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Einleitung

| Einleitung

I-1 Die allergische Immunantwort und ihre Regulation

Allergische Erkrankungen werden durch eine fehlregulierte Immunreaktion
verursacht [95, 108]. Die unkontrollierte und permanente Reaktion des
Immunsystems auf exogene Antigene ohne Toleranzinduktion kennzeichnet die
Pathogenese von Allergien bei Menschen mit entsprechender genetischer
Disposition und Exposition. Da Immunreaktionen aus der konzertierten
Interaktion verschiedener Immunzellen und ihrer Botenstoffe resultieren, ist die
Kenntnis Uber Art, Funktion, Quantitdt und Relevanz der einzelnen
Immunzellpopulationen von grof3er Bedeutung.

Seit Uber 20 Jahren beherrscht das Th1/Th2-Paradigma die wissenschaftliche
Erforschung allergischer Erkrankungen [95]: Dabei werden zwei Zellpopulationen
einander gegenubergestellt: Th1- und Th2-Zellen. Beide differenzieren sich aus
CD4-positiven  T-Zellen, unterscheiden sich jedoch sowohl in ihrer
Zytokinproduktion und ihren Oberflachenmarkern, als auch in ihrer Funktion
[141]. Durch die Exposition gegen intra- oder extrazellulare Pathogene, sowie
durch den Einfluss anderer beteiligter Immunzellen, werden Immunreaktionen mit
mehr Th1- oder mehr Th2-Zellen gefordert [154]. Im Falle der allergischen
Erkrankungen dominieren die Th2-Zellen. Diese fordern die Bildung von
antigenspezifischem IgE sowie die Aktivierung und Proliferation von
Immunzellen, welche die pathologische Immunreaktion verstarken [7].

Neue Forschungsergebnisse weisen jedoch auf eine deutlich komplexere
Regulation der Immunantwort bei allergischen Erkrankungen hin. Ein ganzes
Spektrum regulierender T-Zellen mit unterschiedlichen sezernierten Zytokinen
beeinflusst die Aktivitat und Proliferation von Th2-Zellen sowie die gesamte
immunologische Reaktion [135]. Zudem werden auch dendritischen Zellen, B-
Zellen und weiteren Immunzellen zunehmend regulierende Funktionen
zugeschrieben. Aus diesem Grund sollten in dieser Arbeit bekannte und aktuelle
Immunzellpopulationen bei Kindern mit allergischen Erkrankungen untersucht

werden.
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I-2 Charakterisierung und Funktion von humanen

Lymphozyten-Subpopulationen

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Lymphozyten-Subpopulationen
werden in den folgenden Abschnitten im Hinblick auf ihre Entwicklung, Funktion

und immunphanotypische Charakterisierung beschrieben.

1-2.1 B-Zellen

B-Zellen entwickeln sich aus hamatopoietischen Stammzellen im Knochenmark
und reifen zunachst zu Pro-B-Zellen heran. Diese tragen neben dem
Lymphozytenmarker CD45 auch den charakteristischen B-Zell-Marker CD19 und
MHCII sowie CD38 auf ihrer Oberflache und beginnen die Rearrangierung der
schweren Kette des B-Zell-Rezeptors (BZR). Bei den daraus entstehenden Pre-
B-Zellen kommt neben anderen Antigenen das oberflachengebundene IgM als
Marker hinzu. Die unreife B-Zelle wird vom Knochenmark in das Blut
ausgeschwemmt. Nach Entwicklungsstand und Funktion kdnnen im Blut
verschiedene B-Zell-Populationen unterschieden werden (s. Tabelle 1-1). Dabei
dient CD19 als universeller B-Zell-Marker, wahrend CD27 selektiv auf reifen
Gedachtniszellen zu finden ist [116]. Transitionale B-Zellen werden durch
CD19, IgD, IgM und CD38 charakterisiert. Die aktivierten, transitionalen B-
Zellen treten in die Marginalzonen oder follikularen Zentren der Germinalzonen
der Lymphknoten und der Milz ein und expandieren dort nach positiver Selektion
klonal zu Gedachtniszellen. Beim Menschen stellen CD5-positive B1-Zellen
eine Zwischenstufe in der Entwicklung zwischen transitionalen und naiven B-
Zellen dar [75]. Sie konnen, wie naive B-Zellen, Antigene binden und
prasentieren, sowie zu Gedachtnis-B-Zellen und Plasmazellen differenzieren.
CD5-positive B-Zellen werden an unterschiedlichen Orten im menschlichen
Korper gebildet und zirkulieren auch im peripheren Blut. CD5-positive B-Zellen
stellen 11-49% der B-Zellen beim Erwachsenen dar [99]. Obwohl auch unreife
und transitionale B-Zellen CD5 auf ihrer Oberflache tragen kénnen, so machen
B1-Zellen doch den gréten Teil der CD5-positiven B-Zellen aus (~87%). Sie
scheinen eine Rolle bei Autoimmunerkrankungen zu spielen. Es konnte gezeigt
werden, dass CD5-positive B-Zellen beim Menschen polyspezifische

autoreaktive Antikdrper gegen IgG und Einzelstrang-DNS bilden kénnen [42],
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21]. Durch die Produktion von IL-10 spielen sie eine wichtige Rolle bei der
Regulation von Immunreaktionen. So erhalt IL-10 durch einen positiven
Ruckkopplungsmechanismus die Lebensfahigkeit der B1-Zellen und ermdglicht
andererseits die Hemmung Uberreaktiver B-Zellen [39]. Die T-Zell-induzierte
Verminderung von CDS5 wahrend der B-Zell-Entwicklung fordert die Proliferation
und Differenzierung von B-Zellen zu reifen Plasmazellen.

Die naive B-Zelle tragt neben IgM auch IgD auf ihrer Oberflache, ist jedoch
CD27-negativ.

Marginalzonen-ahnliche B-Zellen tragen CD19 und IgM, wenig IgD und
zusatzlich CD27 auf ihrer Oberflache. Diese Population Uberschneidet sich mit
manchmal in der Literatur beschriebenen doppelt positiven Gedachtnis-B-Zellen
mit IgM- und IgD-Expression. Die gegenwartige Diskussion um Gedachtnis-B-
Zell-Populationen, die nur IgM oder nur IgD aufweisen, sowie IgM und IgD
gleichermalen tragen, ist noch nicht abgeschlossen.

Gedachtnis-B-Zellen werden durch die Oberflachenmarker CD19, CD27 und
IgM oder IgD gekennzeichnet. Diese CD27-positiven Populationen missen als
Gedachtnis-B-Zell-Populationen  betrachtet werden, die noch keinen
Klassenwechsel bei ihrer Antikdrperproduktion durchgemacht haben. Im
Folgenden werden alle Gedachtnis-B-Zellen mit positiver CD27-Expression
(CD19+CD27+) als Gedachtnis-B-Zellen 1 bezeichnet, und solche mit IgD-
Expression (CD19+CD27+IgD+) als Gedachtnis-B-Zellen 2. Gedachtnis-B-
Zellen mit IgM-Expression alleine (CD19+CD27+IgM) heilRen ausschliesslich-
IgM-Gedachtnis-B-Zellen [149].

Klassengewechselte B-Gedachtniszellen werden durch CD19, IgM und CD27
ohne IgD charakterisiert. Spate Gedachtniszellen weisen CD27 und CD38 aber
kein IgD und wenig IgM auf.

Auch die nachste Entwicklungsstufe der B-Zellen, die Plasmablasten, tragen
CD38 als Marker, verlieren jedoch die oberflachengebundene IgM-Expression.
Die enddifferenzierte Plasmazelle im Gewebe zeichnet sich durch die
zusatzliche Expression von CD138 aus [94, 90].

Das Fehlen des Oberflachenmarkers CD21 auf B-Zellen ist charakteristisch fur
transitionale B-Zellen, Plasmablasten und CD21-negative B-Zellen [147]. Bei
gesunden Menschen liegt ihre Zahl unter 20% der B-Zellen [146]. CD21-negative

B-Zellen werden vermehrt bei Typ la CVID-Patienten (Common variable immune
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deficiency) gefunden, bei denen ihre Anzahl mit der Splenomegalie korreliert
[151]. Ihre natlrliche Funktion beim Menschen ist letztlich noch nicht geklart.

B-Zellen produzieren nicht nur Antikorper, sondern weisen auch bedeutende
Antikdrper-unabhangige Funktionen auf, welche die Regulation von
Immunreaktionen beeinflussen. Sie kdnnen als Antigenprasentierende Zellen
effizient T-Zellen stimulieren [48] [73] und verstarken die Bildung von Gedachtnis-
T-Helfer-Zellen um den Faktor 1000 im Mausmodell [79]. Sie kénnen IL-1, IL-4,
IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12, GSCF, GMSCF, TNFa, TGF, VEGF, BMP6/7 und
LTa ausschutten und kdnnen den Aufbau lymphatischer Organe verandern [115].
Sie aktivieren Dendritische Zellen und beeinflussen ihre Reifung und Lokalisation
[43]. Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass sie den Effekt von
Dendritischen Zellen auf T-Zellen hemmen und deren Th1-Induktion durch IL-12
vermindern [71]. Sie aktivieren T-Helfer-Zellen und zytotoxische T-Zellen und
induzieren sowie verstarken sowohl Th1- als auch Th2-Differenzierungen. Sie
konnen eine T-Zell-Anergie zur Toleranzbildung bewirken sowie die Aktivitat von
Th1- und Th17-Zellen hemmen [71]. Sie kdnnen die Bildung von Treg induzieren
und ihre Funktion férdern oder hemmen, indem sie unterschiedliche Mengen von
IL-10 und TGFp ausschutten. AuRerdem konnen sie Anergie in Treg induzieren
[104] [158]. Ihre Wirkung hangt von ihrer absoluten und relativen Haufigkeit sowie
ihrer Aktivitat ab. Insbesondere transitionale, Marginalzonen-ahnliche und
anergische B-Zellen scheinen im Mausmodell durch die IL-10-Produktion
pathologische Immunreaktionen wie bei der autoimmunen Arthritis oder
autoimmunen Enzephalitis zu dampfen [71] [89] [33]. Duddy et al. [30] konnten
zeigen, dass auch beim Menschen IL-10 von B-Zellen produziert wird. IL-10 kann
entscheidend die immunologische Reaktion bei allergischen Erkrankungen
hemmen, und es besteht eine inverse Korrelation zwischen der IL-10-
Konzentration und allergischen Immunreaktionen [47]. Entscheidend bei der
Regulation der Immunreaktion ist die Balance zwischen den funktionalen B-Zell-
Subpopulationen [85]. Durch ihre Antigenprasentation gegenuber T-Helfer-Zellen
beeinflussen sie effektiv die resultierende Spezifitat in der Gedachtnis-T-Helfer-
Zell-Population. Ihre Ausschuttung von chemotaktischen Faktoren begunstigt
zudem die Einwanderung von Immunzellen in entziindetes Gewebe [85]. Bei
allergischen Immunreaktionen ist die Spezifitat und Aktivitat der B-Zellen von

Bedeutung, da sie fir die Bildung der antigenspezifischen IgE-Antikorper
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verantwortlich sind. Die gebildeten IgE-Antikorper ermoglichen die unmittelbare
allergische Reaktion sowie die konsekutive Pathophysiologie. Eine Veranderung
der B-Zell-Quantitdt und -Aktivitdt hatte somit unmittelbare Folgen fur die

Ausbildung der allergischen Immunreaktion [141].
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Tabelle I-1: Spezifische Oberflachenmarker in der B-Zell-Entwicklung

KNOCHENMARK BLUT SEWE'

Hamato- Pri- Marainal- Klassen-
OBER- poie- Pro- | Pre- Unreife Transi- naive Naive zongn- Gedachtnis-B- | gewech- Plas- Plasma
FLACHENS- | tische B- B- B-Zelle tionale B- B- Annliche Zelle selte Ge- | ma- zelle
MARKER Stamm- | Zelle | Zelle B-Zelle Zelle dachtnis- blast

Zelle B-Zelle DP |gM | IgD

zelle B-Zelle
CD34 X
CD45 X X X X X X X X X X X X X X
CD19 X X X X X X X X X X X X X
MHCII X X X X X X X X X X X X X
migM X X X X X X X X
mligD X X X X X X
CD27 X X X X X X X
CD38 X X X X X X
CD5 X X X
CD138 X X

DP Doppelt positive Zellen mit IgM und IgD
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1-2.2 T-Zellen

T-Zellen entstehen im Thymus aus Vorlauferzellen, die aus hamatopoietischen
Stammzellen im Knochenmark hervorgegangen sind. Da die friheste T-
Vorlauferzelle weder CD4 noch CD8 exprimiert, wird sie als doppelt-negative T-
Zelle bezeichnet. Zusammen mit der Expression von CD3 entwickeln die Zellen
entweder den yd-T-Zell-Rezeptor (TZR) oder den ap-TZR. Zellen mit y&-TZR
bleiben weiter CD4 und CD8 negativ, weisen jedoch zusatzlich CD5 auf der
Oberflache auf. ap-T-Zellen dagegen beginnen zunachst, einen pra-a-TZR mit
einer provisorischen a-Kette zu bilden und exprimieren sowohl CD4 als auch
CD8. Auf dieser Entwicklungsstufe werden die af3-T-Zellen positiv selektioniert,
die erfolgreich einen MHC-Komplex binden kénnen. Uber 95% der Zellen
dagegen, die nicht an MHC binden kénnen, enden in der Apoptose. Im Zuge der
folgenden negativen Selektion werden die T-Zellen, die zu stark an Antigene der
eigenen Gewebe binden, ebenfalls durch Apoptose eliminiert. Bei den Ubrigen
Zellen wird je nach Bindungseigenschaft CD4 oder CD8 als funktioneller Co-
Rezeptor ausgewahlt, so dass zwei unterschiedliche Zellpopulationen,
zytotoxische T-Zellen (CD8) und T-Helfer-Zellen (CD4) entstehen [56].

Als Aktivitatsmarker bei T-Zellen gilt CD69, mit dessen Hilfe aktivierte
zytotoxische T-Zellen bzw. aktivierte T-Helfer-Zellen charakterisiert werden
konnen [106].

Analog zu den B-Zellen werden auch bei den T-Zellen naive und
Gedachtniszellen unterschieden. Dabei dient CD45RA als Marker fur naive T-
Zellen, wahrend CD45R0 auf Gedachtnis-T-Zellen zu finden ist.

