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Zusammenfassung

Das zeitliche Freisetzungsmuster von Zytokinen nach Allergenexposition ist
wesentlich fur das Verstandnis der Pathophysiologie der allergischen Rhinitis. Die
pro-inflammatorischen Interleukine (IL) IL-4 und IL-13 nehmen eine zentrale Rolle
in der allergischen Entzindungsreaktion ein. Erste Studien Uber [L-33 und dessen
|6slichen Rezeptor soluble ST2 (sST2) zeigen im Vergleich zu gesunden
Kontrollen erhdhte Blutserumwerte und vermehrte Expression dieser Zytokine in
der Nasenschleimhaut bei Patienten mit allergischer Rhinitis. Das Chemokin
Eotaxin-3 ist im Zusammenhang mit allergischer Rhinitis kaum untersucht. Das
Ziel dieser Studie war es das Freisetzungsmuster dieser Zytokine in das
Nasensekret nach nasaler Allergenprovokation zu charakterisieren.

Initial konnten elf Probanden mit einer allergischen Rhinitis in die Studie
eingeschlossen werden. Die Diagnose wurde anhand der Anamnese und einer
Sensibilisierung gegen Frihbliher oder Gréaser im Prick-Hauttest gestellt. Mit der
Filterpapier-Disc-Methode wurden nasale Allergenprovokationen durchgefuhrt
und das Nasensekret vor der Provokation sowie 10 Minuten, zwei, funf und 24
Stunden nach der Provokation gesammelt. Dabei wurde zu jedem Zeitpunkt die
klinische Reaktion mittels eines Symptom-Scores und der aktiven, anterioren
Rhinomanometrie dokumentiert. Um mogliche systemische Effekte der
Allergenprovokationen festzustellen, wurden Blutentnahmen vor der Provokation
sowie funf und 24 Stunden nach Provokation durchgefuhrt. Mittels ELISAs und
electrochemiluminescent-multiplex-immunoassays wurden |L-4, |L-13, [L-33,
Eotaxin-3 sowie sST2 im Nasensekret und Blutserum bei sechs Probanden
gemessen.

Die Allergenprovokation l8ste die typischen klinischen Symptome Sekretion,
Nasenatmungsbehinderung, Juckreiz und Niesen aus. IL-4 und IL-13 zeigten funf
Stunden nach Allergenprovokation signifikante Anstiege im Nasensekret. Fur
Eotaxin-3 konnte ein kontinuierlicher, signifikanter Anstieg von zwei Uber vier
Stunden bis zu einem Maximum bei 24 Stunden im Nasensekret festgestellt
werden. Der Anstieg der sST2 Menge im Nasensekret war zu jedem
Messzeitpunkt signifikant und zeigte einen zweigipfeligen Verlauf. Insbesondere
zehn Minuten und 24 Stunden nach Allergenprovokation kam es zu einer
ausgepragten Freisetzung von sST2. Die IL-33 Menge im Nasensekret zeigte
keine signifikanten Anderungen. Im Blutserum konnten keine signifikanten
Konzentrationsdnderung bei allen Zytokinen gemessen werden.

Mit der Disc-Methode konnte erfolgreich die nasale Allergenprovokation
durchgefthrt und Nasensekret gesammelt werden. Es konnte die Freisetzung von
IL-4 und IL-13 in der Spatphase bestatigt werden. Erstmalig wurde eine
Freisetzung von Eotaxin-3 und sST2 in der Frih- und Spéatphase nach nasaler
Allergenprovokation in das Nasensekret bei Probanden mit allergischer Rhinitis
beschrieben. Es ist naheliegend, dass Eotaxin-3 und sST2 an der Modulation der
allergischen EntzUndungsreaktion der Nase beteiligt sind. Weitere Studien mit
mehr Probanden, sensitiveren assays und funktionellen Untersuchungen kénnten
weitere Informationen Uber die Rolle dieser Zytokine bei der allergischen Rhinitis
liefern.
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1. Einleitung

1.1 Definition und Epidemiologie der allergischen Rhinitis

Die allergische Rhinitis ist eine durch Exposition von Allergenen induzierte,
Immunglobulin E (IgE) vermittelte Entzindungsreaktion der Nase, die haufig mit
Augensymptomen einhergeht und daher auch als allergische Rhinokonjunktivitis
bezeichnet wird. Sie wird zusammen mit Asthma und der atopischen Dermatitis
zu den Erkrankungen des atopischen Formenkreises gezahlt. Die allergische
Rhinitis wird durch die World Health Organization anhand der Dauer und der
Schwere der Symptomatik eingeteilt (Tabelle 1). Weiterhin ist eine &ltere, klinische
Klassifikation in saisonale, perenniale und berufliche allergische Rhinitis

gebréauchlich (Bousquet, 2008).

Tabelle 1: Klassifikation der allergischen Rhinitis

Dauer der Symptomatik

intermittierend persistierend
weniger als 4 Tage pro Woche mehr als 4 Tage pro Woche
oder und
weniger als 4 Wochen pro Jahr mehr als 4 Tage pro Jahr

Schwere der Symptomatik

gering méBig bis schwer

Lebensqualitat ist nicht beeintréachtigt Lebensqualitat ist beeintrachtigt

Die World Health Organization-Klassifikation der allergischen Rhinitis erfolgt anhand der Dauer und
der Schwere der Symptomatik (Bousquet, 2008).

