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1 Einleitung

1.1  Wespengiftallergie

1.1.1 Epidemiologie

Insektengiftallergien gehdoren neben Nahrungsmittel- und Medikamentenallergien zu den
Hauptverursachern von schweren anaphylaktischen Reaktionen in Deutschland (Worm et al.
2014). Ca. 1,2-3,5% der Allgemeinbevolkerung reagieren auf einen Hymenopterenstich
systemisch (Hymenoptera: Ordnung der Hautfliigler, zu denen Wespen gehoren), wodurch
jéhrlich bis zu 20 Todesfille als Folge eines Stichereignisses zu verzeichnen sind.
Wahrscheinlich liegt die Rate sogar hoher, da nicht alle Todesfille als Folge eines
Wespenstiches erkannt werden. Mit einer gesteigerten lokalen Reaktion reagieren
schiatzungsweise 2,4 — 26,4 % der Bevolkerung, was durch eine Sensibilisierungsrate von 25 %
der Bevolkerung (bei Kindern 50 %) auf Hymenopteragift vereinbar ist (Schifer 2009;
Przybilla et al. 2011).

1.1.2  Symptome

Eine allergische Reaktion auf einen Wespenstich kann in eine lokale und eine systemische
Reaktion unterteilt werden. Wihrend eine ortliche Reaktion von bis zu 10 cm Durchmesser
noch eine normale Reaktion auf das Wespengift darstellt, werden Hautreaktionen, die linger
als 24 Stunden andauern und groBer als 10cm sind, den gesteigerten Ortlichen Reaktionen
zugeordnet (Przybilla et al. 2011). Systemische Reaktionen stehen nicht im Zusammenhang mit
dem ortlichen Stichereignis und konnen in verschiedene Schweregrade eingeteilt werden,
wobei die Einleitung nach Miiller (Miiller 1966) und eine modifizierte Einteilung nach Ringer
und Messmer die bekannteste und am hiufigsten verwendetete Schweregradeinteilungen
darstellt (Ring/MeBmer 1977; Przybilla et al. 2011). Demnach werden anaphylaktische
Rektionen der Haut und Schleimhéaute, des Gastrointestinaltrakts, sowie des Respirationstrakts
und des Herz-Kreislaufsystems abhidngig von ihrer Schwere in vier Grade eingeteilt (Tabelle
1), wobei Reaktionen der Haut und Schleimhduten die hdufigsten anaphylaktischen Reaktionen
darstellen. Da schwere Reaktionen des Respirationstrakts (Atemstillstand) oder des Herz-

Kreislauf-Systems (Schock, Kreislaufstillstand) auch unmittelbar auftreten konnen, ohne dass



sie von leichteren Reaktionen angekiindigt werden, konnen anaphylaktische Reaktion einen

sehr schnell einen letalen Ausgang einnehmen (ebd.).

Tabelle 1. Klassifikation anaphylaktischer Reaktionen nach Ring und Mefsmer
(modifiziert nach Ring et al. 2014).

Grad Haut/ Gastro- Respirations- Herz-
Schleimhiiute intestinaltrakt trakt Kreislaufsystem
1 Juckreiz, Flush, ) ) )
Urtikaria,
Angioddem
I Juckreiz, Flush, Nausea, Krampfe, Rhinorrhoe, Tachykardie
Urtikaria, Erbrechen Heiserkeit, g; r;%igﬁgoiw min)
Angioddem Dyspnoe (Abfall > 20 mmHg
systolisch)
Arrhythmie
I Juckreiz, Flush, Erbrechen, Larynx6dem, Schock
Urtikaria, Defakation Bronchospasmus,
Angioddem Zyanose
v Juckreiz, Flush, Erbrechen, Atemstillstand Kreislaufstillstand
Urtikaria, Defikation
Angioodem

1.1.3 Diagnostik

Die Diagnosestellung einer Wespengiftallergie erfolgte nach aktuellen Leitlien (ebd.): der
Anamnese, dem Hauttest und dem In-vitro-Test. In der Anamnese werden Informationen zum
Stichereignis, dem stechenden Insekt und den auftretenden Symptomen erhoben, die einem
Schwergrad nach Ring und MeBmer (s.0.) zugeteilt werden, wobei das symptomatisch
schwerste Symptom den Grad bestimmt. Zudem sind Faktoren zu ermitteln, die ein erhohtes
Risiko flir schwer verlaufende anaphylaktische Reaktionen darstellen, wie ein hohes
Lebensalter, Herz-Kreislauferkrankungen, ein schlecht eingestelltes Asthma bronchiale,
Mastozytose, hohe basale Serumtryptase oder Medikamenteneinnahmen (B-Blocker, ACE-
Hemmer) (ebd.; Ruéff et al. 2009; Brockow et al. 2008; Guenova et al. 2010; Przybilla et al.

2011). Eine erhohte Wespenexposition wie sie zum Beispiel Imker, Bicker oder Girtner haben,
2



ist ebenfalls von Bedeutung, wenn es darum geht die Indikation fiir eine langjdhrigen Therapie

zu stellen (Przybilla et al. 2011).

Im Anschluss an die Anamneseerhebung erfolgen allergologische Tests wie Hauttests und die

Bestimmung spezifischer IgE-Antikdrper im Serum (ebd.).

Der Hauttest kann in Form eines Prick-Tests oder eines Intrakutan-Tests erfolgen, wobei das
Wespengiftallergen in steigender Konzentration (Prick-Test: 1,0/ 10/ 100 und ggf. 300 pg/ml;
Intradermal-Test: 0,001/ 0,01/ 0,1/ 1,0 ng/ml) entweder mit einer Lanzette in die obersten
Hautschichten eingebracht (Prick-Test) oder direkt intradermal gespritzt wird. Um schweren
allergischen Reaktionen sofort entgegenwirken zu konnen, wird empfohlen, die Hauttests
insbesondere bei Patienten mit schweren Stichereignissen in der Anamnese bei liegendem
intravendsen Zugang durchzufiihren (ebd.). Zudem sollten Medikamente, die Einfluss auf das
Testergebnis haben und dieses womdglich verfilschen — wie z. B. Antihistaminika — vor dem

Test abgesetzt werden (Ruéff et al. 2010).

Ein Testergebnis ist positiv zu werten, wenn sich nach 15 — 20 min eine mindestens 3 mm grof3e
Quaddel bildet (beim Intrakutantest: eine mindestens 5 mm gro3e Quaddel) und gleichzeitig die
Negativkontrolle (Kochsalzlosung) keinerlei Reaktion zeigt, wihrend bei der Positivkontrolle

(Histamindihydrochlorid) eine deutliche Reaktion zu sehen ist (ebd.).

Mit dem in-vitro Test werden wespengiftspezifische IgE-Antikorper im Serum gemessen,
wobei eine Antikorperkonzentration ab > 0,35 kU/l (CAP-Klasse 1) als positives Testergebnis
zu werten ist (Przybilla et.al 2011). Sollten die Ergebnisse der genannten allergologischen Tests
nicht mit der Anamnese libereinstimmen, koénnen zudem Antikorper gegen das rekombinant
hergestellte  Wespengift-Hauptallergen - den Ves v5 - bestimmt und ein
Basophilenaktivierungstest bzw. ein Leukotrien-Freisetzungstest durchgefiihrt werden, wobei
diese Tests nicht zu den Standardtest in der Allergiediagnostik gehoren (ebd.; Erdmann et al.
2004; Korosec et al. 2009; Renz et al. 2010). Eine Bestimmung der basalen
Serumtryptasekonzentration ist insbesondere bei Féllen schwerer Stichereignissen von
Bedeutung, da ein Zusammenhang zwischen hohen basalen Serumtryptase-Konzentrationen
(= 95. Perzentile/ > 11,4 pg/l) und schweren anaphylaktischen Reaktionen, wie auch
Mastozytose beobachtet wurde (Guenova et al. 2010; Haeberli et al. 2003; Ludolph-Hauser et
al. 2001). Stichprovokationen werden zur Wespengiftallergiediagnostik nicht empfohlen, da
eine schrittweise Steigerung der Allergendosis nicht mdglich ist, sodass schwer beherrschbare

anaphylaktische Reaktionen auftreten konnen (Przybilla et al.2011).



1.1.4 Therapie

Die Therapie der Wespengiftallergie beinhaltet zwei Séulen. Die symptomatische Therapie zur
Akutbehandlung der anaphylaktischen Reaktion und die Spezifische Immuntherapie als kausale
Behandlung

Unabhéngig von diesen beiden Ansdtzen werden prophylaktisch VerhaltensmaBBnahmen (z. B.
Verzicht auf Siiflspeisen im Freien) empfohlen, um Gefahrdungssituationen zu reduzieren und

so Wespenstichen zu vermeiden (ebd.).

Wihrend lokale Wespenstichreaktionen gut mit kithlenden Umschldgen, Glukokortikoid-
haltigen Cremes und ggf. oralen Antihistaminika und Glukokortikoiden zu kontrollieren sind,
ist die unverziigliche und ganzheitliche Behandlung von systemischen Stichreaktionen von
lebensnotwendiger Dringlichkeit. Daher wird jedem Wespenstichallergiker mit systemischen
Stichreaktionen in der Anamnese ein sogenanntes Notfallset verschrieben. Das wichtigste
Medikament des Notfallsets ist ein intramuskuldr anzuwendender Adrenalin-Autoinjektor, der
durch Vasokonstriktion, Erniedrigung der Gefapermeabilitét, Bronchodilatation und positive
inotrope Wirkung am Herzen dem Pathomechanismus der Allergie entgegenwirkt (Ring et al.
2014). Weitere — oral einzunehmende —Medikamente des Notfallsets sind ein schnell wirkendes
Hl-blockierendes Antihistaminikum (wie Ceterizin oder Levoceterizin) und ein
Glukokortikoid (100 mg Prednisolonidquivalenz bei Erwachsenen, bei Kindern gegebenenfalls
als Suspension). Ist anamnestisch eine bronchokonstriktive Reaktion auf das Wespengift
bekannt, so kann zusétzlich ein schnell wirkendes B>-Sympotomimetikum (wie Salbutamol oder
Fenoterol) gegeben werden (Przybilla et al. 2011). Im weiteren Verlaufist bei kardiovaskuliren
und pulmonalen Reaktionen die Sauerstoff- und Volumengabe indiziert, sodass iiber die
Volumengabe der aus der Anaphylaxie resultierenden Hypovoldmie entgegengewirkt werden

kann (ebd.; Ring et al.2014).

Der einzige kausal orientierte Therapieansatz der Wespengiftallergie ist derzeit die Spezifische

Immuntherapie (nachfolgend SIT), auf die im Folgenden ndher eingegangen wird.

1.1.5 Spezifische Immuntherapie (SIT)

Im Jahr 1911 beschrieb Leonard Noon zum ersten Mal die bei Gréserpollenallergikern
angewendete SIT, die seither stetig weiterentwickelt wurde (Durham/Nelson 2011). Mehrere
Studien beschreiben die Wirksamkeit (Miiller et al. 1979; Hunt et al. 1978) der seit 30 Jahren
auch in der Behandlung von Wespengiftallergikern eingesetzten SIT (ebd.).



1.1.5.1 Therapieschema der SIT

Im Rahmen der Wespengift-Immuntherapie wird {iber einen Zeitraum von drei bis fiinf Jahren
— manchmal sogar lebenslidnglich — das Wespengiftallergen in Form einer wissrigen
Allergenzubereitung oder eines an ein Aluminiumhydroxid adsorbierten Depotpridparates
subkutan in den Oberarm des Patienten injiziert (Przybilla et al. 2011; Kleine-Tebbe et al.
2009). Ein haufig verwendetes Wespengiftprodukt ist das in dieser Untersuchung verwendete
Venomil® Wespe der Firma Bencard® Allergie. Das Therapeutikum besteht aus natiirlich
gewonnenem Gift verschiedener Wespenspezies, die in Nordamerika und in Europa heimisch
sind (Vespula flavopilosa, Vespula germanica, Vespula maculifrons, Vespula pensylvanica,
Vespula vulgaris, Vespula squamosal), wodurch eine simultane Desensibilisierung gegen eine

Reihe von Wespenspezies mdglich ist (Banghard 2019, personliche Mitteilung).

Die géngigste Therapie der Wespengift-Immuntherapie ist die Ultra-Rush-Desensibilisierung,
die mit einer dreitdgigen Steigerungsphase (Lee et al. 2006; Bencard 2005) im Rahmen eines
Klinikaufenthalts beginnt, wahrend der das Wespengiftallergen in steigender Konzentration
verabreicht wird, bis eine Gesamtdosis von 340,54 pg Wespengift erreicht ist (Lee et al. 2006;
Bencard 2005).



Tabelle 2. Therapieschema der Ultra-Rush-Desensibilisierung

nach Bencard® Allergie (ebd.)

Tag  Konzentration Injektionsvolumen Injektionsgift Injektionsintervall
(ng/ml) (ml) (ng)
1 0,1 0,2 0,02 30 min
0,4 0,04 30min
0,8 0,08 30min
1 0,2 0,2 30 min
0,4 0,4 30 min
0,8 0,8 30 min
10 0,2 2 30 min
0,4 4 30 min
0,8 8 letze Injektion des
Tages
2 10 0,8 5 60 min
100 0,2 20 60 min
0,4 40 60 min
0,8 80 letze Injektion des
Tages
3 100 0,8 80 60 min
1,0 100 letze Injektion des

Tages

Auf die Steigerungsphase folgt die Erhaltungsphase, in der dem Patienten wihrend eines

Zeitraums von dret bis fiinf Jahren in regelmifigen Abstdnden eine gleichbleibende Menge von

100 ug Wespengift verabreicht wird. Die erste Erhaltungsdosis erhilt der Patient eine Woche

nach Ende der Steigerungsphase, die zweite Erhaltungsdosis zwei Wochen spater und die dritte

Erhaltungsdosis nach weiteren vier Wochen. Alle folgenden Erhaltungsdosen werden dann bis

zum Ende der SIT in einem Abstand von vier bis sechs Wochen verabreicht (ebd.)



1.1.5.2 Indikation und Kontraindikation

Laut der aktuellen Empfehlung der EACCI besteht die Indikation fiir eine SIT, wenn
anamnestisch auf einen Wespenstich mit einer Anaphylaxie des Schweregrades > II reagiert
wurde, zusidtzlich zu einem Schwergrad [ weitere Risikofaktoren vorliegen, die eine
Entwicklung von schwer beherrschbaren Anaphylaxie-Ereignissen beglinstigen oder die
Lebensqualitét erheblich eingeschrinkt wére, sollte die Wespengiftallergie nicht therapiert
werden (Bonifazi et al. 2005). Neben einer positiven Anamnese, muss zusétzlich eine
Sensibilisierung auf das Wespengift (Hauttest, spezifische IgE-Antikérper) nachgewiesen
werden, um die Indikation fiir eine SIT zu stellen (Przybilla et al. 2011).

Zu den Risikofaktoren, bei denen eine SIT schon bei einem Schweregrad I anzuraten ist,
gehoren unter anderem: kardiovaskuldre Vorerkrankungen, fortgeschrittenen Schiden am
Respirationstrakt, erhohte Serumtryptase (Ruéff et al. 2009), Mastozytose, wie auch
korperliche und geistige Einschrdnkungen, welche die effiziente Selbsthilfe nicht ermoglichen
(Przybilla et al. 2011). Wahrend der Schwangerschaft sollte eine SIT in der Regel nicht
begonnen, kann aber fortgesetzt werden, wenn diese vor dem Eintritt der Schwangerschaft

begonnen und bis dahin gut vertragen wurde (ebd.; Demoly/Piette/Daures 2003).

Zu den Kontraindikationen der SIT wihrend der Therapie gehdren grippale Infekte, ein
unzureichend eingestelltes Asthma bronchiale, vorausgegangene Impfungen gegen
Infektionserreger und grundsétzlich aktive Neoplasien und Immunerkrankungen (Przybillaet al.

2011).

Trotz nicht einheitlicher Studienlage gehort die Einnahme von 3-Blockern und ACE-Hemmern
ebenfalls zu den relativen Kontraindikationen einer SIT, da sie das Auftreten schwerer
Reaktionen wéhrend der SIT beglinstigen konnen, weshalb sie mindestens eine Woche vor
Beginn der Therapie abgesetzt bzw. umgestellt werden sollten (ebd.; Stumpf/Shehab/Patel
2006; Ruéff et al. 2009; Miiller/ Haeberli 2005). Falls B-Blockern nicht abgesetzt werden
konnen, sollte auf ein kardioselektives Préparat gewechselt werden und eine kontinuierliche
Uberwachung withrend der Steigerungsphase erfolgen (TenBrook et al. 2004; Miiller/ Haeberli
2005).

Schlussendlich sollte aber bei jedem Patienten eine individuelle Nutzten-Risiko-Abwéigung
erfolgen, bevor die SIT begonnen wird. Dabei sollte beachtet werden, dass systemische
Wespenstichreaktionen mit weiteren Stichereignissen an Schwere zunehmen konnen, wiahrend

eine Spontanheilung nicht zu erwarten ist (Miiller 1966).



1.1.5.3 Nebenwirkungen

Wihrend der Steigerungsphase der SIT ist das Auftreten lokaler Reaktionen mit Rétung und
Schwellung an der Injektionsstelle relativ hdufig. Diese konnen durch symptomatische
Behandlungsmafinahmen wie Kiihlung, Anwendung topischer Glukokortikoide oder
systemische Antihistaminika gut therapiert werden (Pfaar et al. 2014; Brockow et al. 1997,
Reimers/Hari/Miiller 2000).

Das Auftreten schwerer systemischer Reaktionen ist hingegen relativ selten. In den
iiberwiegenden Fillen sind die Reaktionen leicht bis mittelschwer (Pfaar et al. 2014;
Mosbech/Miiller 2000), gehen mit Allgemeinbeschwerden (Abgeschlagenheit, Miidigkeit und
Kopfschmerzen) einher und entwickeln sich ebenfalls wie die lokalen Reaktionen bevorzugt in
der Steigerungsphase der SIT (Przybilla et al 2011). Da die meisten systemischen Reaktionen
innerhalb der ersten 30 min nach der Wespengiftinjektion auftreten, sollte fiir diesen Zeitraum
ein unverzligliches medizinisches Eingreifen erfolgen (Adrenalin intramuskulér,
Infusionstherapie, O2) (Ring et al. 2014; Simons et al.2013). Frithzeichen der systemischen
Reaktion sind Brennen und Jucken von Handfldchen, FuB3sohlen und Genitalien, Harn- und
Stuhldrang sowie Ptarmus und genereller Pruritus (Pfaar et al. 2014), wobei die
Nebenwirkungen der SIT nach der World Allergy Organization (WAO) 2010 in fiinf

Schweregrade eingestuft werden konnen (Cox et al. 2010).

Es konnte zwar gezeigt werden, dass lokale Reaktionen nicht mit einem erhdhten Risiko
systemischer Reaktionen einhergehen (Kelso 2004), dennoch gibt es Faktoren wie
beispielsweise Mastzellerkrankungen (Rueff/Placzek/Przybilla 2006), eine erhdhte basale
Serumtryptasekonzentration (Ruéff et al.. 2009), Hyperthyreose, instabiles Asthma bronchiale,
sowie Infekte und korperlicher oder psychischer Stress (Makatsori/ Calderon 2014; Kleine-
Tebbe et al. 2009), die eine Entwicklung von schweren systemischen Reaktionen begiinstigen
und daher besonders beriicksichtigt und bei Moglichkeit vermieden werden sollen (Kleine-
Tebbe et al. 2009). Auch wenn das Entstehen systemischer Reaktionen nicht génzlich
vermieden werden kann, so kann die Pra-bzw. Begleitmedikation mit einem Antihistaminikum
(Pfaar et al. 2014; Wedi 2011; Nielsen et al. 1996; Reimers/Hari/Miiller 2000a; Brockow/Kiehn
et al. 1997) oder dem Anti-IgE-Antikérper Omalizumab (Przybilla et al. 2011; Galeraet al.
2009; Rerinck/Ruéff/Przybilla 2008) eine Reduktion der Héaufigkeit und der Schwere
systemischer Reaktionen ermoglichen (Wedi 2011). In seltenen Féllen koénnen trotz
Begleitmedikation schwer beherrschbare Nebenwirkungen auftreten, die zu einem

Therapieabbruch zwingen (Przybilla et al. 2011).



1.1.5.4 Therapieerfolg und —versagen

Bei einer Wespengiftallergie liegt der Therapieerfolg der SIT mit 90 — 95% (ebd.) sehr hoch
und kann auch bei urspriinglichem Therapieversagen durch eine Steigerung der Erhaltungsdosis
(auf 200 ug) in den meisten Féllen erreicht werden, wodurch die Lebensqualitidt wesentlich
verbessert werden kann (Ruéff /Wenderoth/Przybilla 2001; Oude Elberink et al. 2009; Roesch
et al. 2008). Da kein Laborparameter den Therapieerfolg sicher bestdtigen kann, gibt es derzeit
lediglich die Moglichkeit eine Reaktion auf ein Stichereignis (Stichprovokation oder Feldstich,
sprich akzidentieller Wespenstich) zu beobachten. Eine standardisierte Durchfiihrung der
Stichprovokation zur Uberpriifung des Therapieerfolgs kann in Einzelfillen erfolgen, wenn
zum Beispiel die Gefahrdung durch erneute Exposition besonders hoch ist, wobei diese dann 6
— 18 Monate nach Verabreichung der Erhaltungsdosis erfolgt (Rueff et al. 1996; Przybilla et al.
2011).

Liegen keinerlei Risikofaktoren vor, so kann eine SIT in der Regel beendet werden, wenn die
Erhaltungstherapie fiir einen Zeitraum von 5 Jahren ohne das Auftreten von systemischen
Nebenwirkungen durchgefiihrt wurde und ein Stich (Feldstich oder Stichprovokation) keine

systemischen Reaktionen hervorgerufen hat (ebd.).

In besonderen Féllen wie z. B. bei einer erhohten Wespenexposition oder einem besonders
hohen Risiko fiir schwere Anaphylaxien sollte die SIT-Dauer individuell abgestimmt werden
und gegebenenfalls iiber den empfohlenen Zeitraum hinaus fortgefiihrt werden. Im Falle einer
Mastozytose oder anamnestisch erhobenem Herz-Kreislauf- bzw. Atemstillstand als
Reaktionen auf einen Wespenstich wird sogar angeraten, die SIT lebenslang fortzufiihren

(ebd.).

Unabhéngig vom Therapieverlauf sollte grundsitzlich jeder Patient auch nach Beendigung der
Therapie das Notfallset bei sich tragen und Wespenstiche weitestgehend vermeiden. Weiterhin
sollen regelméBig Arztbesuche erfolgen, um die Haltbarkeit des Notfallsets zu liberpriifen und
Reaktionen auf moglich weitere Wespenstiche in Erfahrung zu bringen, sodass im Falle
weiterer Stichreaktionen ziigig mit der Diagnostik und der eventuellen Wiederauftnahme der

SIT begonnen werden kann (ebd.).



1.2 Immunologische Mechanismen der Typ I Allergie

Unter dem Begriff der Allergie versteht man ,,eine verstirkte, spezifische Abwehrreaktion
gegeniilber an sich harmlosen Substanzen im Sinne einer krank machenden
Uberempfindlichkeit" (Klimek/ Vogelberg/ Werfel 2018). Nach der Einteilung von Coombs
und Gell werden Uberempfindlichkeitsreaktionen in vier Gruppen eingeteilt, wobei Allergien
wie zum Beispiel die Wespengiftallergie dem Typ 1 und damit den IgE-vermittelten
Soforttypreaktionen zugeordnet werden (Murphy/ Travers/ Walport 2014). Allergien vom
Soforttyp zeichnen sich dadurch aus, dass sie bei Allergenkontakt innerhalb von Sekunden eine
todliche allergische Reaktion hervorrufen konnen. Bevor es jedoch zu so einer
anaphylaktischen Reaktion kommt, ist eine Sensibilisierung auf das Allergen mit einer damit
einhergehenden IgE Produktion notwendig. Dies geschieht in der Sensibilisierungsphase. In
dieser Sensibilisierungsphase entwickelt sich die B-Zelle zu einer Plasmazelle und produziert
Antikorper, woflir sie die Unterstiitzung einer T-Helferzelle benétigt. Bedingung dafiir ist, dass
sowohl die B- als auch die T-Zelle zuvor von demselben Antigen aktiviert wurden. Wéhrend
sich die naive T-Zelle zu einer Tu2-Zelle entwickelt, exprimiert die B-Zelle einen Peptid-MHC-
Klasse-1I-Komplex, iiber den sie der T-Zelle Teile des Antigens prisentiert. Die T-Zelle bindet
iiber ihren T-Zell-Rezeptor (nachfolgend TCR, T cell receptor) den Peptid-MHC-Klasse-II-
Komplex, worauthin die B-Zelle das zu der TNF-Familie gehorende Oberflaichenmolekiil
CD40 exprimiert. Uber CD154 (CD40L) bindet die aktivierte T-Zelle CD40 und bewirkt
dadurch das Exprimieren weiterer Kostimulatoren auf der B-Zelle, durch die das Wachstum
und die Differenzierung der T-Zelle, aber auch die B-Zellproliferation weiter vorangetrieben
werden. Im weiteren Verlauf bewirken die Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 einen Isotyp-
Klassenwechsel zu IgE (ebd.; Averbeck et al. 2007).

