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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die allergische Rhinitis

1.1.1 Epidemiologie und Symptomatik

Die allergische Rhinitis (AR) ist eine Erkrankung aus dem atopischen Formenkreis, bei
der es Immunglobulin E (IgE)-vermittelt nach  Allergenkontakt  zur
Uberempfindlichkeitsreaktion vom Soforttyp und zur allergischen Entziindung der
Nasenschleimhaut kommt.

In den letzten 40 Jahren wurde ein Anstieg der Pravalenz der allergischen Rhinitis
beobachtet!'!. Derzeit ist sie mit einer Lebenszeitpravalenz von tiber 20% die haufigste
Typ-1-allergische Erkrankung und durch eine hohe Komorbiditat mit anderen
Erkrankungen des atopischen Formenkreises wie dem Asthma bronchiale und der
atopischen Dermatitis (AD) gekennzeichnet!*!.

Inhalationsallergene (Aeroallergene), die von Hausstaubmilben, Katzen- und
Hundehaaren, Schimmelpilzsporen, Graser-, Getreide- oder Baumpollen stammen,
stellen die hauptsachlichen Allergene dar®®!. In Abhangigkeit von der Allergenprasenz
konnen die Symptome intermittierend oder persistierend auftreten. Urspriinglich wurde
die saisonale von der perennialen allergischen Rhinitis unterschieden. Die ARIA-
Initiative (,Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma®), die in Zusammenarbeit mit der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) entstand, hat eine neue Klassifizierung
vorgeschlagen, die die Dauer der Symptomatik in den Vordergrund stellt!’),

Die Symptome der allergischen Rhinitis sind Pruritus, wassrige Rhinorrho,
rezidivierendes Niesen und nasale Obstruktion®®!. Oft ist die allergische Rhinitis mit
einer Begleitkonjunktivitis  assoziiert  (allergische  Rhinokonjunktivitis).  Diese
Symptomkonstellation resultiert aus dem Zusammenspiel von Mediatoren und neuralen,

vaskularen und glandularen Strukturen.

1.1.2 Diagnostik

Die Diagnose der allergischen Rhinitis basiert auf einer charakteristischen Anamnese
mit korrespondierenden Symptomen, der klinischen Untersuchung (Rhinoskopie,
Nasenendoskopie) und dem Nachweis von spezifischem IgE in der Hauttestung oder im
Serum.

Mithilfe der klinischen Untersuchung der Nase werden andere Ursachen der

persistierenden Nasenatmungsbehinderung — wie Nasenpolypen, Septumdeviationen,
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Muschelhyperplasien oder andere Raumforderungen — abgegrenzt. Bei der allergischen
Rhinitis ist typischerweise die untere, teilweise auch die mittlere Nasenmuschel
O0dematds mit blaulich-livider Schleimhautverfarbung und schleimig-wassriger Sekretion.
Die Hauttestungen stellen das wesentliche diagnostische Verfahren zum Nachweis IgE-
vermittelter Sensibilisierungen dar. Diagnostischer Standard ist der Prick-Test, der in
Einzelfallen um den Intrakutantest erganzt werden kann.

Der In-vitro-Nachweis spezifischer IgE-Antikorper (AK) bietet neben der Hauttestung
keine groRere diagnostische Sicherheit, wird jedoch vor allem dann eingesetzt, wenn
eine Hauttestung nicht mdglich ist (Hauterkrankung des Testareals, Einnahme
interferrierender Medikamente, Sauglinge, Kleinkinder).

Bei unklarer klinischer Relevanz kann ein nasaler Provokationstest mit Allergenen
durchgefiihrt werden®. Er dient insbesondere bei der persistierenden Rhinitis dazu,
Patienten mit einer klinisch aktuellen Sensibilisierung (Allergie) von Patienten zu
trennen, die zwar eine Sensibilisierung, aber unter naturlichen Expositionsbedingungen
keine Symptomatik aufweisen (klinisch stumme Sensibilisierung). Beim nasalen
Provokationstest wird das vermutete Allergen auf die Nasenschleimhaut gebracht und
die resultierende klinische Sofortreaktion dokumentiert (anteriore Rhinomanometrie,

Niesreiz, Sekretion, Fernsymptome).

1.1.3 Therapeutische Moglichkeiten

Neben Karenzmalinahmen, die je nach Sensibilisierung oft nicht vollstandig realisierbar
sind, steht die Arzneimitteltherapie zur Behandlung der allergischen Rhinitis im
Vordergrund®>®!.

Mittel der ersten Wahl bei leichten Formen der allergischen Rhinitis sind orale
Antihistaminika, die die inflammatorischen Effekte von Histamin durch kompetitive
Hemmung der Hq-Rezeptoren antagonisieren™. Vorwiegend werden Antihistaminika der
zweiten und dritten Generation eingesetzt, die bei guter Wirksamkeit ein geringeres
Nebenwirkungspotenzial als die erste Generation aufweisen®*®. Bei der nasalen
Obstruktion sind sie weniger effektiv. Doch werden auch fur einige neuere
Antihistaminika wie beispielsweise Fexofenadin antientzundliche und
schleimhautabschwellende Wirkungen beschrieben®. Topische Antihistaminika wie
Azelastin sind alternativ bei der intermittierenden allergischen Rhinitis anwendbar'®!.
Topische Glukokortikosteroide sind neben den oralen Antihistaminika Mittel der ersten

Wahl bei der allergischen Rhinitis. Sie gelten als die effektivsten Arzneisubstanzen fur
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die Therapie der allergischen Rhinitis und werden deshalb bevorzugt bei den
mittelschweren und schweren Formen angewendet. Bei regelmalligem Gebrauch
reduzieren sie alle nasalen Symptome einschlieRlich der nasalen Obstruktion und
wirken antientziindlich!?!. Nachteilig sind die bei rund 5% der Patienten auftretenden
lokalen Nebenwirkungen wie Nasentrockenheit und Epistaxis. Derzeit gangige
Praparate kdnnen auf Langzeitbasis ohne Gefahr der Schleimhautatrophie angewendet
werden®?!. Das Risiko systemischer Nebenwirkungen wird als sehr gering eingeschétzt.
Die systemische Glukokortikosteroidgabe ist aufgrund des breiten Nebenwirkungsprofils
schwer beherrschbaren Fallen vorbehalten!®®!,

Der genaue Wirkmechanismus der Cromone (Cromoglycinsaure, Nedocromil) ist nicht
bekannt, steht aber in Zusammenhang mit Zellwandkomponenten der Mastzellen
(Mastzellstabilisatoren) und/oder intrazellularen Prozessen nach Allergen-IgE-
Bindung'?. Cromone sind weniger effektiv als Antihistaminika oder Kortikosteroide,
mussen regelmalig (2-4 mal taglich) topisch appliziert werden und mit der Anwendung
sollte einige Wochen vor Allergenkontakt begonnen werden®®.. Ihr Sicherheitsprofil ist
ausgezeichnet.

In Kombinationspraparaten aber auch als Einzelpraparat kdnnen Dekongestiva wie
Pseudoephedrin, Phenylephrin oder Oxymetazolin eine abschwellende Wirkung

erzielent?381,

Als Sympathomimetika wirken sie Uber adrenerge Rezeptoren
vasokonstriktivi?. Ihre Langzeitanwendung wird aufgrund von Tachyphylaxie und
Rebound-Effekten, die schlieRlich zur Rhinitis medicamentosa fuhren kdnnen, nicht
empfohlen®?®. Damit ist die Indikation fiir die topische Anwendung allenfalls auf die
initiale, kurzzeitige Gabe und additiv zur Therapie mit anderen Stoffgruppen beschrankt.
Orale Vasokonstriktoren haben einen schwacheren antiobstruktiven Effekt bei hdherem
Nebenwirkungspotenzial, verursachen jedoch keine Rebound-Vasodilatation®®..

In den letzten Jahren wurden weitere Therapieansatze verfolgt, die jedoch noch keine
zufriedenstellende  abschlieBende Datenlage ergeben haben. So  wirken
Leukotrienrezeptor-Antagonisten antiinflammatorisch, da sie wesentliche Mediatoren
der allergischen Entziindung, die Leukotriene, inhibieren. Bisher sind sie als
Einzelpraparat nicht ausreichend effektiv. und in Kombination mit einem
Antihistaminikum so wirksam wie die Monotherapie mit einem nasalen Steroid?!.

Mit intranasal applizierten Parasympatholytika wie Ipratropiumbromid kann die wassrige

Rhinorrhd  kontrolliert werden?®. Aufgrund anticholinerger Effekte kann es zu
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Nebenwirkungen wie Nasen- und Mundtrockenheit, lokaler Irritation und Brennen sowie
Kopfschmerzen kommen.

Fir den monoklonalen IgE-AK Omalizumab wurden verbessernde Effekte auf die
Symptomatik der allergischen Rhinitis gezeigt®. Jedoch sind noch weitere Studien
notwendig, um die Wirkung von anti-lgE mit anderen Therapien unter Berucksichtigung

der Kosten zu vergleichen.

Die allergenspezifische Immuntherapie (SIT) ist neben der Allergenkarenz die einzige
kausale Therapie der allergischen Rhinitis und sollte moglichst frihzeitig begonnen
werden, da so das Risiko fur spateres Asthma bronchiale reduziert und die Entwicklung
neuer Sensibilisierungen verhindert werden kann'®. Geeignet ist die SIT fiir mono- oder
oligosensibilisierte Patienten und wird bislang hauptsachlich als subkutane
Injektionsbehandlung durchgefuhrt (SCIT = spezifische subkutane Immuntherapie). Die
Wirksamkeit ist fir Baum-, Graser- und Parietariapollen, Katzen- und Hundeallergene,

Alternaria und Hausstaubmilben belegt®*!

. Eine Alternative stellt die spezifische
sublinguale Immuntherapie (SLIT) dar, die die Symptomatik einer milden allergischen
Rhinitis bei Sensibilisierung auf Hausstaubmilben, Graserpollen und Parietaria
verbessern kann'?. Es gibt verschiedene Applikationsschemata, beispielsweise die
prasaisonale Langzeit- und Kurzzeittherapie sowie die perenniale Therapie. Bei
Therapieansprechen werden mindestens 3 Jahre Behandlungsdauer empfohlen.

Basierend auf der gezielten Beeinflussung des gestorten Th1/Th2-Gleichgewichts,
modifiziert die spezifische Immuntherapie den zugrunde liegenden Krankheitsprozess.
Sie fuhrt zur Abnahme der Schleimhautinfiltration mit cluster of differentiation 4 (CD4)+
T-Lymphozyten und aktivierten Eosinophilen sowie zur Zunahme von Interferon vy
(IFNy)+ Zellen!'. Letzteres impliziert einen Mechanismus, der auf einem protektiven

lokalen Anstieg von Th1-Zellen beruht.

Eine chirurgische Intervention kann bei therapieresistenter nasaler Obstruktion durch
Hypertrophie der unteren oder mittleren Muscheln indiziert sein; aber auch beim
Vorliegen von Folgeerkrankungen wie z.B. einer chronischen Sinusitis oder von
anatomischen  Behinderungen  (Septumdeviation), die den  Effekt einer
Muschelhypertrophie verstarken. Auch wenn die chirurgische Therapie der
Muschelhypertrophie die allergische Inflammation nicht beeinflussen kann, so hat sie

doch deutliche und persistierende Effekte auf alle Symptome einer perennialen
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allergischen Rhinitis. Daher sind chirurgische Malknahmen bei Versagen der
Arzneimitteltherapie oder Kklinisch relevanten anatomischen Beeintrachtigungen

indiziert.

1.1.4 Immunologische Mechanismen

1.1.4.1 Fruhe Phase der allergischen Inmunantwort

Die allergische Rhinitis wird als Uberempfindlichkeitsreaktion vom Soforttyp verstanden,
die mit der Verstarkung von Th2-Immunantworten und der Produktion von spezifischem
IgE assoziiert isti®®l. Die entscheidenden Effektorzellen in der friihen Phase der
allergischen Immunantwort sind die Mastzellen. Entsprechend ihrer Lokalisation werden
Bindegewebsmastzellen (connective tissue mast cells) mit Chymase- und Tryptase-
Produktion und mukosale Mastzellen (mucosal mast cells) mit vorwiegender
Tryptaseaktivitat unterschieden'®'". Erstere reprasentieren 85% der Interleukin 4 (IL-
4)+ Mastzellen in der Nasenschleimhaut, letztere 15%®. Es sind hauptséchlich die
mukosalen Mastzellen, die bei der allergischen Rhinitis unter dem Einfluss von Th2-
Zytokinen proliferieren und selbst auch IL-5 und IL-6 synthetisieren®.. Mastzellen binden
uber den hochaffinen IgE-Rezeptor FceRI zirkulierendes allergenspezifisches IgE auf
ihrer Membranoberflache!'?. Die Kreuzvernetzung zweier membrangebundener IgE
(mlgE)-Molekule durch das entsprechende Allergen mundet in einer Mastzell-
Degranulation mit Freisetzung von Mediatoren wie Histamin, Tryptase und IL-4['*'¥. Die
Effektorphase der allergischen Soforttypreaktion beginnt. Schnell werden Leukotriene
(LTC4, LTD4, LTE4) und Prostaglandin D, (PGD.) de novo synthetisiert’®. Histamin
stimuliert Uber H4-Rezeptoren sensorische Nerven und verursacht somit Niesen und
Juckreiz®®. Es kommt Uber Vasodilatation, Plasmaexsudation und Odembildung zur
nasalen Obstruktion sowie durch Stimulation der Driisen zur Rhinorrhé?®. Die
freigesetzten Leukotriene fordern diese Prozesse und koénnen zusatzlich eine

Bronchokonstriktion vermitteln.

1.1.4.2 Spate-Phase-Reaktion

Die ausgeschutteten Botenstoffe setzen eine Kaskade in Gang, die in den
nachfolgenden 4-8 Stunden zu einer Entzundungsreaktion fuhrt, die als spate Phase
bezeichnet wird®. Hauptsymptom ist die Schwellung der Nasenschleimhaut,
resultierend aus der Histamin-getriggerten Heraufregulation von Adhasionsmolekulen

wie vascular cell adhesion molecule (VCAM) und E-Selektin auf postkapillaren
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endothelialen Zellen mit darauffolgender Adharenz zirkulierender Leukozyten®®®!.
Zusammen mit Chemokinen wie IL-3, IL-5, Eotaxin und regulated upon activation,
normal T-cell expressed, and secreted (RANTES) wird die Infiltration der Lamina
propria mit eosinophilen Granulozyten (Eosinophile), neutrophilen Granulozyten
(Neutrophile), basophilen Granulozyten (Basophile), Mastzellen, CD4+ Th2-
Lymphozyten und Makrophagen gefordert’®®'®. Die rekrutierten Zellen werden
ebenfalls aktiviert und fordern durch Freisetzung weiterer proinflammatorischer
Mediatoren die allergische Inflammation im Sinne eines positiven Feedback-
Mechanismus!?®®l. Dariiber kommt es insbesondere zur Anreicherung von Eosinophilen

in der Nasenschleimhaut!'®,

1.1.4.3 Sensibilisierungsphase

Nach Inhalation lagern sich die Allergene auf der Nasenschleimhaut ab und diffundieren
nach Verdiinnung durch das Nasensekret ins Gewebe!®®!. Antigenprasentierende Zellen
(APZs) wie dendritische Zellen, Langerhans-Zellen und Makrophagen nehmen das
Allergen auf, prozessieren es durch proteolytische Spaltung und prasentieren die
Bruchstiicke im major histocompatibility complex Il (MHC-II)-Moleklul an naive CD4+
ThO-Lymphozyten®'"l. Die aus dem Thymus stammenden T-Zellen erkennen {ber ihren
T-Zell-Rezeptor (TZR) das prozessierte Allergen®®. Man vermutet, dass diese ThO-
Zellen Oberflachenmarker exprimieren, die sie zum homing in Blutgefalle der
respiratorischen Schleimhaut befahigen. Zusatzliche Stimuli durch kostimulatorische
Molekiile als auch Zytokine triggern die Differenzierung zu Th2-Lymphozyten®®. IL-4
scheint das wichtigste Zytokin fur die Th2-Differenzierung zu sein und wird durch
naturliche 1.1-Killer (NK1.1)-Zellen, Basophile, Eosinophile und Mastzellen freigesetzt,
getriggert durch die Produktion von IL-6 durch APZs!"®"l Des Weiteren wird IL-12
herunterreguliert, was zur Hemmung der Ausbildung von Th1-Zellen fihrt. Die
stimulierten Th2-Zellen setzen neben IL-4 auch Zytokine wie IL-3, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13
und granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) frei’®®. Dies fiihrt zur
Kaskade von Ereignissen, die die lokale und systemische IgE-Produktion durch
Plasmazellen sowie die Chemotaxis und Rekrutierung inflammatorischer Zellen férdern,
und die Entstehung von Th1-Immunantworten hemmen(®®!,

IgM-tragende B-Zellen, die das entsprechende Allergen erkennen, vollfuhren durch
somatische Rekombination einen AK-Klassenwechsel zu IgE®. Dazu sind zwei Signale

notig?*?". Das erste Signal wird im Wesentlichen durch IL-4 oder IL-13 geliefert, was
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durch Transkriptions- und Spleillvorgange zur Entstehung des e-Keimbahn-Transkripts
fuhrt. Das zweite Signal, das zur Entstehung des reifen RNA-Transkripts fuhrt, kommt
durch Kreuzvernetzung von CD40 auf den aktivierten B-Zellen mit CD40-Ligand
(CD40L) auf den aktivierten T-Zellen zustande. Diese allergenspezifisch gepragten IgE-
produzierenden B-Zellen kdnnen dann bei erneutem Allergenkontakt unter dem Einfluss
kostimulatorischer Signale, die im Wesentlichen von den Th2-Zellen geliefert werden,
schnell proliferieren und IgE freisetzen.

Wahrend ihres Differenzierungsprozesses erwerben die T-Helferzellen die Fahigkeit,
bei erneutem Allergenkontakt schnell und spezifisch zu reagieren'”). Diese
sogenannten T-memory- bzw. T-Gedachtniszellen sind durch die Expression von
CD45R0 gekennzeichnet®?. CD45RO ist eine Isoform des leucocyte common antigen,

CD45. Die andere Isoform CD45RA wird von naiven T-Helferzellen exprimiert!??,

1.1.4.4 Mechanismen der IgE-Regulation

In Abhangigkeit von den gelieferten Stimuli differenzieren naive ThO-Zellen entweder in
Th1- oder Th2-Zellen aus. Sie unterscheiden sich am meisten durch ihr Zytokinprofil.
Wahrend Th1-Zellen vor allem IL-2, IFNy und tumor necrosis factor a (TNFa)
sezernieren und daruber wichtige Funktionen bei der zellvermittelten Immunitat
gegenuber intrazellularen Erregern innehaben, produzieren Th2-Zellen im Wesentlichen
IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13”", Th2-Zellen sind verantwortlich fiir AK-vermittelte humorale
Immunantworten. Zu den wichtigsten Effektorfunktionen der Th2-Zellen gehoéren die
Regulation der IgE-Produktion und die Unterhaltung von IgE-abhangigen
Immunreaktionen, die durch Eosinophile und Mastzellen als weitere Effektorzellen
vermittelt werden!'®!,

Th2-Zellen initieren den AK-Klassenwechsel der B-Zellen, woraufhin diese
allergenspezifisches IgE bilden. Wie oben ausgefuhrt, sind zwei Signale fir die B-
Zellstimulation erforderlich, wobei fur die IgE-Produktion IL-4 die zentrale Rolle zu
spielen scheint?!. Zytokine wie IL-5 und IL-6 fiihren zum Anstieg der IgE-Synthese,
wahrend IFNy inhibitorische Einflisse hat. Allergenspezifisch gepragte B-Zellen werden
bei erneutem Allergenkontakt uber IL-4 und IL-13 sowie die entsprechenden
kostimulatorischen Signale, die von den T-Zellen geliefert werden, zur Proliferation und
IgE-Produktion stimuliert.