Die allergische Rhinitis beginnt haufig schon im jungen Lebensalter und weist in
Deutschland eine Lebenszeitpréavalenz von Uber 20% auf (Bauchau, 2004). Hinzu
kommt, dass die Pravalenz bei Erwachsenen und Kindern immer weiter ansteigt
(Skoner, 2001). Als Risikofaktoren werden u.a. genetische Prédisposition, hoher
soziobkonomischer Status, Exposition gegenuber Schadstoffen der Luft oder
erhodhte IgE-Werte im Blutserum betrachtet (Greiner, 2011a). Weiterhin wird mit

der ,Hygiene-Hypothese® die Ansicht vertreten, dass durch hygienische und



medizinische Fortschritte die naturliche Entwicklung des Immunsystems gestort
und eine allergische Sensibilisierung begunstigt wird. Epidemiologische Studien
zeigen, dass Kinder, die auf Bauernhofen aufwachsen, ein deutlich vermindertes
Risiko aufweisen an allergischer Rhinitis und Asthma zu erkranken. Insbesondere
unbehandelte Kuhmilch und der Kontakt mit Nutztieren und dessen Futter
scheinen protektiv zu sein. Auch die frlhe Exposition gegenuber infektidsen
Erregern, z.B. Hepatitis A Virus, Mykobakterien, Toxoplasma gondii, verringert

das Risiko einer Sensibilisierung(Mutius, 2010; Mutius, Vercelli, 2010).

Die typische Symptomatik der allergischen Rhinitis umfasst Juckreiz, Niesen,
Rhinorrhoe und nasale Obstruktion. Im Rahmen der atopic march- und der united
airway disease - Hypothese sind mit Fortschreiten der Erkrankung auch die
tieferen Atemwege zunehmend betroffen. In diesem Zusammenhang wird auch
haufig von einem "Etagenwechsel" gesprochen (Bousquet, 2008). So tritt ein
Asthma bronchiale bei 32% der Kinder und 16% der Erwachsenen mit
allergischer Rhinitis auf (Lack, 2001; Wright, 1994). Umgekehrt leiden aber auch
80% der Asthmatiker an einer allergischen Rhinitis. Weitere haufig auftretende
Komorbiditaten sind atopische Dermatitis, Pharyngitis, Konjunktivitis,

Nahrungsmittelallergien und chronische Rhinosinusitis (Klimek, Pfaar, 2011).

Die allergische Rhinitis fuhrt zu einer erheblichen Einschrankung der
Lebensqualitdt mit Minderung der Schlafqualitat, schulischer und beruflicher
Leistungen sowie alltdglicher und sportlicher Aktivitat. Alleine in den USA
verursacht die Erkrankung einen Verlust von Uber 2 Millionen Schultagen und 3,5
Millionen Arbeitstagen jahrlich (Nathan, 2007). Auch die Belastung des
deutschen Gesundheitswesens und der Wirtschaft durch direkte und indirekte
Kosten der allergische Rhinitis ist enorm: Die durchschnittlichen jahrlichen Kosten
betragen in Deutschland 1089€ pro Kind und 1543€ pro Erwachsenem
(Bousquet, 2008).



1.2 Diagnose der allergischen Rhinitis

1.2.1 Anamnese und klinische Untersuchung

Die Anamnese nimmt eine zentrale Rolle in der Diagnostik der allergischen
Rhinitis ein. Bei der Anamnese werden Allergenexposition, die spezifischen
Symptome und Komorbiditaten gezielt abgefragt, sowie deren Dauer, Starke und
Auswirkungen auf die Lebensqualitat des Patienten bestimmt. Ein besonderes
Augenmerk liegt hierbei auf mdglichen raumlichen oder zeitlichen Assoziationen
der Beschwerden, da dies wichtige Hinweise auf die in Frage kommenden
Allergene liefern kann. Diese Angaben dienen als unverzichtbarer
Ausgangspunkt fur die weitere Diagnostik und Therapie (Bousquet, 2008). Im
Rahmen der klinischen Untersuchung kann bereits das auBere Erscheinungsbild
mit Veranderungen von z.B. Haut und Augenschleimhauten auf eine allergische
Erkrankung hinweisen. Durch die anteriore Rhinoskopie sowie die flexible oder
starre Nasenendoskopie kdnnen alle Nasenabschnitte ad&quat eingesehen
werden. Hier zeigen sich haufig eine ddematdse und livide Schwellung der
Nasenmuscheln sowie klare, wassrige Rhinorrhoe. Diese Verdnderungen sind
allerdings nicht pathognomonisch. Zusatzlich lassen sich so wesentliche
Differentialdiagnosen, wie z.B. Nasenpolypen oder anatomische Anomalien
ausschlieBen (Bachert, 2006).