Im Gegensatz zu den anderen Antikdrperisotypen liegt IgE vor allem im Gewebe vor und ist
dort liber das Fc-Fragment des hoch affinen IgE-Rezeptors FceRI an Mastzellen und Basophile
gebunden. Da eine einfache Antigenbindung nicht ausreicht, um eine Mastzellaktivierung zu
bewirken, kommt es erst beim nichsten Allergenkontakt zu einer allergischen Reaktion. Dies
geschieht in der Effektorphase, in der multivalente Antigene die Quervernetzung der IgE-
Molekiile bewirken und dadurch die Degranulation der Mastzelle auslosen. Mastzellen
enthalten in ihren Granula verschiedene Mediatoren (Heparin, Histamin, Chymasen, Tryptasen
und Zytokine), die ihre Wirkung vielerorts entfalten. So erhoht sich im Magen-Darm-Trakt die
Fliissigkeitssekretion und Peristaltik und begiinstigt dadurch Erbrechen und Durchfall.
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In den Atemwegen verringern sie den Atemwegsdurchmesser und erhohen die
Schleimsekretion, wihrend im Gefalsystem die Weitstellung und Durchlissigkeit von Gefa3en
bewirkt wird. Da all diese Reaktionen wenige Sekunden nach der Mastzellaktivierung eintreten,
werden sie auch als Sofortreaktionen bezeichnet. Es gibt jedoch auch Reaktionen, die sich erst
innerhalb von Stunden nach der Mastzellaktivierung zeigen. Diese Spétreaktionen werden von
z.B. Lipidmediatoren (Leukotriene) ausgelost, die ebenfalls bei der Sofortreaktion von
Mastzellen freigesetzt werden und die Anlockung von Eosinophilen und Tu2-Zellen bewirken.
Innerhalb von 2—6 h nach Mastzellaktivierung entwickelt sich bei etwa 10—20 % der Patienten
mit Sofortreaktion eine Spitreaktion, bei der es zu einem Erythem, Odem und einer Reaktion
der glatten Muskulatur kommen kann, die sich nach ein bis zwei Tagen wieder zuriickbilden

(Murphy/Travers/ Walport 2014).

1.3  T-Zell-Differenzierung

Die Differenzierung einer naiven T-Zelle in eine T-Effektorzelle, auch Priming genannt, ist ein

komplexer Prozess, fiir den drei Signale benétigt werden.

Da naive T-Zellen nicht wie die T-Effektorzellen ins periphere Gewebe einwandern konnen,
pendeln naive T-Zellen zwischen Blut und lymphatischen Gewebe hin und her und warten
darauf, dass eine Antigenprédsentierende Zelle (nachfolgend APZ) ihnen ihr spezifisches
Antigen présentiert. Das T-Zellrepertoire ermdglicht auf viele Antigene zu reagieren, fiihrt aber
zu einer sehr geringen Frequenz antigenspezifischer T-Zellen (Bacher/ Scheffold 2013a). Hinzu
kommt, dass die Frequenz antigenspezifischer CD4" T-Zellen um das zehn- bis hundertfache

geringer ist als die der CD8" T-Zellen (Thiel/ Scheffold/ Radbruch 2004).

Trifft eine APZ im peripheren Gewebe auf ein Antigen, nimmt sie es auf, prozessiert es im
MHC und wandert zuriick ins lymphatische Gewebe, um es den naiven T-Zellen zu
prasentieren. Die naive T-Zelle sucht nun jede der ihr begegnenden APZs nach ihrem
spezifischen Peptid-MHC-Komplex ab und 16st sich anschlieBend wieder, sollte der passende
Peptid-MHC-Komplex nicht prisentiert worden sein. Da die Bindung zwischen dendritischer
Zelle und naiver T-Zelle besonders stark ist, 16st auch diese Untergruppe der APZs die meisten
T-Zellantworten aus (Murphy/ Travers/ Walport 2014), weshalb sie im Folgenden anstelle der
APZ genannt wird. Préisentiert eine dendritische Zelle den passenden Peptid-MHC Komplex,
so wird das Signal 1 des Primings eingeleitet. Die Bindung zwischen dem Peptid-MHC
Komplex der dendritischen Zelle und dem TCR der T-Zelle verstérkt sich, wodurch die T-Zelle
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aktiviert wird und innerhalb von flinf bis sieben Stunden CD40L (CD154), einen Marker fiir
aktivierte antigenspezifische T-Zellen, exprimiert (Bacher et al 2013b; Murphy/ Travers/
Walport 2014).

Das Signal 2 sichert das Uberleben der T-Zelle und beinhaltet die Bindung des T-
Zelloberflaichenmolekiils CD28 an das dendritische-Oberflichenmolekiill B7 (CD80/CD86).
Diese Verbindung generiert eine verstirkte Produktion des Zytokins IL-2. IL-2 stellt einen
Uberlebensfaktor fiir die aktivierte T-Zellen dar, ohne den die T-Zelle anerg werde wiirde. So
wie Signal 2 die weitere T-Zellaktivierung sichert, tragt im Umkehrschluss das Fehlen von

Signal 2 - bei vorhandenem Signal 1 - zur peripheren Toleranzentwicklung bei (ebd.).

Die eigentliche T-Zelldifferenzierung wird jedoch durch das Signal 3 gesteuert und steht unter
dem Einfluss vieler verschiedener Zytokine und Korezeptoren. Vier bis fiinf Tage dauert es, bis
aus einer aktivierten T-Zelle eine T-Effektorzelle wird, die ab diesem Stadium unabhéngig von

kostimulierenden Signalen wirken kann (ebd.).

Der T-Zellpool besteht aus CD4" und CD8" T-Zellen. Wihrend sich CD8" T-Zellen zu
zytotoxischen T-Zellen entwickeln, Virusfragmente iiber den Peptid-MHC-I-Komplex
erkennen und ihre Zielzellen abtdten, konnen sich CD4" T-Zellen zu verschiedenen
Effektorzellen differenzieren, die liber Zytokine und membranstindige Proteine ihre Wirkung
an Peptid-MHC-II- Komplex tragenden Zellen entfalten. Zu welchen T-Effektorzellen sich
naive CD4" T-Zellen differenzieren, bestimmen vor allem die Signale der dendritischen Zelle.
Aber auch Korezeptoren, die Antigendosis und die Affinitit des TCR zum Peptid-MHC-
Komplex haben Einfluss auf die Differenzierung einer T-Zelle. Wahrend bei einer nur kurz
andauernden Antigenstimulation ein starkes Stimulationssignal (hohe Allergendosis und hohe
Aftinitdt des TCR zum Antigen) bendtigt wird um eine Tu2 Antwort zu generieren, wird eine
Tul-Antwort bereits bei einem schwicheren Stimulationssignal hervorgerufen. Umgekehrt
verhilt es sich bei einer langer andauernden Antigenstimulation. Auflange Sicht begiinstigt ein
moderat starkes Stimulationssignal die Differenzierung von Tx2-Zellen, wihrend die Tyl
Differenzierung erst bei einem starkeren Stimulationssignal (zum Beispiel durch Steigerung der

Antigendosis) generiert wird (Rogers/ Croft 1999).

Auch die bei Signal 2 beteiligten Korezeptoren CD28, B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) haben
Einfluss auf die Differenzierung von T-Zellen. Wihrend das auf der aktivierten T-Zelle
lokalisierte Oberflachenmolekiil CD28 die Differenzierung von Tu2 Zellen induziert, verhalten
sich die von den dendritischen Zellen exprimierten Oberflichenmolekiile B7.1 (CD80) und

B7.2 (CD86) antagonistisch zueinander. In der frilhen Bindungsphase exprimiert die
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dendritische Zelle das CD28-Bindungsmolekiil B7.1 (CD80), welches die Differenzierung zu
Tul Zellen einleitet. In der spaten Bindungsphase exprimiert die dendritische Zelle dann B7.2
(CD86) und fordert damit die Differenzierung von Tu2 Zellen (Farrar/Asnagli/Murphy 2002;
Santana/Rosenstein 2003).

Zudem haben Faktoren wie das Alter oder Stress Einfluss auf den Phénotyp des Immunsystems.
So wird zum Beispiel bei Kindern, Senioren oder in Stresssituationen die Entwicklung einer
humoralen Immunantwort ungiinstig beeinflusst, sodass virale Infekte vermehrt auftreten
konnen (Marshall et al. 1998; Simon/Hollander/McMichael 2015). Auch die Entwicklung von
Allergien wird durch ein Uberwiegen der humoralen Immunantwort begiinstigt. Eine zelluliire
Immunantwort entwickelt sich hingegen bevorzugt in Anwesenheit entziindlicher Prozesse

Prozesse (Murphy/ Travers/ Walport 2014).

Die Differenzierung zu Tyl Zellen wird vor allem durch die von dendritischen Zellen und
Makrophagen produzierte Zytokine INF-y und IL-12 eingeleitet. Diese aktivieren iiber die
Bindung von STATI1 und STAT4 den Transkriptionsfaktor T-bet und unterstiitzen so die
Differenzierung zu Tul Zellen. Die Tyl Zellen wiederrum sezernieren die Zytokine IL-2 und
INF-y (Tabelle 3), aktivieren Makrophagen und unterstiitzen die IgG Produktion, wodurch sie
die Funktion der zelluldren Immunantwort einnehmen. Insbesondere bei Virusinfektionen,
Befall von intrazelluldren Parasiten oder aber auch bei der Elimination von Tumorzellen ist die

Tul- Antwort die vorherrschende Immunantwort (ebd.; Santana/ Rosenstein 2003).

Die Differenzierung zu Tu2 Zellen wird von den Zytokinen IL-4 eingeleitet. Uber STAT 6 wird
der Transkriptionsfaktor GATA3 aktiviert, der iiber die Aktivierung Ty2-typischer Zytokingene
die Differenzierung zu Tn2-Zellen bewirkt. Uber die Zytokine IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 und IL-
13 steuern Tu2 Zellen die humoralen Immunabwehr. Sie fordern die B-Zellreifung und damit
die IgE-Produktion, aktivieren Eosinophile und stimulieren die Mastzelldegranulation.
Gleichzeitig verhindern sie die Entwicklung von Tul Zellen und unterbinden die

Makrophagenaktivierung (Murphy/Travers/ Walport 2014; Santana/ Rosenstein 2003).

Eine weitere groBe Untergruppe der CD4" T-Zellen sind die regulatorischen T-Zellen
(nachfolgend Tieg), die iiber die Sekretion von IL-10 und TGF-B die Differenzierung von Tyl
und Tn2 Zellen verhindern (Bacher et al. 2014; Akdis/Akdis 2015; Bacher et al. 2016; Soyer et
al. 2013), sodass Toleranz gegeniiber Antigenen geschaffen und Entziindungsprozesse begrenzt

werden (Tabelle 3).
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Tabelle 3. Herkunft und Wirkung der verwendeten Zytokine
(Murphy/Travers/ Walport 2014)

Zytokin  Sezerniert von Wirkung
IL-2 Naive aktivierte Proliferation von T-Zellen

T-Zellen
IL-4 Tu2 Zellen B-Zell-Aktivierung, Isotypwechsel zu IgE,

Differenzierung zu Tu2 Zellen, Mastzellwachstum

IL-5 T2 Zellen Wachstum und Differenzierung eosinophiler Zellen
IL-9 T2 Zellen Stimulierung von Tu2-Zellen und Mastzellenwachstum
IL-10 Tu2 Zellen, Treg Hemmung der Makrophagenfunktion
IL-13 Tu2 Zellen Wachstum und Differenzierung der B-Zellen,

Hemmung der Tyl Zellen

INF-y Tul Zellen Hemmung der Tu2-Zellen, Aktiviert Makrophagen,
Erhohung der Expression von MHC Klasse I
Molekiilen, Verstarkung der Tyl-Aktivitét

1.4 Immunologische Mechanismen der SIT

Auch wenn sich die SIT mittlerweile als effiziente Therapie von Wespengiftallergien etabliert
hat, sind die immunologischen Mechanismen dieser Therapie noch nicht vollstindig
verstanden. Dennoch weisen Beobachtungen wéhrend der SIT darauf hin, dass die
immunologischen Effekte der SIT, wie zum Beispiel die Herabregulierung von Mastzellen und

Baspohilen, schon frith messbar sind (Rolland/ O'Hehir 1998; Akdis/Akdis 2015).

Auf der einen Seite wird die Aktivierung von blockierenden IgG-Antikorpern als
Wirkmechanismus diskutiert, durch die eine IgE-vermittelte Degranulation von Mastzellen und
Basophilen verhindert und die IgE-erleichterte Antigenpridsentation gegeniiber T-Zellen
blockiert wird (Wachholz/Durham 2004; Reisinger et al. 2005; Eckl-Dorna et al. 2018).
Andererseits wird vor allem — aufbauend auf dem Verstindnis des Pathomechanismus von
Allergien — das vorherrschende Zytokin-Milieu und die damit einhergehende Ausgangslage des
T-Zellprofils als eine der wichtigsten Stellschrauben im Immunsystem thematisiert, die liber
die Entwicklung von Allergie oder Toleranz entscheiden. Insbesondere die
wespengiftspezifische Tu2-Antwort, iiber dessen Zytokine 1L-4, IL-5 und IL-13, das fiir die

allergische Reaktion notwenige IgE generiert wird, stellt eine grofle Bedeutung fiir den
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Pathomechanismus von Allergien dar. Deshalb werden Verdanderungen des antigenspezifischen
Zytokin-Milieus, auch als einer der wichtigsten Effekte der SIT betrachtet (Bacher/Scheffold
2018).

In den letzten Jahren konnten Untersuchungen der immunologischen Mechanismen der SIT
zeigen, dass es als Folge der SIT zu einer Reduktion antigenspezifischer Tu2-Zellen kommt
(Bellinghausen et al. 1997; Wambre/ James/ Kwok 2012a; Durham et al. 1996; Miiller et al.
1998; Marcotte et al. 1998; Péne et al. 1998; Murphy 1993; Jutel et al. 1995; Chianget al. 2018;
OBrien rt al. 1997; McHugh et al. 1995; Akdis et al.1996). Der dahinterstehende
immunologische Mechanismus ist jedoch noch unbekannt und daher aktuelles Thema der
Forschung. Diskutiert wird unter anderem die Deletion oder Anergie von pathologischen Ty2-
Zellen (Rolland/ O'Hehir 1998; Miiller et al. 1998), sowie die immunologische Ignoranz
(Bacher/Scheffold 2018) und die Toleranzinduktion durch IL-10 freisetzende regulatorische T-
Zellen (Akdis/Akdis 2015; Akdis et al. 1998).

Wihrend die meisten Studien eine abnehmenden T2 Antwort im Verlauf der SIT beobachten
konnten, wird das Verhalten der antigenspezifischen Tu1-Antwort noch kontrovers diskutiert.
Einerseits existieren Studien, die einen Anstieg der antigenspezifischen Tul-Antwort als
Reaktion auf die SIT beobachten (Bellinghausen et al. 1997; Jutel et al 1995; Varney et al.
1993; McHugh et al. 1995), wodurch der Erkldrungsansatz entstand, die SIT wiirde einen
Wechsel von einer T2 zu einer Tul dominierenden Antwort bewirken (Bellinghausen et al.
1997; Jutel et al. 1995; Secrist et al. 1993). Andererseits liegen aber auch Studien vor, die gar
keine Anderungen (Marcotte et al. 1998; Murphy 1993; Chiang et al. 2018) oder sogar eine
Abnahme der Tul Antwort nachweisen konnten (Miiller et al. 1998; O'Brien et al. 1997), sodass
schlussfolgernd die Wirkung der SIT auf die antigenspezifische Tul Antwort noch nicht
abschlieffend geklért ist.

Eine bereits seit mehreren Jahren verwendete Methode um antigenspezifische T-Zellen zu
untersuchen ist die MHC-II-Peptid-Tetramer Technologie. Die biotechnologisch hergestellten
Tetramere bestehen aus loslichen rekombinanten MHC-Molekiilen und sind mit einem
spezifischen Antigen-Peptid verbunden, iiber den sie ein T-Zell-Epitop mit hoher Affinitét
binden kénnen (Macaubas et al. 2006; McMichael/ Kelleher 1999). Uber die Kopplung des
Tetramers mit einem Fluorochrom ist die Identifizierung und Charakterisierung der Epitop-
spezifischen T-Zellantwort mit Hilfe der Durchflusszytometrie moglich (Bakker/ Schumacher
2005). Der tatsdchliche Mechanismus der MHC-II-Peptid-Tetramer Methode beruht somit auf
einem direkten Bindungsnachweis des T-Zell-Rezeptors an sein physiologisches Ziel, welches
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von dem Fluorochrom-markierten Tetramer-Komplex simuliert wird und damit unabhingig
vom funktionellen Zustand der T-Zelle ist. Neben dem Nachteil, dass mit dieser
Untersuchungsmethode T-Zellen untersucht werden unabhéngig davon, ob sie aktiviert sind
oder nicht, besteht ein weiterer Nachteil darin, dass lediglich Epitop-spezifische T-Zellen
untersucht  werden, die gegen das MHC-II-Peptid-Tetramer  gerichtet  sind.
Wespengiftspezifische T-Zellen, die gegen Epitope gerichtet sind, die von dem MHC-II-Peptid-
Tetramer nicht abgebildet werden, werden somit nicht untersucht. Daher ist es von enormer
Wichtigkeit, dass fiir die Erforschung der immunologischen Mechanismen einer SIT
Untersuchungsmethoden angewendet werden, mit denen antigenspezifische T-Zellen sowohl
mit hoher Sensitivitdt als auch mit hoher Spezifitit ex-vivo untersucht und charakterisiert

werden konnen.

2 Fragestellung

Welchen Einfluss hat eine Wespengift-Immuntherapie auf das wespengiftspezifische T-
Zellprofil eines Wespengiftallergikers und sind im Verlauf der Wespengift-Immuntherapie

Verdnderungen des wespengiftspezifischen T-Zellprofils messbar?

Um diese Fragen zu beantworten, wurde in dieser Forschungsuntersuchung das
wespengiftspezifische T-Zellprofil von 25 Wespengiftallergikern im Verlauf einer Wespengift-
Immuntherapie unter Verwendung des neuartigen antigenspezifischen T-Zell-Anreicherung-
Protokolls (ARTE: Antigen-reaktive T cell enrichment) charakterisiert. Die Nullhypothese
dieser Forschungsuntersuchung lautete: ,,Eine Wespengift-Immuntherapie hat keinen Einfluss
auf das antigenspezifische T-Zellprofil eines Wespengiftallergiker. Sie wiirde als bestitigt
gelten, wenn im Verlauf der SIT keine Anderungen des wespengiftspezifischen T-Zellprofils
gemessen werden konnten. Wiren jedoch signifikante Anderungen messbar, so sollte die
Nullhypothese unter Annahme des Signifikanzniveaus a = 0,5 verworfen werden und
stattdessen die Alternativhypothese ,eine Wespengift-Immuntherapie moduliert das

wespengiftspezifische T-Zellprofil von Wespengiftallergikern® angenommen werden.

Ankniipfend an die Ausgangsfrage und im Hinblick auf die bereits vorhandene Literatur zu dem
Thema ,,Immunologische Mechanismen der SIT* sollten mit dieser Forschungsuntersuchung

noch folgende weiteren Fragen beantwortet werden:
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e Kommt es im Verlauf der SIT zu einer Reduktion von antigenspezifischen Tu2-Zellen?

e Induziert die SIT die Expansion von antigenspezifischen Tul-Zellen?

e Induziert die Immuntherapie die Expansion von IL-10 sekretierenden Zellen, die auf

eine von regulatorischen T-Zellen ausgehende Toleranzinduktion hinweisen konnten?

e Welche immunologischen Mechanismen konnten fiir die Wirksamkeit der SIT

verantwortlich sein?

e Wie unterscheidet sich das wespengiftspezifische T-Zellprofil der Wespengiftaller-

giker von dem der Nicht-Allergiker?

e FEignet sich das neuartige ARTE (Antigen-reactive T cell enrichment) Protokoll zur

Untersuchung antigenspezifischer T-Zellen im Verlauf einer SIT?

3 Material

3.1 Klinikmaterialien

Tabelle 4. Verwendete Klinikmaterialien

Klinikmaterial Hersteller
Adapter fiir Rohrchen mit 13mm und 16 mm Durchmesser BD Vacutrainer®
Blutentnahmekaniile Multifly® Sarstedt
Einmalspritze- Omniflix® Luer B. Braun
Flachendesinfektion Bacillol® AF
Hautdesinfektionsspray-Softasept® N B. Braun
Heparin-Rohrchen 6 ml, Li-Heparin (17 IU/ml) BD Vacutrainer®

Kantilenfixierpflaster

Mullkompressen

Pflaster

Serumrdéhrchen (SST™II Advance Rohrchen)
6 ml, Trenngel und Gerinnungsaktivator
Sodium Clorid 0,9 % Solution 10 ml (NaCl)
Stauschlauch

Tupfer

Untersuchungshandschuhe, puderfrei

Lohmann & Rauscher
B. Braun

Leukoflex®

BD Vacutrainer®

B. Braun
BD Vacutrainer®
B. Braun

Vasco®

17



Venenverweilkaniile- Vasofix® Brauniile® B. Braun

0,90 x 25 mm G 22 blau,

1,10 x 33 mm G 20 rosa
3.2 Antikorper
Tabelle 5. Verwendete Antikorper
Antikorper Klon Titration  Hersteller
Anti-human CD4-APC-Vio770 M-T466 1:10 Miltenyi Biotec
Anti-human CD8-VioGreen BW 135/80 1:10 Miltenyi Biotec
Anti-human CD14-VioGreen TUK4 1:10 Mitenyi Biotec
Anti-human CD20-VioGreen LT20 1:10 Miltenyi Biotec
Anti-human CD45-RO-VioBlue UCHLI1 1:200 Biolegend
Anti-human CD154-PE-Vio770 5C8 1:10 Miltenyi Biotec
Anti-human IL-2 - FITC MQI1-17H12 1:100 Biolegend
Anti-human IL-4- PE 7A3-3 1:10 Miltenyi Biotec
Anti-human IL-5-APC JES1-39D10 1:10 Miltenyi Biotec
Anti-human IL-9-PerCP 5.5 MH9A4 1:20 Biolegend
Anti-human IL-10-APC JES3-9D7 1:10 Miltenyi Biotec
Anti-human IL-13-PE JES10-5A2.2 1:10 Miltenyi Biotec
Anti-human IFN-y-PerCP 5.5 4S.B3 1:50 Biolegend
Anti-human Ki-67 - FITC REA183 1:10 Miltenyi Biotec
Anti-human CD40 HB14 1:100 Miltenyi Biotec
CD154-Biotin, human 5C8 1:10 Miltenyi Biotec
Anti-Biotin MicroBeads UltraPure 1:10 Miltenyi Biotec
3.3  Chemikalien und Reagenzien
Tabelle 6. Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien/ Reagenzien Hersteller

AB-Serum (human)
Brefeldin A, 1:200

Bovine serum albumin (BSA)

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Serva
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Fraktion V, pH 7,0

4’ ,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Ethylendiamintetraessigsédure (EDTA)

Ficoll, steril, d = 1,077 g/mL

HSA-Lo6sungsmittel (Humanalbuminlésung,

Natriumchlorid, Phenol, Wasser)

Lebend/Tot-Farbstoff- SYTO 9 griin fluoreszierender

Nukleinsdure-Farbemittel

PBS, ohne Mg>* / Ca**

Roth
Sigma-Aldrich

PAA
Bencard® Allergie

Thermo Fisher

Gibco® Life Technologies

PepTivator Candida albicans MP65 Miltenyi Biotec
Venomil® Wespe Bencard® Allergie
Wespengift (Vespula spp.), Mannitol

3.4  Puffer und Losungen

Tabelle 7. Verwendete Puffer und Losungen
Puffer/Losung Inhaltstoffe Hersteller
CASYton OLS® OMNI Life Science
Inside Fix, 3,7 % Formaldehyd Miltenyi Biotec
Inside Perm Miltenyi Biotec
(Permeabilisierungspuffer)
Lyse Puffer (Lysing Solution) BD Pharmingen
MACS Quant® Running Buffer Miltenyi Biotec
MACSQuant® Washing Miltenyi Biotec
Solution
MACS Quant® Storage Miltenyi Biotec
Solution
PBS/EDTA Puffer 500ml PBS +2ml EDTA
PEB Puffer 1x PBS, 2 mM EDTA,

0,5 % BSA

RPMI 1640 Medium Merck Millipore

RPMI + AB-Serum

RPMI 1640 Medium

+ 5 % human-AB-Serum
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3.5 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 8. Verwendete Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Falcon™ Platten (6- Loch, 12- Loch)
Magnetsdulen, MS Colums

Corning® Falcon™

Miltenyi Biotec

Pipettenspitzen, 10 ul, 200 pl, 1000 pl Sarstedt

Reaktionsgefa3e, 0,5ml, 1 ml, 2ml, 50ml Sarstedt

Serologische Pipetten, 5 ml, 10 ml, 25 ml Falcon®

3.6  Laborgerite
Tabelle 9. Verwendete Laborgeriite

Laborgerit Bezeichnung Hersteller

CASY®-Zellzéhler Casy 1, Modell TTC Schirfe
System
GmbH,
Reutlingen

COz-Inkubator Heracell 150 Thermo
Electron
Corporation

Durchflusszytometer MACS Quant ® Analyser 10 Flow Miltenyi

Cytometer Biotec

MACS-Magnete QuadroMACS™ Miltenyi
Biotec

MACS-Magnetstander MACS Stand Multi Miltenyi
Biotec

Pipetten 0,5 ul - 10 pul Eppendorf

Pipetten 10 pl - 100 pl Eppendorf

Pipetten 100 pl - 1000 pl Eppendorf

Pipetten 2 ul-20pl Brand

Pipetten 20 ul - 200 pl Brand

Sicherheitswerkbank HERAsafe Heraeus

Stromversorgung PowerPacTM HV Bio-Rad
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Stromversorgung PowerPac 300 Bio-Rad

Vortexmischer REAX 2000 Heidolph

Zentrifuge centrifuge 5417 R Eppendorf

Zentrifuge centrifuge 5427 R Eppendorf
3.7  Software

Tabelle 10. Verwendete Software

Software Hersteller
Excel Microsoft
FlowJo® V10 Tree Star, Inc.
GraphPad Prism® V6.01 GraphPad Software
Power Point Microsoft
Word Microsoft

4 Methoden

Obwohl sich die SIT bereits als effektive Methode zur Behandlung von Wespengiftallergien
etabliert hat, sind die immunologischen Mechanismen dieser Therapie noch nicht vollends
verstanden und Studien durch geringe T-Zellfrequenzen in der Peripherie begrenzt. In der
vorliegenden Forschungsuntersuchung wurde die antigenspezifische, periphere T-Zellantwort
wihrend der Einleitung einer Wespengift-Immuntherapie direkt und ex-vivo mittels
Durchflusszytometrie charakterisiert. Mit dem Einsatz des neuartigen antigenspezifischen
Protokolls zur T-Zell-Anreicherung ARTE gelang tiber die Expression des

Aktivierungsmarkers CD154 der Nachweis antigenspezifischer T-Zellen.