Fur T-B-Zell-Interaktionen spielt nicht nur die CD40-CD40L-Interaktion eine Rolle,
sondern auch andere kostimulatorische Molekile wie das CD28/CD152-CD80/CD86-
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System sind von Bedeutung. So wird nach Bindung von CD40 an CD40L die CD80-
Expression auf B-Lymphozyten heraufreguliert. CD80 kann durch Interaktion mit CD28
stimulatorische Signale an die T-Zellen liefern, die zur Zytokinsynthese und T-
Zellproliferation fGhren. So werden von den aktivierten Th2-Zellen IL-4 und IL-13
ausgeschittet, was die B-Zellen weiter zur Proliferation, Klassenwechsel und
Differenzierung in IgE-produzierende Zellen stimuliert. Daneben ist das CD28/CD152-
CD80/CD86-System auch im Rahmen der Th1/Th2-Differenzierung von Bedeutung. So
scheint die Entstehung von Th2-Zellen hauptsachlich auf der Interaktion von CD86 mit
CD28 zu beruhen, denn CD86 wird selektiv und allergenspezifisch auf B-Zellen des
peripheren Bluts von atopischen Individuen heraufreguliert®>?*. Auch wurde die
Abhangigkeit der allergenspezifischen T-Zell-Aktivierung von der Kostimulation via
CD86-CD28 beschrieben®. Dagegen scheint CD80 die Zytokinproduktion nach Th1
auszurichten®!,

IgE kann ungebunden vorliegen!*?"). Die meisten IgE-Molekiile liegen jedoch
zellgebunden Uber die Rezeptoren FceRI oder FceRIIl vor. Ersterer ist der high-affinity-
Rezeptor fur IgE und wird exprimiert von Mastzellen, Basophilen, Eosinophilen,
Neutrophilen, Monozyten, Makrophagen, Langerhans-Zellen und Thrombozyten®'.
Nach Kreuzvernetzung durch Allergen werden praformierte Mediatoren wie Histamin,
Leukotriene und IL-4 ausgeschuttet, was die Entzindungskaskade bei der allergischen
Inflammation in Gang setzt und unterhalt. FceRI+ APZs scheinen wesentlich an der
Allergenaufnahme und MHC-vermittelten Prasentation an T-Zellen beteiligt zu sein!'>2".,
FceRIl (CD23) ist der low-affinity-Rezeptor fir IgE und wird nach Aktivierung durch IL-4
von B-Zellen, Monozyten und Langerhans-Zellen exprimiert!®'*?"|_ Die genaue Rolle
von CD23 bei der IgE-Regulation ist noch nicht endgultig geklart, jedoch wird CD23
eine zentrale Rolle bei der Entstehung und Aufrechterhaltung von Allergien und bei der
Induktion der IgE-Synthese zugeschrieben!">?"%. So wird CD23 durch IgE selbst aber
auch durch IL-4 heraufreguliert, wahrend IFNy antagonistische Effekte hat®®”!. Auch hat
die Bindung von IgE an CD23 eine negative Ruckkopplung auf die IgE-Synthese zur
Folge. Dies geschieht Uber die verminderte autokatalytische Abspaltung des Iéslichen
Fragments soluble CD23 (sCD23). Wird jedoch die Autokatalyse des labilen Proteins
CD23 nicht gehemmt, fordern die abgespaltenen sCD23-Fragmente die kontinuierliche
IgE-Produktion Uber zwei Mechanismen: 1) sCD23 stimuliert direkt die IgE-Produktion
uber Interaktion mit CD21; 2) sCD23 kann ungebundenes IgE binden und damit die
negative Ruckkopplung, die durch mlgE getriggert wird, verhindern. Die erhéhte sCD23-
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Abspaltung wird zusammen mit der Heraufregulation von CD23 auf B-Zellen und
Monozyten bei allergischen Erkrankungen beobachtet. Man nimmt bei allergischen
Individuen eine Dysregulation der CD23-Immunfunktionen an, die mit der erhdhten IgE-

Produktion in Zusammenhang steht!?"’.

1.2 Hygiene-Hypothese

Die in den letzten Jahren beobachtete, steigende Inzidenz von Allergien und ihr
fortdauernder Anstieg in industrialisierten Landern wird hauptsachlich darauf
zuruckgefuhrt, dass mit zunehmender Industrialisierung die mikrobielle Exposition
wahrend der frihen Kindheit abnimmt!'"?. Diese sogenannte ,Hygiene-Hypothese“®*”!
erklart die steigende Allergie-Inzidenz mit verbesserten hygienischen Bedingungen, die
zu einer verringerten Vielfalt und einem reduzierten Ausmalf an naturlichen mikrobiellen
Stimuli in der frGhen Kindheit fihren und somit eine eingeschrankte Aktivierung des
mukosalen Immunsystems durch Bakterien(produkte) und ein Ungleichgewicht in der
Entwicklung von T-Zell-Subklassen zur Folge haben!"">".

So weist das noch nicht vollstandig entwickelte Immunsystem des Neugeborenen
zunachst eine Th2-dominante Aktivitat auf. Unter ausreichender Exposition gegenuber
mikrobiellen Stimuli kommt es in der frihen Postnatalperiode zur Reifung des
Immunsystems mit Ausbildung von Th1-Immunantworten und zur Reifung von APZs
und regulatorischen T-Zellen, die fiir die T-Zell-Homdostase von Bedeutung sind!'"?%.
Fiur diesen Effekt wird hauptsachlich die intestinale Mikroflora verantwortlich gemacht,
da die den Darm besiedelnden Mikroorganismen die wesentlichen infektidsen Stimuli
liefern, denen das Neugeborene kurz nach der Geburt ausgesetzt ist. Die
Darmschleimhaut ist mit einem gut entwickelten und hoch spezialisierten Immunsystem
ausgestattet, welches als gut-associated lymphoid tissues (GALT) bezeichnet wird!"".
Es befindet sich in der Lamina proprial®® und steht nach Kolonisierung des Darms im
standigen Dialog mit der kommensalen Mikroflora®®l. Dabei nimmt das GALT nicht nur
immunregulatorische Aufgaben wahr, sondern Ubernimmt auch wichtige Aufgaben bei
der Aufrechterhaltung der Schleimhautbarriere, der Entstehung von oraler Toleranz
gegenuber harmlosen Nahrungsbestandteilen und mikrobiellen Antigenen und der
Abwehr pathogener Keime!'".

Die Darmschleimhaut zeichnet sich im Besonderen gegenlber der systemischen

Immunitat auch dadurch aus, dass es mit dem GALT uber ein hoch entwickeltes
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angeborenes Immunsystem verfigt. Das angeborene Immunsystem wird durch
dendritische Zellen, Granulozyten, Makrophagen und NK-Zellen realisiert, die nach
Kontakt mit pathogenen Strukturen eine schnelle unspezifische Abwehrreaktion mit
Produktion von Zytokinen und antimikrobiellen Molekulen induzieren. Eine Besonderheit
des angeborenen Immunsystems ist die Fahigkeit, Strukturen potenziell gefahrlicher
Mikroorganismen, die sogenannten pathogen-specific molecular patterns (PAMPS),
liber pattern recognition receptors (PRRs) zu erkennen!'\. PAMPs sind Strukturen, die
im Wirt nicht vorkommen, beispielsweise bakterielle Zellwandstrukturen wie bestimmte
Peptidoglykane oder Lipopolysaccharid (LPS) sowie Cytidin-Phosphat-Guanosin-
Dinukleotid-reiche (CpG-reiche) DNA. Zu den PRRs gehoéren neben CD14 auch die
Toll-like-Rezeptoren (TLRs)'. Die Bindung von PAMPs an TLRs aktiviert
Transkriptionsfaktoren wie nuclear factor kappa B (NF-kB) in APZs, woraufhin
proinflammatorische Zytokine wie TNFa, IL-12 und IFNy synthetisiert werden. Uber die
zusatzliche Heraufregulation kostimulatorischer Molekile wird nachfolgend die
Interaktion mit dem erworbenen Immunsystem erméglicht®®. So wird durch aktivierte
reife dendritische Zellen die Entstehung von Th1-Zellen aus naiven T-Lymphozyten
gefordert!' "3,

Da PRRs keine Unterscheidung zwischen pathogenen und kommensalen Keimen
treffen konnen, scheint das angeborene Immunsystem nicht nur durch Infektionen mit
pathogenen Erregern modifiziert zu werden, sondern auch durch die standige
Auseinandersetzung mit der intestinalen Mikroflora. Vor diesem Hintergrund ist in den
letzten Jahren das Interesse daran gestiegen, die Zusammensetzung der Darmflora
naher zu untersuchen. So wurde gezeigt, dass sich die Zusammensetzung der
intestinalen Mikroflora nicht nur zwischen gesunden und allergischen Kindern
unterscheidet, sondern auch zwischen Landern mit hoher und niedriger
Allergiepravalenz®. So wurde in der Darmflora von estnischen Kindern eine starkere
Besiedlung durch Lactobazillen (LC) gefunden als bei schwedischen Kindern, die

gleichzeitig haufiger Allergien entwickeln!®

. Zudem wurde gezeigt, dass der Darm
schwedischer allergischer Kinder, verglichen mit nichtallergischen Kindern, in den
ersten Lebensjahren seltener mit Lactobazillen, Bifidobakterien und Enterokokken

n8371  Solche

besiedelt ist, jedoch haufiger mit Clostridien und Staphylokokke
Beobachtungen richteten in der Vergangenheit das Interesse auf die Verwendung von
probiotischen Bakterien, um durch sie allergische Immunantworten zu verhindern bzw.

zu hemmen.
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1.3 Probiotika

1.3.1 Was sind Probiotika?

Probiotika (griechisch: fir das Leben) sind definiert als oral applizierbare, lebende
mikrobielle, apathogene Kulturen, die die Entwicklung und Stabilitat der Mikroflora
positiv beeinflussen, die Kolonisierung durch pathogene Keime hemmen, die
Schleimhautbarriere durch trophische Effekte auf das Darmepithel unterstitzen und das
Immunsystem stimulieren'"\. Diese Uberlegungen wurden erstmals vor ungefiahr 100
Jahren von Elie Metchnikoff®® angestellt, der nitzliche Eigenschaften von
Milchsaurebakterien postulierte und die Einnahme in gro3eren Mengen forderte. Im
Laufe des Jahrhunderts wurde das Konzept Metchnikoffs kontrovers diskutiert, bis in
den letzten Jahrzehnten tatsachlich flr probiotische Stdmme gesundheitsférdernde
Effekte beschrieben wurden.

Die am haufigsten verwendeten Probiotika sind Lactobazillen- und Bifidobakterien-
Stamme, aber auch Enterokokken und non-pathogene E. coli (z.B. Stamm Nissle 1917)
werden ihnen zugeordnet!'"*%. Neben ihrer Verwendung in Lebensmitteln werden sie
meist als Reinkulturen oder als definiertes Gemisch verschiedener Bakterienstamme fur
medizinische Zwecke angeboten®®". Im menschlichen Organismus sind sie als
apathogene Mikroorganismen wesentlicher Bestandteil der natlrlichen Darmflora. So
werden sie erfolgreich zur Stabilisierung der Darmflora bei infektidsen und Antibiotika-
induzierten Diarrhéen, Obstipation, chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen und
dem Reizdarmsyndrom eingesetzt; also bei intestinalen Erkrankungen, die mit einer
gestorten intestinalen Permeabilitat einhergehen. Fur L. rhamnosus GG hatte man in
Form von Joghurt sowie als gefriergetrocknetes Pulver in Kapseln gezeigt, dass die
Symptome akuter Diarrhd bei Rotavirus-Infektion gemildert werden und die Dauer der
Rotavirus-Ausscheidung reduziert wird“?.

Lactobazillen, die zu den Milchsaurebakterien gehoren, werden weit verbreitet in
fermentierten Milchprodukten wie Joghurt oder Trinkzubereitungen eingesetzt*' 2. Als
wichtige Vertreter der grampositiven Milchsaurebakterien mit probiotischer Anwendung
sind Lactobacillus acidophilus, L. casei, L. bulgaricus, L. plantarum, L. rhamnosus GG,
L. delbrueckii subsp., Bifidobacterium bifidum, B. longum und Streptococcus

thermophilus zu nennen!**44

. Als Hauptbestandteil der vaginalen Mikroflora stellt
insbesondere Lactobacillus acidophilus eine entscheidende Inokulationsquelle flr das

Kind wahrend der Geburt dart*"!. Lactobacillus acidophilus wird auch erfolgreich in der
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Therapie infektidser und entziindlicher Vaginalerkrankungen zur Wiederherstellung der

naturlichen Mikroflora genutzt.

1.3.2 Anti-allergische Effekte durch Probiotika?

Neben der gesundheitsférdernden Wirkung werden den Probiotika vorteilhafte Effekte
auf die Pravention und Therapie allergischer Erkrankungen zugeschrieben. Das
Interesse an intestinalen Mikroorganismen basiert dabei hauptsachlich auf der
Beobachtung, dass die Darmbakterien fur die Entwicklung eines normalen
Immunsystems und fur die Entstehung oraler Toleranz essenziell sind und dass schon
frih Unterschiede in der Darmbesiedlung bei Neugeborenen gesehen wurden, die
nachfolgend Allergien entwickelten. Auf dieser Basis versuchte man, mit lebenden
Darmbakterienstammen die fruhe Kolonisierung des Darms und nachfolgend die
Reifung des Immunsystems und damit verbundene Mechanismen der allergischen
Immunreaktionen zu beeinflussen. Erste Studien scheinen diesen Ansatz zu
unterstutzen.

So wurde in placebokontrollierten doppeltblinden Studien gezeigt, dass die frihe
Kolonisierung des Darms mit L. rhamnosus GG zur Verringerung der Atopiepravalenz
pradisponierter finnischer Kinder in einem Nachbeobachtungszeitraum von 7 Jahren
fiihrte!*>*"! (Tabelle 1). Durch Verabreichung von L. rhamnosus GG an stillende Miitter
wurde ebenfalls nach 2 Jahren eine Reduktion des Atopierisikos beobachtet,

insbesondere bei den Kindern mit einer hohen IgE-Konzentration im Nabelschnurblut!*®.

Erstautor | Probiotikum Verabreichung Erkrankung | Ergebnisse

Kalliomaki | L. rhamnosus GG 1 Monat prapartal (Schwangere) | AD Verringerung der Haufigkeit

[45-47] bis 6 Monate postnatal (Stillende nach 2, 4 und 7 Jahren
oder Neugeborene)

Rautava L. rhamnosus GG 1 Monat prapartal (Schwangere) | AD Pravalenzverringerung in

4] bis 3 Monate postpartal ersten 2 Lebensjahren;
(Stillende) mehr TGFB2 in Muttermilch

Lodinova- | probiotischer E. postnatale Gabe Allergien Pravalenzreduktion nach

Zadnikova | coli 10 und 20 Jahren; weniger

el rezidivierende Infekte nach

10 Jahren

Taylor L. acidophilus Neugeborene Uiber 6 Monate AD keine Risikoreduktion;
501

héhere Darmkolonisierung

Tabelle 1. Klinische Studien mit probiotischen Bakterien zur Allergiepravention.
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In diesen ersten Studien erhielten die werdenden Muttern bereits 4 Wochen prapartal

die Lactobazillen®48l,

Auch reduzierte die postnatale Gabe probiotischer E.-coli-
Stamme die Haufigkeit von Allergien und rezidivierenden Infekten nach 10 und 20
Jahren”!. Die meisten Studien bestétigen die Wirkung der probiotischen Bakterien im
Rahmen der Allergiepravention. Jedoch gibt es Studien, die diese Effekte trotz erzielter
Zunahme der Darmkolonisierung nicht nachweisen konnten!®®.

Interessant sind die vielfaltigen randomisierten kontrollierten klinischen Studien an

Kindern und Erwachsenen mit bereits manifesten atopischen Erkrankungen (Tabelle 2).

Erstautor Probiotikum Verabreichung Erkrankung Ergebnisse
Majamaa L. rhamnosus GG 1 Monat lang AD bei Kuhmilch- Verringerung der
(51 Neugeborene oder | allergie Krankheitsschwere (AD);
stillende Mditter Abnahme von fakalem a1-
Antitrypsin und TNFa
Wheeler Joghurt * mit oder Erwachsene 1 allergisches keine Symptomverbesserung;
[52] ohne L. acidophilus | Monat lang Asthma bronchiale | erhohte Produktion von IFNy in
stimulierten PBMCs; Abnahme
der Eosinophilen im Blut
Van de Joghurt * Erwachsene 1 Jahr | allergische Verringerung allergischer
Water®® Erkrankungen Symptome
Isolauri B. lactis oder Babys im 4. bis 6. AD Symptomverbesserung und
[54] L. rhamnosus GG Lebensmonat Anderung von Serumparametern
Helin L. rhamnosus GG Teenager und AR und Asthma keine Symptomreduktion
[59] junge Erwachsene | bronchiale (Birke)
5,5 Monate lang
Aldinucci Joghurtkulturen Erwachsene 4 AR Symptomverbesserung; erhéhte
[56] Monate lang Produktion von IFNy in
stimulierten PBMCs
Rosenfeldt | L. rhamnosus GG 1-13 Jahre alte AD Symptomverbesserung;
[57] und L. reuteri Kinder 6 Wochen Abnahme des eosinophilen
kationischen Serumproteins
Kirjavainen | L. rhamnosus GG 5,5 Monate alte AD bei Kuhmilch- Symptomverbesserung (AD)
(58] Kinder fir 7,5 allergie
Wochen
Wang L. paracasei Kinder fur 30 Tage | AR subjektive Symptomverbesserung
11
Ishida L. acidophilus Erwachsene iber 8 | AR Symptomreduktion
=l Wochen

Tabelle 2. Klinische Studien mit probiotischen Bakterien zur Therapie von Allergien.
* bestehend aus L. bulgaricus und S. thermophilus.
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Insbesondere fir die atopische Dermatitis, aber auch fir die allergische Rhinitis
verweist die Datenlage zumeist auf die therapeutischen Effekte der probiotischen

[151.53.54.56.57.59  Auffallig ist, dass Studien mit fehlendem Nachweis

Milchsaurebakterien
dieser anti-allergischen Wirkung meist mit erwachsenen Individuen durchgefuhrt
wurden®?°®!. Offenbar ist der Effekt der Allergiereduktion nur dann zu erzielen, wenn
das Probiotikum in der Phase der Entwicklung der Darmflora und damit wahrend der
Pragung des Darmmukosa-assoziierten Immunsystems verabreicht wird.

Uber welchen Mechanismus die probiotischen Bakterien ihre immunmodulatorische
Wirkung entfalten, war zu Beginn der vorliegenden Arbeit nicht vollstandig geklart. Zur
Klarung dieser Frage wurden die Kklinischen Studien bereits teilweise um die
Bestimmung verschiedener Laborparameter sowie um experimentelle Untersuchungen
erganzt. So fuhrten die oral applizierten Probiotika zur Reduktion von fakalem,
inflammatorisch wirkendem TNFa und a1-Antitrypsin®", zur Erhéhung der IL-10-Serum-
Konzentration und der IL-10-Produktion in Mitogen-stimulierten peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs)®®®, zur Zunahme des Th1-Zytokins IFNy®**® und Abnahme
der Eosinophilen im Blut®® sowie zum Anstieg von transforming growth factor B2
(TGFB>) in der Muttermilch!*®. Daneben verweisen diverse In-vitro-Untersuchungen auf
die immunmodulatorische Wirkung der Probiotika wie die Induktion der Th1-Zytokine
IFNy©e2 120783 101 und  IL-18°"  in  stimulierten PBMCs. In
allergenstimulierten PBMCs wurde eine Hemmung der Th2-Zytokine IL-4 und IL-5
beobachtet’®. Neben diesen Hinweisen auf eine Beeinflussung der Th1/Th2-Balance
durch Lactobazillen wurden auch Daten ermittelt, die eine Heraufregulation der
kostimulatorischen Molekiile CD40, CD80 und CD86 auf humanen®! und murinen’
dendritischen Zellen und Makrophagen®”! zeigen. Untersuchungen in Mausmodellen mit
Ovalbumin-sensibilisierten Mausen lassen Ruckschlisse auf eine Beeinflussung der
IgE-Regulation zu, da es nach Futterung mit Lactobazillen zur Hemmung der Serum-

IgE-Produktion kam!®”-%9,
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2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, am Beispiel der allergischen Rhinitis die allergenspezifische
Immunantwort zu charakterisieren. Hierzu wurden residente T- und B-Lymphozyten aus
der Nasenschleimhaut erwachsener Allergiker und Nichtallergiker isoliert und mittels
direkter Ex-vivo-Analyse hinsichtlich ihres Aktivierungs- (CD69, CD152, CD80, CD86)
und Differenzierungszustandes (CD45R0O, CD45RA, CLA, CD23, mIgE) untersucht und
mit dem Phanotyp der Lymphozyten des peripheren Bluts verglichen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die immunmodulatorischen Effekte von
inaktiviertem probiotischem Lactobacillus acidophilus auf die isolierten peripheren und
nasalen T- und B-Lymphozyten untersucht. In einem In-vitro-Versuchsaufbau wurde die
Beeinflussung der allergeninduzierten Immunreaktion durch gleichzeitige mikrobielle
Stimulation analysiert. Durch Bestimmung der Expression von Aktivierungsmarkern
(CD69), Differenzierungsmarkern (CD23), kostimulatorischen Molekulen (CD80, CD86,
CD152) sowie der Zytokinproduktion von T-Helferzellen (IL-4, IFNy) wurden die
modglichen Auswirkungen von Lactobacillus acidophilus auf T-B-Zell-Interaktionen, die
Th1/Th2-Balance und die IgE-Regulation im Rahmen allergenspezifischer
Immunantworten untersucht. Die Stimulation der peripheren Lymphozyten sollte die
mdglichen systemischen Wirkungen der Lactobazillen, wie sie beispielsweise nach
oraler Applikation auftreten kénnen, simulieren. Um die potenzielle Anwendung von
Lactobacillus acidophilus als Probiotikum mit anti-allergischer Kompetenz bewerten zu
konnen, erfolgten hierzu erganzende Stimulationen der isolierten Nasenschleimhaut-

Lymphozyten.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

Alle verwendeten Materialien sind im Materialverzeichnis (Kapitel 7) in tabellarischer
Form aufgelistet (Tabelle 7-11).

