Die Rolle der T-Helferaktivitat bei Patienten
mit schwerem allergischem Asthma

unter Omalizumab Therapie
Vergleich von klinischen und ex vivo Daten

Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades (Dr. med.)
der Medizinischen Fakultat
der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-Universitat

Bonn

Tibor Jakob Schaarschmidt

aus Bonn

2026



Angefertigt mit der Genehmigung

der Medizinischen Fakultat der Universitat Bonn

1. Gutachterin: Prof. Dr. Gudrun Ulrich-Merzenich

2. Gutachterin: Prof. Dr. Birgitta Weltermann

Tag der Mundlichen Prufung: 24.03.2026

Aus der Medizinischen Klinik und Poliklinik 1l



Inhaltsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

1.
1.1
1.1.1
1.2
1.3
1.3.1
1.3.2
1.3.3
1.4
1.4.1

1.4.2

1.4.3
1.5
1.5.1
1.6
2.

2.1
211
21.2
213
214
21.5
21.6
21.7
2.2
2.3
24
25
251
26

Einleitung

Asthma bronchiale

Epidemiologie

Aktuelle Leitlinien und Stufenschema
Pathophysiologie

Exogenes allergisches Asthma

Endogenes Asthma

Verschiedene Endotypen

Immunopathogenese des exogenen allergischen Asthma
T-Zellen

TNF-a

IgE

Antikorpertherapien

Omalizumab

Ziel der Arbeit

Material und Methoden

Gerate und Materialien

Gerate

Chemikalien und Verbrauchsldsungen
Verbrauchsmaterial

ELISA-Test-Kits

MACS Zellseparierung

RNA Extraktions-Kit

cDNA-Synthese

Rechtliche Grundlage/ Ethikkommission/ Ethikvotum Nummer: 161/15
Rekrutierung der Probanden und der Kontrollgruppe
Medikation

Verlaufskontrolle der Patienten

Klinische Untersuchungen

Labor



2.6.1
26.2
26.3
26.4
26.5
2.6.6

3.1

3.1.1
3.1.2
3.1.3
3.2

3.2.1
3.2.2
3.2.3

3.24

41

411
41.2
41.3
4.2

421
422
423

424

= 9 ® N O

Zellisolierung
Zellstimulation

ELISA

RNA-Isolierung
cDNA-Synthese aus RNA
Quantitative Echtzeit-Polymerase Kettenreaktion (Rt-qPCR)
Ergebnisse

Klinische Untersuchungen
FEV1

FeNO

ACT (Asthma Control Test)
Zellkultur

IL-4 Freisetzung

IL-5 Freisetzung

IL-13 Freisetzung

TNF-a Freisetzung

Diskussion

Klinische Untersuchungen und Patientenbefragung
FEV1

FeNO

ACT (Asthma Control Test)

Molekularbiologische Untersuchungen

IL-4

IL-5

IL-13

TNF-«a

Zusammenfassung
Abbildungsverzeichnis
Tabellenverzeichnis
Literaturverzeichnis
Erklarungen zum Eigenanteil
Veroffentlichungen

31
32
33
34
34
35
37
37
37
38
39
40
40
42
43

44

46
47
47
48
49
50
50
51
52

52

54
55
56
57
66
67



11.

Danksagung

68



Abkirzungsverzeichnis

ACT
APC
AzQ
BAL
BMI
BSA
CD4+ -Zellen
cDNA
DNA
DNase
EDTA
ELISA
FeNO
FEV1

GINA
HRP

Asthma Control Test

Antigen presenting cell

Arztliches Zentrum fir Qualitat in der Medizin
bronchoalveolare Lavage
Body-Mass-Index

Bovines Serumalbumin

Cluster of Differentiation - 4 positive Zelle
complementary deoxyribonucleic acid
Deoxyribonucleic acid

Desoxyribonuklease
Ethylendiamintetraacetat

Enzyme-linked Immunosorbent Assay
Fraktioniertes exhaliertes Stickstoffmonoxid

Forciertes expiratorisches Volumen
Sekunde

Global Initiative For Asthma
Horseradish peroxidase
(=Meerrettichperoxidase)
Inhalative Corticosteroide
Immunglobulin D
Immunglobulin E
Immunglobulin M
Interleukin 4

Interleukin 5

Interleukin 13

Interleukin 33

lonomycin

einer



LABA long acting beta 2 receptor agonists
LAMA long acting muscarin antagonists
LTRA Leukotrienrezeptorantagonisten
MACS magnetic cell separation

NVL Nationale Versorgungsleitlinien

OMA Omalizumab

OCS orales Cortikosteroid

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat

gPCR quantitative Polymerase Chain Reaction
RNA Ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)
RT Reverse Transkription

RT-PCR Real-Time Polymerase Chain Reaction
SABA short acting beta 2 receptor agonists
TACE TNF-a Converting Enzyme

TNF-a Tumornekrosefaktor-alpha

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
TSLP thymic stromal lymphopoietin

Tween 20 Polysorbat 20 (Polyoxyethylen-(20)-sorbitanmonolaurat)



1. Einleitung

1.1 Asthma bronchiale

Der Begriff ,Asthma“ hat seinen Ursprung im altgriechischen (,808ua“) und kann mit
Atemnot, Stohnen, lautem Atmen Ubersetzt werden. Homer verwendete den Ausdruck
erstmals nachweislich in seiner ,llias“ fur die Beschreibung des Ringens nach Luft von
Hector, nach einem schweren Treffer gegen seinen Brustkorb im Kampf gegen Ajax
(Saunders, 1993). Im heutigen Sprachgebrauch beschreibt Asthma bzw. Asthma
bronchiale eine Erkrankung, die durch eine chronische Entzindung der Atemwege und
damit einhergehenden unterschiedlichsten Symptomen charakterisiert ist. Asthma
bronchiale zeichnet sich durch das Auftreten verschiedener Leitsymptome, wie Atemnot,
Giemen (,Wheezing“), Brustenge, Husten mit und ohne Auswurf, sowie durch eine
bronchiale Hyperreagibilitat aus (GINA, 2020). Die Symptome kénnen zeitlich und in ihrer
Intensitat stark variieren, anfallsartig auftreten aber unter Umstanden auch spontan fur
Wochen oder Monate ausbleiben. Zudem kann es bei manchen Betroffenen zu einer
episodenartig starken Verschlechterung der Symptomatik (Exazerbation) kommen, wobei
die Ursachen weiterhin nicht vollstandig geklart sind (Daugherty und Fahy, 2009). Die
Atemwegsobstruktion resultiert im Wesentlichen aus der Kontraktion der glatten
Muskulatur der Bronchien, der inflammatorisch bedingten Hypertrophie des
Atemwegsendothels, Odemen der Atemwegswande, ubermafige
Bronchialsekretproduktion (Hyperkrinie) und nach einem mehrjahrigen Krankheitsverlauf
maoglichen irreversiblen Umbauvorgangen der Bronchien dem sogenannten Remodeling
(Elias et.al,1999). Die individuelle Auspragung dieser Symptome und die
unterschiedlichen Reaktionen auf verschiedene Therapieansatze fuhrten im Laufe der
Zeit zu einer komplizierten und nicht immer einheitlichen Unterscheidung verschiedener

Asthmatypen und Untertypen (1.3 ff.).

Durch die enormen Behandlungskosten, die kostenintensiven neuen Immuntherapien
(siehe 1.5) und den Produktivitatsverlust stellt Asthma eine groRe Belastung fur die
sozialen Gesundheitssysteme dar (Aumann et.al., 2014). Das Statistische Bundesamt
errechnete fur das Jahr 2008 Kosten in Hohe von 1,78 Mrd. Euro fur das deutsche

Gesundheitssystem. Das entspricht einem Anteil von 13,6 % an den gesamten Kosten,



die im Zusammenhang mit den Erkrankungen des Atmungssystems anfallen (Destatis.de,
2010). Dies verdeutlicht, wie wichtig Fortschritte in der Diagnostik und der richtigen
Typisierung sind. Denn hier gibt es gro3es Potential bei der Individualisierung der
Therapie. Der aktuelle Erkenntniszuwachs in der klinischen Forschung und auf dem Feld
neuer molekularbiologisch basierter Therapieansatze ist dabei sowohl fir den einzelnen

Patienten als auch fir die gesamte Gesellschaft von enormer Bedeutung.

1.1.1 Epidemiologie

Weltweit leiden mehr als 300 Millionen Menschen an Asthma mit insgesamt steigender
Pravalenz (GINA, 2018). In Australien und Nordwesteuropa scheinen die Zahlen flr
adultes schweres Asthma hingegen zu stagnieren (Lundbéack et.al., 2016). Die Zunahme
in Entwicklungslandern mit einer gemeinhin geringeren Pravalenz kann dabei nicht nur
mit einer steigenden Urbanisierung und der damit einhergehenden Belastung mit
Feinstaub, Abgasen und andere Umweltgiften erklart werden. Es deutet vielmehr darauf
hin, dass eine multifaktorielle Genese fur die Entstehung von Asthma ursachlich ist (siehe
1.3) (Beasley et.al.,, 2000). Zudem zahlt Asthma in Westeuropa zu den haufigsten
chronischen Kindererkrankungen. 10 % der kindlichen Bevdlkerung ist betroffen, wobei
das fruhkindliche Asthma eine Sonderform darstellt und nicht zwingend eine lebenslange
Symptomatik nach sich zieht (Pijnenburg und De Jongste, 2007; Pijnenburg, 2019). Fur
Deutschland gibt das RKI bei adultem Asthma bronchiale eine 12 - Monatspravalenz von
6,2 % an. Frauen waren dabei haufiger betroffen als Manner (7,1 % vs. 5,4 %) (Stepphuhn
etal., 2017).

Allerdings muss bei epidemiologischer Betrachtung von Asthma auch auf spezifische
Schwierigkeiten bei der Datenlage hingewiesen werden. So gibt es keine weltweit gultige
Definition fur Asthma und die Heterogenitat der Symptome erschwert zusatzlich eine klare
Diagnose. Es gibt keinen Gold—Standard-Test in der Diagnostik und ein breites Spektrum
an Differentialdiagnosen (Sears, 2014). Des Weiteren wird eine mdgliche Uberdiagnostik
von Asthma in Industrienationen diskutiert. In einer Studie aus Kanada mit 496 zuvor
diagnostizierten Asthmapatienten wurden nach erneuter eingehender Diagnostik Uber

einen langeren Zeitraum rund 30% der Patienten nicht mehr als Asthmatiker eingeordnet
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(Aaron et.al., 2008). Die Auswertung aktueller Daten einer Studie aus Deutschland ergab,
dass im Jahr 2019 etwa 54.000 Patienten in Deutschland, die gemafl dem Programm der
nationalen Versorgungsleitlinien (NVL) in der Stufe 4/5 behandelt wurden, unter einer
schlechten Asthmakontrolle leiden. Zudem wurden insgesamt jedoch nur 12.000
Patienten mit Biologicals behandelt, was auf eine mogliche Behandlungslicke in diesem

Bereich hindeutet (Bergmann et. al., 2022).

1.2 Aktuelle Leitlinien und Stufenschema

Das Programm fiir Nationale Versorgungsleitlinien (NVL) ist eine gemeinsame Initiative
von Bundesarztekammer, Kassenarztlicher Bundesvereinigung und Arbeitsgemeinschaft
der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften zur Qualitatsférderung in der
Medizin. Die operative Durchfiilhrung und Koordination des NVL-Programms erfolgt durch
das arztliche Zentrum fir Qualitat in der Medizin (AZQ) (Leitlinien.de, 2022). In der
aktuellen 4. Auflage der NVL von 2020 wird neben einer Definition und epidemiologischer
Einordnung des Asthma bronchiale auf Diagnostik und Monitoring, Therapieplanung und
gemeinsame Entscheidungsfindung (mit dem Patienten) sowie medikamentdse und nicht

medikamentose Therapiemaoglichkeiten eingegangen.

Teil dieser Leitlinie ist das medikamentose Stufenschema (Abb. 1). Patienten mit einem
diagnostizierten Asthma bronchiale sollen gemaf} diesen Schemas behandelt werden. Die
Basis der Behandlung bilden inhalative Corticosteroide (ICS), die stark
entzindungshemmend wirken und der Krankheit zugrundeliegende entzindliche
Reaktionen behandeln. Begonnen wird mit einer Bedarfstherapie und niedrig dosierten
ICS. Bei keiner deutlichen Verbesserung oder sogar einer Verschlechterung der
Symptomatik Uber die Zeit kann die Dosierung der ICS erhdht werden (bis hin zur
pharmakologisch gebotenen Hochstdosis in Stufe 5). Zusatzlich zu einer Erhéhung der
ICS Dosis werden auf den unteren Stufen bedarfsgerecht kurzwirksame (2-
Sympathomimetika (short-acting beta 2-agonists/ SABA) auf hdheren Stufen
langwirksame  (32-Sympathomimetika (long-acting beta2-agonists/ LABA) und
langwirksame Muskarinantagonisten (long-acting muscarin antagonists/ LAMA)

eingesetzt, welche bronchodilatatorisch und bronchospasmolytisch wirken und auf diese
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Weise die Atmung erleichtern sollen. Auf Stufe 5 des Stufenschemas wird unter folgenden
Zusatzvoraussetzungen (s.u.) die Behandlung mit IgE-, IL4- oder IL5- Antikdrpern

empfohlen:

» schweres IgE-vermitteltes allergisches Asthma

* positiver Hauttest oder in-vitro Reaktivitat gegen ein ganzjahrig auftretendes
Aeroallergen

* IgE-Serumkonzentration unter Bertcksichtigung des Korpergewichts im
therapierbaren Bereich

« erfolgte Eliminierung vermeidbarer Allergenexpositionen.

Die Behandlung mit Antikorpern, die zu den Biologicals (siehe 1.5) gezahlt werden, hat in
den letzten Jahrzehnten zu immensen Erfolgen bei der Behandlung unterschiedlichster
Krankheitsbilder gefuhrt (Singh et.al. 2018). 2005 hat Novartis mit Omalizumab
(Handelsname Xolair®) einen IgE Anti-Antikbrper auf den Markt gebracht, der
moglicherweise nicht nur eine Option auf der letzten Stufe des Behandlungsschemas
darstellt, sondern eine wirkungsvolle Alternative oder Erganzung zu der etablierten, aber
doch nebenwirkungsreichen, Kortison-Stufentherapie darstellen kénnte (Humbert
et.al.,2014).