Der Oberflachenmarker CCR7 ermdglicht die Unterscheidung zwischen
Gedachtnis zentralen und Gedachtnis Effektor- T-Zellen. CCR7-positive
Gedéachtnis-zentrale T-Zellen wandern in die Lymphknoten und sind fur die
Aktivierung von T-Zellen, B-Zellen und Antigenprasentierenden Zellen nach
einem zweiten Antigenkontakt zustandig. Sie sezernieren IL-4, IL-5 und IFNy.
CCR7-negative Effektor T-Zellen sind Effektorzellen im Gewebe und Blut, die
unmittelbar eine Immunreaktion auslésen und zytotoxisch aktiv werden konnen
[112].

Die Population der T-Helfer-Zellen mit CD4 als universellem Marker |asst sich

weiter unterteilen. So kann man naive T-Helfer-Zellen unterscheiden, die in ihrer
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Entwicklung Kontakt zum Thymus hatten (CD31-positiv), von T-Helfer-Zellen,
die diesen Kontakt nicht hatten (CD31-negativ). CD31-positive T-Zellen reifen im
Thymus und bilden die Mehrheit der naiven T-Helfer-Zellen im Nabelschnurblut
[64]. Sie stellen ein direktes Mal} flr die Thymusaktivitat und -funktionalitat dar
und konnen als Hinweis fur die Immunkompetenz gewertet werden. CD31-
negative Zellen entwickeln sich aus CD31-positiven Zellen nach Selektion und
Proliferation in sekundaren lymphatischen Organen. Sie reprasentieren den
konstanten Pool naiver T-Helfer-Zellen im peripheren Blut, auch wenn die
Zellproliferation und Aktivitat des Thymus im Laufe des Lebens nachlasst. Ihre
antigenabhangige Proliferation mit Selektion und Restriktion des TZR-
Repertoires ermdglicht nicht nur effektive immunologische Reaktionen
gegenuber Pathogenen, sondern birgt auch das Risiko der Entwicklung und
Proliferation autoreaktiver T-Helfer-Zellen in sich [64].

Die T-Helfer-Zell-Population kann in zwei Gruppen unterteilt werden; in Th1-
Zellen und Th2-Zellen. Th1-Zellen wirken zytotoxisch und kdnnen Makrophagen
rekrutieren. Sie sezernieren IL-2, IL-12, TNF-B, IFNy und weisen eine verstarkte
Expression der Oberflachenmarker CXCR3 und CCRG6 auf ihrer Zelloberflache
auf [1]. lhre Rolle liegt vor allem in der Bekadmpfung von intrazellularen
Krankheitserregern, die sie zusammen mit der infizierten Zelle in direktem
Zellkontakt zerstéren kénnen [160]. Es wurde auch von allergenspezifischen
Th1-Zellen berichtet, die durch die Produktion von IFNy die Entzindungsreaktion
verstarken [139].

Th2-Zellen aktivieren Mastzellen, eosinophile Granulozyten und basophile
Granulozyten durch die Sekretion von IL-5, IL-13, GMCSF und IL-9. AulRerdem
sezernieren Th2-Zellen auch IL-4, IL-6, IL-10, IL-25, IL-31 und IL-33 [127]. Diese
Zytokine induzieren die Proliferation von Mastzellen, die Infiltration durch
eosinophile Zellen, den Klassenwechsel zu IgE sowie die vermehrte
Mukusproduktion und Hyperreagibilitat der Atemwege. Th2-Zellen weisen als
Oberflachenmarker eine verstarkte Expression von CCR3, CCR4, CCR8 und
CRTH-2 auf [113] [27] [24]. lhre Funktion besteht in der Verstarkung der
humoralen Abwehr gegen extrazellulare Krankheitserreger. Th2-Zellen
induzieren durch die Ausschuttung von IL-4 und TGF die Bildung von Th9-
Zellen [140] und unterdricken gleichzeitig die Differenzierung von Treg [28].



Einleitung

Auch bei den Th1- und Th2-Zellen werden Gedachtniszellpopulationen
beschrieben [154].

Des Weiteren muss unter den T-Helfer-Zellen folgende spezielle Subpopulation
berucksichtigt werden: Regulatorische T-Zellen (Treg) mit CD25 als Marker
sowie fehlender Expression von CD127. Das Fehlen von CD127 scheint ein
zuverlassiger Oberflachenmarker flr regulatorische T-Zellen zu sein, die
immunphanotypisch als CD4+CD25+CD127- -Zellen bezeichnet werden und
selektiv den Transkriptionsfaktor FoxP3 exprimieren [122]. Treg sezernieren |IL-
2, IL-10, IFNy und TGFB. Auch unter den regulatorischen T-Zellen konnten
Gedachtniszellen nachgewiesen werden [134]. Sie sind in Thymus, Blut und
sekundaren Lymphorganen zu finden.

Regulatorische T-Zellen kdnnen unter anderem die Funktion von Th1-, Th2- und
Th17-Zellen hemmen [5]. AulRerdem konnen sie die Induktion der Bildung von
Effektor-T-Zellen durch Dendritische Zellen verhindern. Sie hemmen auch die
Bildung von antigenspezifischen IgE-Antikérpern durch B-Zellen und induzieren
stattdessen die Bildung von IgG4 [5]. Tatsachlich supprimierend wirken vor allem
CD45R0-positive CD4+CD25+-Zellen, die etwa 1-2% der T-Helfer-Zellen beim
Erwachsenen ausmachen. Sie kdnnen T-Helfer-Zellen und zytotoxische T-Zellen
in direktem Zell-Zell-Kontakt hemmen [92], sezernieren jedoch auch
regulatorisch IL-10 und TGFB. CD4+C25+-Zellen senken die Spiegel von IL-5
und IL-13 sowie insgesamt der Th2-typischen Zytokine [38]. CD4+C25+-Zellen
hemmen die T-Zell-Proliferation bei Allergikern und sind auch bei Kindern nach
Ablauf allergischen Erkrankungen vermehrt zu finden [58] [77]. Es wurde gezeigt,
dass Kinder, die unter allergischer Rhinitis oder Asthma bronchiale litten, weniger
CD4+C25+-Zellen aufweisen als gesunde Kinder [74]. Treg kdénnen auch B-
Zellen in ihrer Aktivierung und Differenzierung hemmen [76]. Ebenso werden
Makrophagen und dendritische Zellen, Naturliche Killer-Zellen und Naturliche
Killer-T-Zellen durch Treg inhibiert [130] [105] [10].

Eine weitere spezielle T-Zell-Subpopulation stellen die Th17-Zellen dar:
Th17-Zellen mit CCR6 und CD161 als Oberflachenmarkern [26] [1] entwickeln
sich, unter Wirkung von IL-18 und IL-23, aus naiven Naturlichen Killer-T-Zellen-

ahnlichen CD4-positiven T-Zellen, die auch im Nabelschnurblut nachgewiesen
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wurden [26]. Wahrend TGF@ die Differenzierung zu Th17-Zellen hemmt [2],
bewirkt IL-12 ihre Umdifferenzierung zu Th1-Zellen. Studien in der Maus zeigten
jedoch, dass auch TGFp fur die Differenzierung von Th17-Zellen bendtigt wird
[84]. Mdglicherweise fordert TGFB die Th17-Differenzierung beim Menschen
indirekt [114]. Weitere Studien ergaben Hinweise dafur, dass auch humane Th17-
Zellen IL-6, IL-21, IL-22 und IL-23 produzieren konnten [142] [37] [100]. In der
Maus spielt die Sekretion von IL-21 eine wichtige Rolle [102], denn IL-6 und IL-
21 sind essentiell fur die Th17-Entwicklung in der Maus [66]. Ohne IL-6 erfolgt
stattdessen die Bildung von Treg. IL-21 kann im Zusammenhang mit anderen
Signalen - in Abhangigkeit vom Reifegrad einer B-Zelle - sowohl Apoptose als
auch Differenzierung zu Plasmazellen sowie Klassenwechsel der
Immunglobuline in B-Zellen induzieren [65]. Th17-Zellen zeichnen sich zudem
durch die Expression von RORyT, CD161, CD45R0O, CCR6, IL23R, IL-17 und IL-
26 aus [109].

Th17-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Ausbildung von allergischen
Immunreaktionen [18] [118]. Ihre Bedeutung bei der Entwicklung des allergischen
Asthma bronchiale wurde durch ihren Nachweis in Lungengewebe, Sputum und
Serum von erwachsenen Patienten mit Asthma bronchiale bestatigt [159]. Die
Quantitat von IL-17 scheint mit der Schwere der Erkrankung zu korrelieren [17].
Th17-Zellen ermdglichen durch die Sekretion von IL-17 die Rekrutierung von
neutrophilen Zellen und scheinen zudem eine Rolle bei schwerem und
steroidresistentem Asthma bronchiale zu spielen [25]. Insgesamt stellt die
Charakterisierung, Differenzierung und Funktion von Th17-Zelle ein aktuelles
Forschungsgebiet dar, in dem weitere Details zu ihrer pathogenetischen Funktion

erwartet werden.

1-2.3 Dendritische Zellen

Dendritische Zellen spielen als Antigenprasentierende Zellen eine wichtige Rolle
bei der Initiation und Regulation von Immunreaktionen [11]. Anhand von drei
Oberflachenmarkern lassen sich zwei myeloische dendritische Zellpopulationen
und eine plasmatische dendritische Zellpopulation unterscheiden [32]. Die beiden
myeloischen dendritischen Zellarten (MDC) entstammen der myeloischen
Zelllinie und unterscheiden sich in der Expression ihres Oberflachenantigens:
MDC1 exprimiert BDCA1; MDC2 dagegen BDCA3 als selektiven
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Oberflachenmarker. Die plasmatischen dendritischen Zellen (PDC) entstammen
der lymphatischen Zelllinie und tragen BDCA 2 als spezifischen
Oberflachenmarker [32].

Dendritische Zellen (DC) sind entscheidend an der Bildung und
Aufrechterhaltung der allergisch-entziindlichen Immunreaktion beim Menschen
[40] und im Asthma-Modell der Maus [138] beteiligt. So kdnnen aktivierte
dendritische Zellen nach Stimulation mit TSLP (Thymic stromal lymphopoietin)
eine Th2-dominierte Immunreaktion induzieren und aufrechterhalten [53] [128].
Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass plasmatische dendritische Zellen
eine  Th1-dominierte Immunreaktion induzieren, wahrend myeloische
dendritische Zellen sowohl Th1- als auch Th2-dominierte Immunantworten
induzieren kénnen [70] [68]. Zusatzlich induzieren PDC nicht nur eine Th1-
dominierte Immunreaktion, sondern verhindern auch die Aktivierung und
Differenzierung von Th2-Zellen und kdnnen Toleranz induzieren [29]. Inzwischen
hat sich herausgestellt, dass die Art der ausgebildeten Immunreaktion nicht
ausschlieBlich von einer Subpopulation dendritischer Zellen abhangt, sondern
dass sowohl PDC als auch MDC Th1-oder Th2-dominierte Immunreaktionen
ausldsen konnen [138] [20] [107]. Das Stadium der Immunreaktion und die daran
beteiligte Zellgemeinschaft spielen eine entscheidende Rolle bei der
resultierenden Immunantwort [72]. Die Aktivierung von Th2-Zellen durch MDC
wird durch Antigenprasentation, costimulatorische Molekule und die
Ausschuittung von Chemokinen, insbesondere CCL17 und CCL22, vermittelt [41].
Die Th2-Aktivierung hangt ausserdem von zusatzlichen Faktoren wie IL-10,
TGFB, Prostaglandin E2 (PGE2) und Histamin ab. Die von Mastzellen
ausgeschutteten Stoffe Histamin und PGE2 hemmen die Produktion von IL-12 in
DC und verstarken die Th2-dominierte Immunreaktion [19] [51]. Eine hohe
Ausschuttung von IL-12 durch DC fuhrt zur verstarkten Proliferation von Th1-
Zellen [87], wenig IL-12 dagegen zur Proliferation und Aktivierung von Th2-
Zellen. Da sich plasmatische dendritische Zellen funktionell zu myeloischen
dendritischen Zellen umdifferenzieren und damit die Richtung der Immunreaktion
vollstandig verandern konnen, sind die gebildeten Immunreaktionen von hoher
Plastizitat gepragt [161].

Andererseits kdénnen bestimmte DC durch die konstante niederschwellige

Prasentation von Antigenen eine Toleranzbildung induzieren [83]. Unreife
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dendritische Zellen konnen die Proliferation und Differenzierung regulatorisch
wirkender T-Zellen unterstitzen. Sie konnen T-Helfer-Zellen hemmen und die
Entwicklung von regulatorischen T-Zellen sowie deren IL-10-Produktion
induzieren [45]. Reife dendritische Zellen produzieren IL-10 und verringern bei T-
Zellen die IL-4-Produktion [4].

Eine Immunreaktion hangt daher in hohem Mall von der Quantitat, dem

Reifegrad und der Aktivitat der dendritischen Subpopulation ab.

I-3 Spezifische allergische Erkrankungen

1-3.1 Allergisches Asthma bronchiale

Die Pravalenz des Asthma bronchiale weist seit Jahren eine weltweit steigende
Tendenz auf [129] [3] [86]. Die Symptompravalenz betragt zwischen 1% und
33%, und ist durch eine erhebliche geographische Varianz gepragt [143] [52]. In
Deutschland betragt die Pravalenz des klinischen Asthma bronchiale bei Kindern
und Jugendlichen 4,1% [119].

Die klinische Auspragung des Asthma bronchiale unter medikamentoser
Therapie wird in drei Schweregrade eingeteilt: kontrolliertes Asthma bronchiale,
teilweise kontrolliertes Asthma bronchiale und nicht kontrolliertes Asthma
bronchiale. Die Schweregrade unterscheiden sich in der Haufigkeit und Schwere
der Symptome, nachtlichen Symptomen, Aktivitdtseinschrankungen,
Lungenfunktion und erforderlicher Notfallmedikation [14].

Allergisches Asthma bronchiale (aAB) ist durch eine chronische Entzindung der
Atemwege, reversible Obstruktion, Mukushypersekretion und den fibrotischen
Umbau der Atemwege gekennzeichnet. Beim allergischen Asthma bronchiale
liegt eine Th2-dominierte Immunreaktion mit hoher IgE-Produktion vor. Die
Th1/Th2-Dysbalance wird unter anderem durch eine Verringerung der Th1-Zellen
durch vermehrte Apoptose bewirkt [6] [8]. Auch Th9-Zellen [140] und Th17-Zellen
wirken proinflammatorisch, letztere besonders durch die Rekrutierung von
Neutrophilen Granulozyten [80]. Antigenspezifische dendritische Zellen und
regulatorische T-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation der
Immunreaktion. So konnte gezeigt werden, dass der Transfer von Treg die

Entzindungsreaktion hemmen kann [60]. Lee et al [74] konnten eine geringere
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Zahl der Treg bei Patienten mit aAB nachweisen, jedoch war in dieser Studie ihre
Zahl bei Patienten mit schwerem aAB erhoht. Dabei korreliert die Zahl der Treg
positiv mit dem IgE-Spiegel [74]. Auch Mészaros et al [91] wiesen weniger Treg
bei Kindern mit aAB nach.