4.1 Patientenkollektiv

Nach der Bewilligung des Ethikantrags fiir die Forschungsstudie mit dem Titel ,,Bestimmung
des antigenspezifischen T-Zellprofils im Verlauf einer Wespengift-Immuntherapie durch
Anreicherung antigenspezifischer T-Zellen direkt und ex-vivo®, konnten die Probanden der
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Studie rekrutiert werden. Alle 25 Probanden waren diagnostizierte Wespengiftallergiker, die in
der Klinik fiir Dermatologie, Venerologie und Allergologie der Charit¢, Campus Mitte,
Universititsmedizin Berlin, eine spezifische Immuntherapie erhielten und nach einer
ausfiihrlichen Aufkldrung iiber Hintergrund, Zweck und Aufbau der Forschungsarbeit ihr
schriftliches Einverstdndnis zur Teilnahme an der Studie gaben. Von der Studie ausgeschlossen
wurden schwangere und stillende Frauen, Patienten, die eine immunsuppressive Therapie
erhielten und alle Patienten, die nach den Leitlinien keine Immuntherapie erhalten sollten (Pfaar
2014). Die Probanden wurden hinsichtlich Alter, Anzahl und Schwere der Stichereignisse,
sowie dem Vorliegen weiterer atopischer Erkrankungen befragt, um mdgliche Korrelationen

zwischen Anamnese und Ergebnissen der experimentellen Untersuchung zu eruieren.

Der Kohorte bestand aus 25 Wespengiftallergikern und es wurde eine Vergleichsgruppe aus
zwanzig Probanden gebildet, bei denen eine Wespengiftallergie im Vorfeld anamnestisch

ausgeschlossen werden konnte.

4.2  Etablierung der Messungen

Um das antigenspezifische T-Zellprofil im Verlauf einer Wespengift-Immuntherapie zu
bestimmen, wurden zwei Messreihen etabliert, anhand derer Oberflichen— und
Intrazellularmarker der verschiedenen T-Effektorzellen durchflusszytometrisch detektiert
wurden. Fiir die erste Messreihe (Tabelle 11, Tabelle 12) wurde bei 20 Probanden das
antigenspezifische T-Zellprofil zu vier verschiedenen Zeitpunkten wihrend der Wespengift-
Immuntherapie bestimmt. Dafiir wurden vier unterschiedlich terminierte Abnahmen von
jeweils 24ml Blut unter Verwendung von Heparin-Réhrchen in das Therapieschema der

Immuntherapie eingebettet (Abbildung 1).

05 1. Erhaltungsdosis 2. Erhaltungsdosis 3. Erhaltungsdosis
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Abbildung 1. Chronologische Darstellung der Untersuchungsmesspunkte von Messreihe 1
zur Charakterisierung antigenspezifischer T-Zellen im Verlauf einer Wespengift-Immuntherapie.
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Die 1. Blutentnahme erfolgte vor Beginn der SIT. Daran ankniipfend begann die dreitdgige
Steigerungsphase, in der den Probanden 340,54 ug Wespengift, aufgeteilt auf 15 Injektionen
mit steigender Dosis Wespengift pro Injektion, gespritzt wurde. Eine Woche nach der
dreitdgigen Steigerungsphase wurden den Probanden ein zweites Mal Blut abgenommen und
es folgte die erste Erhaltungsdosis mit 100 ug Wespengift. Die 3. Blutabnahme und die 2.
Erhaltungsdosis folgten nach zwei Wochen und die 4. Blutentnahme sowie die 3.
Erhaltungsdosis nach weiteren vier Wochen. Bei jeder Blutentnahme wurde prizise darauf
geachtet, dass die Blutentnahme vor der Verabreichung der néchsten Erhaltungsdosis erfolgte.

War dies nicht der Fall, hitte dies zum Ausschluss des Probanden aus der Studie gefiihrt.

Tabelle 11. Oberflichenfdrbung der Messreihen 1 und 2

CD- Fluorochrom Verdiinnung Zellulire Funktion
Antigen Expression
CD14 VioGreen 1:10 Monozyten, Rezeptor fiir
Makrophagen Lipopolysaccharide
CD20 VioGreen 1:10 B-Zellen Regulation der
B-Zell-
Aktivierung
CD8 VioGreen 1:10 Tul-Zellen Korezeptor fiir
MHC Klasse I
Molekiile
CD4 APC-Vio 1:10 Tu2-Zellen Korezeptor fiir
Klasse II Molekiil
CD45-R0O VioBlue 1:200 Gedichtnis- Isoform von CD45,
T-Zellen enthéilt kein A, B, C
Exon

Anmerkung. Die Oberflachenfdarbung dient der Charakterisierung des antigenspezifischen T-Zellprofils
im Verlauf einer Wespengift-Immuntherapie (Murphy/ Travers/ Walport 2014).
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Tabelle 12. Intrazellularfirbung der Messreihe 1

CD- Fluorochro  Verdiinnun Zellulire Funktion
Antigen/ m g Expression
Zytokin
CD154 PE-Vio 770 1:10 Aktivierte Ligand fiir CD40, induziert
CD4" Proliferation und
T-Zellen Aktivierung von B-Zellen
IL-4 PE 1:10 Tu2-Zellen B-Zellaktivierung, IgE-

Wechsel, induziert die

Differenzierung zu Tn2-

Zellen
IL-10 APC 1:10 Tu2-Zellen, Antiinflammatorisch,
Treg inhibiert die
Makrophagenfunktion
IL-2 FITC 1:100 T-Zellen Aktivierung der T-Zellen,

Differenzierung zu
zytotoxischen T-Zellen

IFN-y PerCP5.5 1:50 Tul-Zellen Hemmt Ty2-Zellen,

Makrophagenaktivierung,
Erhohung der der
Expression von MHC
Klasse I Molekiilen,
verstirkt die Tyl-Aktivitdt

Anmerkung. Die Intrazellularfarbung dient der Charakterisierung des antigenspezifischen T-Zellprofils
im Verlauf einer Wespengift-Immuntherapie (Murphy/ Travers/ Walport 2014).

Aufbauend auf den Ergebnissen der 20 Wespengiftallergiker im Rahmen der ersten Messreihe,
wurde ein zweite Messreihe etabliert, mittels derer weitere Parameter (IL-5, IL-9, IL-13, Ki-
67) bei sechs Probanden untersucht wurden (Tabelle 13), wobei die Féarbung der
Oberflichenmarker jener der ersten Messreihe entsprach (Tabelle 11). Die zweite Messreihe
bestand aus zwei Messpunkten, zum einen vor Beginn der SIT und zum anderen eine Woche

nach der SIT-Steigerungsphase (Abbildung 2).
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Abbildung 2. Schema der Blutentnahmen; Untersuchungsmesspunkte der Messreihe 2
zur Charakterisierung antigenspezifischer T-Zellen im Verlauf einer Wespengift-Immuntherapie.

Tabelle 13. Intrazellularfdrbung der Messreihe 2

CD- Fluoro- Verdiinnun  Zelluliire Funktion

Antigen/ chrom g Expression

Zytokin

CD154 PE-Vio 770 1:10 Aktivierte Ligand fiir CDA40, induziert
CD4" Proliferation und aktiviert
T-Zellen B-Zellen

IL-13 PE 1:10 Tu2-Zellen Wachstum und

Differenzierung der B-Zellen,
hemmt Tu1-Zellen und

Produktion inflammatorischer

Zytokine,
IL-5 APC 1:10 Tu2-Zellen,  Wachstum und
Mastzellen Differenzierung eosinophiler
Zellen
Ki-67 FITC 1:10 Zellkern Proliferationsmarker
IL-9 PerCP5.5 1:20 Tha-Zellen Wachstum und

Differenzierung von
Mastzellen, stimuliert Tp2-

Zellen

Anmerkung. Vgl. Tabelle 12. Intrazellularfarbung der Messreihe 1.
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4.3  Isolierung mononukleérer Zellen aus peripherem Blut

Den Ausgangspunkt flir die Charakterisierung des antigenspezifischen T-Zellprofils stellten
mononukledre Zellen dar, die aus dem peripheren Blut der Probanden isoliert wurden (Periphal
Blood  Mononuclear  Cells, ~ PBMC). Die Isolierung erfolgte durch die
Dichtegradientenzentrifugation einer Ficoll-Losung aus heparinisiertem Vollblut. Dafiir wurde
das abgenommene Blut (ca. 24 ml) in ein 50 ml Reaktionsgefal iibertragen und auf 35 ml mit
PBS/EDTA Puffer aufgefiillt. Das so verdiinnte Blut wurde in ein neues 50 ml Reaktionsgefal3
auf 12ml Ficoll-Losung (p = 1, 007 g/ ml) gegeben und anschlieBend bei 20 °C und 300 g ohne
Bremse fiir 30 min zentrifugiert. Wahrend der Zentrifugation sedimentierten die Zellfraktionen
abhéngig von ihrer Dichte in unterschiedlicher Geschwindigkeit. Dadurch konnten die
Zellbestandteile in vier Phasen von unterschiedlicher Dichte separiert werden. Am Boden des
Reaktionsgefdl befanden sich die Zellen mit der hochsten Dichte: Erythrozyten, Granulozyten
und tote Zellen. Darauf lag die Ficoll-Schicht und dariiber eine schmale, triibe Interphase mit
den zu untersuchenden mononukleédren Zellen. Die oberste Schicht bestand aus einem Plasma-
Phosphatpuffer-Gemisch, das von allen Phasen die geringste Dichte besal.

Der schmale Ring aus mononukledren Zellen wurde nun vorsichtig abpipettiert, wobei die
Aufnahme der darunter liegenden zytotoxischen Ficolls weitestgehend vermieden wurde. Um
die mononukledren Zellen von mitaufgenommenen Thrombozyten und Resten der Ficoll-
Losung zu sdubern, wurden die Zellen in ein neues 50 ml Reaktionsgefdl iiberfiihrt und dieses
mit PBS/EDTA auf 45 ml aufgefiillt. Die Verdiinnung wurde bei 4 °C und 400 g mit Bremse fiir
15 min zentrifugiert, der Uberstand abgegossen und das Reaktionsgefil erneut mit PBS/EDTA
auf 45ml aufgefiillt. Nach einer weiteren Zentrifugation bei 4 °C und 400 g mit Bremse fiir
15min wurden der Uberstand abgegossen, das Zellpellet in 10ml RPMI 1640 Medium

resuspendiert und die Zellen gezihlt.
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4.4  Zellzahlbestimmung

Fiir die Zellzahlbestimmung wurden 10pul von den in 10ml RPMI 1640 Medium geldsten
Zellen in eine speziell flir die Zellzahlbestimmung hergestellten Losung (CASYton) gegeben
und mit dem CASY-TT analysiert.

Das Prinzip der CASY-Messung beruht auf der Pulsflichenanalyse. Dabei werden die Zellen
einzeln durch eine Messpore gesaugt, in der sich ein schwach pulsierendes Spannungsfeld von
1 MHz befindet, welches von zwei Platinelektroden erzeugt wird. Die Pore stellt fiir die
hindurchflieBenden Zellen einen elektrischen Widerstand dar. Beim Durchtreten einer Zelle
durch die Pore verdringt diese eine zum Zellvolumen korrespondierende Anzahl von
Elektronen. Zellen mit defekter Zellmembran wirken nicht mehr als elektrische Barriere und
konnen durch das Volumen ihres Zellkerns erfasst werden. Auf diese Weise ist es mdglich,
zwischen vitalen und toten Zellen, sowie zwischen Zelltrimmern und Zellclustern
(Zellaggregate von mehr als zwei Zellen) zu unterscheiden und die Zellen zu zihlen (OLS-
Omni Life Science GmbH 2016).

Das von CASY-TT gemessene Ergebnis der auf 10 ml verdiinnten 10 pl Zellprobe lie sich auf
die gesamte Probenmenge hochrechnen. Daraus konnte geschlussfolgert werden, dass sich in

einer Blutprobe von 24 ml zwischen 0,8 — 6- 10’ PBMCs befanden.

4.5 Zellkultur und Stimulation

Nach der Zellzahlung wurden die in 10ml RPMI Medium resuspendierten mononukledren
Zellen bei 4°C und 220 g mit Bremse fiir 10 min zentrifugiert und der Uberstand abgegossen.
Im Anschluss wurden die PBMCs erneut in RPMI 1640 Medium resuspendiert, welches 5%
AB Serum enthielt (RPMI 1640 Medium+5 % AB Serum), und auf drei Locher (Vertiefung der
Zellkulturplatte) einer Zellkulturplatte aufgeteilt und iiber Nacht in den Inkubator (37 °C, 5%
CO) gestellt. Dabei galt folgende Richtlinie: Ergab die Zellzdhlung 6 - 107 oder weniger Zellen,
dann wurden die Zellen in 3 ml RPMI 1640 Medium+5 % AB Serum resuspendiert und auf drei
Locher einer 12-Loch-Platte aufgeteilt (jeweils 1ml/Loch), sodass sich max. 2-107 Zellen in
jedem Loch befanden.

Wurde die Zellzahl von 6-107 iiberschritten, dann wurden die Zellen in 6 ml RPMI 1640
Medium+5% AB Serum resuspendiert und auf drei Locher einer 6-Loch-Platte aufgeteilt
(jeweils 2ml/Loch). Da bei den meisten Messungen die Zellzahl von 6 - 107 nicht iiberschritten

wurde, wird im Folgenden das Versuchsprotokoll unter Verwendung der 12-Loch-Platten
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beschrieben. Das Versuchsprotokoll zum Verlauf unter Verwendung der 6-Loch-Platten ist dem
Anhang beigefligt.

Die Charakterisierung des antigenspezifischen T-Zellprofils erfolgte mit Hilfe des
Aktivierungsmarkers CD154 aus der TNF-Superfamilie, der 4 — 12 h nach einer T-Zell-
Rezeptor-Stimulation von allen antigenspezifischen T-Zellen exprimiert wird (Bacher/
Scheffold 2013a; Bacher et al. 2013b). Die Stimulation erfolgte mit dem Wespengiftprodukt
Venomil® Wespe von Bencard® Allergie GmbH, das auch fiir die SIT bei den Probanden
verwendet wurde. 550pug trockenes Wespengift wurden in 550ul HSA-Losung
(Humanserumalbumin-Lésung) und 20 ul dieser Wespengiftlosung in eine der drei 12-Loch-
Platten gegeben. Da aber nur die wespengiftspezifischen T-Zellen untersucht werden sollten,
musste liberpriift werden, wie viele T-Zellen ohne Stimulation bzw. bereits vor der Stimulation
den Aktivierungsmarker CD154 exprimieren. Dies erfolgte durch die Einfiihrung einer
Negativkontrolle, fiir die eine Probe der drei 12- Loch -Platten unstimuliert blieb und damit der
mit Wespengift stimulierten Probe als Ausgangs- bzw. Vergleichsprobe diente. Um zu
kontrollieren, ob die Stimulation mit dem Wespengift erfolgreich war, wurde schlielich noch
eine Positivkontrolle eingefiihrt. MP65 ist ein immundominantes Candida-Antigen, das bei
nahezu allen gesunden Menschen eine Stimulation der T-Zellantwort hervorruft (Nisini et al.
2001) und sich daher als Positivkontrolle sehr gut eignete. Fiir die Positivkontrolle wurden 10 pl
des trockenen Antigens ,,PepTivator Candida albicans MP65 in 200 pl sterilem H>O geldst und
die Antigenlosung anschlieBend zu den mononukleédren Zellen der letzten von den drei Locher
auf der 12- Loch -Platte gegeben.

Unmittelbar vor der Stimulation wurden noch in jedes der drei Locher 10 ul (1:100) des CD40
Antikorper gegeben. Die Interaktion von CD40 und seinem Liganden CD154 spielt eine
wichtige Rolle in der T-Zell-B-Zell-Interaktion. Der CD40 Antikorper bindet CD40 und
verhindert dadurch die Bindung von CD154 an CD40 und die damit einhergehende
Herunterregulierung der CD154-Expression (Miltenyi 2018). Auf diese Weise konnte CD154
auf der Oberfliche von antigenspezifischen T-Zellen detektiert werden (Bacher/ Scheffold
2013a).

Die Zellen inkubierten nun bei 37°C und 5% CO> fiir 5h im Kulturschrank. Nach der
fiinfstiindigen Stimulation wurden 2 pl Brefeldin A (1:500) in jedes Loch gegeben, wodurch
die Oberfldchenexpression von CD154 durch Stérung des Golgiapparat-Signalwegs gehemmt
und die CDI154-Expression intrazellulir messbar wurde (Bacher/ Scheffold 2013a;
Chattopadhyay/ Yu/ Roederer 2005). Nach weiteren 2 h Inkubation unter gleichen Bedingungen

wurde mit der magnetischen Zellsortierung begonnen.
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4.6  Antigenspezifische T-Zell-Anreicherung
(ARTE: Antigen-reactive T cell enrichment)

Das humane T-Zellrepertoire erlaubt eine Reaktion auf viele verschiedene Antigene. Aufgrund
der geringen Anzahl der auf ein spezifisches MHC-Peptid reagierenden T-Zellen (0,2 — 60/ 160
naive T-Zellen) (Bacher/ Scheffold 2013a), muss ein ausreichend groBer Zellpool untersucht
werden, um die geringen T-Zellfrequenzen in der Peripherie zu charakterisieren. Dies gelingt
mit dem neuartigen ARTE Protokoll, mit dem Zellpopulationen von bis zu 107 — 10° Zellen auf
antigenspezifische T-Zellen untersucht werden konnen (Bacher et al. 2013b; Bacher et al.

2014), indem sie von den iibrigen Zellen separiert werden.

Dafiir werden die zu untersuchenden Zellen an superparamagnetische MicroBeads gebunden.
Bei MicroBeads handelt es sich um 50nm grof8e Magnetpartikel, die mittels Bindung
monoklonaler Antikorper (CD145 Biotin und Anti-Biotin-MicroBeads) CD154 exprimierende
T-Zellen binden und magnetisieren. AnschlieBend wird die Zellsuspension auf eine mit
Stahlwolle gefiillte Sdule aufgetragen, die sich in einem starken Permanentmagnet des MACS
Separators (OctoMACS) befindet. Beim Durchlauf der Zellsuspension durch die Siule bleiben
die an MicroBeads gebunden, magnetisierten Zielzellen an der Magnetsédule haften, wéihrend
die unmarkierten Zellen als Negativfraktion durch die Sdule hindurchflieBen. Die Sdule kann
anschlieBend aus der Dauermagnetvorrichtung entfernt und die Positivfraktion (CD154" T-

Zellen) aus der Sdule eluiert werden (Miltenyi et al. 1990).
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Abbildung 3. Magnetische Markierung und Separierung antigenspezifischer (CD154" T-Zellen unter
Anwendung des ARTE Protokolls, inspiriert von (Miltenyi Biotec® 2019).

Anmerkung. A: Magnetische Markierung der CD154"T-Zellen B: Magnetische Separierung der
magnetisierten CD154* T-Zellen. C: Elution der CD154" T-Zellen.
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4.6.1 Magnetische Markierung antigenspezifischer T-Zellen

Zuerst wurden die Zellsuspensionen (Wespengift-stimulierte, Candida-stimulierte und
unstimulierte Probe) aus den drei Locher der Loch-Platte in jeweils 1,5ml grofle
Reaktionsgefide iiberfiihrt, die Locher mit 500 ul PEB-Puffer gespiilt und die Spiillésungen
ebenfalls in die Reaktionsgefiale gegeben.

Um die Ergebnisse der Forschungsstudie bewerten zu konnen, musste zunédchst die Anzahl der
nach dem ARTE-Protokoll angereicherten CD4" T-Zellen bestimmt werden. Dafiir wurden vor
der magnetischen Markierung 25 ul Zellsuspension aus einem Reaktionsgefill entnommen und

eine Farbung fiir eine 50 pul Losung (25 pl Probe und 25 pl Farbung) angesetzt (

Tabelle 14). Die Zellen inkubierten fiir 10min abgedunkelt bei Raumtemperatur in dieser
Firbelosung, bevor 200ul PEB-Puffer dazugegeben und die CD4" Zellen anhand der

Durchflusszytometrie gezéhlt und der Anteil CD4" Zellen bestimmt wurden.

Tabelle 14. Herstellung der Firbelosung

CD-Antigen Fluorochrom Verdiinnung Menge in 50 pl
Losung
CD4 APC-Vio 1:10 S5ul
CD45-RO VioBlue 1:200 1 pl aus einer
1:4 Vorverdiinnung
Probe 25ul
PEB-Puffer 19ul

Anmerkung. Die Farbelosung dient der Ermittlung des mit ARTE angereicherten CD4" T-Zell-Anteils.

Die drei ReaktionsgefdBBe mit den verschiedenen Zellsuspensionen wurden nun bei 4 °C und
400 g mit Bremse fiir 5 min zentrifugiert und der Uberstand mit einer Pipette abgenommen.
Dann wurden die Zellpellets aufgeklopft und jeweils ein Gemisch aus 10 ul CD154-Biotin und
90 ul PEB-Puffer (1:10) vorbereitet, in dem die Zellen fiir 10 min bei 4 °C inkubierten. CD154-
Biotin ist ein an Biotin konjugierter monoklonaler Antikorper, der iiber den CD154
Oberflachenmarker antigenspezifische T-Zellen bindet. Nach der Inkubation wurden die Zellen

mit 1 ml PEB-Puffer gewaschen und bei 4 °C und 400 g mit Bremse fiir 5min zentrifugiert,
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wodurch ungebundenes CD154-Biotin aus der Zellsuspension entfernt wurde. Der Uberstand
wurde anschlieBend abgenommen und ein Gemisch aus 10 ul Anti-Biotin MicroBeads Ultra
Pure und 90 ul PEB-Puffer (1:10) auf die aufgeklopften Zellpellets gegeben. Wahrend der
flinfzehnminiitigen Inkubation bei einer Temperatur von 4°C konnten die MicroBeads den
monoklonalen Antikérper CD154-Biotin binden und dadurch die Zellen magnetisieren. Im
Anschluss wurden die nicht gebundenen MicroBeads mittels eines Waschritts, bestehend aus
1 ml PEB-Puffer und einer anschlieBenden fiinfminutigen Zentrifugation bei 4 °C und 400 g mit
Bremse, entfernt. Die Zellpellets wurden in 500 ul PEB-Puffer resuspendiert und es konnte mit

der magnetischen Separation begonnen werden.

4.6.2 Magnetische Separierung antigenspezifischer T-Zellen in Kombination mit
Oberflichen- und Intrazellularfirbung

Das fiir die magnetische Separierung erforderliche Magnetfeld wurde mit dem MACS
Separator (OctoMACS™ Separator) erzeugt. Fiir alle drei Proben (Wespengift-stimulierte,
Candida-stimulierte und unstimulierte Probe) wurde jeweils eine Trennsdule in die Armatur
eingehéngt. Die Trennsdulen wurden mit 500 ul PEB-Puffer befeuchtet und anschlieen die
resuspendierten Zellldsungen auf die Trennsdulen aufgetragen. Die durch den CD154-Biotin-
anti-Biotin-MicroBead-Komplex gebundenen und dadurch magnetisierten antigenspezifischen
CD154" T-Zellen blieben nun im Magnetfeld innerhalb der Trennsdule hingen, wihrend die
nicht magnetisierten Zellen durch die Trennsdule hindurch liefen. Durch zwei Waschschritte
mit 500 ul PEB-Puffer und 500 ul PBS wurden zuriickbleibende ungebundene Zellen aus der
Trennsédule entfernt. Im Anschluss wurden jeweils 60 ul der Oberflichenfarbung (Tabelle 15)
auf die Zellen innerhalb der Trennsdulen aufgetragen und bei Raumtemperatur fiir 15 min an

einen abgedunkelten Ort gestellt.

