezifischen Th1-
und Th2-Zellen zu IL-10-sezernierenden Tr1-Zellen. Da bei Bienengiftallergikern, die
eine Bienengift-SIT erhielten, auch eine Zunahme IL-10-produzierender CD4°CD25" T-
Zellen auftrat, die mit einer Hemmung der allergenspezifischen T-Zell-Proliferation und
der Th1-/Th2-Zytokinsekretion einherging, wurde sowohl fir die SIT-induzierte
Toleranz als auch fir die gesunde, nicht-allergische Immunantwort auf Allergene eine
durch Treg-Zellen vermittelte Immunsuppression als bedeutsam angesehen. So kam
es zusatzlich zur Hochregulation des Histaminrezeptors 2 auf spezifischen Th2-Zellen
und zu einem Anstieg der IL-10-Produktion, der auf eine Schlisselfunktion dieses

Zytokins fur die naturlich induzierte T-Zellanergie hinweisen kénnte.

Zwar zeigte sich auch in der vorliegenden Arbeit eine IL-10-Sekretion bei Nicht-
Allergikern, allerdings war diese unter naturlicher Allergenexposition wahrend der
Pollensaison nicht erhéht, sondern sogar eher niedriger als aul3erhalb der Saison. In
Ubereinstimmung mit Daten zur Frequenz IL-10-sezernierender Tr1-Zellen von Mdbs
et al. (Mébs et al., 2010) spricht dies somit gegen eine entscheidende Rolle von IL-10
bei der naturlichen Allergenantwort.

Fur die Th-Zytokine zeigte sich ein geringes IFNy-Level, eine IL-5-Produktion lie} sich
nicht detektieren. Diese Ergebnisse wurden auch von Akdis et al. bestatigt (Akdis et al.,
2004). Dabei zeigten sowohl die Frequenzanalyse Bet v 1-spezifischer CD4" T-Zellen
als auch das ELISPOT-Verfahren bei gesunden Individuen ein geringes Ausmal} an IL-
4- und IFNy-sekretierenden T-Zellen. Die insgesamt erhdhte IL-10- (und TGF-(-)
Sekretion haben in gesunden Individuen moglicherweise eine basale suppressive
Wirkung, da durch Neutralisation dieser Zytokine die allergenspezifische T-Zell-

Proliferation und Zytokinproduktion verstarkt wurden (Jutel et al., 2003).

5.6 Zusammenfassende Bewertung

Im Folgenden sollen abschlie®end Wechselwirkungen zwischen den in dieser Studie
beobachteten zellularen Veranderungen und den humoralen Faktoren, die in
Zusammenhang mit der Entwicklung einer allergenspezifischen Toleranzinduktion
stehen, diskutiert werden (Abb. 26).

Neben der Verbesserung des klinischen Krankheitsbildes fuhrte die Immuntherapie
zellulér zu Beginn der SIT zu einer kurzzeitigen Induktion Bet v 1-spezifischer Tr1-

Zellen mit entsprechender IL-10-Sekretion. Auflerdem zeigte sich unter der Therapie
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neben einer temporaren IFNy-Erhéhung nach einjahriger SIT eine kontinuierliche

Reduktion der ursprunglich erhohten saisonalen IL-5-Freisetzung.

Eine erfolgreiche Immuntherapie geht mit der Induktion von Toleranz in peripheren T-
Zellen einher (Akdis et al., 1996; Blaser and Akdis, 2004; Bohle et al., 2007; Jutel et al.,
2003). Dabei zeichnet sich die SIT durch Hemmung der proliferativen und
zytokinerzeugenden Zellantwort auf Major-Allergene und ihrer T-
Zellerkennungsregionen aus (Akdis et al., 1998; Jutel et al., 2003). Die Bildung von
allergenspezifischen Treg-Zellen inklusive ihrer suppressiven Zytokine TGF- und IL-

10 wird als eine Voraussetzung fur die Entwicklung der T-Zelltoleranz beschrieben.