Alle Chemikalien wurden wie vom Hersteller angegeben geldst, verdinnt und gelagert.
In Tabelle 7 sind alle verwendeten Reagenzien dargestellt. Tabelle 8 enthalt die AK fur
die immunhistochemischen und durchflusszytometrischen Untersuchungen.

Die bendtigten Verbrauchsmaterialien sind in Tabelle 9 zusammengefasst. Die
Laborgerate und anderen Hilfsmittel gibt Tabelle 10 wieder.

Die Substanzen fur die Prick-Testung fasst Tabelle 11 zusammen.

3.1.1 Ansitze

Kulturmedium - RPMI-Medium 1640 w 2,0 g/l NaHCO3; w/o L-Glutamin
- 10% Fetal Calf Serum, 20 Minuten bei 60°C hitzeinaktiviert
- 2% L-Glutamin

- 1% Penicillin/Streptomycin

BSA-PBS - Phosphate Buffered Saline (PBS) w/o Ca**/Mg**
- 0,5% Bovine Serum Albumine (BSA)

FACS-Puffer - PBS w/o Ca**/Mg?"*
- 2% BSA
- 0,02% Natriumazid

Paraformaldehyd (PFA) - PBS w/o Ca®*/Mg?*
-1 bzw. 2% PFA

Lactobazillen

Die Lactobazillen (LC) wurden aus Paidoflor®-Kautabletten gewonnen, die traditionell
als mild wirkendes Arzneimittel zur Unterstitzung der Darmfunktion z.B. bei
Darmtragheit und Diarrh6 eingesetzt werden. Zur Vorbereitung einer Lactobazillen-
Ldosung wurde eine Tablette (entsprechend 20 mg Trockenpulver aus Lactobacillus

acidophilus) unter sterilen Bedingungen in 20 ml Kulturmedium aufgenommen.
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Entsprechend den Herstellerangaben (Schwankungsbreite von 10°-10'° lebensfahigen
Bakterien pro Gramm) ist davon auszugehen, dass die Lactobazillen in einer
Konzentration von mindestens 1x10° Bakterien pro Milliliter vorliegen. Nachfolgend

wurden die Aliquots bei -80°C kalteinaktiviert!"®".

3.2 Methoden

3.2.1 Patienten

Fir die Untersuchungen wurden aus der Abteilung fur Hals-Nasen-Ohrenheilkunde des
Bundeswehrkrankenhauses Berlin 41 Patienten rekrutiert, die aufgrund chronischer
Nasenatembeschwerden eine Conchotomie und teilweise zusatzlich eine Septumplastik
vornehmen lieRen. Die Atembeschwerden resultierten aus einer nasalen Obstruktion
entweder infolge anatomischer Veranderungen (Septumdeviation, posttraumatische
Nasenskelettveranderungen) oder aufgrund einer Nasenmuschelhyperplasie, wie sie
bei der perennialen oder saisonalen allergischen Rhinitis vorkommt. Jeder Patient gab
sein schriftliches Einverstandnis zur Studienteilnahme. Das Studienprotokoll wurde
vorab von der Ethikkommission bewilligt.

Das Alter der 8 weiblichen und 33 mannlichen Patienten lag zum
Untersuchungszeitpunkt zwischen 19 und 71 Jahren (Durchschnittsalter: 29 Jahre). Die
Zuordnung zur Gruppe der Allergiker (A) oder Nichtallergiker (NA) wurde anhand der
Anamnese, des Haut-Pricktests und der Bestimmung von Gesamt- und spezifischem
IgE im Serum getroffen. Alle allergischen Individuen (n=16) gaben saisonale rhinitische
Beschwerden an, reagierten positiv im Prick-Test und hatten im Serum Graser- (n=14)
oder Birkenpollen-spezifische (n=2) IgE-AK (Abbildung 1). Die Patienten der
Nichtallergiker-Gruppe (n=25) hatten einen negativen Hauttest fir Hausstaubmilben,
Katze, Pollen und Alternaria sowie fehlende Titer fur spezifisches IgE.

Kein Patient erhielt in den letzten drei Tagen vor der Operation Antihistaminika bzw. 14
Tage praoperativ immunsuppressive Substanzen wie topische oder systemische
Steroide. Patienten mit einer bekannten atopischen Dermatitis, einer Immuntherapie in
der Vorgeschichte oder mit anderen schweren Erkrankungen wurden ausgeschlossen.
Die Studie wurde aul3erhalb der Pollensaison durchgefuhrt, wahrend der die Patienten

keine Beschwerden hatten.
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Pro Patient wurden 10 ml Blut fir die serologischen Bestimmungen und 40 ml
heparinisiertes Blut fir die experimentellen Untersuchungen gewonnen sowie die

unteren Nasenmuscheln fiir die Stimulationsversuche asserviert.
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Abbildung 1. Gesamt-IgE und spezifisches IgE im Serum von Allergikern und Nichtallergikern.
Darstellung der Gesamt-IgE- und spezifischen Graser- bzw. Birken-IgE-Spiegel im Serum in kU/I fir
Allergiker und Nichtallergiker. N = Anzahl der Individuen der Gruppe. ° Extremwerte. * Ausreil3er.

3.2.2 PBMC-Aufreinigung

Zur Gewinnung von PBMCs wurde mit dem heparinisierten Blut bei Raumtemperatur
und 450 g fur 30 Minuten eine Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation durchgefihrt. Diese
Methode ermoglicht aufgrund von Dichteunterschieden eine Trennung der
mononukledren Zellen (Monozyten und Lymphozyten) von Erythrozyten und
polymorphkernigen Granulozyten. Nach vorsichtiger Abnahme der PBMC-Schicht
(Interphase) mit einer Pasteur-Pipette folgten zwei zehnminitige Waschschritte mit zwei
millimolarem EDTA-PBS bzw. PBS bei 4°C und 400 g bzw. 250 g. Mithilfe einer
Neubauer-Zahlkammer wurde die Anzahl der isolierten Zellen bestimmt, wobei durch
Anfarbung mit Trypanblau eine Unterscheidung von toten Zellen getroffen werden

konnte. Danach wurden 2x10° lebende Zellen pro Milliliter Medium aufgenommen.

3.2.3 Gewinnung von Lymphozyten aus der Nasenschleimhaut
Von der Operation bis zur Zellisolierung wurden die Nasenmuscheln in Medium unter

sterilen Bedingungen und bei 4°C aufbewahrt. Nach Entfernung des Knochens wurde
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die Nasenschleimhaut (NSH) mit der Schere in 1-3 mm? kleine Stiickchen zerteilt.
AnschlieRend wurden 5-10 Schleimhautstickchen unter das rotierende Schneideblatt
eines Medicons (50 um Poren) gelegt und nach Zugabe von 1,5-2 ml Medium fur 2-3
Minuten in der Medimachine bei 100 U/min geschreddert. Danach wurde das Medium
abgesaugt, das Medicon zweimal mit Medium ausgespult und die gewonnene
Suspension durch einen Filcon-Filter mit 50 ym PorengroRe filtriert. Die im Medicon
verbliebenen Schleimhautreste wurden grindlich entfernt. Nach Schredderung aller
Schleimhautsticke wurde die Zellsuspension fur mindestens 6 Minuten bei 300 g
zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet einmal mit PBS gewaschen. Es
folgte eine einminutige Erylyse mit 4 ml 0,2%iger NaCl-Losung, danach Zugabe
gleichen Volumens 1,6%iger NaCl-Lésung und Waschen mit PBS. Nach Dekantieren

des Uberstandes wurde das gewonnene Zellpellet in 4 ml Medium aufgenommen.

3.2.4 Stimulation der lymphozytaren Zellen des peripheren Bluts und der
Nasenschleimhaut
Die PBMCs wurden auf 24-Multiwellplatten eingesat und bei 37°C und 5%igem CO,-
Gehalt der Luft inkubiert. Fir die Stimulation der isolierten Nasenschleimhautzellen
wurden flr jeden Stimulationsansatz jeweils 600 pl der Nasenzellsuspension
verwendet. Stimuliert wurde entweder mit Graser- bzw. Birkenallergen (A), Lactobacillus
acidophilus (LC) oder mit Lactobacillus acidophilus plus Allergen (LC+A). Graser- bzw.
Birkenpollenextrakt wurde in einer Konzentration von 500 SQ/ml eingesetzt. Dies
erfolgte unter Zugabe von kostimulatorisch wirkendem anti-CD28 in einer Konzentration
von 0,5 ug/ml. Die PBMCs wurden mit den Lactobazillen in einer Konzentration von
0,5x10%ml stimuliert. Zur Stimulation der nasalen Zellen wurden 1x10° Lactobazillen/ml
eingesetzt. Als Positivkontrolle diente die Stimulation mit Staphylokokken-Enterotoxin B
(SEB) in einer Konzentration von 1 upg/ml, 500 SQ-Einheiten Birken- bzw.
Graserallergen pro Milliliter und 0,5 pg anti-CD28 pro Milliliter. Die Negativkontrolle
bestand aus unstimulierten Zellen (U). Nach 18 Stunden Inkubation wurden die PBMCs
und die Nasenschleimhautzellen fur die durchflusszytometrische Analyse geerntet. Fur
die Messung des intrazellularen Zytokingehalts wurden die PBMCs nach 16 Stunden

geerntet.
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3.2.5 Durchflusszytometrie

Lymphozyten konnen mithilfe der Durchflusszytometrie durch Bestimmung ihrer
relativen ZellgroRe und der Granularitdt von den anderen Zellen (Monozyten,
Granulozyten, Erythrozyten) des peripheren Bluts unterschieden werden. Der Einsatz
fluoreszenzmarkierter AK, die gegen zellulare Oberflachenmolekile gerichtet sind,
ermoglicht eine Charakterisierung des Phanotyps und Differenzierungszustandes der
Lymphozyten. Dieses Prinzip wird als fluorescence activated cell sorting (FACS)
bezeichnet. Die verwendeten Fluoreszenzmarker sind Fluoresceinisothiocyanat (FITC),
Phycoerythrin (PE), Peridinin-Chlorophyll-a-Protein (PerCP) und Allophycocyanin
(APC). So identifizieren gegen CD4 gerichtete AK die T-Helferzell-Subpopulation,
gegen CD20 gerichtete AK die B-Lymphozyten. Durch zusatzliche Verwendung von
Antikorpern, die mit einer anderen Fluoreszenzfarbe markiert sind und aul3erdem an
andere zellulare Oberflachenmolekule oder intrazellulare Strukturen (z.B. Zytokine)
binden, kann eine weiterfUhrende Einschatzung des Differenzierungs- und

Funktionszustandes der Zelle getroffen werden.

FACS-Farbung der Oberflaichenmarker von unstimulierten und kultivierten
Lymphozyten

Nach Uberfiihrung der PBMCs bzw. der Nasenschleimhaut-Zellen in Farberéhrchen
wurden Medium und die Stimulationszusatze bei 250 g und 4°C Uber zehn Minuten
abzentrifugiert und das Zellpellet einmal mit PBS gewaschen. Um zu verhindern, dass
die AK Uber unspezifische Mechanismen an der Zelloberflache binden, wurden dem
aufgeklopften Pellet 5 yl Venimmun N oder Beriglobin in 100 ul FACS-Puffer zugesetzt.
Dabei stellt man sich vor, dass die Immunglobuline (Venimmun bzw. Beriglobin sind
Gemische humaner Immunglobuline) Uber ihren Fc-Teil unspezifisch an
membranstandige Oberflachenmolekile (z.B. Fc-Rezeptoren) binden und damit diese
Bindungsstellen abblocken. Nach einer zehnminutigen Inkubationsdauer wurden die
spezifischen AK nach dem entsprechenden Pipettierschema (Tabelle 3) zugegeben und
20 Minuten bei 4°C inkubiert. Die notigen AK-Mengen wurden durch vorangegangene
Titrierungsversuche ermittelt. Zur Abgrenzung der Markierungsfluoreszenz von der
Eigenfluoreszenz der Zellen wurde jeweils ein Rohrchen mit ungefarbten Zellen
mitgefiihrt. AnschlieBend wurden unter gleichen Bedingungen wie oben die
ungebundenen AK mit PBS abzentrifugiert, die Zellen aufgeklopft und mit 250 pl
(Nasen-Zellen) bzw. 500 ul (PBMCs) 2%igem PFA fixiert.

20



Material und Methoden

Markierung FITC PE PerCP APC
B-Zellfarbung 1 10 ul CD23 5 ul CD80 5 pl CD20 5 pl CD86
B-Zellfarbung 2 2,5 ul IgE - 5 ul CD20 -
T-Zellfarbung 1 5ul CLA 5 ul CD152 10 ul CD4 2,5 ul CD69
T-Zellfarbung 2 | 10 yl CD45RO | 10 yl CD45RA 10 uyl CD4 -

Tabelle 3. AK-Panel fiir die Oberflachenfarbung. Mengenangaben pro 100 ul Zellsuspension.

Fir die Ausgangswerte (unstimulierte, nichtinkubierte Zellen) wurden die B- und T-
Zellfarbungen 1 + 2 durchgefuhrt. Die kultivierten Zellen wurden nur mit der B- und T-
Zellfarbung 1 gefarbt. Es wurden 1x10° PBMCs pro Farberdhrchen eingesetzt. Die
Menge der verwendeten Nasenzellen pro Farberdhrchen variierte je nach zu
markierender Lymphozytenart. So wurden zur Farbung der Ausgangswerte 100 ul der
Nasenzellsuspension fur die unmarkierte Probe, je 200 ul fur die T-Zellmarkierung und
je 250 ul fur die B-Zellfarbung eingesetzt. Die Markierung der kultivierten nasalen T-
Lymphozyten erfolgte mit 600 pl der Kultursuspension, die der B-Zellen mit 900 ul. Die
ungefarbte Vergleichsprobe enthielt 300 ul.

Intrazellulare FACS-Farbung der stimulierten PBMCs

Nach 13 Stunden Inkubationszeit wurden die PBMCs mit 2 ul Brefeldin A pro Ansatz
versetzt, um die Sekretion der produzierten Zytokine zu verhindern. Brefeldin A bewirkt
eine Hemmung des Zytokintransports vom endoplasmatischen Retikulum zum Golgi-
Apparat. Danach wurden die PBMCs fur weitere drei Stunden inkubiert und nach
insgesamt  16-stiindiger Inkubation zu jeweils 1x10° Zellen pro Farberdhrchen
vorbereitet. Fur jeden Stimulationsansatz wurden PBMCs mitgefihrt, die mit den
entsprechenden Isotypenkontrollen (IK) in konzentrationsaquivalenter Menge gefarbt
wurden. Man geht davon aus, dass Isotypen als Immunglobuline der gleichen Klasse
sowie gleicher Fluoreszenzmarkierung die gleichen unspezifischen Bindungsstellen
besetzen und gleiche biochemische Eigenschaften besitzen wie die spezifischen Test-
AK (Tabelle 4).

Markierung FITC PE PerCP APC
Isotypenkontrolle | 10 ul IgG2b 10 ul 1IgG1 10 ul 1IgG1 2,5 ul 1gG1
T-Zellfarbung 10 pl IFNy 10 pl IL-4 10 yl CD4 2,5 yl CD69

Tabelle 4. AK-Panel zur Bestimmung der intrazellularen Zytokine von T-Lymphozyten.
Mengenangaben pro 1x10° PBMCs in 100 pl Zellsuspension.
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Nach zweimaligem Waschen mit 0,5%igem BSA-PBS (10 Minuten bei 250 g und 4°C)
wurden die aufgeklopften Zellen mit 500 pl PFA (1-2%) 15 Minuten vorfixiert. Danach
wurde wie oben zweimal mit BSA-PBS gewaschen. Zur Abblockung der unspezifischen
Bindungsstellen wurden die PBMCs mit 5 yl Venimmun N oder Beriglobin in 100 ul
FACS-Puffer fur 10 Minuten bei 4°C inkubiert. Anschliel3end erfolgte die Markierung der
Oberflachenmolekile CD4 und CD69 (Tabelle 4). Nach 20-minutiger Inkubation bei 4°C
wurden die ungebundenen AK durch Waschen mit BSA-PBS entfernt. Um die
Penetration der Zytokin-AK zu ermdglichen, wurde die Lymphozytenmembran mit
jeweils 500 ul FACS-Permeabilizing-Solution (nach Herstellerangaben 1:10 mit Aqua
dest. vorverdlinnt) Uber 10 Minuten bei Raumtemperatur permeabilisiert. Nach
Waschen mit 2,5 ml FACS-Puffer wurden die folgenden Schritte bei 4°C durchgefuhrt.
Es wurden die Zytokin-AK und die entsprechenden IK zugegeben (Tabelle 4), im
Anschluss an die 20-mindtige Inkubation die ungebundenen AK durch Waschen mit
BSA-PBS entfernt und die aufgeklopften Zellen erneut mit jeweils 500 pl PFA (2%)

fixiert.

3.2.6 IgE-Bestimmung im Serum

Im IgE-Labor der Klinik fir Dermatologie, Venerologie und Allergologie der Charité -
Universitatsmedizin Berlin wurde die Bestimmung des Gesamt-IgE und des
spezifischen IgE aus dem Serum mithilfe des enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA) von Pharmacia durchgeflhrt (Abbildung 1).

3.2.7 Immunhistochemie der Nasenschleimhaut

Zur Darstellung der Verteilung der lymphozytaren Zellen in der Nasenschleimhaut
wurden in der histologischen Abteilung der Klinik fir Dermatologie, Venerologie und
Allergologie der Charité - Universitatsmedizin Berlin exemplarisch jeweils zwei
Hamatoxylin-Eosin-Schnitte von der Nasenschleimhaut zweier Allergiker und zweier
Nichtallergiker angefertigt. Ferner wurden einerseits die T-Lymphozyten mit einem
gegen CD3 gerichteten AK markiert, andererseits die B-Lymphozyten mit einem gegen
CD20 gerichteten AK.
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3.3 Statistik

Far den Gruppenvergleich zwischen Allergikern und Nichtallergikern in Hinsicht auf die
basale Expression der Oberflachenmolekile und die IgE-Werte wurde der U-Test nach
Mann-Whitney flir zwei unverbundene Stichproben verwendet. Der Wilcoxon-Test flr
verbundene Stichproben sollte Unterschiede zwischen der basalen Expression von
Oberflachenmolekilen auf lymphozytaren Zellen des peripheren Bluts und der
Nasenschleimhaut auf Signifikanz prufen.

Zur Uberpriifung der Ergebnisse aus den Stimulationsversuchen hinsichtlich Signifikanz
wurde die Rangvarianzanalyse nach Brunner eingesetzt, mit der sich Abweichungen
zweier Gruppen bezuglich ihres Gruppen- und Stimulationsverhaltens und der
gegenseitigen Wechselwirkungen aufzeigen lassen. Dieses Testverfahren fand bei der
Analyse der stimulierbaren Expression von Oberflachenmolekilen und Produktion von

Zytokinen im Rahmen eines Paarvergleiches Anwendung.
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4 Ergebnisse
4.1 Phanotyp der lymphozytaren Zellen des peripheren Bluts und

der Nasenschleimhaut

4.1.1 Verteilung der Lymphozyten in der Nasenschleimhaut

Die Immunhistochemie stellt exemplarisch die Lokalisation der untersuchten nasalen
Lymphozyten dar. Es zeigte sich, dass CD3+ T-Lymphozyten hauptsachlich an der
epithelialen Grenzschicht sowie in der Nahe der nasalen Drusen lokalisiert sind
(Abbildung 2A). CD20+ B-Lymphozyten waren ohne deutliche Assoziation zu
anatomischen Strukturen diffus in der Submukosa verteilt (Abbildung 2B). Sie fanden

sich sowohl in der Nahe von glandularen Strukturen als auch perivaskular.
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Abbildung 2. Imnmunhistochemischer Nachweis der CD3+ T-Lymphozyten (A) und CD20+ B-
Lymphozyten (B) in der Nasenschleimhaut. 10x Vergroferung.

