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1 EINLEITUNG

1.1 Epidemiologie und Definition von Asthma

Asthma ist als eine heterogene Erkrankung definiert, welche durch eine chronische
Atemwegsentzindung mit bronchialer Hyperreagibilitat sowie einer variablen
Atemwegsobstruktion imponiert . Weltweit sind circa 300 Millionen Menschen von
einer Asthmaerkrankung betroffen 2. Nach einem kontinuierlichen Anstieg im
vergangenen Jahrhundert, stagniert die Pravalenz zur Zeit bei diesem Wert 3. In
Deutschland sind nach der Querschnittstudie ,Gesundheit in Deutschland aktuell
(GEDA) 2014/2015-EHIS* laut Selbstangaben deutscher Erwachsener 6,2% von einer
Asthmaerkrankung betroffen. In Deutschland sind Frauen haufiger betroffen als
Manner und Kinder sind mit 4% weniger stark betroffen als Erwachsene 4. Bei Asthma
weisen die Patienten typische, wiederkehrende respiratorische Symptome wie ein
anfallsartiges Auftreten von Atemnot, pfeifende Atemgerausche (,Giemen®),
Engegefuhl in der Brust sowie Husten mit oder ohne Auswurf auf. Diese Symptome
dominieren nachts und in den friihen Morgenstunden '#. Die genannten Symptome
zeigen eine Varianz in Haufigkeit und Auspragung und kénnen somit sowohl Wochen
bis Monate spontan (oder auf Medikamentengabe hin) sistieren, als auch episodisch
wieder auftreten. Wiederkehrende Symptome konnen zu starken Anfallen fuhren,
welche als Exazerbationen bezeichnet werden. Sie kdnnen lebensgefahrlich fur den
Patienten sein. Gewisse Trigger-Faktoren wie koérperliche Belastung,
Allergenexposition, Wetterumschlage oder virale respiratorische Infektionen kdnnen

solche episodischen Verschlechterungen auslésen’.

1.2 Asthma Formen

1.2.1 ,Early-onset Asthma“ vs. ,Adult-onset Asthma”

Es gibt verschiedene Maoglichkeiten, eine Asthmaerkrankung einzuordnen. Ein
mogliches Einordnungskriterium stellt das Manifestationsalter der Erkrankung dar.
Hier ist zwischen dem ,Early-onset Asthma®“ und dem ,Adult-onset Asthma®“ zu unter-

scheiden. Ersteres manifestiert sich bereits haufig im Kindesalter (,Early-onset”) °.
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Diese Asthmaform steht gehauft in Verbindung mit Allergien °. Aulterdem besteht eine
Vergesellschaftung mit Krankheiten des atopischen Formenkreises wie atopischer
Dermatitis und Rhinitis 7. Das ,Adult-onset Asthma“ tritt hingegen erstmalig im
Erwachsenenalter auf und hat meist keinen Bezug zu Allergien, kann aber ebenfalls

mit einer chronischen Rhinosinusitis sowie Nasenpolypen vergesellschaftet sein °.

1.2.2 Allergisches Asthma vs. nicht-allergisches Asthma

Weiterhin kann bei einer Asthmaerkrankung eine Einteilung in das allergische und das
nicht-allergische Asthma vorgenommen werden. Das allergische Asthma steht in
Verbindung mit Allergien und wird auch als extrinsisches Asthma bezeichnet.
Umweltfaktoren wie Hausstaubmilben, Schimmelpilze oder auch verschiedenste
Graser- und Baumpollen kénnen als Allergene eine akute Verschlechterung der
Asthmasymptome hervorrufen, welche dementsprechend saisonal variieren kdnnen
6.7, Zusatzlich manifestiert sich das allergische Asthma bereits meistens im Kindes-
und Jugendalter 8. Das nicht-allergische Asthma wird auch als intrinsisches Asthma
bezeichnet. Hier erkranken die Patienten erst spater im Leben verglichen mit dem
Manifestationsalter beim allergischen Asthma. Zusatzlich ist das weibliche Geschlecht
haufiger betroffen. Das nicht-allergische Asthma ist mit Nasenpolypen, einer Aspirin-
Sensibilisierung, sowie einer Steroid-Abhangigkeit vergesellschaftet. Es besteht weder
eine Verbindung zu Allergien, noch ist das Immunglobulin E (IgE)-Serum Level, wie

bei dem allergischen Asthma Ublich, erhoht °.

1.2.3 ,Type-2-High-Asthma® vs. ,Type-2-Low-Asthma”

Eine zusatzliche Madglichkeit eine Asthmaerkrankung zu definieren bzw. sie
einzuteilen, stellt die Zuordnung in ein ,Type-2-High-Asthma®“ und ,Type-2-Low-
Asthma“ dar. In den vorangegangenen Einteilungen wird sich auf den Asthma-
Phanotyp der Patienten konzentriert. Hier hingegen werden die Asthma-Endotypen
der Patienten, also die pathophysiologischen Mechanismen, welche zu der
Erkrankung fuhren, betrachtet. ,Type-2“ nimmt Bezug auf die Typ-2-Zytokine. Dies
sind die Interleukine IL-4, IL-5 sowie das IL-13, welche eine zentrale Rolle in der
Pathogenese spielen und von Zellen des angeborenen als auch des adaptiven
Immunsystems ausgeschiittet werden '°. Patienten mit einem ,Type-2-High-Asthma“

weisen mindestens einen oder mehrere der folgenden Biomarker auf: Eosinophile
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Granulozyten im Blut = 150/ul, FeNO (Fraktion des exhalierten Stickstoffmonoxid) =
20 ppb (ppb steht als Abkurzung fur die englische Mengenangabe ,parts per billion®,
zu deutsch: Teile pro Milliarde), eosinophile Granulozyten im Sputum = 2% und / oder
ein Asthma welches klinisch als allergiebezogen imponiert ' (s. Abb. 1). Das ,Type-2-
Low-Asthma*“ definiert sich Uber eine vorhandene Asthmaerkrankung, bei welcher die
Patienten jedoch keine Hinweise auf eine Typ-2-Entzindung aufweisen. Es wird auch

als ein nicht-eosinophiles Asthma beschrieben 1.

Hinweise auf Vorliegen einer Typ-2-Entziindung

Eosinophile Granulozyten im Blut = 150/pl

und / oder

Stickstoffmonoxid im Exhalat (FeNO) = 20 ppb

und / oder

Eosinophile Granulozyten im Sputum = 2%

und / oder

Klinische Hinweise auf eine allergische Pathogenese (positive Anamnese in

Zusammenhang mit Nachweisen einer entsprechenden Sensibilisierung gegen typische
Aeroallergene).

Abbildung 1: Hinweise auf Vorliegen einer Typ-2-Entziindung

Biomarker welche auf einen Typ-2-Phanotypen bei Asthma hinweisen. Es muss lediglich mindestens
einer dieser Biomarker vorliegen, um den Verdacht auf eine Typ-2-Inflammation dufern zu kénnen.
Adaptiert nach 2.

1.3 Asthma-Kontrolle

Eine Asthma-Erkrankung kann anhand des Parameters ,,Asthma-Kontrolle* eingeteilt
werden. Die Patienten werden in drei Gruppen unterteilt: kontrolliertes Asthma,
teilweise kontrolliertes Asthma und unkontrolliertes Asthma. Diese Einteilung sollte in
regelmafigen Abstanden (3-Monats-Intervalle) mit vier Fragen kontrolliert werden (s.
Abb. 2). Zusatzlich kann der Grad der Asthma-Kontrolle durch den ,Asthma Control
Test“ (ACT-Fragebogen) ermittelt werden '3. Aus der Asthma-Kontrolle sowie dem

eventuellen Ansprechen auf eine medikamentose Therapie, ergibt sich der Asthma-
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Schweregrad. Dieser legt den Grundstein fur die Wahl passender Therapiestrategien
14

Hatten Sie in den letzten 4 Wochen ... Nein | |Ja
... mehr als 2x / Woche Symptome tagsuber ? E I
... irgendein nachtliches Erwachen wegen Asthma ? E I
... den Bedarfsinhalator mehr als 2x / Woche gebraucht ? ‘ E I
... irgendeine Aktivitatseinschrankung wegen Asthma ? E I

Gut Kontrolliert: Teils kontrolliert: Unkontrolliert:
0 Punkte 1-2 Punkte 3-4 Punkte

Abbildung 2: Ermittlung der Asthma-Kontrolle mittels vier Fragen der Global Initiative for
Asthma (GINA)

Die 4 Fragen beziehen sich auf Symptome des Asthma innerhalb der letzten 4 Wochen und werden
vom Patienten mit ,Nein“ = 0 Punkte oder ,Ja“ = 1 Punkt beantwortet. Es kénnen 0 (gute Kontrolle) bis
4 Punkte (schlechte Kontrolle) erreicht werden. Adaptiert nach '°.

1.4 Generelle Therapiestrategien und Asthma-Schweregrade

In der Asthmatherapie stellt die ,Global Initiative for Asthma“ (GINA) verschiedene
Therapieziele auf:
- Gute Symptomkontrolle
- Mit Asthma vergesellschaftete Risiken reduzieren (wie Mortalitat,
Exazerbationen, persistierende reduzierte Lungenfunktion, Nebenwirkungen

durch die medikamentdse Therapie) '

Ein zusatzliches Ziel des Asthma Managements sollte die Remission darstellen. Im
Jahre 2023 definierten Lommatzsch et. al. die Asthma-Remissionskriterien weltweit
zum ersten Mal in einer nationalen (Sk2-)Leitlinie wie folgt: keine vorhandenen
Asthmasymptome fir mindestens 12 Monate, keine Asthma Exazerbationen flr
mindestens 12 Monate, eine stabile Lungenfunktion sowie keine vorhandene
Indikation einer systemischen Kortikosteroid-Gabe aufgrund eines Asthma (s. Tab. 1)

12 Sofern diese Kriterien erfilllt seien, sei eine Asthma-Remission vorhanden, selbst
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wenn die Remission nur fiir die Zeit der medikamentdsen Behandlung anhielte 6.
Aulerdem sollte stets auf die individuellen Patientenziele sowie -winsche fur die

Asthmatherapie geachtet und diese in das Therapiekonzept eingearbeitet werden .

Kriterien fiir eine Asthma-Remission — alle Kriterien miissen erfiillt sein

Dauerhafte (= 12 Monate) Abwesenheit von Asthma-Symptomen

Dauerhafte (= 12 Monate) Abwesenheit von Exazerbationen

Stabile Lungenfunktion

Kein Bedarf an systemischen Glukokortikoiden fir die Behandlung von Asthma

Tabelle 1: Definition der Asthma-Remission

Im Jahre 2023 wurden weltweit erstmals in einer Leitlinie Remission als Ziel der Asthma-Therapie
definiert. Die Remissionskriterien bestehen aus 4 Kriterien, welche alle erfiillt sein mussen. Sie
beinhalten: Abwesenheit von Asthma-Symptomen, Abwesenheit von Asthma-Exazerbationen,
Lungenfunktion sowie kein Bedarf an systemischen Glukokortikoiden aufgrund des Asthma. Adaptiert
nach 12,

Um diese Therapieziele zu erreichen, stehen verschiedene Therapieoptionen, sowohl
nichtmedikamentése als auch medikamentdse, zur Verfligung. Insbesondere die
medikamentdsen Therapieoptionen unterlagen innerhalb den letzten 100 Jahren
einem starken Wandel (s. Abb. 3).
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20th century > 21st century

Maintenance or intermittent treatment

Systemic corticosteroids

Ephedrine or methylxanthines

Short-acting beta-2 agonist monotherapies or cromones
Inhaled corticosteroids or leukotriene receptor antagonists

Allergen Immunotherapy

Reliever (as needed)

Early 20th century:

Scopolamine or epinephrine

Short-acting beta-2 agonist monotherapies

Inhaled corticosteroids and formoterol

Rescue medications

Short-term benefits:
Acute relief of symptoms

Major adverse effects

One size fits all

Anxiety
Recurrent symptoms

Treatment with

Treatment concept and aim

Side-effects

Applicable to patients?

Patient perspectives

Preventive medications

Long-term benefits:
Disease modification
Remission

Collateral efficacy

Individual treatment

Safety

No symptoms

Abbildung 3: Wandel der Asthmatherapie in den letzten 50 Jahren

In den 1970er Jahren bestand die Asthmatherapie aus systemischer Kortikosteroidgabe,
kurzwirksamen-Beta-2-Agonisten als Monotherapie sowie Theophyllin. Die Therapie war auf eine akute
Beschwerdelinderung der respiratorischen Symptome ausgelegt, bot wenig individuelle
Therapieanpassung und hatte multiple gravierende Nebenwirkungen. Aufgrund unzureichender
Wirkung und Patientenzufriedenheit, sowie pharmakologischer Weiterentwicklung, verschoben sich die
Ziele der Asthma-Therapie hin zu einer auf langerfristige Erfolge ausgelegte Therapie mit praventivem
Fokus. Dies wurde durch den Einsatz von Biologika, Allergen-lImmuntherapie, inhalativen
Kortikosteroiden sowie Leukotrien-Rezeptor-Antagonisten ermdglicht 6.

Nichtmedikamentése MalBnahmen

Nichtmedikamentdse MalRnahmen stellen einen Ansatz der Asthmatherapie dar. In der
Nationalen Versorgungsleitlinie Asthma (NVL-Asthma) werden mehrere Mal3nahmen
empfohlen: Selbsthilfemallnahmen, Asthma Schulungen, regelmaRiges korperliches
Training, Atemphysiotherapie, Rauchentwdéhnung sofern der Patient ein Raucher ist
bzw. Vermeidung einer Passivrauchexposition, Kontrolle des Korpergewichts,
Vermeidung einer Allergen- und Luftschadstoffexposition sowie das Beseitigen eines

feuchten Innenraumklimas bzw. Schimmelbefalls 4.
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Medikamentése MalBnahmen
Nach der NVL kann man die medikamentdse Therapie des Asthma in eine 5-Stufen-
Therapie gliedern. In diesem Schema sind zusatzlich auch nichtmedikamentdse
Ansatze enthalten (s. Abb. 4).

Stufe 5
ICS in Hochstdosis #
+ LABA +/- LAMA
Stufe 4 Je nach Phanotyp
additive Therapie mit
ICS mittel- bis einem Antikérper der
Stufe 3 hochdosiert folgenden Biologika-
+ LABA (bevorzugt) Klassen:
Stufe 2 ICS niedrigdosiert 4 - Anti-IgE
+ LABA (bevorzugt) oaer - Anti-IL-5-(R)
P ICS mittel- bis - Anti-IL-4-R
Stufe 1 :_CS "'e.‘:trr"gd%'.eria's oder hochdosiert - Anti-TSLP
angzeiliherapie ICS mitteldosiert + LABA + LAMA
) o SABA als
F.l xko_r'nbln_atlon aus ICS Bedarfstherapie Alternativen in begriindeten Féllen:
niedrigdosiert / oder
Formoterol als ICS niedrigdosiert ICS mittel- bis hoch- OCS (nur bei fehlender
Bedarfstherapie Fixkombination aus ICS | +LAMA dosiert + LABA + LTRA | | Indikation oder
oder niedrigdosiert / oder oder Versagen einer
Formoterol als o ) ) ) Biologika-Therapie)
ICS niedrigdosiert als Bedarfstherapie ICS niedrigdosiert ICS mittel- bis
Langzeittherapie + +LTRA hochdosiert + LAMA
SABA als
Bedarfstherapie Alternativ in begriindeten | Zusétzlich Bedarfstherapie:
oder Féllen: SABA
SABA als LTRA-Langzeittherapie oder
Bedarfstherapie + SABA-Bedarfstherapie || Fixkombination ICS + Formoterol, wenn diese auch die Langzeittherapie darstellt
‘ Allergen-Immuntherapie (bei gegebener Indikation)
‘ Asthmaschulung, Allergie-/Umweltkontrolle, Kérperliche Bewegung/Sport, Behandlung von Komorbiditaten, Rehabilitation

Abbildung 4: Stufenschema der Asthma-Therapie

Medikamentéses Stufenschema der ,Sk2-Leitlinie zur fachéarztlichen Diagnostik und Therapie von
Asthma 2023 Es werden sowohl die medikamentdse Langzeit-/Bedarfstherapien sowie deren
Alternativen fur die Asthmastufen 1-5 erldutert, als auch nicht medikamentdse Therapiestrategien
genannt. Abkiirzungen: ICS Inhalative Kortikosteroide, IgE Immunglobulin E, IL-5 Interleukin-5, LABA
Langwirksame Beta-2-Sympathomimetika, LAMA Langwirksame Anticholinergika, LTRA Leukotrien-
Rezeptor-Antagonisten, OCS Orale Kortikosteroide, R Rezeptor, SABA Kurzwirkende Beta-2-
Sympathomimetika. * Bislang als Bedarfstherapie formal nicht zugelassen, aber seitens der GINA (als
praferierte Option) und seitens der NVL Asthma empfohlen. ** Eine SABA-Bedarfstherapie ist einer
ICS/Formoterol-Bedarfstherapie seitens der Pravention von Exazerbation unterlegen. # Gemaf ICS-
Dosierungstabelle AWMF Online Sk2-Leitlinie 2.