Tabelle 15. Herstellung der Oberflichenfdrbung

CD-Antigen Fluorochrom Verdiinnung Menge in 200 pl
Oberflichenfirbung
CD14 VioGreen 1:10 20 ul
CD20 VioGreen 1:10 20 pul
CDS8 VioGreen 1:10 20l
CD4 APC-Vio 1:10 20 ul
CD45-R0 VioBlue 1:200 1l
Lebend/Tot-Farbstoff VioGreen 1:100 2ul
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Syto 9

PBS 119 pl

Anmerkung. Vgl. Tabelle 11. Oberflachenfiarbung der Messreihen 1 und 2.

Nach der Inkubation der Oberflichenfirbung wurden nichtgebundene nicht gebundene
Antikorper mittels 500 ul PBS aus den Trennsdulen gewaschen. Um die in den Trennsédulen
gebundenen und markierten Zellen aus den Trennsédulen zu entfernen, wurden die Trennsdulen
aus der Armatur genommen, wodurch das Magnetfeld zusammenfiel. Nun konnten die Zellen
mithilfe von 500 ul PBS und eines Stempels aus den Trennsdulen in 1,5ml Reaktionsgefilie
eluiert werden. Diese als Positivfraktion bezeichneten Zellen wurden nun zur Vorbereitung auf
die Intrazellularfirbung in 200 pl Inside Fix fiir 15 min abgedunkelt bei Raumtemperatur
inkubiert. Es wurden drei neue Trennsdulen in den MACS Separator eingehéngt, jeweils mit
500 ul PEB-Puffer befeuchtet und anschlieBen die drei Zellsuspensionen auf die Trennsdule
aufgetragen. Nachdem die Zellsuspensionen die Trennsdulen durchlaufen hatten, wurden
jeweils 200pul Permeabilisierungspuffer (Permeabilization Buffer) auf die Trennsédulen
aufgetragen. Darauf folgte die Intrazellularfarbung (Tabelle 16, Tabelle 17). Jeweils 60 pl der
Farbelosung wurden auf die Zellen innerhalb der Trennsdule aufgetragen und fiir 10 Min

abgedunkelt bei Raumtemperatur inkubiert.

Tabelle 16. Herstellung der Intrazellularfirbung fiir Messreihe 1

CD-Antigen Fluorochrom Verdiinnung Menge in 200 pl
Intrazellularfirbung

CD154 PE-Vio 770 1:10 20 ul

IL-4 PE 1:10 20 ul

IL-10 APC 1:10 20 ul

IL-2 FITC 1:100 2ul

IFN-y PerCP5.5 1:50 4 nl

Permeabilization 134 pul

Buffer

Anmerkung. vgl. Tabelle 11. Oberflichenfarbung der Messreihen 1 und 2
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Tabelle 17. Herstellung der Intrazellularfdrbung fiir Messreihe 2

CD-Antigen Fluorochrom Verdiinnung Menge in 200 ul
Intrazellularfirbung

CD154 PE-Vio 770 1:10 20 ul

IL-13 PE 1:10 20 ul

IL-5 APC 1:10 20 pul

Ki-67 FITC 1:10 20 ul

IL-9 PerCP5.5 1:20 10 pl

Permeabilization 110 pl

Buffer

Anmerkung. vgl. Tabelle 12. Intrazellularfarbung der Messreihe 1.

Nach der Inkubation der Intrazellularfirbung wurden 200 pl Permeabilisierungspuffer auf die
Trennsdulen gegeben und anschlieBend die sich innerhalb der Trennsdule befindenden
oberflachlich und intrazelluldr gefarbten Zellen mit 1 ml PEB-Puffer aus der Trennsdule in
1,5 ml Reaktionsgefife eluiert. Nachdem die drei Positivfraktionen bei 4° C und 400 g fiir 5 min
zentrifugierten wurden, konnten die Uberstinde entfernt und die Zellpellets in 50 pul PEB-Puffer
resuspendiert werden. Die Zellen waren nun so aufbereitet, dass sie mit der

Durchflusszytometrie analysiert werden konnten.
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4.7  Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie, auch FACS (fluorescence-activated cell Scanning) genannt, ist ein
Verfahren, mittels dessen Zellen innerhalb einer Zellsuspension auf der Grundlage von
Streulicht- und Fluoreszenzeigenschaften charakterisiert und quantifiziert werden kénnen. Ein
komplexes optisches System aus Lasern, Linsen, Filtern, Spiegeln und Detektoren ermoglicht
die Beantwortung von Fragen zu ZellgroB3e, Zellgranularitit, intrazellularen Bestandteilen und

Oberflachenstrukturen (BD Biosciences 2014; Fleisher/Oliveira 2019).

Die zu analysierende Zellsuspension wird in eine Kapillare gesaugt und von einer
Tragerfliissigkeit umgeben, sodass ein laminarer Hiillstrom entsteht. Dieser Strom flie3t in
Richtung einer Messkiivette, wobei deren Querschnitt sukzessive abnimmt und es zu einer
hydrodynamischen Fokussierung der Probe kommt. Dabei beschleunigt sich der Hiillstrom und
der Abstand zwischen den zu untersuchenden Zellen vergroBert sich, sodass jede Zelle einzeln
an einem monochromatischen Laserstrahl vorbeifliefit. Trifft der Laserstrahl auf eine Zelle,
wird das Licht gestreut. Das Vorwiértsstreulicht (FSC = Forward Scatter) beschreibt dabei das
Licht, das die Vorwirtsrichtung des Laserstrahls beibehdlt und nur geringfiigig (0,5°-2°)
abgelenkt wird. FSC ist vom Zellvolumen abhingig und reprisentiert somit die Grofe einer
Zelle. Licht, das um 90° abgelenkt wird, bildet das Seitwirtsstreulicht (SSC = Side Scatter) und
stellt ein Maf} fiir die Granularitit einer Zelle da. Anhand dieser zwei Daten kann bereits
zwischen Zelltrimmern, Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten unterschieden werde

(ebd.).

Zudem konnen anhand der Durchflusszytometrie - durch Markierung von Zellstrukturen mit
Fluorochrom tragenden Antikdrpern - Zellpopulationen unterschieden und detektiert werden.
Trifft der Laserstrahl auf eine derart markierte Zelle, wird das Fluorochrom angeregt und ein
Elektron wird auf ein hoheres Energieniveau gehoben. Nach Passieren des Laserstrahls féllt das
Elektron unter Abgabe von Photonenenergie auf das Ursprungsniveau zuriick, was als
Fluoreszenz registriert wird. Unterschiedliche Fluorochrome emittieren dabei Fluoreszenzen
distinkter Wellenldnge, wodurch zwischen verschiedenen Zellpopulationen unterschieden

werden kann (ebd.).
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4.8  Gating Strategie

Fiir die durchflusszytometrischen Messungen wurde der MACS Quant® Analyser 10 Flow
Cytometer der Firma Miltenyi Biotec verwendet. Die anschliefende Bearbeitung und Analyse
der Messungen, zu denen die Kompensationen und die Erstellung von Gating-Strategie
gehorten, erfolgte mit dem Programm FlowJo® 10. Die verwendete Gating-Strategie ist der

folgenden Abbildung zu entnehmen (Abbildung 4).

Zur besseren Darstellung der CD154" CD4" T-Zellen wurde Zellaggregate, tote Zellen (FSC-
Area vs. FSC-High) und Zellen, die nicht Teil dieser Forschungsuntersuchung waren, (CD8"
CD14" CD20") ausgeschlossen und das Gate um CD4" Lymphozyten gesetzt. Im Anschluss
wurden diese Zellen auf die Expression des Aktivierungsmarkers CD154 und weiterer
Oberflachen- bzw. Interzellularmarker untersucht (CD45-RO, IL-2, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-
13, IFN- v, Ki-67).
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Abbildung 4. Darstellung der Gating-Strategie zur Bestimmung antigenspezifischer CD4" T-Zellen
nach magnetischer Anreicherung CD154" T-Zellen.

Anmerkung. PBMC von Wespengiftallergikern wihrend der Einleitungsphase einer Wespengift-
Immuntherapie und PBMC von Nicht-Allergikern wurden fiir 7h mit Wespengift stimuliert.

(FSC-Area vs. SSC-Area): Gate wird um die Lymphozyten gesetzt; (FSC-High vs. FSC-Area) im
Lymphozyten-Gate: Gate wird um die Sigle Cells gesetzt; (CD4-VioBlue vs. CD8, CD14, CD20-
VioGreen) im Single Cells-Gate: Gate wird um die CD4" Lymphozyten gesetzt; (IL-2-FITC vs.
CD154-PE-Vi0770) im CD4" T-Zell-Gate: Gate wird um CD154" IL-2" T-Zellen sowie um CD154" IL-
2" T- Zellen gesetzt. Im CD4" T-Zell Gate wurden noch weitere Gates gesetzt: (IL-4-PE vs. CD154-PE-
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Vio770), (IL-10-APC vs. CD154-PE-Vio770), (IFN-y-PerCP5.5 vs. CD154-PE-Vio770), (IL-13-PE vs.
CD154-PE-Vi0770), (IL-5-APC vs. CD154-PE-Vi0770), (Ki-67-FITC vs. CD154-PE-Vi0o770), (IL-9-
PerCP5.5 vs. CD154-PE-Vio770).

49  Auswertung

Mit Hilfe der Messergebnisse der Durchflusszytometrie und weiteren Berechnungen konnte das
antigenspezifische T- Zellprofil charakterisiert werden. Die Berechnungen, die anhand der
durchflusszytometrischen Messungen durchgefiihrt wurden, sind in Tabelle 18 beispielhaft

dargestellt.

Zuerst wurde die Anzahl der stimulierten CD4" T-Zellen (C) berechnet, indem die Anzahl der
stimulierten PBMCs einer Zellreihe (A: Anzahl der PBMCs in 24 ml Blut geteilt durch 3) mit
dem Anteil an CD4" T-Zellen (B: stimulierte, aber nicht angereicherte CD4" T-Zellen)
multipliziert und anschlieBend durch 100 geteilt wurde.

AnschlieBend wurde die Anzahl der antigenspezifischen CD154" CD4" T-Zellen bestimmt (F).
Dafiir wurden die Differenz aus den Quantititen der mit Wespengift stimulierten Probe (D) und
der CD154" Event der unstimulierten Probe (E) gebildet. Um das weitere Zytokinprofil dieser
antigenspezifischen CD154" T-Zellen zu bestimmen, wurde dhnlich vorgegangen. Dafiir wurde
beispielweise zur Bestimmung der Anzahl der antigenspezifischen IL-4" CD154" CD4'T-
Zellen die IL-4" CD154" CD4" Events der unstimulierten Probe von den IL-4" CD154" CD4"
Events der mit Wespengift stimulierten Probe abgezogen. So, wie bei dem Zytokin IL-4
beschrieben, wurde mit allen anderen untersuchten Oberflichen — und Interzellularmarker
fortgefahren (CD45-RO, IL-2, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, IFN- vy, Ki-67). Zusitzlich wurde fiir
jedes Zytokin/ Marker der prozentuale Anteil unter allen antigenspezifischen T-Zellen
bestimmt (z. B.: Anzahl der IL-4" CD154" CD4" T-Zellen : (Anzahl der CD154" CD4" T-Zellen
: 100)).

Bestimmt wurde auch die Frequenz der antigenspezifischen CD154" CD4" T-Zellen (Anzahl
der antigenspezifischer CD154" CD4" T-Zellen, wenn lediglich eine T-Zellen stimuliert wird)
(G). Hierfiir wurde der Quotient aus den antigenspezifischen CD154" CD4" T-Zellen (F) und
der Anzahl der stimulierten CD4" T-Zellen (C) berechnet. Ebenso wurde bei der

Frequenzberechnung der unterschiedlichen Zytokine verfahren.
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Tabelle 18: Auswertung der durchflusszytometrischen Messergebnisse

A Anzahl der stimulierten PBMC 1-107
(Gesamtzahl der PBMCs in 24 ml Blut dividiert durch 3)

B Prozentualer Anteil der CD4" T-Zellen in der stimulierten, aber 20 %

nicht angereicherten Probe

C Anzahl der stimulierten CD4" T-Zellen 2-10°
(A-B):100

D CD154 positive Events in der antigenstimulierten, angereicherten 200
Probe

E CD154 positive Events in der unstimulierten, angereicherten Probe 50

F Anzahl der antigenspezifischen CD154" CD4" T-Zellen 150
(D -E)

G Frequenz der antigenspezifischen CD154" CD4" T-Zellen 7,510
(F:0O)

Anmerkung. Es handelt sich um eine Beispielrechnung.

4.10 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Forschungsergebnisse erfolgte mit dem Programm GraphPad
Prism® Version 6.01. Um die Nullhypothese ,Im Laufe der Wespengift-Immuntherapie
kommt es zu keinen Verdnderungen des antigenspezifischen T-Zellprofils* priifen zu koénnen,
wurden die aus den durchflusszytometrischen Messungen und anschlieBenden Berechnungen
hervorgegangenen Forschungsergebnisse mit verschiedenen statistischen Tests ausgewertet.
Dabei entschied das Signifikanzniveau o= 0,5 liber Annahme oder Verwerfen der
Nullhypothese. Bei einem Verwerfen der Nullhypothese wurde die Alternativhypothese ,,Die
Wespengift-Immuntherapie = moduliert das  antigenspezifischen  T-Zellprofil  von

Wespengiftallergikern® angenommen.

Bevor diese Hypothesen gepriift werden konnten, wurden die Forschungsergebnisse fiir jedes

zu untersuchende Zytokin und Marker (z. B.: antigenspezifische CD154" IL-4" T-Zellen) in
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Gruppen eingeteilt und mit dem D'Agostino-Pearson Test auf Normalverteilung getestet.

Dadurch entstanden folgende Gruppen:

o Wespengiftallergiker, deren PBMCs zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Wespengift-
Immuntherapie (BE1/ BE2/ BE3/ BE4) mit Wespengift stimuliert wurden,

o Wespengiftallergiker, deren PBMCs zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Wespengift-
Immuntherapie (BE1/ BE2/ BE3/ BE4) mit Candida stimuliert wurden,

e Nicht-Allergiker, deren PBMCs mit Wespengift stimuliert wurden und
e Nicht-Allergiker, deren PBMCs mit Candida stimuliert wurden.

AnschlieBend wurde fiir die Ergebnisse jede Gruppe der Mittelwert und die

Standardabweichung berechnet.

Um herauszufinden, ob die Wespengift-Immuntherapie Modulationen am antigenspezifischen
T-Zellprofil von Wespengiftallergikern vornimmt, wurden die Ergebnisse der verschiedenen
Zeitpunkte der SIT (BE1/ BE2/ BE3/ BE4) mit dem Friedman-Test (non parametric repeated

measures comparison) verglichen.

Da die Messreihe 2 (IL-5, IL-9, IL-13, Ki-67) nur aus zwei Messpunkten bestand (vor SIT und
eine Woche nach der SIT-Steigerungsphase), konnten die Ergebnisse dieser Versuchsreihe mit
dem nicht-parametrischen ,,Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test“ zur Priifung abhéngiger

Stichproben getestet werden.

Des Weiteren sollte mit dieser Forschungsuntersuchung eruiert werden, ob und wenn ja,
inwiefern sich das antigenspezifische T-Zellprofil der Wespengiftallergiker von dem der Nicht-
Allergiker unterscheidet. Diese Frage wurde mit dem ,,Mann-Whitney-U-Test* beantwortet,
einem nicht-parametrischen Test, mit dem zwei voneinander unabhédngige Stichproben
miteinander verglichen werden konnen. Das antigenspezifische T-Zellprofil der Nicht-

Allergiker stand dabei dem der Wespengiftallergiker vor Beginn der SIT gegeniiber.

38



S Ergebnisse

5.1  Antigenspezifische T-Zellen im Verlauf einer Wespengift-Immuntherapie

Um die antigenspezifische T-Zellantwort bei 20 Wespengiftallergikern im Verlauf einer
Wespengift-Immuntherapie untersuchen und bewerten zu konnen, wurde die Frequenz der
wespengiftspezifischen CD154" CD4" T-Zellen wie oben beschrieben berechnet und in einem
Kurvendiagramm abgebildet (Abbildung 5). Die Frequenzen wurden an der Y-Achse und die
verschiedenen Messpunkte an der X-Achse abgebildet. Fiir jeden Messpunkt wurde der
Mittelwert der antigenspezifischen CD154" CD4" T-Zellfrequenzen bestimmt und mit dem
Friedman Test verglichen. Dem Kurvendiagramm kann sehr gut entnommen werden, dass die
Frequenz wespengiftspezifischer T-Zellen im Verlauf der ersten Woche der SIT (BE1 zu BE2)
hochst signifikant anstieg (p < 0,0001) und im weiteren Verlauf der SIT wieder signifikant auf
den Ausgangswert fiel (BE2 zu BE3: p=0.0011; BE2 zu BE4: p < 0,0001).

Um zu tliberpriifen, ob die beobachte Abnahme antigenspezifischen T-Zellen von BE2 zu BE4
als Teil des SIT —Wirkmechanismus gewertet werden kann, oder ob dies tatséchlich nur durch
die groBer werdenden Intervalle zwischen Wespengiftinjektion und Blutentnahmen zu erkldren

ist, wurde bei drei Probanden weitere drei Messungen durchgefiihrt (Abbildung 5):

Die erste zusitzliche Messung (BE5S) wurde eine Woche nach der 3. Erhaltungsdosis
durchgefiihrt, wodurch der Abstand zwischen der Messung BE2 und der vorausgegangenen
Wespengiftinjektion nachgestellt wurde. Eine mit BE2 vergleichbar hohe Frequenz CD154"
CD4" T-Zell an BES5 hitte darauf hingedeutet, dass ein groBer werdender Abstand zwischen
Wespengiftinjektion und Messung eine niedrigere Frequenz CD154" CD4" T-Zell generiert und
primér nicht als Wirkmechanismus der SIT gedeutet werden kann. Mit dem Friedmann-Test
wurden die Mittelwert - Werte von BE2 und BES verglichen. Obwohl der p-Wert dieser kleinen
Stichprobe mit p=0,5578 nicht signifikant war, ist aus dem Diagramm (Abbildung 6) deutlich
ersichtlich, dass die an BE5 gemessenen Frequenzen CD154" CD4" T-Zell deutlich unter denen
von BE2 lagen.

Ein Jahr nach Beginn der Wespengift-Immuntherapie wurde eine erneute Blutentnahme
durchgefiihrt (BE6). Das Intervall zwischen der Blutentnahme BE6 und der letzten
vorausgegangenen Wespengiftinjektion entsprach vier Wochen und war damit so gro3 wie das
Intervall zwischen der 2. Erhaltungsdosis und der Messung BE4. Mit dem Friedmann-Test
wurde gepriift, ob sich die Frequenz antigenspezifischer T-Zellen innerhalb des ersten Jahres

noch einmal signifikant dndert. Dafiir wurden der Mittelwert -Wert von ein Jahr nach Beginn
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der SIT (BE6) mit dem von knapp zwei Monate nach Beginn der SIT (BE4) verglichen. Der
Test ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden Messpunkten (p > 0,9999).

Die Messung BE7 wurde ebenfalls ein Jahr nach Beginn der SIT durchgefiihrt. Allerdings lag
der Abstand zwischen der Blutentnahme BE7 und der vorausgegangen Wespengiftinjektion bei
einer Woche und entsprach damit dem Intervall zwischen der letzten Wespengiftdosis der
Steigerungsphase und der Messung BE2. Mit dem Friedmann-Test wurden die Frequenzen
antigenspezifischer T-Zellen von Messung BE2 mit denen von BE7 verglichen. Damit wurde
kontrolliert, ob die Frequenz antigenspezifischer T-Zellen eine Woche nach Wespengiftkontakt
erneut ansteigt, wenn die SIT bereits seit einem Jahr durchgefiihrt wird. Obwohl der p-Wert
von p = 0,5578 nicht signifikant war, wird in Abbildung 5 deutlich, dass die gemessenen
Frequenzen antigenspezifischer T-Zellen an BE7 deutlich unter denen an BE2 gemessenen

lagen.
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Abbildung 5. Kurvendiagramm der Frequenz von wespengiftspezifischen CD4" T-Zellen im Verlauf der
Einleitungsphase einer Wespengift-Immuntherapie.

Anmerkung. Das Kurvendiagramm stellt die Frequenz der an 20 Wespengiftallergikern mit Kontrolle
nach 1 Jahr SIT bei drei Probanden gemessenen CD4" T-Zellen dar.

BET1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-Steigerungsphase; BE3: 2 Wochen nach Erhaltungsdosis;
BE4: 4 Wochen nach Erhaltungsdosis; BES: 1 Woche nach Erhaltungsdosis; BE6: 1 Jahr SIT und 4
Wochen nach Erhaltungsdosis; BE7: 1 Jahr SIT und 1 Woche nach Erhaltungsdosis.

Zusitzlich zu den Ergebnissen aus Abbildung 5 (Wespengiftallergiker, deren PBMCs mit
Wespengift stimuliert wurden) wurden in dem Streudiagramm (grafische Darstellung von

Mittelwert und Streuung) aus Abbildung 6 die Ergebnisse der Positivkontrolle
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(Wespengiftallergiker, deren PBMCs mit dem Candida-Antigen MP65 stimuliert wurden) und
die der Nicht-Allergiker, deren PBMCs zum Vergleich ebenfalls mit Wespengift bzw. Candida-
Antigen MP65 stimuliert wurden, dargestellt. Die Daten zeigen, dass sich die Frequenz
candidaspezifischer CD4" T-Zellen im Verlauf der SIT und auch im Vergleich zu der von Nicht-

Allergikern nicht nennenswert dnderte.

Des Weiteren wurde mit dem Mann-Whitney-Test die Frequenz CD154" CD4" T-Zell von
Wespengiftallergikern vor SIT mit der von Nicht-Allergikern verglichen. Dabei konnte jedoch
kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen festgestellt werden (p = 0,2734).
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Abbildung 6. Streudiagramm der Frequenz von CD154" CD4* T-Zellen.

Anmerkung. Das Streudiagramm stellt die Frequenz der an 20 Wespengiftallergikern mit Kontrolle nach
1 Jahr SIT bei drei Probanden gemessenen CD4" T-Zellen dar. Vergleichend wurden PBMCs von
Wespengiftallergikern mit dem Candida-Antigen MP65 stimuliert und PBMCs von Nicht-Allergikern
mit Wespengift bzw. Candida-Antigen MP65 stimuliert (n = 20). BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach
der SIT-Steigerungsphase; BE3: 1 Wochen nach Erhaltungsphase; BE4: 1 Wochen nach
Erhaltungsdosis; BES: 1 Woche nach Erhaltungsdosis; BE6: 1 Jahr SIT und 4 Wochen nach
Erhaltungsdosis; BE7: 1 Jahr SIT und 1 Woche nach Erhaltungsdosis.
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CD154

5.2  Antigenspezifische Gedichtniszellen im Verlauf einer Wespengift-
Immuntherapie

Um das antigenspezifische T-Zellprofil im Verlauf einer Wespengift-Immuntherapie

bestimmen zu kdnnen, wurden die Frequenzen der verschiedenen Zytokine und Marker wie

unter Gliederungspunkt 4.9 beschreiben berechnet und in Streudiagrammen dargestellt.

Zusatzlich wurden die durchflusszytometrischen Messungen in Form von FACS Bilder

visualisiert, wobei die Bilder einem einzelnen Probanden zugeordnet werden kénnen, um eine

Vergleichbarkeit der Bilder zu ermdglichen (Abbildung 7).

Bei der Auswertung der antigenspezifischen Gedichtniszellen wurde bereits in den FACS-
Bildern ersichtlich, dass die Expression antigenspezifischer CD45-RO™ T-Zellen eine Woche
nach der SIT-Steigerungsphase (BE2) ihren Maximalwert einnahm und im weiteren Verlauf

der SIT wieder abnahm.

BE1 BE2 BE3 BE4

3
L I=1] @z 5@ az |7 e az 0 Jen @2

N 0,95 159 o074 127 0,33 276 6,73 256

Q4

Q3 a4
83 B Lo 81,0

163 14,0

CD45-RO Anzahl positiver Zellen:

BE1 BE2 BE3 BE4
CD45-RO" CD154* CD4* 13 37 10 16
CD45-RO* CD154* CD4* 19 837 83 87

Abbildung 7. FACS Bilder der wespengiftspezifischen Gedachtniszellen.

Anmerkung. BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT- Steigerungsphase; BE3: 2 Wochen nach
Erhaltungsdosis; BE4: 1 Woche nach Erhaltungsdosis; Q1: CD45-RO CD154" CD4" T-Zellen; Q2:
CD45-RO" CD154* CD4" T-Zellen; Q3: CD45-RO" CD154  CD4* T-Zellen; Q4: CD45-RO CD154
CD4* T-Zellen.

Diese Beobachtung wurde mittels der statistischen Auswertung bestitigt. Mit dem Friedman
Test konnte bestitigt werden, dass die Frequenz CD154" CD45-RO" T-Zellen von BE1 zu BE2

mit einem p-Wert von p < 0,0001 signifikant anstieg, um im Anschluss wieder signifikant zu
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sinken (BE2 zu BE3: p=0,0057; BE2 zu BE4: p <0,0001; Abbildung 8). Auch die Messwerte
ein Jahr nach Beginn der SIT (BE5, BE6, BE7) ergaben, dass die Frequenz der CD45-RO”*
CD154" CD4" T-Zellen nicht mehr erneut anstieg, auch wenn eine Woche zuvor ein

Wespengiftkontakt stattgefunden hatte (BES, BE7).