Die Winsche und Bedurfnisse des Patienten in Verbindung mit seiner Partizipation am
gesamten Therapiemanagement, sind der Schlissel fur eine erfolgreiche Behandlung und
mindestens genauso wichtig wie die richtige Auswahl der medikamentdsen Therapie
(GINA, 2020).



Bedarfstherapie:

Fixkombination aus
ICS niedrigdosiert
+ Formoterol*

oder
SABA

Langzeittherapie
mit ICS niedrigdosiert
+ Bedarfstherapie
mit SABA

oder

ausschlieBlich
Bedarfstherapie

mit Fixkombination aus
ICS niedrigdosiert

+ Formoterol”
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Langzeittherapie:

ICS niedrigdosiert
+ LABA (bevorzugt)

oder

ICS mitteldosiert

Langzeittherapie:

ICS mittel- bis
hochdosiert
+ LABA (bevorzugt)

oder

ICS mittel- bis
hochdosiert
+ LABA + LAMA?

Langzeittherapie:

ICS in Hochdosis
+ LABA + LAMA?

Vorstellung bei einem/r in
der Behandlung von
schwerem Asthma
erfahrenen
Pneumologen/in

und

Anti-lgE- oder Anti-IL-5-
(R)- oder Anti-IL-4-R-
oder Anti-TSLP-
Antikérpert

Alternativen zur Langzeiftherapie in begriindeten Féllen:

ICS niedrigdosiert + LAMA?

ICS mittel- bis hochdosiert

OCS in der Dauertherapie

Alternative in begriindeten Alternative in begriindeten oder +LABA+LTRA (r;ur I:/ei feh\end:r Indikation
Féllen: Féllen: S . oder oder Versagen der

ICS niedrigdosiert + LTRA . ) ‘ Biologlka-Therapie)
Langzeittherapie mit Langzeittherapie mit LTRA ICS mittel- bis hochdosiert
ICS niedrigdosiert + Bedarfstherapie mit SABA + LAMA?

+ Bedarfstherapie mit SABA
Zusitzlich Bedarfstherapie:
SABA
oder

Fixkombination aus ICS + Formoterol, wenn diese auch die Langzeittherapie darstellt
Asthmaschulung, Allergie-/Umweltkontrolle, Beachtung von Komorbiditaten
Spezifische Immuntherapie (bei gegebener Indikation)

! Fixkombination (ICS niedrigdosiert + Formoterol) bedarfsorientiert in Stufe 1 und 2 nicht zugelassen. (Stand: August 2020)
2 aus der Gruppe der LAMA ist Tiotropium fiir die Behandlung des Asthmas zugelassen (Stand: August 2020}

ICS: Inhalative Corticosteroide, IgE: Immunglobulin E, IL: Interleukin, LABA: Langwirkende Beta-2-Sympathomimetika, LAMA: Langwirkende Anticholinergika,
LTRA: Leukotrienrezeptorantagonisten, OCS: Orale Corticostercide, R: Rezeptor, SABA: Kurzwirkende Beta-2-Sympathomimetika

Abb. 1: Asthma-Stufenschema fir die Langzeittherapie bei Asthma bronchiale aus den neuen Asthma-
Leitlinien von 2024 (AWMF online, 2024).

1.3 Pathophysiologie

Grundsatzlich kann zwischen exogenen (allergischen) und endogenen (nicht-
allergischen) Asthmatypen unterschieden werden. Die Unterscheidung bezieht sich dabei
auf die unterschiedlichen Ursachen, den Triggern fur eine Asthma Symptomatik. Die
Grenzen bei dieser Unterscheidung sind jedoch oft flielRend und viele Patienten leiden
unter einer Mischform (Mutschler et. al., 2008). Der GINA-Report von 2020 erwahnt noch

weitere Sonderformen wie das ,Adult-onset” oder das ,Asthma with persistent airflow",
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welches auf ein Remodeling der Atemwege nach vorangegangener langer schwerer
Asthma Symptomatik zurtickzufihren ist (GINA-Report 2020). Ob genetische Ursachen
oder exogene Faktoren bestimmend bei der Entwicklung von Asthma sind, ist nicht
abschliel3end geklart (Scherzer und Grayson, 2018). Eine Reihe genetischer Marker, die
sowohl die Entstehung als auch die Schwere des Asthmas beeinflussen kénnen, wurden
identifiziert. Keines dieser Gene konnte aber als alleiniger Verursacher von Asthma
identifiziert werden. Einige bestimmte Genvarianten konnten aber mit verschiedenen
Schweregraden der Erkrankung assoziiert werden (Berenguer et.al., 2014). Zudem wird
ein moglicher Einfluss des Mikrobioms auf epigenetischer Basis diskutiert. So wurde in
Mausstudien gezeigt, dass eine ballaststoffreiche Ernahrung zu einem veranderten
Mikrobiom fuhrte, welches wiederum durch seine Ausscheidungen zu einer veranderten
Genexpression (Acetylierung einer Promotorregion fur FoxP3) in schwangeren Mausen
fuhrte, deren Nachkommen deutlich weniger allergische Atemwegserkrankungen
aufwiesen (Thorburn et.al., 2015).

1.3.1 Exogenes allergisches Asthma

Allergisches Asthma ist die haufigste Form des Asthmas und betrifft einen Grofteil der
Patienten (Schatz und Rosenwasser 2014; Romenet-Manent et.al.,, 2002). Bei diesen
sogenannten Atopikern kommt es aufgrund einer genetischen Pradisposition zu einer IgE-
vermittelten Uberempfindlichkeitsreaktion gegenlber eigentlich harmlosen Allergenen.
Die Natur dieser Allergene scheint keine Rolle zu spielen und umfasst Proteine,
Kohlenhydrate oder andere niedermolekulare Stoffe verschiedenster Herkunft (z.B. Tiere,
Pflanzen, Pilze, Hausstaub) (Galli und Tsai, 2012). Durch eine Verkettung verschiedener
immunologischer Prozesse (s.u.) kommt es zu einer Uberproduktion von IgE und einer
vermehrten Rekrutierung und Aktivierung von eosinophilen und basophilen Granulozyten.
Durch einen starken Anstieg der Freisetzung und Synthese weiterer Mediatoren und
Botenstoffen kommt es zu den fur einen Asthmaanfall typischen Symptomen wie z. B.
Bronchokonstriktion, Hyperkrinie, Mukosadédemen oder Pulsus Paradoxus (Vetrano und
Wanka, 2017). Nach vielen Jahren und mit zunehmender Schwere der Symptomatik
konnen neben den eigentlichen Allergenen auch unspezifische Reize als Trigger
fungieren (Mutschler et.al., 2008).



14

1.3.2 Endogenes Asthma

Im Gegensatz zu einem exogenen allergischen Asthma wird das endogene Asthma nicht
durch spezifische Allergene aus der Umwelt ausgeldst, sondern durch andere Reize
verursacht. Sowohl Tabakrauch, eine hohe Feinstaubbelastung, starke korperliche
Anstrengung, kalte Luft oder eine Infektion der Atemwege kénnen Ausldser sein. Es wird
jedoch angenommen, dass diese Faktoren nicht ursachlich fur die Erkrankung sind.
Vielmehr ist eine bereits vorhandene Hyperreagibilitdt des Bronchialsystems die

Grundvoraussetzung fur ein endogenes Asthma (Reuter, 2004; Mutschler et.al., 2008).

Eine Sonderform des endogenen Asthmas ist das Analgetikaasthma, bei dem starke
Exazerbationen direkt durch die Einnahme von Arzneimitteln wie ASS (Acetylsalicylsaure)
oder NSAR (nicht steroidale Antirheumatika) hervorgerufen werden (Babu und Salvi,
2000). Grundlage ist die gemeinsame Fahigkeit der Medikamente, das Enzym
Cyclooxygenase-1 zu hemmen, wodurch die Aktivitat der Leukotrien-C4-Synthase
zunimmt und letztendlich ein Prostaglandinmangel entsteht, der bei sensitiven Asthma-
Patienten eine lebensbedrohliche Bronchokonstriktion auslésen kann (Szczeklik und
Stevenson 2003). Mit Absetzen der Medikamente verbessert sich die Symptomatik

schnell und deutlich.

1.3.3 Verschiedene Endotypen

Ein Endotyp beschreibt einen Subtyp einer Krankheit, der funktionell und pathologisch
durch einen molekularen Mechanismus oder durch die von anderen Endotypen
abweichende Reaktion auf eine Therapie definiert wird (Charriot et.al., 2016; Heaney
et.al., 2021). Wie in 1.3 ff. ausgefuhrt wird, ist Asthma eine sehr heterogene Krankheit.
Oft konnen verschiedene Auspragungen und Ursachen nicht scharf voneinander
abgegrenzt werden (Anderson, 2008). Eine haufig getroffene Unterscheidung bei
schwerem allergischem Asthma ist die Endotypisierung in ,Thz-low“ und , Thz-high®, je
nachdem, ob die entzindlichen Reaktionen durch eine humorale Thz vermittelte
Immunantwort bestimmt werden oder nicht. Folgend auf diese Kategorisierung kann bei

den ,Thz-high“ Endotypen zusatzlich zwischen atopischen (IgE-vermittelt), eosinophilen
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und nicht-eosinophilen Gruppen unterschieden werden (Charriot et.al., 2016; Heaney
et.al., 2021). Die genauere physiologische Charakterisierung bekannter Endotypen und
die ldentifizierung weiterer Endotypen erfordert dabei einen integrierten Ansatz, der
klinische Merkmale, genetische und molekularbiologische Ansatze miteinander verknupft
(Wenzel, 2012).

1.4 Immunopathogenese des exogenen allergischen Asthma

Die immunologischen Ablaufe, die an den Entziindungsreaktionen des Asthma bronchiale
beteiligt sind, kdnnen zu Recht als komplex bezeichnet werden. Eine Vielzahl an Zellen
und verschiedenste Botenstoffe der zellularen und humoralen Immunantwort sind daran
beteiligt (Simon und Blaser, 1999; Lloyd und Hessel, 2010). Je nachdem, um welchen
Phanotypen es sich handelt (siehe 1.3.1-1.3.3), werden unterschiedliche Zelltypen des
Immunsystems mit ihren spezifischen Reaktionskaskaden angesprochen und reagieren,
unter Umstanden abhangig von der Endotypisierung, auch auf unterschiedliche Weise
(Heaney et.al.,, 2021). Da sich die vorliegende Arbeit mit einer Patientengruppe
beschaftigt, deren Krankheitsbild dem schweren exogenen allergischen Asthma

zugeschrieben wird, beschranken sich die folgenden Ausfiihrungen auf selbiges.

Die Immunopathogenese des allergischen Asthma bronchiale ist durch eine Th2
vermittelte Immunantwort in Zusammenhang mit einer allergischen Reaktion vom
Soforttyp (Typ1) charakterisiert (Robinson et.al., 1992; Simon und Blaser,1999). Die
zugrundeliegende allergische Reaktion vom Soforttyp verlauft dabei nach einem gut
untersuchten Muster ab. In der sogenannten Sensibilisierungsphase kommt es zu einem
Erstkontakt mit einem Allergen, meist auf den Schleimhauten der oberen Atemwege (z.
B.: Hausstaub, Graserpollen, Tierhaare, etc...). Selbst sehr geringe Mengen eines
Allergens reichen dabei aus, um die immunologische Kaskade zu initiieren. Diese beginnt
damit, dass fur das Allergen spezifische T-Helferzellen vom Typ 2 (Thz) gebildet werden.
Die Thz-Zellen werden aktiviert und binden an B-Zellen, die sich zu Antikorper
produzierenden Plasmazellen umwandeln und als B-Gedachtniszellen im Korper
verbleiben, um so eine rasche und effektive Immunantwort bei erneuten Allergenkontakt

zu ermdglichen. Die von den Plasmazellen produzierten allergenspezifischen IgE
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Antikorper binden an die Oberflache von Mastzellen, eosinophilen und basophilen
Granulozyten und schlieBen somit die Sensibilisierungsphase ab (Gould und Sutton,
2008). Diese Art der Erstsensibilisierung verlauft ohne die typischen Symptome einer
allergischen Reaktion und wird von den Patienten meist nicht wahrgenommen (Schutt und
Broker, 2009).

Bei einem Zweitkontakt mit dem nun ,bekannten® Allergen kommt es durch die
Kreuzvernetzung (cross-linking) benachbarter IgE Antikdrper auf der Oberflache der
Mastzellen zu einer Mastzelldegranulation und damit zu einer massiven Freisetzung von
Entziindungsmediatoren wie Histamin, Serotonin, Prostaglandinen und verschiedenen
Leukotrienen (Casale et.al,1987). Vor allem Histamin und Leukotriene bewirken
anschliellend eine periphere Vasodilatation und eine Bronchokonstriktion, die zu den
klassischen Symptomen einer allergischen Reaktion, wie Hautrétung und Atemnot,

fuhren.

1.4.1 T-Zellen

T-Lymphozyten, auch T-Zellen genannt, gehdéren zu den Leukozyten und stellen
zusammen mit den B-Zellen einen wichtigen Bestandteil der adaptiven Immunantwort dar.
Wie alle Blutzellen haben die T-Zellen ihren Ursprung im Knochenmark, migrieren aber
frih in den Thymus (daher der Name T-Zelle) um dort immunologisch zu reifen und zu
verschiedenen Klassen von T-Zellen auszudifferenzieren. Die beiden grofdten T-
Zellpopulationen bilden dabei die T-Helferzellen (Th), die durch das Vorhandensein von
CD4 Oberflachenrezeptoren gekennzeichnet sind und die zytotoxischen T-Zellen (CTL),
welche CD8 Oberflachenrezeptoren exprimieren (Schatt und Broker, 2009). Zytotoxische
T-Zellen sind darauf spezialisiert, infizierte oder anderweitig krankhafte Zellen ausfindig
zu machen, und durch die Ausschuttung von Perforinen und Granzymen deren Apoptose
einzuleiten. Die CD4 positiven T-Helferzellen lassen sich wiederum in zwei
Subpopulationen unterteilen; Th1 und Thz-Zellen. Thi —Zellen sind Bestandteil der
zellularen Immunantwort und spielen eine Rolle bei der Abwehr von intrazellularen
Pathogenen. Die Th2-Zellen hingegen tragen zu einer Regulierung der Immunantwort bei

und sind zentraler Bestandteil der humoralen Immunantwort. Sie treten mit Hilfe des T-
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Zell-Rezeptors mit antigenprasentierenden Zellen (APCs), wie z.B. dendritische Zellen, in
Kontakt. Die Th-Zellen reagieren auf die prasentierten Antigene und ,entscheiden®, ob
eine Immunantwort notwendig ist. Fallt die Entscheidung positiv aus, konnen sie
verschiedene Zytokine sezernieren, die z.B. andere Th-Zellen rekrutieren und so eine
Immunantwort verstarken. Zudem konnen sie B-Zellen aktivieren und so zu einer

gezielten Antikorperproduktion anregen (siehe 1.4) (Lloyd und Hessel, 2010).