Die hier dargestellten Ergebnisse zeigen allerdings, dass Treg-Zellen vorzugsweise zu
Beginn der Toleranzinduktion bedeutsam sind. FlUr den langfristigen Effekt scheint
primar der Verlust allergenspezifischer Th2-Zellen mit Sistieren der IL-5-Produktion
entscheidend zu sein.

Weiterhin ist die Allergentoleranz in einer Vielzahl von Studien mit der Generierung
anti-inflammatorisch wirkender Antikérper, wie IgG4, assoziiert (Akdis et al., 2005;
Mobs et al., 2008; Pilette et al., 2007). Zusatzliche Effekte sind durch die
Unterdriickung der Spatphase- und Effektorzell-Reaktionen gekennzeichnet (Durham
and Till, 1998; Shim et al., 2003; Treter and Lugman, 2000). Die Zahl an Effektorzellen
(bspw. eosinophile Granulozyten, Mastzellen) wird durch die SIT ebenfalls vermindert.
Das flihrt zu einer reduzierten Freisetzung von Entziindungsmediatoren und zu einer
klinischen Verbesserung des Krankheitsbildes (Creticos et al., 1985; Rak et al., 1988;
Suarez-Fueyo et al., 2014; Wilson et al., 2001a).
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Abb. 26: Wirkungsweise der spezifischen Imnmuntherapie (SIT) auf die allergische Inmunantwort

Eosinophile Granulozyten werden durch die Interleukin (IL)-5-Produktion der T-Helfer (Th)2-Zellen induziert und pragen
zusammen mit der IgE-Synthese der B-Zellen (B cell), eingeleitet durch IL-4 und IL-13, die Entstehung einer
allergischen Entziindung.

Die SIT verstarkt die Generation der Typ-1-regulatorischen T (Tr1)-Zellen und hemmt mit deren Zytokinen IL-10 und
transforming growth factor(TGF)-f die Funktion der Th1- und Th-2-Zellen. Zusatzlich stimuliert IL-10 die 1gG4
Antikérperproduktion. Die SIT induziert eine gegenregulatorische Th1-Zell-immunantwort: IL-12 aus
antigenprésentierenden Zellen, wie dendritic cell (DC), verstarkt die Th1-Zell-Generation. Uber Interferon (IFN)y
hemmen die Th1-Zellen die Th2-Zelldifferenzierung und die IgE-Synthese. Gleichzeitig induzieren die Th1-Zellen den
IgG-Klassenwechsel. Rote Pfeile stehen fiir Suppression; schwarze Pfeile bedeuten Induktion (Modifiziert nach Kleine-
Tebbe et al., 2009).

Zusammenfassend konnten die Daten der vorliegenden Studie die zeitliche Dynamik
der zellularen Komponente der SIT-Toleranzentwicklung durch Induktion und
Repression der einzelnen Zytokine zu unterschiedlichen Zeitpunkten der SIT
unterstreichen. Hierbei ist die Quantitdt der einzelnen Zytokine nicht isoliert zu
betrachten. Vielmehr scheint das differenzierte, multifaktorielle Zusammenspiel der
Zytokine untereinander und ihre Interaktion mit der zelluldren und humoralen

Immunabwehr entscheidend zu sein.
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IL-5 mo0 m1 m3

Bet v 1 us A Bet v 1 us A Bet v 1 us A
P2 0,00 1,17 0,00 0,00 0,00 0,00 17,00 0,00 17,00
P5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,001 105,75 2,361 103,39
P8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P10 822,63 68,77] 753,86] 987,63 1020,34 0,00] 431,49 50,201 381,29
P11 475,91 5,63 470,28 190,91 9,91 181,00 67,77 0,00 67,77
P12 0,00 0,00 0,00 0,52 0,00 0,52 0,00 0,00 0,00
P13 160,14 0,00] 160,14 50,36 61,27 0,001 107,41 0,00 107,41
P14 193,09 0,14 192,95] 324,45 14,23| 310,22 154,23 0,00 154,23
P16 1088,37 45,59 1042,78 16,89 0,00 16,89 108,56 0,00 108,56
P18 0,00 0,00 0,00 38,46 46,17 0,00 6,38 0,00 6,38
IL-5 m6 m12 m18