Bei Verdacht auf ein leichtes Asthma sollte die Therapie mit den Stufen 1 und 2
beginnen. Im Falle eines Ansprechens auf diese Therapiestufen im Sinne einer guten
Asthma-Kontrolle, ist das Asthma als ein leichtes Asthma einzustufen. Bei einem
mittelschweren Asthma sollte die Therapie mit Stufe 3 bzw. 4 begonnen, bzw. auf

diese Stufen eskaliert werden, wenn auf den niedrigeren Stufen kein ausreichendes

Therapieansprechen erfolgte. Analog wird bei schwerem Asthma die Therapiestufe 5
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empfohlen bzw. es muss auf diese eskaliert werden. Die 5. Therapiestufe enthalt als
Langezeittherapie die Anwendung eines inhalierbaren Kortikosteroids (ICS) in
Kombination mit einem langwirksamen Betamimetikum (LABA) sowie einem
langwirksamen Anticholinergikum (LAMA). Als Bedarfstherapie werden kurzwirksame
inhalative Betamimetika (SABA) oder ICS/Formoterol (LABA) eingesetzt. Hinzu
kommen die Biologika. Es werden entweder Anti-IgE-Antikorper, Anti-IL-5-(R)-
Antikdrper, Anti-IL-4-Antikorper oder Anti-TSLP-Antikérper empfohlen. In begriindeten
Ausnahmefallen kommen auch orale Kortikosteroide (OCS) zum Einsatz (entweder als
Alternative oder additiv). Zusatzlich gibt es ein breites Spektrum an experimentellen
immunologischen Therapieansatzen fiir Patienten mit Asthma 7. Zusatzlich zu den
bereits erwahnten nicht medikamentdésen Therapiestrategien (Asthma-Schulungen

u.a.), sollte bei Patienten eine regelmafige Kontrolle der Inhalationstechnik erfolgen
4,14

Der Schweregrad einer Asthma-Erkrankung wird anhand des Therapieansprechens
sowie der Asthma-Kontrolle (s. Abb. 2) als ein entweder leichtes, mittelschweres oder
schweres Asthma definiert 4. Schweres Asthma wird durch die aktuelle Leitlinie der
GINA als ein Asthma definiert, bei welchem trotz maximaler inhalativer Therapie keine
ausreichende Asthma-Kontrolle erreicht werden kann und andere Ursachen

ausgeschlossen werden koénnen (s. Abb. 5).
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‘ Zuweisungsdiagnose: V.a. nicht gut kontrolliertes Asthma unter maximaler inhalativer Therapie W

|

‘ Liegt wirklich ein Asthma vor? m Behandlung der
anderen Diagnose

~Schwierig zu behandelndes Asthma*®

|
« Optimaler Inhalator fir den Patienten ?
+ Inhalation korrekt und regelmaig ? Mindestens 1x
» Vermeidbare Asthmatrigger ausgeschaltet ? Antwort ,Nein“:
 Co-Morbiditaten erkannt & behandelt ? Optimierung der
» Schulung erfolgt / Asthma-Aktionsplan vorhanden ? Basismalinahmen
» Rehabilitationsmanahme gepruft / erfolgt ?
| Prufung Phanotyp-
Alle Fragen __. | ~Schweres spezmscher_
mit ,Ja“ beantwortet Asthma* Zusatz-Theraple-
Optionen

Abbildung 5: Definition ,,schweres Asthma“ gemaR Leitlinie 2023

Nach Zuweisung eines Patienten mit V.a. ein nicht gut kontrolliertes Asthma unter maximaler inhalativer
Therapie, sollte zunachst kontrolliert werden, ob tatsachlich ein Asthma vorliegt. Ist dies der Fall, handelt
es sich um ein ,schwierig zu behandelndes Asthma“. Es sollte im Anschluss ein Fragenkatalog
bearbeitet werden, welcher die inhalative Therapie Uberprift, sich mit Ko-Morbiditaten und Asthma-
Schulungen usw. beschaftigt. Sofern mindestens eine der 6 Fragen mit ,Nein“ beantwortet wird, handelt
es sich nach wie vor um ein ,schwierig zu behandelndes Asthma“, bei welchem zunachst die
Optimierung der BasismalRhahmen angestrebt werden sollte. Sofern alle Fragen mit ,Ja“ beantwortet
wurden, stellt die Erkrankung ein ,schweres Asthma“ dar und es sollte die Prufung Phéanotyp-
spezifischer Zusatz-Therapie-Optionen erfolgen. Adaptiert nach 2.

Trotz Einteilungskriterien und eines grofen Angebots an Therapiestrategien fur
Patienten mit Asthma, ist die Therapie eines schweren Asthma nicht immer erfolgreich.
Um auch diesen Patienten zukunftig helfen zu kdnnen, ist zuerst ein besseres

Verstandnis der Pathophysiologie des Asthma notwendig.

1.5 Pathophysiologie

Die Entstehung einer Asthmaerkrankung ist komplex und multifaktoriell bedingt. Unter
anderem spielen genetische Disposition sowie Umwelteinflisse eine Rolle 8. Auf
zellularer Ebene gibt es ebenfalls verschiedene Ansatze, welche die Pathophysiologie
zu erklaren versuchen. Sie sollen hier anhand von drei Schllsselfaktoren, die eine
Asthmaerkrankung ausmachen, beschrieben werden: der Atemwegsumbau, die

bronchiale Hyperreagibilitat sowie die Atemwegsentzindung.
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Atemwegsumbau und bronchiale Hyperreagibilitat

Bei Asthma kommt es zu einer strukturellen Veranderung der Atemwege, welche zu
einer Verdickung der Bronchialwand fihrt. Diese wird zum einen durch eine
Hyperplasie der glatten Muskelzellen, eine Verdickung der subepithelialen Lamina
reticularis, vermehrte submukose Matrix-Ablagerungen, Angiogenese, neuronale
Proliferationen sowie eine epitheliale Mukosametaplasie mit vermehrter
Schleimproduktion ausgelost. Zum anderen ist eine Becherzellmetaplasie in den
Atemwegen, aufgrund der durch die Atemwegsentzindung eingewanderten Zytokine
IL-4, IL-9 und IL-13, an der Verdickung der Bronchialwand beteiligt '*2" (s. Abb. 6).
Es besteht ein linearer Zusammenhang zwischen der epithelialen Hyperplasie/

Metaplasie und der Schwere des Asthma 2°,
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Abbildung 6: Histologische Verdnderung der Atemwege bei Asthma im Vergleich zu gesundem
Gewebe

Auf der linken Abbildung ist das histologische Bild eines gesunden Atemwegs zu sehen, wahrend auf
der rechten Abbildung der Atemweg eines Patienten mit Asthma dargestellt ist. Der Atemweg des
Patienten mit Asthma zeigt ein deutlich geringeres Lumen sowie ein deutlich verdicktes Epithel als auch
eine verbreiterte Basalmembran im Vergleich zu einem gesunden Atemweg. Dies stellt typische
Eigenschaften einer Atemwegsentziindung bei Asthma dar. Abkiirzungen: Sm Smooth muscle (glatte
Muskelzellen), Bm basement membrane (Basalmembran), Bv Blood vessel (Blutgefaft), Ep Epithelium
(Epithel) °.
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Zusatzlich resultiert der Atemwegsumbau in einer ziliaren Dysfunktion. Mdgliche
Folgen koénnen eine reduzierte Lungenfunktion und eine Atemwegshyperreagibilitat
sein. Die ziliare Dysfunktion kann zu einem eingeschrankten Abhusten von Sputum
sowie einer Mukusansammlung und somit zu einer (teilweisen) Obstruktion der
Atemwege flhren. Diese durch eine ziliare Dysfunktion hervorgerufenen
Veranderungen stellen Merkmale eines schweren Asthma dar und kdnnen bei einer

Asthma-Exazerbation den Tod fir die Patienten verursachen 22,

Die Hyperreagibilitat des Bronchialsystems basiert auf einer dysfunktionalen bzw.
gesteigerten Kontraktion glatter Muskelzellen der Atemwege. Dies ist auf multiple
Stimuli, welche durch Atemwegsentziindungen getriggert werden, zurtckzufihren
20.23_ Als wichtiger Stimulus zahlt hier die Mastzellinfiltration der glatten Muskelzellen
der Atemwege. Die Mastzellzahl innerhalb der glatten Muskelzellen der Atemwege ist
bei Patienten mit Asthma erhoht. Aufgrund einer Freisetzung von Mediatoren wie
Histamin, Prostaglandin D2 (PGD2) und Cysteinyl-Leukotrienen initieren die
Mastzellen eine Kontraktion der Muskulatur. Somit entsteht ein erhéhter bronchialer

Muskeltonus, welche in der bronchialen Hyperreagibilitat resultiert?4-2.

Atemwegsentziindung

Die Atemwegsentzindung nimmt eine zentrale Rolle bei der Entstehung des Asthma
ein. Sie ist assoziiert mit den Typ-2-Zytokinen IL-4, IL-5 und IL-13. Diese Zytokine
bedingen ein vermehrtes Auftreten inflammatorischer Zellen, wie eosinophile
Granulozyten, in den Atemwegen. Sie bewirken eine vermehrte Mukusproduktion, eine
durch die Migration von Mastzellen bedingte bronchiale Hyperreagibilitat sowie eine
gesteigerte IgE-Produktion. Hinzu kommt eine Funktionsstérung struktureller
Epithelzellen der Atemwege und eine neuronale Dysfunktion 2728, Zudem sezernieren
epitheliale Zellen der Atemwege als Reaktion auf eine Allergenexposition eine
ubermaliige Menge an Mediatoren wie IL-33, IL-25 sowie das Zytokin , Thymic stromal
lymphopoietin® (TSLP). Diese wiederum aktivieren und locken spezifische
Immunzellen an. Hierzu gehéren T-Helferzellen (Th1, Th2, Th9, Th17, Th22),
dendritische Zellen, B-Zellen sowie die ILC2-Zellen (Typ-2 innate lymphoide Zellen),
welche die Sezernierung von Typ-2-Zytokinen anregen. All diese Zellen nehmen eine
wichtige Rolle in der Entwicklung einer Entziindung der Atemwege ein 230, Um die

Entstehung der Entzindung auf zellularer Ebene besser verstehen zu kdénnen, sind
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zwei Signalwege zu betrachten: Der erste beschaftigt sich mit dem adaptiven

Immunsystem, der zweite mit dem angeborenen Immunsystem (s. Abb. 7).
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Abbildung 7: Asthma Immunpathologie: Die Typ-2-ldee

Es wird ein Erklarungsansatz zweier mdglicher Pathomechanismen bei der Asthmaentstehung erlautert:
Zum einen via Th2-Helferzellen (assoziiert mit einem allergischen Asthma), zum anderen durch die
Aktivierung der ILC2-Zellen, welche die Sezernierung von Typ-2-Zytokinen anregen und mit
intrinsischem Asthma in Verbindung stehen. Zusatzlich existieren Mischformen mit Beteiligung beider
Wege. Beide Pathomechanismen resultieren unter anderem in einer Eosinophilen- sowie FeNO-
Produktion (rot markiert). Abkirzungen: FeNO Fraction of exhaled nitric oxide (ausgeatmeter
Stickstoffwert), IL Interleukin, DC Dendritische Zellen, TSLP Thymic Stromal Lymphopoietin, Th2 T-
Helferzellen Typ 2, ILC2 Typ-2 innate lymphoide Zellen. Adaptiert nach %’

Bei dem adaptiven Immunsystem nehmen dendritische Zellen Allergene aus der
Umwelt auf und prasentieren diese. Somit stimulieren sie Th2-Helferzellen, welche
den Transkriptionsfaktor GATA3 exprimieren. Dieser ist zugehorig zu der Familie der
GATA-Transkriptionsfaktoren, welche die Fahigkeit besitzen an die DNA-Sequenz
,GATA" zu binden. GATA3 nimmt eine zentrale Rolle in der weiteren Signalkaskade
ein. Er leitet durch Sezernierung der Typ-2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 eine
Entziindungsreaktion ein. Uber das Zytokin IL-4 kénnen die Th2-Zellen eine
allergenspezifische IgE-Synthese stimulieren 7. Uber das IL-5, welches fiir die
Produktion der inflammatorischen eosinophilen Granulozyten im Knochenmark
zustandig ist, wird eine erhéhte Konzentration der eosinophilen Granulozyten in den

Atemwegen hervorgerufen und somit zur Entziindungsreaktion beigetragen 27. Der
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zweite Entstehungsweg einer Entziindung flhrt Gber das angeborene Immunsystem.
Hier agieren die ILC2-Zellen. Sie werden als Antwort auf epitheliale Zytokine (IL-25,
IL-33 sowie TSLP) aktiviert. Die ILC2-Zellen sezernieren den Transkriptionsfaktor
GATAS, welcher somit in beiden Signalkaskaden von Bedeutung ist. Wie auch bei der
Stimulation durch Th2-Helferzellen, produziert GATA3 hier ebenfalls die Typ-2-
Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13. Hinzu kommt das Typ-2-Zytokin IL-9. Es fordert eine
Becherzellmetaplasie und verstarkt das Wachstum und Uberleben von Mastzellen.
Diese fuhren zu einer Entzindung und somit zu einem Atemwegsumbau. Zusatzlich
unterstitzen ILC2-Zellen eine polyklonale IgE-Synthese durch B-Zellen'’. Der Th2-
Weg wird gehauft mit einem ,Early-onset Asthma® in Verbindung gebracht, wahrend
der ILC2-Weg haufiger mit einem ,,Adult-onset Asthma“ assoziiert wird. Oft sind jedoch
Mischformen zu finden, denn nicht selten werden beide Signalwege simultan

aktiviert!”.

Anhand dieser verschiedenen pathophysiologischen Mechanismen einer
Asthmaerkrankung lasst sich eine Einteilung in Subgruppen, die sogenannten
Endotypen, vornehmen. Anhand der Endotypen kann, vor allem fur die Patienten mit
schwerem Asthma, eine prazisere Therapiestrategie gewahlt werden, welche auf

Molekularebene in das Immunsystem eingreifen kann 3",

1.6 Zugelassene systemische immunmodulatorische Therapien

1.6.1 AIT

Die Allergen-Immuntherapie (AIT) stellt die alteste Form der Immunmodulation, mit
Erstbeschreibung im Jahr 1911, dar. Spater auch in der Asthmatherapie angewandt,
dient sie als Behandlung fur allergische Erkrankungen, welche eine Toleranz der
Immunantwort durch die hochdosierte Gabe spezifischer Allergene erreicht. Die
haufigsten Applikationsformen der Allergene sind die subkutane oder die sublinguale
Gabe. Der Wirkmechanismus wird wie folgt beschrieben: Es werden regulatorische T-
und B-Zellen aktiviert, welche Uber Signalkaskaden eine Toleranz hervorrufen und
somit die Uberreaktion des Immunsystems auf die Allergene reduzieren. Es kommt
zusatzlich, nach einem initialen Anstieg, zu einer IgE-Reduktion und einem Abfall der

Anzahl der eosinophilen Granulozyten 32. AuRerdem findet eine Induktion von IgGa-
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Antikdrpern statt, welche die Bildung von Allergen-IgE-Komplexen verhindern 33, Somit
bewirkt die AIT eine Eindammung der allergischen Atemwegsreaktion und der damit
verbundenen Entzindung. Dieser Effekt kann bis zu 12 Jahre nach Absetzen der AIT
anhalten 2. Die AIT kann zusatzlich zu der bereits etablierten Asthma-Therapie zur
Behandlung eines allergischen Asthma (und Rhinitis) bei Patienten mit leichtem bis

moderaten Asthma genutzt werden 34.

1.6.2 Leukotrien-Rezeptor-Antagonisten

Die Leukotriene gehdren als Gewebsmediatoren zu der Gruppe der Eicosanoide.
Durch Induktion inflammatorischer Prozesse wie der Einwanderung von
Entzindungszellen in die Atemwege, einer erhohten Mukussekretion,
Atemwegsddemen sowie einer Beteiligung an dem strukturellen Umbau der
Atemwege, stellen die Eicosanoide eine zentrale Rolle in der Pathogenese
chronischer Atemwegserkrankungen dar. Es erfolgte daher ein Therapieansatz zur
Unterdriickung dieses Signalweges durch die Leukotrien-Rezeptor-Antagonisten (z.B.
Montelukast) 3°. Es stellte sich jedoch heraus, dass eine Montelukast-Therapie
weniger effektiv als eine ICS-Monotherapie ist '7. Zusatzlich steht eine Montelukast-
Therapie laut Studien der amerikanischen ,Food and Drug Administration“ (FDA) in
Assoziation mit potentiellen neuropsychiatrischen Nebenwirkungen, weshalb die FDA
in 2020 eine Warnung fur dieses Medikament im Sinne einer ,Black Box Warning*

aussprach 36:37.38,

1.6.3 Biologika

Laut des amerikanischen nationalen Krebsinstitutes (National Cancer Institute, NCI)
sind Biologika von lebenden Organismen oder deren Produkten hergestellte
Substanzen °. Sie finden Einsatz sowohl in der Pravention, als auch Diagnose von
Erkrankungen und deren Therapie. Die Gruppe der Biologika besteht aus Antikorpern,
Interleukinen sowie sogenannten ,Biological Agents® (Impfstoffe) 4°. Fiir die Therapie
des Asthma sind besonders die monoklonalen Antikorper relevant. Diese greifen an
verschiedenen Stellen in die Pathophysiologie der Asthmaerkrankung ein und besitzen
somit unterschiedliche Pathomechanismen 4!, welche im Folgenden erlautert werden

sollen.
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Biologika- Name des Applikations- Applikations- | Selbstapplikation | Zulassung
Klasse Biologikums Schema Weg moglich? Ab
Anti-IgE Omalizumab alle 2-4 Wochen S.C. Ja 6 Jahren
Mepolizumab alle 4 Wochen S.C. Ja 6 Jahren
Anti-IL-5-(R) Reslizumab alle 4 Wochen i.v. Nein 18 Jahren
Benralizumab alle 4 / 8 Wochen s.C. Ja 18 Jahren
Anti-IL-4-R Dupilumab alle 2 Wochen S.C. Ja 6 Jahren
Anti-TSLP Tezepelumab alle 4 Wochen S.C. Ja 12 Jahren

Tabelle 2: Zugelassene Biologika fiir schweres Asthma

Aufgefuhrt sind die aktuell (Stand 2023) sechs zugelassenen Biologika fur die Indikation ,schweres
Asthma“ mit Biologika-Klasse, Namen, Applikationsschema, Applikationsweg, ob eine Selbstapplikation
moglich ist, sowie das Zulassungsalter. Abkiirzungen: IL Interleukin, s.c. subkutan, i.v. intravends 2.

Anti-IgE-Antikbrper

Im Jahre 2005 wurde der Anti-IgE-Antikorper Omalizumab als erstes Biologikum flr
ein moderates bis schweres allergisches Asthma in Amerika zugelassen 2. Es bindet
an das Immunglobulin E, welches eine zentrale Rolle bei der Pathogenese des
allergischen Asthma einnimmt, da es die Freisetzung von Mediatoren wie Histamin,
die Transkription von Zytokinen (IL-4, TNF, IL-6) und weitere entziindungsférdernde
immunmodulatorische Prozesse induziert 4>. Omalizumab hemmt die IgE-Bindung an
dessen Rezeptor auf Mastzellen und basophilen Granulozyten und stoppt somit die
Signalkaskade der Entziindungsreaktion 4'. Zusatzlich zu der besseren Asthma-
Kontrolle, welche nicht nur bei Patienten mit allergischem Asthma, sondern auch bei
Patienten ohne einen Allergie-Bezug festgestellt werden konnte, wurden antivirale und

antiautoimmune Effekte von Omalizumab nachgewiesen .