1.4.1.1 Th2-CD4+-Zellen und assoziierte Zytokine, IL-4, IL-5, IL-13

Thz-Lymphozyten sind Teil der humoralen Immunantwort und spielen vor allem bei der
Abwehr extrazellularer Pathogene, wie Bakterien und Parasiten eine wichtige Rolle. Th-
Zellen sind aber auch bei der Entstehung und dem Verlauf des allergischen Asthmas von
zentraler Bedeutung (siehe 1.4) (Hansen, 2001). Bei atopischen Patienten konnte sowohl
in Lungenbiopsien als auch in einer bronchoalveolaren Lavage (BAL) eine stark erhdhte
Anzahl an Thz-Lymphozyten festgestellt werden (Robinson et.al.,1992). Charakteristisch
fur diese T-Helferzellen Subpopulation ist die Produktion der Zytokine IL-4, IL-5 und IL-
13. Zudem konnen Thz-Zellen auch noch IL-9, IL-10, IL-21 und IL-25 produzieren. Bei
einer Aktivierung durch APCs wird vor allem Interleukin 4 ausgeschuttet. Sobald eine
gewisse Schwellenkonzentration an IL-4 erreicht ist, wird die Differenzierung weitere T-
Helferzellen zu Thz-Zellen geférdert (Rekrutierung), zudem wird die Differenzierung von
B-Zellen zu Antikdrper produzierenden Plasmazellen induziert (Chatila, 2004). Zusatzlich
wird Uber IL-4 ein Antikorper Klassenwechsel bei Plasmazellen induziert. Die zunachst
IgM produzierenden Plasmazellen wechseln zu einer Produktion von IgE Antikorpern, die
nun die oben beschriebene allergische Sofortreaktion (siehe 1.4) durch eine
Mastzelldegranulation fordern. Gerat dieser Prozess auler Kontrolle, kann ohne
therapeutische Intervention ein anaphylaktischer Schock daraus resultieren. Zusammen
mit IL-9 fordert IL-4 das Wachstum von Mastzellen und ist indirekt auch an der Migration
von eosinophilen Granulozyten in das Gewebe beteiligt. Aullerdem unterdrickt IL-4 die
Differenzierung von T-Lymphozyten zu Thi-Zellen (Hansen, 2001). IL-5 reguliert unter
anderem die Rekrutierung, Aktivierung und Lebensdauer der eosinophilen Granulozyten,
welche durch die Ausschuttung verschiedener Entzindungsmediatoren das

Bronchialepithel angreifen, was zu einer Vasodilatation, Kontraktion der glatten
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Bronchialepithelmuskulatur und einer erhéhten Schleimproduktion flhrt (Lopez et.al.,
1986; Farne et.al., 2017). Schon friih konnte in Bronchialbiopsien von Asthmapatienten
eine erhohte Menge an IL-5 mRNA (und IL-4 mRNA) festgestellt werden, welche mit der
Schwere der Krankheitssymptome korrelierte (Humbert et.al., 1997). IL-13 st
mitverantwortlich fur die Entstehung der bronchialen Hyperreagiblitat, der Hyperkrinie, ist
am Remodeling der Atemwege beteiligt und spielt somit eine zentrale Rolle bei der
Entstehung der Schlisselsymptome des allergischen Asthmas (Mattes et.al., 2001;
Kinyanjui et.al., 2013; Chatila, 2004). IL-13 ist unter anderem ebenfalls an der Aktivierung
von B-Zellen beteiligt und induziert den Immunglobulin Klassenwechsel von IgD zu IgE
und IgG 4 (Punnonen et.al., 1993).

1.4.2 TNF-a

TNF-a ist ein breit wirkendes Zytokin und spielt eine Rolle bei lokalen als auch
systemischen Entzindungsreaktionen. TNF-a liegt primar als 26 kDA schweres
Trasmembranprotein vor. Die Aktivierung erfolgt durch eine enzymatische Spaltung mit
Hilfe einer Metalloprotease (TACE = TNF-a Converting Enzyme). Anschliel’end formt
TNF-a biologisch aktive Homotrimere von 51 kDA (Smith und Baglioni, 1987). Es wird
hauptsachlich von Makrophagen gebildet, kann aber auch durch Lymphozyten,
Mastzellen und sogar Endothelzellen sezerniert werden. TNF-a hat viele
immunregulatorische Aufgaben und kann die Zelldifferenzierung, Proliferation und
Ausschlttung anderer Zytokine beeinflussen, zudem ist es an der direkten
rezeptorvermittelten Auslosung der Apoptose beteiligt. Damit spielt dieses Zytokin eine
wichtige Rolle in immunologischen Reaktionen aber auch z.B. bei der Organogenese
(Helgans und Pfeffer, 2005). TNF-a ist direkt an der Aktivierung von T-Zellen beteiligt und
fordert die Ausschittung T-Zell-assoziierter Zytokine (Scheurich et.al.,1987). Schon frih
wurde die Moglichkeit in Betracht gezogen, dass TNF-a auch bei asthmatischen
Entzindungsreaktionen eine Rolle spielen kann. Ying et.al. konnten 1991 eine erhdhte
Konzentration von mRNA (TNF-a mRNA) und TNF-a selbst in bronchoalveolaren
Lavagen (BAL) von 10 atopischen Asthmatikern nachweisen (Ying et.al., 1991). TNF-a
induziert direkt die Histaminfreisetzung durch Mastzellen (Overveld et.al.,1991). Durch

eine positive autokrine Regulation (sich selbst verstarkend) von TNF-a kann es zu einer
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starken Zytokinfreisetzung von Mastzellen im Lungengewebe kommen und damit eine
Hyperreagibilitat beglnstigen (Coward et.al., 2002). TNF-a ist auch an der Rekrutierung
von neutrophilen und eosinophilen Granulozyten via Chemotaxis beteiligt (Lukacs
et.al,1995). Zusatzlich dazu erhoht TNF-a die zytotoxischen Eigenschaften von
eosinophilen Granulozyten auf Endothelzellen (Slungaard et.al.,1990). Alle der oben
beschriebenen Eigenschaften spielen bei schwerem Asthma bronchiale eine Rolle.
Trotzdem ist es fraglich, ob eine Immuntherapie die sich direkt gegen TNF-a richtet,
erfolgsversprechend ist. Die Studienlage dazu ist nicht eindeutig und es gibt Hinweise auf
schwere Nebenwirkungen. Mdglicherweise kann nur eine kleine Gruppe bestimmter

Endotypen von einer Anti-TNF-a Therapie profitieren (Berry et.al., 2007)

1.4.3 IgE

Immunglobulin E wurde als letztes der funf humanen Immunglobuline entdeckt und
entsprechend der Nomenklatur fur humane Immunglobuline benannt. ,E steht dabei fur
den flnften Buchstaben im Alphabet (Bennich und Ishizaka, 1986). Der Aufbau als
Monomer aus 2 schweren und 2 leichten Ketten mit typischer ,Y* Form entspricht dem
von IgD und IgG, wobei die schweren Ketten aus einer Domane mehr bestehen. Sowohl
die native als auch die rezeptorgebundene Form von IgE liegen in einer geknickten Form
vor (Abb. 2), sind aber trotzdem flexibel und gewahrleisten eine Quervernetzung (Zheng
und Shopes, 1991). Im Vergleich zu allen anderen Immunglobulinen im menschlichen
Korper hat IgE mehrere Alleinstellungsmerkmale. So liegt IgE, wenn keine allergische
Reaktionskaskade in Gange ist, hauptsachlich zellgebunden vor und stellt mit unter 1 %
den geringsten Anteil aller humanen Antikorper (Janeway et.al., 5. Edition 2001; Gould
und Sutton, 2008). IgE wird hauptsachlich dber den hochaffinen FceRIl und CD23 auf der
Oberflache von Mastzellen und eosinophilen sowie basophilen Granulozyten gebunden
(Gould, 2003). Wie in 1.4 bereits beschrieben spielt IgE eine zentrale Rolle bei den
immunologischen Ablaufen einer allergischen Reaktion. Durch die hohe Konzentration
von Mastzellen und IgE Antikdrpern in Schleimhauten gehoéren IgE-Antikérper zu den
ersten Abwehrmolekullen, denen ein eindringendes Allergen begegnet. Die allergische
Sofortreaktion vom Typ 1 ist dabei durch die Quervernetzung der IgE-FceRI-Komplexe

auf Mastzellen gekennzeichnet. Es folgen die Degranulation und die Ausschuttung von
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Histaminen und weiteren Mediatoren, die flr die charakteristischen Symptome
verantwortlich sind (Platts-Mills, 2001). Auf diese ,frihe Phase” der allergischen Reaktion
folgt die durch weitere Zytokine vermittelte ,Spatreaktion®, die erst einige Stunden spater
ihren Hohepunkt erreicht und die Rekrutierung und Aktivierung von Entziindungszellen in
den betreffenden Geweben (z.B. Lunge, Nase, Gastrointestinaltrakt) beinhaltet. Auf
ahnliche Weise aktivieren Allergene IgE-sensibilisierte APCs. Diese fordern wiederum die
IgE-Produktion durch B-Zellen, um das bei der allergischen Reaktion verbrauchte IgE zu
ersetzen, wodurch die Mastzellen- und APC-Sensibilisierung aufrechterhalten werden
(Gould und Sutton, 2008).

Auch wenn die Rolle von IgE heute meist im Zusammenhang mit immunologischen
Vorgangen bei allergischen Reaktionen diskutiert wird, ist eine ,urspringliche® (siehe
unten) Aufgabe die Antikdrperabhangige zellvermittelte Zytotoxizitat (ADCC) gegen
Parasiten. Antigene parasitaren Ursprungs induzieren durch Bindung und anschlieRende
Quervernetzung der IgE-FceRI-Komplexe auf eosinophilen Granulozyten die Freisetzung
zytotoxischer Substanzen (Capron et.al.,1994). Diese sorgen fur eine unmittelbare lokale
,chemische“ Bekampfung der Parasiten. Es wird vermutet, dass der Ursprung von
allergischen Reaktionen auf eigentlich harmlose Substanzen (z.B. Graserpollen,
Nahrungsmittel, Tierhaare) auf eine Fehlentwicklung des Immunsystems zurtckzuflhren
ist. So gibt es Hypothesen, die eine Ursache in einer deutlich verringerten frihkindlichen
Exposition zu Endotoxinen in modernen nicht-Agrargesellschaften sehen. Diese
Hygienehypothese, auch im Zusammenhang mit Asthma, wird durch Studien untermauert
(Braun-Fahrlander et.al., 2002). Als moglicher Mechanismus wird eine Fehlregulierung im
Verhaltnis zwischen Tht und Thz dominierten Immunantworten vermutet. Durch eine im
jungen Alter unterstimulierte Th1 abhangige Immunantwort, werden die bei einer Allergie
Tho-vermittelten Reaktionen geférdert und resultieren in einer Uberreaktion
(Yazdanbakhsh et.al., 2002).
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Omalizumab

Allergiesymptome

Abb. 2: Immunologische Reaktionskaskade einer allergischen Reaktion und Ansatzpunkte eine
Antikorpertherapie mit Omalizumab. Quervernetzung von IgE durch Allergen und Stimulation von
Antigenprasentierenden Zellen (A), Antigenprasentation und Aktivierung von Tha-Helferzellen (B),
Sezernierung von IL-4 fihrt zu einer Rekrutierung und Differenzierung weiterer Thz-Helferzellen (C), IL-13
und IL-4 induzieren Klassenwechsel in B-Zellen (D), IgE Produktion durch B-Lymphozyten (E), Bindung von
freiem IgE an Mastzellen (F), Durch Quervernetzung induzierte Mastzelldegranulation (G), Komplexierung
und Neutralisierung von freien IgE-Antikérpern durch Omalizumab (H), (verandert nach Gould und Sutton,
2008).
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1.5 Antikorpertherapien

Die enormen Fortschritte im Verstandnis von immunologischen Ablaufen,
Zusammenhangen und auf dem Feld der Molekularbiologie im letzten Drittel des 20.
Jahrhunderts ermdglichen eine vollig neue Herangehensweise an die Behandlung
verschiedenster Erkrankungen. Mit Hilfe von sogenannten Biologicals, Moleklile, die nicht
chemisch  synthetisiet werden, sondern in verschiedensten biologischen
Expressionssystemen malfigeschneidert produziert werden, konnten in den letzten Jahren
enorme Fortschritte in fast allen Fachrichtungen der Medizin erreicht werden (Singh et.al.,
2018). Die sogenannten monoklonalen Antikérper (monoclonal antobodies = mABSs)
stellen dabei einen grof3en Teil dieser Biologicals dar. Therapeutische monoklonale
Antikorper, die sich in ihrer Grundstruktur meist von IgG ableiten (Liu, 2014), richten sich
gegen ein bestimmtes Epitop. Dieses Epitop kann Teil aller erdenklichen biologischen
Moleklle und Strukturen sein. Neueste Methoden ermdglichen sogar intrazellulare
Strukturen als Ziel sogenannter ,Intrabodies” (Lo et.al., 2008). Der Wirkmechanismus der
verschiedenen mABs ist dabei so variabel wie ihre Zielstruktur. So kdnnen zum Beispiel
Bindungsstellen fur Signalmolekule maskiert werden und so immunologische Kaskaden
blockiert werden. Die Antikérper kdnnen sich auch direkt gegen ein Toxin (Neutralisation
durch Aggregation oder Maskierung) oder Mikroorganismen selber richten und so das
Immunsystem aktiv bei der Bekampfung von Infektionen unterstutzen. Durch die Fusion
mit verschiedensten Molekllen wie Effektorproteinen, Toxinen oder radioaktiven
Bestandteilen kbnnen mABs dartber hinaus fur die gezielte Tumortherapie eingesetzt
werden (Pastan et.al., 2006).