Betv 1 us A Betv 1 us A Betv 1 us A
P2 4,92 0,00 4,92 108,25 0,00 108,25 ) ) )
P5 493,35 0,001 493,35 303,06 0,00 303,06 227,47 0,001 227,47
P6 15,93 0,00 15,93 8,96 0,00 8,96 55,57 0,00 55,57
P8 113,25 0,001 113,25 14,86 0,00 14,86 0,00 0,00 0,00
P10 128,49 0,49] 128,00 48,63 0,00 48,63] 374,34 0,00 374,34
P11 37,20 0,00 37,20 1,49 0,00 1,49 31,77 0,00 31,77
P12 3,12 0,00 3,12 0,00 0,00 0,00 () ) )
P13 1021,05 10,36/ 1010,69] 1067,41 70,82 996,59| 520,59 0,001 520,59
P14 233,77 0,00 233,77) 256,50 37,41 219,091 818,77 91,50 727,27
P16 160,22 0,00 160,22 8,93 0,00 8,93 68,74 0,00 68,74
P18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
IL-5 m24 m30 m36

Betv 1 us A Betv1 us A Betv 1 us A
P2 66,38 0,00 66,38] 126,79 0,001 126,79 0,00 0,00 0,00
P5 298,35 41,59 256,76 50,71 0,00 50,71 10,71 0,00 10,71
P6 0,00 0,00 0,00 11,46 0,00 11,46 17,00 0,00 17,00
P8 2,00 0,00 2,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P10 802,91 121,91 681,00 65,91 0,00 65,91 31,63 0,00 31,63
P11 10,34 0,00 10,34 3,20 0,00 3,20 54,06 0,00 54,06
P12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 () ) ()
P13 124,91 0,001 124,91 104,68 0,001 104,68] 142,64 0,001 142,64
P14 202,18 0,00 202,18 369,45 114,68 254,77 244,91 4,001 240,91
P16 3,74 0,00 3,74 65,22 0,00 65,22 2,26 0,00 2,26
P18 0,00 0,00 0,00 19,45 7,64 11,81 1,27 2,64 0,00
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IFNy mo0 m1 m3
Bet v 1 us A Betv 1 us A Betv 1 us A
P2 0,00 12,74 0,001 185,50 48,92 136,58 0,00 0,00 0,00
P5 70,35 189,39 0,00 99,06 104,87 0,00 50,52 88,90 0,00
P6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 24,83 38,40 0,00
P8 33,67 29,29 4,38 23,04 11,58 11,46 5,96 3,46 2,50
P10 967,70 85,33 882,37] 923,701 593,20 330,501 875,20 545 869,75
P11 138,08 6,701 131,38 0,00 0,82 0,00 0,00 0,00 0,00
P12 176,49 0,00 176,49] 219,49 2,77 216,72 0,00 0,00 0,00
P13 10,89 0,00 10,89 3,73 21,70 0,00 0,00 47,92 0,00
P14 0,00 0,00 0,001 107,70 0,001 107,70 26,70 32,33 0,00
P16 237,20 69,83 167,37 0,00 2,45 0,00 36,83 0,00 36,83
P18 11,55 6,82 4,74 45,37 41,42 3,95 0,00 0,00 0,00
IFNy m6 m12 m18
Betv1 us A Betv1 us A Betv1 us A
P2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 () ) )
P5 99,55 86,32 13,23 49,23 21,65 27,58 56,00 52,77 3,23
P6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P8 31,17 31,38 0,00 63,88 25,54 38,34 25,75 15,75 10,00
P10 305,33 78,20 227,13] 513,83 136,45 377,38 78,08 31,45 46,63
P11 45,33 0,00 45,33 34,08 0,00 34,08 20,70 0,00 20,70
P12 130,49 131,77 0,00 22,49 0,00 22,49 (-) ) )
P13 34,27 41,97 0,00 43,05 0,00 43,05 39,27 1,57 37,70
P14 142,20 83,70 58,50 141,45 104,70 36,75 220,20 23,70 196,50
P16 0,00 20,58 0,00 14,33 0,00 14,33 2,45 0,00 2,45
P18 0,00 16,82 0,00 9,45 10,76 0,00 0,00 13,26 0,00
IFNy m24 m30 m36