1.2.2 Hauttest

Der Prick (= Einstich) -Hauttest ist der diagnostische Standard flr den Nachweis
einer IgE-vermittelten Sensibilisierung. Dabei werden Allergene in die Dermis
eingebracht, welche an spezifische IgE-Antikérper (slgE) auf Mastzellen binden.
Die Aktivierung der Mastzellen fUhrt zu einer Freisetzung von préformierten und
neu synthetisierten Mediatoren. Diese |6sen die sogenannte Lewis Trias aus: Es
kommt zun&chst zu einer durch Vasodilatation vermittelten Ro&tung. Durch
Steigerung der Kapillarpermeabilitat bildet sich eine Quaddel aus. Der folgende
Axonreflex fuhrt zu einer Erweiterung der Rotung. Die Reaktion erreicht nach
15-20 Minuten ihr Maximum und bildet sich innerhalb von 1-2 Stunden wieder
zurlck. Bei der praktischen Durchflhrung wird mit einer Pipette jeweils ein
Tropfen jeder Allergenlésung mit ausreichendem Abstand auf die Volarseite der

Unterarme aufgetragen. AnschlieBend wird die Haut mit einer Prick-Testnadel mit
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1 Millimeter (mm) Spitzenldange durch den Tropfen angestochen. Das
Loésungsmittel ohne Allergene dient als Negativkontrolle und Histamin als
Positivkontrolle. Nach 15 bis 20 Minuten wird der Durchmesser der R6tung und
der Quaddel abgemessen. Ein Quaddeldurchmesser von > 3 mm gilt dabei als
positive Reaktion (Ruéff, 2010).

1.2.3 In-vitro-Diagnostik

Im Mittelpunkt der In-vitro-Allergiediagnostik steht die Bestimmung von IgE im
Blutserum. Dabei kann sowohl das Gesamt-IgE als auch das slgE, welches sich
gegen ein bestimmtes Allergen richtet, gemessen werden. Der Nachweis des
Gesamt-IgE gibt einen Hinweis auf eine allergische Pradisposition und dient als
Vergleichswert zur Evaluierung des sIgE. Die Bestimmung von slgE kann
durchgefthrt werden, wenn ein Hauttest aufgrund Nebenerkrankungen oder
erhohter Risiken kontraindiziert ist. Auch bei Diskrepanz zwischen Anamnese und
den Ergebnissen des Hauttests kann die Bestimmung von slIgE indiziert sein.
Erhoéhte slgE-Werte zeigen, ebenso wie der Prick-Hauttest, eine Sensibilisierung
gegen ein spezifisches Allergen. Sie alleine sind aber noch nicht ausreichend,
um eine allergische Erkrankung und deren klinische Relevanz zu diagnostizieren
(Renz, 2010).

1.2.4 Nasaler Provokationstest mit Allergenen

Eine mittels Prick-Hauttest oder [n-vitro-Diagnostik nachgewiesene
Sensibilisierung geht nicht immer mit klinischer Symptomatik einher. Bereits 1975
wurden IgE-Antikérper bei Patienten mit Symptomen der allergischen Rhinitis in
der Nasenschleimhaut nachgewiesen (Huggins, Brostoff, 1975). Weitere Studien
konnten bestatigen, dass bei negativem Haut- und Serumtest sIgE-Antikorper in
der Nasenschleimhaut lokal produziert werden kénnen (Ronddn, 2012b). Diese
lokalisierte nasale Reaktion mit lokaler Produktion von slgE-Antikdrpern bei
fehlenden systemischen Zeichen einer Allergie wird als ,lokale allergische
Rhinitis" bezeichnet. Sie kann bis zu 63% der Patienten mit Symptomen einer
allergischen Rhinitis und negativem Haut- und Serumtest betreffen (Rondon,
2012a). Umgekehrt ist es auch méglich, dass trotz Nachweis von slIgE in der Haut
oder im Serum die Patienten klinisch keine Symptome gegen dieses Allergen
zeigen (Gergen, Turkeltaub, 1991; Nickelsen, 1986).



Ergibt sich aus der Anamnese und vorhergegangener Diagnostik kein
einheitliches Ergebnis oder wird eine Sensibilisierung gegen mehrere Allergene
festgestellt, kann durch einen nasalen Provokationstest die klinische Relevanz
einer Sensibilisierung verifiziert werden. Insbesondere vor Einleitung einer
spezifischen Therapie ist es wichtig, die Allergene mit der klinisch gréBten
Relevanz zu identifizieren. Die nasale Allergenprovokation hat sich (zumindest in
Deutschland) als ein Standardverfahren in der Diagnostik der allergischen
Rhinitis etabliert. Dabei werden durch direkte und kontrollierte Applikation des
Allergens in das ,Erfolgsorgan® die typischen Symptome der Erkrankung klinisch
reproduziert. Die nasale Allergenprovokation sollte immer in reproduzierbarer und
kontrollierter Weise durchgefthrt werden, um Fehlinterpretationen zu vermeiden.
HierfUr liegt ein Positionspapier der Deutschen Gesellschaft fur Allergologie und

klinischen Immunologie (DGAKI) vor (Riechelmann, 2003).