Mit der angewendeten Zellseparationsmethode wurden aus den zwei Nasenmuscheln
eines Probanden im Mittel 8.000 CD4+ T-Lymphozyten und 5.000 CD20+ B-
Lymphozyten isoliert. Die B-Lymphozyten-Gesamtzellzahl war bei den Nichtallergikern
durchschnittlich 10% hoher als bei den Allergikern; die T-Lymphozyten-Gesamtzellzahl

war um durchschnittlich 30% hoher.
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4.1.2 Basale Expression von Oberflachenmolekiilen auf T-Lymphozyten

4.1.2.1 CD69-Expression

Die T-Lymphozyten des peripheren Bluts waren schwach aktiviert (Abbildung 3;

Mediana 1,5%, Medianya 1,9%). Aus der Nasenschleimhaut wurden hauptsachlich

aktivierte T-Lymphozyten

isoliert (Mediana 73,4%,

Medianya 43,4%). In der

Nasenschleimhaut von Nichtallergikern waren die T-Zellen geringer aktiviert als bei den

Allergikern. Dies war nicht signifikant.
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Abbildung 3. CD69-Expression der CD4+ T-Zellen bei Allergikern und Nichtallergikern.
Angaben in Prozent der CD4+ peripheren (Blut) und nasalen (NSH) Zellen. Schwarzer Querbalken =
Median, N = Anzahl der untersuchten Individuen, , # p<0,05, ## p<0,01, o Ausreil3er.
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4.1.2.2 Expression von CD45RO und CD45RA

Aus der Nasenschleimhaut wurden hauptsachlich CD45RO+ T-Gedachtniszellen isoliert
(Mediana, Medianna 97%; Abbildung 4A). 8,4% (Medianna) bzw. 10,6% (Mediana) der
nasalen T-Zellen exprimierten CD45RA (Abbildung 4B).

Im peripheren Blut kamen CD45RA+ naive T-Zellen (Mediana 53,8%, Medianna 61,2%)
in ahnlichem Ausmal} wie CD45RO+ T-Gedachtniszellen (Mediana 53,2%, Medianya
46,3%) vor.
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Abbildung 4. Basale Expression von CD45R0 (A) und CD45RA (B) auf T-Helferzellen.

Angaben in Prozent der CD4+ Zellen des peripheren Bluts (Blut) und der Nasenschleimhaut (NSH).
Vergleich von Allergikern und Nichtallergikern. Schwarzer Querbalken = Median, N = Anzahl der
untersuchten Individuen, # p<0,05, ## p<0,01, o Ausreil3er, * Extremwert.

4.1.2.3 CLA-Expression
Im peripheren Blut prasentierten mehr T-Lymphozyten das cutaneous lymphocyte-
associated antigen (CLA) als in der Nasenschleimhaut (Tabelle 5). Es bestand kein

Unterschied zwischen Allergikern und Nichtallergikern.

peripheres Blut | Nasenschleimhaut
Allergiker 15,12 £ 3,14 4,02 +1,59
Nichtallergiker 12,20 + 1,37 4,96 + 3,07

Tabelle 5. CLA-Expression auf CD4-positiven T-Zellen des peripheren
Bluts und der Nasenschleimhaut. Angaben als Mittelwert + Standardab-
weichung in Prozent der CD4-positiven Zellen.
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4.1.2.4 Expression von CD152

In beiden Gruppen war die CD152-Expression signifikant starker auf nasalen (Mediana
5,2%, Medianya 4,9%) als auf peripheren T-Lymphozyten (Mediana 1%, Medianya
1,1%; Abbildung 5). Gruppenunterschiede zwischen Allergikern und Nichtallergikern

bestanden nicht.
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Abbildung 5. Basale CD152-Expression der T-Helferzellen.
Angaben in Prozent der CD4+ Zellen des peripheren Bluts (Blut) und der Nasenschleimhaut (NSH).
Vergleich von Allergikern und Nichtallergikern. Schwarzer Querbalken = Median, N = Anzahl der
untersuchten Individuen, # p<0,05, o Ausreiller, * Extremwert.
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4.1.3 Basale Expression von Oberflachenmolekiilen auf B-Lymphozyten

4.1.3.1 Expression von CD23

Im peripheren Blut war die CD23-Expression bei den Allergikern (Mediana 55%) hdher
als bei den Nichtallergikern (Medianya 25,5%; Abbildung 6). Dieser Unterschied war
nicht signifikant. CD23 wurde auf B-Lymphozyten der Nasenschleimhaut (Mediana
13,2%, Medianna 21,7%) signifikant geringer exprimiert. Am schwachsten war die

CD23-Expression auf nasalen B-Zellen von Allergikern.
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Abbildung 6. Basale CD23-Expression der B-Lymphozyten.

Angaben in Prozent der CD20+ Zellen des peripheren Bluts (Blut) und der Nasenschleimhaut (NSH) von
Allergikern und Nichtallergikern. Schwarzer Querbalken = Median, N = Anzahl der untersuchten
Individuen, # p<0,05, o Ausreilder, * Extremwert.
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4.1.3.2 IgE-Expression

Auf den peripheren B-Lymphozyten (Mediana 4,6%, Medianya 3,5%) wurde signifikant
weniger membrangebundenes IgE nachgewiesen als auf den nasalen B-Zellen
(Mediana 10,5%, Medianna 19%; Abbildung 7). Die meisten IgE+ B-Zellen fanden sich

in der Nasenschleimhaut von Nichtallergikern.
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Abbildung 7. Expression von membrangebundenem IgE auf CD20+ B-Zellen.
Angaben in Prozent der CD20+ Zellen des peripheren Bluts (Blut) und der Nasenschleimhaut (NSH) bei
Allergikern und Nichtallergikern. Schwarzer Querbalken = Median, N = Anzahl der untersuchten

Individuen, # p<0,05, o Ausreiler.
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4.1.3.3 Expression kostimulatorischer Molekule: CD80 und CD86

Aus der Nasenschleimhaut wurden CD80+ (Mediana 4%, Medianya 4,2%; Abbildung
8A) sowie CD86+ (Mediana 6,4%, Medianya 5%; Abbildung 8B) B-Zellen isoliert. Es gab
keine signifikanten Unterschiede zwischen Allergikern und Nichtallergikern. Auf den
nasalen B-Zellen von Allergikern war die CD86-Expression am starksten. Im peripheren
Blut war die CD80-Expression (Mediana 20,7%, Medianya 16,6%) signifikant hdher und
die CDB86-Expression (Mediana, Medianya 1,1%) signifikant geringer als in der

Nasenschleimhaut.
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Abbildung 8. Expression von CD80 (A) und CD86 (B) auf B-Lymphozyten.

Angaben in Prozent der CD20+ Zellen des peripheren Bluts (Blut) und der Nasenschleimhaut (NSH) bei
Allergikern und Nichtallergikern. Schwarzer Querbalken = Median, N = Anzahl der untersuchten
Individuen, # p<0,05, o Ausreiler, * Extremwert.

4.2 Einfluss von Lactobacillus acidophilus auf die Expression

lymphozytarer Oberflachenmolekile

Auf PBMCs und Lymphozyten der Nasenschleimhaut wurde nach 18-stundiger
Inkubation mit Allergen, SEB, Lactobazillen oder Lactobazillen plus Allergen die
Expression von Oberflachenantigenen durchflusszytometrisch bestimmt. Bei den CD4+
T-Zellen wurde die Expression von CD69 und CD152 ermittelt. Die CD20+ B-Zellen
wurden hinsichtlich ihrer CD23-, CD80- und CD86-Expression untersucht.
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4.2.1 Wirkung von Lactobacillus acidophilus auf T-Zellen

4.2.1.1 CD69-Expression

Nach Stimulation mit Allergen (A: Mediana 3,9%, Medianna 2,9%) sowie nach
bakterieller Stimulation (LC: Mediana 5%, Medianya 3,7%; LC+A: Mediana 5,7%,
Medianna 4,4%) erfolgte eine signifikante Zunahme der CD69-Expression (Abbildung
9). Lactobazillen bewirkten in beiden Gruppen eine starkere Zunahme als Allergen.
Signifikant war dies nur fur die Nichtallergiker. Die T-Lymphozyten der Allergiker waren
in allen Stimulationen am starksten aktiviert. Im peripheren Blut bewirkte der SEB-
Stimulus als Positivkontrolle eine signifikante Zunahme der CD69-Expression in beiden
Gruppen (SEB: Mediana 60,2%, Medianya 59,5%, p<0,01, Werte nicht dargestellt). Der
Aktivierungszustand der unstimulierten Kontrollen (U: Mediana 2,1%, Medianna 2%;
Abbildung 9) war vergleichbar mit den Basalwerten vor Inkubation (Abbildung 3).
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Abbildung 9. CD69-Expression auf peripheren T-Helferzellen unter Stimulationsbedingungen.
Angaben in Prozent der CD4+ Zellen. Legende: unstimuliert (U), Stimulation mit Allergen (A),
Lactobazillen (LC), Lactobazillen plus Allergen (LC+A). Schwarzer Querbalken = Median, N = Anzahl der
untersuchten Individuen, ## p<0,01, o Ausreil3er, * Extremwert.
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Fir die isolierten T-Zellen der Nasenschleimhaut erfolgte wahrend der Inkubation eine
signifikante Aktivierungsabnahme (U: Mediana 49,5%, Medianya 33,6%; Abbildung 10)
im Vergleich zu den Basalwerten vor Inkubation (Abbildung 3). Weder bei den
Allergikern, noch bei den Nichtallergikern hatten die eingesetzten Stimuli einen
signifikanten Einfluss auf den Aktivierungszustand der T-Zellen (Abbildung 10).
Signifikant starker war die CD69-Expression in allen Stimulationen bei den Allergikern
verglichen mit den Nichtallergikern (A: Mediana 60,9%, Medianya 37,1%; SEB: Mediana
62,6%, Medianya 42,6%; LC: Mediana 58,1%, Medianna 37,2%; LC+A: Mediana 67,3%,
Medianna 34,2%).
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Abbildung 10. CD69-Expression auf nasalen T-Helferzellen unter Stimulationsbedingungen.
Angaben in Prozent der CD4+ Zellen. Legende: unstimuliert (U), Stimulation mit Allergen (A),
Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB), Lactobazillen (LC), Lactobazillen plus Allergen (LC+A). Schwarzer
Querbalken = Median, N = Anzahl der untersuchten Individuen.
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4.2.1.2 CD152-Expression

Nach Inkubation der PBMCs mit Lactobazillen erfolgte nur in der Allergiker-Gruppe eine
signifikante Heraufregulation von CD152 (U: Mediana, Medianya 0,6%; LC: Mediana
1,4%, Medianya 0,9%; Abbildung 11). In beiden Gruppen fuhrte der SEB-Stimulus zur
starksten Heraufregulation (SEB: Mediana 3,8%, Medianya 3,5%). Die mediane CD152-
Expression nach Stimulation mit Allergen (A: Mediana, Medianya 0,7%) bzw. mit
Lactobazillen plus Allergen (LC+A: Mediana 0,7%, Medianna 1,1%) war vergleichbar mit

den unstimulierten Zellen.
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Abbildung 11. CD152-Expression auf peripheren T-Helferzellen unter Stimulationsbedingungen.
Angaben in Prozent der CD4+ Zellen. Legende: unstimuliert (U), Stimulation mit Allergen (A),
Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB), Lactobazillen (LC), Lactobazillen plus Allergen (LC+A). Schwarzer
Querbalken = Median, N = Anzahl der untersuchten Individuen, ## p<0,01, o Ausreil3er, * Extremwert.
Der Ausreil3er der SEB-Stimulation bei 12,04% in der Allergiker-Gruppe wurde nicht dargestellt.
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Auf den T-Zellen der Nasenschleimhaut von Nichtallergikern zeigte sich nach
Inkubation eine signifikante Herabregulation von CD152 (U: Medianna 2,2%; Abbildung
12) im Vergleich zu den Basalwerten (Abbildung 5). Nach SEB-Stimulation nahm die
CD152-Expression signifikant zu (SEB: Medianya 5,5%). Bei den Allergikern wurden
diese Effekte nicht beobachtet (U: Mediana 5,9%; SEB: Mediana 5,7%). In dieser
Gruppe erfolgte eine signifikante CD152-Herabregulation durch die Stimulation mit
Lactobazillen plus Allergen (LC+A: Mediana 3,6%), die bei den Nichtallergikern
entgegengesetzt zur Heraufregulation fuhrte (LC+A: Medianna 4,2%). In den
Stimulationsversuchen mit Allergen (A) sowie mit Lactobazillen (LC) wurden keine
signifikanten Anderungen der CD152-Expression beobachtet (A: Mediana 4,8%,
Medianna 2,6%; LC: Mediana 5,3%, Medianya 2,5%).
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Abbildung 12. CD152-Expression auf nasalen T-Helferzellen unter Stimulationsbedingungen.
Angaben in Prozent der CD4+ Zellen. Legende: unstimuliert (U), Stimulation mit Allergen (A),
Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB), Lactobazillen (LC), Lactobazillen plus Allergen (LC+A). Schwarzer
Querbalken = Median, N = Anzahl der untersuchten Individuen, # p<0,05, ## p<0,01, o Ausreilder, *
Extremwert.
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4.2.2 Wirkung von Lactobacillus acidophilus auf B-Zellen

4.2.2.1 CD23-Expression im peripheren Blut

Im Vergleich zur basalen Expression (Abbildung 6) nahm die CD23-Expression
wahrend der Inkubation ab (U: Mediana 11,9%, Medianna 5,1%; Abbildung 13). Bei den
Allergikern erfolgte nach allergener Stimulation eine signifikante Heraufregulation von
CD23 (A: Mediana 15%), nach bakterieller Stimulation eine deutliche Herabregulation
von CD23 (LC: Mediana 8,3%). Dieser Effekt wurde bei den Nichtallergikern nicht
beobachtet (A: Medianna 5,4%; LC: Medianna 6,1%). In beiden Gruppen erhdhte sich
nach Zugabe von Allergen signifikant der Anteil CD23+ B-Lymphozyten (LC+A: Mediana
11,2%, Medianya 9,3%). Der SEB-Stimulus als Positivkontrolle bewirkte eine
signifikante Zunahme der CD23-Expression auf 48,7% (Mediana) bzw. 29,7%
(Medianya).
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Abbildung 13. CD23-Expression auf peripheren B-Lymphozyten unter Stimulationsbedingungen.
Angaben in Prozent der CD20+ Zellen. Legende: unstimuliert (U), Stimulation mit Allergen (A),
Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB), Lactobazillen (LC), Lactobazillen plus Allergen (LC+A). Schwarzer
Querbalken = Median, N = Anzahl der untersuchten Individuen, # p<0,05, ## p<0,01, o Ausreilder, *
Extremwert.
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4.2.2.2 Expression von CD80 und CD86 im peripheren Blut

In beiden Gruppen wurde im Vergleich zur Basalexpression (Abbildung 8) CD80 nach
Inkubation geringer exprimiert (U: Mediana 10,6%, Medianna 6,5%; Abbildung 14A);
CD86 wurde starker exprimiert (U: Mediana 4,3%, Medianya 3%; Abbildung 14B).
Allergen induzierte nur bei den Allergikern eine signifikante Zunahme der CD86-
Expression (A: Mediana 5,6%, Medianya 4,1%), und hatte keinen Einfluss auf die
Expression von CD80 (A: Medianan 10,4%, Medianya 8,6%). Nach Stimulation mit
Lactobazillen zeigte sich in der Allergiker-Gruppe eine signifikante Abnahme der CD80-
Expression (LC: Mediana 7,4%, Medianna 7%), auch nach Zusatz von Allergen (LC+A:
Mediana, Medianya 8,8%). In der Kontrollgruppe fand einzig nach SEB-Stimulation eine
signifikante Heraufregulation von CD80 statt (SEB: Mediana 11,6%, Medianya 11,1%).
Die CD86-Expression erhdhte sich in beiden Gruppen durch Lactobazillen-Stimulation
signifikant auf 12,6% (LC Mediana) bzw. 9,9% (LC Medianna). Bei den Nichtallergikern
bewirkte die zusatzliche Allergen-Stimulation eine signifikante Abnahme der CD86+ B-
Lymphozyten (LC+A: Mediana 15%, Medianna 6,5%). Die starkste signifikante
Heraufregulation von CD86 erfolgte in beiden Gruppen unter dem Einfluss von SEB als
Positivkontrolle (SEB: Mediana 42,8%, Medianya 42,3%).
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Abbildung 14. Expression von CD80 (A) und CD86 (B) auf peripheren B-Lymphozyten unter
Stimulationsbedingungen.

Angaben in Prozent der CD20+ Zellen. Legende: unstimuliert (U), Stimulation mit Allergen (A),
Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB), Lactobazillen (LC), Lactobazillen plus Allergen (LC+A). Schwarzer
Querbalken = Median, N = Anzahl der untersuchten Individuen, # p<0,05, ## p<0,01, o Ausreil3er.
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4.2.2.3 Einfluss der Stimulationen auf die nasalen B-Zellen

Eine statistische Auswertung war fur die Stimulationsversuche mit isolierten

Nasenschleimhaut-Zellen nur bedingt moglich. Da es wahrend Inkubation und
Stimulation in den meisten Fallen zum B-Zell-Verlust kam, konnten nur Proben mit
B-Zell-Anzahl

resultierten vor allem bei den Stimulationen mit Lactobazillen niedrige Fallzahlen. Die

ausreichender durchflusszytometrisch analysiert werden. Daraus

ermittelten Ergebnisse sind in Tabelle 6 dargestellt.

U A LC LC+A SEB
CD23 A 8,10 + 5,04 10,46 + 2,82 14,30 + 10,54 | 15,80 + 15,14 17,81 £ 9,17
NA |8,34+7,14 8,71 +6,13 9,32 + 6,56 11,65 (n=1) 12,13 £ 5,57
CD80 A 9,30 + 4,33 7,46 +4,23 12,16 £+ 10,70 | 11,09 + 15,30 6,91 + 5,58
NA | 9,69+ 5,56 7,66 + 4,31 10,88 £ 10,38 | 4,01 (n=1) 10,04 £ 5,62
CD86 A 15,16 £ 19,00 3,89 £ 2,69 5,89 £ 3,51 3,34 £2,57 7,96 £ 4,46
NA 8,02 + 8,13 7,10 4,82 7,17 £ 5,58 1,69 (n=1) 7,60 + 6,34

Tabelle 6. Expression von CD23, CD80 und CD86 auf den nasalen B-Zellen von Allergikern (A) und
Nichtallergikern (NA). Angaben als Mittelwert + Standardabweichung in Prozent der CD20+ B-
Lymphozyten.

Vergleichbar mit den PBMCs (Abbildung 6, Abbildung 13) flhrte die Inkubation der
Nasenschleimhaut-Zellen zum Abfall der CD23-Expression (Tabelle 6). Bei den
Allergikern wurde CD23 durch SEB-Stimulation signifikant heraufreguliert. Bei den
anderen Stimulationsansatzen zeigten sich keine signifikanten Anderungen der CD23-
Expression.

Im Unterschied zu den inkubierten PBMCs (Abbildung 8A, Abbildung 14A) flUhrte die
Kultivierung der Nasenschleimhaut-Zellen zur Heraufregulation von CD80 bei
Allergikern und Nichtallergikern (Abbildung 8A, Tabelle 6). In den Stimulationsansatzen
mit Allergen, Lactobazillen sowie SEB zeigten sich keine signifikanten Anderungen der
CD80-Expression.

Auf den nasalen B-Lymphozyten kam es durch die Kultivierung - anders als fir CD80 -
nicht zur signifikanten Heraufregulation von CD86 (Abbildung 8B, Tabelle 6). Bei den
Allergikern erfolgte durch allergene Stimuli eine signifikante Abnahme der CD86-
Expression. Die anderen Stimulationsansatze bewirkten keine signifikante Anderung

der CD86-Expression.
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4.3 Einfluss von Lactobacillus acidophilus auf die Funktion

differenzierter peripherer T-Helferzellen

FUr diese Fragestellung wurde nach 16-stindiger Inkubation und Stimulation der
PBMCs und intrazellularer Markierung die Produktion der Zytokine IFNy und IL-4 in
CD4+ T-Lymphozyten durchflusszytometrisch bestimmt.

Die Bestimmung der intrazellularen Zytokinproduktion ermoglicht die Unterscheidung
von Th1- und Th2-differenzierten T-Helferzellen, da sich diese durch ein
gegensatzliches Zytokinprofil auszeichnen. So werden die IFNy+ IL-4- CD4+ T-Zellen
als Th1-Zellen charakterisiert; die IFNy- IL-4+ CD4+ T-Zellen reprasentieren die Th2-
Zellen.

Zusatzlich wurde der Aktivierungszustand via CD69 ermittelt. Die CD69-Expression war
nach 16-stundiger Stimulation vergleichbar mit den Werten nach 18-stindiger
Stimulation (Abbildung 9) und wird deshalb nicht gesondert abgebildet.