Bet v 1 us A Bet v 1 us A Bet v 1 us A
P2 1,16 0,00 1,16 10,11 6,95 3,16 0,00 0,00 0,00
P5 315,03 150,19 164,84 65,52 58,58 6,94 63,58 12,29 51,29
P6 0,00 0,00 0,00 4,12 0,00 4,12 0,00 0,00 0,00
P8 37,21 18,88 18,33 20,96 26,17 0,00 43,88 31,17 12,71
P10 390,08 24,58 365,50 17,58 27,95 0,001 170,70 0,001 170,70
P11 21,08 39,58 0,00 21,20 0,00 21,20 0,00 15,08 0,00
P12 1,91 9,63 0,00 0,00 0,00 0,00 ) ) )
P13 0,35 38,59 0,00 5,35 20,62 0,00 4,41 0,00 4,41
P14 51,08 79,58 0,00 47,45 52,45 0,00 29,83 26,83 3,00
P16 5,58 0,00 5,58 0,00 0,00 0,00 19,58 53,95 0,00
P18 0,24 3,13 0,00 22,51 37,13 0,00 0,00 0,00 0,00
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IL-10 m0 m1 m3
Bet v 1 us A Bet v 1 us A Bet v 1 us A
P2 7,08 2,08 5,00 90,48 27,08 63,40 40,08 22,68 17,40
P5 100,68 9,28 91,40 61,28 3,08 58,20 37,88 1,48 36,40
P6 225,79 101,58 124,21 46,84 0,00 46,84 101,05 28,16 72,89
P8 11,48 4,96 6,52 0,17 13,22 0,00 0,00 0,00 0,00
P10 72,13 22,13 50,00 80,39 28,00 52,39 33,65 7,13 26,52
P11 22,63 0,00 22,63 24,63 21,80 2,83 10,97 0,13 10,84
P12 83,28 10,68 72,60 139,88 16,48 123,40 70,88 28,48 42,40
P13 57,13 16,13 41,00 30,97 0,00 30,97 136,63 25,30 111,33
P14 42,16 0,00 42,16 63,09 19,50 43,59 22,16 0,00 22,16
P16 191,53 110,75 80,78] 287,31 162,16 125,15 180,44 89,03 91,41
P18 154,21 25,001 129,21 456,32| 336,58 119,74 41,05 23,68 17,37
IL-10 m6 m12 m18
Betv 1 us A Betv1 us A Bet v 1 us A
P2 0,00 0,08 0,00 23,68 568 18,00 ) ) )
P5 65,48 6,48 59,00 16,28 1,48 14,801 127,88 81,28 46,60
P6 176,84 22,371 154,47 31,05 3,95 27,10 97,11 66,32 30,79
P8 58,87 42,78 16,09 14,52 8,65 5,87 81,91 21,04 60,87
P10 85,83 19,96 65,87 312,35 164,96 147,39 152,78 91,70 61,08
P11 15,30 7,80 7,50 21,97 0,00 21,97 38,97 42 47 0,00
P12 395,68| 178,08] 217,60 201,28 14888 52,40 ) ) )
P13 104,13 0,001 104,13 92,63 24,63 68,00 38,13 0,00 38,13
P14 127,31 13,25 114,06] 240,13 120,75 119,38 119,97 40,13 79,84
P16 220,44 163,88 56,56 239,34 191,53 47,81 122,00 74,66 47,34
P18 350,53 272,37 78,16] 220,79 143,68 7711 117,37 90,79 26,58
IL-10 m24 m30 m36
Bet v 1 us A Bet v 1 us A Bet v 1 us A
P2 31,48 15,08 16,40 29,68 17,28 12,40 22,88 16,28 6,60
P5 157,48 85,08 72,401 312,68 263,28 49401 130,88 24,881 106,00
P6 36,58 24,21 12,37 168,16 86,84 81,32 132,11 85,79 46,32
P8 18,00 21,70 0,00 21,91 3,00 18,91 23,65 5,39 18,26
P10 150,61 89,74 60,87 78,87 37,78 41,09 29,96 20,61 9,35
P11 35,63 44 .47 0,00 35,13 8,63 26,50 2,30 6,80 0,00
P12 160,28  89,28| 71,00 122,48] 68,08 54,40 () () ()
P13 80,63 28,30 52,33 345,13 199,47 145,66 57,63 8,30 49,33
P14 16,84 0,00 16,84 32,63 2,94 29,69 54,50 2,00 52,50
P16 53,09 2,63 50,46 69,81 4,81 65,00 88,72 20,91 67,81
P18 24395 322,37 0,00 75,70 37,53 38,17 61,20 16,87 44,33
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TGF-B m0 m1 m3