Die ersten monoklonalen Antikérper wurden mit Hilfe von sogenannten Hybridomazellen
produziert, wobei murine antikorperproduzierende B-Lymphozyten mit Myelomzellen
(ebenfalls murin) kombiniert wurden (Kohler und Milstein, 1975). 1982 wurde in Amerika
die erste erfolgreiche Behandlung eines B-Zell Lymphoms mit monoklonalen Antikorpern
erreicht (Miller et.al., 1982). Die erste FDA (Food and Drug Administration) Zulassung fur
einen therapeutischen monoklonalen Antikérper erhielt 1986 Muromonab-CD3
(Orthoclone OKT3®). Dieser wurde erfolgreich trotz schwerer Nebenwirkungen aufgrund
des murinen Ursprungs (s.u.) gegen AbstoBungsreaktionen nach einer

Nierentransplantation eingesetzt (Starzl und Fung, 1986). Seitdem wurden viele weitere
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mABs flr therapeutische Einsatze auf verschiedensten Gebieten zugelassen. Darunter
fallen kardiovaskulare, respiratorische, hamatologisch/onkologische, nephrologische oder

bei Autoimmun- Erkrankungen (Singh et.al., 2018).

Ein Hauptproblem bei der therapeutischen Anwendung von mABs waren die anfanglich
haufig starken immunologischen bis hin zu anaphylaktischen Reaktionen
(Zytokinsturm/CRS) gegen die meist aus Mausezellinien  stammenden
Antikdrperbestandteile (Hansel et.al., 2010). So waren die ersten mABs von ihrer Struktur
her reine Mauseantikérper. Sowohl der variable als auch der konstante Teil hatten ihren
Ursprung in der murinen Zelllinie. Es folgten chimare Antikdrper mit einem humanen
konstanten Teil und einem variablen Teil nicht humanen Ursprungs. Im Laufe der Jahre
wurden mABs immer weiter ,humanisiert® und haben heute meistens einen grof3en
humanen Anteil von 95% (Harding et.al., 2010, Shahhosseini et.al., 2007). Dies brachte
enorme Fortschritte bei der Sicherheit und Wirksamkeit (Singh et.al., 2018). Weitere
Probleme sind aktuell die geringe Ausbeute bei den meisten Produktionssystemen und
die damit verbundenen hohen Kosten (Liu, 2014). Die genetische Instabilitdt von
Hybridoma Zelllinien und die sehr geringe Ausbeute mit diesem Expressionssystem (Li
et.al., 2010) fihrten zu neuen Methoden wie dem Phage-Display und der rekombinanten
Produktion in E.coli (Chames et.al.,, 2009). Mit Hilfe der komplexen Nomenklatur fur
therapeutische Antikorper lasst sich am Namen des mAB das Expressionssystem, der
Grad der Humanisierung, das Ziel und moégliche Konjugate wie Toxine oder Radioisotope
ablesen (Singh et.al, 2018). Aktuell sind in Deutschland 6 verschiedene Biologika
(Omalizumab, Mepolizumab, Reslizumab, Benralizumab, Dupilumab, Tezepelumab) zur
Therapie des schweren Asthmas zugelassen. Tezepelumab ist ein Anti-TSLP-Antikorper
der seit November 2022 zugelassen ist. Er bildet das jungste Mitglied der Biologika, die
in der antiasthmatischen Therapie eingesetzt werden. Derzeit liegen noch keine
Studienergebnisse vor, ob unter Tezepelumab die OCS Dosis bei gleichbleibender

Symptomkontrolle reduziert werden kann (Hackl et. al. 2023).
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1.5.1 Omalizumab

Omalizumab ist ein rekombinanter humanisierter monoklonaler Antikorper, der unter dem
Namen Xolair® seit 2005 auf dem deutschen Markt verfiigbar ist. Der 145.1 kDA schwere
Anti-Antikorper richtet sich gegen ein Epitop in dem konstanten Teil (Fc-Teil) des
Immunglobulin E und wird in Ovarialzellen (CHO-Zellen) des Chinesischen Hamsters
(Cricetulus griseus) produziert. Hergestellt und vertrieben wird Xolair® von dem Schweizer

Pharmaunternehmen Novartis.

Ansatzpunkt einer Therapie mit Omalizumab stellt die bereits in Teil 1.4.1.1 und 1.4.3
angesprochene, zentrale Rolle von IgE in der Pathophysiologie von Asthma bronchiale
und speziell bei schwerem allergischem Asthma (Slavin et.al., 2009) dar. IgE kommt vor
allem membrangebunden an Mastzellen vor und I6st bei Aktivierung eine allergische
Sofortreaktion vom Typ 1 aus (Gould et.al., 2003). Omalizumab komplexiert freie IgE-
Antikérper und verhindert somit deren Bindung an IgE-Rezeptoren auf Mastzellen
(Humbert et.al., 2014). Zudem reduziert Omalizumab die Aktivitdt und Anzahl der IgE-
Rezeptoren (high-affinity FceRI) auf der Oberflache von Basophilen und Mastzellen,
woraufhin weniger freies IgE gebunden werden kann. Dadurch wird die Freisetzung von
weiteren Entzindungsmediatoren wie Histamin aus den Mastzellen und die IgE

vermittelte Entzindung gehemmt (Chang, 2000).

Im Laufe der Jahre sind zudem aus verschiedenen Off-Lable-Use Anwendungen mehrere
Nachfolgezulassungen flir Xolair® entstanden. So ist seit 2014 Omalizumab als
Zusatztherapie gegen chronische spontane Urtikaria bei Jugendlichen und Erwachsenen
zugelassen und im August 2020 wurde Omalizumab, zusatzlich zu intranasalen
Kortikosteroiden (INCS), bei erwachsenen Patienten mit chronischer Rhinosinusitis mit

Nasenpolypen (CRSwWNP) zugelassen (Klimek et.al., 2021).
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1.6 Ziel der Arbeit

Schweres allergisches Asthma stellt ein sehr heterogenes Krankheitsbild dar, welches
Arzte regelmaRig beziglich der Therapiewahl vor Herausforderungen stellt. In der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Zytokinprofile von Thz-Zellen ex vivo, die von
Patienten mit schwerem allergischem Asthma vor und wahrend einer Omalizumab-
Therapie isoliert wurden, eine Endotypisierung erlauben, die die Antikrpertherapiewahl
unterstutzt. Gleichzeitig sollten die Untersuchungen der Zytokinprofile der Thz-Zellen ex
vivo vor und nach Stimulation mit Omalizumab das Verstandnis der Pathomechanismen
und ihrer Beeinflussung durch Omalizumab unterstitzen. Bei den Asthmapatienten liegt
ein diagnostiziertes schweres allergisches Asthma vor (allergische Reaktion vom
Soforttyp, siehe 1.4). Im Fokus der Arbeit liegen dabei die Zytokine IL-4, IL-5, IL-13 und
TNF-a. Ausgesucht wurden diese Interleukine aufgrund ihrer Bedeutung bei der
Exazerbation des schweren allergischen Asthmas. Im Zuge der Studie wurden Patienten
wahrend ihrer Omalizumab Therapie sowohl mehrmals klinisch untersucht, als auch ex
vivo Stimulationsversuche mit von den Patienten gewonnenen T-Helferzellen
durchgefuhrt. Durch den Vergleich der klinischen Patientendaten und den gewonnenen
Daten der ex vivo Stimulationsversuche sollte ein immunologischer Zusammenhang
zwischen Omalizumab-Therapie und einer Verbesserung der klinischen Symptomatik
genauer untersucht werden. Dies konnte in Zukunft dabei helfen, Patientengruppen mit
verschiedenen Phano- und Endotypen vorab zu charakterisieren und so eine
Therapieentscheidung auch im Hinblick auf neue therapeutische Antikdrper zu

erleichtern.
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2. Material und Methoden

2.1 Gerate und Materialien

2.1.1 Gerate

Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System
Heraeus Megafuge 1.0R Zentrifuge
FLUOstar® Omega Plate Reader

2.1.2 Chemikalien und Verbrauchslésungen

Ethanol absolute

Aqua Bidest, Excalibur
Dimethylsulfoxide (DMSO)
Omalizumab 150mg/ml
lonomycin aus Streptomyces
PMA

2.1.3 Verbrauchsmaterial

Butterfly Nadeln

EDTA — Rohrchen, S-Monovette® 9ml,

Plasma — Réhrchen, BD P100 Blood Collection System
Serum — / RNA — Réhrchen, PAXgene® Blood RNA Tube
Spritzen und Kanulen

Einfach und Mehrfachpipetten

Pipettenspitzen

Reaktionsgefalte (0,2 ml, 0,5 ml, 1,5 ml)

Falcons (15 ml, 50 ml)

Serologische Pipetten

2.1.4 ELISA-Test-Kits

Human IL-4 DuoSet (Lotnr.: 1352602)

Human IL-5 DuoSet (Lotnr.: 329 488)

Human TNF-alpha Quantikine ELISA Kit (Lotnr.: P107 415)
Human IL-13 Elisa KIT (Batch: 1013-40)

2.1.5 MACS Zellseparierung

Quadro Macs

Thermofisher
Heraeus
BMG Labtech

AppliChem
Labomedic
Sigma-Aldrich
Novartis
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Sarstedt,Deutschland
Becton

PreAnalytiX GmbH
Braun

Eppendorf
Greiner/Eppendorf
Eppendorf
Sarstedt

Greiner

R&D Systems
R&D Systems
R&D Systems
Diaclone

Miltenyi Biotec®
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2.1.6 RNA Extraktions-Kit
PAXgene® Blood RNA Kit 50 v.2 PreAnalytix GmbH

2.1.7 cDNA-Synthese
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit Applied BiosystemsTM

2.2 Rechtliche Grundlage/ Ethikkommission/ Ethikvotum Nummer: 161/15

Die Patientenuntersuchungen geschahen auf Grundlage der revidierten Deklaration von
Helsinki, des Weltarztebundes 2013 und den entsprechenden gesetzlichen Grundlagen.
Vor Studienbeginn wurden die Patienten sowie die gesunden Probanden der
Kontrollgruppe Uber Nutzen und Risiken der beabsichtigten Forschung aufgeklart und
unterschrieben die Einwilligungserklarung mit der Moglichkeit, jederzeit die Einwilligung

zu widerrufen.

Die Ethikkommission an der Medizinischen Fakultat der Rheinischen Friedrich-Wilhelms-
Universitat Bonn (unabhangige Kommission) sprach lhre Zustimmung zu der medizinisch-

wissenschaftlichen Arbeit aus.

2.3 Rekrutierung der Probanden und der Kontrollgruppe
Die Patientengruppe umfasste 19 Patienten (n=19), die im Rahmen der

Routineversorgung in der Sektion Pneumologie behandelt wurden:

e Patienten mit schwerem allergischem Asthma sollten im Vorfeld mdglichst keine
Omalizumab Therapie erhalten haben. Sie sollten nach den GINA Leitlinien fur eine
Anti-IgE Therapie in Frage kommen (Stufe 5 nach GINA-Leitlinie).

e Ein positiver Prick Test oder eine in vitro Reaktion gegen ein Aeroallergen
bestehend seit mindestens einem Jahr

e Eine reduzierte Lungenfunktion (FEV1 < 80%)

e Persistierende Asthma Symptome tagstber oder nachtliches Aufwachen aufgrund

der Symptomatik
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o Eine bekannte dokumentierte Exazerbation des schweren allergischen Asthmas
trotz taglicher Therapie mit hoch dosierten inhalativen Corticosteroiden (ICS) oder
inhalativen -2 Agonisten (SABA/LABA)

e Ein vermutetes IgE vermitteltes Asthma bei IgE Serumkonzentrationen 2 76 |IE/ml

und < 1500 IE/ml zum Zeitpunkt des Therapiebeginns.

Ausgeschlossen wurden Patienten junger als 18 Jahre, Patienten mit Komorbiditaten,
sowie Leber- und Nierenerkrankungen, Diabetiker, Glukose/Galaktose Malabsorption,
Fruktose Intoleranz oder Saccharose-lsomaltose Mangel sowie Patienten mit einem
Korpergewicht = 150 kg oder mit bekannten Lebensmittelallergien. Alle Patienten sowie

Teilnehmer der Kontrollgruppe waren Kaukasier.

Die gesunden Probanden der Kontrollgruppe (n=10) wurden vom Blutspende Zentrum der
Universitatsklinik Bonn rekrutiert. Alle Probanden gaben ihr schriftliches Einverstandnis.
AnschlieRend wurde 10 gesunden Probanden Blut entnommen und untersucht. Jeweils
ein Differentialblutbild mit Immunstatus wurde aus EDTA Blut gewonnen

(Auswanhlkriterien: gesund, keine Raucher, keine Erkaltung, kein Asthma bronchiale).

Den Patienten, sowie den 10 gesunden Probanden der Kontrollgruppe wurde zu Beginn
der Studie (Baseline), nach 3 Monaten (1. Follow up) und nach 6 Monaten (2. Follow up)

Blut abgenommen.

2.4 Medikation
Um eine mogliche allergische Reaktion auf die Therapie auszuschlielen, wurde den
Patienten routinemalig bei Studieneinschluss eine Omalizumab Testdosis, gefolgt von

einer zweistlindigen arztlichen Uberwachung, verabreicht.

Anschlieend wurde unter Berucksichtigung des IgE-Titers und des BMI eine individuelle
Omalizumab Dosis bestimmt und entweder in der pneumologischen Ambulanz oder in der
ambulanten fach- bzw. hausarztlichen Versorgung in vierwdchigen Abstanden subkutan

injiziert.
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2.5 Verlaufskontrolle der Patienten

2.5.1 Klinische Untersuchungen
Die im Folgenden aufgefuhrten Untersuchungen (2.3.1.1-2.3.1.2) wurden vom Personal

der pneumologischen Ambulanz der Uniklinik Bonn durchgefihrt.