Anti-IL-5-Antikérper sowie Anti-IL-5-Rezeptor-alpha-Antikérper

Das Interleukin-5 regt die Entwicklung von eosinophilen Granulozyten im
Knochenmark an. Diese Zellen sind mafigeblich an der Entwicklung des Asthma, vor
allem des intrinsischen Asthma, beteiligt. Die folgenden Biologika greifen an dieser
Stelle in die Pathophysiologie ein 7. 2016 wurden die IL-5-Antikérper Mepolizumab
und Reslizumab 43, 2017 der Anti-IL-5-Rezeptor-alpha-Anitkdrper Benralizumab 4* fir
schweres intrinsisches Asthma zugelassen #4. Mepolizumab und Reslizumab binden
direkt an den IL-5-Liganden und verhindern somit die Bindung von IL-5 an seinen
Rezeptor, wahrend Benralizumab an den IL-5-Rezeptor bindet und somit eine

Apoptose der eosinophilen und basophilen Zellreihen induziert 4'. Daraus resultiert,
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dass Mepolizumab und Reslizumab die eosinophile Granulozyten-Konzentration im
peripheren Blut senken. Benralizumab fuhrt zu einer kompletten Depletion der
eosinophilen Zellreihe 44, sowie zu einer starken Reduktion (>75%) der basophilen

Granulozyten #°.

Anti-IL-4-/ Anti-IL-13-Rezeptor-Antikbrper

Wie IL-5 stellt auch IL-4 einen Mediator in dem Atemwegsentzindungsprozess des
Asthma dar. Der 2019 fur schweres Asthma zugelassene Anti-IL-4-Rezeptor-
Antikorper Dupilumab bindet an die a-Untereinheit des IL-4-Rezeptors und blockiert
somit die inflammatorische Signaltransmission von IL-4. Da die alpha-Untereinheit von
dem IL-4-Rezeptor auch bei dem IL-13-Rezeptor vorzufinden ist, wird auch dieser
durch Dupilumab blockiert. Dies ist der Entzindungshemmung ebenfalls zutraglich
1741 Es wurde festgestellt, dass Dupilumab sowohl bei einem intrinsischen als auch
extrinsischen Asthma eine Wirkung zeigt und dass im Gegensatz zu den Anti-IL-5(-
Rezeptor)-Antikdrpern die Konzentration der eosinophilen Granulozyten zunachst
temporar ansteigt 7. Zusétzlich zeigt die Forschung, dass sich Dupilumab ebenfalls

auf die T-Zell-Populationen auswirkt und diese in ihrer Zahl reduziert 4647,

Anti-TSLP

TSLP ist ein epitheliales Zytokin, welches als Reaktion auf Allergenexposition bzw.
Umweltstimuli durch epitheliale Zellen der Atemwege freigesetzt wird und an
inflammatorischen Prozessen beteiligt ist (s. Abb. 8). Brusselle et al. konnten in einer
randomisierten kontrollierten Studie belegen, dass durch eine Blockade des TSLPs
durch den monoklonalen Antikorper Tezepelumab bei Asthmapatienten mit einem
unkontrollierten schweren Asthma eine Reduktion der jahrlichen Exazerbationen um
56% erreicht werden konnte. Dies war sowohl bei dem Type-2-High-Asthma als auch
beim Type-2-Low-Asthma der Fall. Zusatzlich reduzierte die Tezepelumab-Therapie
die Anzahl der eosinophilen Zellen um 41% (bei Patienten mit <300/pl vor
Therapiebeginn), sowie FeNO- und IgE-Werte. Insgesamt wurde eine Verbesserung
der Lungenfunktion, der Asthma-Kontrolle sowie der Lebensqualitat im Vergleich zu
der Placebo-Gruppe erfasst. Zudem konnten keine Sicherheitsrisiken festgestellt

werden 48,
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Abbildung 8: Immunpathologie und Immunmodulation des ,, Type-2-High-Asthma“

Es sind zwei Pathomechanismen einer Atemwegsinflammation eines ,Type-2-High-Asthma®“ zu
unterscheiden: Zum einen Uber allergenprasentierende dendritische Zellen (DC), welche T-Helferzellen
(Th2) stimulieren und/oder zum anderen uber die Aktivierung von ILC2. Epitheliale Zytokine (u.a. TSLP,
IL-25, IL-33) kdnnen beide Pathomechanismen aktivieren. Sowohl Th2 als auch ILC2 exprimieren den
Transkriptionsfaktor GATA-3 und schitten Typ-2-Zytokine wie IL-4, IL-5 oder IL-13 aus. Zusatzlich
kommt es zu einer vermehrten IgE-Produkion durch B-Zellen. Immunmodulatorische Medikamente,
welche in diese Prozesse eingreifen und klinisch getestet wurden, sind in der Abbildung rechts
aufgefuihrt. Die fur die Therapie eines Asthma aktuell zugelassenen Therapieoptionen sind grin
markiert. Abkidrzungen: DC Dendritische Zellen, Th2 T-Helferzellen Typ 2, TSLP Thymic Stromal
Lymphopoietin, IL Interleukin, ILC2 Typ-2 innate lymphoide Zellen, DP2 Prostaglandin D2, LTRA
Leukotrien-Rezeptor-Antagonist '7.

Effekte und Nebenwirkungen

Die genannten Biologika wirken auf molekularer Ebene in der Unterbindung der
Signalkaskaden der Entzindungsprozesse des Asthma. Anti-lgE-Antikorper, Anti-IL-
5(-R)-Antikorper, Anti-IL-4-/Anti-IL-13-Antikdrper sowie Anti-TSLP bewirken bei
Asthmapatienten eine  verbesserte = Asthma-Kontrolle, einen  geringeren
Langzeitverbrauch von OCS sowie eine um ca. 50% reduzierte Exazerbationsrate
17,4149 Bei Mepolizumab, Reslizumab, Benralizumab, Dupilumab und Tezepelumab
wird zusatzlich eine Verbesserung der Lungenfunktion vermerkt 748 welche bei
Omalizumab nur bei einem Teil der Patienten beobachtet werden konnte %°. Die
Biologika weisen bis auf die transiente Erhdhung der eosinophilen Granulozyten bei
einer Dupilumab-Behandlung, keine gravierenden Nebenwirkungen auf, welche zu

einer Beendigung der Therapie gefiihrt hatten 74851, Biologika stellen somit aufgrund
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ihrer guten Wirksamkeit sowie eines geringen Risikoprofils einen vielversprechenden

Ansatz der modernen Asthmatherapie dar.

Obwohl die Biologika ein personalisiertes und spezifischeres Therapiekonzept als
vorherige Therapieoptionen darstellen '7, sind sie jedoch nicht bei jedem
Asthmapatienten erfolgreich und es verbleiben Patienten mit anhaltender
Symptomatik. Deshalb ist weitere Forschung auf dem Gebiet der Biologika notwendig,
um sie umfassender verstehen und besser einsetzen zu kdnnen. Unter anderem ist
der Effekt der Biologika auf die humanen B-Zellen, als wichtiger Teil des

Immunsystems, bislang nur wenig erforscht worden.

1.7 B-Zellen

1.7.1 Entwicklung

In den 1960er Jahren ruckten die B-Zellen immer weiter in den Fokus der Forschung.
Dies geschah aufgrund der Erkenntnis, dass die B-Zellen, wie auch die T-Zellen, eine
erhebliche Rolle im adaptiven humanen Immunsystem spielen und die Quelle der
menschlichen Antikorperproduktion sind %253, Es wurden seitdem viele Erkenntnisse
uber die Komplexitat der B-Zellen, wie deren Entwicklung, Funktionen sowie
Subpopulationen gewonnen %3. Bekannt sind uns heute B-1-Zellen, welche ihren
Ursprung in der fetalen Leber haben und spater hauptsachlich in serdsen
Kérperhdhlen, wie der Bauchhohle, verbleiben. Sie machen lediglich einen kleinen
Anteil der B-Zellen aus. Zudem sind B-2-Zellen bekannt, welche aus dem
Knochenmark emigrieren und sich zu follikularen B-Zellen oder Marginalzonen B-
Zellen differenzieren konnen. Diese B-Zellen machen den Hauptteil der sich in den

sekundar lymphatischen Organen befindenden B-Zellen aus %45°,

Die Entwicklung der B-Zellen beginnt im Knochenmark (s. Abb. 9). Hier befinden sich
zunachst die Vorlauferzellen der B-Zellen und es findet die Rekombination spezifischer
Gensegmente der schweren Ketten (Vu, D, Ju) der Immunglobuline (lg) statt. Die
dadurch entstandenen Pra-B-Zellen werden auf ihre Funktionalitat hin durch den Pra-
B-Zell-Rezeptor (Pre-BCR) kontrolliert und autoreaktive Zellen werden eliminiert. Der

Pra-B-Zell-Rezeptor besteht aus zwei schweren und leichten Ketten (spater die
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antigenbindende Untereinheit) als auch den signallibertragenden Komponenten Ig-a
und Ig-B. Nur wenn dieser Komplex funktionsfahig ist, Uberlebt die B-Zelle und es wird
ein intrazellulares Signal flir die Rekombination der leichten Ketten der
Immunglobuline (VL-Jv) erteilt, sodass es zur weiteren Differenzierung kommen kann.
In Folge dessen, wird das Immunglobulin IgM als Teil des reifen, funktionierenden
BCRs exprimiert (IgM*) %2. Die nun als ,unreife B-Zellen“ bezeichneten B-Zellen
verlassen im Anschluss das Knochenmark und migrieren in die sekundaren
lymphatischen Organe, wie z.B. die Milz. Hier findet die weitere Entwicklung statt (s.
Abb. 9). Unreife B-Zellen, welche sich im Ubergang zu reifen B-Zellen befinden,
spielen hier eine wichtige Rolle. Diese Transitionalen B-Zellen (TB-Zellen) durchlaufen
die Reifungsstadien T1 und T2 und erwerben in deren Verlauf IgD auf ihrer
Zelloberflache sowie weitere Oberflachenmolekule, wie unterschiedliche ,CD"-
Proteine (,Cluster of Differentiation®) 2. Neben den BCRs stellen diese
membrangebundenen Glykoproteine wichtige Oberflachenmolekiile der B-Zellen dar
53, Die immunphanotypischen Molekiille werden auf verschiedenen Zelloberflachen
des humanen Immunsystems exprimiert und kdnnen zellspezifisch sein, wie z.B. das
Protein CD19, welches B-Zell spezifisch ist. Die CD-Molekulle kénnen eine Rezeptor-
und/ oder Signalfunktion einnehmen. Sie kdnnen ebenfalls eine zentrale Rolle in der
Signaltransduktion zwischen den B-Lymphozyten und anderen Zellen einnehmen 6.
Die zirkulierenden TB-Zellen erwerben wahrend ihres Reifungsprozesses unter
anderem die Molekile CD24 und CD38 %°. Nach dem Reifungsprozess entstehen aus
den TB-Zellen schlussendlich antigennaive, reife B-Zellen %255 (s. Abb. 9). Die reifen
B-Zellen differenzieren sich entweder zu follikularen B-Zellen oder Marginalzonen B-
Zellen. Follikulare B-Zellen kdnnen durch Antigenstimulation aktiviert werden. Mit Hilfe
der T-Zellen kommt es anschlielRend zu einer somatischen Hypermutation spezifischer
Gensegmente der Immunglobuline sowie einem Ig-Klassenwechsel °2. Es entstehen
Uber den Zwischenschritt der Plasmablasten °’ die antikdrperproduzierenden
Plasmazellen oder die B-Gedachtniszellen. Diese konnen bei einem erneuten Kontakt
mit demselben Pathogen eine Reinfektion verhindern. Die Marginalzonen B-Zellen
kénnen u.a. ebenfalls durch Antigenaktivierung eine Entwicklung zu kurzlebigen
Plasmablasten durchmachen, welche eine hohe Menge an IgM produzieren kdnnen

um somit schnell auf im Blut zirkulierende Antigene reagieren zu kdnnen®? (s. Abb. 9).
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Abbildung 9: Die Entwicklung der B-Zellen

Von der Vorlauferzelle im Knochenmark ausgehend, beginnt die Entwicklung der B-Zellen. Nach VDJ-
Rearrangements, der Eliminierung autoreaktiver Zellen sowie einer Immunglobulin-Produktion emigriert
die nun unreife B-Zelle in die sekundar lymphatischen Organe (v.a. Milz). Hier reift die B-Zelle weiter.
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Sie exprimiert CD-Oberflachenmolekiile und es kommt zur IgD-Produktion. Es entstehen B-Zellen mit
verschiedenen Phanotypen wie die CD24**CD27*-Zelle oder die Transitionale B-Zelle, welche beide
immunregulatorische Eigenschaften besitzen und somit zu den regulatorischen B-Zellen (Bregs)
gehoren. Die reife, antigennaive B-Zelle differenziert sich entweder zu Marginalzonen B-Zellen oder
Follikularen B-Zellen. Diese kénnen sich Uber Affinitdtsreifung, somatische Hypermutation sowie
Antigenkontakt zu B-Ged&achtniszellen oder Plasmablasten entwickeln. Letztere haben ebenfalls
immunregulatorische Eigenschaften. Durch weitere CD-Protein-Produktion und Reifung kénnen sich
Plasmablasten zu Plasmazellen entwickeln 8. Die flir diese Arbeit untersuchten Bregs wurden anhand
spezifischer CD-Protein-Konstellationen (Marker) ausgewahlt, welche in den weil} hinterlegten Késten
dargestellt sind. Sie stellen lediglich einen Teil der an der Zelloberflache vorhandenen Proteine dar.
Legende: - = keine Expression, low = niedrige Expression, + = intermediate; mittlere Expression, ++ =
high; hohe Expression. Abkiirzungen: BCR B-Zell-Rezeptor, IgD Immunglobulin D, IgM Immunglobulin
M, CD Cluster of Differentiation.

1.7.2 Regulatorische B-Zellen (Bregs)

Die regulatorischen B-Zellen (Bregs) stellen eine Subpopulation der B-Zellen dar. Sie
zeichnen sich durch antiinflammatorische Eigenschaften aus, welche auf die
Produktion immunmodulatorischer Molekille zurickzufihren sind. Eine einheitliche
Klassifikation der Bregs mit genauer Definition ihrer Funktion und Phanotypen gibt es
jedoch bislang nicht in der Literatur 4. Der Grofteil der humanen regulatorischen B-
Zellen produziert jedoch das immunsupprimierende Interleukin-10. Einige andere
Subgruppen produzieren die antiinflammatorischen Molekule IL-35, Granzym B oder
,Transforming growth factor-g“ (TGF-B) %*. Bregs kann man anhand verschiedener
Oberflachenmolekulen und Funktionen in mehrere Subpopulationen unterteilen. Die
bereits erwahnten TB-Zellen sind hier eine der zu nennenden Subgruppen. Sie weisen
unter anderem folgende Oberflachenproteine auf: CD19, CD24 und CD38. Die TB-
Zellen inhibieren nach CD40-Stimulation die Differenzierung naiver T-Lymphozyten zu
T-Helferzellen (Th1 und Th17) %%, welche ansonsten an inflammatorischen
Prozessen und Pathomechanismen von Autoimmunkrankheiten beteiligt waren 0.
Dies geschieht hauptsachlich aufgrund des IL-10. Zusatzlich induzieren die
CD19'CD24**CD38**-B-Zellen regulatorische T-Zellen %4, welche, ebenso wie die
Bregs, eine wichtige Rolle in der Eindammung inflammatorischer Prozesse einnehmen
61, Als weitere Subgruppe der Bregs gelten die humanen B10-Zellen. Es wurde
festgestellt, dass sich unter den Zellen mit den Oberflachenmolekilen CD24**CD27*
eine sehr hohe Anzahl von IL-10-produzierenden Zellen befindet. Somit erhielt diese
Subpopulation der B-Zellen ihren Namen als ,B10-Zellen®. Einhergehend mit der IL-
10-Produktion ist die Inhibition der Tumor-Nekrose-Faktor(TNF)-a-Produktion der
Monozyten %¢. TNF-a ist ein proinflammatorisches Zytokin, welches aufgrund mehrerer
intrazellularen Signale zu einer Apoptose oder Nekrose der jeweiligen Zelle fihrt und

somit zu einer Entziindungsreaktion beitrdgt 2. Auch Plasmablasten weisen
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immunsuppressive Eigenschaften auf und werden ebenfalls zu den regulatorischen B-
Zellen gezahlt. Plasmablasten mit dem Phanotyp CD19*CD27*CD38** inhibieren
aufgrund ihrer IL-10-Produktion dendritische Zellen in ihrer Funktion pathogene T-
Zellen zu generieren 3. Weitere IL-10-produzierende Bregs sind Br1-Zellen, welche
durch ihre IL-10-Produktion antigenspezifische T-Zell-Proliferationen eindammen,
sowie CD9*-Zellen und CD5*CD1d*-Zellen, welche die durch Th2 und Th17

hervorgerufenen Entziindungsreaktionen reduzieren 4.

1.7.3 Rolle von Bregs in Krankheiten

Die Bregs sind bei der Regulierung entzundlicher Prozesse von zentraler Bedeutung.
Die Frage, wie sich die Populationen dieser B-Zellen bei bestimmten Krankheitsbildern
verhalten, ist dementsprechend naheliegend. Durch Forschungen auf diesem Gebiet,
sowohl im Mausmodell als auch beim Menschen, ist mittlerweile bekannt, dass bei
Infektionskrankheiten die viralen, bakteriellen oder parasitaren Erreger zu einem
vermehrten Aufkommen der Bregs fiilhren. Ahnlich verhadlt es sich bei
Krebserkrankungen. B-Zellen kénnen das Tumorwachstum beeinflussen und sind
wahrend der Erkrankungszeit vermehrt vorzufinden %*. Anders verhalt es sich bei
Autoimmunkrankheiten. Hier ist eine niedrigere Zellzahl bzw. IL-10-Produktion der
Bregs als bei Nicht-Erkrankten zu verzeichnen. Dies schliel3t Autoimmunkrankheiten
wie Multiple Sklerose, Rheumatische Arthritis, Systemischer Lupus erythematodes
und das Sjogren Syndrom ein. Ahnlich verhalt es sich bei Erkrankungen die mit
Allergien in  Verbindung stehen wie die allergische Dermatitis und
Nahrungsmittelunvertraglichkeiten. Lediglich bei der allergischen Rhinitis konnten
neben erniedrigten Konzentrationen einiger regulatorischen B-Zell-Subpopulationen
ebenso erhohte Zellzahlen von Bregs mit dem Phanotyp CD19*CD24**CD27*
beobachtet werden %% Bei allergischem Asthma zeigt sich eine heterogene
Studienlage: Verschiedene Autoren postulieren, dass Patienten mit allergischem
Asthma weniger Bregs mit dem Phanotyp CD19*CD24**CD27* haben 6455, sowie dem
Phanotyp CD9* 66, wahrend andere Studien belegen, dass keine verminderte Anzahl
von Bregs bei Patienten mit allergischem Asthma vorliegen 7-6°. Zusatzlich konnte
festgestellt werden, dass Bregs mit dem Phanotyp CD19*CD24**CD27" bei Patienten

mit allergischem Asthma eine verringerte IL-10-Produktion aufweisen .