In der Auswertung wurden insbesondere die aktivierten T-Helfer-Zellen hinsichtlich ihrer
Zytokinproduktion betrachtet. Da fur immunologische Vorgange im Rahmen allergischer
Erkrankungen das Gleichgewicht zwischen Th1- und Th2-Antwort eine Rolle spielt,
wurde das Verhaltnis der medianen Produktion von IFNy zur medianen Produktion von
IL-4 dargestellt (Abbildung 15).

In der Allergiker-Gruppe waren in der unstimulierten Kultur hauptsachlich aktivierte IL-
4+ T-Helferzellen nachweisbar (CD69+ |IL4+ CD4+, U: Mediana 0,01%; CD69+ IFNy+
CD4+, U: Mediana 0%); bei den Nichtallergikern fanden sich kaum aktivierte IFNy+ oder
IL-4+ T-Zellen (CD69+ IFNy+ CD4+, U: Medianna 0%; CD69+ IL4+ CD4+ U: Medianna
0%). Nach Allergen-Stimulation erfolgte bei den Allergikern eine signifikante Zunahme
der Produktion von IL-4 (CD69+ IL4+ CD4+, A: Medianan 0,02%); bei den
Nichtallergikern erfolgte eine signifikante Zunahme der Produktion von IFNy (CD69+
IFNy+ CD4+, A: Medianya 0,01%). Die starkste Zunahme zeigte sich nach SEB-
Stimulation als Positivkontrolle, wobei die Produktion von IL-4 bei den Allergikern
(CD69+ IL4+ CD4+, SEB: Mediana 0,38%, Medianna 0,25%), die Produktion von IFNy
bei den Nichtallergikern starker ausgepragt war (CD69+ IFNy+ CD4+, SEB: Mediana
1,57%, Medianna 2,26%).

Bei den Allergikern erhohte sich durch Lactobazillen-Stimulation signifikant die Anzahl
aktivierter IFNy+ T-Zellen (CD69+ IFNy+ CD4+, LC: Mediana 0,02%), wahrend die
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Produktion von IL-4 vergleichbar blieb (CD69+ IL4+ CD4+, LC: Mediana 0,01%). Durch
Stimulation mit Lactobazillen plus Allergen nahm die Produktion von IL-4 signifikant zu
(CD69+ IL4+ CD4+, LC+A: Mediana 0,03%). Die Produktion von IFNy nahm ebenfalls
signifikant zu, jedoch war sie schwacher als in der Kultur mit Lactobazillen ohne
zusatzlichen Allergenstimulus (CD69+ IFNy+ CD4+, LC+A: Mediana 0,01%). Bei den
Nichtallergikern fuhrte die Stimulation mit Lactobazillen zur signifikanten Zunahme der
Produktion von sowohl IFNy als auch IL-4 (CD69+ IFNy+ CD4+, LC: Medianya 0,01%,
LC+A: Medianna 0,02%; CD69+ IL4+ CD4+, LC: Medianya 0,01%, LC+A: Medianna
0,015%).
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Abbildung 15. Expression von IL-4 und IFNy in aktivierten peripheren T-Helferzellen unter
Stimulationsbedingungen.

Links des senkrechten Balkens ist die mediane Produktion von IL-4, rechts davon die mediane
Produktion von IFNy in CD69+ CD4+ Zellen aufgetragen. Angaben als Mediane in Prozent der CD69+
CD4+ Zellen. Unstimuliert (U), Stimulation mit Allergen (A), Lactobazillen (LC), Lactobazillen plus
Allergen (LC+A), Staphylokokken-Enterotoxin B (SEB). p<0,01 gilt fir x ° : # bei den Allergikern
(auBer fur die IL-4+ Zellen: # p<0,05) sowie fir °°° o * <: bei den Nichtallergikern.
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5 Diskussion
5.1 Phanotyp nasaler und peripherer Lymphozyten bei der

allergischen Rhinitis

Ziel dieser Arbeit war, T- und B-Zell-Subgruppen im peripheren Blut und in der
Nasenschleimhaut von Allergikern und Nichtallergikern vergleichend zu untersuchen.
Die hierfur verwendeten Nasenmuscheln stammten von Allergikern, die eine
nachgewiesene Sensibilisierung gegenuber Typ-1-Allergenen aufwiesen (positiver
Prick-Test und Nachweis von spezifischem IgE) und saisonal rhinokonjunktivale
Beschwerden im Sinne einer allergischen Rhinitis aul3erten. Bei einigen bestanden
zusatzlich anatomische Veranderungen, die zur chronischen Beeintrachtigung der
Nasenatmung fuhrten. Die Vergleichsgruppe der Nichtallergiker (negativer Prick-Test,
kein spezifisches IgE) gab chronische nasale Atembeschwerden an, die in den meisten
Fallen auf anatomische Veranderungen zuruckgefuhrt wurden.

Bisherige Studien zur zellularen Infiltration und Inflammation der Nasenschleimhaut
nutzten Methoden wie Nasenausbiirstung!’? (nasal brushing), -ausschabung!”® (nasal
scraping), nasale Lavage!*"® und Schleimhautbiopsien!’®'”7"#2  Diese Techniken
haben den Nachteil, dass nur epitheliale und sehr oberflachlich lokalisierte Zellen
untersucht werden kénnen. Wie die Immunhistochemie der Nasenschleimhaut zeigt,
sind B- und T-Lymphozyten nicht nur an der epithelialen Grenzschicht lokalisiert,
sondern in allen Schichten der Submukosa zu finden. Deshalb wurde in der
vorliegenden Arbeit eine Methode entwickelt, die die Untersuchung der Gesamtheit
residenter Immunzellen der Nasenschleimhaut ermdglicht.

Als neuartige Methode wurden die nasalen Zellen mit einem ausschlieRlich
mechanischen Prinzip aus der Nasenschleimhaut separiert. Andere Techniken wie eine
enzymatische Herauslosung aus dem Zellgewebsverband wurden vermieden, um eine
mogliche Beeinflussung des Lymphozyten-Phanotyps gering zu halten. Nachfolgend
wurden in dem gewonnenen Nasenzellsuspensat die Lymphozyten hinsichtlich ihrer
Oberflachenmolekilexpression  durchflusszytometrisch  phanotypisiert. Auf eine
Zellseparation mithilfe eines Dichtegradienten wurde bewusst verzichtet, um einen
zusatzlichen Zellverlust durch die zytotoxische Wirkung der Ficoll-L6sung zu
verhindern. Mithilfe dieser neuartigen Zellseparationsmethode wurden mukosale

Lymphozyten aus der Nasenschleimhaut isoliert und mit den Lymphozyten des
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peripheren Bluts hinsichtlich ihres Aktivierungs- und Differenzierungszustandes

verglichen.

5.1.1 Differenzierung und Aktivierung der T-Zellen

Pro Nasenmuschel wurden mehr T-Zellen als B-Lymphozyten isoliert. Dies ist mit der
Beobachtung vereinbar, dass T-Lymphozyten im nasalen Schleimhautgewebe in
groBerer Anzahl vorkommen als B-Lymphozyten und Makrophagen!'®!.

Wie sowohl fur Allergiker als auch Nichtallergiker gezeigt wurde, zirkulieren im
peripheren Blut naive und Gedachtnis-T-Zellen in einem definierten Verhaltnis
zueinander. Nach derzeitigem Verstandnis differenzieren naive CD45RA+ CD45RO- T-
Lymphozyten nach Antigenprasentation in den Lymphgeweben zu antigenspezifischen
CD45RA- CD45RO+ Gedéchtnis-T-Zellen??. Letztere miissen selektiv ins periphere
Gewebe des Effektororgans migrieren, um beispielsweise im Rahmen allergischer
Reaktionen immunologische Funktionen zu erfiillen(®,

Entsprechend vorangegangener Studien, die bei der allergischen Rhinitis eine
Gewebsinfiltration mit CD45RO+ (memory) und CD25+ (aktivierten) CD4+ T-

Lymphozyten zeigten!'®'7:80:8485]

, wurden in der vorliegenden Arbeit aus der
Nasenschleimhaut hauptsachlich stark aktivierte CD69+ T-Lymphozyten vom
Gedachtniszell-Phanotyp (CD45RO+) isoliert. Dies impliziert, dass in der
Nasenschleimhaut residente Gedachtnis-T-Helferzellen bei der allergischen Rhinitis
beteiligt sind. So wurde auch fur CD45R0O+ T-Zellen aus der Nasenschleimhaut von
Allergikern gezeigt, dass sie hauptsachlich Th2-Zytokine wie IL-4 und IL-5 produzieren,

und kaum sogenannte Th1-Zytokine wie IFNy®

. Diese Beobachtung passt zu der
Vorstellung, dass im Rahmen allergischer Erkrankungen das Th1/Th2-Gleichgewicht
zugunsten der Th2-Antwort verschoben ist('® und allergenspezifische Th2-Ged&chtnis-
Zellen durch ihr Zytokinprofil lokal einen positiven Feedback-Mechanismus auf die
Erhaltung der allergischen Immunantwort ausiiben!".

Verschiedene Adhasionsmolekule, die zusammen mit Botenstoffen an der Rekrutierung
zirkulierender Immunzellen in die Effektororgane beteiligt sind, sind in der
Nasenschleimhaut bei der allergischen Rhinitis heraufreguliert, so beispielsweise das E-
Selektin®®l. Der Hauptligand fiir E-Selektin ist das CLA-Molekiil, das als skin-homing-
Rezeptor selektiv auf zirkulierenden Gedachtnis-T-Zellen exprimiert wird®®®!. Die CLA-E-
Selektin-Interaktionen vermitteln die endotheliale Adhasion und das Abrollen der T-

Lymphozyten entlang des Endothels und nachfolgend die Penetration ins periphere
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inflammatorische Gewebe. Bei der Imnmunpathogenese der atopischen Dermatitis, die in
den Formenkreis der IgE-vermittelten Hauterkrankungen einzuordnen ist, wird CLA eine
wichtige Rolle zugeschrieben. So wurden die dermale Infiltration durch
allergenspezifischne  CLA+ Th2-Zellen®! gezeigt sowie allergenspezifische
Immunantworten fiir CLA+ zirkulierende Ged&chtnis-T-Zellen!®®!.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von CLA auf T-Zellen untersucht, um
der Frage nachzugehen, ob CLA auch bei der allergischen Rhinitis als homing-Rezeptor
fur die Mukosa-selektive Migration von Gedachtnis-T-Zellen eine Rolle spielt. Bei den
untersuchten Patienten waren anamnestisch keine Manifestationen einer atopischen
Dermatitis bekannt.

Wie in vorangegangenen Studien beschrieben® ! wurden zwischen Allergikern und
Nichtallergikern keine Unterschiede in der CLA-Expression peripherer T-Lymphozyten
gefunden. Im Gegensatz zur atopischen Dermatitis, bei der eine CLA-Expression fur
mehr als 85% der inflammatorischen dermalen T-Lymphozyten gezeigt wurde!®, wurde
in der vorliegenden Arbeit bei der allergischen Rhinitis keine Anreicherung CLA+ T-
Zellen in der Nasenschleimhaut nachgewiesen. Dies fuhrt zur Annahme, dass bei der
IgE-vermittelten Inflammation der Nasenschleimhaut CLA nicht als homing-Rezeptor fir
gewebsspezifische Gedachtnis-T-Zellen fungiert. Auch eine rasche CLA-
Herabregulation auf den residenten Gedachtnis-T-Zellen nach erfolgtem mucosal-skin-
homing kann nicht ausgeschlossen werden. Moglicherweise spielen aber andere
Adhasionsmolekiile eine Ubergeordnete Rolle wie beispielsweise VCAM-1, welches

ebenfalls auf Endothelzellen bei der allergischen Inflammation heraufreguliert wird! !,

5.1.2 Die Rolle von IgE
IgE bindet an die Membran allergenspezifischer B-Lymphozyten via CD23 (FceRII)!'3 .
CD23 spielt eine zentrale Rolle bei der Regulation der IgE-Produktion und damit bei der

Entstehung und der Aufrechterhaltung der allergischen Inflammation!?”

. Bei Typ-I-
Allergien beobachtet man eine verstarkte CD23-Expression auf peripheren B-
Lymphozyten und Monozyten, welche durch Zytokine wie IL-4 und IFNy moduliert
wird?"9192 - Assoziiert sind damit erhohte Serum-IgE-Spiegel ['*%"9"1 Entsprechend
wurde in der vorliegenden Arbeit bei den Allergikern eine verstarkte CD23-Expression
auf peripheren B-Zellen ermittelt, die moglicherweise aus dem gestorten Gleichgewicht

von IFNy und IL-4 und erhéhten Serum-IgE-Spiegeln resultiert.
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Der Nachweis mukosaler CD23+ B-Zellen lasst vermuten, dass residente aktivierte B-
Lymphozyten an der lokalen IgE-abhangigen Antigenprasentation beteiligt sind und
regulatorische Funktionen bei der IgE-Synthese tibernehmen!®?!. So ist bekannt, dass
CD23 in der Membran von B-Lymphozyten an human leukocyte antigen (HLA)-DR
gebunden ist™®® und damit T-B-Zell-Interaktionen bei der Antigenprasentation stabilisiert.
Da die Antigenprasentation via CD23 eher isotypen- als antigenspezifisch ist, werden
die Antigene prasentiert, die an IgE gebunden sind®. Damit stimuliet CD23
hauptsachlich Immunantworten auf Allergene und fordert die IgE-abhangige T-
Zellaktivierung.

Der in der vorliegenden Arbeit erbrachte Nachweis nasaler IgE-beladener B-Zellen
deckt sich mit vorangegangenen Studien, die eine Anreicherung IgE+ B-Zellen!'®82%]
und IgE+ Plasmazellen!®®? in der Nasenschleimhaut symptomatischer Patienten mit
allergischer Rhinitis zeigten. In jlingster Zeit haufen sich Hinweise, dass in der
Nasenschleimhaut eine lokale allergenspezifische IgE-Synthese stattfindet. So gelang
fur Nasen- und Lungenschleimhaut von Heuschnupfen- und Asthmapatienten durch in-
situ-Hybridisierung der Nachweis von B-Zellen, die mRNA fir die e-Kette von IgE
bilden®® "1, Weiterhin wurde nach Ex-vivo-Allergenexposition fiir nasale B-Zellen ein

lokal induzierbarer Klassenwechsel zu IgE gezeigt®®®®

, der durch lokale de-novo-
Produktion von IL-4 und IL-13 geférdert wurde!®”. T-Zellen und Mastzellen stellten dabei
die wahrscheinlichste Quelle fiir die Zytokinproduktion dar®®. Kiirzlich zeigten Takhar et
al., dass bei der allergischen Rhinitis der lokale B-Zell-Klassenwechsel zu IgE nach In-
vivo-Allergenexposition stimulierbar ist®’. Aus diesem Kontext erschliet sich ein
positiver Feedback-Mechanismus zwischen Mastzellen, B-Lymphozyten und Th2-Zellen
hinsichtlich der lokalen IgE-Synthese, der zur Amplifizierung der vorbestehenden IgE-
Antwort und damit zur Aufrechterhaltung der allergischen Inflammation beitragt.

Bei Heuschnupfen-Patienten findet die IgE-Synthese in der Nasenschleimhaut auch

[’ Das Uberleben der IgE-beladenen B-Zellen in

aulderhalb der Pollensaison statt
dieser allergenfreien Phase wird moglicherweise durch die Heraufregulation von CD23,
welche durch IL-4 stimuliert wird, und die Abspaltung von sCD23 geférdert. sCD23 kann
(iber Bildung eines Heterotrimers mit migE und CD21 die B-Zellproliferation férdern!™
und so die lokale allergenspezifische IgE-Produktion aufrechterhalten. Dass das in der
Nasenschleimhaut von Allergikern nachweisbare IgE zu einem groReren Anteil als
Serum-IgE allergenspezifisch ist, wurde nachgewiesen!’®#21%%-192 |n der vorliegenden

Arbeit wurde gezeigt, dass die IgE-Beladung nasaler B-Lymphozyten deutlich grof3er ist
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als bei den peripheren B-Zellen. Interessant ist auch, dass nahezu alle nasalen CD23+
B-Zellen mIgE tragen, wohingegen im peripheren Blut trotz erhohter CD23-Expression
nur ein kleiner Anteil der B-Zellen mIgE aufweist. Da die Gewebeproben aufierhalb der
Pollensaison gewonnen wurden, impliziert dies die Anreicherung aktivierter
allergenspezifischer B-Zellen in der Nasenschleimhaut, die auch in Abwesenheit
allergener Stimuli zur Aufrechterhaltung der lokalen IgE-Produktion und des chronisch-
inflammatorischen Zustandes beitragen.

Interessanterweise zeigen die Ergebnisse, dass die CD23-Expression nasaler B-Zellen
geringer war als bei den peripheren B-Lymphozyten. Dies erscheint widersprichlich,
wenn man davon ausgeht, dass in der Nasenschleimhaut eine lokale IgE-Synthese
sowie eine Heraufregulation von CD23 unter dem Einfluss von IgE und IL-4 stattfinden.
Eine Erklarung ware der mangelnde Allergenstimulus, da die Rekrutierung
asymptomatischer Patienten auRerhalb der Pollensaison erfolgte. Aktivierte CD23+ B-
Zellen wiurden demzufolge nach In-vivo-Allergenexposition aus dem peripheren Blut ins
Nasenschleimhaut-Gewebe nachwandern oder weitere residente B-Zellen wirden
durch Allergenkontakt aktiviert werden. Kurzlich fanden Horiguchi et al. auch vermehrt
CD23+ B-Zellen in der Nasenschleimhaut symptomatischer Patienten mit perennialer
allergischer Rhinitis, bei denen eine permanente Allergenexposition angenommen
werden kann!'%!. Ein anderer Denkansatz ware, dass Allergen auch einen Verlust von
CD23 auf B-Zellen und darUber die Differenzierung in einen anderen Phanotyp
induzieren konnte, beispielsweise zu Plasmazellen, die folglich eine lokale Quelle flr
die IgE-Produktion darstellen konnten. Unterstutzt wird dies durch die Beobachtung,
dass in Gewebeschnitten allergischer Rhinitiker nach In-vivo-Allergenprovokation eine
Abnahme nasaler CD23+ B-Zellen erfolgte!’®!.

5.1.3 Die Bedeutung kostimulatorischer Molekiile

Die kostimulatorischen Molekile CD80/CD86 und ihre Liganden CD28/CD152 spielen
eine entscheidende Rolle fur T-B-Zell-Interaktionen. Sie liefern das zweite Signal fur
eine suffiziente T-Zellaktivierung. CD80 und CD86 werden nach Aktivierung auf B-
Zellen heraufreguliert und férdern im Zusammenspiel mit CD28 auf T-Zellen das T-
Zelluberleben und die Zytokinsekretion. CD86 scheint die Entstehung von Th2-Zellen zu
fordern, wahrend CD80 die Produktion von Th1-Zytokinen verstarkt®®. CD152, welches
auch als cytotoxic T-lymphocyte antigen-4 (CTLA-4) bezeichnet wird, werden

herunterregulierende Eigenschaften hinsichtlich der T-Zellaktivierung zugeschrieben;
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entweder durch Konkurrenz mit CD28 um die Liganden oder durch
Apoptoseinduktion!'®. Damit spielt es eine Rolle bei der Induktion peripherer
Toleranz!'%!,

Die ermittelten Daten zeigen einerseits, dass die jeweilige Expression der
kostimulatorischen Molekile (CD80 auf B-Zellen, CD86 auf B-Zellen, CD152 auf T-
Zellen) ahnlich stark ist, andererseits dass es zwischen Allergikern und Nichtallergikern
keine signifikanten Unterschiede gibt. Letzteres ist moglicherweise der mangelnden
Allergen-Exposition zuzuschreiben, da aul3erhalb der Pollensaison untersucht wurde.
Denn Hattori et al. stellten eine erhdhte CD86-Expression auf nasalen B-Zellen bei stark
symptomatischen Patienten mit perennialer allergischer Rhinitis fest und zusatzlich eine
CD86-Heraufregulation nach In-vivo-Allergenprovokation!’”!. Entsprechend den hier
ermittelten Daten zeigten diese Autoren auch, dass es bei der perennialen allergischen
Rhinitis in Nasenschleimhaut-Gewebeschnitten keine Unterschiede zwischen der
CD80- und CDB86-Expression gibt, was suggeriert, dass beide kostimulatorischen
Molekule an der Pathogenese der allergischen Rhinitis beteiligt sind. Dass zusatzlich
nach Allergenprovokation eine Heraufregulation von CD80/CD86 und den Liganden
CD28/CD152 in der Nasenschleimhaut allergischer Rhinitiker beobachtet wurdel’”,
impliziert die Bedeutung des CD28/CD152-CD80/CD86-Ligandensystems fur die lokale

Amplifikation allergenspezifischer Immunantworten.