Beim nasalen Provokationstest werden 50-100 Mikroliter (ul) Testlésung eines
Allergens direkt auf die Nasenschleimhaut als Spray appliziert. Zuvor muss eine
unspezifische Reaktion durch alleinige Applikation des L&sungsmittels
ausgeschlossen werden. Nach der Provokation wird die klinische Reaktion des
Patienten dokumentiert. Dabei orientiert man sich an den Kardinalsymptomen der
allergischen Rhinitis und erfasst, z. B. anhand einer visuellen Analogskala oder
eines Punkte-Scores, die subjektive Starke der Sekretion, lIrritation und der
Fernsymptome. Aus diesen Werten kann dann ein klinischer Symptom-Score
gebildet werden (Tabelle 2). Das AusmalB der Nasenatmungsbehinderung wird
durch Bestimmung der nasalen Luftdurchgangigkeit (Flow) in der aktiven,
anterioren Rhinomanometrie objektiviert. Dabei wird Uber ein Rhinomanometer
das Atemluftvolumen pro Zeiteinheit Uber die Druckdifferenz zwischen
Nasenrachenraum und Naseneingang fur jede Nasenseite bestimmt (Probst,
2008). Aus dem Symptom-Score und dem Flow-Abfall wird das Ergebnis des
Provokationstests gebildet. Abbildung 1 zeigt den von der DGAKI empfohlenen

Ablauf eines nasalen Provokationstests (Riechelmann, 2003).



Tabelle 2: Symptom-Score

Sekretion
kein Sekret 0 Punkte
wenig Sekret 1 Punkt
viel Sekret 2 Punkte
Irritation
0-2x Niesen 0 Punkte
3-5x Niesen 1 Punkt
>5x Niesen 2 Punkte
Fernsymptome
Keine Fernsymptome 0 Punkte
Tranenfluss und/ oder Gaumenjucken 1 Punkt
und/oder weitere Fernsymptome 2 Punkte

Von der DGAKI empfohlener Symptom-Score beim nasalen Provokationstest: Die Summe der
jeweiligen Punkte in den drei Kategorien ergibt den Symptom-Score.

Ablauf eines nasalen Provokationstests

15min Adaptation Allergenapplikation
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oder Flowreduktion>20
und Symptom-
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Befundscores, v

Rhinomanometrie) Erfassen der
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Abb. 1: Die Abbildung zeigt den von der DGAKI empfohlenen Ablauf des nasalen Provokationstest
und die Bewertungskriterien (Riechelmann, 2003).
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1.3 Therapie der allergischen Rhinitis

Grundsétzlich fuBt die Behandlung der allergischen Rhinitis - wie bei den meisten
anderen allergischen Erkrankungen auch - auf drei Saulen: Allergenkarenz,

Pharmakotherapie und spezifische Immuntherapie.

1.3.1 Allergenkarenz

Die Allergenkarenz wird als erste therapeutische MaBnahme empfohlen. Ohne
Allergenkontakt treten bei allergischen Erkrankungen, also auch der allergischen
Rhinitis, grundsétzlich keine Symptome auf. Damit ist die Allergenkarenz zwar
prinzipiell eine sinnvolle Therapie der allergischen Rhinitis, je nach Allergen
gestaltet sich die Vermeidung der Exposition jedoch haufig problematisch.
Wahrend bei Haustierallergenen oder arbeitsplatzbedingter Exposition in einigen
Fallen eine Allergenkarenz erreicht werden kann, ist dies bei Pollen- oder
Hausstaubmilbenallergikern kaum mdglich. Eine Reduzierung der Milbenlast
kann hier durch den Einsatz von Encasings, Schwebstofffiltern oder
Teppichentfernung versucht werden. Bei Graser- oder Baumpollen ist die
vollstandige Vermeidung oder auch eine relevante Reduktion der Allergenmenge
praktisch kaum durchzufihren. Hilfreich kann wahrend der Allergensaison der
Einsatz von Pollenfiltern im Auto, die Entfernung der Pollen durch Duschen vor
dem Schlafengehen oder der Aufenthalt in geschlossenen R&umen sein
(Bousquet, 2008).

1.3.2 Pharmakotherapie

Abhangig von der Schwere der Symptome und der Beeintrdchtigung der
Lebensqualitat des Patienten stehen verschiedene systemische und topische
Medikamente zur Verfigung. Bei allen Medikamenten handelt es sich jedoch nur

um eine symptomatische Therapie.

Glukokortikoide stellen die effektivste Therapiemdéglichkeit der allergischen
Rhinitis dar. Sie kénnen entweder intranasal oder systemisch appliziert werden.
Die lokale Anwendung ermoglicht es, hohe Wirkspiegel in der Nasenschleimhaut
bei zu vernachlassigenden systemischen Spiegeln zu erreichen. Glukokortikoide