22



Einleitung

1.8 Fragestellung

B-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der adaptiven Immunantwort. Die
regulatorischen B-Zellen, insbesondere die sogenannten TB-Zellen, sind relevant bei
der Eindammung inflammatorischer Prozesse des humanen Immunsystems. Diese
entzundlichen Ereignisse werden unter anderem bei Erkrankungen wie dem Asthma
gefunden. Die vielversprechenden, seit den 2010er Jahren in der Therapie eines
schweren Asthma eingesetzten Biologika sind immunmodulatorische Medikamente.
Bis heute sind jedoch die Wirkungen der Biologika Benralizumab und Dupilumab auf
die regulatorischen B-Zellen nicht bekannt. Dieses Wissen ware fur die Asthma-
Therapie jedoch von groliem Interesse, da die daraus resultierenden Erkenntnisse den
Einsatzbereich der Biologika bzw. den Umfang der Auswirkung der Biologika auf das
menschliche Immunsystem genauer definieren kdnnten. Zusatzlich ist zu ergriinden,
ob es einen Unterschied zwischen Bregs bei erwachsenen Patienten mit schwerem
Asthma und gesunden Kontrollen gibt. Bislang existieren hierzu lediglich Studien,

welche sich mit Uberwiegend milden-moderaten Asthmaformen beschaftigen.

Mit der vorliegenden Dissertation sollen folgende Fragen geklart werden:

e Gibt es Unterschiede in der Anzahl der TB-Zellen im Blut zwischen Patienten

mit schwerem Asthma und gesunden Kontrollen?
e Kommt es wahrend der Therapie mit dem Anti-IL-5(-R)-Antikorper

Benralizumab oder dem Anti-IL-4/-IL-13-Antikorper Dupilumab zu einer

Veranderung der Subpopulationen der regulatorischen B-Zellen?
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Studiendesign

2.1.1 Rekrutierung von Patienten und Probanden

In dem Zeitraum Juli 2020 bis April 2021 wurden in der Sprechstunde der Asthma-
Ambulanz von Herrn Prof. M. Lommatzsch im Zentrum fir Innere Medizin des
Universitatsklinikums Rostock, Patienten mit schwerem Asthma fur diese Studie
rekrutiert. Bei Erflllung der Einschlusskriterien wurden die Patienten ausfuhrlich Gber
den Ablauf und das Ziel der Studie aufgeklart. Die Patienten wurden anschlie3end
gebeten, eine schriftliche Einverstandniserklarung zu unterzeichnen und konnten
somit in die Studie aufgenommen werden. In dem Zeitraum Juli 2020 bis September
2021 wurden gesunde Kontrollen gesucht. Diese wurden angelehnt an das Alter und
Geschlecht der jeweiligen Studienpatienten ausgewahlt. Nach Erfullung der
Einschlusskriterien wurden die Probanden ebenfalls Gber den Ablauf und das Ziel der
Studie aufgeklart. Nach Unterschreiben der schriftichen Einverstandniserklarung

wurden die Probanden in die Studie aufgenommen.

2.1.2 Ein- und Ausschlusskriterien

Einschlusskriterien fur Patienten:
- Schweres Asthma gemal ,GINA Main Report 2020/2021¢
- Keine Angabe einer Prednisolon-Dauertherapie
- Keine laufende Biologika-Therapie
- Patient ist nach Ansicht des behandelnden Arztes ein passender Kandidat fur

eine Dupilumab- oder Benralizumab-Therapie

Ausschlusskriterien fur Patienten:
- Andere schwere chronisch-entzindliche Erkrankungen
- Einnahme von Immunsuppressiva
- Schwerwiegende andere Lungenerkrankungen

- Unfahigkeit, in die Studie einzuwilligen
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Einschlusskriterien fur Probanden:
- Keine schwerwiegenden Lungenerkrankungen, inklusive Asthma
- Keine chronisch-entzundlichen Erkrankungen
- Keine Einnahme von immunsupprimierenden Medikamenten

- Fahigkeit in die Studie einzuwilligen

Ausschlusskriterium fir Probanden:

- Sofern die oben genannten Einschlusskriterien nicht zutreffen

2.1.3 Ablauf der Studie

Der Einschluss der Patienten und der Probanden konnte nach Erfullung der
Einschlusskriterien, einer ausfuhrlichen Aufklarung tber die Ziele und den Ablauf der
Studie, sowie nach der Unterzeichnung der Einverstandniserklarung erfolgen. Es
wurden mit den Patienten anschlieBend zwei weitere Termine nach 1 Monat, sowie
nach 6 Monaten abgestimmt. Bei jedem dieser drei Termine sah die Studie in den
Raumlichkeiten der Pneumologie der Universitatsklinik eine Lungenfunktionsmessung
mittels Ganzkdrperplethysmographie (s. Abschnitt 2.2) sowie eine Erhebung des
FeNO-Wertes vor (s. Abschnitt 2.3). Zusatzlich erfolgte eine Blutentnahme (s.
Abschnitt 2.4). Ein Teil der Blutproben wurden sofort in das Zentrallabor der
Universitat Rostock gebracht (s. Abschnitt 2.5), wahrend der andere Teil fur die
Durchflusszytometrie bzw. die Gesamt-IgE-Bestimmung weiterverarbeitet wurde (s.
Abschnitt 2.6 und 2.7). Zuletzt wurden die Studienteilnehmer gebeten die drei
Fragebdgen ACT, ACQ6 und SGRQ auszufillen (s. Abschnitt 2.8). Zusatzlich erhielt
jeder Patient bei dem ersten Termin vor Ort das Biologikum Benralizumab (30 mg)
oder Dupilumab (300 mg) als subkutane Injektion. Anschlielend mussten die
Patienten 120 Minuten zur Nachbeobachtung vor Ort warten. Den Patienten war es
freigestellt sich im Anschluss in den von den Medikamentenherstellern vorgegebenen
Intervallen entweder per Selbstinjektion mit einem ,Pen“ das Medikament zu
verabreichen, oder dies in der Asthma-Ambulanz oder in einer Arztpraxis von
Fachpersonal vornehmen zu lassen. Bei den Kontrollprobanden erfolgte lediglich ein
Termin, ebenfalls mit der Erhebung einer Bodyplethysmographie, einem FeNO-Wert
sowie einer Blutentnahme. Diese Blutproben wurden ebenfalls umgehend zur Analyse

in das Zentrallabor gebracht und fr die Durchflusszytometrie prapariert.
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2.1.4 Votum der Ethikkommission

Die vorliegende Studie wurde bei der Ethikkommission der Arztekammer
Mecklenburg-Vorpommern unter den folgenden Nummern beantragt A 2019-0126 und
A 2019-0135. Es bestanden keine berufsethischen oder berufsrechtlichen Bedenken

gegen die Durchflhrung dieser Studie.

2.2 Bodyplethysmographie

Material

e Ganzkdrperplethysmograph Master Screen Body mit [Jaeger, Wurzburg, D]
Auswertungssoftware

e Mundstick und Nasenklemme [Jaeger, Wurzburg, D]

Abbildung 10: Ganzkorperplethysmograph
Abgebildet ist der ,Master Screen Body“ mit Auswertungssoftware von der Firma Jaeger der Abteilung
fir Pneumologie.

Methode

Die Ganzkorperplethysmographie stellt eine Lungenfunktionsuntersuchung dar,
welche statische Lungenvolumina wie die totale Lungenkapazitat oder die
Residualkapazitat, sowie den Atemwegswiderstand bestimmen kann. Das Prinzip
beruht darauf, dass das Produkt aus Volumen und Druck konstant ist und deshalb bei
Veranderungen des Drucks Ruckschlisse auf das intrathorakale Gasvolumen

gezogen werden koénnen. Der Patient sitzt fur diese Messung in einer luftdicht
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abgeschlossen Kabine und ist Uber ein Mundstick an einen Pneumotachographen
angeschlossen, welcher die Atemstromstarke misst. Da es sich um einen
abgeschlossenen Raum handelt, konnen Druckschwankungen innerhalb der Kabine
aufgrund der Atmung und der damit verbundenen Volumenveranderung des
Patienten, genau detektiert werden. Hierdurch entsteht ein  Druck-
Stromungsdiagramm, welches eine exakte Beschreibung des Stromungswiderstands
uber den gesamten Atemzyklus des Patienten hinweg erlaubt. Die
Bodyplethysmographie umfasst zusatzlich auch die Messungen einer herkdmmlichen
Spirometrie, wobei mobilisierbare Lungenvolumina sowie
Stromungsgeschwindigkeiten erfasst werden konnen. Insgesamt kann die
Ganzkorperplethysmographie also sowohl statische als auch dynamische
Lungenvolumina erfassen und stellt somit eine detaillierte und umfassende

Untersuchungsmethode dar (Tab. 3).

27



Material und Methoden

Parameter

Vitalkapazitat

Inspiratorische Vitalkapazitat

Residualvolumen

Intrathorakales Gasvolumen

Forcierte exspiratorische Vitalkapazitat

Forciertes exspiratorisches Volumen in
1 Sekunde (Einsekundenkapazitat)

Tiffeneau-Index

Maximaler exspiratorischer Fluss
(exspiratorischer Spitzenfluss)

Maximaler exspiratorischer Fluss bei
75% der forcierten Vitalkapazitat

Maximaler exspiratorischer Fluss bei
50% der forcierten Vitalkapazitat

Maximaler exspiratorischer Fluss bei
25% der forcierten Vitalkapazitat

Atemwegswiderstand

Effektiver Atemwegswiderstand
(nach Matthys)

Funktionelle Residualkapazitat

Totale Lungenkapazitat

Definition

Gasvolumen, welches maximal geatmet
werden kann (sowohl in- als auch
exspiratorisch)

Atemvolumen, welches maximal
eingeatmet werden kann

Volumen, welches sich nach maximaler
Exspiration noch in der Lunge befindet
(nicht mobilisierbar)

Volumen, welches sich endexspiratorisch
noch in der Lunge befindet

Atemvolumen, welches nach maximaler
Inspiration forciert ausgeatmet werden
kann

Atemvolumen, welches nach maximaler
Inspiration forciert in der ersten Sekunde
ausgeatmet werden kann

Quotient aus FEV1 und FVC
(Sollte beim Lungengesunden tber 70%
liegen)

Maximale Atemstromstarke bei forcierter
Ausatmung

Atemstromstarke, wenn 75% der
forcierten Vitalkapazitat noch
auszuatmen sind

Atemstromstarke, wenn 50% der
forcierten Vitalkapazitat noch
auszuatmen sind

Atemstromstéarke, wenn 25% der
forcierten Vitalkapazitat noch
auszuatmen sind

Druckdifferenz (treibende Kraft) zwischen
Mund und Alveole bei einer
Atemstromstérke von 1 Liter/Sekunde

Druckdifferenz (treibende Kraft) zwischen
Mund und Alveole bei einer
Atemstromstéarke von 1 Liter/Sekunde

Luftvolumen, welches nach einer
normalen Exspiration in der Lunge
verbleibt

Gesamtes Lungenvolumen (RV+IVC)

Tabelle 3: Mit der Bodyplethysmographie messbare Parameter
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Abkiirzung

VC (IN/EX)

IvC

RV

ITGV

FVC

FEV1

FEV1/FVC

PEF

MEF75

MEF50

MEF25

Raw

Reff

FR

TLC

Einheit

Liter

Liter

Liter

Liter

Liter

Liter

%

Liter/s

Liter/s

Liter/s

Liter/s

kPa*s/I

kPa*s/I

Liter

Liter
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Durchfiihrung

Der Patient wird gebeten, in der Kabine (s. Abb. 10) Platz zu nehmen. Er soll nun das
mit dem Pneumotachographen verbundene Mundstiick mit dem Mund umschliel3en
und bekommt eine Nasenklemme aufgesetzt. Im Anschluss wird die Tur der Kammer
verschlossen und der Patient wird gebeten, ruhig ein- und auszuatmen. Nun ist nur
eine kurze Wartezeit bis zum Start der Messungen notwendig, da es aufgrund der
modernen Software zu einer schnellen Kompensation der sich durch den Korper
erwarmenden Luft erfolgt. Zuerst erfolgt die Messung des Atemwegswiderstands bei
Ruheatmung. Hierzu wird nach Ausatmung des Patienten in endexspiratorischer
Atemruhelage das Atemrohr durch eine Klappe verschlossen. Der Patient soll nun
gegen den Widerstand normal einatmen, wodurch das intrathorakale Gasvolumen
bestimmt werden kann. AnschlieBend folgen weitere Atemmandver einer
herkdmmlichen Spirometrie: Der Patient wird gebeten, maximal auszuatmen, dann
direkt maximal einzuatmen und im Anschluss so schnell wie moglich maximal
auszuatmen. Nach der nachsten regularen Einatmung ist die Untersuchung beendet

und der Patient kann die Kabine verlassen.

2.3 FeNO-Wert-Messung

Material
e FeNO-Messgerat NIOX Vero® [Circassia, Oxford, England]
e Mundstlck [Circassia, Oxford, England]

Abbildung 11: Das FeNO-Messgerit
Abgebildet ist das ,NIOX Vero ® mit Mundsttick der Firma Circassia der Abteilung fir Pneumologie.
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Methode und Durchfiihrung

Das FeNO-Messgerat ,NIOX Vero® von der Firma Circassia beruht auf dem
Messverfahren der Chemilumineszenz-Analyse, welche auf der chemischen Reaktion
von Stickstoffmonoxid mit Ozon basiert. Das in das Messgerat hineingeatmete NO der
Ausatemluft des Patienten reagiert mit dem in dem Gerat vorhandenen Ozon, welches
aus dem Sauerstoff der Umgebungsluft gewonnen wird. Es entsteht Stickstoffdioxid.
Dies emittiert Lichtquanten, welche photometrisch gemessen werden und proportional
zu der gesuchten NO-Konzentration der Ausatemluft stehen 7°. Fiir die Messung wird
der Patient/Proband gebeten, sich vor das Gerat zu setzen. Der Patient soll wie
gewohnlich ausatmen und dann durch das Mundstick NO-freie Luft bis zur
Totalkapazitat einatmen. AnschlieBend wird der Patient aufgefordert durch das
Mundstuck nahe bis zum Residualvolumen auszuatmen. Dies soll in einer Intensitat
von ca. 50 ml/s erfolgen, sodass ein Druck im Bereich von circa 10 cmH20 (entspricht
7,36 mmHg) fur mehrere Sekunden gehalten werden kann. Einige Sekunden nach
Beendigung der Messung wird der Wert des ausgeatmeten Stickstoffmonoxids auf
dem Display des Messgerates in der Einheit ppb angezeigt. Messwerte unter 25 ppb
bei Erwachsenen sind mit einer geringen Wahrscheinlichkeit einer eosinophilen
Entzindung zu interpretieren. Werte von uber 50 ppb sprechen fir eine hohe

Wahrscheinlichkeit einer eosinophilen Entziindung .

2.4 Blutentnahme

Material

e Stauschlauch

e Sterile Wattetupfer [Hartmann, Heidenheim, D]

e Hautdesinfektion mit Octeniderm ® [Schilke & Mayr, Norderstedt, D]
e Safety-Multifly®-Kandile, 21G, 0,8 x 19 mm [Sarstedt, NUimbrecht, D]

e S-Monovette® EDTA 2,6 ml [Sarstedt, NUumbrecht, D]

e S-Monovette® Serum 7,5 ml [Sarstedt, NUimbrecht, D]
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Durchfiihrung
Zuerst erfolgten die Hautdesinfektion sowie die Anlage des Stauschlauches.
Anschliel’end wurde allen Patienten sowie Probanden Blut mittels der Butterfly-Kanule

entnommen. Es wurden folgende Réhrchen abgenommen:

e 1 EDTA-R6hrchen (2,6 ml) zur Differentialblutbildbestimmung
e 1 EDTA-RdAhrchen (2,6 ml) zur FACS-Analyse der B-Zellen

e 1 Serum-Rdhrchen (7,5 ml) zur Gesamt-IgE-Bestimmung

2.5 Messungen im Zentrallabor

Die Laborbestimmungen des Differentialblutbildes erfolgten im Institut fur Klinische
Chemie und Labormedizin im Zentrallabor der Universitdt Rostock. Das
Differentialblutbild wurde mit einem hamatologischen Analysegerat (XE, 2100,

Sysmex, Norderstedt, Deutschland) bestimmt.