Insgesamt stellt das allergische Asthma bronchiale eine komplexe
immunologische Erkrankung dar, welche eine erhebliche Krankheitslast in der

Bevolkerung und insbesondere bei Kindern und Jugendlichen verursacht.

I-3.2 Allergische Rhinokonjunktivitis

Die allergische Rhinokonjunktivitis (AR) ist die haufigste allergische Erkrankung
und eine der haufigsten chronischen Erkrankungen im Kindesalter [97]. Die
Pravalenz der saisonalen AR betragt 10%, die der ganzjahrigen AR 20% [126].
60% der jungen erwachsenen Patienten mit Asthma bronchiale weisen eine AR
auf. Zudem weisen Patienten mit AR ein achtfach hoheres Risiko auf an Asthma
bronchiale zu erkranken [16]. Die allergische Rhinokonjunktivitis ist durch eine
typische Th2-gewichtetete Immunreaktion mit Produktion antigenspezifischer
IgE-Antikorper und hoher Aktivitat von Eosinophilen Zellen mit konsekutiver
Pathophyiologie gekennzeichnet [23].

Zellen, die in die Regulation der Immunreaktion eingreifen, sind unter anderem
Th1-Zellen [131] und regulatorische T-Zellen. Kinder mit allergischer
Rhinokonjunktivitis scheinen weniger Treg zu haben [156]. Lee et al [74] wiesen
eine geringere Anzahl von Treg bei Kindern mit AR nach, jedoch wurde bei
schwerer oder persistierender AR eine groRere Zahl von Treg nachgewiesen.
Auch Mészaros et al [91] zeigten, dass Kinder mit AR weniger CD4+CD25+-T-
Zellen hatten, diese Zellen jedoch durch eine starkere Foxp3-Expression
gekennzeichnet waren. Zudem wurden aktuell Hinweise darauf gefunden, dass

Kinder mit AR mehr Th17-Zellen aufweisen kdnnten [22].

1-3.3 Atopische Dermatitis

Die atopische Dermatitis (AD) stellt die haufigste Hauterkrankung bei Kindern mit
einer Lebenszeitpravalenz von 10-20% dar [129]. Etwa 75% der Kinder mit
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atopischer Dermatitis leiden auch unter einer allergischen Rhinokonjunktivitis,
mehr als 50% der Kinder mit AD weisen auch ein allergisches Asthma bronchiale
auf [78]. AD ist eine chronische Erkrankung der Haut, die haufig im frihen
Kindesalter beginnt und durch schubweise Verlaufe gekennzeichnet ist. Die
Exposition gegenluber Antigenen an der Haut oder uber die Blutbahn fuhrt zu
ihrer Aufnahme und Prasentation durch Dendritische Zellen, und ihre Bindung an
spezifische IgE-Antikdrper aus Mastzellen. Dadurch wird in der akuten Phase
eine Th2-gewichtete Immunreaktion induziert und verstarkt [148]. In der
chronischen Phase dagegen dominiert die Th1-gewichtete Immunreaktion, die
wahrscheinlich durch Zytokine aus dendritischen Zellen und Keratinozyten
induziert wird [49] [149].

I-3.4 Nahrungsmittelallergie

Die Pravalenz von Nahrungsmittelallergien betragt bis zu 6% bei Kinder und 3-
4% bei Erwachsenen [144]. Nahrungsmittelallergien werden durch eine fehlende
Toleranz gegenuber harmlosen Bestandteilen der Nahrung verursacht. Bis zu
40% der Kinder mit atopischer Dermatitis weisen eine Nahrungsmittelallergie auf
[124].

Nahrungsmittelallergien umfassen allergische Reaktionen bei Aufnahme von
spezifischen Proteinen, deren Verlauf ebenso hochakut und lebensbedrohlich
wie wenig symptomatisch und chronisch sein kann. Ursache dieser fehlenden
Toleranz kdnnte unter anderem eine zu effektive Immunstimulation durch die
simultane Antigenprasentation an mehreren Lokalisationen im menschlichen
Korper sein. So weisen Kinder mit atopischer Dermatitis haufiger Allergien
gegenuber Erdnussen auf, wenn sie mit Kérpercremes Kontakt hatten, die
ebenfalls Bestandteile von Erdnissen wie Erdnussdl enthielten [69]. Die fehlende
orale Toleranz wird ausserdem auf die unzureichende Kontrolle der
Immunreaktion durch regulatorische T-Zellen zurUckgefuhrt. Im Mausmodell
konnte durch den Transfer antigenspezifischer regulatorischer T-Zellen eine
Hemmung der allergischen Reaktion erreicht werden [21]. Insbesondere sind
dabei CD4+CD25+ Treg mit Foxp3-Expression an der Immunregulation beteiligt.
Menschen mit Mutationen im Gen des Transkriptionsfaktors Foxp3
(Immundysregulation, Polyendokrinopathie, Enetheropathie, X-linked = IPEX-

Syndrom) haben weniger Treg und weisen schwerere Verlaufe von
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Nahrungsmittelallergien auf [133]. Treg konnen speziell Th1- und Th2-
Reaktionen hemmen, und ihre Zahl und Funktionsfahigkeit konnte entscheidend

fur die Bildung der oralen Toleranz sein [58].

I-4 Fragestellung

Das Ziel der vorliegenden Dissertationsarbeit war die Analyse und
Quantifizierung von Lymphozyten-Subpopulationen bei Kindern und
Jugendlichen mit allergischen Erkrankungen im Vergleich zu Kindern und
Jugendlichen ohne allergische Erkrankung. Hierbei sollten insbesondere

folgende Fragestellungen beantwortet werden:

- Unterscheiden sich die B-Zell-Subpopulationen zwischen Kindern und
Jugendlichen ohne und mit allergischen Erkrankungen?

- Verandert sich die relative Zusammensetzung der Th1- und Th2-
Zellpopulationen, oder gibt es Unterschiede im Differenzierungsgrad der
Th2-Zellen bei Kindern mit Allergien?

- Sind quantitative Differenzen von regulierenden T-Zellen bei Kindern und
Jugendlichen mit Allergien zu messen?

- Wie koénnte die quantitative Zusammensetzung der Subpopulationen
dendritischer Zellen die Entwicklung der Immunreaktion bei Allergien
beeinflussen?

- Gibt es weitere relevante Zellpopulationen im T-Zell- oder B-Zell-
Kompartiment, deren Bedeutung bisher noch nicht erfasst wurden?

- Sind Unterschiede im Lymphozyten-Profii bei Kindern mit

unterschiedlichen allergischen Erkrankungen zu finden?
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Il Material und Methoden
II-1 Studienaufbau

In dieser Fall-Kontroll-Studie wurden Blutproben von Kindern und Jugendlichen
im Alter von 1 — 17 Jahren untersucht. Dabei wurden 31 Blutproben von Kindern
und Jugendlichen mit nachgewiesenen allergischen Erkrankungen gesammelt.
Als Kontrollen wurden 25 Blutproben von Kindern und Jugendlichen ohne
allergische Erkrankung untersucht.

Die Blutproben wurden in der Tagesklinik und in der pulmonologischen Ambulanz
der Klinik fur Kinder- und Jugendmedizin des Universitatsklinikums Marburg nach
Aufklarung und schriftichem Einverstandnis durch die Eltern im Rahmen von
Routine-Blutentnahmen in einem Zeitraum von 1 Jahr gewonnen. Blutentnahmen
allein zu Studienzwecken erfolgten nicht.

Die Studie war vorab von der Ethikkommision des Fachbereichs Medizin der
Philipps-Universitat Marburg begutachtet und als ethisch vertretbar bewertet
worden (Marburg Az 20/07 vom 23.8.2007).

II-2 Studienpopulation

Die Zuteilung der Kinder und Jugendlichen zur Gruppe der Patienten mit
allergischen Erkrankungen (= Studiengruppe) bzw. der Patienten ohne
allergische Erkrankungen (= Kontrollgruppe) wurde gemaf folgenden Kriterien
vorgenommen:

Kinder und Jugendliche mit allergischen Erkrankungen (= Studiengruppe)

wiesen mindestens eines der folgenden Einschlusskriterien auf:

- Allergisches Asthma bronchiale mit eindeutiger klinischer Symptomatik (=

Dyspnoe und reversible obstruktive Ventilationsstorung) und mindestens
einem der folgenden Hauptkriterium oder zwei der folgenden
Nebenkriterien:

Hauptkriterien flr Asthma bronchiale:

- Positive Familienanamnese flr atopische Erkrankungen: allergische
Rhinokonjunktivitis, atopische Dermatitis oder allergisches Asthma bei
Verwandten ersten Grades

- Positive Eigenanamnese

-16 -



Material und Methoden

- Sensibilisierung mit positivem Ergebnis im Hautpricktest (HI >0.6) oder
positives Ergebnis im RAST auf mindestens einem Aeroallergen

Nebenkriterien fir Asthma bronchiale:

- Eosinophilie im Blut: >5% eosinophile Granulozyten
- Sensibilisierung: Positives Ergebnis im Hautpricktest (HI > 0.6) oder
positives Ergebnis im RAST auf  mindestens einem

Nahrungsmittelallergen

- Atopische Dermatitis mit eindeutiger klinischer Symptomatik (= Juckreiz,

typische Lokalisation, schubweiser Verlauf) und mindestens drei der

folgenden Kriterien

- Positive Familienanamnese flr atopische Erkrankungen

- Positive Eigenanamnese

- Eosinophilie im Blut: >5% eosinophile Granulozyten

- Sensibilisierung: Positives Ergebnis im Hautpricktest (HI > 0.6) oder

positives Ergebnis im RAST auf mindestens einem Allergen

- Allergische Rhinokonjunktivitis mit eindeutiger klinischer Symptomatik (=

Rhinorrhoe und Konjunktivitis) und mindestend drei der folgenden

Kriterien
- Positive Familienanamnese fur atopische Erkrankungen
- Atopische Dermatitis in der Vorgeschichte
- Eosinophilie im Blut: > 5% eosinophile Granulozyten
- Sensibilisierung mit positivem Ergebnis im Hautpricktest (HI > 0.6) oder

positives Ergebnis im RAST auf mindestens ein Allergen

Bei Abwesenheit aller oben aufgeflihrten Kriterien wurden die Patienten der
Kontrollgruppe zugeteilt. Ausschlusskriterien fir die Kontrollgruppe waren
aullerdem: pulmonologische Krankheiten, akute Infekte (in den vergangenen
zwei Wochen), Einnahme von Antibiotika (in den vergangenen zwei Wochen),

Storungen des Immunsystems.
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II-3 Probenverarbeitung und durchflusszytometrische

Messungen

Die Blutproben mit einem Volumen von jeweils 2,5 ml wurden innerhalb von 24
Stunden nach Entnahme verarbeitet. In diesem Zeitraum erfolgte die Reinigung,

Farbung sowie Messung der Immunzellen im Durchflusszytometer.

11-3.1 Isolation der mononuklearen Zellen aus dem Blut

Das EDTA-Blut wurde in einem Leukosep-Rohrchen auf 3 ml Lymphozyten-
Trennungs-Lésung mit Ficoll geschichtet und 5 Minuten bei 250 g zentrifugiert.
Die Leukozytenfraktion wurde zweimal mit Waschlésung durch Zentrifugation bei
250 g gewaschen. Die Zellzahl wurde mit Hilfe der Neubauer-Zahlkammer

bestimmt.

I-2.2 Farbung der Zellen

Die Zellen wurden in einem Volumen von 100 pl auf die verschiedenen Ansatze
verteilt und mit den Antikorpern versetzt (s. Tabelle |I-4). Die Ansatze wurden 20
Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und dann mit jeweils 2 ml
FACS-Lysing Solution® versetzt. Nach weiteren 10 Minuten bei Raumtemperatur
im Dunkeln wurden die Proben bei 250 g zentrifugiert und erneut mit 3 ml
Waschlosung gewaschen. SchlieRBlich wurden die Zellen in 500 ul

Fixierungslésung aufgenommen und mit dem Durchflusszytometer analysiert.

Zur Analyse der dendritischen Zellen wurden die Zellen auf 2 Ansatze verteilt und
mit 10% autologem Serum versetzt. Nach Zugabe von 10 pl BDCA-Mischung in
den Messansatz, 10 pl Kontroll-Mischung in den Kontrollansatz sowie 5 l
Losung zur Markierung toter Zellen in beide Ansatze wurden die Proben 10
Minuten auf Eis inkubiert. Die Proben wurden einmal mit 4 ml Waschlésung
gewaschen und 5 Minuten bei 300 g zentrifugiert. Zum Schluss wurden die Zellen
in 300 pl Waschlésung mit 150 ul Fixierungslésung und 5 pl Lésung zur

Markierung der toten Zellen resuspendiert.
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11-3.3 Durchflusszytometrische Analyse der Zellen

Die Analyse der Zellen erfolgte mit dem Durchflusszytometer FACSCalibur® der
Firma Becton, Dickinson and Company. Es ermdglicht neben der Detektion von
Grolle und Granularitat der Zellen die simultane Messung von 4 verschiedenen
Fluoreszenzen. Nach der Kompensation der Einzelfarbungen wurden von jedem
Ansatz 30.000 Lymphozyten analysiert. Zur Analyse der dendritischen Zellen

wurden 500.000 Zellen ausgewertet.

I1-4 Material

Im Folgenden sind die verwendeten Antikorper, Reagenzien und Laborgerate

tabellarisch aufgefihrt.