besitzen eine starke anti-inflammatorische Wirkung und fuhren u. a. zu einer
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verminderten Freisetzung von EntzUndungsmediatoren wie z. B. Interleukin 4
(IL-4), IL-5, IL-13 und Histamin (Erin, 2005b; Hafez, 2004). Damit hemmen sie den
Einstrom von antigenprasentierenden Zellen (APCs), T-Zellen, Eosinophilen und
reduzieren die allergische Entzindungsreaktion in der Nasenschleimhaut.
Glukokortikoide entfalten ihre Wirkung frihestens zwei Stunden nach Anwendung
und erreichen den Maximaleffekt erst nach regelmaBiger, mehrtagiger Gabe.
Dabei vermogen sie alle Symptome der allergischen Rhinitis effektiv zu mindern.
Die lokale Anwendung kann zu Nasenbluten, trockener Schleimhaut und
Krustenbildung fuhren (Bachert, 2006; Bousquet, 2008). Orale Glukokortikoide
sollen nur kurzfristig, bei fehlendem Ansprechen auf andere Medikation und bei
besonders schweren Fallen der allergischen Rhinitis eingesetzt werden. Orale
Glukokortikoide erreichen einen Wirkspiegel in der Nasenschleimhaut
unabhangig von den anatomischen Gegebenheiten und nasaler Obstruktion. Der
Nachteil einer systemischen Steroidgabe sind die bekannten Nebenwirkungen
(z. B. Blutdruck- oder Blutzuckerentgleisungen). Fur eine Behandlung mit
intramuskularen Depotsteroiden gibt es nach heutiger Einschatzung keine

Indikation mehr.

Eine weitere Wirkstoffgruppe, die zur Behandlung der allergischen Rhinitis
indiziert ist, sind Antihistaminika. Sie blockieren Uberwiegend den Histamin-1
Rezeptor und unterdricken somit die Histamin-induzierten Symptome Niesen,
Juckreiz und Sekretion. Auch Antihistaminika stehen sowohl zur systemischen als
auch topischen Anwendung zur Verfligung. Insgesamt sind sie in ihrer Wirkung
den Glukokortikoiden unterlegen und eignen sich somit eher fur leichte Formen
der allergische Rhinitis (Bachert, 2006; Bousquet, 2008).

Chromone und Leukotrienantagonisten haben im Vergleich mit Glukokortikoiden
und Antihistaminika eine geringere Wirkung und sind speziellen Indikationen (z.B.
Schwangerschaft, Kinder, Kombinationstherapie) vorbehalten (Bachert, 2006;
Bousquet, 2008).

Eine direkte Antagonisierung pro-inflammatorischer Mediatoren ist derzeit in
Klinischer Erprobung. Omalizumab beispielsweise ist ein rekombinanter,
humaner, monoklonaler Antikorper, der freies IgE binden kann. Fur Omalizumab

konnte in klinischen Studien eine Verbesserung der klinischen Symptome und
8



Lebensqualitat von Patienten mit allergischer Rhinitis gezeigt werden (Bousquet,
2006). Auch eine direkte Blockierung von Interleukinen, wie z. B. IL-4 und IL-13,

wird untersucht (siehe Diskussion).

1.3.3 Spezifische Inmuntherapie

Den einzigen kausalen Therapieansatz stellt die spezifische Immuntherapie dar.

Dabei unterscheidet man zwischen subkutaner und sublingualer

Allergenapplikation. Zunachst wird wahrend einer Steigerungsphase das Allergen

innerhalb von Tagen bis Wochen in ansteigender Dosierung appliziert, bis eine

Erhaltungsdosis erreicht ist. Diese wird dann in regelmaBigen Abstanden Uber

einen Zeitraum von mindestens 3 Jahren verabreicht (Kleine-Tebbe, 2009).

Aktuelle Hypothesen gehen von vier grundlegenden immunologischen

Wirkmechanismen der spezifischen Immuntherapie aus (Akdis, 2014):

1. Verminderte Aktivierung und Degranulierung von Mastzellen und Basophilen

2. Induktion regulatorischer T- und B-Zellen

3. Zunahme von allergenspezifischem Immunglobulin G4 und Abnahme von
slgE

4. Abnahme von Mastzellen und Eosinophilen im Gewebe

Zahlreiche Studien belegen die Wirksamkeit der spezifische Immuntherapie. So
kommt es nicht nur zu einer Reduktion der Symptome und des Verbrauchs an
Bedarfsmedikation, sondern auch zu einer Pr&vention von bronchialer
Hyperreaktivitat und von Asthma. Auch das Auftreten neuer Sensibilisierungen
wird positiv beeinflusst (Compalati, 2009; Calderon, 2011). Diese positiven
Effekte persistieren auch mehrere Jahre nach Abschluss der Therapie (Durham,
2010; Jacobsen, 2007). Qualitative Studien, die die subkutane mit der
sublingualen Applikationsform direkt vergleichen existieren kaum. Der indirekte
Vergleich zeigt ebenfalls keine wesentlichen Unterschiede in der Wirksamkeit
(Dretzke, 2013). Ein Vorteil der subkutanen Applikationsform ist die hohere
Compliance der Patienten bei der Durchfiihrung der Therapie (Kiel, 2013). Beide
Therapieformen kénnen lokale Nebenwirkungen wie Roétung, Schwellung und
Juckreiz ausldésen. Systemische Nebenwirkungen bis hin zum anaphylaktischen
Schock koénnen insbesondere bei der subkutanen Immuntherapie auftreten
(Burks, 2013).



1.4 Immunologische Grundlagen der allergischen Rhinitis

Die Pathophysiologie der allergischen Rhinitis lasst sich in die
Sensibilisierungsphase, die Frihphase und die Spatphase nach

Allergenexposition einteilen.