5.1.4 Die idiopathische Rhinitis als ,,lokalisierte” Form der allergischen Rhinitis?
Die idiopathische Rhinitis wird definiert als intrinsische Rhinitis, fir die sich keine
immunologische, mikrobielle, pharmakologische, hormonelle oder andere Ursache
finden 1asst'®'%] Klinisch wird sie nach dem Ausschlussprinzip diagnostiziert und
imponiert als nichtallergische perenniale Rhinitis ohne Hinweise flr eine atopische
Pradisposition!'®®!.

In jungster Zeit haufen sich jedoch Hinweise auf die Existenz einer ,lokalen Allergie® bei
der idiopathischen Rhinitis - auch ,Entopie“ genannt. Bei den betroffenen Patienten
treten nach Allergenkontakt die Symptome einer allergischen Soforttypreaktion auf,
ohne dass sie die Kriterien fur Atopie erflillen, was durch negative Haut-Prick-
Testungen und normale Serum-IgE-Spiegel angezeigt wird'°®'%l Dabei wurden fiir die
idiopathische Rhinitis Schlusselelemente der IgE-vermittelten Th2-Immunantwort in der
Nasenschleimhaut nachgewiesen. So wurde bei nicht-atopischen Rhinitikern

allergenspezifisches IgE im Nasensekret!'®” und in der Nasenschleimhaut!'®® gefunden.
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Histologisch wurden Schleimhautveranderungen wie die Ansammlung von Mastzellen,
Eosinophilen und IgE+ Zellen - vergleichbar den Veranderungen bei der allergischen
Rhinitis - gezeigt''%”!. Dass die Nasenschleimhaut die denkbar nétigen Bedingungen fiir
die Ausbildung einer ,lokalen Allergie“ entwickeln kann, implizieren unter anderem die
nachgewiesene Fahigkeit der Nasenschleimhaut zur lokalen IgE-Produktion®>®" der
Nachweis eines lokal induzierbaren IgE-Klassenwechsels der nasalen B-Zellen[?%:%%%]
sowie der Nachweis von allergenspezifischem IgE’882191192] |5 giner klinischen Studie
von Carney et al. reagierte ein Teil nichtallergischer idiopathischer Rhinitiker nach
Allergenprovokation mit nasalen Symptomen, die vergleichbar waren mit den
Reaktionen bei den allergischen Rhinitikern'®®. Auch hier fehlten bei den
idiopathischen Rhinitikern die systemischen Zeichen fur Atopie.

Ob alle Patienten mit idiopathischer Rhinitis letztendlich an einer ,lokalen Allergie®
leiden, die sich systemisch nicht manifestiert, oder ob dieses Phanomen nur einen Teil
der bisher als idiopathisch eingestuften Rhinitiker betrifft, bleibt nach derzeitigem
Kenntnisstand spekulativ. Zumindest wirden nasale Provokationstestungen zur
Abgrenzung dieser Formen beitragen.

Dass in der vorliegenden Arbeit stark aktivierte T-Gedachtniszellen sowie aktivierte
CD23+ und IgE+ B-Zellen in der Nasenschleimhaut von sowohl Allergikern als auch
Nichtallergikern gefunden wurden, ist mit dem Konzept der lokalisierten Form der
allergischen Rhinitis erklarbar!'®%1%1 5o ist das Fehlen signifikanter Unterschiede
zwischen Allergikern und Nichtallergikern moglicherweise der Heterogenitat der
Kontrollgruppe (Nichtallergiker) zuzuschreiben. Die Kontroligruppe setzt sich aus
Individuen zusammen, die perenniale Nasenatembeschwerden angaben, die auf
angeborene oder erworbene anatomische Veranderungen zurlckgefuhrt wurden.
Systemische Atopiezeichen fehlten (negativer Haut-Prick-Test und normale Spiegel von
Gesamt- und spezifischem IgE). Nasale Provokationen wurden nicht durchgefiihrt, so
dass nicht ausgeschlossen werden kann, dass bei einigen Patienten eine ,lokale
Allergie“ vorlag. Moglicherweise dominieren diese Individuen sogar innerhalb der
Kontrollgruppe, da nur von Patienten mit ausreichenden nasalen Infiltraten suffiziente
Mengen residenter Immunzellen zur durchflusszytometrischen Analyse isoliert werden
konnten.

Des Weiteren zeigte sich bei den nasalen Provokationen von Carney und Kollegen,
dass mehr als die Halfte der Patienten mit idiopathischer Rhinitis positiv auf

Hausstaubmilben-Allergene reagierten, jedoch weniger als 10% auf andere Allergene
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wie Graserpollen oder Tierhaare!'%®. Méglicherweise ist dies mit der Cysteinprotease-
Aktivitat von Der p 1 — dem Hauptallergen von D. pteronyssinus — erklarbar. Durch die
proteolytische Aktivitat werden die tight junctions des Schleimhautepithels zerstort.
Dadurch wird die Schleimhautpenetration des Allergens und nachfolgend die
Antigenprasentation fir T-Zellen erleichtert!'. Die Abspaltung von sCD23 wird
ublicherweise durch Metalloproteinasen katalysiert, kann jedoch auch durch andere
Proteasen induziert werden. So geschieht dies auch durch die Der p 1-Protease, die ein
16-kDa-Fragment von CD23 abspaltet und dariiber die IgE-Synthese fordert?”),
Offenbar besitzt also das Hausstaubmilbenallergen Der p 1 Uber seine proteolytische
Aktivitat besondere Eigenschaften: einerseits die Erleichterung der eigenen
Allergenpenetration und  -prasentation, andererseits die  Ausléosung und
Aufrechterhaltung einer auf mukosaler Ebene vermittelten, lokalen Gewebs-
Entziindungskaskade!'®!. Auch in der vorliegenden Arbeit ist eine ,Entopie“ mit lokaler
Allergie insbesondere gegenuber Hausstaubmilbenallergenen denkbar. Denn
bekanntermallen verursachen Hausstaubmilbenallergene aufgrund ihrer
Allergenpersistenz ganzjahrig Symptome und so berichteten auch alle Individuen der
Kontrollgruppe (Nichtallergiker) Gber perenniale Nasenatembeschwerden.

Flr zuklnftige Untersuchungen sind also zur Differenzierung der ,lokalen Allergie*
nasale Provokationstestungen unverzichtbar, da nur so eine Allergensensibilisierung bei
ausbleibender systemischer Manifestation messbar ist. Auch sollten nasale
Provokationen zuklnftig zur Diagnosesicherung bei Rhinitis unklarer Genese

durchgefuhrt werden.
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5.2 Einfluss von Lactobacillus acidophilus auf die Lymphozyten des
peripheren Bluts und der Nasenschleimhaut von Allergikern und

Nichtallergikern

Der zweite Schwerpunkt dieser Arbeit befasste sich mit der immunmodulatorischen
Wirkung von kalteinaktiviertem probiotischem Lactobacillus acidophilus auf T- und B-
Lymphozyten von Allergikern und Nichtallergikern. Dabei wurden die Individuen mit
nachweisbarer systemischer Manifestierung einer Typ-1-Sensibilisierung den
Allergikern zugeordnet; die Nichtallergiker bestehen aus Individuen, bei denen
systemische Atopie-Zeichen fehlten. Untersucht wurden sowohl die direkten
immunmodulatorischen Effekte auf Lymphozyten des peripheren Bluts als auch auf
residente Nasenschleimhaut-Lymphozyten. Mithilfe des In-vitro-Versuchsaufbaus sollte
im Falle der PBMC-Stimulation die mdogliche systemische Wirkung der Probiotika
untersucht werden, wie sie beispielsweise nach oraler Applikation und nachfolgender
Beeinflussung der Darmmukosa-assoziierten Immunzellen denkbar ware. Um eine
direkte Beeinflussung der bei der allergischen Immunantwort am Ort der allergischen
Reaktion beteiligten Lymphozyten untersuchen zu kénnen, wurden die bakteriellen
Stimulationen auch mit isolierten Nasenschleimhaut-Lymphozyten durchgefihrt. Die In-
vitro-Kultivierung und Stimulation isolierter Nasenschleimhaut-Zellsuspensionen
ermoglicht somit nicht nur die phanotypische sondern auch die funktionelle
Charakterisierung mukosaler Lymphozyten. Dieses Kultivierungssystem ist noch als
stéranfallig und verbesserungswirdig anzusehen und liefert in der vorliegenden Arbeit
Ergebnisse, die kritisch zu bewerten sind und durch zuklnftige Untersuchungen und
Modifizierungen des Versuchsaufbaus an Reliabilitdt gewinnen wirden. So fuhrten die
Untersuchungen an den nasalen B-Zellen nicht zu den erwarteten auswertbaren
Ergebnissen aufgrund eines haufig beobachteten B-Zell-Verlusts, vor allem nach
bakterieller Stimulation. Auch setzte die Nasenschleimhaut-Zellseparationsmethode
aufgrund geringer Zelldichte den Zytokinuntersuchungen ihre Grenzen, so dass der
Einfluss von Lactobazillen auf die Th1/Th2-Balance nur fur die Zellen des peripheren
Bluts ermittelt werden konnte. Dennoch weisen die ermittelten Daten aus den nasalen
Stimulationen auf das immunmodulatorische Potenzial von probiotischem Lactobacillus
acidophilus hin. Durch Optimierung der Methode konnte in weiteren Untersuchungen

die Aussagekraft der Daten verbessert werden. In der nachfolgenden Diskussion Uber
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die immunmodulatorische Wirkung von Lactobacillus acidophilus wird daher der
Schwerpunkt auf die Beeinflussung peripherer B- und T-Lymphozyten gelegt.

Die Lactobazillen wurden durch Kalte inaktiviert und lagen somit fur die
Stimulationsversuche in nicht lebensfahiger Form vor™®”" Auf diese Art und Weise
konnte in den hier durchgeflihrten Untersuchungen eine Konkurrenz stoffwechselaktiver
Bakterien mit den kultivierten humanen Immunzellen vermieden werden. Demnach sind
die beobachteten Effekte primar auf die bakteriellen Zellwandbestandteile und nicht auf

etwaige mikrobielle Stoffwechselprodukte zurtickzufihren.

5.2.1 Aktivierungszustand der T-Lymphozyten

Dass Probiotika immunstimulatorische Eigenschaften besitzen ist bereits vielfach
dokumentiert worden!*+6163110-1181 ' A der Heraufregulation von CD69 auf peripheren T-
Lymphozyten bestatigt sich das Aktivierungspotenzial von Lactobacillus acidophilus. Es
zeigt, dass eine unspezifische Aktivierung der T-Lymphozyten durch Lactobazillen
erfolgt, da CD69 mit rascher Kinetik nach Lymphozytenaktivierung exprimiert wird und
im Rahmen von Genexpression und Zellproliferation an der intrazellularen
Signaltransduktion beteiligt zu sein scheint!'":118,

Dass bei den nasalen Lymphozyten keine weitere CD69-Heraufregulation nach
bakterieller Stimulation erfolgt, steht nicht im Widerspruch zu den PBMC-Daten, da die
nasalen T-Lymphozyten bereits voraktiviert waren. Mdglicherweise geht die starke T-
Zell-Voraktivierung mit dem fast ausschlieRlichen Vorherrschen des T-Gedachtniszell-
Phanotyps einher, den die residenten spezifisch gepragten T-Helferzellen nach
Migration ins Effektororgan unter dem Einfluss immer wiederkehrender Immunreize
innehaben.

Interessant ist die Beobachtung, dass sowohl im peripheren Blut als auch in der
Nasenschleimhaut die T-Lymphozyten der Allergiker durch alle Stimuli starker
aktivierbar sind als die T-Zellen der Nichtallergiker. Dahinter lasst sich fur T-Zellen von
Allergikern ein starkeres Potenzial zur Stimulierbarkeit vermuten. Diese Beobachtung

sollte in weiteren Untersuchungen systematisch gepruft werden.

5.2.2 TH1/TH2-Balance
Fir allergische Erkrankungen wird im Allgemeinen ein Uberwiegen der Th2-
Immunantwort gegenuber der Th1-Immunantwort angenommen, welches mit einer

erhohten Produktion von Th2-Zytokinen einhergeht und die IgE-Produktion sowie
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Rekrutierung und Aktivierung von weiteren inflammatorischen Zellen wie B-Zellen,
Mastzellen, Basophilen und Eosinophilen fordert. Differenzierte allergenspezifische
Th2-Helferzellen spielen hierbei eine entscheidende Rolle, indem sie essenzielle
Signale fur die IgE-Produktion liefern. Da davon ausgegangen werden kann, dass
tatsachlich nur aktivierte T-Helferzellen als Effektorzellen wirken und immunologische
Funktionen erfullen, wurden ausschliel3lich die CD69+ T-Helferzellen hinsichtlich ihrer
Th1/Th2-Differenzierung betrachtet. Da gezeigt wurde, dass das Zytokinprofil weder
einem Th1- noch einem Th2-Muster entspricht, sondern dass eher der eine Pfad auf
Kosten des anderen Pfades iiberwiegt!'®, ist insgesamt das Verhaltnis aus Th1- und
Th2-Zellen zu bewerten. Zwar definieren sich die T-Helferzellen hinsichtlich ihrer
Differenzierung uber ihr Zytokinmuster, jedoch ist auch das gesamte Zytokinmilieu fur
die Ausbildung einer allergischen Immunantwort entscheidend. Da auch andere
Immunzellen wie beispielsweise Mastzellen Th2-Zytokine sezernieren, lasst die
Bestimmung der T-Helferzellen-Zytokinproduktion keine definitiven Rickschlisse auf
das Zytokinmilieu zu. Zytokinbestimmungen im Kulturiberstand hatten fur diese
erweiterte Fragestellung zusatzliche Aussagen geliefert.

Erwartungsgemal} forderte bei den Allergikern die Allergenstimulation die Ausbildung
einer Th2-Immunantwort mit Zunahme der basal messbaren Produktion von IL-4. Dies
verdeutlicht das verlagerte Gleichgewicht zugunsten der Th2-Antwort im Rahmen von
Typ-1-Sensibilisierungen. Bei den Nichtallergikern war in Reaktion auf die
Allergenstimulation eine deutliche Th1-Antwort mit erhdhter Produktion von IFNy
detektierbar. Dass der Allergenstimulus bei Nicht-Sensibilisierten Uberhaupt zur
Aktivierung des Immunsystems fuhrt, mag an der Kostimulation via anti-CD28 liegen,
welches hier zusammen mit dem allergenen Antigen zur Aktivierung von Th1-
Helferzellen fuhrt.

Superantigene wie SEB aktivieren auf MHC-Haplotyp-unabhangige Weise bis zu 30%
der T-Zellen, wohingegen die Ubliche T-Zellaktivierung antigenspezifisch und MHC-
gebunden ablauft und dariiber wesentlich weniger T-Zellen aktiviert werden!"'®. So
lassen sich durch Superantigene Immunantworten potenzieren. Hinsichtlich der durch
Superantigene induzierten Zytokinproduktion unterscheiden sich Allergiker und gesunde
Individuen insofern, als dass die Produktion von IFNy bei Allergikern reduziert ist und
damit der Th2-Shift geférdert wird!"'. Die Th1-Polarisierung nach SEB-Stimulation war

auch hier bei den Allergikern wesentlich schwacher ausgepragt, was das
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unterschiedliche  Th1/Th2-Gleichgewicht bei Allergikern und Nichtallergikern
verdeutlicht.

Interessant ist, dass nach Lactobazillen-Stimulation bei den Allergikern ein Th1-Shift
erfolgt, auf den die in klinischen Studien beobachteten Effekte von oral applizierten

39.51,83.56.57.59 *\/orangegangene In-vitro-

Lactobazillen zuriickgefiihrt werden kénnten!’
Untersuchungen haben diese Th1-verstarkenden Einflisse der Lactobazillen ebenfalls
ermittelt. So induzierten Lactobazillen Th1-Zytokine wie IL-12[%"631201 |FNy (61621201 ng
IL-18[11291 wahrend die Ausschiittung von Th2-Zytokinen wie IL-416"641201 "} 51641 g
IL-13!"%1 gehemmt wurde. Auch wurde in einigen klinischen Untersuchungen oder
Mausmodellen der Einfluss der Lactobazillen auf immunologische Parameter nach
oraler Applikation nachgewiesen. So wurde in mit Concanavalin A stimulierten Milz-
Immunzellen von gesunden Mausen nach Lactobazillen-Futterung eine erhohte
Produktion von IFNy ermittelt, wahrend die Produktion von IL-4 sich nicht signifikant
anderte!"'?. Der gleiche Effekt wurde nach einmonatiger, taglicher Einnahme von 450 g
Joghurt, der Lactobacillus acidophilus beinhaltete, in der stimulierten Lymphozyten-
Kultur von allergischen Asthmatikern beobachtet®?. Nach Einnahme von 450 g Joghurt
pro Tag Uber 4 Monate war bei allergischen Rhinitikern in der stimulierten
Lymphozyten-Kultur nicht nur eine erhdhte Produktion von IFNy, sondern auch eine
verringerte Synthese von IL-4 nachweisbar®. Jedoch wurde in einigen klinischen
Studien die Beeinflussung der Zytokinproduktion durch orale Lactobazillen-Gabe nicht
gesehenl®"%,

Dass jedoch in einigen klinischen Studien eine nur geringe Symptomverbesserung nach
oraler Lactobazillen-Gabe zu sehen war®?*°! kénnte der ausbleibende Th1-Shift nach
Stimulation mit Lactobazillen plus Allergen reflektieren. Auch wenn die anti-allergische
Wirkung der Lactobazillen nicht in allen klinischen Studien reproduzierbar ist?®*°%, wofiir
von Kritikern das Studiendesign und die mangelhafte Vergleichbarkeit der Daten
verantwortlich gemacht werden!'?"!, so wurde das anti-allergische Potenzial durch die
Beeinflussung der Th1/Th2-Balance in allergenstimulierten Lymphozyten-Kulturen
gezeigt®®®l. Beispielsweise filhrte die Prainkubation mit Lactobazillen zur verminderten
Produktion von IL-4 und IL-5 in allergenstimulierten PBMCs von Allergikern®®¥. In
Milzzellen von Ovalbumin-sensibilisierten BALB/c-Mausen war nach Futterung mit
Lactobacillus casei eine verstarkte Produktion von IFNy und IL-12 sowie reduzierte
Synthese von IL-4 und IL-5 zu sehen, nachdem in vitro mit Ovalbumin restimuliert

wurdel®®.
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Dass die Lactobazillen-Stimulation wiederum bei den Allergikern zur starkeren Th1-
Antwort fuhrt als bei den Nichtallergikern, lasst vermuten, dass bei Typ-1-
Sensibilisierten die immunmodulatorischen Effekte, die durch Umkehr der Th-
Polarisierung entstehen, starker ausgepragt sind. Das immunstimulatorische Potenzial
der Lactobazillen zeigt sich auch daran, dass in der Kontrollgruppe ohne Bevorzugung

des Differenzierungsstatus Th1-Zellen gleichermal3en wie Th2-Zellen aktiviert wurden.

5.2.3 CD23-Expression und mogliche Effekte auf die IgE-Regulation

In Anwesenheit der Lactobazillen wurde CD23 bei den Allergikern herabreguliert. Diese
Beobachtung erklart - zusammen mit dem ermittelten Zytokinmuster - die klinisch
gefundenen anti-allergischen Effekte der probiotischen Bakterienl'3%"%35657.591 ' Denn
so fuhren erhdhte Konzentrationen von IFNy und erniedrigte Konzentrationen von |L-4
zur verminderten CD23-Expression und Hemmung der IgE-Synthesel?”*'9%  Die
klinische Relevanz der zugrunde liegenden Mechanismen wurde bereits in
therapeutischen Ansétzen zur Behandlung der atopischen Dermatitis gezeigt!'?*'#.
Auch hemmt IFNy die Produktion von CD23-mRNA und die Abspaltung von sCD23 bei
menschlichen B-Zellen®?. sCD23, welches in der vorliegenden Arbeit nicht gemessen
wurde, ist in der Lage, durch Freisetzung von TNFa, IL-18 und IL-6 inflammatorische
Reaktionen zu verstarken 2" Die verminderte Abspaltung von sCD23, wie sie bei
einem Th1-Shift zu erwarten ist, bewirkt eine Hemmung der IgE-Synthese?”. Hier kam
es in Anwesenheit der Lactobazillen bei den Allergikern zu einem Th1-Shift mit
verminderter CD23-Expression.