Tag3 | Betv1 us A Betv 1 us A Betv1 us A
P2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P12 1365,00 0,00 1365,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P14 860,00 0,00 860,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

TGF-B m6 m12 m18

Tag3 | Betv1 us A Betv 1 us A Bet v 1 us A
P2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 () ) ()
P5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00] 1466,00] 2016,00 0,00
P12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ) ) ()
P13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P14 0,00 893,33 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

TGF-$ m24 m30 m36

Tag3 | Betv1 us A Betv 1 us A Betv1 us A
P2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P11 976,001 186,00 790,00] 2046,00f 826,00 1220,00] 2516,00f 146,00 2370,00
P12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ) ) )
P13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P14 448,89 0,00 448,89 0,00 0,00 0,000 47111 271,11 200,00
P16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P18 0,00 0,00 0,00] 847,14] 997,14 0,00] 3782,86| 2775,71] 1007,14
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TGF-B m0 m1 m3

Tag7 | Betv1 us A Betv 1 us A Betv1 us A
P2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P12 1231,67 0,00 1231,67 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P14 0,00 487,78 0,00 0,00] 1076,67 0,00 0,00 0,00 0,00
P16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

TGF-B m6 m12 m18

Tag7 | Betv1 us A Betv 1 us A Bet v 1 us A
P2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 () ) ()
P5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P6 984,00 0,00] 984,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P8 662,86 0,00 662,86 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P11 0,00 0,00 0,00] 2026,00] 2826,00 0,00] 2216,00] 2496,00 0,00
P12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ) ) ()
P13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P14 0,00] 1260,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,001 121,11 0,00
P16 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P18 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

TGF-$ m24 m30 m36

Tag7 | Betv1 us A Betv 1 us A Betv1 us A
P2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P8 1412,86 0,00] 1412,86 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P11 496,001 3146,00 0,00 0,001 446,00 0,00] 156,00 646,00 0,00
P12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 ) ) )
P13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P14 0,001 126,67 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P16 0,00 41,43 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
P18 0,00 0,00 0,00] 1868,57| 4247,14 0,00 0,00 0,00 0,00
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Allergiker
IL-5 auBerhalb der Saison innerhalb der Saison
Betv 1 us A Betv 1 us A
FG 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
WP 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Iw 215,15 0,001 215,15] 206,69 7,27 199,42
LD 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
NS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
HW 0,00 0,00 0,00 32,27 0,00 32,27
RK 0,00 0,00 0,00 47,85 0,00 47,85
CB 282,85 0,001 282,85 177,65 0,001 177,65
IFNy auBerhalb der Saison innerhalb der Saison
Betv 1 us A Betv 1 us A
FG 275,08| 269,95 5,14 9,41 0,00 9,41
WP 0,00 0,00 0,00 0,00 1,16 0,00
Iw 74,00 0,00 74,00 25,22 0,00 25,22
LD 0,00 0,00 0,00 0,00 14,14 0,00
NS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
HW 0,00 0,00 0,00 0,00 6,70 0,00
RK 96,97 24,00 72,97] 869,27 656,43 212,84
CB 74,54 48,86 25,68 6,97 49,81 0,00
IL-10 auBerhalb der Saison innerhalb der Saison
Bet v 1 us A Betv 1 us A
FG 665,92| 500,15 165,77 122,46 46,31 76,15
WP 125,54 60,54 65,00] 662,85 643,62 19,23
Iw 535,921 415,92 120,001 565,54 392,08 173,46
LD 354,77 58,62 296,15] 808,62 646,69 161,92
NS 27,85 1,69 26,15] 454,001 320,92 133,08
HW 75,92 28,23 47,69 37746 217,85 159,62
RK 312,46 124,00 188,46] 801,31 677,85 123,46
CB 254,38 40,541 213,85] 342,85 141,31 201,54