1.4.1 Sensibilisierungsphase

Die Sensibilisierung ist der grundlegende, notwendige Schritt der allergischen
Reaktion. Dabei kommt der Organismus das erstmalig mit einem Allergen in
Kontakt. Allergene sind Antigene, die mit Immunzellen interagieren und die
Bildung von spezifischen IgE-Antikdérpern induzieren kdnnen. Die Allergene
werden von antigenprasentierenden Zellen (APCs), z.B. Makrophagen, B-Zellen
und dendritischen Zellen, aufgenommen und zu Peptiden gespalten. Diese
Peptide werden dann Uber major histocompatibility complex Klasse Il (MHC-II)
MolekUle auf der Zelloberflache cluster of differentiation (CD) 4 positiven T-
Helferzellen (CD4+ Th-Zellen) présentiert. CD4+ Th-Zellen werden nach ihrem
Zytokin-Freisetzungsmuster in Th1-Zellen (Interferon gamma, Tumornekrosefaktor
alpha, IL-2), Th2-Zellen (IL-4, -5, -10, -13) und Th17-Zellen (IL-17, IL-21, [L-22)
eingeteilt. Die Differenzierung nativer ThO-Zellen zu einem der Subtypen ist
komplex und Gegenstand der Forschung. Sie h&ngt nach aktuellem
Kenntnisstand jedoch vor allem von dem umgebenden Zytokinmilieu und der

Interaktion mit weiteren Immunzellen ab (Klimek, Pfaar, 2011).

Im Mittelpunkt der Pathophysiologie der allergischen Rhinitis steht die Th2-
Immunantwort und die Synthese allergenspezifischer IgE-MolekUle: In einer
ersten Interaktion binden Th2-Zellen mit dem T-Zell-Rezeptor und CD4 an den
MHC-II Rezeptor/ Peptid Komplex auf APCs. Essentiell flr eine Aktivierung der
Zellen sind kostimulatorische Signale. Dazu gehoért vor allem die Bindung
zwischen CD28 der T-Zelle und dem B7 Protein der APC und das Zytokinmilieu,
z.B. IL-1, IL-4. Fehlen die kostimulatorischen Signale, kommt es zur Anergie der
Zellen und zu einer Toleranzentwicklung. Die aktivierten Th2-Zellen setzen Th2-
Zytokine, insbesondere [L-4, IL-5 und IL-13 frei. Damit férdern sie die weitere
Differenzierung und Aktivierung von Th2-Zellen. Interaktionen zwischen T- und B-
Zellen, z.B. Uber den CD40 Liganden auf aktivierten T-Zellen und CD40 auf B-
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Zellen, und Interleukine (insbesondere IL-4 und IL-13) induzieren einen
Immunglobulin-Klassenwechsel von IgM zu allergenspezifischem IgE und die
Differenzierung der B-Zelle zur Plasmazelle. Die IgE-Molekule werden in den
Blutkreislauf oder direkt in das Gewebe sezerniert und binden mit der fragment
crystallisable (Fc)-Region an die alpha Untereinheit des hochaffinen Fc Epsilon
Rezeptor | (FCER1) auf der Oberflache von Mastzellen und Basophilen (Greiner,
2011b; Klimek, Pfaar, 2011).

1.4.2 Frihphase

Bei erneuter Allergenexposition wird das Allergen an der variablen Region der
IgE-Molekule auf der Oberflache der Immunzellen gebunden. Die
Kreuzvernetzung (cross-linking) von mindestens zwei dieser IgE-MolekUle durch
das Allergen l6st eine Aggregation der FcER1 alpha Untereinheit aus. Eine
komplexe Signalkaskade Uber die beta und gamma Untereinheiten des
Rezeptors sowie Guaninnucleotid-bindende Proteine wird in Gang gesetzt. Die
Signaltransduktion fuhrt zu einer Erhdéhung zytoplasmatischer Kalziumspiegel
durch Aktivierung von Kalziumkanalen des endoplasmatischen Retikulums und
der Plasmamembran. Weiterhin werden Transkriptionsfaktoren Uber

Guanosintriphosphatasen- und Kinasenkaskaden aktiviert (Turner, Kinet, 1999).

Die Aktivierung der Mastzellen und Basophilen flUhrt zu einer Verschmelzung von
Zellgranula mit der Zellmembran und zur Exozytose von praformierten Mediatoren
wie Histamin, Heparin und Proteasen (z.B. Tryptase und Chymase). Hinzu kommt
die Neusynthese und Freisetzung von Mediatoren aus dem Arachidon-
saurestoffwechsel (z.B. Leukotrien C4, Prostaglandin D2 und Bradykinin). Auch
Zytokine (z.B. IL-4, IL-13) und Chemokine kénnen von Mastzellen und Basophilen
freigesetzt werden (Stone, 2010; Theoharides, 2007). Die freigesetzten
Mediatoren I6sen durch direkte Stimulation von Endorganen und durch Reizung
von Nerven die charakteristischen Symptome der allergischen Rhinitis aus.
Fullung venoser Sinusoide, parasympathische Stimulation von Drisenzellen,
Permeabilitatssteigerung von BlutgefaBen und Extravasation von Plasma werden
induziert. Es folgt ein Odem der Nasenschleimhaut, vermehrte nasale Sekretion
und nasale Obstruktion. Die Reizung sensorischer Nervenfasern des Nervus

trigeminus fuhrt zu Juckreiz und zur Auslésung des Niesreflexes. Diese
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Symptome der Frihphase werden unmittelbar nach Allergenexposition ausgeldst

und halten bis zu zwei Stunden an (Klimek, Pfaar, 2011).