2.5.1.1 Forcierte expiratorische Volumen (FEV1)

Um eine Veranderung des klinischen Befundes der Patienten zu dokumentieren, wurde
eine  Bodyplethysmographie durchgefuhrt. Hierbei wurden die funktionelle
Einsekundenkapazitat (FEV1), die inspiratorische Vitalkapazitat (IVC), der FEV1/IVC —
Quotient, die Resistance der Lunge, das Totraumvolumen, sowie das Residualvolumen
gemessen. Die funktionelle Einsekundenkapazitat ist die Luftmenge, die mit aller Kraft
und moglichst schnell innerhalb einer Sekunde nach maximaler Inspiration ausgeatmet
werden kann. Je starker die Bronchien verengt sind, desto weniger Luft kann in einer
Sekunde ausgeatmet werden. Durch den Vergleich mit geschlechts- und
korpergroRenabhangigen Sollwerten dient die Einsekundenkapazitat als Maly zur

Beurteilung der Lungenfunktion.

2.5.1.2 Fraktioniertes exhaliertes Stickstoffmonoxid (FeNO)

Als Mal} fur die Schwere der Atemwegsentzindung wurde das fraktionierte exhalierte
Stickstoffmonoxid (FeNO) gemessen. Stickstoffmonoxid ist ein anerkannter Biomarker,
der in Folge von entziindlichen Prozessen im Bronchialgewebe freigesetzt wird. Dabei
korreliert die gemessene Konzentration direkt mit der Schwere der Entzindung. Die
quantitative Erfassung des ausgeatmeten Stickstoffmonoxids ist dabei eine nicht invasive
unkomplizierte Methode flir eine objektive Erfassung allergischer/eosinophiler
Entzindungen der Atemwege und wird als Verlaufskontrolle des Asthma bronchiale

genutzt.
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2.5.1.3 Patientenbefragung/Asthma Control Test

Die subjektive Veranderung der Symptomatik und vor allem der Lebensqualitat im Alltag
der Patienten wurden mit dem Asthmakontrolltest (ACT Copyright 2002 QualityMetric
Incorporated) untersucht. Der ACT-Test besteht aus funf Fragen. Jede Frage wird mit
einem Punktwert von eins (schlechteste Asthmakontrolle) bis fiinf (beste Asthmakontrolle)
bewertet. AnschlieRend wird die Summe gebildet und es ergibt sich ein Gesamtpunktwert
zwischen minimal funf und maximal funfundzwanzig Punkten. Dabei bedeuten 20-25
Punkte eine gute Asthmakontrolle, 16-19 Punkte eine annehmbare Asthmakontrolle und

weniger als 15 Punkte eine schlechte Asthmakontrolle (GSK 2017).

Des Weiteren wurden die Patienten nach dem Vorhandensein einer allergischen
Rhinokonjunktivitis und oder oberen Atemwegsinfektionen, Exazerbationen innerhalb der
letzten drei Monate oder akuten Exazerbationen bei Studieneinschluss, sowie zwischen
ersten und zweiten Follow up befragt und die Ergebnisse dokumentiert. Anschlieend
wurde eine Differenzierung der Exazerbation in allergisch, gemischt, oder nicht allergisch
vorgenommen und gegebenenfalls die Medikation der Patienten an die klinische

Symptomatik angepasst (Parasympatholytika, Beta-2-Sympathomimetika, ICS).

2.6 Labor
Um die notwendigen und gewunschten Blutwerte zu ermitteln und die weiterfihrenden
molekularbiologischen Untersuchungen (siehe 2.6.1-2.6.4) durchzuflihren, wurde den

Probanden Uber die Armvene 50 ml Blut enthommen und in EDTA-R6hrchen gelagert.

Ein Teil (34 ml) des abgenommenen Blutes wurde im Zentrallabor der Uniklinik Bonn
analysiert und folgende Werte bestimmt: Leukozyten, Erythrozyten, Hamoglobin,
Hamatokrit, MCV, MCH, MCHC, Erythrozyten-Verteilungskoeffizient, Thrombozyten,
MPV, Normoblasten, Neutrophile Granulozyten, Lymphozyten, Monozyten, Eosinophile
Granulozyten, Basophile Granulozyten, unreife Granulozyten, B-Zellen (CD19+), NK-
Zellen (CD16+, CD56+), T-Lymphozyten (CD3+), T-Helferzellen (CD3+, CD4+), T-
Suppressorzellen (CD3+, CD8+), CD4/CD8 - Verhaltnis, CRP, Interleukin-6, Interleukin-
8, IL-2 Rezeptor, 25-Hydr.-Vitamin D, 1,25-Dihydr.-Vitamin D, ECP, IgE, Kalium,
Kreatinin, glomerulare Filtrationsrate MDRD4, ALT (GPT) 37°C, AST (GOT) 37 °C,
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Interleukin-4, Interleukin-5, Interleukin-13 und TNF-alpha. Die Bestandteile der zellularen

Immunabwehr wurden jeweils prozentual und absolut bestimmt.

Der andere Teil (16 ml) des entnommenen Blutes wurde fir die Isolierung der
Immunzellen und der RNA, sowie der Gewinnung von Blutplasma und Blutserum
verwendet. Diese Bearbeitungsschritte erfolgten im Labor der Medizinischen Klinik 11, AG

Ulrich-Merzenich.

2.6.1 Zellisolierung

Aus dem Blut der Patienten und gesunden Probanden wurden CD4*-Zellen isoliert. Die
Trennung der Lymphozyten von den restlichen Bestandteilen des Blutes erfolgte mit Hilfe
der Magnetic Cell Separation Methode (MACS). Die MACS Methode basiert auf
Antikérper gekoppelten etwa 50 nm gro3en magnetischen Kigelchen (Abb.3). Diese
koppeln sich spezifisch an die gewlinschten Zielzellen und werden anschlieRend Uber
eine Saule, aufgrund |hrer magnetischen Eigenschaften, zusammen mit den Zielzellen

von anderen Bestandteilen einer Zellsuspension (Blut) getrennt.

Dazu wurde 7,5 ml EDTA-Blut mit 375 pl MicroBeads fur die Kopplung mit CD4*-Zellen
fur 15 Minuten auf Eis inkubiert. Nach Bindung der MicroBeads an die Zielzellen der
EDTA-Blut Probe (magnetic labeling) wurden die 7,5 ml Blutprobe auf equilibrierte 3 ml
Saulen gegeben (magnetic seperation). Die Saulen sind in einer magnetischen Halterung
(Quadro Macs, Miltenyi Biotec®) fixiert, welche daflr sorgt, dass die an MicroBeads
gebundenen Zellen in der Saule verbleiben und unmarkierte Zellen, sowie die restlichen
Bestandteile des EDTA-Blutes ungehindert die Saule passieren kénnen. Anschliefend
wurde die Saule zweimal mit MACS Puffer gewaschen, um fehlerhaft gebundene Zellen,
sowie weitere in der Saule verbliebene Bestandteile des Blutes zu entfernen. Danach
wurde die Saule aus der magnetischen Halterung entfernt und auf ein leeres 15 ml
fassendes Falcon Réhrchen gestellt. AnschlieRend wurden 4 ml Elutionspuffer auf die
Saule gegeben und zusatzlich mit einem Stempel Druck aufgebaut, um die Zielzellen aus
der Saule zu spulen. Die eluierten Zellen wurden anschlieRend abzentrifugiert und direkt
nach einem genauen Einfrierprotokoll eingefroren. Dabei wird das Zell-Pellet nach der

Zentrifugation in einem speziellen Freezing-Medium resuspendiert und in ein Cryo-
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rohrchen dberfuhrt. Dieses wurde fur drei Stunden bei -20 °C eingefroren und
anschlielend Uber Nacht im -80 °C Tiefklhlschrank gelagert. Am nachsten Morgen
wurden die Proben in einen Flussigstickstoff Behalter zur dauerhaften Aufbewahrung
uberfihrt.

Magnetic labeling Magnetic separation Elution of the
labeled cells

¢

O (5 6 5

O

R -~
o) S

Abb. 3: Schematische Darstellung der MACS-Methode. Uber passende Antikdrper werden die Zielzellen
magnetisch markiert, anschliefend werden die Zielzellen in der Aufreinigungsséaule Uber ein magnetisches
Feld zurlckgehalten wahrend alle anderen Bestandteile des Blutes ausgewaschen werden. Das
magnetische Feld wird nun von der Saule entfernt, danach kénnen die Zielzellen eluiert werden (Quelle:
https://www.miltenyibiotec.com/DE-en/products/macs-cell-separation/macs-cell-separation-strategies.htmi
mit Genehmigung durch Miltenyi BiotecS).

2.6.2 Zellstimulation

Unter dem Mikroskop wurde mit Hilfe einer Neubauer® Zahlkammer die Zellzahl pro
Milliliter, der in 2.6.1 gewonnenen Zellsuspensionen bestimmt. Anschliellend wurde die
Probe mit Nahrmedium auf eine Konzentration von 1 Millionen Zellen pro Milliliter
verdinnt. Danach wurden die Zellen auf einer 96 Well Mikrotiterplatte ausplattiert (jeweils
100 pl pro Well, 100.000 cells/well). Den Wells wurden verschiedene Konzentrationen von
Omalizumab zugesetzt (25 pg/ml, 50 pg/ml, 75 pg/ml, 100 pug/ml). Anschliefsiend wurden
aulRer den Negativkontrollen alle ubrigen Zellen mit PMA/IO stimuliert und tber Nacht bei
37 °C inkubiert. 23 Stunden nach der Stimulation wurden die Zell-Uberstande abpipettiert
und fur die zukunftige Antikorper-titerbestimmung mit Hilfe von ELISA bei -80 °C

eingelagert.
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2.6.3 ELISA

Die Quantifizierung der Zytokine (TNF-a und Interleukine) erfolgte mit Hilfe der ELISA
(solid phase sandwich enzyme linked Immunosorbent Assay) - Methode. Die aus
Patientenblutproben gewonnenen Lymphozyten (2.6.1) wurden wie in 6.2.2 beschrieben
fur Zellstimulationsversuche genutzt. Die gewonnenen Zelliberstande wurden

anschlieflend mittels ELISA auf eine spezifische Zytokinkonzentration getestet.

Die Basis dieser Methode bildet eine hoch spezifische Antigen-Antikérper Reaktion. Das
nachzuweisende Antigen, in diesem Falle die verschiedenen Zytokine, werden durch
spezifische Antikorper gebunden. Der Nachweis erfolgt Uber eine enzymatisch
katalysierte Farbreaktion, welche anschlieRend mit Hilfe eines Photometers bei 450 nm
quantifiziert wurde. Verwendet wurden ELISA Komplettsysteme der Firma Diaclone und
R&D Systems.

In einem ersten Schritt wurden 100 pl der Proben, der verdinnten Standards und der
Negativkontrolle in die Wells der Mikrotiterplatte pipettiert, diese sind mit spezifischen
Antikdrpern (capture-Antikdrpern) beschichtet und binden das Zielmolekul (zu
detektierendes Zytokin) (Abb.4, 1+2). AnschlieBend wurden 50 ul biotinylierte
Detektionsantikorper in jedes Well gegeben. Diese binden an ein anderes Epitop des
Zielmolekuls und formen somit einen ,sandwich-Komplex® (Abb.4, 3). Nach einem 90-
minatigen Inkubationsschritt bei RT wurde die Platte dreimal mit einem Waschpuffer
gewaschen, um Uberschissige Antikorper zu entfernen. Danach wurden in jedes Well 100
bl einer Streptavidin-Meerrettichperoxidase (horse raddish peroxidase=HRP) Lésung
appliziert. Wahrend der folgenden 30-mindtigen Inkubationszeit bei RT bindet der
Streptavidin-Enzymkomplex an den biotinylierten Detektionsantikdrper (Abb.4, 4).
AnschlieRend wurde die gesamte Mikrotiterplatte erneut dreimal mit Waschpuffer gespiilt.
Durch die Zugabe des Substrats TMB (Tetramethylbenzidin) kommt es zu einer durch die
HRP katalysierte Redoxreaktion (Farbreaktion), deren Intensitat proportional zu der
Menge an gebundenen Zielmolekulen ist (Abb.4, 5). Nach 10 Minuten wurde die Reaktion

durch Zugabe von H2SO4 gestoppt und die Platten in einem Platereader ausgewertet.
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Abb. 4: Schematische Darstellung des Funktionsprinzips eines Sandwich ELISA mit Streptavidin-Biotin
Detektionssystem (Quelle: Sandwich ELI https://www.leinco.com/sandwich-elisa-protocol/ SA Protocol
Guide | Leinco Technologies).

2.6.4 RNA-Isolierung

Die RNA Isolierung aus den Blutproben erfolgte mit Hilfe des PAXgene® Blood RNA Kit
der Firma PreAnalytix. Die Aufreinigung und Isolation erfolgte wie in der
Gebrauchsanweisung beschrieben. Nach dem enzymatischen Verdau der enthaltenen
Proteine folgten verschiedene Waschschritte. Die DNA/RNA Suspension wurde
anschliel3end auf eine Bindungssaule aufgetragen, um alle enthaltenen Nukleinsduren an
dem Saulenmaterial zu binden. Es folgte ein enzymatischer Verdau der DNA gefolgt von
einem erneuten Waschschritt. Die am Saulenmaterial gebundene RNA wurde

anschlief3end mit einem Elutionspuffer eluiert und bei -80 °C gelagert.