Bisher gibt es jedoch weder klinische noch experimentelle Vergleichsstudien, die den
Einfluss von Lactobazillen auf die IgE-Regulation via CD23 untersucht haben. Ob also
die in vitro gefundene CD23-Herabregulation nach Lactobazillen-Stimulation im
Zusammenspiel mit dem beobachteten Th1-Shift tatsachlich in vivo zur IgE-
Herabregulation fuhrt, muss Gegenstand weiterer Untersuchungen bleiben. Zumindest
ist auch bisher in keiner klinischen Studie die Abnahme des Gesamt- oder spezifischen

n[52.56.59]

IgEs durch die orale Zufuhr von Lactobazillen nachgewiesen worde . Dass

Lactobazillen zur Abnahme der Serum-IgE-Konzentration fihren kénnen, wurde jedoch
in Mausmodellen mit Ovalbumin-sensibilisierten, Th2-polarisierten Mausen gezeigt'® %,
Sogar nach In-vitro-Restimulation mit Ovalbumin sezernierten die Milzzellen der mit
Lactobacillus-casei-gefiitterten Mause weniger IgE als in der Kontroligruppe!®®. In der

vorliegenden Arbeit wurde nach gleichzeitiger Stimulation mit Lactobazillen und
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Allergen zumindest keine CD23-Herabregulation gesehen, die dann folglich nach
gegenwartigem Konzept der IgE-Regulation eine IgE-Hemmung bewirkt hatte. Dass
durch Lactobazillen plus Allergen eine CD23-Heraufregulation erfolgte, I&sst sich auf
den Th2-Shift mit erhdhter Produktion von IL-4 zurtckfuhren und scheint die geringe
Symptomverbesserung in einigen klinischen Studien nach oraler Lactobazillen-Gabe zu
erklaren®?°°,

Dass SEB bei den Allergikern zur starkeren CD23-Heraufregulation fuhrte als bei den
Nichtallergikern, betont das verlagerte Gleichgewicht zugunsten der Th2-Antwort,
welches sich bei Erkrankungen des atopischen Formenkreises wiederfindet. So spielen
Superantigene als Produkte von Staphylococcus aureus bei der chronischen
Inflammation atopischer Lasionen insofern eine pathogenetische Rolle, als dass sie die
Zytokin-Dysbalance und die IgE-Synthese fordern!''?l. Sie verstirken den Th2-Shift
durch verringerte Produktion von IFNy. Da die Produktion von IFNy bei Atopikern per se
reduziert ist, nimmt man eine unterentwickelte Fahigkeit zur Staphylococcus-aureus-
Abwehr und somit die Persistenz der Superantigene an.

Einen ahnlichen pathogenetischen Hintergrund vermutet man bei der Polyposis nasi,
die zwar nicht gehauft bei Atopikern vorkommt, jedoch bei diesen auffallend haufiger
rezidiviert!'?. Bei der Polyposis nasi findet man histologisch eine starke Infiltration
durch inflammatorische Zellen wie eosinophile Granulozyten. Wie der Nachweis hoher
Gewebekonzentrationen zeigt, scheint IgE ein wichtiger Mediator zu sein. Offenbar ist
die lokale IgE-Produktion bei Atopikern verstarkt und fluhrt Gber die Heraufregulation
von FceRI auf Mastzellen zur chronischen Mastzellaktivierung und so bei Atopikern
leichter zum Krankheitsrezidiv. Zusatzlich vermutet man, dass Enterotoxin-bildende
Staphylokokken, die bei Atopikern aufgrund der gestorten Abwehr leichter persistieren,
Uber eine Superantigen-Wirkung lokal eine polyklonale IgE-Bildung mit nachfolgend
schwerer eosinophiler Entziindung induzieren. So wurde in einem Grol3teil eosinophiler
Nasenpolypen polyklonales Staphylococcus-aureus-Enterotoxin-spezifisches IgE
gefunden sowie eine Kolonisierung mit S. aureus nachgewiesen!'?*!,

Dass SEB auf den nasalen B-Zellen der Allergiker eine starkere CD23-Heraufregulation
induzierte, gibt einen Hinweis darauf, dass auch hier - im Gegensatz zu den
Nichtallergikern - Th2-lmmunantworten dominieren und eine lokale IgE-Produktion
erfolgt.
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5.2.4 Expression von kostimulatorischen Molekiilen und Beeinflussung der T-B-
Zell-Interaktionen

In der vorliegenden Arbeit fuhrte Allergen bei den PBMCs der Allergiker zur

Heraufregulation von CD86. Dieser Effekt wurde flr Atopiker bereits nach

n?3241281  nd betont damit die

Allergenstimulation sowie Stimulation mit IL-4 beschriebe
Rolle von CD86 bei allergischen Th2-dominierten Immunantworten. Auch zeigt es, dass
die CD86-Expression durch Zytokine moduliert werden kann. So scheint zur CD86-
Heraufregulation die erhdhte Produktion von IL-4 beizutragen, die sich einerseits in der
Aktivierung von Th2-Helferzellen niederschlagt, andererseits in der CD23-
Heraufregulation und dariiber verstérkten IgE-Synthese!®. Dariiber hinaus wird CD86
gegenwartig als kostimulatorisches Molekul betrachtet, welches selbst Th2-
Immunantworten verstarkt und damit die allergische Inflammation vermittelt!'?”'?®! und
auch an der Induktion der IgE-Synthese beteiligt ist!'??). Interessanterweise kam es zur
CD86-Heraufregulation nach Lactobazillen-Stimulation, bei der es im gleichen Zuge zur
verminderten Produktion von IL-4, zur erhohten Produktion von IFNy, zur
Herabregulation von CD23 und damit zur Th1-Immunantwort kam. Diese CD86-
Heraufregulation scheint im Widerspruch zum erwarteten anti-allergenen Potenzial der
probiotischen Bakterien zu stehen. Jedoch wurde CD86 in vorangegangenen Studien
nicht nur als Th2-forderndes Molekul gesehen, sondern auch im Rahmen von Th1-
Antworten diskutiert!?®194130131 “Aych wurde nicht nur fir IL-4, sondern auch fiir IFNy
die CD86-Induktion gezeigt!'®. Demnach scheint die verstarkte Expression von CD86
nach Lactobazillen-Stimulation weniger im direkten Zusammenhang zur Th1/Th2-
Balance zu stehen, als die ubiquitare immunstimulatorische Wirkung der probiotischen
Bakterien zu reflektieren. Denn dies war sowohl bei Allergikern als auch bei
Nichtallergikern zu sehen.

Interessant ist, dass CD152 ausschlie3lich bei den Allergikern durch Lactobazillen
heraufreguliert wurde. CD152 wird erst nach Aktivierung auf regulatorischen T-Zellen
exprimiert, liefert dann Uber Hemmung des TZR- und CD28-vermittelten Signalwegs
negative Signale und unterdriickt damit die T-Zell-Aktivierung!'®'%21%1 " Offenbar
scheinen die Lactobazillen zu einer starken T-Zell-Aktivierung zu flhren, die
nachfolgend ein Gegengewicht via CD152 als Negativ-Regulator erfordert, damit die
aktivierten T-Zellen nicht unkontrolliert proliferieren und die T-Zell-Hombostase
aufrechterhalten  wird'**.  Weshalb bei den Nichtallergikern keine CD152-

Heraufregulation zu sehen war und auch nicht bei den Allergikern nach Stimulation mit
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Lactobazillen plus Allergen, obwohl die Lactobazillen in allen Gruppen zur T-
Zellaktivierung (gemessen an der CD69-Expression) fuhrten, kann der Kinetik zugrunde
liegen, mit der CD152 exprimiert wird. Ublicherweise wird CD152 48 Stunden nach T-
Zell-Aktivierung maximal exprimiert!’®. Da in der vorliegenden Arbeit bereits nach 18
Stunden gemessen wurde, ist zwar eine Tendenz zur CD152-Heraufregulation in der
Allergiker-Gruppe erkennbar, jedoch keine definitive Aussage Uber das Verhalten in den
anderen Stimulationen zu treffen.

Moglicherweise ist die Herabregulation von CD80 nach Lactobazillen-Stimulation
ebenfalls seiner Kinetik zuzuschreiben. Zumindest erscheint sie widersprichlich, da die
Blockade von CD80 zum Uberwiegen von Th2-vermittelten Immunantworten fiihrt!?®-1%"!
und die Lactobazillen in Abhangigkeit vom zusatzlichen Allergen-Stimulus entweder
einen Th1- oder Th2-Shift bewirkten. Wahrend CD86 schnell auf B-Lymphozyten
induziert wird (Beginn nach 6 Stunden) und sein Maximum nach 18-24 Stunden
erreicht, erscheint CD80 erst 24-48 Stunden nach B-Zell-Aktivierung und erreicht
friihestens nach 48-72 Stunden sein Maximum!'®'?"]. Dieser Aspekt zeigt sich an der
schwachen CD80-Expression nach SEB-Stimulation, die einen zu frihen Messpunkt
(bereits nach 18 Stunden) hinsichtlich der CD80-Expression impliziert. Des Weiteren
lassen einige Studien auch vermuten, dass CD80 — auch weil es erst spater nach CD86
heraufreguliert wird — eher neutrale Differenzierungssignale liefert, statt Th1-

gerichtete[24,130,131 ,135,136]

Demnach ware vor dem Hintergrund des
immunstimulatorischen Potenzials fur die Lactobazillen-Stimulationen auch eine
Heraufregulation von CD80 zu erwarten. Zumal auf anderen humanen oder murinen
APZs die kostimulatorischen Molekule CD80, CD86 und CD40 durch Lactobazillen-

Stimulation induziert wurden!®®-67:1201

In der vorliegenden Arbeit wurde auf den nasalen T-Zellen CD152 bei den
Nichtallergikern durch SEB und Lactobazillen plus Allergen signifikant heraufreguliert.
Jedoch fuhrte die Inkubation der Nasenschleimhautzellen zur CD152-Herabregulation
bei den Nichtallergikern und somit nur relativ dazu zur Heraufregulation in den
erwahnten Stimulationen. Bei den Allergikern hingegen wurde CD152 nach Stimulation
mit Lactobazillen plus Allergen verringert exprimiert und blieb in allen anderen
Stimulationen auf vergleichbarem Level. Offenbar gibt es Unterschiede zwischen den
Allergikern und Nichtallergikern bezuglich des Aufrechterhaltens von Immunantworten

unter Kulturbedingungen. Denn verglichen mit der CD69-Expression, die bei den
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Allergikern auch in allen Stimulationen maximal blieb, scheinen bei den Allergikern
unter diesen Kulturbedingungen verstarkt Immunantworten abzulaufen, die demzufolge
auch negative Signale via CD152 erfordern. Dass die Inkubation mit Lactobazillen plus
Allergen bei den Allergikern in einer CD152-Herabregulation resultiert, kdnnte somit
auch ausbleibende anti-allergische klinische Effekte durch Lactobazillen-Gabe in vivo
erklaren?*. Denn durch das Fehlen der negativen CD152-vermittelten Signale kénnte
es zu Th2-betonten Immunreaktionen kommen, die bei den Nichtallergikern durch
CD152-Heraufregulation unterdrickt werden. Andererseits wurde mit Mausmodellen fur
die allergische Rhinitis und das allergische Asthma bronchiale gezeigt, dass die
topische AK-Blockade von CD152 zur verminderten Produktion von IL-4[?2"3 ynd auch
zum Ausbleiben allergischer Symptome und verminderten IgE-Spiegeln im Serum
fiihrt"*"). Eine andere Studiengruppe konnte durch gleichzeitige Blockade von CD80
und CD86 wahrend der Effektorphase zeigen, dass teilweise die IgE-Produktion und die
nasale Eosinophilen-Inflammation unterdriickt werden!™. Damit scheinen die
CD28/CD152-CD80/CD86-Interaktionen eine wichtige Rolle in der Effektorphase
allergischer Immunantworten - zumindest im Tiermodell - inne zu haben.

Bisher gibt es nur wenige Studien, die die Rolle der kostimulatorischen Molekule bei der
allergischen Rhinitis untersucht haben. So beobachteten Hattori und Kollegen!’”! nach
In-vivo-Allergenprovokation eine Zunahme der Expression kostimulatorischer Molekule
ausschlieflich bei Allergikern und schlussfolgerten anhand der Kinetik, dass CD80 und
CD86 wichtige Funktionen bei der allergischen Spate-Phase-Reaktion ausuben. Im
Gegensatz dazu erfolgte in der vorliegenden Arbeit nach Allergenstimulation die
Herabregulation von CD86 in der Allergiker-Gruppe und tendenziell die
Heraufregulation in der Nichtallergiker-Gruppe. In der Annahme, dass CD86
Immunantworten nach Th2 ausrichtet und damit allergische Immunantworten
verstarkt?>24126129 - orscheint diese Beobachtung widerspriichlich und lasst hier die
Frage der lokalen Allergie!'®16:198.1%% arneyt qufkommen. Wiederum kénnte die CD86-
Herabregulation nach sowohl Allergen- als auch Lactobazillen-Stimulation Ausdruck
daflr sein, dass CD86 nicht streng als Th2-verstarkendes Molekul funktioniert und auch

{[26.104130131 " Dje beobachtete

bei Th1-vermittelten Immunantworten eine Rolle spiel
Herabregulation von CD80 unter stimulierten Kulturbedingungen ist moglicherweise ein
weiterer Hinweis dafur, dass CD80 schnell von der B-Zell-Membran entfernt wird, um

erst zu einem spateren Zeitpunkt an der Immunantwort mitzuwirken.
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Insgesamt gestaltet sich die Interpretation der kostimulatorischen Moleklle als
komplexes Feld, da die unterschiedlichen Kinetiken, die duale Spezifitdt von CD80 und
CD86 fur CD28 und CD152 sowie die bisher nicht definitiv geklarte Dichotomie von
CD80 versus CD86 hinsichtlich der Th-Zell-Differenzierung bertcksichtigt werden
mussen. Daneben wurden in den letzten Jahren weitere Molekile identifiziert, die der
B7-CD28-Superfamilie angehdren, wie inducible T-cell costimulator (ICOS), 1COS-
Ligand, programmed death L1 (PD-L1), PD-L2, B7-H3, B7-H4, PD-1 und T-lymphocyte
attenuator-4 (BTLA)'®. Ihnen werden neben der Bedeutung fiir die T-Zell-Aktivierung
und Entstehung peripherer Toleranz erweiterte Immunfunktionen zugeordnet. So ist es
sicherlich zuklnftig von Interesse, beispielsweise die Interaktionen von ICOS und
ICOS-Ligand hinsichtlich der hier untersuchten Aspekte naher zu beleuchten. So wurde
gezeigt, dass ICOS eine wichtige Rolle beim Ig-Klassenwechsel spielt!'*®, insbesondere
bei der IgE-Produktion™® ~ und in  Untersuchungen zu allergischen
Atemwegserkrankungen Th2-Effektor-Antworten reguliert’>*'*", Insbesondere scheint
ICOS ein interessantes Zielmolekll zu sein, da es an der Vermittlung von Effektor-
Immunantworten beteiligt ist und damit v.a. in der Peripherie fur bereits gepragte
Lymphozyten eine Rolle spielt, wahrend CD28 und seine Liganden hauptsachlich zum

Zeitpunkt der Antigenpragung wichtig sind!'32.

5.2.5 Lactobacillus acidophilus fiir die ,,Allergieprophylaxe“?

Die ermittelten In-vitro-Daten der vorliegenden Arbeit stitzen im Wesentlichen die
bisherige experimentelle Datenlage probiotischer Bakterien hinsichtlich ihrer Effekte auf
das Immunsystem. Sie liefern Hinweise darauf, dass Lactobazillen neben ihrer
immunstimulatorischen Wirkung auch Einflusse auf das Th1/Th2-Gleichgewicht sowie
die IgE-Regulation haben. Ob die experimentell gewonnenen Ergebnisse auch in vivo
zu den erwarteten Effekten fihren, wurde bereits in verschiedenen klinischen Studien
und Mausmodellen untersucht.

Maus-Studien haben gezeigt, dass nach Futterung verschiedenster probiotischer
Bakterien entsprechende immunmodulatorische Effekte entstehen, wie die Erhdhung
der Phagozyten- und Lymphozyten-Aktivitat, die Induktion von Th1-Zytokinen, die
Hemmung eines Th2-Zytokinprofils sowie eine IgE-Herabregulation®’¢%110-112142 pjese
Daten implizieren, dass es Uber diese Effekte auch zur langfristigen Hemmung von
Hypersensitivitatsreaktionen kommen konnte, die aus einem antigenspezifischen

Th1/Th2-Ungleichgewicht  resultieren. Die anti-allergische = Wirksamkeit der
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probiotischen Bakterien auf das humane Immunsystem konnte auch nicht in allen
klinischen Studien nachgewiesen werden, weshalb sie sich zum gegenwartigen
Zeitpunkt auch noch nicht als etablierter Nahrungszusatz zur ,Allergiepravention®
durchgesetzt haben. Der fehlende Nachweis der Lactobazillen-Wirkung mag im
Einzelfall auch am Studiendesign gelegen haben, welches sich je nach Studiengruppe
erheblich unterscheidet. So kdénnten eine zu kurze Applikationsdauer, eine nicht
ausreichende Dosis und die unterschiedlich starke Wirksamkeit der jeweiligen
Lactobazillen-Stamme auf das Immunsystem eine Rolle gespielt haben. Dass sich die
Lactobazillen-Stamme hinsichtlich ihres immunmodulatorischen Potenzials
unterscheiden, zeigen In-vitro-Studien®®®1%31% ynd dies impliziert die differente
klinische Effektivitat der einzelnen Stamme.

In Bezug auf die Stimulationen mit Lactobazillen plus Allergen (LC+A) zeigen die Daten
der vorliegenden Arbeit auch, dass durch die simultane In-vitro-Exposition der
Immunzellen mit divergierenden Stimulationsreizen (Lactobazillen contra Th2, Allergen
pro Th2) Grenzen erreicht werden. Denn potenzielle Langzeiteffekte der Lactobazillen
werden bei diesem Versuchsaufbau nicht berucksichtigt. Auch wird hiermit die
postulierte pragende Wirkung der Lactobazillen auf das Immunsystem nicht erfasst. In-
vitro-Analysen von Pochard und Kollegen® konnten durch Prainkubation von PBMCs
mit Lactobazillen auch nach Allergenstimulation die Inhibition von Th2-Zytokinen
zeigen.

Dass Lactobazillen zumindest das unreife fetale/frihkindliche Immunsystem pragend
beeinflussen kdnnen, implizieren die Ergebnisse prospektiver Studien an Schwangeren
und ihren Neugeborenen mit hohem Atopierisiko. Hierbei erhielten die Schwangeren 2
bis 4 Wochen prapartal und ihre geborenen Kinder 6 Monate postnatal taglich
Lactobazillen per os*?l. Uber einen Beobachtungszeitraum von 2% 411 pzw. 7
Jahren*! war die Atopiehaufigkeit in der Lactobazillen-Gruppe gegeniiber der Placebo-
Gruppe reduziert. In einer anderen doppeltblinden placebokontrollierten Studie erhielten
die Schwangeren und spater stillenden Mdutter einige Wochen peripartal taglich
Lactobacillus rhamnosus GG, Auch hier hatte sich im Nachbeobachtungszeitraum
von 2 Jahren die Atopiehaufigkeit bei den pradisponierten Kindern signifikant verringert.
So vermutete man, dass der praventive Effekt der Lactobazillen Uber die Kindheit
hinaus andauert.

Die beobachteten anti-allergischen Effekte der probiotischen Bakterien bei

Erwachsenen!®*% kénnten unter Einbeziehung des TLR-Modells erklart werden. Als
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grampositive Bakterien sind die Lactobazillen in der Lage, via TLR2 naive dendritische
Zellen, die sich in der Peripherie befinden, zu aktivieren und ihre Reifung zu

induzierent33146-148]

. Nach Migration in die Lymphgewebe konnen die dendritischen
Zellen Uber IL-12-Freisetzung die Entwicklung von ThO- zu Th1-Zellen stimulieren und
somit das adaptive Immunsystem von Th2 auf Th1 ablenken. Die Induzierbarkeit der fur
diese Prozesse notigen Reifungsmarker (MHC-II und kostimulatorische Molekuile) auf

1165.66,120].

den dendritischen Zellen wurde fur Lactobazillen gezeig ; SO auch die

Lactobazillen-getriggerte Induktion von IL-12 in dendritischen Zellen!'?%

Vor dem Hintergrund der Hygiene-Hypothese spielt das TLR-Modell insbesondere
deshalb eine entscheidende Rolle, da nach bisherigem Kenntnisstand die TLR-
vermittelte Antigen-Erkennung ausschliel3lich die Entstehung von Th1-, jedoch nicht
Th2-Effektorantworten verstarkt!™®l. Zudem besitzen Allergene keine PAMPs und
kénnen das erworbene Immunsystem nur auf TLR-unabhangige Art aktivieren!?.
Interessant bleibt das TLR-Modell nicht zuletzt deshalb, weil es als
Fraherkennungssystem fur pathogene Strukturen Bestandteil des angeborenen, schnell
reagierenden Immunsystems ist und weil mit den dendritischen Zellen als
Vermittlerzellen zwischen beiden Kompartimenten das erworbene Immunsystem
pragend beeinflusst werden kann!®3146:147]

Dass TLRs bei der allergischen Inflammation eine Rolle spielen konnten, implizieren
Untersuchungen, die in der Nasenschleimhaut von symptomatischen allergischen
Rhinitikern eine Heraufregulation von TLR2, TLR3 und TLR4 gefunden haben!™. In
Anknipfung an die Hygiene-Hypothese wurde gezeigt, dass Kinder, die auf
Bauernhofen aufwachsen und ein verringertes Allergierisiko haben, eine hohere TLR2-

mRNA-Expression im Blut aufweisen als Stadt-Kinder!'*".