7 Tabellarischer Anhang
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TGF-B| auBerhalb der Saison innerhalb der Saison
Tag3 | Betv1 us A Bet v 1 us A
FG 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
WP 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
W 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
LD 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
NS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
HW 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
RK 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
CB 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
TGF-B auBerhalb der Saison innerhalb der Saison
Tag7 | Betv1 us A Bet v 1 us A
FG 0,00 0,00 0,00] 1452,00 0,00 1452,00
WP 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
IW 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
LD 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
NS 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
HW 171,67 2380,00 0,00] 655,001 480,00 175,00
RK 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
CB 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

7 Tabellarischer Anhang
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Nicht-Allergiker

IL-5

auBerhalb der Saison

innerhalb der Saison

Bet v 1 us A Betv 1 us A
K1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
K2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
K3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
K4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
K5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
K6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
K7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
K8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
IFNy auBerhalb der Saison innerhalb der Saison
Bet v 1 us A Betv 1 us A
K1 15,55 0,00 15,55] 362,26 329,11 33,16
K2 20,29 15,68 4,61 13,05 37,00 0,00
K3 236,74 37,92 198,82 89,63 66,21 23,42
K4 107,66 138,58 0,00 90,03 150,16 0,00
K5 299,63| 195,03 104,61 154,11 95,82 58,29
K6 5,42 1,74 3,68 8,32 36,61 0,00
K7 28,18 16,08 12,11 324,24 342,66 0,00
K8 21,47 29,63 0,00 23,97 22,13 1,84
IL-10 auBerhalb der Saison innerhalb der Saison
Bet v 1 us A Bet v 1 us A
K1 141,93 6,37 135,56] 562,48 444,52 117,96
K2 114,89 51,19 63,70 190,63] 125,81 64,81
K3 194,33 86,74 107,59 112,30 415 108,15
K4 41,93 19,89 22,04 74,33 37,85 36,48
K5 163,96 48,041 11593] 222,67 253,04 0,00
K6 68,96 0,00 68,96 0,00 0,00 0,00
K7 164,70 17,67 147,04 126,37 69,70 56,67
K8 123,59 20,63 102,96] 378,04 390,07 0,00

7 Tabellarischer Anhang
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TGF-B| auBerhalb der Saison innerhalb der Saison
Tag 3 | Betv1 us A Betv 1 us A
K1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
K2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
K3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
K4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
K5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
K6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
K7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
K8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
TGF-B auBerhalb der Saison innerhalb der Saison
Tag7 | Betv1 us A Bet v 1 us A
K1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
K2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
K3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
K4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
K5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
K6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
K7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
K8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

7 Tabellarischer Anhang
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Allergiker unter SIT

Hautreaktion im Pricktest
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Schweregrad der allergischen Erkrankung (clinical score)

clinical score Jinnerhalb der Saison innerhalb der Saison
FG 6 5
WP 3 3
W 6 4
LD 3 4
NS 6 3
HW 3 4
RK () ()
CB 4 5
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