Tabelle 1I-4.1: Verwendete Antikorper,

Ursprung, Konjugat und Hersteller bzw. Vertreiber

Immunglobulinklasse, klonaler

SPEmeir | ANTIKORPER hnoO” [KLON | FIRMA

CcD3 Mavslg2a FITC HIT3 BD Biosciences
CD4 Maus-IgG1 monoklonal | PerCP SK3 BD Biosciences
CD5 Maus-IgG1 monoklonal | APC UCHT2 BD Biosciences
CD8 Maus-lgG1 monoklonal | PE RPA-T8 BD Biosciences
CD8 Maus-lgG1 monoklonal | PerCP SK1 BD Biosciences
CD16 Maus-lgG1 monoklonal | PerCP 3G8 Biozol

CD19 Maus-lgG1 monoklonal | FITC HIB19 BD Biosciences
CD19 Maus-lgG1 monoklonal | PE SJ25C1 BD Biosciences
CD19 Maus-lgG1 monoklonal | APC SJ25C1 BD Biosciences
CD21 Maus-lgG1 monoklonal | APC B-ly4 BD Biosciences
CD25 Maus-lgG1 monoklonal | PE M-A251 BD Biosciences
CD27 Maus-lgG1 monoklonal | FITC M-T271 BD Biosciences
CD27 Maus-lgG1 monoklonal | PE M-T271 BD Biosciences
CD31 Maus-lgG1 monoklonal | PE WM59 Biozol

CD38 Maus-lgG1 monoklonal | PE HIT2 BD Biosciences
CD38 Maus-IgG1 monoklonal | APC HIT2 BD Biosciences
CD45RA Maus 19625 APC T6D11 Miltenyi
CD45R0 Maus l962a PE UCHL1 | Biozol

CD56 Maus-IgG1 monoklonal | APC B159 BD Biosciences
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ANTIGEN- = FLUORO-
SPEZIFITAT ANTIKORPER CHROM KLON FIRMA
CD69 Maus-lgG1 monoklonal | APC FN50 Biozol
Alexa Fluor | HIL-7R- L
CD127 Maus-lgG1 monoklonal 647 M21 BD Biosciences
CD161 Maus-IgG1 monoklonal | PE DX12 BD Biosciences
CCR4 Maus-IgG1 monoklonal | PE 1G1 BD Biosciences
CCRe/CD196 | Maus-lgG2b Alexa Fluor | 157/ccre | Biozol
monoklonal 647
CCR7/CD197 | Ratte-lgG2a PE 3D12 BD Biosciences
monoklonal
CXCR3/CD183 | Maus-IlgG1 monoklonal | PE 1C6/CXR3 | BD Biosciences
CRTH2/CD294 | Ratte-lgG2a Alexa Fluor | gy1g BD Biosciences
monoklonal 647
NKp46 Maus-IgG1 monoklonal | PE 9E2/Nkp46 | BD Biosciences
HLADR Maus-IgG2b PE TU36 BD Biosciences
monoklonal
TZRap Maus-lgM monoklonal FITC ;] 0B9.1A- BD Biosciences
TZRyd Maus-IgG1 monoklonal | PE B1 BD Biosciences
gD Maus-lgG2a FITC 1AB-2 BD Biosciences
monoklonal
IgM Maus-lgG1 monoklonal E‘%CP' MHM-88 | Biozol

Alle Antikérper waren in PBS mit 0.2% BSA und bis zu 0.09% NaN3 geldst.

Tabelle 1I-4.2: Bestandteile des Anwendungspakets zur Quantifizierung

dendritischer Zellen (Blood Dendritic Cell Enumeration kit) der Firma

Miltenyi
ANTIGEN- = FLUORO-
SPEZIFITAT ANTIKORPER CHROM KLON
BDCAT1 Maus-lgG2a PE AD5-8E7
monoklonal
BDCA2 Maus-1gG1 FITC AC144
monoklonal
Maus-1gG1 AD5- BDCA-
BDCA3 monoklonal APC 14H12 Mischung
CD14 Maus-lgG2a PE Cy5 KA.
monoklonal
CcD19 Maus-1gG1 PE Cy5 KA.
monoklonal
anti-Maus-lgG1 | Maus-1gG1 FITC KA. Kontroll-
monoklonal Mischung
anti-Maus-lgG2 | Maus-lgG2a PE KA.
monoklonal
anti-Maus-lgG1 | Maus-1gG1 APC KA.
monoklonal

Alle Antikérper waren in PBS mit 0,05% NaN3 und 0,1% Gelatine geldst.
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Tabelle 1I-4.3: Verwendete Reagenzien, Inhaltsstoffe und Hersteller bzw.

Vertreiber

MATERIAL

INHALTSSTOFFE

FIRMA

Leucosep-Roéhrchen

14 ml mit Trennungsscheibe

Greiner bio-one

Lymphozyten Trennungs-
Lésung LSM 1077

Ficoll

PAA
GmbH

Laboratories

Waschlésung (Cell wash)

NaCl, Na2HPO4, NaH2PO4, NaN3, pH
7,2

BD Biosciences

Fixierungslésung I0Test3 Formaldehyd Beckmann Coulter
Lésung zum Lysieren .
(FACS Lysing solution) k.A. Becton Dickinson
Lédsung zur Markierung
toter Zellen Fluoreszenzfarbstoff in PBS Miltenyi
(Dead Cell Discriminator)
Fixierungslosung 3,7% Formaldehyd in PBS Miltenyi
(Fix solution)
Losung zur Fixierung der | Desoxyribonukleinsaure in 10 mM TRIS
markierten toten Zellen (Trishydroxymethylaminomethan), 10 Miltenvi
(Discriminator Stop | mM NaCl, 1 mM EDTA y
Reagent) (Ethylendiamintetraessigsaure), pH 8
PBS PAA  Laboratories
(posphate buffered saline) NaCl, KCl, Na2HPO4, KH20PO4 GmbHPAA
Tabelle II-4.4: Verwendete Laborgerate
GERAT NAME FIRMA
Zentrifuge Centrifuge 5810 R Eppendorf
Durchflusszytometer FACS Calibur BD Biosciences

lI-5 Auswertung der Daten

Die Auswertung der Daten erfolgte mit der CellQuest Software von Becton

Dickinson and Company. Alle Ansatze wurden zunachst mit Hilfe des

physikalischen Gates R1im FSC-SSC-Scatter auf Lymphozyten eingegrenzt. Die

anschliessenden Auswertungs-Strategien sind in nachfolgender Tabelle 1I-5

dargestellt.
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Tabelle II-5: Auswertungs-Strategien der einzelnen Ansatze

ANSATZ GATE GATE

B-Zellen 1 CD19 CD27 IgM IgD
B-Zellen 2 CD19 CD38 IgM CD21
B-Zellen 3 CD27 CD19 IgM CD38
B1-Zellen IgM MHC Il CD19 CD5
Tap-Zellen TZRap CD4 CD8 CD69
Tyd-Zellen CD3 TZRyd CD5
T-Zellen 1 CD3 CD4 CCR7 CD45RA
T-Zellen 2 CD3 CD8 CCR7 CD45RA
CD4+Zellen CD3 CD4 CD31 CD45RA
Th1-Zellen CD3 CD4 CXCR3 CCR6
Th2-Zellen CD3 CD4 CCR4 CRTH2
Gedachtnis-Th1 CD3 CD4 CXCRS3 CD45RA
Gedachtnis-Th2 CD3 CD4 CD45R0O CRTH2
Regulatorische T-Zellen CD3 CDh4 CD25 CD127
Th17-Zellen CD3 CD4 CD161 CCR6
Naturliche Killer-Zellen CD3 NKp46 CD16 CD56
Dendritische Zellen CD14CD19 BDCA1 BDCA2 BDCA3
Dendritische Zell-Kontrolle | CD14CD19 Maus IgG2 | Maus IgG1 Maus IgG1
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Abbildung 11-5.4: ,AusschlieBlich IgM-’, Klassengewechselte und Marginalzonen-
ahnliche Gedachtnis-B-Zellen
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Material und Methoden

B-Zellen: Gate CD45+CD19+CD27+

Transitionale =3
B-Zellen ——>
CD19+CD27+ 4
IgM+CD38+
Z i Plasmablasten
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Abbildung 1I-5.5: Transitionale B-Zellen und Plasmablasten
B-Zellen: Gate CD45+
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Abbildung II-5.6: B1- und B2-Zellen
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Material und Methoden

T-Zellen: Gate CD45+
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Abbildung 11-5.7: T-Helfer-Zellen
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Abbildung 11-5.8: Zytotoxische T-Zellen
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Material und Methoden

T-Zellen: Gate CD45+TZRaf3+
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Abbildung 11-5.9: T-Helfer-Zellen und zytotoxische T-Zellen mit ap-TZR

T-Zellen: Gate CD45+TZRaf+
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Abbildung 11-5.10: Aktivierte T-Helfer-Zellen
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Material und Methoden

T-Zellen: Gate CD45+TZRaf3+
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Abbildung 1I-5.11: Aktivierte zytotoxische T-Zellen
T-Zellen: Gate CD45+CD4+
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Abbildung 1I-5.12: Naive und Gedachtnis zentrale Effektor und T-Helfer-Zellen
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Material und Methoden
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Abbildung 11-5.13: Naive und Gedachtnis zentrale und Effektor zytotoxische T-Zellen

T-Zellen: Gate CD45+CD4+
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Abbildung 1I-5.14: Naive Thymusnegative und Thymuspositive T-Helfer-Zellen
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Material und Methoden

T-Zellen: Gate CD45+
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Abbildung 11-5.15: T-Zellen mit yd-TZR
T-Zellen: Gate CD45+CD3+CD4+
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Abbildung 11-5.16: Th1-Zellen
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Material und Methoden

T-Zellen: Gate CD45+CD3+CD4+
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Abbildung 11-5.17: Naive und Gedachtnis-Th1-Zellen
T-Zellen: Gate CD45+CD3+CD4+
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Abbildung 11-5.18: Th2-Zellen
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Material und Methoden

T-Zellen: Gate CD45+CD3+CD4+
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Abbildung 11-5.19: Naive und Gedachtnis-Th2-Zellen

T-Zellen: Gate CD45+CD3+CD4+
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Abbildung 11-5.20: Regulatorische T-Zellen
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T-Zellen: Gate CD45+CD3+CD4+
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Abbildung 11-5.21. Th17-Zellen
Auswertung der dendritischen Zellen
Gate R1: Ausschluss toter Zellen
Messansatz: Ohne Gate Messansatz: Ohne Gate
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T T
23] 23]
0 200 400 600 800 1000 -0 200 4(I)0 scl)o l scl)o o l10IOO
FSC-Height FSC-Height
Abbildung 111-5.22a: Abbildung 111-5.22b:
Messansatz dendritische Zellen R1 Kontrollansatz dendritische Zellen R1

-33-
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Gate R2: Ausschluss anderer Zellpopulationen

Messansatz: Gate R1

g
o
—

102 103

CD14CD19 PerCP

101

WAl T U —
400 600 800 1000
SSC-Height

y I-IIII
0 200

Abbildung 1I-5.23a:
Messansatz dendritische Zellen R2
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Abbildung 11-5.23b:
Kontrollansatz dendritische Zellen R2

Myeloische dendritische Zellen Typ 1 (R3)
und plasmatische dendritische Zellen (R4)

Messansatz: Gate R1 und R2
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Abbildung 1I-5.24a:
Messansatz myeolische dendritische 1
und plasmatische dendritische Zellen

Kontrollansatz: Gate R1 und R2
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Abbildung 1I-5.24b:
Kontrollansatz myeolische dendritische 1
und plasmatische dendritische Zellen
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Myeolische dendritische Zellen Typ 2 (R5)

Messansatz: Gate R1 und R2

Kontrollansatz: Gate R1 und R2
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Abbildung 11-5.25a: Abbildung 11-5.25b:
Messansatz myeolische dendritische
Zellen 2 Zellen 2

Tabelle 1I-5.1: Definition der Zellpopulationen

Zellpopulationen

Definition

B-Zellen (BZ)

CD19+

% CD19+ B-Zellen

Unreife B-Zellen

CD19+CD27-IgD-IgM-

% CD19+ B-Zellen

Transitionale B-Zellen

CD19+CD27+IgM+CD38+

% CD19+ B-Zellen

Pra-Naive B-Zellen (B1)

CD19+CD5+

% CD19+ B-Zellen

Naive B-Zellen

CD19+CD27-IgD+IgM+

% CD19+ B-Zellen

Gedachtnis-B-Zellen 1

CD19+CD27+

% CD19+ B-Zellen

Gedachtnis-B-Zellen 2

CD19+CD27+IgD+

% CD19+ B-Zellen

Marginalzonen-ahnliche
Gedachtnis-BZ

CD19+CD27+IgD+IgM+

% CD19+ B-Zellen

Ausschliel3lich IgM- Gedachtnis—BZ

CD19+CD27+IgD-IgM+

% CD19+ B-Zellen

Klassengewechselte Gedachtnis-BZ

CD19+CD27+IgD-IgM-

% CD19+ B-Zellen

Spate Gedachtnis-B-Zellen

CD19+CD27+IgM+CD38+

% CD19+ B-Zellen

Plasmablasten

CD19+CD27+IgM-CD38++

% CD19+ B-Zellen

CD21-negative B-Zellen

CD19++CD38-CD21-

% CD19+ B-Zellen

B2-Zellen CD19+CD5- % CD19+ B-Zellen
T-Helfer-Zellen mit af-TZR TZRaB+CD4+ % TZRap+ T-Zellen
Zytotoxische T-Zellen mit af-TZR TZRap+CD8+ % TZRap+ T-Zellen

Aktivierte T-Helfer-Zellen mit af-TZR

TZRaB+CD4+ CD69+

% TZRap+ T-Zellen

Aktivierte zytotoxische TZ mit a-TZR

TZRaB+CD8+ CD69+

% TZRap+ T-Zellen
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Material und Methoden

Zellpopulationen Definition

T-Zellen CD3+ % Lymphozyten
T-Zellen mit ydo-TZR CD3+TZRyd+CD5+ % CD3+ T-Zellen
T-Helfer-Zellen CD3+CD4+ % Lymphozyten

Gedachtnis-Effektor-T-Helfer-Zellen

CD3+CD4+CD45RA-CCR7-

% CD3+ T-Zellen

Gedachtnis zentrale T-Helfer-Zellen

CD3+CD4+CD45RA-CCR7+

% CD3+ T-Zellen

Naive Effektor T-Helfer-Zellen CD3+CD4+CD45RA+CCRY7- % CD3+ T-Zellen
Naive zentrale T-Helfer-Zellen CD3+CD4+CD45RA+CCR7+ % CD3+ T-Zellen
Zytotoxische T-Zellen CD3+CD8+ % Lymphozyten

Gedachtnis Effektor zytotoxische
T-Zellen

CD3+CD8+CD45RA-CCR7-

% CD3+ T-Zellen

Gedachtnis zentrale zytotoxische
T-Zellen

CD3+CD8+CD45RA-CCR7+

% CD3+ T-Zellen

Naive Effektor zytotoxische T-Zellen | CD3+CD8+CD45RA+CCR7- % CD3+ T-Zellen
Naive zentrale zytotoxische T-Zellen | CD3+CD8+CD45RA+CCR7+ % CD3+ T-Zellen
Naive Thymusnegative CD3+CD4+CD45RA+CD31- | % CD3+ T-Zellen
T-Helfer-Zellen

Naive Thymuspositive CD3+CD4+CD45RA+CD31+ | % CD3+ T-Zellen
T-Helfer-Zellen

Th1-Zellen CD3+CD4+CXCR3+CCR6+ % CD3+ T-Zellen
Th2-Zellen CD3+CD4+CCR4+CRTH2+ % CD3+ T-Zellen
Gedachtnis-Th1-Zellen CD3+CD4+CXCR3+CD45RA- | % CD3+ T-Zellen
Gedachtnis-Th2-Zellen CD3+CD4+CRTH2+CD45R0O+ | % CD3+ T-Zellen
Regulatorische T-Zellen CD3+CD4+CD25+CD127- % CD3+ T-Zellen
Th17-Zellen CD3+CD4+CD161+CCR6+ % CD3+ T-Zellen

Myeloische dendritische Zellen Typ 1

CD19-BDCA1+

% Leukozyten

Myeloische dendritische Zellen Typ 2

CD19-BDCA3+

% Leukozyten

Plasmatische dendritische Zellen

CD19-BDCA2+

% Leukozyten

1I-6.1 Angewandte statistische Verfahren

Fir die statistischen Analysen wurde das Statistikprogramm SPSS17 von SPSS

Inc. verwendet. Es wurden eine Pratest-Wahrscheinlichkeit von a = 0,05 und eine

statistische Signifikanz von p < 0,05 zugrunde gelegt.