2.6 Durchflusszytometrie

Material

e Zentrifuge Heraeus Labofuge 400 R [Heraeus, Hanau, D]

e Zentrifuge Multifuge 1L- R [Thermo Fisher Scientific, MA, USA]
e Durchflusszytometer FACSLyric™ [Becton Dickinson, Heidelberg, D]
e FACS-Software BD FACS Suite v1.3 [Becton Dickinson, Heidelberg, D]
e Vortexer MS 3 digital [IKA, Staufen, D]

o Pipette Research 100 - 1000 pl [Eppendorf, Hamburg, D]

e Pipette Research 20 - 200 ul [Eppendorf, Hamburg, D]

¢ Pipettenspitze 1000 pl [Eppendorf, Hamburg, D]

o Pipettenspitze 200 pl [Eppendorf, Hamburg, D]

e Safe-Lock Tubes Reaktionsgefalte 1,5 mi [Eppendorf, Hamburg, D]

e Durchflusszytometrie Réhrchen 5 mi [Sarstedt, Nimbrecht, D]

¢ PBS (Phosphate buffered saline) [Invitrogen GmbH, Karlsruhe, D]

e FACS Lysing Solution [Becton Dickinson, Heidelberg, D]

¢ Monoklonale Maus-anti-Human-Antikorper (s. Tab. 4)
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Methode

Mithilfe der Durchflusszytometrie lassen sich Zellen messen und sortieren. Hierzu
flieRen die Zellen in einem Mikrokanal (Kuvette) innerhalb eines flissigen Mediums
durch hydrodynamische Fokussierung einzeln an einem monochromatischen
Laserstrahl vorbei. Im Anschluss kann die Ablenkung des Laserstrahls durch die
bestrahlte Zelle mittels Photodetektoren gemessen werden. Hierbei kann zum einen
das Vorwartsstreulicht (Forward scatter = FSC) entlang der Achse des Laserstrahls
erfasst werden, welches Auskunft Uber die Grofde der Zelle gibt. Zum anderen wird die
Seitwartsstreuung (Side scatter = SSC) des Laserstrahls detektiert, welche
Ruckschlusse Uber Binnenstrukturen der Zelle, wie die Granularitat des Zytoplasmas,
zulasst. Die Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS) stellt eine spezielle Form der
Durchflusszytometrie dar und beruht auf der Interkation zwischen Antigen und
Antikorper. Hierfur werden spezifische Antikdrper mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert.
Anschlieffend werden die Zellen, welche die zu untersuchenden Antigene in Form von
Oberflachenproteinen tragen, aus den Blutprodukten isoliert und mit den
fluoreszenzmarkierten Antikdrpern versetzt. Das fur diese Arbeit verwendete FACS-
Gerat enthalt drei Laser mit den Wellenlangen 405 nm, 488 nm sowie 605 nm, welche
sechs Fluoreszenzfarbstoffe anregen kénnen (s. Tab. 4). Durch den Laserstrahl mit
der entsprechenden Wellenlange angeregt, emittiert der Fluoreszenzfarbstoff
Photonen, welche anschlieRend durch Photodetektoren erfasst werden konnen. Die
Anzahl der gemessenen Photonen entspricht der Menge des gebundenen
Fluoreszenzfarbstoffes der jeweiligen Zelle. Hieraus ergibt sich die Menge gebundener
Antikorper an die gefragten Oberflachenantigene, welche somit quantifiziert werden
kénnen. Die wahrend der Messung erhobenen Daten zu den Oberflachenproteinen
der Zellen, sowie die uber das FSC und SSC erhobenen Informationen, kdnnen im
Anschluss in Koordinatensystemen (Dotplots) dargestellt werden. Die x- und y-Achse
des Koordinatensystems werden durch zwei der gemessenen Parameter gebildet und
jede Zelle wird je nach ihrer Grolle, Granularitdt oder Menge an gemessenen
Oberflachenmarkern an dem dazugehdrigen Punkt eingetragen. Hieraus ergeben sich
Punktewolken, welche Subpopulationen mit spezifischen Charakteristika der
gemessenen Zellgesamtheit darstellen. Um diese Subpopulationen besser auswerten
zu kénnen werden sogenannte ,Gates“ eingesetzt. Hierbei werden ausgewahite

Punktewolken eingekreist konnen dadurch gezahlt werden. Dadurch lasst sich im
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Anschluss der prozentuale Anteil der sich im Gate befindenden Zellen an der

Gesamtpopulation errechnen.

Durchfiihrung

Die durchflusszytometrische Messung erfolgte im Universitatsklinikum Rostock,
Zentrum flr Innere Medizin, in dem zu der Pneumologie gehérenden Immunologischen
Labor. Zuerst wurde der Antikdrper-Ansatz (s. Tab. 4) hergestellt. Im Anschluss
wurden 100 pl Vollblut des EDTA-Blutes der Patienten/Probanden hinzugegeben und
fur 20 Minuten inkubiert. AnschlieBend wurde 1 ml FACS Lysing Solution
hinzugegeben. Es folgte eine Inkubationszeit von 10 Minuten im Dunkeln. Daraufhin
wurden die Zellen bei Raumtemperatur fur 5 Minuten bei 420 x g zentrifugiert. Nach
dem Verwerfen des Uberstands erfolgte eine Waschung. Hierfir wurden 1 ml
Waschpuffer hinzugegeben, mit anschlieBender erneuter Zentrifugation der Zellen,
ebenfalls mit 420 x g fir 5 Minuten bei Raumtemperatur. Der Uberstand wurde
verworfen. Schlie3lich wurden die Zellen in 400 yl PBS resuspendiert und mithilfe
eines Vortexers durchmischt. Fertig prapariert, konnten die Zellen im Anschluss mittels

des 6-Farben-Durchflusszytometers gemessen werden.

Anti-lgD FITC IA6-2 5l BioLegend 488 nm 520 nm
Anti-CD27 PE M- 5ul BioLegend 488 nm 575 nm
T271
Anti-CD24 PerCP- ML5 5l BioLegend 488 nm 690 nm
Cy5.5

Anti-CD-38 APC HIT2 5l BioLegend 633 nm 680 nm

Anti-CD19 BV421 HIB19 5 ul BD 405 nm 423 nm
Biosciences

Anti-CD45 V500-C 2D1 5 ul BD 405 nm 499 nm
Biosciences

Tabelle 4: Antikorper fiir die FACS

Es sind die in dieser Studie verwendeten Antikdrper, sowie deren Farbstoff, Klon, die genutzte Menge,
der Hersteller sowie die anregende und emittierende Wellenldnge aufgefuhrt. Abkdrzungen: 1gD
Immunglobulin D, CD Cluster of Differentiation, FITC Fluorescein IsoThioCyanate, PE PhycoErythrin,
PerCP-Cy5.5 Peridinin Chlorophyll Protein-Cyanine 5.5, APC AlloPhycoCyanin, BV421 Brilliant Violet
421, V500-C Herstellereigenname.
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Analyse der Zellen

Die Zellanalyse erfolgte mit der FACS-Software ,BD FACS Suite v1.3". Zuerst wurden
alle Zellen mit dem Oberflachenmarker CD45, welcher spezifisch fir Leukozyten ist,
mittels einer CD45/SSC-Darstellung identifiziert. AnschlieBend wurde um die
Zellpopulation mit der passenden Granularitat (ablesbar auf der SSC-Achse) ein Gate
gezogen. Somit wurden alle sich in der Zelllosung befindlichen Leukozyten durch ihre
Granularitat und CD45-Oberflachenproteine kenntlich gemacht (s. Abb.12.1). Im
nachsten Schritt erfolgte die Darstellung der B-Zellen, als Subgruppe der Leukozyten.
Es ist bekannt, dass CD19 als spezifisches Oberflachenprotein flr B-Zellen dienen
kann. Aus diesem Grund wurde das Leukozyten-Gate nun in eine CD19/SSC-
Darstellung gebracht. Hier konnte die Population, welche CD19-Oberflachenantigene
sowie eine geringe Granularitat aufwies, per Gate ermittelt werden (s. Abb. 12.2). In
der nachsten Hierarchieebene des Gatings folgte der Doubletten Ausschluss der B-
Zellen. Dies dient dazu, aneinanderhaftende, die Ergebnisse verfalschende Zellen aus
der Population auszuschlieBen. Hierfur wurde eine FSC-H/FSC-A-Darstellung
gewahlt. Somit konnten per Gate zu stark von der GréRennorm abweichende Zellen
ausgeschlossen werden (s. Abb. 12.3). Die verbliebene Zellpopulation waren einzeln
vorliegende B-Zellen. Wie in der Abb. 12.4 gezeigt, wurde im Anschluss eine
IgD/CD27-Ubersicht erstellt, welche Auskunft (iber den Reifegrad der B-Zellen geben
kann, da weniger differenzierte B-Zellen noch IgD bilden, wahrend reifere B-Zellen kein
IgD mehr bilden und CD27 exprimieren (,Switched Memory®). Eine Hierarchiestufe
weiter, wurde die Population der ,Switched Memory“-Darstellung per Gate ausgewahlt.
Aus dieser Population wurden anschlielend in der CD27/CD38-Grafik die
CD19*CD27*CD38*-Zellen (Plasmablasten) identifiziert (s. Abb. 12.5). Wieder
ausgehend von der B-Zell-Population nach Doubletten Ausschluss, wurden noch zwei
weitere B-Zell-Subpopulationen per Gates ermittelt, fir die in der Literatur eine
immunregulatorische Funktion beschrieben wird. Zum einen die CD24**CD27*-Zellen
in der CD24/CD27-Darstellung (s. Abb. 12.6), zum anderen die Transitionalen B-
Zellen, welche aufgrund ihrer spezifischen CD-Oberflachenprotein-Kombination
CD19"CD24**CD38** in der CD24/CD38-Darstellung ermittelt werden konnten (s.
Abb. 12.7). Da sich die innerhalb eines jeden Gates befindenden Populationen durch
die Software gezahlt werden, erhalt man somit Rickschlisse auf den prozentualen

Anteil der Subpopulationen an der gesamten Anzahl der B-Zellen.
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Abbildung 12 (12.1-12.7): Dotplots der B-Zell-Gating-Strategie

12.1: CD45/SSC-Darstellung, Leukozyten-Gate. 21.2: CD19/SSC-Darstellung, B-Zellen-Gate. 12.3:
FSC/FSC-Darstellung, Doubletten-Exklusions-Gate. 12.4: IgD/CD27-Darstellung, ,Switched-Memory*-
Gate. 12.5: CD24/CD27-Darstellung, CD19°CD24**CD27*-Gate. 12.6: CD27/CD38-Darstellung,
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CD19"CD27*CD38**-Plasmablasten-Gate. 12.7: CD24/CD38-Darstellung, CD19°CD24**CD38**-
Tranisitional-B-cells-Gate. Abkiirzungen: FSC Forward Scatter, SSC Side Scatter, CD Cluster of
Differentiation, IgD Immunglobulin D. Fluoreszenzfarbstoffe: V500-C Herstellereigenname, BV421
Brilliant Violet 421, FITC Fluorescein IsoThioCyanate, PE PhycoErythrin, PerCP-Cy5.5 Peridinin
Chlorophyll Protein-Cyanine 5.5, APC AlloPhycoCyanin,

2.7 Gesamt-lgE-Messung

Material

e S-Monovette® Serum 7,5 ml [Sarstedt, Niumbrecht, D]

¢ |Immunoassay Analysator Phadia 100 [Thermo Scientific, MA, USA]
¢ Phadia Information Data Manager Software [Thermo Scientific, MA, USA]
e Total IgE Anti-IgE ImmunoCAP (Anti-IgE) [Thermo Scientific, MA, USA]
e Total IgE Kit — Konjugatlésung: 50 pl Anti- [Thermo Scientific, MA, USA]

human IgE Konjugat, R-Galaktosidase markiert

¢ Entwicklerldsung: 50 pl Developing Solution [Thermo Scientific, MA, USA]
0,01% 4-Methylumbelliferyl-R-D-Galaktosid

e Waschlésung: 17,2 ml washing solution [Thermo Scientific, MA, USA]
additive + 80 ml washing solution concentrate
in 1 1 Aquadest aufgelost

e Stopp-L6ésung: 600 pl 4% Na2COs-Loésung [Thermo Scientific, MA, USA]

Methode und Durchfiihrung

Das Patientenblut aus dem Serum-Réhrchen wurde zunachst bei 3500 rpm 10 Minuten
lang zentrifugiert. Fur eine Gesamt-lgE-Bestimmung mittels ImmunoCAP-Testsystem
in dem Immunoassay Analysator Phadia 100, werden 40 ul Patientenserum benatigt.
Zusatzlich werden Waschlosung, Anti-IgE ImmunoCAP, 50 pl Konjugatlosung (Anti-
human IgE Konjugat, B-Galaktosidase markiert), 50 pl Entwicklerlésung (0,01% 4-
Methylumbelliferyl-3-D-Galaktosid) sowie 600 pl Stopp-Losung (4% Natriumcarbonat)
bendtigt. AnschlielRend wurde in einem automatischen Prozess das Patientenserum in

dem Immunoassay Analysator Phadia 100 auf Gesamt-IgE hin analysiert.

2.8 Fragebogen

Fragebdgen stellen ein einfaches, kostengunstiges Mittel dar, um die Asthma-
Kontrolle bei Patienten mit schwerem Asthma zu bestimmen. Klinisch hat sich

wiederholt gezeigt, dass die Asthma-Kontrolle der Patienten sowohl von Arzten als

36



Material und Methoden

auch von den Patienten Uberschatzt wurde und es somit zu vermeidbaren,
gesundheitsgefahrdenden Exazerbationen gekommen ist. In der Hoffnung, eine
drohende Verschlechterung des Asthma besser detektieren zu kdnnen, hat sich der

Einsatz der im Folgenden erlauterten Fragebdgen etabliert 72 73.

2.8.1 ACT

Der Fragebogen ,Asthma Control Test* soll messen, wie sehr die Patienten ihr Asthma
und die Asthma-Symptomatik innerhalb der letzten vier Wochen unter Kontrolle hatten.
Es werden Symptome wie eine verminderte Leistungsfahigkeit des Patienten,
Kurzatmigkeit sowie Abhusten und Luftnot nach dem Aufwachen abgefragt. Weiterhin
wird die Frequenz der Nutzung eines eventuellen Notfallmedikaments sowie das
subjektive Empfinden der Asthma-Kontrolle ermittelt. Auf jede Frage gibt es flnf
Antwortmoglichkeiten, welche mit 1 bis 5 Punkten bewertet werden. Somit kdnnen
insgesamt mindestens 5 und maximal 25 Punkte erreicht werden. 20-25 Punkte stehen
hierbei fur eine gute Asthma-Kontrolle, wahrend weniger als 20 Punkte fur ein nicht

gut kontrolliertes Asthma sprechen 74.

2.8.2 ACQ6

Den ,Asthma Control Questionnaire® gibt es in unterschiedlichen Ausfihrungen mit
variierender Fragenanzahl. Der fur diese Arbeit verwendete Fragenkatalog ist der
ACQ6 mit sechs Fragen. Der Fragebogen soll den Gesundheitszustand der
Asthmapatienten innerhalb der letzten Woche messen. Ahnlich wie bei dem ACT
werden typische Symptome wie nachtliches Erwachen durch Asthma, morgendliche
Beschwerden, Einschrankungen im Alltag, Kurzatmigkeit, Pfeifen in der Brust sowie
die Nutzung eines Notfallmedikamentes abgefragt. Jede Frage kann mit Antworten,
welche 0-6 Punkten entsprechen, beantwortet werden. Insgesamt kdnnen bei dem
ACQ6 also 0 bis maximal 36 Punkte erreicht werden. Anders als beim ACT Kkorreliert
beim ACQ6 eine geringe Punktezahl jedoch mit einem gut kontrollierten Asthma, und

eine hohe Punktezahl mit einem schlecht kontrollierten Asthma 7°.

2.8.3 SGRQ

Der ,St. George's Hospital Respiratory Questionnaire” ist ein krankheitsspezifischer

Fragebogen fur Patienten mit chronischen Atemwegserkrankungen. 1991 von P.W.
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Jones + F.H. Quirk entwickelt und seit 1999 in deutscher Sprache verfligbar 76, misst
er das Ausmald der Beeintrachtigung gesundheitsbezogener Lebensqualitat in Form
einer Selbstbeurteilung. Der SGRQ besteht aus 50 Fragen (Items) welche in drei
Subskalen eingeteilt werden: Krankheitssymptome, Aktivitaten sowie Belastung. Die
Items sind eine Kombination aus Bewertungsfragen, welche mit 0 bis maximal 4
Punkten bewertet werden konnen, sowie dichotomen Richtig-Falsch-Fragen (Richtig
= 1 Punkt, Falsch = 0 Punkte). Der Gesamtwert (Summenscore) bildet ein
prozentuales Mal} der Beeintrachtigung mit 0% als Uberhaupt nicht beeintrachtig bis
100% als vollstandig beeintrachtigt. Somit gibt der Summenscore dem Untersucher
eine Auskunft Uber das Ausmald der durchschnittlichen Symptombelastung des

Asthmapatienten 77.