Der prozentuale Anteil der Gedichtniszellen unter allen antigenspezifischen T-Zellen nahm
jedoch innerhalb der ersten Woche der SIT von BE1 zu BE2 nicht signifikant zu (p =0,5188;
Abbildung 9). Im Vergleich zu den Nicht-Allergikern konnte bei Wespengiftallergikern vor
SIT (BE1) sowohl bei der Frequenz als auch dem prozentualen Anteil antigenspezifischer

Gedéchtniszellen kein signifikanter Unterschied beobachtet werden (Abbildung 8/9).
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Abbildung 8. Streudiagramm der Frequenz der CD45-RO" CD154" CD4" T-Zellen.

Anmerkung: Das Streudiagramm stellt die Frequenz der CD45-RO* CD154" CD4" T-Zellen im Verlauf
einer Wespengift-Immuntherapie dar. Vergleichend wurden PBMCs von Wespengiftallergikern mit
dem Candida-Antigen MP65 stimuliert und PBMCs von Nicht-Allergikern mit Wespengift bzw.
Candida-Antigen MP65 stimuliert (Nicht-Allergiker/ BE1 — BE4: n=20; BES — BE7: n=3). BE1: vor
SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-Steigerungsphase; BE3: 2 Wochen nach Erhaltungsphase; BE4: 4
Wochen nach Erhaltungsdosis; BE5S: 1 Woche nach Erhaltungsdosis; BE6: 1 Jahr SIT und 1 Wochen
nach Erhaltungsdosis; BE7: 1 Jahr SIT und 1 Woche nach Erhaltungsdosis.
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Abbildung 9. Streudiagramm des prozentualen Anteils an CD45-RO* CD154" CD4" T-Zellen unter den
antigenspezifischen T-Zellen.

Anmerkung. Darstellung im Verlauf einer Wespengift-Immuntherapie; vergleichend wurde PBMCs von
Wespengiftallergikern mit dem Candida-Antigen MP65 stimuliert und PBMCs von Nicht-Allergikern
mit Wespengift bzw. Candida-Antigen MP65 stimuliert (n = 20). BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach
der SIT-Steigerungsphase; BE3: 2 Wochen nach Erhaltungsphase; BE4: 4 Wochen nach
Erhaltungsdosis.

Im weiteren Verlauf wurden die antigenspezifischen Gedéchtniszellen auf die Expression der
Zytokine IL-10, IL-4 und IFN-y untersucht. Sowohl die Gedéchtniszellen der Nicht-Allergiker
als auch die der Wespengiftallergiker produzierten IL-10, wobei die Nicht-Allergiker nicht
signifikant mehr antigenspezifische IL-10" Gedichtniszellen besaBen als die
Wespengiftallergier vor SIT (p = 0.9826; Abbildung 10). Obwohl bei den
Wespengiftallergikern eine Woche nach der SIT-Steigerungsphase (BE2) ein leichter Anstieg
der IL-10 sekretierenden Gedachtniszellen beobachtet wurde (Abbildung 10 A/B), war dieser
nicht signifikant (p = 0,6236). Lediglich bei den CD45-RO" IL-10" IL-4" CD154" CD4" T-
Zellen konnte ein signifikanter Anstieg innerhalb der ersten Woche der SIT beobachtet werden

(p = 0,0180) (Abbildung 10 C).
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Abbildung 10: Streudiagramm der IL-4 und IL-10 Sekretion von antigenspezifischen Gedéchtniszellen.

Anmerkung: Darstellung im Verlauf einer Wespengift-Immuntherapie im Vergleich zu Nicht-
Allergikern (n=20). A: Frequenz CD45-RO" IL-10" 11-4" T-Zellen; B: CD45-RO" IL-10* IL-4"; C:
CDA45-RO" IL-10" IL-4"; BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-Steigerungsphase; BE3: 2 Wochen
nach Erhaltungsdosis; BE4: 4 Wochen nach Erhaltungsdosis .

Bei der Untersuchung antigenspezifischer IFN-y" Gedéchtniszellen fiel auf, dass bis auf eine
Person die Nicht-Allergiker keine antigenspezifischer IFN-y" Gedéchtniszellen bildeten und
damit nicht von den Wespengiftallergikern vor SIT zu unterscheiden waren. Im Verlauf der SIT
produzierten zwar einige Wespengiftallergiker antigenspezifische IFN-y" Gedichtniszellen,

jedoch war dies nicht signifikant (p = 0,0656, Abbildung 11).
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Abbildung 11. Streudiagramm der IFN-y und IL-10 Sekretion von antigenspezifischen
Gedichtniszellen.

Anmerkung. Darstellung der IFN-y und IL-10 Sekretion von antigenspezifischen Gedachtniszellen im
Verlauf einer Wespengift-Immuntherapie im Vergleich zu Nicht-Allergikern. A: Frequenz CD45-RO*
IL-10" IFN-y" T-Zellen; B: CD45-RO" IL-10" IFN-y"; BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-
Steigerungsphase; BE3: 2 Wochen nach Erhaltungsdosis; BE4: 4 Wochen nach Erhaltungsdosis.

5.3  Antigenspezifische IL-2* CD4" T-Zellen im Verlauf einer Wespengift-
Immuntherapie

Die Auswertungen der IL-2 produzierenden antigenspezifischen Zellen mit der
Durchflusszytometrie und dem Friedmann-Test zeigen einen signifikanten Anstieg der
Frequenz antigenspezifischer IL-2* T-Zellen eine Woche nach Beginn der SIT (BE1 zu BE2:
p=0,0003), dem 1im Anschuss ein hochste signifikanten Abfall der Frequenz
antigenspezifischer IL-2" T-Zellen von BE2 zu BE3 (p=0,0424) und BE2 zu BE4 (p = 0,0003)
folgte (Abbildung 12/13). Kontrollmessungen ein Jahr nach Beginn der SIT (BE6/BE7) zeigten
dhnliche Ergebnisse, wie sie bereits nach einem (BE3) bzw. zwei Monaten (BE4) SIT gemessen
wurden (Abbildung 13). Bei der Auswertung des prozentualen Anteils IL-2* T-Zellen unter
allen CD154" CD4" T-Zellen konnten jedoch keine signifikanten Anderungen beobachtet
werden (Abbildung 14). Ebenso ergab der Vergleich von Nicht-Allergikern und
Wespengiftallergikern vor SIT (BE1) mit dem Mann-Whitney-Test keine signifikanten
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Unterschiede in der Frequenz der antigenspezifischen IL-2" T-Zellen (p = 0,3782) (Abbildung
13).

BE1 BE2 BE3 BE4

228 037 ERE) 5,59 3,04 o1 1z05 2,06

CD154

a7
EEE] 0,058 875 -, 0413

IL-2 Anzahl positiver Zellen: >
BE1 BE2 BE3 BE4
IL2- CD154* CD4* 28 508 89 95
IL-2* CD154* CD4* 4 366 4 8

Abbildung 12. FACS Bilder der IL-2"CD154" CD4" T-Zellen.

Anmerkung: Darstellung in Form eines Streudiagramms. BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-
Steigerungsphase; BE3: 2 Wochen nach Erhaltungsdosis; BE4: 4 Wochen nach Erhaltungsdosis; QS5:
IL-2- CDI154" CD4" T-Zellen; Q6: IL-2* CD154" CD4" T-Zellen; Q7: IL-2* CD154 CD4" T-Zellen;
Q8: IL-2- CD154 CD4' T-Zellen.
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Abbildung 13. Streudiagramm der Frequenz der IL-2" CD154" CD4" T-Zellen.

Anmerkung. Vergleichend wurde PBMCs von Wespengiftallergikern mit dem Candida-Antigen MP65
stimuliert und PBMCs von Nicht-Allergikern mit Wespengift bzw. Candida-Antigen MP65 stimuliert
(Nicht-Allergiker/BE1 - BE4: p = 20; BES - BE7: p=3). BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-
Steigerungsphase; BE3: 2 Wochen nach Erhaltungsphase; BE4: 4 Wochen nach Erhaltungsdosis; BES:
1 Woche nach Erhaltungsdosis; BE6: 1 Jahr SIT und 4 Wochen nach Erhaltungsdosis; BE7: 1 Jahr SIT
und 1 Woche nach Erhaltungsdosis.
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Abbildung 14. Streudiagramm des prozentualen Anteils an IL-2" CD154" CD4" T-Zellen unter den
antigenspezifischen T-Zellen.

Anmerkung. Vergleichend wurden PBMCs von Wespengiftallergikern mit dem Candida-Antigen MP65
und PBMCs von Nicht-Allergikern mit Wespengift bzw. Candida-Antigen MP65 stimuliert. BE1: vor
SIT (n=20); BE2: 1 Woche nach der SIT-Steigerungsphase; BE3: 2 Wochen nach Erhaltungsphase;
BE4: 4 Wochen nach Erhaltungsdosis.

54  Antigenspezifische Tu2-Antwort im Verlauf einer Wespengift-
Immuntherapie

5.4.1 1L-4 produzierende Tu2-Zellen

Fiir die Beurteilung der antigenspezifischen Tu2 Antwort, welche liber die Kaskade aus B-
Zellaktivierung und IgE Produktion die Sensibilisierung wesentlich mitbeeinflusst, wurde die
Expressionsfrequenz der IL-4 produzierenden antigenspezifischen T-Zellen bestimmt. Wie den
FACS Bildern zu entnehmen, war die Anzahl der IL-4 produzierenden antigenspezifischen T-
Zellen eine Woche nach SIT-Beginn (BE2) am hohsten. Im weiteren Verlauf der SIT sank die
Expression wieder, sogar unterhalb des Ausgangswertes (Abbildung 15). Diese Beobachtung
wurde durch die statistische Auswertung mit dem Friedman-Test bestétigt (Abbildung 16/17).
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Anzahl positiver Zellen:

BE1 BE2 BE3 BE4
IL-4 CD154" CD4* 26 558 93 103
IL-4" CD154* CD4" 6 316 0 0

Abbildung 15. FACS Bilder der IL-4" CD154" CD4" T-Zellen.

Anmerkung. Darstellung in Form eines Streudiagramms; BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-
Steigerungsphase; BE3: 3 Wochen nach Erhaltungsdosis; BE4: 4 Wochen nach Erhaltungsdosis; Q9:
IL-4-CD154" CD4" T-Zellen; Q10: IL-4" CD154" CD4" T-Zellen; Q11: IL-4" CD154- CD4" T-Zellen;
Q12: IL-4 CD154° CD4" T-Zellen.

Die statistische Auswertung zeigte einen Anstieg der CD154" IL-4" CD4" T-Zellfrequenz
innerhalb der ersten Woche der SIT, welcher mit einem p-Wert von p < 0,0001 signifikant war
(Abbildung 16). Ebenso wie die Frequenz stieg auch der prozentuale Anteil der IL-4
produzierenden Zellen unter den CD154" T-Zellen signifikant an (p = 0,0001; Abbildung 17).
Wihrend der Mittelwert vor SIT (BE1) noch bei 7,562 % lag, stieg er innerhalb einer Woche
(BE2) auf 35,59 % an. Innerhalb der nachsten zwei bzw. sechs Wochen der SIT sank sowohl
die Frequenz als auch die Anzahl der IL-4 Produzenten unter den antigenspezifischen T-Zellen
wieder und erreichten dhnliche Werte wie vor der SIT (Frequenz BE2 zu BE3: p = 0,0018;
BE2 zu BE4: p < 0,999; Anteil der IL-4 Produzenten unter den antigenspezifischen T-Zellen
BE2 zu BE4 p = 0,0007). Die Kontrolluntersuchungen ein Jahr nach SIT-Beginn bestitigten
diese Ergebnisse. Es zeigten sich vergleichbar niedrige Frequenzen CD154" IL4" CD4" T-Zell,
wie sie nach drei Wochen Wespengift-Immuntherapie gemessen wurden. Zudem konnten keine
signifikanten Unterschiede zwischen der Messung ein Jahr nach SIT-Beginn und eine Woche
nach FErhaltungsdosis (BE7) und ein Jahr nach SIT-Beginn und vier Wochen nach
Erhaltungsdosis (BE6) festgestellt werden (Abbildung 16).

Der Vergleich mit den Nicht-Allergikern zeigt, dass auch Nicht-Allergiker
wespengiftspezifische IL4" CD4" T-Zellen aufweisen, wobei mit dem Mann-Whitney-Test kein
signifikanter Unterschied zwischen den Wespengiftallergikern vor SIT und den Nicht-
Allergikern festgestellt werden (p = 0,8603, Abbildung 16/17).

Im Hinblick auf die Positivkontrolle, fiir die PBMCs von Wespengiftallergiker mit dem
Candida-Antigen MP65 stimuliert wurden, fiel zwar auf, dass es im Verlauf der SIT zu einem
Anstieg der Frequenz candidaspezifischer IL4" CD4" T-Zellen kam (Abbildung 15), jedoch lag
der Anteil der IL-4 Produzenten unter diesen candidaspezifischer T-Zellen bei ca. 0%

(Abbildung 17).
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Abbildung 16. Streudiagramm der Frequenz der IL-4" CD154" CD4" T-Zellen.

Anmerkung. Vergleichend wurden PBMCs von Wespengiftallergikern mit dem Candida-Antigen MP65
und PBMCs von Nicht-Allergikern mit Wespengift bzw. Candida-Antigen MP65 stimuliert. (Nicht-
Allergiker/ B1 — B4: n = 20; BE5S — BE7: n=3). BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-
Steigerungsphase; BE3: 2 Wochen nach Erhaltungsphase; BE4: 4 Wochen nach Erhaltungsdosis; BES:
1 Woche nach Erhaltungsdosis; BE6: 1 Jahr SIT und 4 Wochen nach Erhaltungsdosis; BE7: 1 Jahr SIT
und 1 Woche nach Erhaltungsdosis.
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Abbildung 17. Streudiagramm des prozentualen Anteils an IL-4* CD154" CD4" T-Zellen unter den
antigenspezifischen T-Zellen.

Anmerkung. Vergleichend wurde PBMCs von Wespengiftallergikern mit dem Candida-Antigen MP65
stimuliert und PBMCs von Nicht-Allergikern mit Wespengift bzw. Candida-Antigen MP65 stimuliert
(n=2). BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-Steigerungsphase; BE3: 2 Wochen nach
Erhaltungsphase; BE4: 4 Wochen nach Erhaltungsdosis
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5.4.2 1IL-5 produzierende Tu2-Zellen

Zur Differenzierung der wespengiftspezifischen Tu2-Antwort im Verlauf einer Wespengift-
Immuntherapie, wurden bei sechs weiteren Probanden die Expression von IL-5, IL-9, IL-13
und Ki-67 produzierenden antigenspezifischen T-Zellen vor SIT und eine Woche nach Beginn
der SIT untersucht. Anhand der FACS-Bilder wurde bereits erkennbar, dass vergleichbar mit
den Ergebnissen fiir IL-4 auch die Frequenz der IL-5" CD154" CD4" T-Zellen innerhalb der
ersten Woche der SIT anstieg (Abbildung 18). Dies wurde auch in der statistischen Auswertung
mit dem Wilcoxon-Test ersichtlich (Abbildung 19/20)

BE1 BE2

I 3
0" 37 aa |0 v @B
1466 0,052 le0g 157

CD154 g -~ s
s 047 o
IL-5 Anzahl positiver Zellen:
BE1 BE2
IL-5-CD154" CD4* 21 151
IL-5" CD154* CD4* 0 12

Abbildung 18. FACS Bilder von IL-5"CD154" CD4'T-Zellen.

Anmerkung: Streudiagramm im Verlauf einer Wespengift-Immuntherapie. BE1: vor SIT; BE2: 1
Woche nach der SIT- Steigerungsphase; Q17: IL-5- CD154" CD4" T-Zellen; Q18: IL-5" CD154" CD4"
T-Zellen; Q19: IL-5" CD154 CD4" T-Zellen; Q20: IL-5" CD154 CD4" T-Zellen.

Es konnte gezeigt werden, dass die Frequenz IL5" CD154" T-Zellen innerhalb der ersten Woche
der Wespengift-Immuntherapie signifikant mit einem p-Wert von p = 0,0313 anstieg
(Abbildung 19). Der prozentuale Anteil der IL-5 Produzenten unter den antigenspezifischen
Zellen stieg zwar auch an (Abbildung 20), jedoch war dies nicht signifikant (p = 0,0938). Wie
auch schon bei der Auswertung von IL-4" CD154" T-Zellen beobachtet, zeigten auch hier die

Candida stimulierte Zellen nur eine sehr geringe bis keine IL-5 Expression.

51



Im Vergleich zu den Nicht-Allergikern konnte bei den Wespengiftallergiekern vor SIT keine
erhohte IL-5-Expression unter den antigenspezifischen T-Zellen gemessen werden

(p = 0,4502).
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Abbildung 19. Streudiagramm der Frequenz der IL-5" CD154" CD4" T-Zellen.

Anmerkung. Vergleichend wurde PBMCs von Wespengiftallergikern mit dem Candida-Antigen MP65
stimuliert und PBMCs von Nicht-Allergikern mit Wespengift bzw. Candida-Antigen MP65 stimuliert
(n=6). BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-Steigerungsphase.
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Abbildung 20. Streudiagramm des prozentualen Anteils IL-57 CD154" CD4" T-Zellen unter den
antigenspezifischen T-Zellen.

Anmerkung. Vergleichend wurde PBMCs von Wespengiftallergikern mit dem Candida-Antigen MP65
stimuliert und PBMCs von Nicht-Allergikern mit Wespengift bzw. Candida-Antigen MP65 stimuliert
(n=6). BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-Steigerungsphase.
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5.4.3 IL-9 produzierende Tu2-Zellen

Die Auswertung der IL-9" CD154" CD4" T-Zellen ergab, dass weder die Frequenz noch der
Anteil IL-9" Zellen unter den CD154" CD4" T-Zellen innerhalb der ersten Woche der SIT

anstieg (p= 0,25). Auch im Vergleich zu den Nicht-Allergikern konnten bei den

Wespengiftallergikern vor SIT kein signifikanter Unterschied in der Frequenz IL-9" CD154"

CD4" T-Zellen festgestellt werden (p = 0,25) (Abbildung 21-23).
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Abbildung 21. FACS Bilder der IL-9" CD154" CD4" T-Zellen.

Anzahl positiver Zellen:

IL-9-CD154" CD4*

IL-9" CD154* CD4"

BE1 BE2
21 161
0 2

Anmerkung. Darstellung in Form eines Streudiagramms. BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-
Steigerungsphase; Q13: IL-9° CD154" CD4" T-Zellen; Q14: IL-9* CD154" CD4" T-Zellen; Q15: 1L-9"
CD154 CD4' T-Zellen; Q16: IL-5 CD154 CD4" T-Zellen.
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Abbildung 22. Streudiagramm der Frequenz IL-9" CD154" CD4" T-Zellen.

Anmerkung. Vergleichend wurde PBMCs von Wespengiftallergikern mit dem Candida-Antigen MP65
stimuliert und PBMCs von Nicht-Allergikern mit Wespengift bzw. Candida-Antigen MP65 stimuliert
(n=6). BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-Steigerungsphase.
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Abbildung 23. Streudiagramm des prozentualen Anteils IL-9" CD154" CD4" T-Zellen unter den
antigenspezifischen T-Zellen.

Anmerkung: Vergleichend wurde PBMCs von Wespengiftallergikern mit dem Candida-
Antigen MP65 stimuliert und PBMCs von Nicht-Allergikern mit Wespengift bzw. Candida-
Antigen MP65 stimuliert (n=6). BE1: vor SIT; BE2: eine Woche nach der SIT-
Steigerungsphase
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5.4.4 1IL-13 produzierende Tu2-Zellen

Das Wachstum und die Differenzierung der B-Zellen wird unteranderem durch die Expression

von IL-13 angeregt. Im Verlauf der SIT konnte eine zunehmende IL-13 Produktion

antigenspezifischen T-Zellen eine Woche nach SIT-Beginn (BE2) gemessen werden

(Abbildung 24/26), die jedoch auf Grund der geringen Stichprobe von 6 Probanden nicht
signifikant war (p = 0,3125) (Abbildung 26). Bei der Auswertung der Frequenz der IL-13"

CD154" T-Zellen war hingegen ein signifikanter Anstieg eine Woche nach SIT-Beginn messbar
(p=0,313) (Abbildung 25). Im Vergleich zu den Nicht-Allergiekern konnte jedoch bei den

Wespengiftallergikern vor SIT kein Unterschied in der Frequenz IL-13"CD154" CD4"*

Zellen festgestellt werden.
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Abbildung 24. FACS Bilder der IL-13* CD154" CD4" T-Zellen.

Anzahl positiver Zellen:

T-

BE1 BE2
IL-13-CD154" CD4" 21 122
IL-13* CD154" CD4* 0 41

Anmerkung. BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT- Steigerungsphase; Q9: IL-13- CD154" CD4"
T-Zellen; Q10: IL-13" CD154* CD4" T-Zellen; Q11: IL-13"CD154 CD4" T-Zellen; Q12: IL-5CD154

CD4" T-Zellen.
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Abbildung 25. Streudiagramm der Frequenz IL-13* CD154" CD4" T-Zellen.

Anmerkung. Vergleichend wurde PBMCs von Wespengiftallergikern mit dem Candida-Antigen
MP65 stimuliert und PBMCs von Nicht-Allergikern mit Wespengift bzw. Candida-Antigen
MP65 stimuliert (n=6). BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-Steigerungsphase.
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Abbildung 26. Streudiagramm des prozentualen Anteils IL-13* CD154" CD4" T-Zellen unter den
antigenspezifischen T-Zellen.

Anmerkung. Vergleichend wurde PBMCs von Wespengiftallergikern mit dem Candida-Antigen
MP65 stimuliert und PBMCs von Nicht-Allergikern mit Wespengift bzw. Candida-Antigen
MP65 stimuliert (n = 6). BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-Steigerungsphase.
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5.5  Antigenspezifische IL-10" CD4" T-Zellen im Verlauf einer Wespengift-
Immuntherapie

Auch wenn in den hier dargestellten FACS-Bildern eines Probanden kein Anstieg der
antigenspezifischen IL-10 Sekretion im Verlauf der SIT beobachtet wurde (Abbildung 27), so
ergab die statistische Auswertung aller 20 Probanden dennoch einen Anstieg der IL-10"
CD154" CD4" T-Zellfrequenz innerhalb der ersten Woche der SIT (BE1) der mit einem p-Wert
von p=0,0292 signifikant war. Die nachfolgende Frequenzabnahme in den folgenden sechs
Wochen (BE4) war ebenfalls signifikant (p=0,0133) (Abbildung 28). Untersuchungen nach
einem Jahr SIT ergaben, dass sich die Frequenz IL-10" CD154" CD4" T-Zellen innerhalb des
Jahres SIT nicht mehr signifikant im Vergleich zu den Werten, die einen Monat nach SIT-
Beginn gemessen wurden, verdnderten. Stattdessen lagen die Frequenzen der IL-10" CD154"
CD4" T-Zellen nach einem Jahr SIT noch unter den Werten, die nach einem Monat SIT
gemessen wurde (BE6, BE7, Abbildung 28).

Bei Betrachtung des prozentualen Anteils der IL-10 produzierenden Zellen unter den CD154"
CD4" T-Zellen konnte beobachtet werden, dass iiber den Zeitraum aller Messungen dieser
Forschungsstudie (BE1 — BE4) der Mittelwert bei ungefihr 3 % lagen und damit keine
signifikanten Verdnderungen im Verlauf der SIT abgeleitet werden konnte (Abbildung 29).

Des Weiteren wurde die Frequenz der IL-10" CD154" CD4" T-Zellen der Wespengiftallergiker
vor SIT mit der von Nicht-Allergikern verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass die Frequenz
der Nicht-Allergiker mit einem Mittelwert von 7,0- 107 iiber dem von Wespengiftallergikern
vor SIT lag (9,8 -107®), was allerdings nicht signifikant war (p = 0,325).
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Abbildung 27. FACS Bilder der IL-10* CD154" CD4" T-Zellen.
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Anzahl positiver Zellen:

BE1 BE2 BE3 BE4
IL-10- CD154" CD4* 26 558 93 103
IL-10" CD154* CD4" 6 316 0 0

Anmerkung. BE2: 1 Woche nach der SIT- Steigerungsphase; BE3: 2 Wochen nach Erhaltungsdosis;
BE4: 4 Wochen nach Erhaltungsdosis; Q17: IL-10 CD154" CD4" T-Zellen; Q18: IL-10" CD154" CD4"
T-Zellen; Q19: IL-10"CD154-CD4"* T-Zellen; Q20: IL-100CD154CD4"* T-Zellen BE4: 4 Wochen nach
Erhaltungsdosis; Q17: IL-10" CD154°CD4" T-Zellen; Q18: IL-10" CD154" CD4"* T-Zellen; Q19: IL-
10" CD154 CD4" T-Zellen; Q20: IL-10- CD154- CD4* T-Zellen.
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Abbildung 28. Streudiagramm der Frequenz IL-10* CD154* CD4"T-Zellen.

Anmerkung. Vergleichend wurde PBMCs von Wespengiftallergikern mit dem Candida-Antigen MP65
stimuliert und PBMCs von Nicht-Allergikern mit Wespengift bzw. Candida-Antigen MP65 stimuliert.
(Nicht-Allergiker/ BE1 — BE4: n =20; BES — BE7: n=3). BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-
Steigerungsphase; BE3: 2 Wochen nach Erhaltungsphase; BE4: 4 Wochen nach Erhaltungsdosis; BES:
1 Woche nach Erhaltungsdosis; BE6: 1 Jahr SIT und 4 Wochen nach Erhaltungsdosis; BE7: 1 Jahr SIT
und 1 Wochen nach Erhaltungsdosis.
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Abbildung 29. Streudiagramm des prozentualen Anteils IL-10" CD154" CD4'T-Zellen unter den
antigenspezifischen T-Zellen.