Mit der multivariaten Varianzanalyse wurde die Abhangigkeit der Werte von

Geschlecht und Alter gepruft.

Beim Vergleich der Gruppen wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet.
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Ergebnisse

lll Ergebnisse

llI-1 Patientenkollektiv und statistische Auswertung

In den Tabellen I11-1.1 und IlI-1.2 sind Anzahl, Alter, Geschlecht und allergische

Erkrankungen im Patientenkollektiv dargestellt.

Tabelle Ill-1.1: Charakterisierung des Patientenkollektivs

Ohne Allergien Mit Allergien
Anzahl 25 31
Durchschnittsalter
Median und Streuung 4 +/- 2.4 Jahre 9 +/- 5,4 Jahre
(Jahre)
Gt_e_sch.lechtsyel:haltnls 11/14 23/8
mannlich/weiblich

Tabelle 1ll-1.2: Verteilung der allergischen Erkrankungen in der Studienpopulation

Allergische

Erkrankung

Allergisches Asthma | , o ,

bronchiale insgesamt | kontrolliert | teilweise nicht

kontrolliert | kontrolliert

77,4% 58,1% 18,1% 3,2%
(n=24) (n=18) (n=5) (n=1)

Allergische 29%

Rhinokonjunktivitis (n=9)

Atopische Dematitis 29%
(n=9)
Nahrungsmittelallergie 13%
(n=4)

In der Studienpopulation wiesen 77,4% (n=24) der Kinder-und Jugendlichen ein
allergisches Asthma bronchiale auf. Innerhalb dieser Gruppe zeigten 58,1%
(n=18) der untersuchten Patienten ein kontrolliertes Asthma bronchiale, 18,2%
(n=5) ein teilweise kontrolliertes Asthma bronchiale sowie 3,2% (n=1) ein
unkontrolliertes Asthma bronchiale. 29,9% (n=9) der Studienpopulation litt unter
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Allergischer Rhinokonjunktivitis, ebenso 29,9% (n=9) an einer atopischen
Dermatitis. Zudem wiesen 13% (n=4) der Gruppe eine Nahrungsmittelallergie
auf.

Von den diagnostizierten Erkrankungen waren 83,9% Einzeldiagnosen; 6,5% der
Kinder und Jugendlichen litten unter zwei allergischen Krankheitsbildern
gleichzeitig. Ein atopisches Syndrom mit allergischem Asthma bronchiale,
allergischer Rhinokonjunktivitis und atopischer Dermatitis bestand in 6,5% der
Falle. Bei 3,2% der Kinder und Jugendlichen wurden alle 4 allergischen
Krankheitsbilder (allergisches Asthma bronchiale, allergische
Rhinokonjunktivitis, atopische  Dermatitis und  Nahrungsmittelallergie)
diagnostiziert.

51,6% der Kinder mit allergischen Erkrankungen erhielten mindestens eine Form
der Dauermedikation mit Bronchodilatatoren, inhalativen Kortikosteroiden
und/oder Leukotrien-Rezeptor-Antagonisten zum Zeitpunkt der Untersuchung
(siehe Tabelle I11-1.3).

Tabelle 1lI-1.3: Medikamentése Behandlung der Kinder und Jugendlichen
mit allergischen Erkrankungen zum Zeitpunkt der Untersuchung

Dauermedikation bei Kindern mit allergischen Erkrankungen zum
Zeitpunkt der Untersuchung

48,4% Keine Medikation

19,4% Leukotrien-Rezeptor-Antagonist

16.1% Bronchodilatator, inhalatives Corticosteroid und
70 Leukotrien-Rezeptor-Antagonist

9,7% Inhalatives Corticosteroid

399 Inhalatives Corticosteroid und Leukotrien-

e 7o Rezeptor-Antagonist
329, Bronchodilatator und Leukotrien-Rezeptor-

Antagonist
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lll-3 Messergebnisse der Lymphozyten-Subpopulationen bei

Kindern ohne allergische Erkrankungen

Tabelle 1lI-2.1: Zellpopulationen bei Kindern und Jugendlichen ohne allergische

Erkrankungen
Zellpopulation Minimum | Maximum | Mittelwert | SD
I(_g;JI;(ozyten 4,33 19,80 7,40 3,29
I(_%T%Z?(Zoyzt;gn) 27,00 65,00 45,00 10,35
('\ff '[‘;ﬁfggyten) 3,00 16,00 8,12 2,85
(“(‘)Z“Lt;?f;*;“z‘;g,ﬁ?”“'°zyte” 25,00 63,00 43,52 10,54
E}jﬂﬁiﬁ!‘;@;‘;‘”“'°zwe” 1,00 7,00 2,83 1,49
(la"/aosl?eplj]lilsz?t"eanr;mozyten 0,00 1,00 0,42 0,51
Ezé?)”en 0,29 4,45 1,35 1,18
&Zﬂ,ﬁghozyten) 4,42 46,49 16,68 9,25
(Li/i,"si_fzeeﬁjs"e” 0,00 4,58 156 118
27 i\é?zifei”)en 63,54 94,30 81,25 7,96
L\(/)l/(’c)alg_igzluzeo:)en—éhnliche B-Zellen 228 17.22 715 561
z\(l)/l:réigzl\ila—lﬁaenv)vechselte B-Zellen 0,23 3,66 1,40 0.00
;I;;oag?;ié)”near:? B-Zellen 4,78 28,69 0.75 5.62
Klassengewechselte Gedachtnis-B-
Zellen (% B-Zellen) 1,84 17,64 6,19 4,02
(Sozéé?z(;ﬁg:)chtnis-B-ZeIIen 0.36 6.24 261 1 64
(F:)f Sér?zag::it)en 0,06 2,80 0,75 0,60
g/?éi'zl‘ﬂ%it)we B-zellen 2,07 27,53 13,62 7,57
% b 2ehen) 0,88 98,00 28,76 29,84
;I'(-;ﬁt)allen 1,99 13,63 4,81 2,33
;I:’kzﬁyfnnphozyten) 32,94 82,91 65,20 11,44
&Z'?l-l;gllr::)va-TZR 2,78 40,85 9,77 7,33
&”ﬁﬁ;ﬁgﬂi{;n) 11,78 56,82 37,26 10,47
g/fqrél;f;tl?eisn-)T-HeIfer-ZeIIen 3,02 25,27 13.33 533
Zytotoxische T-Zellen 9,22 43,93 22 87 604

(% Lymphozyten)
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Zellpopulation Minimum | Maximum | Mittelwert | SD
(TO/OHﬁ”Ze;"Zeﬁ')'e” mit aB-TZR 39,26 74,48 58,18 9,51
@zt;\fgréﬁ;-)HeIfer-ZeIIen 0.19 2.28 0,73 0,50
ﬁf‘?‘;‘;gﬁ‘; T-Zellen mit aB-TZR 20,78 54,02 34,70 8,33
?OI/(oti_\lfi—leg?lezr)]/)totoxische T-Zellen 0.16 274 116 0,68
z\(l)zi¥?zz§|r1(atrzz;1le T-Helfer-Zellen 033 83.33 31.96 16,55
(((B)/Sql_éi;rétl?;i)zentrale T-Helfer-Zellen 247 2433 11,07 483
z\(l)ziﬁzlieﬁzﬁt)m T-Helfer-Zellen 1,33 10,84 4.91 273
(Go/fqréi;r;tl?eii—)Effektor—T—HeIfer—ZeIIen 0,03 11,71 5.80 3,21
P!)Ziﬁzzeennetr';?le zytotoxische T-Zellen 452 2811 16,07 5,34
g:lfeancf(wg/?l_?_zzeerlmlteril)e zytotoxische T- 0.29 10,48 3,67 3,05
E\(I)Z|¥?ZIEefITzﬁt)or zytotoxische T-Zellen 1,62 17.14 6,15 3,62
g:lfeanc?;?liiggﬁ:;(;r zytotoxische T- 0,91 2515 6,54 5,78
;I;Zy_rr\jgzﬂzg;dtlve T-Helfer-Zellen 273 14,94 7.06 3,16
;I;Zy_rrrjgzﬁgrs]i)tive T-Helfer-Zellen 16,77 5182 33,52 10,61
2;21nggﬁ:n) 0,00 6,41 1,93 145
(Go/fqﬁggtl?;‘;m‘ze"e” 2,00 11,46 6,28 2,51
I’Zszzilﬁ:n) 0,18 2,81 0,74 0,67
(Go/fqﬁggtl?;‘;hz‘ze"e” 0,05 2,45 0,64 0,68
(Rozﬁir‘";‘;‘l’l’;f’]‘;he T-zellen 0,46 21,19 3,78 3,83
2:’21'I?ZZ:I|I§:) 0,16 16,24 2,73 3,14
(I\(/)I/thilghs;:;wiir;dritische Zellen Typ1 0,00 1,55 0.39 0.36
(I\(/)I/thilghs;:;wiir;dritische Zellen Typ2 0,00 0.32 0.06 0,07
I(::)fsl_rgfliig,;:;z:)endritische Zellen 0,00 483 072 0,98

Erstmals konnten somit quantitative Referenzwerte fur differenzierte Lymphozyten-
Subpopulationen bei Kindern und Jugendlichen ohne allergische Erkrankung erstellt

werden.

- 40 -



Ergebnisse

lll-4 Quantitativer Vergleich der Immunzell-Subpopulationen von

Kindern mit und ohne allergischen Erkrankungen

Tabelle 1lI-4.1: Vergleich der Zellpopulationen von Kindern und Jugendlichen ohne

und mit Allergien. Die Werte sind als Mittelwert +/- SD angegeben.

(% T-Zellen)

Zellpopulation Kontroll- | Allergiker | A P
patienten

I('%T_%T%}Q;gn) 450 +-10,4 | 36,1 +-7,9 |89 |0,002
?ﬁ'/:’ igifg;yten) 81+-29 |73+-21 |08 |0509
?l»zuf;%mi;,g?nu'ozyten 435+-10,5 | 48,6 +-105 |51 | 0,127
E}Zsﬂgﬁiﬁ‘;@g?”“"’zm” 28+-15 |77+-73 |49 |0,000
g/aosf:ﬂfzaganr;u“’zyten 04+-05 |09+-16 |05 |0372
?')Ztﬂ;'ﬁﬁgﬁo‘ﬁﬂfeﬂ'ze”e” 11+-09 |35+-105 |24 |0,067
E')Ztﬁ;';ﬁgﬁofﬂfgﬁf llen gesamt 32,4 +/20,7 | 20,9+-183 |25 | 0,837
{Rozi[eymzﬂ!irfn;ﬁ"erze"en 27,6 +/-184 | 256+-171 |19 |0876
eri;t:;%r;]gl;;tirrlj;:he Killerzellen 3.0+-32 33424 06 0.463
&Zf:,l;r;hozyten) 16,7 +-9,3 |158+-60 |09 | 0,941
gzrgi_fzeeﬁ;?"en 16+-12 |16+-12 |01 |0,767
L}ags'z“g?:r!‘; B-zellen 98+-56 |87+-43 |10 |0564
(“(')Zié‘f'zi].ze";!')e” 81,3+-7,9 |750+-186 |62 |0467
“Bﬂ_e‘zr§|i|re'ilz(§:’§r_'2mre",zc)he 72+-36 |65+-39 |07 |0306
z\(l)/l:rBI?ZI\/el—”geenv)vechselte B-Zellen 14+-009 18418 0.4 0.666
EfsBs_Zr;ﬂZ\r/lv)echselte Gedachtnis-B-Zellen 6.2 +-4.0 79 +-58 17 0319
2zéé?ziﬁg§)chtniszellen 26 4+-1.6 373 4-32 | 14 0134
(F;f SBmz"‘QlZ?)e” 0.8+-06 |21+-33 |14 |0,090
(C"/E)ZBT-ZZT%?:)WG Srzelen 136 +-7,6 |139+-87 |02 | 0,941
22‘§?£§Ren) 28,7 +-29,8 | 252 +-249 | 36 | 0,692
&Zﬂﬁqﬂphozyten) 65,2 +- 11,4 | 69,9+/-10,1 | 47 | 0,140
Ia}oz-?l_l;;f:ri,t)va_TZR 9.8+-73 |88+-53 |09 |0735
(Tﬁ,”f;ﬁ;ﬁﬁli{‘en) 37,3+-105 | 395+-79 |22 |0443
Gedachtnis-T-Helfer-Zellen 13,3 +- 5.3 156 +-45 | 22 0.088
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(% Leukozyten)