2.6.5 cDNA-Synthese aus RNA
Die Umschreibung der aus den Blutproben gewonnenen RNA in cDNA erfolgte mit
einem Kit von Applied Biosystems und wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt. Es

wurden 500 ng RNA Ausgangsmaterial eingesetzt.
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2.6.6 Quantitative Echtzeit-Polymerase Kettenreaktion (Rt-qPCR)

Die Reverse-Transkriptase-Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion wurde genutzt, um die
Expressionslevel verschiedener Gene, die fur die Zytokinproduktion verantwortlich sind,
zu untersuchen. Bei diesem Verfahren wird zuerst die mRNA durch die Reverse
Transkriptase (RT) in cDNA umgeschrieben (2.6.4.1) und anschliel3end eine quantitative
Echtzeit PCR durchgefihrt. Folgende Interleukine und Chemokine wurden mittels RT-
PCR gemessen: IL2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL17A, IL-33, INF, TNF- a. Als
Primer wurde auf validierte TagMan®-Primer zurtckgegriffen (siehe Tab. 2). Jeweils 10
ul des gebrauchsfertigen TagMan-Genexpressions-Mastermix wurden mit 1 pyl cDNA
Template gemischt und auf 96 Mikrotiterplatten ausplattiert. Tab.1 zeigt das verwendete
Programm. Die PCR-Reaktionen und die Auswertung erfolgten mit einem TagMan®
Thermal Cycler 7300-System von Thermofisher. Als Referenzgen (Haushaltsgen) wurde
die 18S-rRNA eingesetzt. Das Gen, welches flr die kleine Untereinheit der cytosolischen
80s Ribosomen kodiert, wird in jeder eukaryotischen Zelle konstitutiv exprimiert und diente
als Grundlage fur die Berechnung der x-fachen Veranderung der Genexpression mit der
AACt-Methode. Zum Vergleich der Patientengruppen werden die Ergebnisse als 2-2ACt
berechnet, wie zuvor beschrieben (Abdel-Aziz et. al., 2015). Die Ergebnisse wurden als
x-fache Anderungen der Genexpression im Vergleich zum Mittelwert der Kontrollgruppe

der gesunden Probanden ausgedruckt.
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Tab. 1: gqRT-PCR Programm

Thermal cycling conditions

Stufe Temperatur (°C) Zeit (mm:ss)
Hold (UNG activity) 50 2:00
Hold 95 10:00
95 0:15
Cycle (40x)
60 1:00

Tab. 2: TagMan®-Primer

Genprodukt GenSymbol | Gene ID TAQ-Man Primer
ID

Interleukin 2 IL-2 3558 Hs00174114_m1
Interleukin 4 IL-4 3565 Hs00174122_m1
Interleukin 5 IL-5 3567 Hs01548712_g1
Interleukin 5 IL-5 3567 Hs00174200_m1
Interleukin 6 IL-6 3569 Hs00985639_m1
Interleukin 8 IL-8 3576 Hs00174103_m1
Interleukin 10 IL-10 3586 Hs00961622_m2
Interleukin 13 IL-13 3596 Hs00174379_m1
Interleukin 17A IL-17A 3605 Hs00174383_m1
Interleukin 33 IL-33 90865 Hs00369211_m1
Interferon y IFN-y 3458 Hs00989291_m1
Tumor necrosis factor a TNF-a 7124 Hs01113624_g1
Eukaryotic 18S rRNA RNA18S5 - Hs03928990_g1
Endogenous Control (FAM/MGB)
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3. Ergebnisse

Diese Doktorarbeit ist Teil eines groReren Projekts der AG Synergy der Med Il der
Uniklinik Bonn unter Leitung von Frau Prof. Dr. rer. nat. Ulrich-Merzenich. Daher wurde
teilweise auf bereits erhobene Ergebnisse anderer Mitarbeiter oder Doktoranden

zuruckgegriffen und/oder begonnene Experimente zu Ende geflhrt.

Die vorliegenden Ergebnisse beinhalten die Auswertung der Laborversuche mit isolierten
Thz-Zellkulturen der Patienten (n=19) und der gesunden Probanden (n=10), der
Zusammenfassung der Ergebnisse aus den klinischen Untersuchungen der

Lungenfunktion und der Patientenbefragungen.

Die Ergebnisse der klinischen Untersuchung und des ACT wurden in drei Diagrammen

zusammengefasst (3.1.1-3.1.3).

Die Darstellung der Messergebnisse der Zytokin Ausschittung aus den
Zellkulturversuchen (IL-4, IL-5, IL-13 und TNF-a) erfolgte fir jedes Zytokin in einem
eigenen Diagramm (3.2.1-3.2.4).

3.1 Klinische Untersuchungen

3.1.1 FEV1

Als objektives Mal} der Funktionsfahigkeit der Lunge beziehungsweise der Verengung der
Bronchien wurde bei 19 Patienten das forcierte expiratorische Volumen
(Einsekundenkapazitat) gemessen (siehe MM. 2.5.1.1). Der FEV1-Wert der Patienten
stieg im Verlauf der Behandlung von durchschnittlich 1,91 L bei Studienbeginn Gber 2,17
L nach drei Monaten auf einen Wert von 2,38 L zum Studienabschluss nach sechs
Monaten. Das entspricht eine Erhdhung des FEV1 Wertes um durchschnittlich ca. 25 %

innerhalb des sechsmonatigen Behandlungszeitraums.
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Abb. 5: Durchschnittliche forcierte Einsekundenkapazitat (FEV1). Abszisse: Messung zum Zeitpunkt des
Studieneinschlusses, beim ersten Follow up (nach drei Monaten) und beim zweiten Follow up (nach sechs
Monaten) Ordinate: Forcierte Einsekundenkapazitat in Litern. Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte
der Gesamtgruppe der Patienten (n=19).

3.1.2 FeNO

Eine Messung des ausgeatmeten Stickstoffmonoxids (NO) qilt als zuverlassige, leicht
durchzufihrende und nicht invasive Methode zur objektiven Erfassung des
inflammatorischen Zustandes der Lunge (siehe Material & Methoden 2.5.1.2). Zum
Studieneinschluss lag die durchschnittiche Konzentration des exhalierten
Kohlenmonoxids bei 51,9 ppb (Abb. 6). Nach drei Monaten sank der Wert leicht um ca. 7
% auf durchschnittlich 48,4 ppb. Nach weiteren drei Monaten konnte eine signifikante
Reduzierung der NO-Werte um weitere 50% auf durchschnittlich 24,4 ppb gemessen

werden.
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Abb. 6: Fraktioniertes exhaliertes Stickstoffmonooxid. Abszisse: Messung zum Zeitpunkt des
Studieneinschlusses, beim ersten Follow up (nach drei Monaten) und beim zweiten Follow up (nach sechs
Monaten) Ordinate: Fraktioniertes exhaliertes Stickstoffmonoxid in der Einheit parts per billion (=Teile pro
Milliarden). Dargestellt sind immer die arithmetischen Mittelwerte der Gesamtgruppe der Patienten (n=19).

3.1.3 ACT (Asthma Control Test)

Der Asthma Control Test (ACT) ist ein international angewandter Patientenfragebogen
mit standardisiertem Punktesystem. Er dient der subjektiven Erfassung der
Asthmakontrolle der letzten vier Wochen (siehe Material & Methoden 2.5.1.3). Zu
Studienbeginn ergab die Auswertung einen durchschnittlichen Wert von 14,7 Punkten
(Abb.7). Nach drei Monaten stieg der Wert um 19 % auf durchschnittlich 17,6 Punkte.
Nach Abschluss der sechsmonatigen Behandlung lag der Punktwert bei 20, was einer

erneuten Steigerung von 13 % entspricht.
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Abb. 7: Ergebnisse des Asthma control Test (ACT). Abszisse: Messung zum Zeitpunkt des
Studieneinschlusses, beim ersten Follow up (nach drei Monaten) und beim zweiten Follow up (nach sechs
Monaten) Ordinate: Errechnete/Zusammengefasste dimensionslose ACT Punktwerte. Dargestellt sind die
arithmetischen Mittelwerte der Gesamtgruppe der Patienten (n=19).

3.2 Zellkultur

In den folgenden Diagrammen sind die Ergebnisse der Laborversuche zusammengestellt.
Die Ausschittung der verschiedenen Zytokine wurde mit Hilfe von spezifischen ELISA
(siehe Material & Methoden 2.6.3) analysiert. Ausgangsmaterial fir die ELISA waren die
Zelluberstande der stimulierten oder nicht stimulierten CD4+ Zellen (siehe Material &
Methoden 2.6.1). Dabei wurden die Reaktion der Zellen auf vier verschiedenen
Omalizumab Konzentrationen zwischen 25 pg/ml und 100 pg/ml getestet (siehe Material
& Methoden 2.6.2).

3.2.1 IL-4 Freisetzung

In Abbildung 8 sind die IL-4 Konzentrationen in Zelluberstanden von nicht stimulierten,
stimulierten und mit verschiedenen Omalizumab Konzentrationen behandelten CD4*
Zellen zu sehen. Bei nicht stimulierten Zellen (Baseline) konnte eine geringe und tber den

Studienverlauf von sechs Monaten relativ konstante Interleukin Ausschittung zwischen
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12 pg/ml und 21 pg/ml festgestellt werden. Mit PMA/IO stimulierte Zellen dienten als
Positivkontrolle und als Mal? fur die Stimulierbarkeit der Zellen. Die Konzentration von IL-
4 in Zelluberstanden der mit PMA stimulierten Zellen nahm im Verlauf der sechs Monate
von 60 pg/ml (Studieneinschluss) Uber 89 pg/ml auf 114 pg/ml stetig zu. Die Reaktion der
Zellen auf eine Stimulation mit den angegebenen (25-50-75-100 pg/ml) Omalizumab
Konzentrationen schwankte zum Studieneinschluss ohne klare Tendenz unterhalb der
PMA/IO-Kontrolle (60 pg/ml) zwischen 41 pg/ml und 49 pg/ml. Nach drei Monaten lagen
die Konzentrationen, unter Berucksichtigung der statistischen Abweichung, im Bereich
der Werte der mit PMA/IO stimulierten Zellen (89 pg/ml) zwischen 87 pg/ml und 103 pg/ml.
Nach sechs Monaten konnten bei allen eingesetzten Omalizumab Konzentrationen
hohere IL-4 Konzentrationen in den Zelluberstanden gemessen werden. Die Werte lagen
zwischen 93 pg/ml und 125 pg/ml und damit im Bereich der Konzentration der mit PMA/IO
Stimulierten Zellen (114 pg/ml).

IL-4 Freisetzung von CD4+ Zellen bei Stimulierung
mit Omalizumab

|

150

W Baseline

100

EPMA/IO
B OMA 25

E OMA 50

IL-4 Freisetzung [pg/ml]
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Beobachtungszeitraum [Monate]

O OMA 100

Abb. 8: IL-4 Konzentration in Zelliberstdnden behandelter und unbehandelter CD4+ Zellkulturen.
Abszisse: Messung zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses, beim ersten Follow up (nach drei Monaten)
und beim zweiten Follow up (nach sechs Monaten) Ordinate: Gemessenen IL-4 Freisetzung in pg/ml. Bei
allen Saulen ist die Standardabweichung mit dargestellt (n=19). Signifikante Veranderungen der mit
Omalizumab (OMA pg/ml) stimulierten Zellen zu den mit PMA/IO behandelten Zellen sind mit Sternchen
(*p=0.05; **p=<0.01; ***p=<0.001) gekennzeichnet. Abk. PMA: Phorbol-12-myristat-13-acetat, 10: lonomycin
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3.2.2 IL-5 Freisetzung

In Abbildung 9 sind die IL-5 Konzentrationen in Zelluberstanden von nicht stimulierten,
stimulierten und mit verschiedenen Omalizumab Konzentrationen behandelten CD4*
Zellen zu sehen. Die gemessenen IL-5 Konzentrationen in den stimulierten Zellen lagen
zum Studieneinschluss bei 115 pg/ml und damit deutlich Gber dem Messwert der nicht
stimulierten Zellen (2 pg/ml). Nach drei Monaten konnten mit 107 pg/ml fir die stimulierten
und 2 pg/ml far die nicht stimulierten Zellen ahnliche Werte gemessen werden. Nach
sechs Monaten fiel die IL-5 Konzentration der mit PMA/IO stimulierten Zellen im Vergleich
zu dem Messwert nach drei Monaten deutlich um den Faktor 5 auf 20 pg/ml. Die mit
verschiedenen Omalizumab Konzentrationen behandelten Zellen unterschieden sich zum
Studieneinschluss nicht stark in lhrer IL-5 Ausschuttung. Diese lag zwischen 99 pg/ml und
112 pg/ml. Nach drei Monaten konnte eine leichte Zunahme der IL-5 Konzentration mit
steigender Omalizumab Gabe gemessen werden. Die Messwerte der IL-5 Konzentration
in den Zelliberstanden stiegen auf 109 pg/ml fur die niedrigste Omalizumab
Konzentration bis auf 130 pg/ml bei der hochsten Omalizumab Konzentration von 100
bMg/ml. Nach sechs Monaten lagen die gemessenen IL-5 Konzentrationen in den
Zelliberstanden der behandelten Zellen mit 18 pg/ml bis 20 pg/ml im Bereich der mit
PMA/IO stimulierten Zellen (21 pg/ml), wobei keine groRen Unterschiede innerhalb der

vier applizierten Omalizumab Konzentrationen zu beobachten waren.
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IL-5 Freisetzung von CD4+ Zellen bei Stimulierung
mit Omalizumab
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Abb. 9: IL-5 Konzentration in Zelliberstanden behandelter und unbehandelter CD4+ Zellkulturen. Abszisse:
Messung zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses, beim ersten Follow up (nach drei Monaten) und beim
zweiten Follow up (nach sechs Monaten) Ordinate: Gemessenen IL-5 Freisetzung in pg/ml. Bei allen Saulen
ist zusatzlich die Standardabweichung mit dargestellt (n=19). Signifikante Veradnderungen der mit
Omalizumab (OMA pug/ml) stimulierten Zellen zu den mit PMA/IO behandelten Zellen sind mit Sternchen
(*p=0.05; **p=<0.01; ***p=<0.001) gekennzeichnet. Abk. PMA: Phorbol-12-myristat-13-acetat, 10: lonomycin.