1.4.3 Spatphase

Stunden nach Allergenexposition kommt es zu einer erneuten Zunahme der
Symptome. Die bis zu 48 Stunden andauernde Spéatphase ist charakterisiert
durch den chemotaktisch vermittelten Einstrom und die Aktivierung von
Basophilen, Neutrophilen, T-Zellen, Makrophagen und insbesondere
Eosinophilen. Diese Vorgange werden durch ein komplexes Zusammenspiel von
Zytokinen, Chemokinen (z.B. Eotaxin, IL-8), Adhasionsmolekllen (Selektine und
Integrine) und deren Liganden induziert und gesteuert. Beispielsweise wird das
vascular cellular adhesion molecule 1 (VCAM-1) durch [L-4 auf Endothelzellen
induziert. Basophile und Eosinophile kénnen Uber very late antigen 4 (VLA-4) an
VCAM-1 binden und so gezielt in das Gewebe migrieren. Eotaxine binden an
Chemokin-Rezeptoren auf Eosinophilen, Basophilen und Th2-Zellen und
stimulieren die chemotaktische Migration dieser Zellen in die Mukosa. Die
eingewanderten Immunzellen setzen weitere Zytokine, Chemokine,
Sauerstoffradikale und pro-inflammatorische Proteine, z.B. major basic protein,
Eosinophilenperoxidase, Kollagenase, Phosphatase und eosinophiles
kationisches Protein, frei. Es kommt zu einem erneutem Auftreten der
Symptomatik mehrere Stunden nach Allergenexposition. Insgesamt entspricht die
Spatphase immunologisch einer chronischen Entzindungsreaktion mit

Gewebsschadigung und Gewebsumbau (Elsner, 2004; Klimek, Pfaar, 2011).

Neurale Mechanismen spielen im Rahmen der allergischen Entzindungsreaktion
eine wichtige Rolle. Die direkte Reizung von sensorischen Nerven, Stimulation
von Reflexopdgen und des parasympathischen Nervensystems kann Juckreiz,
Niesen, Fullung von KapazitatsgefaBen und Stimulation von Drisen und damit die
gesamte Symptomatik der allergischen Rhinitis auslésen. Jedoch setzen auch die
Nervenfasern nach Stimulation pro-inflammatorische Mediatoren, z.B. calcitonin
gene-related peptide und Substanz P frei. Im Sinne einer neurogenen
Entzindungsreaktion kdénnen so wiederum Mastzellen und andere Immunzellen
aktiviert werden. Die nasale Hyperreaktivitat, definiert als eine verstarkte,
symptomatische Antwort auf unspezifische Reize (Tabakrauch, Staube,

Geruchsstoffe, Temperaturanderungen, Anstrengung), ist sicherlich teilweise
12



durch die neurogene Entzindungsreaktion bedingt (Bousquet, 2008; Greiner,
2011a; Togias, 2000). Interessanterweise scheinen auch die Epithelzellen selbst
eine wichtige Rolle bei allergischen Erkrankungen der Atemwege zu spielen. So
kobnnen Epithelzellen thymic stromal lymphopoietin, |L-25 und [IL-33 produzieren

und zu einer Verstarkung der Th2-Immunantwort fihren (Broide, 2007).
Die allergische Rhinitis ist somit eine durch eine groBe Vielfalt an Zellen und

Mediatoren komplex modulierte, den gesamten Organismus betreffende

Entzindungsreaktion.
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2 Ziele der Arbeit

Obwohl bereits groBe Fortschritte zur Aufklarung der Pathogenese und
Pathophysiologie der allergischen Rhinitis geleistet wurden, sind noch viele

Faktoren unzureichend gekléart.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Bestimmung von Zytokinen im
Nasensekret und im Blut von Probanden mit allergischer Rhinitis zu festgelegten
Zeitpunkten (zehn Minuten, zwei, funf und 24 Stunden) nach lokaler nasaler
Allergenprovokation. Berutcksichtigt wird somit sowohl die Frih- als auch die
Spatphase der allergischen Reaktion. Insbesondere durch den Zeitpunkt 24
Stunden nach Allergenprovokation sollen spéte Reaktionen und Zytokinanstiege

nachgewiesen werden.

Neben den klassischen pro-inflammatorischen Zytokinen IL-4 und IL-13 sollen
auch die in diesem Zusammenhang bisher nicht beschriebenen Zytokine IL-33,
sST2 und Eotaxin-3 gemessen werden. Zwar gibt es bereits Daten, die zeigen,
dass diese Zytokine im Rahmen der Entzindungsreaktion des allergischen
Asthmas und der atopischen Dermatitis freigesetzt werden, jedoch fehlen solche
Untersuchungen fur die allergische Rhinitis. Zudem soll bestimmt werden, ob
nach lokaler Allergenprovokation systemische Wirkungen auftreten und ob

entsprechende Anstiege der Zytokinwerte im Blut gemessen werden kénnen.