Zellpopulation Kontroll- | Allergiker | A p
patienten

ﬁf‘ﬁt’;‘;ﬁﬂ;{gﬁf“e” 229+-69 |227+-63 |02 |0793
;»}C,Hﬁ_lfze;[kzaﬁl)len it aB-TZR 582+-95 |619+-72 |38 |0,085
?)Zti_\lfi(;:ﬁ;-)HeIfer-ZeIIen 0.7 +/-0.5 0.9 +-0.6 02 0119
ﬁf‘?";jﬁ;ﬁ‘; T-zellen mit ap-TZR 347+-83 |329+-67 |17 |0255
oo g 1ovieche T-zellen 116 +-0,68 | 1,06 +-063 | 01 | 0,448
EZ‘%‘?ZZ;.”;;?'G T-Hetfer-Zellen 31,9+-166 | 30,3+-12,0 |17 | 0,961
(%/Sqréig:l?;i)zemrale T-Helfer-zellen 11,1+/-48 |134+-119|24 {0,360
z\(l)/:jiﬁzEeszﬁt)or T-Helfer-Zellen 4.9+-2.7 6.6 +/-5.7 17 0.145
(Go/stiré;;zltlr;i:)-Effektor-T-HeIfer-ZeIIen 5,8 +/-3,2 8.6 +/- 4,3 28 0.008
gzi¥?zzeellr1€‘[rzzglle zytotoxische T-Zellen 16.1 +/- 5,3 16.9+-59 |09 0.504
(Go/fql_é_g;tl?;i)zentrale zytotoxische T-Zellen 3.7 +/-3.1 23417 14 0118
z\(l)ziﬁzEeszﬁt)m zytotoxische T-Zellen 6.2 +- 3.6 72 4+-45 1.0 0.473
(Go/fqré_;f;tl?;i)Effektor zytotoxische T-Zellen 6.5 +/-5.8 57+-39 |08 0.966
I)Zyﬁ;zﬂzﬁfﬁve T-Helfer-zellen 70+-32 |74+-29 |03 |0581
IazyTnj;Zﬁgﬁi)ﬁve T-Helfer-Zellen 33,5+-10,6 | 30,7 +-8,1 |28 |0463
I»TTZZ!ﬁ:n) 1,9+-15 [27+-17 |08 0,066
ﬁ/f‘?r?;*;‘.?e‘i‘fh“ze”e” 63+-25 |76+-35 |13 |0233
I»ZZTZzilﬁ:n) 0,7 +/-0,7 1,1+/-06 |03 |0,066
(Go/fl_il_é;lgzltlr::)-ThZ-Zellen 0,6 +/- 0,7 0,98 +/-0,6 | 0,3 0,006
fﬁzg#"é‘é‘ﬂ’;i‘jhe T-zellen 38+/-38 |44+-48 |06 |0488
2;21-;-22(;:;? 2,7 +/-31 3,6 +/-1,8 0,9 0,003
?f/zl ‘i'gLSfc',‘fy;’;r;d”“““e Zellen Typ1 0,39 +/- 0,36 | 0,49 +/-0,39 | 0,10 | 0,242
IIYIeyl:ell(zizs;tZt:‘)dendritische Zellen Typ2 (% 0,06 +/- 0,07 | 0,09 +-0,07 | 0,03 | 0,008
Plasmatische dendritische Zellen 0.72 +-0.98 | 0.64 +-118 | 0,08 | 0.424
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Kinder und Jugendliche mit allergischen Erkrankungen weisen signifikant mehr
Gedachtnis-Th2-Zellen, Gedachtnis-Effektor-Th2-Zellen, Th17-Zellen und
myeloische dendritische Zellen Typ 2 auf. Sie weisen ausserdem weniger
Lymphozyten und mehr eosinophile Granulozyten auf als Kontrollpatienten.

Es wurden keine signifikanten Unterschiede im B-Zell-Kompartment oder bei den

regulatorischen T-Zellen gemessen.

-43 -



Ergebnisse

Tabelle 1ll-4.2: Vergleich der Zellpopulationen von Kindern und Jugendlichen mit unterschiedlichen Allergieformen. Die Werte
sind als Mittelwert +/- Standarabweichung angegeben.

Zellen Typ 2 (% Leukozyten)

Zellpopulation Kontroll- Allergiker Patienten mit allergischem Asthma bronchiale
patienten gesamt
Mittelwert Mittelwert o] Kontrolliert o] Teilweise o] Asthma p
Standarabw. | Standarabw. kontrolliert gesamt
Lymphozyten 45,0 +/-10,4 | 36,0 +/-7,9 0,002 | 354 +/-7,8 0,004 | 34,5+/-35 0,025 |354+/-6,9 |0,001
(% Leukozyten)
Eosinophile Granulozyten
fe L oukoryton) 2.8 +/-1,5 7.7 +-7,27 0,000 |63 +-3,38 0,002 | 8,0+-53 0,018 |81+-61 | 0,000
Thi-Zellen 19+-15 2.7 +-1,72 0,066 | 2.9 +/-1,6 0,023 | 3.4 +-2.4 0133 |[30+-17 |0,011
(% T-Zellen)
Geddchtnis-Th1-Zellen 6,3 +/-2,5 7.6 +/- 3,48 0,233 | 8,0+-29 0,057 | 9.2+/-53 0322 |82+-35 |0,051
(% T-Zellen)
Th2-Zellen 0,7 +/-0,7 11+-06 0,066 | 1,1 +/-0,5 0,007 | 1,5+-0.9 0,058 |12+-06 | 0,002
(% T-Zellen)
Geddchtnis-Th2-Zellen 0,6 +/- 0,7 0,9 +/- 0,6 0,006 | 0,9 +/-0,5 0,003 | 1,4 +/-0,8 0,013 |1,1+-06 | 0,000
(% T-Zellen)
Naive Effektor T-Helfer-Zellen | , 4, 57 6.6 +/- 5,7 0,145 | 4.8 +/-2,2 0,787 | 82+-25 0,021 |57+-27 |0215
(% T-Zellen)
Gedachtnis-Effektor-T-Helfer- | 54, 3, 8,6 +/- 4,3 0,008 | 8,4 +/- 4,1 0,021 |122+-39 |0006 |94+-43 |0,002
Zellen (% T-Zellen)
Gedachtnis zentrale T-Helfer-
Zellen (% T-Zellen) 1M1+-48 |134+-119 | 0360 | 156+-149 | 0,146 | 124+-49 |0330 |147+-131 | 0,150
Geddchtnis-T-Helfer-Zellen 133+/-53 | 1556 +-45 | 0,088 | 155+-41 | 0,140 |20,1+-38 | 0,013 |164+-43 |0,031
(% T-Zellen)
T-Helfer-Zellen mit of-TZR 582+-95 |6194+-72 |0085 |627+-69 |0061 |626+-58 |0278 |628+-64 |0,046
(% T-Zellen)
T-Zellen mit y5-TZR 9.8 +-73 | 884+-53 0,735 | 8.4 +/-59 0,377 | 9.3 +-26 0718 |85+-52 | 0476
(% T-Zellen)
TH17-Zellen 2,7 +/- 3,1 3,61+-1,8 0,003 | 3,9 +-1,7 0,002 | 4,8 +-2,3 0,038 |39+-18 | 0,001
(% T-Zellen)
Myeloische dendritische 0,06 +/-0,07 | 0,00+/-0,07 | 0,008 |0.087+-0.06 | 0,029 |0,13+-008 |0,048 |0,09+-0,07 | 0,009
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Zellpopulation

Kontrollpatienten

Allergische Rhinokonjunktivitis

atopische Dermatitis

Nahrungsmittelallergie

Mittelwert Mittelwert o] Mittelwert P Mittelwert P
Standarabweichung Standarabweichung Standarabweichung Standarabweichung
Lymphozyten 45,0 +-10,4 37,7 +/- 8,1 0105 |354+-86 0,024 | 41,3+-9,1 0,612
(% Leukozyten)
Eosinophile
Granulozyten 28+-15 9,0 +/-12,9 0,030 |89+-116 0,008 | 14,3 +/- 16,1 0,032
(% Leukozyten)
Th1-Zellen
Oh T zelten) 19+-15 3.4 +-1.2 0,002 [19+-14 0861 [12+-12 0,311
Geddchtnis-Thi-Zellen | ¢ 5,/ 5 5 8,8 +-2,9 0,029 | 69+-35 0,874 | 4,9+-16 0,422
(% T-Zellen)
Th2-Zellen 07 +-07 1,0 +/-0,6 0,064 | 1,0+-05 0,035 | 0,9+-08 0,728
(% T-Zellen)
Gedachtnis-Th2-Zellen | 5,/ ¢ 7 11406 0,025 |[10+-07 0133 |09+-08 0,635
(% T-Zellen)
Naive Effektor T-
Helfer-Zellen 4,9+-27 7,0 +-2.4 0,025 |[66+-39 0,359 | 12,9 +-13,9 0,164
(% T-Zellen)
Gedéchtnis-Effektor-
T-Helfer-Zellen 5,8 +1- 3,2 10,8 +/-4,9 0,006 |77+-38 0114 |80+-50 0,312
(% T-Zellen)
Gedéchtnis zentrale T-
Helfer-Zellen 11,1448 18,3 +/-20,9 0,339 | 104+-48 0470 |63+-37 0,037
(% T-Zellen)
Sedachtnis-T-Helfer- | 1334153 16,9 +/- 3,1 0,049 | 153+-43 0283 | 11,1+-37 0,527
T-Helfer-Zellen mit af3-
T2R (% 7-zolon) 58,2 +/-9,5 65,7 +/- 3,0 0,020 | 625+-57 0,266 | 58,5 +/-11,1 0,850
Tozellen mity3-TZR | 944/.73 5,8 +/- 3,2 0,049 | 13,1+-63 0,085 |3,9+-22 0,058
(% T-Zellen)
TH17-Zellen 2,7 +-3,1 3,9+-15 0,006 |33+-16 0079 |22+-08 0,768
(% T-Zellen)
Myeloische den-
dritische Zellen Typ 2 | 0,06 +/- 0,07 0,09 +/- 0,06 0,125 | 0,09 +-0,07 0,053 | 0,05+-0,03 0,974

(% Leukozyten)
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Wie in der Tabelle dargestellt unterscheiden sich Kinder und Jugendliche mit
allergischem Asthma bronchiale und allergische Rhinokonjunktivits in vielen
Lymphozyten-Subpopulationen signifikant von den Kontrollpatienten. Dabei sind
neben den bereits erwahnten Lymphozyten-Subpopulationen insbesondere beim
allergischen Asthma bronchiale die Th1-Zellen und Th2-Zellen, sowie bei der
allergischen  Rhinokonjunktivitis die Th1- und Gedachtnis-T1-Zellen
hervorzuheben. In der Gruppe der Kinder und Jugendlichen mit atopischer
Dermatitis und mit Nahrungsmittelallergien wurden dagegen nur zwei signifikant
veranderte Zellpopulationen im Vergleich zu den Kontrollpatienten gefunden:
mehr Th2-Zellen bei Patienten mit atopischer Dermatitis und weniger Gedachtnis

zentrale T-Helferzellen bei Patienten mit Nahrungsmittelallergien.

llI-5 veranderte Lymphozyten-Subpopulationen bei Kindern und

Jugendlichen mit Allergien

Bei der komparativen Analyse der Immunzellen bei Kindern und Jugendlichen
ohne und mit allergischen Erkrankungen wiesen vier Lymphozyten-
Subpopulationen signifikante quantitative Unterschiede auf. Im Folgenden
werden diese Lymphozyten-Subpopulationen hinsichtlich dieser Differenz sowie
hinsichtlich ihrer Quantitdt bei verschiedenen allergischen Erkrankungen

detailliert dargestellit.

llI-5.1 Gedachtnis-Th2-Zellen bei Kindern und Jugendlichen mit Allergien

Kinder mit allergischen Erkrankungen haben signifikant mehr Gedachtnis-Th2-
Zellen (0,9 +/- 0,6 % der T-Zellen) als Kinder ohne Allergien (0,6 +/- 0,7 % der T-
Zellen, p=0,006).

Mit Ausnahme der Kinder und Jugendlichen mit atopischer Dermatitis und

Nahrungsmittelallergie war die Anzahl der Gedachtnis-Th2-Zellen bei Allergikern

signifikant hoher als bei Kontrollpatienten.
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Abbildung 11I-5.1a: Gedachtnis-Th2-Zellen bei Kindern und Jugendlichen ohne und mit
Allergien
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Abbildung 11I-5.1b: Gedachtnis-Th2-Zellen (% T-Zellen) bei Kindern und Jugendlichen
mit unterschiedlichen allergischen Erkrankungen.
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llI-5.2 Gedachtnis-Effektor-T-Helfer-Zellen bei Kindern und Jugendlichen

mit Allergien

Padiatrische Allergiepatienten haben signifikant mehr Gedachtnis-Effektor-T-
Helfer-Zellen (8,6 +/- 4,3 % der T-Zellen) als Kinder und Jugendliche ohne
Allergien (5,8 +/- 3,2 % der T-Zellen, p=0,008).
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Abbildung II-5.2a: Gedachtnis-Effektor-T-Helfer-Zellen (% T-Zellen) bei Kindern
und Jugendlichen ohne und mit Allergien

Kinder und Jugendliche mit allergischem Asthma bronchiale (Asthma gesamt
9,4 +/- 4,3 % der T-Zellen, p=0,002) und allergischer Rhinokonjunktivitis (10,8
+/-4,9 % der T-Zellen, p=0,006) haben signifikant mehr Gedachtnis-Effektor-T-
Helfer-Zellen als Kinder und Jugendliche ohne allergische Erkrankung. Auch
Kinder und Jugendliche mit Nahrungsmittelallergien und atopischer Dermatitis
haben mehr Gedachtnis-Effektor-T-Helfer-Zellen als Kinder und Jugendliche

ohne Allergien, jedoch nicht im signifikanten Bereich.
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Abbildung 111-5.2b: Gedachtnis-Effektor-T-Helfer-Zellen (% T-Zellen) bei Kindern und
Jugendlichen mit unterschiedlichen Allergieformen.
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11-5.3 Th17-Zellen bei Kindern und Jugendlichen mit Allergien

Kinder und Jugendliche mit allergischen Erkrankungen wiesen signifikant mehr
Th17-Zellen (3,6 +/- 1,8 % der T-Zellen) auf als Kinder und Jugendliche der
Kontrollgruppe (2,7 +/- 3,1 % der T-Zellen, p=0,003).
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Abbildung 111-5.3a: Th17-Zellen (% T-Zellen) bei Kindern und Jugendlichen ohne und mit
Allergien.

Separat betrachtet wiesen Kinder und Jugendliche mit atopischer Dermatitis
gegenuber Kontrollpatienten keine signifikante Differenz bei den Th17-Zellen auf
(3,3 +/- 1,6% der T-Zellen, p=0,079), wahrend Kinder und Jugendliche mit
Nahrungsmittelallergien weniger Th17-Zellen besallen als Kinder und
Jugendliche ohne Allergien (2,2 +/- 0,8% der T-Zellen, p=0,768).
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10 -
p=0,001 p=0,002 p=0,038 p=0,006 p=0,079 p=0,768 p=0,003

Abbildung 11I-5.3b: Th17-Zellen (% T-Zellen) bei Kindern und Jugendlichen mit
unterschiedlichen Allergieformen.
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llI-5.4 Dendritische Zellen bei Kindern und Jugendlichen mit Allergien

Kinder und Jugendliche mit allergischen Erkrankungen hatten signifikant mehr
myeloische dendritische Zellen Typ 2 (MDC2: 0,1 +/- 0,07 % der Leukozyten) als
Kinder und Jugendliche ohne Allergien (0,1 +/- 0,07 % der Leukozyten, p=0,008).

0,40

p=0,008

0,30

0,20

0,10

Myeloische dendritische Zellen Typ 2

(% Leukozyten)

0,00

Abbildung 1l1-5.4a: Myeloische dendritische Zellen Typ 2 (% Leukozyten) bei Kindern
und Jugendlichen ohne und mit Allergien.