2.9 Statistische Auswertung

Die Daten wurden mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS (Version 20, IBM, Armonk,
NY, USA) analysiert. Die meisten Parameter waren nicht normalverteilt. Somit erfolgte
die Berechnung der Medianwerte (mit Minimum bis Maximum). Fur den Vergleich der
Patientengruppen mit kontinuierlichen Parametern, wurde der nichtparametrische
Mann-Whitney U-Test angewandt. Innerhalb einer Patientengruppe wurden
Unterschiede zwischen den drei Zeitpunkten durch den Wilcoxon-Test fur gepaarte
Stichproben analysiert. In den Boxplots wird der Median dargestellt (Linie innerhalb
der Box), der Interquartilsabstand (Hohe der Box) sowie die Extreme (vertikale Linien).
Die Extreme sind definiert als alle Falle, die < 1.5 Interquartilsabstdnde vom unteren
Quartil nach unten bzw. vom oberen Quartil nach oben liegen. P-Werte von < 0.05

wurden als statistisch signifikant gewertet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Patientencharakteristika bei Studieneinschluss

Insgesamt wurden 20 Patienten mit schwerem Asthma sowie 20 gesunde Kontrollen
in die Studie eingeschlossen. Die Kontrollen wurden aus dem Bekanntenkreis sowie
Mitarbeitenden des Universitatsklinikums Rostock rekrutiert. Von den 20 Kontrollen
waren 13 Teilnehmerinnen weiblich. Fur die Rekrutierung der Benralizumab- und
Dupilumab-Gruppen wurden Patienten aus der Asthma-Ambulanz des
Universitatsklinikums Rostock ausgewahlt, wo die Patienten in Hinsicht auf weitere
madgliche Therapieoptionen vorstellig wurden. Den Patienten wurde, je nach Therapie-
Entscheidung des behandelnden Arztes, entweder eine Benralizumab- oder eine
Dupilumab-Therapie empfohlen. Nach Einwilligung zur Therapie konnten die Patienten
zusatzlich - sofern den Ein- und Ausschlusskriterien entsprechend (s. Abschnitt 2.1.2)
- in unsere Studie eingeschlossen werden. Die Patienten wurden entweder der
Benralizumab-Gruppe (30 mg s.c. alle 4/8 Wochen) oder der Dupilumab-Gruppe (300
mg s.c. alle 2 Wochen) zugeordnet. Einverstandniserklarungen lagen von allen
Patienten vor. In der Benralizumab-Gruppe befanden sich 10 Patienten, 7 davon
weiblich. Alle Patienten dieser Gruppe hatten ein Adult-Onset Asthma und erlitten vor
Benralizumab-Therapiebeginn im Median 5 Asthma-Exazerbationen pro Jahr. Ein
Patient hatte eine Allergie (Birke und BeifuR3), welche sich bei Allergenkontakt als
Hautreaktion aul3erte. In der Benralizumab-Gruppe gab es somit keine Patienten mit
Allergie-assoziierten respiratorischen Symptomen. In der Dupilumab-Gruppe wurden
ebenfalls 10 Patienten rekrutiert, davon 6 weiblich. Sechs der Patienten hatten ein
Adult-Onset Asthma. Es fand sich eine mediane Exazerbationsrate von 3x/Jahr vor
Therapiebeginn. Drei der Patienten hatten Allergien (Patient 1: Birke, Gras, Tiere,
Schimmel; Patient 2: Birke, Katze, Gras; Patient 3: Birke, Gras, Hausstaubmilben),
welche sich alle bei Allergenexposition durch respiratorische Symptome aulerten.
Dies suggeriert einen Zusammenhang zwischen den Allergien dieser Patienten und
der Pathophysiologie ihres schweren Asthma. Es gab keinen signifikanten Unterschied
in Bezug auf das Alter zwischen der Kontrollgruppe und der Benralizumab- oder der
Dupilumab-Gruppe, sowie zwischen der Benralizumab- und der Dupilumab-Gruppe.
Ein statistisch signifikanter Unterschied lag jedoch bei den Biomarkern vor: Die

Benralizumab- als auch Dupilumab-Gruppe wies statistisch signifikant hohere Werte

39



Ergebnisse

des FeNO, der eosinophilen Granulozyten sowie des Gesamt-IgE auf. Im Vergleich
zueinander, wies die Benralizumab-Gruppe eine signifikant hdhere mediane Anzahl
an eosinophilen Granulozyten im peripheren Blut auf, als die Dupilumab-Gruppe. Die
Dupilumab-Gruppe wiederum wies einen hdheren numerischen medianen FeNO-
sowie Gesamt-lgE-Wert als die Benralizumab-Gruppe auf, wenngleich keine

Signifikanz vorlag (s. Tab. 5b).

3.2 Lungenfunktion und Asthma-Kontrolle

Um die Lungenfunktion darzustellen wurde in dieser Studie der FEV1-Wert mittels
Bodyplethysmographie bei der Kontrollgruppe zum Ausgangspunkt, sowie bei der
Benralizumab- und Dupilumab-Gruppe zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses, sowie
nach 1 und 6 Monaten Therapie erhoben. Es zeigte sich zum Ausgangspunkt ein
signifikant niedrigerer FEVi-Wert bei den Patienten (Benralizumab- als auch
Dupilumab-Gruppe) im Vergleich zu den gesunden Kontrollen. Sowohl innerhalb der
Benralizumab- sowie Dupilumab-Gruppe, als auch im Vergleich zueinander, zeigten
sich Uber den 6-monatigen Verlauf der Therapie keine signifikanten Anderungen in
dem FEVi-Wert (s. Tab. 5a). Zusatzlich zu der Lungenfunktion wurde der Status der
Asthma-Kontrolle mittels ACT-Fragebogen bei den Patienten der Benralizumab- sowie
Dupilumab-Gruppe erhoben. Hier zeigte sich vor Therapiebeginn kein signifikanter
Unterschied in der Asthma-Kontrolle zwischen den beiden Patientengruppen. Uber
den Verlauf der Therapie konnte jedoch in beiden Patientengruppen eine signifikante
Verbesserung des Testergebnisses sowohl nach 1 Monat als auch 6 Monaten

Therapie im Vergleich zu dem Ausgangswert festgestellt werden.

3.3 Biomarker

Die fur diese Studie untersuchten Biomarker (FeNO, eosinophile Granulozyten im
peripheren Blut, Gesamt-IgE), wurden bei den Kontrollen einmalig zum
Ausgangszeitpunkt, sowie bei der Benralizumab- und Dupilumab-Gruppe vor

Therapiebeginn sowie nach 1- und 6-monatiger Therapie gemessen.
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3.3.1 FeNO

Initial zeigte sowohl die Benralizumab- als auch die Dupilumab-Gruppe im Vergleich
zu den gesunden Kontrollen einen signifikant hdheren medianen FeNO-Wert auf. Im
Vergleich der beiden Patientengruppen miteinander zeigte sich, dass die Dupilumab-
Gruppe einen hdéheren numerischen medianen Wert als die Benralizumab-Gruppe
aufwies, wenngleich keine statistische Signifikanz vorlag. Im Verlauf der Therapie
zeigte der FeNO-Wert bei der Benralizumab-Gruppe keine signifikante Veranderung,
wahrend er in der Dupilumab-Gruppe nach 1 Monat Therapie, sowie nach 6 Monaten
Therapie signifikant abfiel (s. Tab. 5b).

3.3.2 Eosinophile Granulozyten

Vor Therapiebeginn zeigte sich, dass beide Patientengruppen im Vergleich zu der
Kontroll-Gruppe signifikant hohere Zellzahlen der eosinophilen Granulozyten im
peripheren Blut aufwiesen. Zusatzlich liel3 sich feststellen, dass dieser Parameter bei
der Benralizumab-Gruppe signifikant hoher als bei der Dupilumab-Gruppe war. Nach
1 Monat Therapie zeigte sich diese Zellreihe in der Benralizumab-Gruppe komplett
depletiert. Dies blieb auch bis zum Zeitpunkt 6 Monate nach Therapiestart bestehen.
In der Dupilumab-Gruppe zeigten sich nach Therapiestart keine signifikanten

Veranderungen in Hinsicht auf die eosinophilen Granulozyten (s. Tab. 5b).

3.3.3 Gesamt-Immunglobulin E

Im Vergleich zu den gesunden Kontrollen wurden bei beiden Patientengruppen vor
Therapiebeginn signifikant hohere Gesamt-IgE-Werte festgestellt. Es zeigte sich
zusatzlich, dass die Dupilumab-Gruppe einen héheren numerischen Medianwert des
Gesamt-IgE als die Benralizumab-Gruppe aufwies, wenngleich keine statistische
Signifikanz vorlag. In der Dupilumab-Gruppe konnte nach 6-monatiger Therapie ein
signifikant reduzierter Gesamt-IgE-Wert festgestellt werden, wahrend in der
Benralizumab-Gruppe kein Unterschied des Gesamt-IgE nach Behandlung festgestellt

werden konnte (s. Tab. 5b).
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Alter bei | Alter bei Erst-
Vorstellung | manifestation FEV/ ACT
[in Jahren] [in Jahren] [% Soll] [Punkte]
Kontrollen 62 107
(n=20) (30-78) NA (78-124) NA
Benralizumab
(n=10)
Vor 63 42,5 61 11
Therapiebeginn (50-74) (20-60) (28-91) (5-18)
65 17
1 Monat (25-123) (7-25) *
84 19
6 Monate (24-124) (12-25) *
Dupilumab
(n=10)
Vor 56 26 75 14
Therapiebeginn (30-73) (3-65) (46-86) (10-23)
79 21
1 Monat (46-99) (14-25) *
76 23
6 Monate (50-98) (14-25) *

Tabelle 5a: Patientencharakteristika bei Studieneinschluss und wéahrend Biologika-Therapie
Gezeigt werden die Medianwerte (Minimum-Maximum) fur Alter, FEV+-Wert und ACT-Wert. Die
Medianwerte wurden bei der Kontroligruppe, der Benralizumab- und der Dupilumab-Gruppe vor
Therapiebeginn, nach 1 Monat sowie nach 6 Monaten Therapie erhoben. * Signifikante Unterschiede
(p<0.05) im Vergleich zum Ausgangswert. Abkiirzungen: FEV1 Forciertes exspiratorisches Volumen in
der 1. Sekunde der Ausatmung, ACT Asthma Control Test, NA Nicht anwendbar.
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Eosinophile
FeNO Zellen Gesamt-IgE
[ppb] [Zellen/pl] [U/ml]
Kontrollen 18 105 24
(n=20) (6-38) (10-610) (3-953)
Benralizumab
(n=10)
43 740 81
Vor Therapiebeginn (29-146) (400-1250) (21-1005)
50 0*
1 Monat (21-108) (0-110) NA
46 0~ 92
6 Monate (20-92) (0-390) (24-4706)
Dupilumab
(n=10)
55 390 584
Vor Therapiebeginn (5-170) (220-690) (34-2275)
13 * 390
1 Monat (5-39) (150-810) NA
17~ 375 225*
6 Monate (5-37) (140-660) (17-828)

Tabelle 5b: Patientencharakteristika bei Studieneinschluss und wahrend Biologika-Therapie

Gezeigt werden die Medianwerte (Minimum-Maximum) flir FeNO, eosinophile Zellen im peripheren Blut
und IgE-Wert. Die Medianwerte wurden bei der Kontrollgruppe, der Benralizumab- und der Dupilumab-
Gruppe vor Therapiebeginn, nach 1 Monat sowie nach 6 Monaten Therapie erhoben. * Signifikante
Unterschiede (p<0.05) im Vergleich zum Ausgangswert. Abklirzungen: FeNO Fraktion des exhalierten

Stickstoffmonoxids, IgE Immunglobulin E, NA Nicht anwendbar.
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3.4 Anzahl der B-Zellen und TB-Zellen (CD19*CD24**CD38**) im Blut

Zusatzlich zu den Patientencharakteristika (s. Tab. 5a, 5b), stellten die B-Zellen sowie
ihre Subpopulationen wichtige Parameter fur diese Studie dar. Hierfur wurde der
Kontrollgruppe einmalig Blut flr eine Analyse abgenommen, wahrend den zwei
Biologika-Patientengruppen vor Therapiestart, nach 1 Monat sowie nach 6 Monaten
Therapie jeweils Blut abgenommen wurde. Dies wurde anschliellend mittels
Durchflusszytometrie (s. Abschnitt 2.6) analysiert. Es wurden die Gesamt-B-Zellzahl
sowie die Population der TB-Zellen (CD19*CD24**CD38"*) gemessen.

3.4.1 Gesamt-B-Zellzahlen

Vor Therapiestart zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der Gesamt-B-Zellzahl
zwischen der Kontrollgruppe und der Benralizumab- oder Dupilumab-Gruppe, sowie
zwischen den beiden Patientengruppen, welche ein Biologikum erhielten (s. Abb. 13).
Dies blieb Uber den gesamten Therapieverlauf mit Benralizumab bzw. Dupilumab

hinweg unverandert (s. Tab. 6a, 6c).

3.4.2 Transitionale B-Zellen (TB-Zellen)

Zum Zeitpunkt der ersten Messung konnte kein Unterschied zwischen den Kontrollen
und der Benralizumab-Gruppe in Hinsicht auf die TB-Zellpopulation festgestellt
werden. Es war jedoch ein Trend zu weniger TB-Zellen bei der Dupilumab-Gruppe im
Vergleich zu den Kontrollen als auch der Benralizumab-Gruppe zu vermerken (s. Abb.
14, Tab. 6a und 6c). Im peripheren Blut der Benralizumab-Patienten liel} sich nach
einem Monat Therapie ein temporarer, signifikanter Anstieg der TB-Zellen
nachweisen, welcher jedoch nach 6 Monaten nicht mehr zu vermerken war (s. Abb.
15, Tab. 6a und 6c¢). Bei den Patienten der Dupilumab-Gruppe zeigte sich nach 6
Monaten Therapie ein signifikanter Anstieg der TB-Zellen im Vergleich zum Zeitpunkt
1 Monat Therapie (s. Abb. 16, Tab. 6a und 6c).
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Abbildung 13: Boxplot-Darstellung der Gesamt-B-Zellzahl vor Biologika-Therapie

Abgebildet sind die Konzentrationen der gesamten B-Zellen der Kontroll-, Benralizumab- und
Dupilumab-Gruppe vor Therapie. Die Boxplots zeigen den Medianwert (Linie innerhalb der Box), den
Interquartilsabstand (Hohe der Box) sowie die Extreme (vertikale Linien). Weiller Boxplot: Kontrollen,
blauer Boxplot: Benralizumab-Gruppe, griner Boxplot: Dupilumab-Gruppe. *Signifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen oder Zeitpunkten (p<0.05).
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Abbildung 14: Boxplot-Darstellung der TB-Zellpopulation vor Biologika-Therapie

Abgebildet ist der prozentuale Anteil der TB-Zellen an der Gesamt-B-Zellzahl der Kontroll-,
Benralizumab- und Dupilumab-Gruppe vor Therapie. Die Boxplots zeigen den Medianwert (Linie
innerhalb der Box), den Interquartilsabstand (H6he der Box) sowie die Extreme (vertikale Linien). Weil3e
Boxplots: Kontrollen, blaue Boxplots: Benralizumab-Gruppe, grine Boxplots: Dupilumab-Gruppe.
*Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen oder Zeitpunkten (p<0.05). Abkiirzungen: TB
Transitionale B-Zellen.
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Abbildung 15: Boxplot-Darstellung der TB-Zellpopulation wiahrend Benralizumab-Therapie
Abgebildet ist der prozentuale Anteil der TB-Zellen an der Gesamt-B-Zellzahl vor und wahrend
Benralizumab-Therapie. Die Boxplots zeigen den Medianwert (Linie innerhalb der Box), den
Interquartilsabstand (H6he der Box) sowie die Extreme (vertikale Linien). Blaue Boxplots:
Benralizumab-Gruppe. *Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen oder Zeitpunkten (p<0.05).
Abktirzungen: TB Transitionale B-Zellen.
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Abbildung 16: Boxplot-Darstellung der TB-Zellpopulation wahrend Dupilumab-Therapie
Abgebildet ist der prozentuale Anteil der TB-Zellen an der Gesamt-B-Zellzahl vor und wahrend
Dupilumab-Therapie. Die Boxplots zeigen den Medianwert (Linie innerhalb der Box), den
Interquartilsabstand (Hohe der Box) sowie die Extreme (vertikale Linien). Griine Boxplots: Dupilumab-
Gruppe. *Signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen oder Zeitpunkten (p<0.05). Abkiirzungen:
TB Transitionale B-Zellen.

46



Ergebnisse

3.5 Weitere B-Zell-Populationen im peripheren Blut

Im Rahmen der flr diese Studie wichtigen, detaillierten Betrachtung der B-Zell-
Subpopulationen wurden in der Durchflusszytometrie zusatzlich zu den in Abschnitt
3.4 erlauterten Gesamt-B-Zellzahlen sowie TB-Zellzahlen, weitere B-Zell-
Subpopulationen bestimmt. Hierzu gehdren die CD24**CD27*-Zellen, Naive B-Zellen
(CD19*CD27'1gD*), Non-Switched Memory B-Zellen (CD19*IgD*CD27%), Switched
Memory B-Zellen (CD19*IgD-CD27") sowie die Plasmablasten (CD19*CD27*CD38*").
Auch hier erfolgte eine einmalige Messung dieser Populationen im peripheren Blut der
Kontrollen, sowie drei Messungen in den Benralizumab- sowie Dupilumab-
Patientengruppen (vor Therapiestart, nach 1 Monat Therapie, nach 6 Monaten

Therapie).

3.5.1 CD24**CD27*-Zellen

Die CD19*CD24**CD27*-Zellen zeigten keinen Unterschied in ihrer Anzahl zwischen
der Kontrollgruppe und der Benralizumab- oder der Dupilumab-Gruppe, bzw. zwischen
den beiden Biologika-Patientengruppen vor Initiation der Therapie. Auch unter der
Biologika-Therapie blieb ein signifikanter Anstieg oder Abfall dieser Zellzahlen aus,

sowohl nach 1 Monat als auch 6 Monaten Therapie (s. Tab. 6a und 6c).

3.5.2 Naive B-Zellen

Bei der Anzahl der Naiven B-Zellen (CD19*CD27°1gD") lie3en sich vor Therapiestart
keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen (Kontroll-, Benralizumab-
, Dupilumab-Gruppe) feststellen. Auch wahrend der Biologika-Therapie blieben
signifikante Anderungen dieser Zellzahlen bei der Benralizumab- sowie Dupilumab-

Patientengruppe aus (s. Abb. 6b und 6d).

3.5.3 Non-Switched Memory B-Zellen

Die Anzahl der Non-Switched Memory B-Zellen der Kontrollgruppe
(Oberflachenproteine: CD19, IgD und CD27) unterschied sich vor Therapiebeginn
nicht der Benralizumab-Gruppe oder der Dupilumab-Gruppe bzw. zwischen der
Benralizumab- und der Dupilumab-Gruppe. Dieser Sachverhalt blieb auch nach 1

Monat sowie nach 6 Monaten Biologika-Therapie bestehen (s. Abb. 6b und 6d).
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3.5.4 Switched Memory B-Zellen

Die CD19%IgD-CD27*-Switched Memory B-Zellen zeigten vor Therapiebeginn keinen
signifikanten Unterschied in ihrer Anzahl zwischen den drei Patientengruppen
(Kontrollgruppe, Benralizumab-Gruppe, Dupilumab-Gruppe). Es zeigte sich auch
wahrend der Therapie keine signifikante Veranderung der Zellzahlen, weder innerhalb
einer Patientengruppe noch im Vergleich der zwei Biologika-Gruppen zueinander (s.
Tab. 6b und 6d).