Anmerkung. Vergleichend wurde PBMCs von Wespengiftallergikern mit dem Candida-Antigen MP65
stimuliert und PBMCs von Nicht-Allergikern mit Wespengift bzw. Candida-Antigen MP65 stimuliert
(n=20). BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-Steigerungsphase; BE3: 2 Wochen nach
Erhaltungsphase; BE4: 4 Wochen nach Erhaltungsdosis

Das Zytokin IL-10 kann von regulatorischen T-Zellen, Tu2-Zellen und vielen weiteren Zellen
sekretiert werden. Um zu iiberpriifen, ob die IL-10-Expression, die bei einigen Probanden eine
Woche nach SIT-Beginn beobachtet wurde (Abbildung 29) von Tu2- Zellen oder
regulatorischen T- Zellen ausging, wurden die IL-10" CD154" CD4" T-Zellen der drei
Probanden mit der stdrksten IL-10 Aktivitdt weiter untersucht. Wahrend die gleichzeitige
Expression von IL-4 und IL-10 fiir eine Tu2 Herkunft spriache, konnte die alleinige IL-10
Sekretion dieser Zellen eher ein Indiz fiir regulatorische T-Zellen sein. Die Auswertung ergab,
dass 50 der IL-10" CD154" CD4" T-Zellen zusitzlich IL-4 exprimierten, wihrend ausschlieBlich
vier der 54 gezihlten CD154" Zellen keine IL-4 sekretierten. Damit exprimierten 76,19 % der
IL-10" CD154" CD4" T-Zellen zusitzlich IL-4 (Abbildung 30).
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Abbildung 30. FACS-Bilder eines Wespengiftallergikers mit hoher IL-10 Aktivitét.

Anmerkung: Bildaufnahme eine Woche nach Beginn der SIT (BE2) zur Untersuchung der IL-10"
CDI154" CD4" T-Zellen (Gate QI18) auf eine gleichzeitige IL-4 Expression. Von 54 IL-10"
antigenspezifische T-Zellen waren 50 zusitzlich IL-4".

5.6  Antigenspezifische IFN- y* Tul-Antwort im Verlauf einer Wespengift-
Immuntherapie

INF-y ist ein Marker fiir die Tul-Zellantwort, der bei der Allergieentstehung eher eine

untergeordnete Rolle spielt. Um zu untersuchen, wie sich die antigenspezifische Tul-Antwort

im Verlaufe einer Wespengift-Immuntherapie verhélt, wurden IFN- y" CD154" CD4" T-Zellen

zu verschiedenen Zeitpunkten der SIT untersucht.

Obwohl bei drei Wespengiftallergikern ein Anstieg der IFN- y* CD154" CD4" T-Zellfrequenz
eine Woche nach SIT- Beginn gemessen werden konnte, auf den ein signifikante Abnahme
folgte (BE2 zu BE4: p = 0,2243), waren bei den restlichen 17 Wespengiftallergikern keine
signifikanten Anderungen der antigenspezifischen IFN-y" CD154" CD4" T-Zellen im Verlauf
der SIT-Einleitungsphase zu verzeichnen (Abbildung 31/32). Diese Beobachtung konnte durch
die Auswertung des prozentualen Anteils INF-y* Zellen unter den antigenspezifischen T-Zellen
im Verlauf der SIT bestitigt werden. Der Anteil INF-y" Zellen wunter den
wespengiftspezifischen CD4" T-Zellen war mit einem Mittelwert unter 10 % iiber die ersten
zweil Monate der SIT konstant (Abbildung 33). Die Kontrolluntersuchung nach einem Jahr SIT
(BE6, BE7) ergab ebenfalls eine geringe INF-y *CD154" T-Zellfrequenz ohne, dass
signifikante Unterschiede zu den Ergebnissen, die nach zwei Monaten SIT erhoben wurden,

festgestellt werden konnten.

Zudem konnte beobachtet werden, dass sich Nicht-Allergiker von Wespengiftallergikern vor
SIT nicht signifikant in der antigenspezifischen INF-y" T-Zellantwort unterschieden
(Abbildung 32/33).

60



CD154

BE1 BE2 BE3 BE4

R LK a4 5 e @e |0 Jma ora | " Jenz a4

/ \ 243 0,22 EREE 1] 315 0 323 o

als
044

=i

EE] 0,083 675 - Rk

TFN-y
Abbildung 31. FACS Bilder der IFN-y" CD154" CD4" T-Zellen.

Anzahl positiver Zellen:

BE1 BE2 BE3 BE4
Q13: IFN-y" CD154* CD4* 29 874 93 103
Q14: IFN-y " CD154" CD4* 3 0 0 0

Anmerkung. BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT- Steigerungsphase; BE3: 2 Wochen nach
Erhaltungsdosis; BE4: 4 Wochen nach Erhaltungsdosis; Q13: IFN-y"CD154" CD4" T-Zellen; Q14: IFN-
y" CD154" CD4" T-Zellen; Q15: IFN-y" CD154 CD4" T-Zellen; Q16: IFN-y CD154" CD4" T-Zellen.
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Abbildung 32. Streudiagramm der Frequenz IFN-y" CD154* CD4'T-Zellen.

Anmerkung. Vergleichend wurde PBMCs von Wespengiftallergikern mit dem Candida-Antigen MP65
stimuliert und PBMCs von Nicht-Allergikern mit Wespengift bzw. Candida-Antigen MP65 stimuliert,
(Nicht-Allergiker/ BE1 — BE4: n=20; BE5S — BE7: n=3). BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-
Steigerungsphase; BE3: 2 Wochen nach Erhaltungsphase; BE4: 4 Wochen nach Erhaltungsdosis; BES:
1 Woche nach Erhaltungsdosis; BE6: 1 Jahr SIT und 4 Wochen nach Erhaltungsdosis; BE7: 1 Jahr SIT
und 1 Woche nach Erhaltungsdosis.
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Abbildung 33. Streudiagramm des prozentualen Anteils IFN-y" CD154" CD4" T-Zellen unter den
antigenspezifischen T-Zellen.

Anmerkung. Vergleichend wurde PBMCs von Wespengiftallergikern mit dem Candida-Antigen MP65
stimuliert und PBMCs von Nicht-Allergikern mit Wespengift bzw. Candida-Antigen MP65 stimuliert
(n=20). BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-Steigerungsphase; BE3: 2 Wochen nach
Erhaltungsphase; BE4: 4 Wochen nach Erhaltungsdosis.

5.7  Antigenspezifische Ki-67" CD4" T-Zellen im Verlauf einer Wespengift-
Immuntherapie
Um zu liberpriifen, ob der kurzzeitig gemessene Anstieg wespengiftspezifischer T-Zellen eine
Woche nach der SIT-Einleitung Folge eine Differenzierungsprozesses war oder ob die
wespengiftspezifischen T-Zellen proliferierten, wurden wespengiftspezifische T-Zellen auf die
Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 untersucht. Die Ergebnisse dieser Messung ergab
zwar einen leichten Anstieg der Ki-67'CD154" T-Zellenfrequenz und des Ki-67" T-Zellen
Anteils, jedoch waren diese Ergebnisse nicht signifikant (p = 0,0625) (Abbildung 34-36).

Zudem war aus den Auswertungen zu entnehmen, dass auch Nicht-Allergiker den
Proliferationsmarker Ki-67 exprimierten. Jedoch war der Unterschied zu den

Wespengiftallergikern vor SIT nicht signifikant (p = 0,6).
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Abbildung 34. FACS Bilder der Ki-67" CD154" CD4" T-Zellen.

Anmerkung. BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT- Steigerungsphase; Q5: Ki-67- CD154"CD4*
T-Zellen; Q6: Ki-67" CD154" CD4" T-Zellen; Q7: Ki-67"CD154CD4" T-Zellen; Q8: Ki-67CD154
CD4" T-Zellen.

Anzahl positiver Zellen:

BE1 BE2
Ki-67-CD154" CD4" 21 163
Ki-67" CD154" CD4"* 0 0
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Abbildung 35. Streudiagramm Frequenz Ki-67" CD154" CD4" T-Zellen.

Anmerkung. Vergleichend wurde PBMCs von Wespengiftallergikern mit dem Candida-Antigen MP65
stimuliert und PBMCs von Nicht-Allergikern mit Wespengift bzw. Candida-Antigen MP65 stimuliert
(n=6). BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-Steigerungsphase.
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Abbildung 36. Streudiagramm des prozentualen Anteils Ki-67" CD154" CD4" T-Zellen unter den
antigenspezifischen T-Zellen.

Anmerkung. Vergleichend wurde PBMCs von Wespengiftallergikern mit dem Candida-Antigen
MP65 stimuliert und PBMCs von Nicht-Allergikern mit Wespengift bzw. Candida-Antigen
MP65 stimuliert (n = 6). BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-Steigerungsphase.

5.8  Korrelation zwischen Klinik und Messergebnissen

Von allen Probanden, die an der Untersuchung teilnahmen, wurden klinische Daten erhoben,
um diese mit den Ergebnissen der Datenanalyse zu vergleichen. Dabei fiel auf, dass weder das
Alter, noch das Geschlecht der Probanden wesentlichen Einfluss auf die antigenspezifische T-
Zellantwort zu nehmen schienen. So kam es sowohl bei den unter 50-Jdhrigen als auch bei den
iiber 60-Jahrigen (Abbildung 37), genauso wie bei Ménnern und Frauen (Abbildung 38) zu
einem Anstieg der IL-4" CD154" CD4" T-Zellen eine Woche nach Beginn der SIT, dem eine

signifikante Abnahme zu den Ausgangswerten folgte.
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Abbildung 37. Streudiagramm der Frequenz IL-4* CD154" CD4" T-Zellen in Abhéngigkeit vom Alter
der Wespengiftallergiker.

Anmerkung. A: unter 50 Jahre alte Wespengiftallergiker (n=7); B: iiber 60 Jahre alte
Wespengiftallergiker (n = 6); vergleichend wurde PBMCs von Wespengiftallergikern mit dem Candida-
Antigen MP65 stimuliert und PBMCs von Nicht-Allergikern mit Wespengift bzw. Candida-Antigen
MP65 stimuliert. BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-Steigerungsphase; BE3: 2 Wochen nach
Erhaltungsphase; BE4: 4 Wochen nach Erhaltungsdosis.
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Abbildung 38. Streudiagramm der Frequenz IL-4" CD154" CD4" T-Zellen in Abhédngigkeit vom
Geschlecht der Wespengiftallergiker.

Anmerkung. A: Mianner (n = 13), B: Frauen (n = 7). Vergleichend wurde PBMCs von
Wespengiftallergikern mit dem Candida-Antigen MP65 stimuliert und PBMCs von Nicht-Allergikern
mit Wespengift bzw. Candida-Antigen MP65 stimuliert. BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-
Steigerungsphase; BE3: 2 Wochen nach Erhaltungsphase; BE4: 4 Wochen nach Erhaltungsdosis.

Bei einem Blick auf die Begleitdiagnosen der Probanden fiel auf, dass Probanden die neben der
Wespengiftallergie auch an Asthma oder allergischer Rhinitis litten, einen besonders hohen
Anstieg der Frequenz IL-4" CD154" CD4" T-Zellen eine Woche nach der Einleitungsphase
(BE2) aufwiesen. Im weiteren Verlauf der SIT sank aber auch bei diesen Probanden die

Frequenz IL-4" CD154" CD4" T-Zellen wieder (Abbildung 39).
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Abbildung 39. Streudiagramm der Frequenz IL-4" CD154" CD4" T-Zellen bei Wespengiftallergikern,
die gleichzeitig an Asthma oder allergische Rhinitis litten.

Anmerkung. n=4; vergleichend wurde PBMCs von Wespengiftallergikern mit dem Candida-Antigen
MP65 stimuliert und PBMCs von Nicht-Allergikern mit Wespengift bzw. Candida-Antigen MP65
stimuliert. BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-Steigerungsphase; BE3: 2 Wochen nach
Erhaltungsphase; BE4: 4 Wochen nach Erhaltungsdosis.

Auf der anderen Seite zeigte jedoch die Schwere einer Wespenstichreaktion keine Korrelation
mit den gemessenen Frequenzen IL-4" CD154" CD4" T-Zellen. Denn sowohl Probanden mit
einer Miiller Grad-II Reaktion, als auch Probanden mit einer Miiller Grad IV Reaktion wiesen

hohe, aber auch niedrige Frequenzen IL-4" CD154" CD4" T-Zellen (Abbildung 40) auf.
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Abbildung 40. Streudiagramm der Frequenz IL-4* CD154" CD4" T-Zellen im Verlauf einer
Wespengift-Immuntherapie (BE1/BE2/BE3/BE4) in Abhéngigkeit vom anamnestisch erhobenen
Miiller-Grad.
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Anmerkung. A: Miller Grad II (n = 2); B: Miiller Grad IV (n=8); vergleichend wurde PBMCs von
Wespengiftallergikern mit dem Candida-Antigen MP65 stimuliert und PBMCs von Nicht-Allergikern
mit Wespengift bzw. Candida-Antigen MP65 stimuliert. BE1: vor SIT; BE2: 1 Woche nach der SIT-
Steigerungsphase; BE3: 2 Wochen nach Erhaltungsphase; BE4: 4 Wochen nach Erhaltungsdosis.

6 Diskussion

Seit 30 Jahren wird die SIT als derzeit einzige kausale Therapiemoglichkeit zur Behandlung
einer Wespengiftallergien eingesetzt. Obwohl die Wirksamkeit der SIT in vielen Studien
bestitigt wurde (Miiller et al. 1979; Hunt et al. 1978), ist der immunologische
Wirkmechanismus dieser Therapie insbesondere der Einfluss antigenspezifischer T-Zellen
noch nicht vollstdndig verstanden und Studien sind durch geringe T-Zellfrequenzen in der
Peripherie begrenzt. In dieser Untersuchung wurde das antigenspezifische T-Zellprofil wihrend
der Einleitungsphase der Wespengift-Immuntherapie bei 25 Wespengiftallergikern mittels der

Durchflusszytometrie unter Anwendung des ARTE-Protokolls ex-vivo charakterisiert.

Im Rahmen dieser Untersuchung wurde beobachtet, dass innerhalb der ersten Woche der SIT
die Anzahl wespengiftspezifischer CD4" T-Zellen und wespengiftspezifischer IL-4" CD4" T-
Zellen signifikant zunahm, um im weiteren Verlauf der SIT schnell wieder auf Ausgangswerte
zu sinken. Ahnliche Ergebnisse ergab die Analyse von IL-5%, IL-13", Ki-67", IL-2* und CD45-
RO" T-Zellen. Ein Anstieg von IFN-y" und IL-10 * T-Zellen war hingegen zu keinem Zeitpunkt

der Studie messbar.

Im Folgenden werden die Ergebnisse dieser Arbeit mit der bisherigen Literatur verglichen und
diskutiert. Zentral sind etwaige neue Erkenntnisse und deren moglicher Beitrag zum besseren
Verstdandnis der immunologischen Mechanismen einer Wespengift-Immuntherapie. Auch soll
diskutiert werden, welchen Vorteil das ARTE Verfahren gegeniiber den bisherigen
Untersuchungsmethoden liefert, um antigenspezifischer T-Zellen im Verlauf einer SIT zu

untersuchen und zu charakterisieren
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6.1  Diskussion des ARTE-Protokolls zur Untersuchung antigenspezifischer T-
Zellen

Das humane T-Zellrepertoire erlaubt eine Reaktion auf viele verschiedene Antigene; impliziert
jedoch, dass die Anzahl antigenspezifischer T-Zellen sehr gering ist (vorliegend kam auf 10°-
10° CD4" T-Zellen ca. eine antigenspezifische T-Zelle). Daher musste eine groBe
Zellpopulation untersucht werden, um eine qualitative Aussage iiber das Verhalten
wespengiftspezifischer T-Zellen im Verlauf einer SIT treffen und das wespengiftspezifische T-
Zellprofil zu charakterisieren. Mit dem neuartigen ARTE Verfahren ist es moglich,
Zellpopulationen von bis zu 107 — 10° Zellen auf antigenspezifischer T-Zellen zu untersuchen
(Bacher et al. 2013b; Bacher et al. 2014). Dafiir wurden PBMCs von Wespengiftallergikern im
Verlauf der SIT fiir sieben Stunden mit Wespengift und zwei Stunden mit Brefeldin A stimuliert
und anschlieBend iiber CD154 (CD40L) magnetisch angereichert und mit der
Durchflusszytometrie charakterisiert. Dadurch war es moglich nach nur kurzer Stimulation
wespengiftspezifische T-Zellen direkt und ex-vivo nachzuweisen, unabhingig davon, gegen
welches Epitop des Wespengifts die wespengiftspezifischen T-Zellen gerichtet sind. Dies ist
ein enormer Vorteil gegeniiber der MHC-II- Peptid-Tetramer Technologie, bei der das Tetramer
— ein Komplex aus einem loslichen rekombinanten MHC-Molekiil und einem spezifischen
Antigen-Peptid - bekannt sein muss, um diese biotechnologisch herzustellen und damit
antigenspezifische T-Zellen nachzuweisen. Auf Grund der extrem hohen Anzahl
unterschiedlicher T-Zell-Antigene als Folge des starken Polymorphismus von MHC-Genen ist
die Anzahl der genau definierten MHC-II-Peptid-Kombinationen im Vergleich zu den
tatsdchlichen Kombinationsmoglichkeiten sehr gering. Folglich konnen mit der Tetramer-
Methode nur wenige CD4" T-Zellspezifititen nachgewiesen werden, sodass bedacht werden
muss, dass die T-Zellspezifitdit sowohl zwischen den Probanden als auch im Verlauf der
verschiedenen Erkrankungsstadien variieren kann (Bacher/ Scheffold 2015; Dillon et al. 2015;
Schulten et al. 2018). So ist es zum Beispiel mdglich, dass antigenspezifische T-Zellen mit der
Tetramer-Methode libersehen werden, wenn der T-Zell-Rezeptor gegen ein anderes als das vom
MHC-II-Peptid-Tetramer-Komplex prasentierte Epitop gerichtet ist. Denn bei der Tetramer-
Methode werden meistens Epitop-spezifische T-Zellen identifiziert, die gegen das
Hauptallergen gerichtet sind. Es konnte aber gezeigt werden, dass sich T-Zellen gegen
unterschiedliche Epitope eines Allergens richten konnen, die zudem nicht im Hauptallergen
enthalten sein miissen (Dillon et al. 2015; Schulten et al. 2018; Schulten/Peters/Sette 2014;
Bacher et al. 2016). Diese T-Zellen konnten tatséchlich nicht von der Tetramer-Methode

erkannt werden, obwohl sie fiir das Untersuchungsergebnis eventuell relevant wiren. Mit der
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ARTE-Technick kann dieses Problem umgangen werden, da antigenspezifische T-Zellen
unabhéngig ihrer T-Zellspezifitit iiber die Expression des Aktvierungsmarker CD154 (CD40L)
nachgewiesen werden, der 5 — 7h nach Antigenstimulation auf naiven T-Zellen und Gedichtnis-
T-Zellen exprimiert wird (Bacher/ Scheffold 2015). Es wurde das gleiche Allergenextrakt zur
Stimulation verwendet werden, wie er fiir die SIT verwendet wurde. Bei dem verwendeten
Wespengift handelte es sich um das Produkt Venomil® Wespe des Herstellers Bencard®, das
aus einem Wespengiftgemisch flinf verschiedener Wespenspezies Nordeuropas und
Nordamerikas zusammengestellt wird (Banghard 2019), wodurch Wespengiftallergiker trotz
unterschiedlicher T-Zellspezifitdten mit dem gleichen Produkt therapiert werden. Dadurch war
es moglich mit dem ARTE-Protokoll das wespengiftspezifische T-Zellprofil im Verlauf der
Wespengift-Immuntherapie unabhidngig von der T-Zellspezifitit zu identifizieren und zu

charakterisieren.

Auch im Hinblick auf die Stimulationsdauer ist die ARTE Methode sehr gut geeignet, da bereits
nach 7h Antigenstimulation der Aktivierungsmarker CD154 exprimiert wird. Stimulationen
von ldngerer Dauer haben einen Einfluss auf die phénotypischen und funktionellen
Eigenschaften der antigenspezifischen T-Zellen (Bacher/ Scheffold 2015; Schulten et al. 2018;
Dillon et al. 2015), weshalb die Stimulation moglichst kurz gehalten werden sollte. Diese
Feinheit konnte bereits erheblichen Einfluss auf die Ergebnisse haben und erkldren, warum
Studien unterschiedliche Ergebnisse hervorbringen, obwohl sie vermeintlich das Gleiche

untersucht haben.

6.2  Verinderungen der wespengiftspezifischen T-Zellfrequenz im Verlauf
einer Wespengift-Immuntherapie

Um den Einfluss der SIT auf die Frequenz wespengiftspezifischer T-Zellen bei
Wespengiftallergiekern zu untersuchen, wurden wespengiftspezifische T-Zellen an 4
verschiedenen Zeitpunkten wéhrend der Einleitungsphase einer Wespengift-Immuntherapie
untersucht: BE1: vor Beginn der Wespengift-Immuntherapie; BE2: eine Woche nach SIT-
Steigerungsphase; BE3: zwei Wochen nach Erhaltungsdosis; BE4: vier Wochen nach
Erhaltungsdosis.

Die Daten zeigen, dass die Frequenz wespengiftspezifischer CD4" T-Zellen nach einer Woche
SIT (BE2) um mehr als das Tausendfache anstieg, wodurch sie deutlich {iber der von vor der

SIT (BE1) lag (p < 0,0001). Dies deutet darauf hin, dass schon die ersten drei Tage der

69



Einleitungsphase, in denen die Patienten in gesteigerter Dosis eine Gesamtmenge von 340,54
pg Wespengift erhielten, einen nachhaltigen Anstieg der wespengiftspezifischen T-
Zellfrequenz aufweisen, der eine Woche spiter bei BE2 noch gemessen werden konnte. Im
weiteren Verlauf der SIT wurde eine signifikante Abnahme der wespengiftspezifischen T-
Zellfrequenz (BE2 zu BE3: p = 0.0011) gemessen, bei der dhnliche Werte wie vor der SIT
erreicht wurden. Dies deutet darauf hin, dass schon die ersten drei Wochen der Wespengift-
Immuntherapie eine therapeutische Wirkung auf das Immunsystem der Wespengiftallergiker
haben, wo es trotz fortlaufender Wespengiftinjektion zu einer Reduktion der
wespengiftspezifischen T-Zellfrequenz kommt. Auch bei der folgenden Untersuchung vier
Wochen nach Erhaltungsdosis (BE4), sowie ein Jahr nach SIT-Beginn (BE6: vier Wochen nach
Erhaltungsdosis, BE7: eine Woche nach Erhaltungsdosis) konnten antigenspezifische T-
Zellfrequenzen nachgewiesen werden, die vergleichbar niedrig waren, wie sie bereits nach drei

Wochen Immuntherapie (BE3) gemessen wurden.

Um zu {Uberpriifen, ob der =zeitliche Abstand zwischen einer Messung und der
vorausgegangenen Wespengiftinjektionen Einfluss auf die Hohe der T-Zellfrequenz hat, wurde
die Messung BES durchgefiihrt. Die Messung BES wurde eine Woche nach der 3.
Erhaltungsdosis durchgefiihrt und simulierte damit den Abstand zwischen der Messung BE2
und der vorausgegangenen letzten Wespengiftdosis aus der Steigerungsphase. Da die
gemessene antigenspezifische T-Zellfrequenz an BES vergleichbar niedrig war als jene zwei
(BE3) bzw. vier (BE4) Wochen nach Erhaltungsdosis und damit signifikant viel niedriger als
jene eine Woche nach der SIT-Steigerungsphase (BE2), kann angenommen werden, dass die
im Verlauf der SIT sinkende wespengiftspezifische CD4" T-Zellfrequenz nicht Folge des
zunehmenden zeitlichen Abstands zwischen Wespengiftinjektion und Messung ist, sondern

vielmehr als immunologischen Wirkmechanismus der SIT gewertet werden kann.

Die Auswertung mit Candida-Antigen MP56 stimulierten PBMCs zeigt, dass die
candidaspezifische T-Zellfrequenz im Verlauf der SIT anndhrend unverédndert blieb, was darauf
hindeutet, dass die SIT tatsdchlich nur zu wespengiftspezifische Modulationen der

Immunsystem fiihrtt.

Bei der Auswertung der Nicht-Allergiker fiel auf, dass die wespengiftspezifische CD4" T-
Zellfrequenz dhnlich niedrig war als die der Wespengiftallergikern sieben Wochen nach Beginn
der SIT (BE4). Im Vergleich zu vor SIT (BE1), lag die wespengiftspezifische T-Zellfrequenz
der Nicht-Allergiker sogar iiber der von Wespengiftallergikern. Folglich kann die Hohe der
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antigenspezifischen T-Zellfrequenz nicht als immunologisches Unterscheidungsmerkmal

zwischen Allergikern und Nicht-Allergikern verwendet werden.

Eine Studie von Li et al. (Li/Boussiotis 2006) zeigte, dass sich die Frequenz antigenspezifischer
T-Zellen bei Atopikern nach Immuntherapie der Frequenz von Nicht-Atopikern annéherte. Dies
konnte auch in der vorliegenden Untersuchung beobachtet werden. Bereits 7 Wochen nach SIT-
Beginn nahm die wespengiftspezifische T-Zellfrequenz der Wespengiftallergiker Werte an, die

mit den Nicht-Allergikern vergleichbar waren.