Die differenzierte Analyse nach unterschiedlichen allergischen Krankheitsbildern
hat jedoch ergeben, dass nur Kinder und Jugendliche mit allergischem Asthma
bronchiale (Asthma gesamt 0,09 +/- 0,07 % der Leukozyten, p=0,009) signifikant
mehr myeolische dendritische Zellen Typ 2 aufweisen als die Kontrollpatienten.
Bei Kindern und Jugendlichen mit allergischer Rhinokonjunktivitis, atopischer
Dermatitis sowie mit Nahrungsmittelallergien konnte keine signifikante

Veranderung nachgewiesen werden.
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Abbildung 11I-5.4b: Myeloische dendritische Zellen Typ 2 (% T-Zellen) bei Kindern und
Jugendlichen mit unterschiedlichen Allergieformen.
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lll-6 Analyse von Lymphozyten-Subpopulationen bei Kindern

und Jugendlichen mit allergischem Asthma bronchiale

Bei der Gruppe aller Kinder und Jugendlichen mit allergischem Asthma
bronchiale wurde eine signifikante Erhéhung der Gedachtnis-Th2-Zellen,
Gedachtnis-Effektor-T-Helfer-Zellen, der Th17-Zellen und der myeloischen
dendritischen Zellen Typ 2 gemessen. lhre jeweilige Zahl war im Stadium des
teilweise kontrollierten Asthma bronchiale signifikant héher als im Stadium des

kontrollierten Asthma bronchiale (s. Tabelle 111-4.2)

18 1 p=0,006
16 -
14 1 p=0,021
c 12 4 p=0,038
Q
E" 10 4 I
) 8 p=0,013 I 1 | p=0.002
O\O 6 T
4 p=0,003 - . 1
T T
2 - T 1
0 — I _l | : :
Gedachtnis-Th2-Zellen Gedachtnis-Effektor-T-Helfer- TH17-Zellen
Zellen
OKontrollpatienten O Asthma bronchiale (Kontrolliert) @ Asthma bronchiale (Teilweise kontrolliert)

Abbildung lll-6a: Gedachtnis-Th2-Zellen, Gedachtnis-Effektor-T-Helfer-Zellen und Th17-
Zellen (% T-Zellen) bei Kindern und Jugendlichen ohne Allergien sowie im Stadium des
kontrollierten und teilweise kontrollierten allergischen Asthma bronchiale
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0,25 ~
p=0,048
0,2
p=0,029
0,15 +
0,1 1
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MDC2 (% Leukozyten)
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OAsthma bronchiale (Kontrolliert)
O Asthma bronchiale (Teilweise kontrolliert)

Abbildung 111-6b: Myeloische dendritische Zellen Typ 2 (% Leukozyten) bei Kindern und
Jugendlichen ohne Allergien sowie im Stadium des kontrollierten und teilweise
kontrollierten allergischen Asthma bronchiale.
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IV Diskussion

Die in der vorliegenden Studie gewonnenen Ergebnisse werden in Bezug auf
Validitat und pathophysiologische Relevanz zunachst insgesamt und im Rahmen
der spezifischen allergischen Erkrankungen bewertet, anschliellend werden die

besonders herausragenden Lymphozyten-Subpopulationen detailliert betrachtet.

IV-1Validitat der experimentellen Studie

Die quantitative Analyse von Immunzellpopulationen hangt entscheidend von der
experimentellen Methode und der immunphanotypischen Definition der
Immunzellen ab. Ein Vergleich mit Messwerten aus der Literatur ist daher

unerlasslich zur Bewertung der gewonnenen Daten.

Tabelle IV-1.1: Vergleich der Messwerte mit Literaturdaten

Immunzellen Messwert Wert in der Literatur
B-Zellen 1,35 G/I 0,5-2 G/I [110]
T-Zellen 4.8 G/I 2-6 G/ [110]

5-10% der CD4+T-Zellen

Regulatorische 3,8% der T-Zellen = [111]
- o -
T-Zellen 6,5% der CD4+T-Zellen 7% der CD4+T-Zellen [91]
2,7% der T-Zellen = 1,2% der Leukozyten [81]
Th17-Zellen 4,6% der CD4+T-Zellen | 0,4% der Leukozyten [63]

=1,7% der Leukozyten (beide bei Erwachsenen)

0,27% der Leukozyten

0,
MDCH1 0,4% der Leukozyten (Miltenyi, Erwachsene)
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Immunzellen Messwert Wert in der Literatur

0,02% der Leukozyten

o)
MDC?2 0,06% der Leukozyten (Miltenyi, Erwachsene)

0,2% (Miltenyi, Kinder im
Alter von 1 Jahr, n=4)
0,25% der Leukozyten
[136] (bei Erwachsenen)

MDC gesamt 0,46% der Leukozyten

0,2% der Leukozyten
(Miltenyi, 1 Jahr, n=4)
0,19% der Leukozyten
(Miltenyi, Erwachsene)
0,4% der Leukozyten [136]
(bei Erwachsenen)

PDC 0,7% der Leukozyten

Beachte: Einige Daten stammen von Erwachsenen und sind in dieser Tabelle

besonders gekennzeichnet.

Fir viele der hier gemessenen Subpopulationen ist kein unmittelbarer Vergleich
mit der Literatur mdglich, da bisher keine altersspezifischen (1-17 Jahre)
Referenzwerte publiziert wurden. Dennoch zeigt die Analyse der Tabelle 1V-1.1,
dass die erhobenen Messwerte im Rahmen anderer publizierter quantitativer
Analysen liegen.

Somit kann von einer technisch korrekten Quantifizierung der
Immunzellpopulationen in der vorliegenden Arbeit ausgegangen werden, sofern

dies anhand von Referenzwerten in der Literatur beurteilt werden kann.

IV-2 Lymphozyten-Subpopulationen bei Kindern und

Jugendlichen mit allergischen Erkrankungen

Ein Vergleich der Lymphozyten-Subpopulationen zwischen Kindern und
Jugendlichen ohne und mit allergischen Erkrankungen hat signifikante
Unterschiede ergeben.

Kinder und Jugendliche mit allergischem Asthma bronchiale und allergischer
Rhinokonjunktivitis wiesen mehr Gedachtnis-Th2-Zellen, mehr Gedachtnis-
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ohne allergische Erkrankung. Kinder und Jugendliche mit allergischem Asthma
bronchiale wiesen zudem mehr myeloische dendritische Zellen Typ 2 auf als
Kinder und Jugendliche ohne Allergien.

Dagegen wurden keine signifikanten Unterschiede im B-Zell-Kompartiment oder
bei anderen T-Zell-Subpopulationen zwischen Kindern und Jugendlichen mit und

ohne allergische Erkrankungen gemessen.

IV-2.1 T-Zellpopulationen bei Kindern und Jugendlichen mit

unterschiedlichen Allergieformen

Allergisches Asthma bronchiale

Die hier gemessenen Werte im T-Zell-Kompartiment der naiven und der
Gedachtnis-T-Helfer-Zellen bzw. — zytotoxischen T-Zellen sind vergleichbar mit
Ergebnissen von Machura et al. [82]. Eine Ausnahme bildete lediglich die in jener
Studie beschriebene groRere Zahl der Gedachtnis zytotoxischen T-Zellen, sowie
die geringere Zahl CD25-positiver T-Zellen und Gedachtnis-T-Helfer-Zellen bei
Kindern mit allergischem Asthma bronchiale, die hier nicht festgestellt werden
konnte. Ebenso wie in jener Studie, konnte auch hier kein signifikanter
Unterschied in der CD4+CD25+-Population (Treg) gemessen werden, was
moglicherweise auf die therapeutische Verwendung von inhalativen
Corticosteroiden zurtckzufuhren ist [36]. Im Gegensatz dazu war von Lee et al.
[74] und Mészaros et al. [91] eine signifikante Verminderung der Zahl von Treg
bei padiatrischen Patienten mit allergischem Asthma bronchiale beschrieben
worden.

Die quantitative Erhdhung der Gedachtnis-Th2-Zellen, Gedachtnis-Effektor-T-
Helfer-Zellen, Th17-Zellen und myeloischen dendritischen Zellen Typ 2 ist zudem
positiv. mit der Auspragung der klinischen Symptome im Stadium des
kontrollierten und teilweise kontrollierten Asthma bronchiale assoziiert.
Insgesamt stellt die Gruppe der Kinder und Jugendlichen mit allergischem
Asthma bronchiale die groRe Patientengruppe in dieser Studie, weswegen die
Meldaten dieser Gruppe einen hoheren statistischen Einflull gehabt haben

werden als die anderen Patientengruppen.
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Allergischer Rhinokonjunktivitis

Kinder und Jugendliche mit allergischer Rhinokonjunktivitis wiesen deutliche und
multiple Veranderungen im T-Zell-Kompartiment auf. Sie hatten signifikant
weniger yo-T-Zellen, aber signifikant mehr T-Helfer-Zellen und Gedachtnis-T-
Helfer-Zellen (sowohl Th1- als auch Th2-Zellen) und naive Effektor T-Helfer-
Zellen, als auch Gedachtnis-Effektor-T-Helfer-Zellen und Th17-Zellen als die
Kontrollgruppe. Die Veranderungen im CD4-Kompartiment zeigen eine starke
Aktivierung des Immunsystems bei dieser Form der allergischen Erkrankung auf.
Eine signifikante Verminderung der Anzahl der Treg bei Kindern und

Jugendlichen mit AR [91] konnte in dieser Arbeit nicht bestatigt werden.

Atopische Dermatitis

Kinder und Jugendliche mit atopischer Dermatitis wiesen eine signifikante
Erhdhung der Th2-Zellen auf, wie bereits zuvor gezeigt wurde [96]. Eine
signifikant héhere Zahl von aktivierten T-Helfer-Zellen und zytotoxische T-Zellen
[155], Th1-Zellen [96], Th17-Zellen[63], MDC [101] [62] oder pDC [150] wurde in

der vorliegenden Arbeit nicht gefunden.

Nahrungsmittelallergie

Die Gruppe der Kinder und Jugendlichen mit Nahrungsmittelallergien wich von
allen anderen Patienten mit allergischen Erkrankungen am meisten ab. In dieser
Patientengruppe konnte keine signifikante Erhohungen von Lymphozyten-
Subpopulationen gemessen werden, lediglich eine signifikant verminderte Zahl
von Gedachtnis zentralen T-Helferzellen wurde nachgewiesen. Eine signifikant
verminderte Zahl von Treg [133] oder eine erhdhte Zahl dendritischer Zellen [34]
konnte durch die vorliegenden Ergebnisse nicht bestatigt werden. Dabei muss
auch die geringe Zahl der hier untersuchten Patienten mit Nahrungsmittelallergie
die Untersuchungsergebnisse entscheidend beeinflusst haben.
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IV-2.2 Gedachtnis-Th2-Zellen

Kinder und Jugendliche mit allergischem Asthma bronchiale und allergischer
Rhinokonjunktivitis wiesen signifikant mehr Gedachtnis-Th2-Zellen auf (siehe
Abbildung 111-5.1b). Auch wurden mehr Gedachtnis-Th2-Zellen im Stadium des
teilweise kontrollierten allergischen Asthma bronchiale gemessen als im Stadium
des kontrollierten Asthma bronchiale. Gedachtnis-Th2-Zellen scheinen also mit
der Starke der Erkrankung beim allergischen Asthma bronchiale assoziiert zu
sein (siehe Abbildung llI-6a). Kinder und Jugendliche ohne Allergien wiesen in
dieser Arbeit mit 0,6% Gedachtnis-Th2-Zellen der T-Zellen Messwerte im
publizierten Referenzbereich (<2% der T-Zellen [31]) auf. Auch in der Literatur
wurde bereits eine vermehrte Zahl der Gedachtnis-Th2-Zellen bei allergischen
Erkrankungen beschrieben [145]. Das Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist eine
weitere Bestatigung der Th2-dominierten pathologischen Immunreaktion bei
Menschen mit allergischen Erkrankungen. Die Quantitdt und Spezifitat der
Gedachtnis-Th2-Zellen kann unter anderem die unmittelbare Ursache flur die
wiederkehrende immunologische Reaktion von Patienten auf bestimmte

Allergene darstellen.

IV-2.3 Gedachtnis-Effektor-T-Helfer-Zellen

Kinder und Jugendlichen mit allergischer Rhinitis und allergischem Asthma
bronchiale wiesen eine erhdhte Zahl von Gedachtnis-Effektor-T-Helfer-Zellen auf
im Vergleich zu Kindern ohne allergische Erkrankung auf (siehe Abbildung llI-
5.2b). Zudem scheint die Quantitat dieser Zellen mit der Schwere der Erkrankung
beim allergischen Asthma bronchiale assoziiert zu sein (s. Abbildung IlI-6a).

Wie bereits beschrieben, sind diese Zellen bevorzugt im entziindeten Gewebe zu
finden und kénnen dort nach Antigenstimulation schnell und effektiv Zytokine
freisetzten. Dadurch kdnnen sie mdglicherweise die Entzindungsreaktion und
Immunaktivierung verstarken, was zu einer dysregulierten Immunreaktion bei der
Pathogenese allergischer Erkrankungen beitragen konnte. Andere bekannte
immunologische Vorgange, die mit erhdhten Zahlen von Gedachtnis-Effektor-T-
Helfer-Zellen einhergehen, sind Immunreaktionen nach Impfungen [12] und
AbstolRungsreaktionen nach Transplantationen im Rahmen eines Graft-versus-
Host-Disease [157]. Aufgrund der unmittelbaren Reaktivitdt von Gedachtnis-
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therapeutischer Interventionen dienen.

IV-2.4 Th17-Zellen

Verglichen mit Kindern und Jugendlichen ohne allergische Erkrankungen wiesen
die Gruppen der Kinder und Jugendlichen mit allergischem Asthma bronchiale
und allergischer Rhinokonjunktivitis signifikant mehr Th17-Zellen auf. Kinder und
Jugendliche mit atopischer Dermatitis hatten nicht signifikant mehr Th17-Zellen,
und Kinder und Jugendliche mit Nahrungsmittelallergien hatten sogar weniger
Th17-Zellen als die Kontrollgruppe (siehe Abbildung 111-5.3b). Auch Th17-Zellen
korrelierten positiv. mit dem klinischen Stadium des allergischen Asthma
bronchiale (s. Abbildung IlI-6a).