3.2.3 IL-13 Freisetzung

In Abbildung 10 sind die IL-13 Konzentrationen in ZellUberstanden von nicht stimulierten,
stimulierten und mit verschiedenen Omalizumab Konzentrationen behandelten
CD4*Zellen zu sehen. Im Verlauf der sechs Monate blieben sowohl die Messwerte der
nicht stimulierten Zellen mit Werten zwischen 2 pg/ml und 12 pg/ml als auch der mit
PMA/IO stimulierten Zellen mit 85 pg/ml bis 95 pg/ml relativ konstant. Die Konzentration
von IL-13 in Zelliberstanden der mit den drei hdheren Omalizumab Konzentrationen
behandelten Zellen war zum Studieneinschluss im Vergleich zu den mit PMA/IO
stimulierten Zellen deutlich erhdht. So konnte fur die mit Omalizumab behandelten Zellen
IL-13 Konzentrationen zwischen 80 pg/ml und 132 pg/ml gemessen werden. Nach drei
Monaten lagen die IL-13 Konzentrationen mit Werten zwischen 87 pg/ml und 98 pg/ml
wieder auf Hohe der mit PMA stimulierten Zellen (94 pg/ml). Das gleiche Bild ergab sich

fur die Messwerte nach sechs Monaten mit Konzentrationen zwischen 82 pg/ml und 88

pg/ml.
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IL-13 Freisetzung von CD4+ Zellen bei
Stimulierung mit Omalizumab
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Abb. 10: IL-13 Konzentration in Zelliberstanden behandelter und unbehandelter CD4+ Zellkulturen.
Abszisse: Messung zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses, beim ersten Follow up (nach drei Monaten)
und beim zweiten Follow up (nach sechs Monaten) Ordinate: Gemessenen IL-13 Freisetzung in pg/ml. Bei
allen Saulen ist zusatzlich die Standardabweichung mit dargestellt (n=19). Signifikante Veranderungen der
mit Omalizumab (OMA pg/ml) stimulierten Zellen zu den mit PMA/IO behandelten Zellen sind mit Sternchen
(*p=0.05; **p=<0.01; ***p=<0.001) gekennzeichnet. Abk. PMA: Phorbol-12-myristat-13-acetat, 10: lonomycin

3.2.4 TNF-a Freisetzung

In Abbildung 11 sind die gemessenen TNF-a Konzentrationen der ZelliUberstande von
unstimulierten, stimulierten und mit verschiedenen Omalizumab Konzentrationen
behandelten CD4* Zellen zusammengefasst. Im Verlauf der sechsmonatigen Behandlung
blieben die sezernierten TNF- a Mengen der unbehandelten Zellen relativ konstant
zwischen 60 pg/ml 85 pg/ml. Die mit PMA/IO stimulierten Zellen hingegen lagen zum
Studienbeginn mit einer TNF- a Konzentration von 776 pg/ml im Zelliberstand um mehr
als den Faktor 10 Uber denen der Baseline (60 pg/ml). Nach drei Monaten sank der Wert
der mit PMA/IO stimulierten Zellen leicht auf 699 pg/ml um anschlieRend nach sechs
Monaten auf 827 pg/ml zu steigen. Bei den mit verschiedenen Omalizumab
Konzentrationen behandelten Zellen konnte kein vergleichbarer Anstieg der TNF- a
Sezernierung beobachtet werden. Zum Studienbeginn lagen die Werte zwischen 821
pg/ml und 1030 pg/ml und damit in etwa 13-17-fach so hoch wie die der unbehandelten

Zellen (61 pg/ml). Nach drei Monaten wurden TNF-a Konzentrationen zwischen 718 pg/ml
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und 808 pg/ml gemessen. Diese Werte sanken nach sechs Monaten leicht auf

durchschnittlich 746 pg/ml fir alle eingesetzten Omalizumab Konzentrationen.

TNF-a Freisetzung von CD4+ Zellen bei
Stimulierung mit Omalizumab
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Abb. 11: TNF-a Konzentration in Zelliberstanden behandelter und unbehandelter CD4+ Zellkulturen.
Abszisse: Messung zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses, beim ersten Follow up (nach drei Monaten)
und beim zweiten Follow up (nach sechs Monaten) Ordinate: Gemessenen TNF-a Freisetzung in pg/ml. Bei
allen Saulen ist zusatzlich die Standardabweichung mit dargestellt (n=19). Signifikante Veranderungen der
mit Omalizumab (OMA pg/ml) stimulierten Zellen zu den mit PMA/IO behandelten Zellen sind mit Sternchen
(*p=<0.05; **p=<0.01; ***p=<0.001) gekennzeichnet. Abk. PMA: Phorbol-12-myristat-13-acetat, 10: lonomycin
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4. Diskussion

Asthma bronchiale zahlt zu den haufigsten chronischen Erkrankungen weltweit und ist mit
einer insgesamt steigenden Pravalenz und mehr als 300 Millionen betroffenen Menschen
aller Altersklassen eine Herausforderung flr das Leben der Betroffenen, ihrer
Angehdrigen und zunehmend auch fur die Gesundheitssysteme (Aumann et.al., 2014).
Asthma bronchiale zeichnet sich durch eine extreme Heterogenitat der Symptome und
der Schwere ihrer Auspragung aus. Die Leitsymptome sind Atemnot, Giemen
(,Wheezing“), Brustenge, Husten mit und ohne Auswurf, sowie bronchiale
Hyperreagibilitat (GINA, 2020). Die individuelle Auspragung dieser Symptome und die
unterschiedlichen Reaktionen auf verschiedene Therapieansatze fuhrten im Laufe der
Zeit zu einer Unterscheidung verschiedener Asthmatypen und Untertypen (Heaney et.al.,
2021). Die vorliegende Arbeit konzentrierte sich dabei auf die Patientengruppen mit

schwerem allergischem Asthma.

Seit einigen Jahren gibt es mit modernen Biologicals neue, potenziell sehr wirkungsvolle
und zeitgleich nebenwirkungsarme Therapieansatze flr verschiedenste Krankheitsbilder
(Chames et.al, 2009). Zu diesen neuen Ansatzen gehdren unter anderem
Antikodrpertherapien, die direkt in immunologische Vorgange eingreifen und keine reine
Symptombehandlung mehr darstellen. Antikdrpertherapien kdnnen sich teilweise direkt
gegen die zugrundeliegende Storung richten und so viel friher in die Pathogenese
verschiedener Krankheiten eingreifen. In vielen Fachgebieten der Medizin wurden in den
letzten Jahrzehnten mit antikorperbasierten Ansatzen bahnbrechende Erfolge erzielt. Die
vorliegende Arbeit widmet sich Omalizumab, einem gegen IgE gerichteten Antikorper, der
schon seit langerem bei der Asthmakontrolle von schwerem Asthma eingesetzt wird
(Rogliani et.al., 2020). Forschungsgegenstand war dabei der Einfluss von Omalizumab
auf die Zytokinproduktion der Thz-Helferzellen in vitro und ein Vergleich mit klinischen

Verlaufsparametern.

Um den Einfluss von Omalizumab auf isolierte Tho-Helferzellen auf molekularer Ebene zu
untersuchen, wurden CD4* Tho-Helferzellen aus dem Blut der Patienten isoliert und in

vitro Stimulationsversuche durchgefuhrt. Mit Hilfe von ELISAs wurden anschlieRend die
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Konzentrationen von vier unterschiedlichen Zytokinen (IL-4, IL-5, IL-13, TNF-a)
gemessen. Parallel zu der Antikorpertherapie wurden verschiedene klinische Parameter
erhoben, um eine erwartete Verbesserung der Symptomatik Uber den Verlauf des
Studienzeitraums zu dokumentieren. Dazu diente der standardisierte ACT, die Messung

der FEV+1 und der exhalierten FeNO Konzentration.

4.1 Klinische Untersuchungen und Patientenbefragung

4.1.1 FEV1

Aufgrund der Einfachheit der Testdurchflihrung und Interpretation der Ergebnisse wurden
verschiedene Untersuchungen der Lungenkapazitat (TLC) schon frih als diagnostisches
Mittel herangezogen wie eine Metastudie aus dem Jahre 1991 zeigt (American Thoracic
Society, 1991). Die forcierte Einsekundenkapazitat hat sich dabei zu einer bewahrten
Methode bei der Verlaufskontrolle von Asthma bronchiale entwickelt und gilt seit langem
als einer der wichtigsten klinischen Parameter zur Diagnostik einer Asthma Erkrankung
(Woolcock und Read, 1966).

Wahrend des Studienverlaufes hat sich die FEV1der Teilnehmer konstant verbessert und
stieg von anfanglich 1910 ml im Durchschnitt auf 2380 ml an. Das entspricht einer
Verbesserung von ca. 25 % in 6 Monaten (siehe Abb.5). Altere Studien aus den letzten
zwanzig Jahren haben meist einen geringeren Effekt von Omalizumab im Bereich von +2
% bis +5 % auf die FEV1 beobachten kénnen (Durrain et.al., 2011), allerdings beschrankte
sich die Zusammensetzung der Teilnehmer nicht auf Patienten mit schwerem
allergischem Asthma. Diese Heterogenitat der Teilnehmer (unter anderem Kinder) kdnnte
zu einer Verzerrung der Ergebnisse gefuhrt haben wund resultiert in einer
Unvergleichbarkeit der erhobenen Daten. Neuere Studien mit einer vergleichbaren
Patientenzusammensetzung kommen auf ahnliche Werte wie in der vorliegenden Arbeit.
So konnte Yalcin etal. bei 10 schweren Asthmatikern nach einer 16-wdchigen
Behandlung mit Omalizumab eine durchschnittliche Verbesserung der FEV+1 von 29 %
(1700 ml auf 2200 ml) beobachten (Yalcin et.al., 2016). In einer Gruppe von 15 schweren
Asthmatikern mit einer zusatzlichen COPD Symptomatik (ACOS) verbesserte eine

Omalizumab Therapie die FEV1 nach einem Jahr um durchschnittlich 22 % (Pelaia et.al.,
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2019). Da die FEV1 malgeblich durch die Verengung der Bronchien (siehe. 1.1 ff)
bestimmt wird, kann davon ausgegangen werden, dass die beobachtete Verbesserung
der Symptomatik auf eine Reduzierung der chronischen entzundlichen Vorgange im

Bronchialgewebe zuruckzufiuhren ist.

4.1.2 FeNO

Das fraktionierte exhalierte Stickstoffmonoxid dient als Biomarker flr entzindliche
Reaktionen im Bronchialgewebe. Durch die Oxidation von L-Arginin zu L-Citrullin entsteht
ungebundenes gasformiges Stickstoffmonoxid (NO) welches Uber die Lunge abgeatmet
wird. Das SchlUsselenzym bei dieser Reaktion ist die Stickstoffmonoxidsynthase (NOS)
deren Aktivitdat durch Histamine, Leukotrine und Acetylcholin hochreguliert wird
(Forstermann et.al.,1991). Da diese Mediatoren auch maflgeblich an entzindlichen
Reaktionen beteiligt sind, lasst sich eine erhdhte NO Konzentration direkt auf eine
vorhandene Entzindungsreaktion zurtckfuhren (Riccardiolo et.al., 2006). Dabei besteht
eine direkte Korrelation zwischen der Hohe der gemessenen NO-Werte und dem Ausmalf}
der Entzindung. In einer groRen Metastudie konnten Karrasch et.al. einen direkten
Zusammenhang zwischen erhdéhten NO-Werten und einer Asthmadiagnose herstellen
(Karrasch et.al., 2017). Durch die leichte Durchfuhrbarkeit und eindeutige Korrelation mit
dem Ausmall einer bestehenden Entziindung bot sich dieses diagnostische Verfahren fur

diese Arbeit an.

Im Verlauf dieser Studie sank der Anteil an NO in der ausgeatmeten Luft der Patienten
um ca. 52 % (siehe Abb. 6). Das bestatigt eine oft nachgewiesene anti-inflammatorische
Wirkung von Omalizumab im Bronchialgewebe (Sattler et.al., 2017). Ein direkter Vergleich
mit anderen Studien ist dadurch erschwert, dass die Patientengruppen oft deutlich
heterogener waren und im Verlauf vieler Studien die parallel verabreichte ICS Dosis
gesenkt wurde. Eine Studie mit 10 von ACOS betroffenen Patienten konnte im Verlauf
von 12 Monaten nur eine deutlich geringere Abnahme von 25 % beobachten (Yalcin et.al.,
2016). Allerdings lagen die Ausgangswerte deutlich héher (80 ppb) und 9 von 10
Patienten waren Raucher, was unabhangig von entzindlichen Reaktionen zu einem
erhohten NO-Wert fuhren kann (Robbins et.al., 1997). In einer Studie mit 29 Kindern
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zwischen 6 und 12 Jahren konnte Uber einen Zeitraum von 52 Wochen eine Reduktion
des FeNO um ca. 57 % bei gleichzeitiger ICS Reduzierung beobachtet werden. Die
Ausgangswerte lagen mit 42 ppb dabei auf einem vergleichbaren Niveau (Silkoff et.al.,
2004). Wie schon die Ergebnisse aus 4.2.1 nahelegen, konnte auch mit der FeNO-
Messung eine Reduzierung der entziindlichen Reaktionen im Lungengewebe im Verlauf

der Omalizumab Therapie nachgewiesen werden.

4.1.3 ACT (Asthma Control Test)

Der ,Asthma Control Test* wurde 2004 anhand der GINA und NAEPP (National Asthma
Education and Prevention Program) Richtlinien entwickelt. 471 Asthmapatienten mit
unkontrolliertem Asthma wurden dazu mit einem Fragenkatalog mit 22 Fragen zu ihren
Beschwerden interviewt. AnschlieRend wurden mit Hilfe statistischer Methoden finf
Kernfragen isoliert, die mit den klinischen Parametern am besten korrelierten (Nathan
et.al.,, 2004). Der ACT hat sich in den letzten Jahren zur Erfassung der Asthmakontrolle
durch Patientenbefragung bewahrt (Jia et.al, 2013). Durch den Uberschaubaren
Bearbeitungsaufwand und die leichte Auswertung des ACT bot sich diese Art der

Befragung flr die in dieser Arbeit behandelte Patientengruppe an.