Insbesondere hinsichtlich der Th-Balance und moglicherweise auch der IgE-Regulation
deuten die immunmodulatorischen Eigenschaften von Lactobacillus acidophilus darauf
hin, dass die Anwendung als Probiotikum mit anti-allergischer Potenz sinnvoll sein
konnte. Dass dieser Ansatz klinisch verfolgt werden sollte, implizieren aktuelle Daten,
die fur die Anwendung von Lactobacillus acidophilus eine Symptomverbesserung bei
der perennialen allergischen Rhinitis zeigten®®. Allerdings wurde in anderen klinischen
Studien kein Benefit fiir allergische Asthmatiker®™ oder Neugeborene mit hohem
Atopierisiko®®® ermittelt. Jedoch sollte die langfristige Férderung Th1-dominierender

Immunantworten durch Bakterien-Langzeitapplikation kritisch bewertet werden, auch
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wenn die probiotischen Bakterien als apathogen gelten. Denn so werden beispielsweise
Autoimmunkrankheiten durch Th1-dominierende Immunantworten mit vermehrter
Produktion von IFNy beschrieben!'®. Eine Férderung dieser Immunantworten durch
Lactobazillen-Langzeitapplikation kdnnte somit moglicherweise Autoimmunkrankheiten
ausloésen oder verstarken. Kurzlich wurde sogar im Rattenmodell fir die experimentelle
Autoimmun-Enzephalomyelitis eine Symptomverstarkung nach Gabe von Lactobacillus
casei Shirota gezeigt'®". Die meisten Studien zeigen jedoch, dass die Lactobazillen-
Gabe keine Nachteile hinsichtlich Th1-dominierender Erkrankungen bringt. So
verhinderten Lactobazillen im Mausmodell die Entstehung eines Autoimmun-Diabetes
(IDDM = insulin-dependent diabetes mellitus)!'®?. Patienten mit rheumatoider Arthritis
profitierten zwar nicht wesentlich von einer Lactobazillen-Langzeiteinnahme im
Vergleich zur Placebo-Gabe, jedoch kam es eher zur Symptomverbesserung als —
verschlechterung!'®®. Auch verbesserte die orale Gabe von L. rhamnosus GG vor und
nach Transplantation im Mausmodell das Uberleben und reduzierte die akute
AbstoRungsreaktion (GVHD = graft-versus-host disease)'®!, welche Th1-vermittelt ist
und mit erhdhten Spiegeln von IFNy einhergeht. Lebertransplantierte Patienten zeigten
sogar einen Benefit hinsichtlich schwerwiegender bakterieller Infektionen, der Dauer der
Antibiotikatherapie und Hospitalisierungszeit, wenn sie in den ersten 14 Tagen nach
Transplantation lebende Lactobazillen per os erhielten!'>>"%¢!.

Dennoch sollte die Anwendung von Lactobazillen bei immunsupprimierten Individuen
und prinzipiell auch bei Kindern mit Bedacht erfolgen. Denn so gibt es auch einige
Fallberichte ~zu  opportunistischen  Infektionen durch  Lactobazillen!®®1%71%8],
Nichtsdestotrotz haben Lactobazillen eine lange Vorgeschichte sicherer Anwendung in
Nahrungsmitteln und Produkten, die in klinischen Studien verwendet wurden®57-1%9,
Fir die Anwendung von Lactobazillen als Probiotikum muss auch die Frage gestellt
werden, ob lebende Bakterien zur effektiven Immunmodulation erforderlich sind, oder
ob auch avitale Bakterien oder gar nur ihre Zellwandbestandteile ausreichende Effekte
erzeugen. Die Definition probiotischer Bakterien fordert ihre Viabilitat vor allem deshalb,
da bei oraler Applikation nur durch lebende Bakterien die Kolonisierung und folglich
langfristige Anderung der Zusammensetzung der Darmflora gewahrleistet sein kann'®".
Doch zeigen verschiedene Untersuchungen, dass Zellwandkomponenten grampositiver
Bakterien oder auch avitale Bakterien potente Immunmodulatoren sind!®:11%:14%:161-1631 |,
der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls gezeigt, dass avitale Bakterien

immunmodulatorisch wirken. Bezieht man das TLR-Modell in die moglichen Signalwege
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der probiotischen Lactobazillen ein, so scheint die Vitalitdt auch nicht erforderlich zu
sein, zumindest wenn man neben der oralen Verabreichung andere Applikationswege in
Betracht zieht. So wirde die topische Applikation der Lactobazillen am Ort der
allergischen Inflammation das Darmmukosa-assoziierte Immunsystem umgehen.
Denkbare Vorteile lagen in der geringeren systemischen Wirkung und damit hoheren
Sicherheit. Auch musste moglicherweise nicht die Vitalitat der Bakterien gefordert
werden, da keine Kolonisierung erzielt werden musste.

Zum gegenwartigen Zeitpunkt bleibt es spekulativ, ob Lactobazillen in abgetbteter Form
in einer geeigneten galenischen Zubereitung (z.B. als Nasenspray) Uber die erdrterten
Mechanismen praventive Effekte im Rahmen der allergischen Rhinitis hatten.
Zumindest wuirde die gezielte topische Anwendung der Lactobazillen fur solche
Individuen interessant sein, bei denen aufgrund fehlender systemischer Atopiezeichen
eine ,lokale Allergie“ postuliert wird. Moglicherweise koénnte durch ein
Applikationsschema, wie es bei der prasaisonalen Kurzzeit-
Hyposensibilisierungsbehandlung bereits praktiziert wird, die allergische Inflammation
durch einen bereits prasaisonal erzielten Th1-Shift und eine IgE-Herabregulation

gebremst und sogar langfristig Uber pragende Effekte verhindert werden.
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6 Zusammenfassung

Die allergische Rhinitis ist durch IgE-vermittelte Th2-dominierte Immunantworten
gekennzeichnet. Im Rahmen der Hygiene-Hypothese wird die steigende Pravalenz
dieser Typ-1-allergischen Erkrankung mit der Abnahme mikrobieller Stimuli und einer
nachfolgenden Verlagerung des Th1/Th2-Gleichgewichts erklart. In diesem
Zusammenhang werden flr probiotische Bakterien anti-allergische Effekte postuliert,
welche u.a. Uber die Ausrichtung der Immunantwort nach Th1 vermittelt werden. Ziel
dieser Arbeit war es zum einen, die allergische Immunantwort im Effektororgan (Nase)
zu charakterisieren. Zum anderen sollte die Modulation der allergischen Immunantwort
durch inaktivierten probiotischen Lactobacillus acidophilus bei Patienten mit allergischer
Rhinitis untersucht werden.

Zur Beantwortung der ersten Fragestellung wurden aullerhalb der Pollensaison
Patienten mit allergischer Rhinitis und als Kontrollgruppe nichtallergische Individuen mit
nasalen Atembeschwerden ohne systemische Atopiezeichen rekrutiert. Aus den
unteren Nasenmuscheln und dem peripheren Blut wurden Lymphozyten isoliert.
Durchflusszytometrisch wurde die Expression verschiedener Oberflachenmarker auf
CD4+ T-Helferzellen sowie auf CD20+ B-Zellen der Nasenschleimhaut bestimmt und
mit dem Phanotyp peripherer Lymphozyten verglichen. Aus der Nasenschleimhaut
wurden hauptsachlich stark aktivierte (CD69+) Gedachtnis-(CD45R0O+)-T-Zellen isoliert,
die eine geringe CLA-Expression zeigten. Dagegen bestand im peripheren Blut ein
ausgewogenes Verhaltnis von naivem und Gedachtniszell-Phanotyp. Die nasalen B-
Zellen exprimierten signifikant mehr mIgE und weniger CD23 als die peripheren B-
Lymphozyten. Signifikante Unterschiede zwischen Allergikern und Nichtallergikern
wurden nicht ermittelt. So wurden inflammatorische B- und T-Lymphozyten nicht nur in
der Nasenschleimhaut von Allergikern, sondern auch von nichtallergischen Individuen
gefunden. Dies impliziert die mogliche Existenz einer ,lokalen Allergie® ohne
systemische Manifestation einer Atopie.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden die Effekte von Lactobacillus acidophilus und
Allergen auf die nasalen Immunzellen sowie auf PBMCs untersucht. Die Stimulation der
PBMCs mit Lactobacillus acidophilus flihrte zu einer signifikanten CD69- und CD86-
Heraufregulation bei Allergikern und Nichtallergikern. Bei den Allergikern nahm sowohl
die CD23- als auch die CD80-Expression nach Lactobazillen-Stimulation signifikant ab;

durch Allergen wurden CD23 und CD80 dagegen signifikant starker exprimiert. CD152
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wurde bei den Allergikern durch Lactobazillen signifikant heraufreguliert. Fur die
aktivierten T-Helferzellen (CD69+ CD4+) der Allergiker wurde eine Allergen-getriggerte
Zunahme der Produktion von IL-4 gezeigt. Durch Lactobazillen wurde die Produktion
von IFNy induziert, wahrend die Produktion von IL-4 kaum beeinflusst wurde. Die
gleichzeitige Stimulation mit Lactobazillen und Allergen erhdhte die Expression von IL-4
und verringerte die Expression von IFNy signifikant. Bei den Nichtallergikern wurde
durch Lactobazillen die Produktion von IL-4 sowie von IFNy induziert. Die Inkubation
der nasalen Lymphozyten mit Lactobazillen oder Allergen resultierte zwar in
phanotypischen Veranderungen; jedoch verlangt der beobachtete Zellverlust eine
Optimierung des hier vorgestellten Kultivierungssystems, bevor weitere Aussagen
getroffen werden kdnnen.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dass durch inaktivierten probiotischen
Lactobacillus acidophilus die allergische Immunantwort moduliert werden kann. Die
Stimulation der Lymphozyten mit Lactobazillen bewirkte eine differente Immunantwort in
Abhangigkeit vom atopischen Status, wobei der Th2-Phanotyp der allergischen
Individuen nach Th1 ausgerichtet wurde. Die CD23-Herabregulation liefert Hinweise fur
eine Beeinflussung der IgE-Regulation. Zusammen mit den dargelegten klinischen
Daten weisen die Ergebnisse auf eine potenzielle Rolle von Lactobacillus acidophilus
bei der Pravention Th2-dominierter allergischer Erkrankungen hin. Der ausbleibende
Th1-Shift bei gleichzeitiger Allergenstimulation I&sst jedoch den therapeutischen Einsatz
als ,Antiallergikum® fraglich erscheinen. Zukinftig vermag die systematische
Kombination klinischer Studien mit experimentellen Untersuchungen an den beteiligten
Immunzellen, welche beispielsweise mit der vorgestellten Zellseparationsmethode aus
dem Effektororgan isoliert werden konnten, weitere Aufschlisse Uber eine sinnvolle

Anwendung von Lactobazillen als Probiotikum mit anti-allergischer Potenz liefern.
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7 Materialverzeichnis

Tabelle 7. Reagenzien.

Reagenz Hersteller
Albumin bovine fraction V pH 7,0 standard grade Serva Electrophoresis GmbH,
lyophil. (BSA = bovine serum albumin) Heidelberg

ALK-lyophilisiert SQ 108 Birke

ALK Scherax, Wedel

ALK-lyophilisiert SQ 225 Wiesenlieschgras

ALK Scherax, Wedel

Aqua Spullésung

Delta Pharma, lllinois, USA

Ampuwa flur Spulzwecke

Fresenius Kabi Deutschland
GmbH, Bad Homburg

Antibody Diluent

DakoCytomation GmbH,
Hamburg

anti-CD28 1mg/ml

BD PharMingen, Heidelberg

Beriglobin Aventis-Behring, Marburg
Biocoll seperating solution Biochrom KG, Berlin
Brefeldin A Sigma Aldrich, Taufkirchen

Dulbecco’s phosphate buffered saline (1x) (PBS)

If_’AA Laboratories, Pasching,
Osterreich

EDTA Titriplex lll

Sigma Aldrich, Taufkirchen

FACS Lysing Solution

BD Biosciences, Heidelberg

FACS Permeabilising

BD Biosciences, Heidelberg

Foetal Bovine/Calf Serum (mycoplasmalvirus
screened)

GIBCO BRL Life
Technologies, Eggenstein

L-Glutamin (200 mM)

Biochrom AG, Berlin

Natriumazid reinst (NaNs)

MERCK, Darmstadt

Natriumchlorid

MERCK, Darmstadt

Paidoflor® Kautabletten

Ardeypharm, Herdecke

Papanicolaous Losung 1a Harris’ Hamatoxylinldsung

MERCK, Darmstadt

Paraformaldehyd reinst

MERCK, Darmstadt

Penicillin 10000 U/ml, Streptomycin 10000 pg/ml

Biochrom KG, Berlin

RPMI 1640 Medium (1x) w 2,0 g/l NaHCO3 w/o L-
Glutamin

Biochrom AG, Berlin

Staphylokokken Enterotoxin B (SEB)

Sigma Aldrich, Taufkirchen

Trypanblau 0,18% in PBS w/o Ca®*/Mg**

Biochrom KG, Berlin

Venimmun N

Aventis Behring, Frankfurt

Tabelle 8. Antikorper.

Antikorper Spezifitat und Markierung | Hersteller

mouse anti human CD4 PerCP BD, Heidelberg

mouse anti human CD20 DAKO, Hamburg

mouse anti human CD20 PerCP BD, Heidelberg

mouse anti human CD23 FITC Biosource GmbH, Solingen
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mouse anti human CD45RA PE Immunotech, Marseille,
Frankreich

mouse anti human CD45RO FITC Immunotech, Marseille,
Frankreich

mouse anti human CD69 APC BD, Heidelberg

mouse anti human CD80 PE BD PharMingen, San Diego, USA

mouse anti human CD86 APC BD PharMingen, San Diego, USA

mouse anti human CD152 PE (CTLA-4) BD PharMingen, San Diego, USA

mouse anti human CLAFITC BD PharMingen, San Diego, USA

mouse anti human IFNy FITC BD, Heidelberg

mouse anti human IgE FITC Abcam, Cambridge, USA

mouse anti human IL-4 PE BD, Heidelberg

mouse isotypic control [IgG1 PE BD, Heidelberg

mouse isotypic control [1IgG2b FITC BD, Heidelberg

mouse isotypic control | IgG1 PerCP BD, Heidelberg

mouse isotypic control | IgG1 APC BD PharMingen, San Diego, USA

polyclonal rabbit anti |CD3 DAKO, Hamburg

human

Tabelle 9. Verbrauchsmaterialien.

Material

Hersteller

Blue Max 50 ml Polypropylene Conical Tube

Falcon — BD Bioscience, San Jose,
USA

Blue Max Jr. 15 ml Polypropylene Conical Tube

Falcon — BD Bioscience, San Jose,
USA

CA und GF-Vorfilter 0,20 um steril

Sarstedt, NUrnbrecht

Combitips 2,5 ml, 5 ml, 12,5 ml, 50 ml

Eppendorf AG, Hamburg

Cryomold Biopsy

Tissue Tek, Sakura, USA

Filcons 050-47S 50 ym, syringe-fitting

DAKO, Glostrup, Danemark

Lamelles couvre-objects Menzel Glaser

Menzel GmbH + Co KG,
Braunschweig

Medicons 79400S 50 um, Syringe

DAKO, Glostrup, Danemark

Multiwell 24 well Polystyrene Platten non-Tissue
Culture PI.

Falcon — BD Bioscience, San Jose,
USA

Petrischalen 94/16 mm non-TC steril

Greiner Bio-One GmbH, Solingen

Pippettenspitzen 0,2 ml, 1 ml

Sarstedt, Nurnbrecht

Pippettenspitzen epT.l.P.S Standard 0,5-20 pl

Eppendorf AG, Hamburg

Polystyrene Round Bottom Tube 5 ml 12x75mm

Falcon — BD Bioscience, San Jose,
USA

Safe Lock 0,5 ml, 1,5 ml, 2 ml

Eppendorf AG, Hamburg

Serological Pipet 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml

Falcon — BD Bioscience, San Jose,
USA

Super Frost Plus Objekttrager

R. Langenbrinck, Teningen

Transferpipette 3,5 mi

Sarstedt, Nurnbrecht

Zahlkammer 0,1 mm tief, 0,0025 mm?2

Neubauer
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Tabelle 10. Gerate.

Gerat Hersteller

Akku Pipettusboy Hirschmann-Laborgerate,
Eberstadt

Axioplane Light Microscope Zeiss, Berlin

Brutschrank hera cell

Heraeus Instruments, Osterode

FACScalibur

Becton Dickinson, Heidelberg

Finnpipette 0,5-10 ul, 200-1000 pl

Labsystems, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA

Finnpipette digital ACL 40-200 pl, 100-1000 pl

Labsystems, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA

IKA-VIBRAX-VXR Electronic Schuttler Typ VX7

Innogenetics, Gent, Belgien

Medimachine 79200

DAKO, Glostrup, Danemark

Megafuge 1.0 R

Heraeus Instruments, Osterode

Minifuge RF

Heraeus Sepatech, Osterode

Multipipette

Eppendorf AG, Hamburg

Pipette Eppendorf Reference 10-100 pl

Eppendorf AG, Hamburg

Pipette Research 10 pl, 10-100 ul, 20-200 pl, 100-
1000 pl

Eppendorf AG, Hamburg

Shandron Cryotome FSE

Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Varifuge

Heraeus Sepatech, Osterode

Vortexer REAX 2000

Heidolph, Schwabach

Tabelle 11. Prick-Test.

Material

Hersteller

ALK Lancet Sterile Disposable

ALK Abello, Hérsholm, Danemark

ALK-Prick Negativkontrolle

ALK Scherax, Wedel

ALK-Prick Positivkontrolle

ALK Scherax, Wedel

ALK-Prick N 402 Alternaria alternata

ALK Scherax, Wedel

ALK-Prick SQ 108 Birke

ALK Scherax, Wedel

ALK-Prick SQ 299 Grasermischung

ALK Scherax, Wedel

ALK-Prick SQ 312 Beiful®

ALK Scherax, Wedel

ALK-Prick SQ 503 Hausstaubmilbe

ALK Scherax, Wedel

ALK-Prick SQ 504 Milbe

ALK Scherax, Wedel

ALK-Prick SQ 555 Katzenhaare

ALK Scherax, Wedel
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8 Abkiirzungsverzeichnis

A

LC+A
LPS
LT
MHC

Allergen/Allergiker

atopische Dermatitis

Antikorper

Allophycocyanin
Antigenprasentierende Zellen
allergische Rhinitis

bovine serum albumine

T-lymphocyte attenuator-4

cluster of differentiation

CD40-Ligand

cutaneous lymphocyte-associated antigen
Cytidin-Phosphat-Guanosin-Dinukleotid
cytotoxic T-lymphocyte antigen-4
enzyme linked immunosorbent assay
fluorescence activated cell sorting
Fluoresceinisothiocyanat
gut-associated lymphoid tissues
granulocyte-macrophage colony stimulating factor
graft-versus-host disease

Histamin

human leukocyte antigen

inducible T-cell costimulator
insulin-dependent diabetes mellitus
Interferon

Immunglobulin

Isotypenkontrolle

Interleukin

Lactobazillen

Lactobazillen (Lactobacillus acidophilus) plus Allergen
Lipopolysaccharid

Leukotrien

major histocompatibility complex
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migE
NA

NF
NK-Zellen
NSH
PAMPs
PBMCs
PBS
PD

PE
PerCP
PFA
PG
PRRs
RANTES
sCD23
SCIT
SEB
SIT
SLIT
TGF
TLRs
TNF
TZR

U
VCAM

membrangebundenes IgE
Nichtallergiker

nuclear factor

naturliche Killer-Zellen
Nasenschleimhaut

pathogen-specific molecular patterns
peripheral blood mononuclear cells
phosphate buffered saline
programmed death

Phycoerythrin
Peridinin-Chlorophyll-a-Protein
Paraformaldehyd

Prostaglandin

pattern recognition receptors
regulated upon activation, normal T-cell expressed, and secreted
soluble/l6sliches CD23

spezifische subkutane Immuntherapie
Staphylokokken-Enterotoxin B
spezifische Immuntherapie
spezifische sublinguale Immuntherapie
transforming growth factor
Toll-like-Rezeptoren

tumor necrosis factor

T-Zell-Rezeptor

unstimuliert

vascular cell adhesion molecule
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