Es gibt bereits Hinweise darauf, dass Th17-Zellen bei der Pathogenese von
allergischen  Erkrankungen eine Rolle spielen, jedoch sind die
Untersuchungsergebnisse divergent, so dass ihre Rolle noch nicht abschlieRend
geklart ist. So wurden mehr Th17-Zellen bei erwachsenen Patienten mit Asthma
bronchiale gefunden [153] [159], ebenso bei Kindern mit allergischer
Rhinokonjunktivitis [22]. Erhdohte Mengen von IL-17 wurden in der
Bronchiallavage von Patienten mit Asthma bronchiale gefunden, wobei die
Menge mit der Starke der Erkrankung korrelierte [151] [13]. IL-17 verstarkt die
Aktivierung von glatter Muskulatur, Epithelzellen und Fibroblasten in den
Bronchien [57] [59] [93]. Beim allergischen Asthma bronchiale konnten Th17-
Zellen bei der Entwicklung der Th2-dominierten Immunreaktion von Bedeutung
sein [103]. Auch im Mausmodell konnten nach Antigenexposition Th17-Zellen
induziert werden, die die chronisch-entzundliche Reaktion in der Lunge bewirken
[46].

Im Gegensatz dazu zeigten andere Daten, dass von Th17-Zellen produziertes IL-
17 und IL-22 allergische Reaktionen im Mausmodell hemmen [121] [120]. Die
jeweils induzierte Immunreaktion hangt moglicherweise von Zytokinen ab, die
von unterschiedlichen Th17-Subpopulationen produziert werden [50]. Es wurde
in einer anderen Arbeit gezeigt, dass Th17-Zellen die Rekrutierung von
neutrophilen Zellen verstarken und die Th2-dominierte Immunreaktion in der

Pathogenese des allergischen Asthma bronchiale vermindern [25] [80].
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entzindetem Gewebe wie bei Kontaktdermatitis, Psoriasis und atopischer
Dermatitis [137]. Weitere chronisch-entzindliche Erkrankungen, die mit erhdhten
IL-17-Konzentrationen assoziiert sind, sind Multiple Sklerose [88] [15],
Rheumatoide Arthritis [67], Systemischer Lupus erythematodes [152] [123],
Morbus Crohn [98] [35], ZNS-Entzindung [61], und Rheumatische Erkrankungen
[9] [109].

Th17-Zellen sind Gegenstand aktueller Forschung, und viele wichtige und neue
Ergebnisse bleiben abzuwarten, ehe die konkrete Funktion und Relevanz dieser
Immunzellen beim Menschen, speziell bei allergischen Erkrankungen, vollstandig

geklart ist.

IV-2.5 Myeloische dendritische Zellen Typ 2

Die gesamte Gruppe der Kinder und Jugendlichen mit allergischem Asthma
bronchiale wies signifikant mehr myeloische dendritische Zellen Typ 2 (MDC2)
auf als Kinder und Jugendliche ohne Allergien. Es wurden signifikant mehr MDC2
im Stadium des teilweise kontrollierten Asthma bronchiale im Vergleich zum
Stadium des kontrollierten Asthma bronchiale gemessen (siehe Abbildung I11-6b),
so dass ein Zusammenhang zwischen der Quantitat der Zellen und der Schwere
des klinischen Krankheitsbildes vermutet werden kann. Ein derartiger
Unterschied konnte nicht bei Kindern und Jugendlichen mit allergischer
Rhinokonjunktivitis, atopischer Dermatitis oder mit Nahrungsmittelallergien
gemessen werden (s. Abbildung 111-5.4b). Die hier prasentierten Daten sprechen
fur einen Zusammenhang zwischen MDC2 und der Pathogenese des
allergischen Asthma bronchiale. Wie in der Literatur beschrieben, kdénnen
dendritische Zellen Th2-dominierte Immunreaktionen induzieren und
aufrechterhalten und auf diese Weise die pathologische Immunreaktion bei
Allergien beeinflussen [128] [563]. Die ausschlaggebende Subpopulation der
dendritischen Zellen bei Menschen mit Allergien ist bisher noch nicht identifiziert
worden.

Silver et al. haben bei Kindern mit Asthma bronchiale weniger PDC im peripheren
Blut als bei gesunden Kindern gemessen [125]. Auch Hagendorn et al. [39]

wiesen eine geringere Zahl PDC bei Kindern mit Allergien nach. In der hier
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PDC zwischen Kindern und Jugendlichen mit oder ohne Allergien gemessen.

Im Gegensatz dazu konnte bei erwachsenen Asthmapatienten ein hoheres
Verhaltnis von PDC zu MDC nachgewiesen werden als bei der Kontrollgruppe
[87]. Dabei war die Gesamtzahl der dendritischen Zellen bei Patienten mit
Asthma bronchiale und der Kontrollgruppe unverandert, Asthmapatienten hatten
jedoch fast 100% mehr PDC und nur 50% der MDC verglichen mit der
Kontrollgruppe. Auch bei der atopischen Dermatitis wurden mehr PDC und
weniger MDC im Blut beschrieben [44].

Zusatzliche Hinweise auf die pathogenetische Rolle von DC bei Allergien
ergaben sich aus Lokalisationsstudien in nasaler und bronchialer Mukosa von
Patienten mit allergischer Rhinitis und allergischem Asthma bronchiale [54] [55].
Hier zeigten sich Hinweise auf Veranderungen des Verhaltnisses von MDC zu
PDC in Abhangigkeit vom zeitlichen Verlauf nach Allergenprovokation. So
wurden 4-5 Stunden nach Provokation MDC in der Bronchialschleimhaut
nachgewiesen, wahrend PDC erst nach 7 Tagen auftraten. Auch in der nasalen
Mukosa wurde 7 Tage nach topischer Allergenprovokation eine Rekrutierung von
PDC aus dem Blut beobachtet. Die Zahl der rekrutierten DC Uberstieg bei
Patienten mit allergischen Erkrankungen deutlich die Zahl der DC bei gesunden
Probanden, allerdings wurde auch eine erhebliche individuelle Varianz bei der
Quantitat der dendritischen Zellen festgestellt [54] [55].

Somit konnten die unterschiedlichenn Untersuchungsergebnisse auf die
Redistribution der dendritischen Zellen zwischen Gewebe und Blut
zurickzufihren sein.

Die vorliegenden Ergebnisse weisen auf eine wichtige Rolle von MDC2 in der
Pathogenese des allergischen Asthma bronchiale hin [117]. Die genaue Rolle
und Funktion der MDC2 im Rahmen des allergischen Asthma bronchiale bleibt

noch zu klaren.

IV-3 Starken und Schwachen dieser Studie

In dieser experimentellen Studie konnte erstmals eine detaillierte Differenzierung
und Quantifizierung aktueller Lymphozyten-Subpopulationen im Blut von Kindern

und Jugendlichen mit Hilfe der Durchflusszytometrie durchgefuhrt werden. Durch
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und Jugendlichen ohne und mit allergischen Erkrankungen detektiert werden.

Die groRte Schwache der Studie besteht in ihrer kleinen Fallzahl, insbesondere
bei der Unterteilung in verschieden allergische Krankheitsbilder. So stehen sich
24 untersuchte Kinder und Jugendliche mit allergischem Asthma bronchiale nur
4 Kindern und Jugendlichen mit Nahrungsmittelallergien gegenuber. Daraus
resultiert eine mangelhafte statistische Analyse der Messwerte in der kleinen
Gruppe der Patienten mit Nahrungsmittelallergien. Zudem wird die gesamte
statistische Auswertung der Messwerte von Kindern und Jugendlichen mit
allergischen Erkrankungen eher durch die Charakteristika von Patienten mit
allergischem Asthma bronchiale gepragt sein als durch andere allergische
Erkrankungen.  Unberlcksichtigt blieb aul’erdem der Einflud der
Dauermedikation in Form von Corticosteroiden, Leukotrien-Rezeptor-

Antagonisten und Bronchodilatatoren.

IV-4 Ausblick

In der immunologischen Forschung werden immer wieder neue Zellpopulationen
definiert und charakterisiert, die mit bestimmten Erkrankungen einhergehen. lhre
Relevanz und Relation innerhalb des Immunsystems ist dabei haufig schwierig
einzuschatzen. In dieser Arbeit wurden Immunzellpopulationen nach dem
aktuellen Kenntnisstand quantifiziert, um ihre mogliche Relevanz bei Kindern und
Jugendlichen mit allergischen Erkrankungen zu erfassen. Die quantitativ
signifikant veranderte Lymphozyten-Subpopulationen kénnen nun weiter in ihrer
Funktionalitat und in Abhangigkeit verschiedener allergischer Erkrankungen
untersucht werden. Wahrend die Bedeutung von Gedachtnis-Th2-Zellen und
Gedachtnis-Effektor-T-Helfer-Zellen im Rahmen allergischer Reaktionen
bestatigt werden konnte, muss die Funktion von Th17-Zellen und myeloischen
dendritischen Zellen Typ 2 noch weiter untersucht werden. Sie bieten somit einen

Ansatzpunkt fur weitere experimentelle und therapeutische Studien.
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V Zusammenfassung

In  der vorgelegten experimentellen Studie wurden Lymphozyten-
Subpopulationen charakterisiert und bei insgesamt 25 Kindern und Jugendlichen
ohne sowie 31 Kindern und Jugendlichen mit allergischen Erkrankungen mit Hilfe
der Durchflusszytometrie aus Blutproben quantifiziert.

Beim Vergleich von Immunzellsubpopulationen zwischen Kindern und
Jugendlichen mit und ohne Allergien wurden bei vier Zellpopulationen
signifikante Unterschiede gemessen: Kinder und Jugendliche mit allergischem
Asthma bronchiale und allergischer Rhinokonjunktivits wiesen mehr Gedachtnis-
Effektor-T-Helfer-Zellen (p=0,008), mehr Gedachtnis-Th2-Zellen (p= 0,006), und
mehr Th17-Zellen (p=0,003) auf als Kinder und Jugendliche ohne allergische
Erkrankung. Kinder und Jugendliche mit allergischem Asthma bronchiale wiesen
zudem signifikant mehr myeloische dendritische Zellen Typ 2 (p=0,008) auf als
Kinder und Jugendliche ohne Allergien.

Es konnte zudem gezeigt werden, dass die Quantitdt der vorgenannten
Zellpopulationen im Stadium des teilweise kontrollierten Asthma bronchiale
signifikant gréRer war als im Stadium des kontrollierten Asthma bronchiale, was
auf eine positive Assoziation der Schwere der Erkrankung mit der Zellzahl der
Lymphozyten-Subpopulationen hindeutet.

Deutliche Unterschiede ergaben sich bei der vergleichenden Analyse der
Lymphozyten-Subpopulationen zwischen unterschiedlichen Formen von
allergischen Erkrankungen. So weisen Kinder und Jugendliche mit
Nahrungsmittelallergien und atopischer Dermatitis nicht die beschriebenen
Veranderungen im T-Zell-Profil auf, die bei Kindern und Jugendlichen mit
allergischer  Rhinokonjunktivitis und allergischem Asthma bronchiale
nachgewiesen wurden.

Mit Hilfe der gewonnenen Daten konnten neue Referenzwerte fur aktuell
identifizierte Immunzellsubpopulationen bei Kindern ohne allergische
Erkrankungen ermittelt werden. Diese kénnen zur Beurteilung der Reifung des

Immunsystems und zum Vergleich bei pathologischen Immunreaktionen dienen.
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V.1 Summary

In this study the immunocytological profiles of 56 children (31 children with
allergic diseases and 25 control patients) were analysed in order to compare
quantitative differences between healthy and allergic children, as well as to collect
reference values of maturing healthy children aged 1-17. Within this experimental
data collection, immunological cell populations from peripheral blood samples
were identified and quantified by FACS-analysis.

Significant differences between allergic and healthy children were found in
respect to Th17-cells, memory effector T-helper-cells, memory Th2-cells and
myeloid dendritic cells type 2. Higher quantities of these cell populations were
found in patients suffering from allergic Rhinoconjunctivitis and from allergic
Asthma bronchiale, only children with allergic asthma bronchiale had higher
amounts of myeloid dendritic cells type 2. Children suffering from food allergies
or atopic dermatitis did not show the above mentioned differences in the T-
Lymphocyte-Compartment. In addition, significantly higher numbers of these cell
populations were found in the group with partially controlled allergic Asthma
bronchiale compared to controlled allergic Asthma bronchiale, suggesting an
association between disease severity and number of specific immune cell
populations. Together, these results suggest a possible role of Th17-cells,
memory effector T-helper-cells, memory Th2-cells and myeloid dendritic cells
type 2 in the pathogenesis of allergic Rhinokonjunctivitis and allergic Asthma
bronchiale. While the amount of Memory Th2 cells again underlines the Th2-
driven immunological reaction, the immunological function and possible
relevance especially for Th17-cells and myeloid dendritic cells type 2, remains to
be defined.

Furthermore new reference values could be obtained for known and recently
identified subsets of lymphocytes in children without allergic diseases. These

data sets can be used as basic clinical data for further research.
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Vil Anhang

VIiI-1 Abklurzungen

Allergisches Asthma . . .
aAB bronchiale MBP Major basic protein
AD Atopische Dermatitis MDC Myeloische dendritische Zelle
APC Allophycocyanin MHC Major histocompatibiliy
complex
APZ Antigenprasentierende Zelle | NK Natiirliche Killerzelle
Allergische - .
AR Rhinokonjunktivitis NKT Natirliche Killer-T-Zelle
BDCA Blood dendritic cell antigen PAF Platelet activating factor
BMP Bone morphogenetic protein | PBMC E;Tlspheral blood mononuclear
BZ B-Zelle PDC Plasmatische dendritische
Zelle
BZR B-Zell-Rezeptor PE Phycoerythrin
CD Cluster of differentiation PGE2 Prostaglandin E2
CCR Chemokinrezeptor PerCP Peridinin-Chlorophyll-Protein-
Komplex
Chemoattractant receptor .
CRTH homologue PG Prostaglandin
Common variable immune .
CVID deficiency RAST Radio-Allergen-Sorbent-Test
Retinoic acid receptor-related
DC Dendritische Zelle RORyt | orphan nuclear receptor
gamma t
FITC Fluoreszeinisothiocyanat SSC Side scatter
FSC Forward scatter TGF Transforming growth factor
Granulocyte Colony
GCSF stimulating factor Th T-Helferzelle
Granulocyte Macrophage
GMCSF Colony stimulating factor TNF Tumornekrosefaktor
GVHD | Graft versus host disease Treg Regulatorische T-Zellen
HI Hautindex TSLP Thymic stromal lymphopoietin
ICS Inhalative Corticosteroide TZ T-Zelle
IFN Interferon TZR T-Zell-Rezeptor
. Vascular endothelial growth
Ig Immunoglobulin VEGF factor
IL Interleukin VPF Vascular permability factor
LTa Lymphotoxin alpha
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VIII-3 Lebenslauf
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