Zum Studieneinschluss ergab die Auswertung (siehe Abb. 7) einen durchschnittlichen
Wert von 14,7 Punkten was gemal der aktualisierten Punkteskala von 2017 ein
,unkontrolliertes Asthma“ bedeutet (x < 15). Nach sechs Monaten lag der Punktwert
durchschnittlich bei 20 was eine Steigerung um +36 % (5.3 Punkte) bedeutet und im
unteren Bereich der besten Kategorie ,Kontrolliertes Asthma“ (20-25 Punkte) liegt. Diese
Werte passen gut zu den in 4.1.1 und 4.1.2 besprochenen Daten und zeigen neben einer
deutlichen Verbesserung der klinischen Werte auch eine starke Verbesserung des
subjektiven Empfindens der Patienten durch eine Omalizumab Therapie. Dazu passt auch
die von Senna et.al. festgestellte starke Korrelation zwischen einem Abfallen der FeNO-
Werte und einer positiven Entwicklung im ACT (Senna et.al., 2007). Auch hier ist ein
Vergleich mit den meisten anderen Omalizumab-Studien aufgrund der
Patientenzusammensetzung oder des Studienaufbaus unzulassig. Jedoch kommen

Pelaia et.al. in einer vergleichbaren Studie (s.0.) mit 15 Asthma Patienten nach 12
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Monaten auf fast identische Werte (14.60 19.2). Und auch bei Yalcin et.al. verbesserten
sich die Werte nach einem Jahr durchschnittlich um 6.3 Punkte (Yalcin et.al., 2016). Laut
Hersteller kann es 12-16 Wochen dauern, bis sich die volle Wirkung von Xolair® einstellt
(Gebrauchsinformation fur Anwender, Novartis 10/2021). Die positive Entwicklung vom
Studienbeginn bis zum ersten Follow up nach 3 Monaten (+2.9 Punkte) kdnnte durch den
Hawthorne-Effekt unterstitzt bzw. verfalscht worden sein (Adair, 1984). Dafur wirden die
Daten des FeNO sprechen, die in den ersten drei Monaten nur schwach fallen (siehe
3.1.2). Gegen eine starke Verzerrung der Daten spricht allerdings die schon frihe
deutliche Verbesserung der FEV1, die fur das subjektive Empfinden der Patienten deutlich

wichtiger (da spurbar) sein durfte als die FeNO-Werte.

4.2 Molekularbiologische Untersuchungen

421 IL-4

Die ex vivo Stimulationsversuche mit isolierten CD4*Thz-Zellen ergaben kein schllssiges
Bild und legen im Vergleich zu anderen Studien nahe, dass Stimulationsversuche ex vivo
keine brauchbaren Daten im Zusammenhang mit Omalizumab generieren. Wie in
Abbildung 8 zu sehen ist, funktioniert die Stimulation mit PMA/IO. Unstimulierte Zellen
(schwarze Balken) sezernierten zwischen 10 pg/ml und 20 pg/ml IL-4. Bei stimulierten
Zellen (rote Balken) konnten um den Faktor 16-fach hohere Konzentrationen an IL-4 im
Uberstand der Zellen ermittelt werden. Zum Studieneinschluss konnten bei OMA 25
signifikant und bei OMA 75 sehr signifikant niedrigere Messwerte als bei der reinen
Stimulation mit PMA/IO gemessen werden (blaue Balken). Aufgrund der hohen
Standardabweichung der Messungen ist dieses Ergebnis nicht eindeutig interpretierbar.
Warum ist bei OMA 25 und OMA 75 eine Signifikanz messbar, bei OMA 50 und OMA 100

jedoch nicht?

Vielmehr erhartet die Messung die Vermutung, dass die Reaktion auf eine Stimulation der
Zellen von allen eingesetzten Omalizumab Konzentrationen unbeeinflusst war. Wie Ai
et.al. anmerken ist eine Stimulation von isolierten Zellen ex vivo schwierig, da viele
Faktoren aus dem Blut fehlen konnten, die Einfluss auf eine Aktivierung haben (Ai et.al.,

2013). Omalizumab fangt freie IgE Antikdrper ab und verhindert dadurch eine mogliche
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Aktivierung der Thz-Zellen. Da in den Zelluberstanden der isolierten Zellen kein IgE
vorhanden ist, kann Omalizumab auch keinen Einfluss auf die Aktivierung und

anschliellende Ausschuttung von Zytokinen haben.

Die Messung der IL-4 Konzentration im Blutserum derselben Patientengruppe ergab eine
Abnahme der Konzentration (Ulrich-Merzenich et.al.; 2019). In einer anderen Studie
konnte ebenfalls eine deutliche Reduktion der IL-4 Konzentration im Blutserum
nachgewiesen werden (Yalcin etal, 2016). Die Beobachtung der gesteigerten
Stimulationsfahigkeit steht kontrar zu der Annahme, dass eine Omalizumab Therapie die
Aktivierungsfahigkeit der Thz-Zellen herabsetzt. Durch die sechsmonatige Therapie sollte
es zu einer Reduktion des freien IgE kommen und dadurch auch zu einer reduzierten

Expression der FceRI-Rezeptoren auf Tha-Zellen (Chang, 2000).

422 IL-5

Bei IL-5 verhalt es sich ahnlich wie in Kapitel 4.2.1 beschrieben. Die Stimulation der Zellen
war erfolgreich, wie der Vergleich zwischen den stimulierten (rote Balken) und den
unstimulierten Zellen (schwarze Balken) zeigt (Abb.9). Jedoch ist sowohl zum
Studieneinschluss als auch nach drei Monaten ein Unterschied zwischen stimulierten und
stimulierten plus mit Omalizumab behandelten Zellen festzustellen (blaue Balken).
Sowohl bei OMA 75 als auch bei OMA 100 sind nach drei Monaten sehr signifikant
grollere Werte gemessen worden im Verhaltnis zur Stimulation mit PMA/IO. Zum
Studieneinschluss war nur bei OMA 100 der gemessene Wert sehr signifikant niedriger
als bei der reinen Stimulation mit PMA/IO. Genauso wie bei der IL-4 Messung sind die
gemessenen Signifikanzen schwer interpretierbar und finden in der Literatur keine

Analogie.

Aus den oben genannten Grunden ist der nach sechs Monaten zu beobachtende Effekt
nicht zu erklaren. Allerdings konnte eine Abnahme der Stimulationsfahigkeit Gber den
Studienverlauf festgestellt werden, was mdglicherweise durch den in 4.2.1 erwahnten
Effekt, der verringerten Rezeptoranzahl, zu erklaren ist (Chang, 2000). Auch in diesem
Fall konnte bei derselben Patientengruppe eine Abnahme von IL-5 im Blutserum

nachgewiesen werden (Ulrich-Merzenich et.al., 2019). Zusatzlich kam es in anderen



52

Studien wahrend einer Omalizumab Therapie zu einer Abnahme von IL-5 im Serum (Noga
et.al., 2003).

423 IL-13

Die ex vivo Stimulationsversuche und anschlielienden Konzentrationsbestimmungen von
IL-13 ergaben ein ahnliches Bild wie bei IL-4 und IL-5. Die Stimulation der Zellen war
erfolgreich, die Konzentration von IL-13 im Uberstand von stimulierten Zellen (rote Balken)
lag um den Faktor acht bis zehn tber denen der unstimulierten Zellen (schwarze Balken)
(Abb.10). Die anfanglich zum Teil hoch signifikant erhdhten Werte der mit Omalizumab
behandelten Zellen lassen sich nur schwer interpretieren und finden in der Literatur
ebenfalls keine Analogie. Nach drei und sechs Monaten ist kein signifikanter Unterschied
in der IL-13 Ausschuttung zwischen behandelten und unbehandelten Zellen festzustellen.
Omalizumab hatte im Durchschnitt keinen Einfluss auf die IL-13 Konzentration im
Blutserum in diesem Patientenkollektiv. Maoglich ist jedoch, dass Patienten, die
endotypenabhangig wenig auf Omalizumab reagieren, von einer Antikdrpertherapie

gegen IL-13 profitieren kdnnten (Ulrich-Merzenich et.al., 2019).

4.2.4 TNF-a

Die Stimulation der Zellen war erfolgreich und flhrte im Vergleich zu den anderen oben
beschriebenen Zytokinen zu einer sehr hohen Ausschittung von TNF-a (Abb.11). Die
Zugabe von Omalizumab fuhrte zu einer nicht signifikanten Hemmung der TNF-a
Produktion im Verlauf der sechsmonatigen Therapie. Das Niveau der Stimulierbarkeit der
Zellen anderte sich tber den Verlauf der Studie nicht. Dies indiziert, dass Omalizumab in
vivo kaum einen Effekt auf die Sezernierung von TNF-a durch Thz-Zellen hat. Auffallig ist

in diesem Zusammenhang die Dosisunabhangigkeit dieses Effektes.

In einer vergleichbaren Studie konnte eine geringe Zunahme von TNF-a nach einer
Omalizumab Therapie im Blutserum beobachtet werden. Diese lag aber im Rahmen der
statistischen Abweichung und flhrte von den Studienautoren zu der Aussage, dass sich

die TNF-a Konzentration nicht bedeutend verandert hatte (Yalcin et.al., 2016). Im
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Gegensatz dazu konnten wir in unserer Studienpopulation eine Abnahme der TNF-a

Serumkonzentrationen beobachten (Ulrich-Merzenich et.al., 2019).

Gemeinhin wird TNF-a auch als sehr unspezifischer Marker fir Entzindungsreaktionen
beschrieben und trotzdem konnte TNF-a bei bestimmten Patienten mit Th1 vermittelter
Immunreaktion einen Ansatzpunkt fir eine Asthmatherapie darstellen (Brightling et.al.,
2008). Eine klinische, doppelblinde und Plazebo kontrollierte Studie mit dem humanen
monoklonalen Antikdrper gegen TNF-a Golimumab zeigte jedoch keine Klinisch
signifikante Verbesserung der Symptomatik bei Patienten mit schwerem unkontrolliertem
Asthma. Die Patienten (n=309; Randomisierung 1:1) waren tber 52 Wochen behandelt
worden (Wenzel et al 2009). Dies spricht dafur, dass TNF-a fur Asthma ein unspezifischer
Entzindungsmarker ist und seine Hemmung den Krankheitsverlauf nicht maf3geblich
verandert. Folgestudien zur Behandlung von schwerem Asthma mit einem anderen TNF-
a Antikérper wurden bisher nicht durchgefihrt. Jedoch zeigte die Hemmung von IL-33
bzw. der ST2 Achse durch Astegolimab (Anti-ST2) in einer kurzlich verdffentlichten
randomisierten Studie, in der insgesamt 502 Patienten mit schwerem Asthma untersucht
wurden, sehr vielversprechende Ergebnisse (Kelsen et al. 2021). Eine weitere
randomisierte Placebo kontrollierte multizentrische Studie (Phase Il A), in der Patienten
mit moderatem bis schwerem unkontrolliertem Asthma (Verum n=54; Placebo n=45) mit
einem humanen Antikdrper, der sich gegen den IL-33 Rezeptor (GSK3772847) richtet,
behandelt wurden, kam zum Schluss, dass diese Behandlung fur Patienten mit
unkontrolliertem Asthma von Nutzen sein kénnte, aber weitere Studien ndétig und
gerechtfertigt sind (Crim et al. 2022). Eine kurzlich im European Respiratory Journal
veroffentlichte Studie aus Deutschland schlussfolgerte, dass bei Patienten mit schwerem
Asthma eine gezielte Behandlung mit einem anti-IL-33R eine potenzielle neue
Behandlungsoption sein kénnte, unabhangig von T2-Markern (Abdo M et al. 2024). In der
vorliegenden Studie wurde bei den Patienten die Genexpression von I[L-33 unter

Omalizumab-Therapie untersucht. Dies jedoch war nicht Gegenstand dieser Arbeit.
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5. Zusammenfassung

Asthma bronchiale zahlt mit mehr als 300 Millionen Betroffenen Patienten weltweit zu den
haufigsten chronischen Erkrankungen und zeichnet sich durch das Auftreten verschiedener
Leitsymptome, wie Atemnot, Giemen, Brustenge, sowie durch eine bronchiale Hyperreagibilitat aus.
Diesen, in ihrer Intensitat und Kombination stark variierenden Symptomatiken, liegt eine chronische
Entzindung des Bronchialgewebes zugrunde. Die verschiedenen Trigger, die individuelle
Auspragung dieser Symptome und die unterschiedlichen Reaktionen auf verschiedene
Therapieansatze filhrten im Laufe der Zeit zu einer komplexen Unterscheidung verschiedener
Asthmatypen und Untertypen. Neue molekularbiologische Erkenntnisse der Pathophysiologie
dieses Krankheitskomplexes unterstltzen die Differenzierung in verschiedene Patientengruppen
und erdffnen die Mdoglichkeit eines individualisierten Therapieansatzes mit verbesserten

Behandlungserfolgen und geringeren ékonomischen Gesamtkosten.

Im Fokus dieser Arbeit lag die Behandlung einer Patientengruppe (n=19) atopischer schwerer
Asthmatiker mit einem immunmodulierenden Antikorper (Omalizumab/Xolair®) (iber einen Zeitraum
von sechs Monaten. Durch den Vergleich klinischer Patientendaten und den gewonnenen Daten
von ex vivo Stimulationsversuchen mit von Patienten isolierten Tho-Zellen, sollte ein
immunbiologischer Zusammenhang zwischen Omalizumab -Therapie und einer Verbesserung der
klinischen Symptomatik genauer untersucht werden. Dies konnte in Zukunft dabei helfen,
Patientengruppen mit verschiedenen Phano- und Endotypen vorab zu charakterisieren und so eine

Therapieentscheidung, auch im Hinblick auf neue therapeutische Antikdrper, zu erleichtern.

Die gewonnenen klinischen Daten zeigen eine deutliche Verbesserung, sowohl der
Funktionsleistung der Lunge, als auch einen Rickgang der entzindlichen Reaktionen im
Bronchialgewebe unter Omalizumab -Therapie. Diese klinischen Daten spiegeln sich in den
Ergebnissen des zeitgleich durchgefuhrten Asthma-Kontroll-Tests (ACT) wieder und entsprechen
Ergebnissen vergleichbarer Studien. Die ex vivo Stimulationsversuche mit isolierten Tho-
Zellpopulationen hingegen kénnen mit der durchgefiihrten Methodik nicht zu einem verbesserten
Verstandnis der Pathophysiologie oder zu einer genaueren Klassifizierung von Patienten beitragen
und eine damit verbundene verbesserte Auswahl der Therapieoptionen unterstitzen. Dennoch
sollte in Zukunft, in Hinsicht auf eine genauere Identifizierung von Patientensubgruppen die
Moglichkeit molekularbiologischer ex vivo Diagnostik, die dem komplexen Immungeschehen

gerechter wird, in Betracht gezogen werden.
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