3.5.5 Plasmablasten

Die Subgruppe der Plasmablasten (CD19*CD27*CD38**) wurde ebenfalls untersucht.
Vor Therapiebeginn zeigte sich eine niedrige Anzahl an Plasmablasten im Blut, sowohl
bei der Kontrollgruppe (Median: 2 Zellen/pl) als auch bei den Patientengruppen
(Median Benralizumab-Gruppe: 3 Zellen/pl, Median Dupilumab-Gruppe: 4 Zellen/pl).
Wahrend der Biologika-Therapie fielen die Zellzahlen weiterhin gering aus: Die
Benralizumab-Gruppe wies nach 1 Monat Therapie einen medianen Wert von 1,5
Zellen/pl auf. Nach 6 Monaten Therapie lie3en sich 2,6 Zellen/ul im Median auswerten.
Bei der Dupilumab-Gruppe konnte nach 1 Monat Therapie ein medianer Wert von 2,5
Zellen/ul bestimmt werden, sowie nach 6 Monaten ein Median von 2,2 Zellen/ul.
Aufgrund der sehr niedrigen Zellzahlen der Plasmablasten konnten keine validen
Aussagen zu dieser Population getroffen werden. Dies betraf zum einen den Vergleich
der Zellzahlen vor Therapiebeginn zwischen den drei untersuchten Gruppen
(Kontrollgruppe, Benralizumab- sowie Dupilumab-Gruppe). Zum anderen konnten
keine wissenschaftlich validen Aussagen zu dem Populationsverhalten der

Plasmablasten unter Biologika-Therapie getroffen werden.
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B-Zell-Population

Marker

Kontrollen

Benralizumab-Gruppe
Vor Therapie
1 Monat Therapie
6 Monate Therapie

Dupilumab-Gruppe
Vor Therapie
1 Monat Therapie
6 Monate Therapie

Gesamt-B-Zellen

CD19+

% aller Leukozyten

3.2(1.2-8.4)

2.5(0.9-4.2)
2.6 (1.4-4.8)
2.1(1.1-5.2)

2.4 (1.1-6.4)
2.5(1.3-7.4)
32(1.1-6.2)

Transitionale B-Zellen
CD19+ CD24++ CD38++

% aller B-Zellen
7.3(1.5-23.5)

6.0 (0.9 - 17.8)
8.2 (2.3- 22.9)
6.6 (2.1-14.8)

5.1(1.5-9.5)
46 (2.4 - 8.8)
6.1(1.4-15.6)*

CD24++ CD27+-Zellen
CD19+ CD24++ CD27+

% aller B-Zellen
23.3 (9.5 -58.8)

23.6 (9.7 - 45.3)
24.2 (9.7 - 48.7)
24.9 (14.6 - 25.2)

22.5(10.3 - 39.2)
21.9 (8.8 -36.1)
20.8 (9.1 - 35.6)

Tabelle 6a: Prozentzahlen von B-Zell-Populationen vor Therapie und unter Benralizumab-

/Dupilumab-Therapie

Prozentangaben der Gesamt-B-Zellen, Transitionalen B-Zellen sowie CD24**CD27*-Zellen im
peripheren Patientenblut. Gezeigt sind die Medianwerte (Minimum-Maximum). *p < 0.05 im Vergleich
zum Zeitpunkt nach 1 Monat Therapie.

B-Zell-Population

Marker

Kontrollen

Benralizumab-Gruppe
Vor Therapie
1 Monat Therapie
6 Monate Therapie

Dupilumab-Gruppe
Vor Therapie
1 Monat Therapie
6 Monate Therapie

Naive B-Zellen

CD19+ CD27-
IgD+

% aller B-Zellen
68.6 (30.1 - 82.2)

67.0 (31.0 - 79.0)
68.0 (33.0 - 79.7)
61.1(29.2 - 78.4)

67.8 (46.8 - 83.8)
70.5 (49.2 - 86.5)
71.0 (33.8 - 86.7)

Non-Switched Memory B-

Zellen

CD19+ IgD+ CD27+

% aller B-Zellen
15.5(4.3-44.4)

10.8 (2.6 - 35.0)
12.1 (2.7 - 27.3)
11.6 (3.0 -45.1)

8.8 (3,7 - 34.2)
10.1 (2.9 - 27.5)
9.9 (1.7 -15.9)

Switched Memory B-
Zellen

CD19+ IgD- CD27+

% aller B-Zellen
13.7 (6.2 - 27.5)

18.8 (11.2 -29.8)
17.2 (2.1 - 33.9)
17.8 (13.2 - 30.1)

15.7 (7.7 - 39.0)
14.1 (5.2 - 34.2)
14.8 (5.2 - 42.3)

Tabelle 6b: Prozentzahlen von B-Zell-Populationen vor Therapie und unter Benralizumab-/

Dupilumab-Therapie

Prozentangaben der naiven B-Zellen sowie B-Zell-Subpopulationen (Non-Switched Memory B-Zellen,
sowie Switched Memory B-Zellen) im peripheren Patientenblut. Gezeigt sind die Medianwerte

(Minimum-Maximum).
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B-Zell-Population = Gesamt-B-Zellen = Transitionale B-Zellen CD24++ CD27+-Zellen

Marker CD19+ CD19+ CD24++ CD38++ CD19+ CD24++ CD27+
Zellen/ul Blut Zellen/ul Blut Zellen/ul Blut
Kontrollen 195 (60 - 490) 12 (3 - 89) 41 (19 -119)

Benralizumab-Gruppe

Vor Therapie 220 (70 - 310) 13 (1 - 32) 52 (19 - 81)
1 Monat Therapie 215 (90 - 320) 17 (2 - 30) 47 (19 - 76)
6 Monate Therapie 165 (70 - 280) 12 (2- 31) 37 (19 - 69)

Dupilumab-Gruppe

Vor Therapie 190 (70 - 660) 8 (3-28) 45 (16 - 201)
1 Monat Therapie 185 (80 - 570) 7(4-32) 35 (12 - 84)
6 Monate Therapie 195 (80 - 440) 11 (3-50) * 31(11-87)

Tabelle 6c: Zellkonzentrationen von B-Zell-Populationen vor Therapie und unter Benralizumab-/
Dupilumab-Therapie

Absolute Zellzahlen der Gesamt-B-Zellen, Transitionalen B-Zellen sowie CD24**CD27*-Zellen im
peripheren Patientenblut. Gezeigt sind die Medianwerte (Minimum-Maximum). *p < 0.05 im Vergleich
zum Zeitpunkt nach 1 Monat Therapie.

Non-Switched Memory B- Switched Memory B-

B-Zell-Population Naive B-Zellen Zellen Zellen
Marker CD1£I);-D(iD27- CD19+ IgD+ CD27+ CD19+ IgD- CD27+
Zellen/pl Blut Zellen/pl Blut Zellen/pl Blut
Kontrollen 130 (28 - 353) 28 (10 - 85) 26 (12 - 58)
Benralizumab-Gruppe
Vor Therapie 154 (23 - 210) 26 (5 - 46) 37 (19-72)
1 Monat Therapie 149 (34 - 228) 25 (5-57) 31 (17 - 64)
6 Monate Therapie 126 (21 - 197) 22 (5-49) 33 (13 - 56)
Dupilumab-Gruppe
Vor Therapie 95 (45 - 415) 19 (5 - 140) 29 (11 - 96)
1 Monat Therapie 114 (54 - 456) 20 (3 - 58) 24 (11 - 68)
6 Monate Therapie 119 (40 - 339) 14 (2 - 66) 21 (13- 76)

Tabelle 6d: Zellkonzentrationen von B-Zell-Populationen vor Therapie und unter Benralizumab-/
Dupilumab-Therapie
Absolute Zellzahlen der Naiven B-Zellen sowie B-Zell-Subpopulationen (Non-Switched Memory B-
Zellen sowie Switched Memory B-Zellen) im peripheren Patientenblut. Gezeigt sind die Medianwerte
(Minimum-Maximum).
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4 DISKUSSION

In der vorliegenden Studie wurde erstmals bei Patienten mit schwerem Asthma die
Wirkung der Biologika Benralizumab und Dupilumab auf Transitionale B-Zellen, eine
Subgruppe der regulatorischen B-Zellen, untersucht. Wir haben erstmalig gezeigt,
dass bei einer Dupilumab-Therapie die Anzahl der TB-Zellen, welche anteilig zu den
Bregs gehdren, steigt. Das kdnnte bedeuten, dass es durch die Dupilumab-Therapie
zu einer Vermehrung der TB-Zellen kommt, welche regulatorische Effekte in der
Immunantwort haben. Diese neue Erkenntnis hat eine groRe Bedeutung fir die
Asthmaforschung sowie fiir das Verstandnis der Wirkmechanismen des Biologikums

Dupilumab auf das menschliche Immunsystem.

Die ersten Studien zu der Rolle der Bregs und ihren Subpopulationen bei Asthma
erfolgten mittels einer allergeninduzierten Typ-2-Inflammation im Mausmodell. Die
Ergebnisse brachten Erkenntnisse zu den immunregulatorischen Funktionen der
Bregs, insbesondere der IL-10-produzierenden B-Zellen 4. Braza et al. zeigten, dass
bei Mausen mit einer induzierten allergischen Atemwegsentzindung, die CD9*-B-Zell-
Subpopulation  durch  ihre  IL-10-Produktion zu einer Reduktion der
Atemwegsentziindung beigetragen hat 8. In der Studie von Gao et al. zu ihrem
Mausmodell mit allergischem Asthma und einer induzierten parasitaren Infektion
konnte die immunregulatorische und protektive Rolle der IL-10*-Bregs bestatigt
werden 7°. Amu et al., Singh et al. und Lundy et. al zeigten, dass bei Breg-defizienten
Mausen mit einer allergischen Atemwegserkrankung hohere Level an IgE, Typ-2-
Zytokinen (IL-4, IL-5) sowie eosinophilen Granulozyten zu verzeichnen waren.
Zusatzlich postulierten sie, dass durch den adoptiven Zelltransfer von Bregs die
Inflammation anteilig rlickgangig war 8-82. Diese These bestatigten Habener et al. in

ihrer Studie 83.

Trotz der Relevanz dieser Ergebnisse flr das Verstandnis der Rolle von Bregs im
Asthma, sind fur den klinischen Alltag humane Daten von groRer Bedeutung, da

Mausmodelle nur begrenzt aussagefahig fur humanes Asthma sind .

So zeigten Miyajima et al. 2020, dass Patienten mit allergischem Asthma eine kleinere
IL-10-produzierende regulatorische B-Zellpopulation (CD3-CD19*CD24**CD27*-
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Zellen) als die Kontrollen aufwiesen 4. Van der Vlugt et al. beschéaftigten sich ebenfalls
mit CD24**CD27*-B-Zellen, bei Patienten mit allergischem Asthma in milder-
moderater Auspragung. Sie stellten kontrar zu Miyajima et al. fest, dass es keine
Unterschiede in der Zellanzahl zwischen den Patienten und den Kontrollen gab 67, was
von Wiest et al. ebenfalls gezeigt werden konnte 8. Van der Vlugt et al. beschrieben
zusatzlich, dass kultivierte CD24**CD27*-Bregs der Patienten auf Stimulation hin
weniger IL-10 im Vergleich zu den Kontrollen produzierten. Die Autoren nehmen somit
an, dass die CD24**CD27*-Bregs bei Patienten mit allergischem Asthma eine
beeintrachtigte regulatorische Aktivitat besitzen 7. Wiest et al. beschaftigten sich in
ihrer Studie zu regulatorischen B-Zell-Subpopulationen bei Patienten mit allergischem
Asthma zusatzlich zu den CD24**CD27*-Zellen, mit der Anzahl und Funktion (IL-10-
Produktion) von TB- sowie B1-Zellen vor und wahrend einer OCS-Therapie. Die
Anzahl der TB-Zellen (von den Autoren als CD24**CD38"*-Zellen definiert)
unterschied sich vor OCS-Therapie nicht von den Kontrollen. Zudem reduzierte die
OCS-Therapie die IL-10-Expression aller drei untersuchten Breg-Subpopulationen ©2.
Wirz et al. beschaftigten sich in ihrer Studie zum Vergleich zwischen regulatorischen
B-Zellen bei Asthma und allergischer Rhinitis mit der Subpopulation der CD197IL-
10*CD24*CD38*-Zellen, welche einen ahnlichen Phanotyp wie die von Wiest et al. als
TB-Zellen beschriebenen Zellen haben. Hier wurde jedoch zusatzlich die IL-10-
Produktion mittels Zellkultur gemessen. Die Ergebnisse zeigten, dass keine
Abweichungen in der Anzahl von Bregs zwischen Patienten mit Asthma und gesunden
Kontrollen ersichtlich waren. Es ist anzumerken, dass bei dieser Studie die Patienten
14-15 Jahre alt waren und auch hier groRtenteils keine schwere Asthmaform vorlag ©°.
Mit schwerem Asthma beschaftigten sich jedoch Brosseau et al. in ihrer Studie zu
Bregs bei Patienten mit schwerem Asthma. Es wurden CD9*-B-Zellen, welche laut
Mausmodellen als Marker fur IL-10-kompetente Bregs gelten, untersucht. Die
Ergebnisse zeigten, dass die Anzahl der CD9*-B-Zellen bei Patienten mit schwerem
Asthma verringert war %. Die einzig in der Literatur bereits vorliegende Arbeit zu
regulatorischen B-Zellen, schwerem Asthma, sowie Biologika, stellt die 2021
veroffentlichte Studie von Bergantini et al. dar. Hier wurden Bregs mit den Markern
CD19*CD24**CD27* bei Patienten mit schwerem allergischen Asthma vor und
wahrend Omalizumab-Therapie gemessen. Die Ergebnisse zeigten eine geringere
Anzahl an CD24**CD27*-B-Zellen bei den Patienten im Vergleich zu den Kontrollen
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vor Therapiebeginn. Unter Omalizumab-Therapie stiegen jedoch die Zellzahlen und

glichen sich denen der Kontrollen an .

Zusammenfassend untersuchten diese humanen Studien die Quantitat verschiedener
Breg-Subgruppen bei Patienten mit allergischem Asthma im Vergleich zu gesunden
Kontrollen. Die Ergebnisse zeigen ein gemischtes Bild, welches eine Heterogenitat der
Patienten nahelegt: Ein Teil der Patienten scheinen eine geringere Anzahl an TB-
Zellen aufzuweisen, wahrend andere Patienten keine Unterschiede in der TB-
Zellanzahl zeigen. Passend zu diesem heterogenen Bild in der Literatur, zeigten sich
in unserer Studie ebenfalls keine klaren Unterschiede in den TB-Populationen. Es
konnte lediglich ein Trend zu einer verminderten TB-Zellzahl bei der Dupilumab-
Gruppe im Vergleich zu der Kontroll-Gruppe ausgemacht werden. In den genannten
Studien wurde zusatzlich postuliert, dass die Bregs von Patienten mit Asthma eine
beeintrachtigte regulatorische Aktivitat im Sinne einer verminderten IL-10-Produktion
vorweisen. Therapien mit OCS oder Omalizumab haben in den Studien Effekte auf die
Anzahl sowie Funktion der Bregs gezeigt. Es wird von mehreren Autoren zusatzlich
betont, dass das Verstandnis der Rolle der regulatorischen B-Zellen im humanen

Asthma jedoch noch am Anfang steht 66.85,

Zur Regulation der Bregs bei erwachsenen Patienten mit schwerem Asthma und bei
Patienten mit intrinsischem Asthma, sowie zum Einfluss der neueren Biologika, wie
z.B. Anti-IL-4/-IL-13-Antikdrpern oder Anti-IL-5(-R)-Antikdrpern, lagen bislang jedoch

keine Daten vor.

4.1 Methodologische Starken der Studie

4.1.1 Elaborierte Analyse der B-Zellen mittels moderner Durchflusszytometrie

Eine Starke dieser Arbeit stellt die Methode der Analyse der B-Zellen mittels
Durchflusszytometrie dar. Die Durchflusszytometrie ist ein lang bewahrtes Verfahren,
welches Uber die letzten Jahrzehnte hinweg stets weiterentwickelt wurde und somit in
immer mehr Bereichen zur Analyse von Materialien angewandt wird. Hierzu gehoren
unter anderem die Felder der Immunologie, Molekularbiologie, Bakteriologie sowie

Virologie®. Zusatzlich ist die Durchflusszytometrie eine in unserem Labor sehr gut
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etablierte Methode. Durch das Verwenden der Durchflusszytometrie haben wir somit
ein etabliertes Messverfahren ausgewahlt, welches einen essentiellen Teil zu der

prazisen Erhebung unserer Ergebnisse beigetragen hat.

4.1.2 Untersuchung von Patienten mit schwerem Asthma im realen Leben

Eine weitere Starke dieser Arbeit ist das Studiendesign. Es handelt sich um eine
klinisch-experimentelle Studie, bei welcher reale Patienten mit einer schweren
Asthma-Erkrankung rekrutiert wurden. Da humane Zellen in der Durchflusszytometrie
untersucht worden sind, und es sich nicht um ein artifizielles Mausmodell handelt,
lassen sich realitatsnahe Rickschlisse auf die Wirkung der Biologika auf das humane
Immunsystem ziehen. Diese Studie hebt sich somit durch die Verwendung humaner
Zellen von Patienten mit schwerem Asthma unter Einfluss neuer Biologika stark von
bisherigen Studien ab und liefert einen wichtigen Beitrag zu neuen Erkenntnissen in

der Asthma-Forschung.

4.1.3 Prazise Charakterisierung der Patientengruppen

Die Patienten dieser Studie wurden in der von Professor Dr. M. Lommatzsch geleiteten
Asthma-Ambulanz der Universitdtsmedizin Rostock rekrutiert. Die Ambulanz verfiigt
Uber ein breites Spektrum an Therapieangeboten flir Patienten mit schwerem Asthma.
Die Asthma-Ambulanz von Prof. Lommatzsch hat groRe Erfahrung in der
Charakterisierung und Therapie von Patienten mit einem schweren, schlecht
kontrollierbaren Asthma. Im Jahr 2021 publizierten Prof. Lommatzsch et. al. die Studie
»1ype 2 biomarker expression (FeNO and blood eosinophils) is higher in severe adult-
onset than in severe early-onset asthma*“ in der Zeitschrift Allergy. Hierfir wurden 220
Patienten mit einem schweren Asthma vor Einleitung einer Biologika-Therapie in der
Asthma-Ambulanz untersucht. Die Arbeitsgruppe charakterisierte das Asthma der
Studienteilnehmer und analysierte unter anderem die Biomarker FeNO sowie
eosinophile Granulozyten mit dem Ergebnis, dass beide Biomarker hohere Spiegel bei
Patienten mit einem Adult-onset Asthma, als bei einem Early-onset Asthma, aufwiesen
87 Die Asthma-Ambulanz hat somit Erfahrung im Umgang sowie im Rekrutieren von
Patienten mit schwerem Asthma als auch im Charakterisieren des Asthma. In der
vorliegenden Studie wurde auf diese Erfahrung zurlickgegriffen und auch bei unserer

Studienpopulation wurde das schwere Asthma sehr gut definiert, u.a. das Erstauftreten
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der Erkrankung (und somit Einteilung in ein Early-onset Asthma bzw. Adult-onset
Asthma), Anzahl der Asthma Exazerbationen pro Jahr und das Vorliegen klinisch
relevanter Allergien. Zusatzliche Basischarakteristika wie Alter und Geschlecht wurden
ebenfalls bestimmt. Ebenso wurde die Asthma-Kontrolle mittels ACT-Fragebogen und
Lungenfunktionswerten (FEV1), sowie Biomarker, welche auf eine Typ-2-Inflammation
hinweisen (FeNO, eosinophile Granulozyten im peripheren Blut, Gesamt-IgE)
erhoben. Aufgrund der detaillierten Charakterisierung der Studienpopulation konnten
Risiken fur zufallige Ergebnisse reduziert und somit prazisere Studienergebnisse

erzielt werden.