6.3  Die Entwicklung des wespengiftspezifischen T-Zellprofils im Verlauf einer
Wespengift-Immuntherapie

6.3.1 Die Entwicklung der wespengiftspezifischen Tul und Tu2 Antwort

Obwohl die immunologischen Mechanismen von Allergien und der SIT speziell noch nicht
vollstindig verstanden sind, scheint eine pathologische Tu2-Antwort sowohl bei der
Entwicklung als auch bei der Therapie von Allergien eine entscheidende Rolle zu spielen. In
dieser Untersuchung wurde die wespengiftspezifische T-Zelleantwort wéhrend der
Einleitungsphase einer Wespengift-Immuntherapie untersucht, wobei anhand der Expression
der Zytokine IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13 die Entwicklung der antigenspezifischen Ty2- Antwort
analysiert wurde. So konnte gezeigt werden, dass die Frequenz der IL-4" CD154" CD4" T-
Zellen, vor allem die der Wespengiftallergiker, die gleichzeitig unter Asthma oder allergischer
Rhinitis litten, wihrend der ersten Woche der SIT (BE2) signifikant anstieg, um dann nach
weiteren zwei (BE3) bzw. vier Wochen (BE4) der SIT wieder auf Ausgangswerten abzusinken.
Die Kontrollmessungen, die ein Jahr nach Beginn der SIT erhoben wurden (BE6, BE7)
bestitigten dieses Ergebnis, da sich die wespengiftspezifische IL-4° CD154" CD4" T-
Zellantworten nicht nennenswert von den sechs Wochen nach SIT-Beginn (BE4) erhobenen
Ergebnissen unterschieden. Es konnte jedoch nicht nur gezeigt werden, dass die Frequenz der
CD154"IL-4" T-Zellen nach einem kurzzeitigen Anstieg im Verlauf der SIT sank, sondern auch
der prozentuale Anteil der IL-4" T-Zellen unter den wespengiftspezifischen CD4" T-Zellen
abnahm. Wihrend der Anteil IL-4" CD154" CD4" T-Zellen unter den wespengiftspezifischen
CD4" T-Zellen vor SIT (BE1) noch bei 7,6 % lag, stieg er innerhalb der ersten Woche der SIT
(BE2) auf 35,5%, um dann innerhalb der folgenden 6 Wochen (BE4) wieder auf 12,1 % zu

sinken.
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Ein dhnlicher Frequenzanstieg konnte bei den IL-5" und IL-13" CD154" CD4" T-Zellen
beobachtet werden. Zusammengefasst verdeutlichen diese FErgebnisse, dass die
Einleitungsphase der SIT nach einem kurzzeitigen Anstieg zu einer Abnahme der

wespengiftspezifischen Tu2-Antwort fiihrt.

Entgegen dem Anschein die candidaspezifische IL-4" T-Zellantwort steige ebenfalls kurzzeitig
wihrend der SIT an, lag der tatsdchliche prozentuale Anteil der candidaspezifischen IL-4" T-
Zellantwort unter den CD154" CD4" T-Zellen bei um 0 %. Dieses Ergebnis war zu erwarten, da
das Candida-Antigen MP-65 sowohl bei Allergikern als auch bei Nicht-Allergiekern keine Th2
Antwort hervorruft (La Sala et al. 1996; Nisini et al. 2001; Torosantucci et al. 1993).
Gleichzeitig verdeutlicht dieses Ergebnis, dass die Wespengift-Immuntherapie ausschlieBlich

zu wespengiftspezifischen Modulationen der T-Zellantwort fiihrt.

Bei Betrachtung der wespengiftspezifischen Tu2- Antwort unter den Nicht-Allergikern wurde
deutlich, dass Nicht-Allergiker durchaus mit einer IL-4" CD154" CD4" T-Zellantwort auf das
Wespengift reagierten. Bemerkenswert ist, dass die IL-4" CD154" CD4" T-Zellfrequenz der
Wespengiftallergiker vor SIT und sieben Wochen nach Beginn der SIT (BE4) dhnlich niedrige
Werte einnahmen, wie sie bei den Nicht-Allergikern zu messen waren. Daraus lésst sich
ableiten, dass der immunologische Unterschied zwischen Allergikern und Nicht-Allergikern
nicht primir durch das Vorhandensein antigenspezifischer Tu2-Zellen definiert ist, sondern
dass weitere immunologische Mechanismen existieren miissen, die eine Toleranzentwicklung
gegenliber einem Allergen induzieren konnen. Dennoch scheint die Reduktion der
antigenspezifischen Tu2-Antwort unter fortlaufender Allergenexposition eine wesentliche
Rolle fiir die Wirksamkeit der SIT zu spielen. Auch wenn der genaue Mechanismus fiir die
verminderte Ty2-Antwort noch nicht abschlie3end identifiziert wurde, ldsst sich die reduzierte
IL-4 Sekretion auch durch eine vermindert CD40/CD40L Expression erkldren, die bei
Immuntherapien mit vor allem hohen Allergendosen beobachtet wurde (Aversa et al. 1994;
Bellinghausen et al.1997) und die eine Reduktion der IL-4 Produktion bewirkt (Blotta et al.
1996), was wiederum durch eine geringer Identifizierungsrate IL-4" T-Zellen erklart werden

konnte.

Wihrend die Reduktion der Ty2-Antwort im Verlauf der SIT in vielen Studien nachgewiesen
wurde (Bellinghausen et al. 1997; Wambre/James/ Kwok 2012a; Durham et al. 1996; Miilleret
al. 1998; Marcotte et al. 1998; Pene et al. 1998; Murphy1993; Jutelet al. 1995; Chiang et al.
2018; O'Brien et al. 1997; McHugh et al. 1995; Akdis et al 1996), wird der Verlauf der Tnl-
Antwort unterschiedlich beschrieben (Durham et al.1996). So liegen Studien vor, die {iber einen
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Anstieg der Tul-Antwort durch die SIT berichten (Bellinghausen et al. 1997; Jutel et al. 1995;
Varney et al. 1993; McHugh et al. 1995) und solche, die keine Anderungen (Marcotte et al.
1998; Murphy 1993; Chiang et al. 2018) oder sogar eine Abnahme der Tul-Antwort
nachweisen konnten (Miiller et al. 1998; O'Brien et al. 1997). Die letztgenannten Studien
stiitzen die in dieser Studie erhobenen Ergebnisse einer unverdnderten Tul Antwort. Denn
sowohl die Frequenz der IFN-y" CD154" T-Zellen, als auch der prozentuale Anteil der IFN-y*
T-Zellen unter den wespengiftspezifischen CD4" T-Zellen blieb im Verlauf der SIT
kontinuierlich niedrig (BE1 — BE4: Mittelwert unter 8 %). Selbst nach einem Jahr fortlaufender
SIT konnte kein Anstieg der IFN-y" CD154" CD4" T-Zellantwort nachgewiesen werden.
Stattdessen war die wespengiftspezifische Tul-Antwort vergleichbar niedrig wie die Werte zu
Beginn der SIT. Interessanterweise produzierten die Nicht-Allergiker dhnlich wenig [FN-y wie
die Wespengiftallergiker, sodass diese Ergebnisse die Vermutung, eine SIT induziere eine Tul

Antwort, durch welche Toleranz gegeniiber einem Allergen erlangt wird, nicht stiitzen.

In welche Richtung sich eine naive T-Zelle entwickelt, ob eher eine Tyl oder Tu2-Antwort
beglinstigt wird, scheint von vielen Faktoren abhidngig zu sein. So erkannten Rogers et al., dass
bei der Stimulation mit einem ganzen Protein - wie in casu verwendet - eher die Entwicklung
einer Tu2-Antwort begiinstigt werden wiirde, wahrend l6sliche Peptide eher die Entwicklung
von Tx1-Zellen unterstiitzen wiirden (Rogers/ Croft 1999). Da die SIT mit einem aus mehreren
Proteinen bestehenden Wespengiftextrakt durchgefiihrt wurde, war es sinnvoll, fiir die
durchgefiihrte Restimulation ebenfalls diesen Wespengiftextrakt zu verwenden, da nur so der
gesamte Pool wespengiftspezifischer T-Zellen untersucht werden konnte. Zudem konnte bereits
in vielen Studien gezeigt werden, dass die verabreichte Antigendosis einen erheblichen Einfluss
auf den T-Zelldifferenzierungsprozess hat. So konnten unter anderem Caballido et al. zeigen,
dass sich bei steigender Antigenkonzentrationen das antigenspezifische T-Zellprofil von einem
IL-4 dominanten zu einem IFN-y gepriagten T-Zellprofil verschiebt (Carballido et al. 1992; ebd.
1997). Aber auch andere Forschungsgruppen konnten nachweisen, dass die IL-4 Produktion
vor allem durch eine geringe Antigenkonzentration hervorgerufen wird, wéahrend die
Produktion von IFN-y hohere Antigenkonzentrationen erfordert (Bellinghausen et al. 1997,
Secrist/ DeKruyff / Umetsu 1995). Zudem erkannten Caballido et al., dass Allergiker und
Patienten, die sich einer Desensibilisierung unterziehen, hohere Antigendosen bendtigten, um
eine IFN-y Antwort zu generieren, als sie von Nicht-Allergikern benotigt wurden (Carballido
et al. 1992; ebd. 1997). Diese Erkenntnisse wiirden nicht nur erkldren, warum trotz
gleichbleibend hoher Antigendosis in einigen Studien bei Nicht-Allergikern eine hohere IFN-y

Antwort als bei Allergikern nachgewiesen wurde (Leonard et al. 1997; Renzi et al. 1999).
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Dartiber hinaus wiirden sie einen Erkldrungsansatz dafiir liefern, warum einige Studien bei
Allergikern nach einer Desensibilisierung einen Anstieg der antigenspezifischen IFN-y" T-
Zellantwort nachweisen konnten (Bellinghausenet al. 1997; Jutel et al. 1995; Varney et al.
1993), wihrend andere dies nicht konnten und stattdessen von einer unveridnderten (Marcotte
et al. 1998; Murphy 1993; Chiang et al. 2018) oder sogar reduzierten Tu1-Antwort berichteten
(Miiller et al. 1998; O'Brien et al. 1997). Offensichtlich hat die bei der Stimulation verwendete
Antigenkonzentration einen groflen Einfluss auf den Differenzierungsprozess naiver T-Zellen,
sodass die Verwendung unterschiedlich hoher Antigendosen die Diskrepanzen zwischen den
verschiedenen Forschungsergebnissen erklaren konnte. Weiterhin konnte dies bedeuten, dass -
unabhéngig davon, ob es sich um einen Allergiker oder einen Nicht-Allergiker handelt - auf ein
Allergen/Antigen mit einer IFN-y" Tul-Antwort reagiert werden konnte, wenn nur die
individuelle Schwellendosis iiberschritten wird, ab der anstatt der IL-4" Tp2- Antwort die

Entwicklung einer IFN-y" Tl Antwort unterstiitzt wird.

Rogers et al. gingen dieser Erkenntnis weiter nach und untersuchten die Wirkung der
Signalstirke des T-Zell-Rezeptors (T cell receptor, TCR) auf das T-Zellprofil. Sie fanden
heraus, dass iliber eine kurze Dauer ein starkes TCR-Stimulationssignal in Form einer hohen
Antigengendosis und einer hohen TCR-Affinitdt die Differenzierung einer Tu2-Antwort
begiinstigt, wihrend die Tul-Antwort bereits bei einer geringeren TCR-Signalstirke generiert
wird. Auflange Sicht betrachtet kehrt sich dieses Phanomen um. Dann erzeugt die Kombination
aus einer hohen Antigendosis und einer starker TCR-Affinitdt bei langandauernder
Antigenstimulation eine Tyl-Antwort, wihrend eine geringere TCR-Signalstdrke eine Th2-

Antwort beglinstigt (Rogers/ Croft 1999).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Stirke der T-Zellbindung die Ausbildung einer Tul- bzw.
Tu2-Zytokinantwort beeinflusst. Dies konnte erkldren, warum zu Beginn der SIT sowohl die
Frequenz als auch der prozentuale Anteil der IL-4" CD154" CD4" T-Zellen, sowie die Frequenz
von IL-57/IL-13" CD154" CD4" T-Zellen stark anstieg. Nach der dreitégigen SIT-Einleitung
lag die verabreichte Gesamtdosis mit 340,56 ug Wespengift um das Hundertfache iiber der
natlirlichen Wespengiftdosis von 1,7 — 3,1 ng/ Wespenstich (Hoffman/ Jacobson 1984), was die
Induktion einer Th2-Antwort generiert haben konnte. Doch auch im weiteren Verlauf der SIT
blieb die verabreichte Antigendosis mit 100 pg Wespengift in Form der Erhaltungsdosen sehr
hoch und hitte nach Rogers zu einer Verschiebung von einer Tu2 dominierenden zu einer Tyl
gepragten T-Zellantwort fiihren miissen (Rogers/ Croft 1999). Doch stattdessen wurde in der
vorliegenden Untersuchung lediglich der Rickgang der antigenspezifischen IL-4" T-
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Zellenantwort beobachtet. Der Anstieg einer antigenspezifischen IFN-y" T-Zellantwort wurde
nicht beobachtet, auch nicht in den Messungen, die nach einem Jahr laufender SIT erhoben

wurden.

Neben der bereits beschriebenen Erkenntnis, dass hohe Antigenkonzentrationen eher die
Sekretion von IFN-y anstatt IL-4 begiinstigen, erkannten Secrist et al., dass Tu2-Zytokine
unabhingig vom T-Zellproliferationsstatus sezerniert werden konnen, wohingegen eine Thl-
Antwort erst durch eine aktive T-Zellproliferation - als Folge hoher Antigendosen - induziert
werden wiirde (Secrist/ DeKruyff/ Umetsu 1995). Da in casu die Expression des
Proliferationsmarkers Ki-67 nur leicht, aber nicht signifikant im Vergleich zum Beginn der SIT
anstieg, kann geschlussfolgert werden, dass die SIT keine Proliferation der
wespengiftspezifischen CD4" T-Zellen bewirkt, durch die eine Tul-Antwort generiert werden
konnte. Diese Beobachtung spricht erneut gegen die These der Entwicklung einer protektiven

Tul-Antwort im Verlauf der SIT.

Zusammengefasst bedeutete dies, dass die Wespengift-Immuntherapie die Reduktion der
wespengiftspezifischen Tu2-Antwort im peripheren Blut bewirkt, ohne dabei eine verstirkte
wespengiftspezifische Tul- Antwort zu generieren. Die gesteigerte Tul- Antwort, die einige
Forschungsgruppen beobachten konnten, konnte unter anderem durch die Verwendung sehr
hoher Antigendosen und langen in-vitro-Stimulationen erklidrt werden. Ob sich die Anzahl
wespengiftspezifischer Tu2-Zellen tatsichlich vermindert, oder ob diese Zellen aus dem
peripheren Blut in Lymphknoten wandern, um dort B-Zellen zu aktivieren und damit die

humorale Immunantwort zu férdern, ist derzeit noch nicht geklart.

6.3.2 Die Entwicklung wespengiftspezifischer Gedachtniszellen

Bei der Auswertung des Profils antigenspezifischer Gedédchtniszellen fiel auf, dass sowohl bei
den Allergikern als auch bei den Nicht-Allergikern der Grof3teil der wespengiftspezifischen T-
Zellen CD45-RO* war und damit den Gedéchtniszellen zugeordnet werden konnte. Diese
Beobachtung machten auch Kwok et al. bei der Untersuchung Fel d 1 (Hauptallergen den
Katzenallergie) spezifischer T-Zellen (Kwok et al. 2010). Die genauere Betrachtung der
antigenspezifischen Gedéchtniszellen zeigt, dass die SIT zwar auch einen kurzzeitigen Anstieg
der IL-10" IL-4" und der IL-10" IL-4" antigenspezifischen Gedichtniszellen bewirkte, jedoch
ausschlieBlich der Anstieg der CD45-RO* IL-10" IL-4" CD154" CD4" T-Zellfrequenz
signifikant war. Der Riickgang der antigenspezifischen IL-4" CD45-RO" T-Zellfrequenz, die
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im weiteren Verlauf der SIT beobachtet werden konnte, wurde auch von Secrist et al.
nachgewiesen und er konnte zudem festgestellt, dass die Abnahme der IL-4" CD45-RO" T-
Zellfrequenz mit der Dauer der Immuntherapie korrelierte (Secrist et al. 1993). Da unter den
antigenspezifischen IFN-y" Gedichtniszellen im Verlauf der SIT keine signifikanten
Veranderungen messbar waren, kann geschlussfolgert werden, dass eine SIT zwar zu
Veranderungen des antigenspezifischen Gedéchtniszellprofil fiihrt, sich die Modulation aber

auf die IL-4 Sekretion durch antigenspezifische Gedichtniszellen beschréinkt.

6.3.3 Die Entwicklung wespengiftspezifischer 1L-10" CD4* T-Zellen

Die Frage, welcher immunologische Mechanismus der SIT - Anergie, Deletion, Ignoranz oder
regulatorische T-Zellen - fiir die Toleranzentwicklung verantwortlich ist, wird immer noch

unter Experten diskutiert.

Die Toleranzinduktion durch regulatorische T-Zellen ist derzeit immer noch eine weit
verbreitete Theorie, die durch die Beobachtung einer im Verlauf der SIT ansteigender Frequenz
antigenspezifischer IL-10" T-Zellen erklart wird (Akdis et al. 1998; Akdis et al. 2004; Chiang
et al. 2018; Taylor et al. 2006). Die Theorie einer IL-10 vermittelten Toleranzinduktion
unterstiitzen die Theoriebefiirworter zusétzlich damit, dass Nicht-Allergiker mehr IL-10
sezernierende Typ-I regulatorische T-Zellen (Trl) produzieren wiirden als Allergiker. Da
Letztere durch den fehlenden Einfluss regulatorischer T-Zellen ein grofleres
antigenspezifisches IL-4" T-Zellrepertoire bilden konnten (Taylor et al. 2006), wiirde demnach

die Ausbildung von Allergien begiinstigt werden.

Als antiinflammatorisches Zytokin wirkt IL-10 vielfdltig auf die verschiedenen Zellen des
Immunsystems. So kann IL-10 iiber die Hemmung der B7.1 (CD80) /CD28 Interaktion die IL5-
Sekretion unterdriicken (Schandené et al. 1994), die Differenzierung von Trl Zellen induzieren
(Grouxet al. 1997), CD4" und CD8" T-Zellen in Anergie versetzen (Groux et al. 1996;
Steinbrink et al. 1999) und als starker Suppressor des Gesamt-IgEs und allergenspezifischen
IgEs, sowie als Induktor der IgG4-Produktion wirken (Akdis et al. 1998). Theoretisch
betrachtet, wiirde eine IL-10 Induktion somit einen guten FErkldrungsansatz fiir die
Toleranzentwicklung im Verlauf der SIT liefern. IL-10 wird aber nicht nur von regulatorischen
T-Zellen exprimiert. Vor allem Monozyten und B-Zellen sezernieren IL-10, daneben auch Tu2-
Zellen, Tul-Zellen, CD8" T-Lymphozyten, dendritische Zellen, Makrophagen, Mastzellen,

Eosinophile, Keratinozyten und verschiedene Tumorzellen (Moore et al. 1993; Del Prete 1993).
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Verdanderungen der IL-10-Konzentration lassen somit keine unmittelbaren Riickschliisse auf

bestimmte Zelltypverdnderungen zu.

In casu wurde der Einfluss der SIT auf das antigenspezifische IL-10"CD4" T-Zellprofil
untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die Frequenz IL-10" CD154" CD4" T-Zellen eine
Woche nach Beginn der SIT-Einleitungsphase (BE2) signifikant ansteigt, um dann im weiteren
Verlauf der SIT wieder signifikant zu Ausgangswerten abzusinken (BE3, BE4). Da der Verlauf
der IL-10" CD154" CD4" T-Zellantwort dem von IL-4 stark dhnelte, wurden die drei Proben
mit der stirksten IL-10 Aktivitdt auf eine gleichzeitige IL-4 Sekretion untersucht. So konnte
nachgewiesen werden, dass 76,19% der IL-10" CD154" CD4" T-Zellen gleichzeitig 1L-4"
waren, woraus geschlussfolgert werden kann, dass der Grofiteil des IL-10 am ehesten von Tu2-
Zellen produziert wurde, anstatt von regulatorischen T-Zellen. Die Beobachtung, dass der
prozentuale Anteil von IL-10 unter den wespengiftspezifischen CD4" T-Zellen wihrend der
Einleitungsphase der SIT mit einem gleichbleibenden Mittelwert um die 3 % sehr gering war,
deutet zusétzlich darauf hin, dass die SIT lediglich eine kurzfristigen Anstieg der IL-10"
CD154" CD4" T-Zellfrequenz induziert. Auch in den Messungen nach einem Jahr konnten IL-
10" CD154" CD4" T-Zellfrequenzen mit dhnlichen Werten wie vor Beginn der SIT (BE1) bzw.
drei und sieben Wochen nach Beginn der SIT gemessen werden, was ebenfalls gegen die

Theorie einer SIT vermittelten IL-10 Induktion spricht.

Ein voriibergehender Frequenzanstieg der IL-10" CD154" CD4" T-Zellen konnte auch in
anderen Studien bei Allergikern nach SCIT (subkutane Immuntherapie) oder SLIT (sublinguale
Immuntherapie) nachgewiesen werden (Mobs et al. 2012; Bohle et al. 2007; Schulten et al.
2016). Diese IL-10 Produktion war entweder ebenfalls ad interim oder erforderte einen
fortlaufend hohe Allergendosis (Meiler et al. 2008; Akdis et al. 1998; Francis/ Till/ Durham
2003; Bohle et al. 2007; Mobs et al. 2012; Schulten et al. 2016). Bacher et al. nahmen an, dass
die IL-10 Sekretion am wahrscheinlichsten von bereits vorhanden T-Effektorzellen ausging als
von de novo differenzierten naiven T-Zellen und beschrieben die IL-10 Sekretion als einen
dynamischen und selbstlimitierenden Mechanismus, der durch externe Stimuli moduliert
werden konne (Bacher/Scheffold 2018). Dass eine IL-10-Produktion keinen entscheidenden
Wirkmechanismus der SIT darstellt, machte zusitzlich der Vergleich von Nicht-Allergikern
und Allergikern deutlich. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigen, dass bei den
Nicht-Allergikern sowohl die Frequenz IL-10" CD154" CD4" T-Zellen, als auch der
prozentuale Anteil der IL-10" T-Zellen nicht signifikant hoher war als bei den

Wespengiftallergikern. Studien mit Untersuchungen der Nasenhaut von Nicht-Allergikern mit
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pMHC-Multimeren, Kurzzeitaktivierungsassays und IL-10-mRNA Analysen konnten ebenfalls
keine signifikante allergenspezifische IL-10" T-Zellantwort nachweisen (Bacher et al. 2016;
Parviainen et al. 2010; Nouri-Aria et al. 2004; Wambre et al. 2014), sodass all diese Ergebnisse
darauf hindeuten, dass die SIT nicht primir liber eine verstirkte IL-10 Produktion die
Toleranzentwicklung induziert (Bacher/Scheffold 2018), sondern andere Mechanismen

existieren miissen, die fiir eine peripheren Toleranzentwicklung verantwortlich sind.

6.4  Diskussion des immunologischen Mechanismus einer Wespengift-
Immuntherapie

Es konnte gezeigt werden, dass es im Verlauf der SIT zu keinem Anstieg
wespengiftspezifischer 1L-10" T-Zellen kommt, die eine Toleranzinduktion via
regulatorischer T-Zellen erklidren konnten. Dafiir sprechen auch die Ergebnisse von Bacher
et al. die zeigten, dass sich birkenpollen- und aspergillusspezifische Treg bei Nicht-Allergikern
und Allergikern weder qualitativ noch quantitativ unterscheiden (Bacher et al. 2014; ebd. 2016),
was kiirzlich bei der Untersuchung von Kindern mit bzw. ohne Erdnuss-Allergie bestétigt
werden konnte (Weissler et al. 2018). Da bei der Mehrheit der Nicht-Allergiker Treg-Zellen
gegen viele bekannte Allergene fehlen (Bacher/Scheffold 2018), miissen Treg-unabhidngige
Toleranzmechanismen existieren (ebd.). Auf der anderen Seite sind selbst hochallergische
Menschen gegen den Grof3teil der Aeroallergene resistent (ebd.), sodass Toleranzmechanismen
durchaus auch bei Allergikern erfolgreich greifen, sodass die Entwicklung von Allergien als
ein seltenes Ereignis des Toleranzkontrollverlusts gewertet werden kann (Traidl-Hoffmann/

Jakob/ Behrendt 2009).