4.2 Methodologische Schwachen der Studie

4.2.1 Unterschiedliche Patientenpopulationen in der Dupilumab- und Benralizumab-

Gruppe

Eine Schwache dieser Studie betrifft die Unterschiede zwischen der Benralizumab-
und Dupilumab-Patientengruppe. Dem zustandigen Arzt war es — wie es auch
realitdtsgetreu im klinischen Alltag stattfindet — freigestellt, nach seinem Ermessen den
Patienten das zu ihrem Asthma passendste Biologikum zu verschreiben und sie somit
entweder der Benralizumab- oder der Dupilumab-Gruppe zuzuteilen. Bei der Therapie
mit dem Biologikum Benralizumab ist es bekannt, dass eine Depletion der eosinophilen
Granulozyten erfolgt 44. Bei Dupilumab ist es bekannt, dass das FeNO im Verlaufe der
Therapie sinkt 8. Die Biomarker ,Eosinophile Granulozyten® (bei Benralizumab-
Therapie) und ,FeNO“(bei Dupilumab-Therapie) stellen Pradiktoren fir das
Ansprechen der Patienten auf das jeweilige Biologikum dar 2. Zudem wird bei sehr
hohen Bluteosinophilen-Zahlen auf den Einsatz von Dupilumab (aufgrund der Gefahr
einer Hypereosinophilie unter Dupilumab-Therapie) oft verzichtet 8°. Aufgrund dessen
wurden Patienten mit hoheren Zellzahlen der eosinophilen Granulozyten der
Benralizumab-Gruppe und Patienten mit hoheren FeNO-Werten der Dupilumab-
Gruppe zugeteilt, wodurch signifikante Unterschiede der Biomarker zwischen den
Patientengruppen entstanden. Zusatzlich schlussfolgern wir, dass sich in der
Dupilumab-Gruppe aufgrund der héheren Gesamt-lgE-Werte mehr Patienten mit
einem allergischen, extrinsischen Asthma befanden, als in der Benralizumab-Gruppe.
Diese unterschiedliche Ausgangssituation der Studienpopulationen erschwerte den
Vergleich der Patientengruppen.
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4.2.2 Niedrige Fallzahlen in der Benralizumab- und Dupilumab-Gruppe

Fir die vorliegende Studie wurden 2x10 Patienten sowie 20 Kontrollen rekrutiert und
untersucht. Die kleine Fallzahl unserer Arbeit lasst sich zum einen darauf
zuruckfuhren, dass die Studie an lediglich einem Zentrum durchgefuhrt wurde und es
sich zusatzlich um eine rare Patientenpopulation handelt. Zum anderen wurde diese
Studie im Sinne einer Pilotstudie durchgefuhrt, zum Erstellen einer Hypothese
bezliglich der Effekte der Biologika auf regulatorische B-Zellen. Dies ist gelungen und
somit schlieRt sich als nachster Schritt, zur Uberpriifung dieser neu aufgestellten

Hypothese, die Durchfihrung groRer angelegter Studien an.

4.2.3 Fehlende funktionelle Charakterisierung der TB-Zellen

Eine weitere Schwache der vorliegenden Arbeit stellt der Sachverhalt dar, dass die
untersuchten B-Zell-Subpopulationen nicht funktionell untersucht wurden. Somit Iasst
sich nicht sicher sagen, wieviel Prozent dieser Subpopulationen tatsachlich zu den
regulatorischen B-Zellen gehoren. ,Bregs® ist ein Sammelbegriff far
immunmodulierende B-Zellen. Haufig kommen diese Zellen bei chronisch
inflammatorischen Erkrankungen vor und exprimieren IL-10 °°. Obwohl es bislang
keinen klaren Konsens fur die Klassifikation bzw. Definition regulatorischer B-Zellen
gibt, definieren Autoren sie haufig Uber ihre immunmodulierenden Eigenschaften.
Diese begrunden sich in der Expression von antiinflammatorischen Zytokinen. Einige
Bregs exprimieren IL-35, TGF-B oder Granzym B, und wirken Uber die jeweiligen
Mechanismen regulierend im Immunsystem. Das von Bregs jedoch am haufigsten
exprimierte und in der Literatur in diesem Kontext am besten untersuchte Zytokin ist
das IL-10. Bei 6 von 8 humanen Breg-Subpopulationen stellt das IL-10 das
definierende Zytokin dar %. Zu diesen 6 Subpopulationen, bei welchen eine IL-10-
Produktion bekannt ist, gehdren auch die von uns gemessenen B-Zell-
Subpopulationen der CD24**CD27*-Zellen, TB-Zellen (CD19*CD24**CD38*") sowie
die Plasmablasten (CD19+CD27*CD38**) %% Es hatte in dieser Studie also
zusatzlich zu den gemessenen Oberflachenmarkern der B-Zell-Subpopulationen die
IL-10-Produktion als Breg-Indikator gemessen werden mussen. Hierfur hatten die
Zellen vor der Durchflusszytometrie fur 72h mit einem Stimulationsmedium (z.B.: CpG-
ODN) kultiviert werden mussen. AnschlieRend hatte man die Zellen fur die FACS
vorbereiten (u.a. farben) mussen. Daraufhin hatte es in der Durchflusszytometrie nach
dem ,CD19*-Gate“ ein zusatzliches Gate fur ,CD19*IL-10"™ geben muissen. Somit
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ware sichergestellt gewesen, dass alle ausgewerteten B-Zell-Subpopulationen auch
tatsachlich IL-10-produzierende Zellen und somit Bregs sind. Dies sollte in

kommenden Studien mit in die Planung aufgenommen werden.

424 Fehlende Erfassung der potentiell veranderten Begleittherapie unter

Benralizumab- und Dupilumab-Therapie

Bevor die Patienten in unsere Studie eingeschlossen wurden, erfolgte in der Asthma-
Ambulanz die Erfassung der zu dem Zeitpunkt aktuellen Medikation. Hier wurden
mogliche Begleittherapien wie die inhalative Therapie, Theophyllin- sowie
Montelukast-Therapie erfasst. Alle Patienten hatten initial, gemafl der Definition
,Sschweres Asthma“ nach der GINA, eine maximale inhalative Therapie. Somit war die
inhalative Therapie aller Patienten zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses
vergleichbar. Wir haben jedoch im Verlauf der Studie keine Daten zu der inhalativen
Therapie erhoben. Ebenso wenig wurden Veranderungen weiterer Begleittherapien
wie mit Theophyllin und Montelukast im Verlauf der Studie systematisch erfasst. Somit
lasst sich nicht sagen, inwiefern die Begleittherapien bzw. die eventuell veranderten

Begleittherapien einen Einfluss auf die Studienergebnisse gehabt haben kénnten.

4.3 Hypothesen

4.3.1 Dupilumab-Therapie erhoht die TB-Zellpopulation und senkt somit die IgE-
Produktion bei Patienten mit schwerem Asthma

In Zusammenschau der Ergebnisse dieser Pilotstudie stellen wir die Hypothese auf,
dass die Therapie eines schweren Asthma mit dem Biologikum Dupilumab und somit
die Inhibition von IL-4 und IL-13, zu einer erhdhten Anzahl der Transitionalen B-Zellen
fuhrt. Wir vermuten, dass der Anstieg dieser B-Zell-Subpopulation im Anschluss eine
Unterdrickung der IgE-Produktion, und somit eine verminderte Immunreaktion auf
Allergien, zur Folge haben kdnnte (s. Abb.18). Zusatzlich vermuten wir weitere, sich
positiv auf die Atemwegsentziindung auswirkenden Effekte durch die erhohte TB-Zell-
Population. Es ist jedoch hervorzuheben, dass wir in der vorliegenden Arbeit nicht die
funktionalen Eigenschaften der TB-Zellen analysiert haben und somit nicht die exakte
Menge der in der TB-Zell-Population vorhandenen Bregs bestimmen konnten sowie

deren Effekt auf IgE-Produktion. Zusatzlich hat diese Studie zwar die Hypothese einer
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Senkung des Gesamt-IgE-Spiegels durch die Vermehrung der TB-Zellen aufgestellt,
jedoch haben wir aufgrund des Studiendesigns keine Hypothese zu dem
Wirkmechanismus dieses Effektes aufstellen kdnnen. Hierzu werden weitere Studien
bendtigt, um zu klaren, inwiefern der beobachtete Anstieg in den TB-Zellen mit einer

Suppression der IgE-Produktion assoziiert ist, zum Beispiel mittels Zellkulturen.

Plasma-
zellen

Plasma-
zellen

¥

Abbildung 17: Hypothese: Dupilumab-Therapie erh6éht die Zellpopulation der TB-Zellen und fiihrt
zu einer verminderten IgE-Produktion bei Patienten mit schwerem Asthma

Die TB-Zellen stellen eine Subpopulation der B-Zellen dar. Durch die Reifung der B-Zellen wird ein Teil
zu IgE-produzierenden Plasmazellen. Das Immunglobulin E ist maRgeblich an der allergischen
Immunantwort beteiligt. Nach einer 6-monatigen Therapie mit Dupilumab (im Vergleich zum Zeitpunkt
nach 1 Monat Therapie), kommt es, durch die Blockade der Interleukine IL-4 und IL-13, zu einer
Vermehrung der TB-Zellen. Dies fuhrt zu einer verminderten IgE-Produktion, welches eine geringere
Immunantwort bei Allergien und Asthma zur Folge hat.

4.3.2 Pradiktoren fur ein gutes Therapieansprechen auf Dupilumab bei Patienten mit

schwerem Asthma

Wir spekulieren, dass bei Patienten mit einem schweren Asthma, welche die
Einschlusskriterien fur eine Dupilumab-Therapie erfullen, niedrige TB-Zellzahlen in
Kombination mit einem hohem Gesamt-IgE-Wert vor Therapiebeginn ein Pradiktor fur

ein gutes klinisches Ansprechen auf das Biologikum darstellen (s. Abbildung 19).
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Zusatzlich vermuten wir, dass nach 6 Monaten Dupilumab-Therapie eine unveranderte
TB-Zellzahl sowie ein insuffizientes klinisches Ansprechen ein Indikator dafur sein
kénnten, dass eine weiterflihrende Therapie mit Dupilumab nicht vielversprechend
sein wird. Um diese Hypothese weiter testen zu kdnnen, sollten groRer angelegte

klinische Studien durchgeflihrt werden.

4.3.3 Benralizumab-Therapie fuhrt zu keiner Veranderung der TB-Zellpopulation

Zusatzlich zu erwahnen sind die Messergebnisse unter Benralizumab-Therapie. Hier
zeigte sich weder ein TB-Zellzuwachs, noch ein Absinken des Gesamt-IgE-Wertes
wahrend der Therapie. Ein mdéglicher Erklarungsansatz hierfur ist, dass die durch
Dupilumab gehemmten Zytokine IL-4 und IL-13 mehr in der B-Zellreifung sowie in der
IgE-Produktion involviert sind als das durch Benralizumab inhibierte Zytokin IL-5 55,
Somit kann durch die Hemmung von IL-4/IL-13, jedoch nicht von IL-5, ein signifikanter
Einfluss auf die B-Zellreifung sowie die IgE-Produktion genommen werden. Eine
zusatzliche Ursache konnten die Unterschiede zwischen der Benralizumab- und
Dupilumab-Gruppe sein: In der Dupilumab-Gruppe waren mehr Patienten mit
respiratorischen Allergien vorhanden als in der Benralizumab-Gruppe. Somit kann es
sein, dass behandelbare, IgE-assoziierte Pathophysiologien haufiger in der
Dupilumab-Gruppe als in der Benralizumab-Gruppe zu finden waren. Zusatzlich
unterschieden sich die Patientengruppen initial in mehreren Eigenschaften (s.
Abschnitt 4.2.1). Somit kann nicht mit Sicherheit gesagt werden, ob Benralizumab bei
der Patientenpopulation der Dupilumab-Gruppe andere Effekte gezeigt hatte, als es

bei der Benralizumab-Patientenpopulation der Fall war.
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Regulatorische B-Zellen stellen einen wichtigen Teil des humanen Immunsystems dar
und nehmen durch ihre antiinflammatorischen Eigenschaften Einfluss auf chronisch
entzindliche Erkrankungen wie Asthma. Biologika sind ein wesentlicher Bestandteil
der aktuellen Therapie des schweren Asthma. Die Auswirkung der Biologika auf
regulatorische B-Zellen wurde bislang jedoch kaum erforscht. Dies ist jedoch von
grolRer Bedeutung, da hierdurch ein besseres Verstandnis der Wirkung der Biologika
auf das Immunsystem, sowie der Rolle der B-Zellen und ihrer Subpopulationen
etabliert werden kann. In der vorliegenden klinisch-experimentellen Pilotstudie wurde
bei jeweils 10 Patienten mit schwerem Asthma von dem behandelnden Arzt die
Indikation fir eine Biologika-Therapie mit entweder Benralizumab oder Dupilumab
gestellt. Es wurden zusatzlich 20 Kontrollen ohne Asthma ausgewahlt. Es konnte
erstmalig gezeigt werden, dass sich bei der Dupilumab-Gruppe nach 6 Monaten
Therapie ein signifikanter Anstieg der Transitionalen B-Zellen (CD19"CD24**CD38"*-
Zellen), einer Subpopulation der regulatorischen B-Zellen, einstellte. Parallel konnte
eine Senkung des Gesamt-IgE-Wertes unter Dupilumab-Therapie beobachtet werden,
was bei Benralizumab nicht der Fall war. Wir stellten die Hypothese auf, dass es durch
die Blockade von IL-4/IL-13 Uber eine Vermehrung der TB-Zellzahl zu einer Hemmung
der IgE-Produktion und somit zu einer Reduktion der Atemwegsentziundung kommt.
Diese Ergebnisse stellen einen wichtigen Beitrag zu der Asthma-Forschung dar und
bieten neue Erkenntnisse der immunmodulatorischen Effekte der Biologika bei
Patienten mit schwerem Asthma. Die Ergebnisse wurden im Jahr 2023 im wichtigsten
internationalen allergologischen Journal (Allergy) veréffentlicht: dies unterstreicht die

Relevanz der Ergebnisse.
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8 THESEN

1)

3)

6)

Biologika spielen eine entscheidende Rolle in der Behandlung von schwerem
Asthma. Obwohl die Literatur die Wirksamkeit dieser Medikamente bei
Patienten mit schwerem Asthma umfassend beschreibt, ist der Mechanismus
sowie die Auswirkung dieser immunmodulatorischen Medikamente auf das
humane Immunsystem nicht abschlieRend geklart.

B-Zellen stellen einen wichtigen Teil des humanen Immunsystems dar. Die
Subpopulation der regulatorischen B-Zellen (Bregs) rucken aufgrund ihrer
immunmodulatorischen Fahigkeiten immer mehr in den Fokus der Forschung.
Mausmodelle sowie humane Studien versuchen die Population der Bregs zu
definieren und ihre Funktion im Immunsystem besser zu verstehen. Diese
Forschung steht erst am Anfang. Es konnte jedoch bereits gezeigt werden, dass
die Bregs eine Rolle in Erkrankungen wie dem allergischen Asthma spielen.
Da die Biologika-Therapie immunmodulatorische Eigenschaften hat und die
Bregs ebenfalls im Immunsystem agieren, stellt sich die Frage, ob sich eine
Biologika-Therapie auf diese B-Zell-Subpopulation auswirkt. Diese
Fragestellung wurde bislang jedoch nicht erforscht.

In der vorliegenden Studie wurde von dem behandelnden Arzt bei 10 Patienten
mit schwerem Asthma die Indikation fur die Benralizumab-, sowie bei 10
Patienten die Indikation zur Dupilumab-Therapie gestellt, sowie 20
Kontrollpatienten untersucht. Es wurden bei allen Patienten (neben weiteren
Parametern) B-Zell-Subpopulationen mittels Durchflusszytometrie analysiert,
sowie deren Veranderungen im Verlauf der Biologika-Therapie erfasst.

Vor Therapiebeginn konnten keine signifikanten Unterschiede in der Anzahl der
B-Zell-Subpopulationen in der Benralizumab- als auch Dupilumab-Gruppe im
Vergleich zu den Kontrollen festgestellt werden.

Es zeigte sich, dass eine 6-monatige Dupilumab-Therapie die Zahl der
Transitionale B-Zellen (TB-Zellen; CD19*CD24**CD38**) im Blut erhéht. Dieser
Effekt fand sich unter Benralizumab-Therapie nicht.

Parallel zu der erhéhten Anzahl der TB-Zellen zeigte sich ein IgE-Abfall unter
Dupilumab-Therapie.

Abgesehen von den TB-Zellen wurde bei den B-Zell-Subpopulationen der
CD24*CD27*-, CD19*CD27-IgD*-, CD19*IgD*CD27*- sowie CD19*IgD-CD27"-
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Zellen weder unter Benralizumab- noch Dupilumab-Therapie eine Veranderung
in ihrer Anzahl festgestellt.

9) Wir haben anhand der erhobenen Ergebnisse die Hypothese aufgestellt, dass
es durch die Therapie mit dem Biologikum Dupilumab Uber die Hemmung von
IL-4/IL-13 zu einer Erhéhung der TB-Zellzahl kommt, und dies in einer
Unterdrickung der IgE-Synthese mit nachfolgender Verminderung der
Atemwegsentzindung resultiert.

10)Die Ergebnisse haben grof’e Bedeutung fur die Asthma-Forschung sowie das
Verstandnis der Effekte von Biologika-Therapien auf das menschliche
Immunsystem. Die Ergebnisse wurden im wichtigsten internationalen

allergologischen Journal (Allergy) publiziert.
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