Eine andere Mdglichkeit, iiber die Toleranz erlangt werde kann, ist die Anergie. Anerge Zellen
sind lebende aber unempfindliche Zellen, die ihre Féhigkeit verloren haben, auf ihr Antigen zu
reagieren (Akdis/Blaser/Akdis 2005) und daher weder proliferieren noch Zytokine produzieren
konnen (Valdor/ Macian 2013; Li/Boussiotis 2006). Die Aktivierung einer T-Zelle bendtigt
zwei Signale: die Erkennung des Antigens iiber den TCR (Signal 1) und kostimulierende
Signale (Signal 2), wobei sich das auf den T-Zellen lokalisierte Molekiill CD28 als das
dominierende kostimulierende Signal durchgesetzt hat (ebd.). Fehlt das kostimulierende Signal
(Signal 2), auch wenn das Signal 1 vorhanden ist, so kommt es nicht zur Bindung von CD28
an CD80/CD86 auf der antigenprisentierenden Zelle und damit nicht zur Transkription von IL-
2 (ebd.; Valdor/ Macian 2013). Das Zytokin IL-2 stellt jedoch einen Uberlebungsfaktor fiir die
aktivierte T-Zelle dar, indem es die Proliferation und Differenzierung der naiven T-Zellen zu
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T-Effektorzellen steuert (Murphy/ Travers/ Walport/ 2014) und damit eine Schliisselposition
fiir die Entscheidung von Aktivierung und Anergie einer T-Zelle einnimmt (ebd.). Dabei ist es
irrelevant, ob die Transkription von IL-2 durch die Bindung von CD28 an CD80/CD86
generiert wird oder der IL-2-Rezeptor unabhéngig vom kostimulierenden Signal aktiviert

wurde (Valdor/ Macian 2013).

Aus der Untersuchung der IL-2 Sekretion von wespengiftspezifischen CD4" T-Zellen in casu
ging hervor, dass sich die IL-2 Sekretion von Wespengiftallergikern vor SIT und Nicht-
Allergikern fast identisch verhalten. Nach einer Woche SIT konnte ein stark signifikanter
Anstieg der IL-2 sekretierenden wespengiftspezifischen T-Zellen beobachtet werden, was als
eine starke Aktivierung der wespengiftspezifischen T-Zellen interpretiert werden kann. Im
weiteren Verlauf der SIT sank die IL-2" CD154" CD4" T-Zellfrequenz jedoch wieder. Da
anerge Zellen kein IL-2 sezernieren, kann diskutiert werden, ob die Abnahme der IL-2 Frequenz
als Indikator fiir eine Anergieinduktion gewertet werden kann. Da der prozentuale Anteil der
IL-2 Sekretion unter den CD154" CD4" T-Zellen jedoch relativ konstant blieb, spriache dies

gegen die Theorie der Anergieinduktion.

Als Alternative zur Anergie stellt die Ignoranz einen Mechanismus der Toleranzentwicklung
dar, durch den sich Allergien auch dann entwickeln kdnnten, wenn zwar zuvor jahrelanger
Kontakt zu dem Allergen bestand, eine allergische Reaktion aber ausblieb (Bacher/Scheffold
2018). Wiren allergenspezifische T-Zellen bei Nicht-Allergikern inaktiviert, kdnnten sie sich
zu einem spéateren Zeitpunkt nicht mehr zu pathologische T-Zellen entwickeln (ebd.). Bei einem
toleranten Immunsystem, das Antigene stattdessen nur ignoriert, wire eine Sensibilisierung
durch Ignoranz-Verlust immer noch moglich (ebd.), sodass im Umkehrschluss die Mdglichkeit
bestiinde, die Ignoranz gegeniiber einem Allergen durch eine stetige Allergenkonfrontation im

Rahmen einer Immuntherapie wiederherzustellen.

Einen neuen Erkldrungsansatz fiir die klinische Wirksamkeit einer SIT liefert die kiirzlich bei
Atopikern entdeckte Subpopulation von Tu2-Zellen, die alle antigenspezifischen Tu2-Zellen
einschlieft und laut Wambre et al. durch eine SIT eliminiert wird (Wambre et al. 2012; ebd.
2017). Diese spezifische Tu2-Subpoluation, die sich durch CD4" CD45RO" CD27-
CD45RBlow CRTH2" CD161" CD49d" T-Zellen definiert, scheint mit globalen atopischen
Entziindungsstérungen assoziiert zu sein, weshalb diese Zellen als Tu2A-Zellen (,,A* fiir
Atopie) bezeichnet werden (ebd.). Es ist moglich, dass die in dieser Untersuchung beobachtete
Abnahme der wespengiftspezifischen Tu2-Antwort im Verlauf der SIT die Deletion von
antigenspezifischen Th2A-Zellen widerspiegelt. Da Tu2A -Zellen kaum bei Nicht-Atopikern
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zu finden sind, scheinen sie einen entscheidenden Einfluss auf die Pathogenese allergischer
Erkrankungen zu haben, weshalb Wambre et al. diese Zellen als therapeutisches Ziel und

Marker fiir die klinische Wirksamkeit von SITs vorschlagen (ebd.).

Insgesamt ist die Verminderung bzw. die Modulation pathogener Tn2-Zellen der derzeit am
besten dokumentierte Effekt der SIT auf allergenspezifische T-Zellen, dem ein
voriibergehender Anstieg IL-4", IL-5" und IL-13" Tu2-Zellen vorausgeht. Bis heute gibt es
keine Belege dafiir, dass eine SIT tatsdchlich stabile allergenspezifische Tree-Zellen induziert
(Bacher/Scheffold 2018). Auch wenn die Deletion einer pathogenen Tu2-Antwort sehr gut die
klinische Wirksamkeit der SIT erkldren konnte, ist ein Zusammenspiel aus Deletion, Anergie,

immunologischer Ignoranz und regulatorischen T-Zellen durchaus denkbar.

Summa summarum ermoglicht das neuartige ARTE-Verfahren die Untersuchung
antigenspezifischer T-Zellen direkt und ex-vivo, wodurch Artefakte durch zeitaufwéndige ex-
vivo Methoden vermieden werden und daher auch in Zukunft bei der Erforschung der

immunologischen Mechanismen der SIT eingesetzt werden sollte.

6.5 Ausblick

Ubereinstimmend mit vielen anderen Studien, hat sich die Verminderung einer pathologischen
Tu2 Antwort als der am beste dokumentierte immunologische Effekt einer SIT erwiesen. Ob
diese Beobachtung durch die Deletion von Atopie-assoziierten Th2A zu erkldren ist (Wambre
et al. 2017), miisste nun in weiteren Studien untersucht werden. Dabei konnte eine im SIT-
Verlauf abnehmende antigenspezifische Tr2A-Antwort, &hnlich wie sie bei IL-4"
antigenspezifischen Tu2-Zellen beobachtet wurde, vermuten lassen, dass vor allem Tu2A-
Zellen die abnehmende Tu2-Antwort im Verlauf der SIT bedingt haben.
Vergleichsuntersuchungen von erfolgreich und erfolglos therapierten Patienten konnten zudem
prifen, in wieweit antigenspezifische Tn2A-Zellen als pradiktiver Marker filir die
therapeutische Wirksamkeit von SITs eingesetzt werden konnten (ebd.). Wire bei den
erfolgreich therapierten Patienten — Patienten, bei denen nach Abschluss der SIT und erneuten
Wespenstichen allergische Reaktionen ausbleiben —  tatsdchlich keine antigenspezifische
Tu2A-Antwort nachweisbar, bei den erfolglos therapierten Patienten jedoch schon, wire die
Funktion von antigenspezifischen Th2A-Zellen als Erfolgsmarker fiir die SIT bestétigt und das
Therapieschema der SIT miisste neu iiberdacht werden. Denn wiirden antigenspezifischer

Tu2A-Zellen die Schliisselfunktion in der Pathogenese der Allergie bzw. der
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Toleranzentwicklung einnehmen, so konnte daraus geschlussfolgert werden, dass eine SIT nur
solange durchgefiihrt werden miisste, wie antigenspezifischen Tu2A Zellen nachweisbar sind.
Die individuelle Anpassung der Therapiedauer an das antigenspezifische Tu2A-Zellprofil
konnte verhindern, dass spezifische Immuntherapien auf der einen Seite unnotig lange
durchgefiihrt und auf der anderen Seite verfriiht abgebrochen werden, wodurch die Effektivitét

der Therapie erheblich gesteigert und die Kosten der Therapie gesenkt werden konnten.

Um die Bedeutung von Tu2A-Zellen in der SIT qualitativ zu bewerten, konnen die Th2A-
Zellen jedoch nicht alleine betrachtet werden. Es miissen alle Parameter beriicksichtig werden,
bei denen im Verlauf einer SIT Verdnderungen beobachtet werden. Daher sollte auch
untersucht werden, wie sich die wespengiftspezifische humorale Antwort im Verlauf der SIT
verdndert. Kommt es tatsdchlich zu einer Abnahme des wespengiftspezifische IgE-Spiegel zu
Gunsten einer wespengiftspezifischen IgG- bzw. IgG4-Produktion (Strait/ Morris/ Finkelman
2006; Wachholz/ Durham 2004; Gleich et al. 1982; Van Neerven et al. 2004) und korreliert
dieser Effekt mit den beobachteten Verdnderungen der Tu2 bzw. der Tu2A-Antwort? Denn
obwohl Studien zeigen konnen, dass der therapeutische Effekt einer SIT hdufig schon in den
frithen Phasen der SIT einsetzt (Akdis/Akdis 2011), werden Immuntherapien fiir eine Dauer
von 3-5 Jahre durchgefiihrt. Den frithen Effekt der SIT konnte die hier vorliegende
Untersuchung in Form einer abnehmenden Tu2-Antwort zeigen. Doch auch wenn sich
herausstellt, dass die beobachtete Verdnderung der Tu2-Antwort durch die Deletion von
antigenspezifischen Tu2A-Zellen hervorgerufen wurde, stellt sich immer noch die Frage,
warum die SIT nicht bereits nach den ersten Wochen der SIT, in der eine abnehmende Ty2-
Antwort beobachtet wurde, beendet werden kann. Liegt es daran, dass die komplette Deletion
der pathologischen Tu2-/Tu2A-Zellen tatsdchlich 3-5 Jahren dauert und ein fritherer Abbruch
der Therapie eine erneute Vermehrung der pathologischen Tu2-Zellen bewirken wiirde, oder
existieren weitere immunologische Mechanismen, die erst zu einem spéteren Zeitpunkt der SIT
aktiviert werden. Dies miisste weiter untersucht werden, weshalb auch der
wespengiftspezifische IgE- und IgG-Spiegel im Verlauf der SIT bestimmt und eine Korrelation

zur antigenspezifischen Th2-Antwort gepriift werden sollte.

Wie die meisten der Studien, die immunologischen Mechanismen von Wespengift-
Immuntherapien erforschten, stellte auch in dieser Untersuchung peripheres Blut das
Untersuchungsmedium der Wahl dar. Untersuchungen, die zeigen konnten, dass die
Therapiedauer und die Allergendosis gesenkt werden kann, wenn das Allergen anstatt subkutan

in den Lymphknoten gespritzt wird, dem Ort an dem antigenspezifische B- und T-Zellen
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aufeinander treffen, um die humorale Immunantwort einzuleiten (Senti et al. 2008; ebd. 2012;
Hylander et al. 2013) und die Tatsache, dass der natiirliche Wespenstich intrakutan anstatt
subkutan erfolgt, lassen die Uberlegung autkommen, ob nicht nur im peripherem Blut, sondern
auch in Biopsien aus den Lymphknoten und der Haut, in die das Wespengift bei der SIT
regelméBig gespritzt wird, antigenspezifische T-Zellen charakterisiert und anschlieBend mit
den Ergebnissen des peripheren Bluts vergleichen werden sollten. Dies konnte zusitzliche
Erkenntnisse zu dem immunologischen Wirkungssystem von Immuntherapien liefern und
konnte gleichzeitig priifen, ob die subkutane Injektion des Allergens tatsdchlich die Methode
der Wahl einer Immuntherapie darstellt, oder ob eine intrakutane oder sogar intralymphatische

Applikation des Allergens die Effektivitit der Immuntherapie weiter steigern konnte.

7 Zusammenfassung

Wespengiftallergien gehoren zu den Hauptverursachern von schweren Anaphylaxien in
Deutschland. Obwohl sich die spezifische Immuntherapie (SIT) als effektive Therapie etabliert
hat, sind die immunologischen Mechanismen dieser Therapie, insbesondere der Einfluss von
antigenspezifischer T-Zellen nicht vollstindig verstanden und Studien durch geringe T-
Zellfrequenzen in der Peripherie begrenzt. Um ein besseres Verstindnis fiir den
Wirkmechanismus von SITs zu erlangen, wurden in der vorliegenden Untersuchung die
antigenspezifischen, peripheren T-Zellantworten wihrend der Einleitung einer Wespengift-
Immuntherapie direkt und ex-vivo mittels Durchflusszytometrie charakterisiert. Hierfiir wurde
das neuartige antigenspezifische T-Zellen-Anreicherungs-Protokoll (ARTE: antigen-reactive T
cell enrichment) eingesetzt, das es ermoglicht geringe Mengen antigenspezifischer T-Zellen
durchflusszytometrisch zu untersuchen.

Es wurde die antigenspezifische T-Zellantwort von 20 Wespengiftallergikern vor SIT und in
einem Zeitraum von ein, drei und sieben Wochen nach der Einleitungsphase mit ARTE
charakterisiert werde. Nach 7h in vitro Stimulation mit Wespengift wurden
wespengiftspezifische T-Zellen via CD40L (CD154) magnetisch angereichert und analysiert
(CD4", CD45-RO", CD154", IL-2", IL-4", IL-10", IFN-y"). Weitere 6 Probanden wurden auf
IL-57, IL-9", IL-13" und Ki-67" T-Zellen vor SIT und eine Woche nach der SIT-
Steigerungsphase untersucht.

Es konnte beobachtet werden, dass die Frequenz der CD154" CD4" T-Zellen und CD154" IL-

4" T-Zellen zu Beginn der SIT signifikant anstieg, worauf ein schneller Riickgang zu
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Ausgangswerten folgte. Ahnliche Ergebnisse ergab die Analyse von IL-5", IL-13*, Ki-67*, IL-
2" und CD45-RO" T-Zellen. Ein Anstieg von IFN-y" und IL-10" T-Zellen war zu keinem
Zeitpunkt der Studie messbar.

Die Untersuchung zeigte, dass wiederholte Wespengiftinjektionen bei Wespengiftallergikern
nach einem anfinglichen Anstieg zu einer Abnahme der wespengiftspezifischen IL-4", IL-5"
und IL-13" Ty2-Zellen fiihrt, was eine Deletion oder Anergie von Tu2-Zellen vermuten ldsst.
Die kiirzlich bei Atopikern entdeckte Subpopulation von Tu2-Zellen, die Tu2A-Zellen, die
durch eine SIT eliminiert werden, bekréftigt die Theorie von der Deletion pathologischen Th2-
Zellen als wichtigsten immunologischen Mechanismus einer SIT. Der Idee der Entwicklung
eines protektiven Phinotyps widerspricht, dass in dieser Untersuchung kein Anstieg
antigenspezifischer IFN-y" und IL-10" T-Zellen zu verzeichnen war.

Schlussfolgernd ~ ermoglicht das  neuartige =~ ARTE-Protokoll die  Untersuchung
antigenspezifischer T-Zellen direkt und ex-vivo, wodurch Artefakte aufgrund zeitaufwindiger
ex-vivo Methoden vermieden werden. Das ARTE-Protokoll kann somit in Zukunft bei der

Erforschung der immunologischen Mechanismen der SIT niitzlich sein.
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8 Summary

Wasp venom allergy is one of the main reasons for severe anaphylaxy. Although venom
immunotherapy (VIT) is an efficient therapy, its mechanisms at the antigen specific T-cell level
are still not completely understood and studies are limited due to their low frequency in the
periphery. Here we characterised antigen-specific peripheral T-cell responses during initiation
of VIT directly ex vivo by applying the novel flow cytometric antigen-reactive T cell

enrichment protocol (ARTE) to analyse small amounts of antigen-specific T cells.

20 patients with wasp allergy were studied by using ARTE during the course of VIT. After 7h
in vitro stimulation wasp allergen-reactive T cells were magnetically enriched via CD40L
(CD154) and characterized (CD4", CD45RO", CD154", IL-2", IL-4", IL-10", IFN-y") before
starting immunotherapy and then one, three and seven weeks after initiating VIT. In addition,
six patients were further analysed for IL-5%, IL-9", IL-13" and Ki-67" T-cells before and one
week after the initiation of VIT.

We observed a significant increase of antigen specific CD154" CD4" T cells and antigen-
specific IL-4 producing Th2 cells at the beginning of VIT. This was followed by a rapid decline
to baseline levels. The further analysis of the Ty2 compartment showed an increase of IL-5 and
Ki-67 producing T cells, comparable to the development of IL-4 producing Th2 cells. Similar
findings were obtained by analysing CD45-RO" T cells and IL-2 producing T cells. An increase
of IFN-y" and IL-10" T cells was not detectable at any time point of the study and generally

their amounts were noticeably low during the entire study.

Our study shows that repeated wasp injections promote an early onset of increased numbers of
antigen specific IL-4, IL-5 and IL-13 producing Tx2 cells which decrease during the course of
VIT to baseline levels. The data suggest that repeated allergen injections may rather cause a
deletion or anergy of the antigen specific Tu2 cells. The decrease of Tn2 cells during the course
of VIT was not accompanied by an increase of IFN-y" or IL-10 producing cells, challenging the
concept of deviation into a “protective” phenotype. Considering the findings, the application of
novel flow cytometric tools enables to study antigen specific T cell responses direct ex vivo

and thereby helps to circumvent artefacts induced by ex vivo expansion methods.
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10 Anhang
ARTE-Protokoll fiir eine PBMC-Zellzahl grofier 6 x 107

Wurde die Zellzahl von 6-107 iiberschritten, dann wurden die Zellen in 6 ml RPMI 1640
Medium + 5 % AB Serum resuspendiert und auf drei Locher einer 6- Loch -Platte aufgeteilt
(jeweils 2 ml/ Loch). In jedes Loch wurden 20ul des CD40 Antikoérpers und in die mit
Wespengift zu stimulierende Probe 40 ul Wespengift (1:1 Mischung aus Trockengift und HLA
Losung der Firma Bencard® Allergie) bzw. in die mit dem Candida zu stimulierende Probe
40 ul das Candida-Antigen MP65. Anschliefend inkubierten die Zellen fiir fiinf Stunden bei
37°C und 5% CO». Nachfolgend wurden 4 pl Brefeldin A in jedes Loch gegeben und es folgte
eine weitere Inkubation von 2 h bei 37 °C und 5 % CO,. Nach der Inkubation wurden die Proben
in ein 5 ml Reaktionsgefall gegeben, die Locher mit 2 ml PEB-Puffer gespiilt und die Spiillosung
ebenfalls in die Reaktionsgefille gegeben. Gleichzeitig wurden 25 pl Zellsuspension aus einem
Reaktionsgefdl entnommen und eine Farbung hergestellt, um den Anteil der angereicherter

CD4+ T-Zellen zu bestimmen, wie unter 4.6.1 beschrieben.

Die drei Reaktionsgefdlle wurden nun bei 4° C und 400 g mit Bremse fiir 5min zentrifugiert
und der Uberstand mit einer Pipette abgenommen. Im Anschluss wurden die Zellpellets
aufgeklopft und jeweils ein Gemisch aus 25ul CD154-Biotin und 125pul PEB-Puffer
vorbereitet, in dem die Zellen fiir zehn Minuten bei 4° C inkubierten. Nach der Inkubation
wurden die Zellen mit 3 ml PEB-Puffer gewaschen und bei 4 °C und 400 g mit Bremse fiir 5 min
Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend abgenommen und ein Gemisch aus
25ul Anti-Biotin MicroBeads Ultra Pure und 125ul PEB-Puffer auf die aufgeklopften
Zellpellets gegeben. Wihrend der fiinfzehnminiitigen Inkubation bei einer Temperatur von 4 °C
konnten die MicroBeads den monoklonalen Antikérper CD154-Biotin binden und dadurch die
Zellen magnetisieren. Im Anschluss wurden die nicht gebundenen MicroBeads mittels eines
Waschritts, bestehend aus 3ml PEB-Puffer und einer anschlieBenden filinfminutigen
Zentrifugation bei 4° C und 400 g mit Bremse entfernt. Die Zellpellets wurden in 500 ul PEB-

Puffer resuspendiert und es konnte mit der magnetischen Separation begonnen werden.

Nachdem der MACS Separator zusammengebaut, die Trennsdulen eingehdngt und mit 500 pl
PEB-Puffer befeuchtet wurden, wurden die Proben auf die Trennsdulen aufgetragen. Die
Trennsdulen wurden mit 500 ul PEB-Puffer und 500 ul PBS-Puffer gewaschen und 60 pl
Oberflachenfiarbung auf jede Trennsédule aufgetragen (Tabelle 15), die anschlieBend fiir 15

Minuten abgedunkelt bei Raumtemperatur inkubierten. Nach der Inkubation wurden die
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Trennsdulen mit 500 pl PBS gewaschen und die Zellen mit 500 ul PBS und einem Stempel aus

den Trennsdulen eluiert.

Es wurden drei neue Trennsdulen in den MACS Separator eingehédngt, jeweils mit 500 ul PEB-
Puffer befeuchtet und anschlieend die drei Zellsuspensionen auf die Trennséure aufgetragen.
Nachdem die Zellsuspensionen durch die Trennséulen gelaufen waren, wurde jeweils 200 pl
Permeabilisierungspuffer auf die Trennsdulen aufgetragen. Darauf folgte die
Intrazellularfarbung (Tabelle 16 und Tabelle 17), fiir die 60 ul der Farbelosung auf die Zellen
jeder Trennsdule aufgetragen wurden und fiir 10 min abgedunkelt bei Raumtemperatur

inkubierten.

Nach der Inkubation der Intrazellularfirbung wurden 200 pl Permeabilisierungspuffer auf die
Trennsdulen gegeben und anschlieBend die Zellen mit 1 ml PEB-Puffer aus der Trennséule in
1,5 ml Reaktionsgefile eluiert. Nachdem die drei Positivfraktionen bei 4 °C und 400 g fiir 5 min
zentrifugiert wurden, konnten die Uberstéinde entfernt und die Zellpellets in 50 ul PEB-Puffer
resuspendiert werden. Die Zellen waren nun so aufbereitet, dass sie mit der

Durchflusszytometrie analysiert werden konnten.
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11 Thesen

1. Wiederholte Wespengiftinjektionen fiihren bei Wespengiftallergikern bereits innerhalb der
ersten drei Wochen einer Spezifischen Immuntherapie (SIT) nach einem kurzzeitigen
Anstieg eine Woche nach SIT-Beginn zu einer Reduktion von wespengiftspezifischen IL-
4%, IL-5" und IL-13" Tu2-Zellen. Dies ldsst vermuten, dass die SIT die Deletion oder
Anergy von pathologischen Tu2-Zellen induziert, wodurch eine Toleranz gegeniiber dem

zu behandelnden Allergen erlangt werden kann.

2. Die SIT induziert keine Proliferation wespengiftspezifischer T-Zellen. Der kurzzeitige
Anstieg wespengiftspezifischer IL-4", IL-5" und IL-13" Tu2-Zellen ging nicht mit einem
Anstieg des Proliferationsmarkers Ki-67 einher, sodass der Anstieg dieser Zellen vielmehr

durch einen Differenzierungs- als durch einen Proliferationsprozess zu erkliren ist.

3. Im Verlauf der SIT- Einleitung kam es zu keinem Anstieg wespengiftspezifischer [FN-y"
Tul-Zellen, wodurch die Theorie, eine SIT induziere die Entwicklung eines protektiven
Phénotyps, indem es zu einem Tu2 zu Tul Wechsels komme, verworfen werden kann.
Kontrolluntersuchungen nach einem Jahr SIT bestétigten diese Ergebnisse, da die Frequenz
wespengiftspezifischer IFN-y" Tul-Zellen nach einem Jahr SIT so niedrig war wie zu

Beginn der SIT.

4. Im Verlauf der SIT-Einleitung kam es zu keinem Anstieg wespengiftspezifischer IL-10" T-
Zellen, durch die eine von regulatorische T-Zellen ausgehende Toleranzinduktion hétte
begriindet werden kdnnen. Messungen nach einem Jahr SIT bestétigten, dass die SIT keinen
Anstieg wespengiftspezifischer IL-10" T-Zellen induziert. Zudem konnte gezeigt werden,
dass 76 % der wespengiftspezifischer IL-10" T-Zellen ebenfalls IL-4" waren. Dies deutete
darauf hin, dass die meisten IL-10" T-Zellen eher von T2 als von regulatorischen T-Zellen

stammten.

5. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den wespengiftspezifischen CD4" T-
Zellprofilen von Nicht-Allergikern und Wespengiftallergikern vor SIT festgestellt werden.
So besaBen weder die Wespengiftallergiker mehr wespengiftspezifische IL-4", IL-5" und
IL-13" Tu2-Zellen als die Nicht-Allergiker, noch besaBen die Nicht-Allergiker mehr
wespengiftspezifische IFN-y" und IL-10" T-Zellen als die Wespengiftallergiker. Das weist
darauf hin, dass anhand des antigenspezifischen T-Zellprofils nicht auf Allergiker oder

Nicht-Allergiker geschlossen werden kann.
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6. Weder das Alter noch das Geschlecht oder der Schweregrad einer Wespenstichreaktion
haben Einfluss auf das antigenspezifische T-Zellprofil. Jedoch konnte gezeigt werden, dass
gleichzeitig an allergischer Rhinitis oder Asthma leidende Wespengiftallergiker hohere
Frequenzen wespengiftspezifischer IL-4" Ty2-Zellen besaBen als Wespengiftallergiker, die

an keinen weiteren atopischen Erkrankungen litten.

7. Die Verwendung des neuartigen ARTE-Protokolls ermoglicht die Untersuchung
antigenspezifischer T-Zellen direkt und ex-vivo, wodurch Artefakte durch zeitaufwéndige

ex-vivo Methoden vermieden werden konnte.
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