Diese Informationen sollen neue Einblicke in die Pathophysiologie der
allergischen Reaktion in der menschlichen Nase ermdglichen: Der zeitliche
Verlauf der Freisetzung unterschiedlicher Zytokine und deren Assoziation mit den
klinischen Symptomen kann wesentlich zum Verstandnis der allergischen Rhinitis
beitragen. Weiterhin kdénnten sich daraus neue Therapiemoéglichkeiten, z. B.

durch spezifische Antagonisierung einzelner Zytokine, erdffnen.
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3 Materialien und Methoden

In dieser Arbeit wurden experimentelle, nasale Allergenprovokationen an
Probanden mit allergischer Rhinitis durchgefthrt. Zur Quantifizierung der
Beschwerden wurden Symptom-Scores erhoben und physiologische Anderungen
wurden durch die anteriore Rhinomanometrie bestimmt. Wahrend der Frah- und
Spatphase der allergischen Reaktion wurde das Nasensekret gesammelt und
Blutentnahmen durchgefthrt. AnschlieBend wurde die Menge der Zytokine 1L-4,
IL-13, IL-33, sST2 und Eotaxin-3 im Nasensekret und deren Konzentration im Blut

bestimmit.

3.1 Probandenauswahl

Initial wurden elf Probanden mit einer allergischen Rhinitis in die Studie
eingeschlossen. Voraussetzung fur die Aufnahme war eine Sensibilisierung
gegen saisonale Allergene (z.B. Baum- oder Graserpollen), nicht jedoch gegen
perenniale Allergene (z.B. Hausstaubmilben). Um eine Stimulation durch
natlrliche Allergene auszuschlieBen, wurde die Studie auBerhalb der
Allergiesaison durchgefuhrt. Die Probanden nahmen sowohl mindestens vier
Wochen vor Beginn als auch wahrend der Studie keine Medikamente mit Einfluss
auf die allergische Entzindungsreaktion ein und hatten in den letzten drei Jahren
keine spezifische Immuntherapie erhalten. Weitere Ausschlusskriterien sind in
Tabelle 3 dargestellt. Die Eignung der Probanden wurde wéahrend eines
Screening-Termins anhand eines Allergiefragebogens (s. Anhang) sowie eines
Prick-Hauttests festgestellt. Zeigte sich im Hauttest eine Sensibilisierung gegen
mehrere saisonale Allergene, so wurde das Allergen mit der starksten Reaktion
verwendet. Der Prick-Hauttest wurde mit kommerziell erhé&ltlichen
Allergenlésungen (Allergopharma, Reinbeck, Deutschland) durchgefuhrt (s.

Anhang).

Nach nasaler Allergenprovokation mussten vier Probanden aus folgenden
Grinden ausgeschlossen werden: Kontamination der Disc mit Blut (2),

ausbleibende klinische Reaktion (1), exzessiver Alkoholkonsum innerhalb der 24-
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stindigen Messzeit (1). Aufgrund der geringen Probenmenge und der
Kostenintensitat der Messverfahren wurden im Vorfeld die Proben eines
Probanden zur Etablierung der Messmethoden verwendet. In den Proben dieses
Probanden konnte daher nur [L-13 gemessen werden. Zwecks besserer
Vergleichbarkeit und Korrelation werden die Ergebnisse im Folgenden einheitlich
flr die sechs Probanden dargestellt, bei denen alle Parameter ausgewertet
werden konnten. Somit setzte sich das endgultige Probandenkollektiv aus vier
weiblichen und zwei méannlichen Probanden im Alter von 19 — 53 Jahren
(Mittelwert: 28 Jahre, Median: 24,5 Jahre) mit einer Sensibilisierung gegen
Gréaser-Allergenmix (Allergopharma) zusammen. Vor Beginn der Studie wurden
alle Probanden ausfuhrlich Uber Ablauf sowie mogliche Risiken der Studie
aufgeklart und unterzeichneten eine Einverstandniserkldrung. Die Studie wurde
durch die Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf genehmigt
(Studiennummer: 3530).

Tabelle 3: Ausschlusskriterien fiir die Studienteilnahme

Anamnestisch bekannte oder aktuelle psychische Erkrankung oder Stérung
Anamnestisch bekannte oder aktuelle Abhangigkeit oder Missbrauch von Alkohol, Nikotin
oder Medikamenten
Klinisch relevante Normabweichungen in Laborparametern (falls bekannt)
Parasitenbefall
Probanden, die an einer anderen klinischen Prifung teilnehmen oder innerhalb der letzten 4
Wochen teilnahmen
Systemerkrankungen wie Tuberkulose, Leukosen, Kollagenosen, Multiple Sklerose, Aids-
Erkrankung, HIV-Infektion und andere Autoimmunerkrankungen
Vorangegangene Organtransplantation
* Probanden mit teil- oder unkontrolliertem Asthma bronchiale
+  Probanden mit friiherem anaphylaktischen Schock
+ Kinder und Jugendliche
Schwangere und Stillende
Operation an Nase oder Nasennebenhdéhlen in den letzten drei Monaten
Chronische Nasennebenhdhlenentziindung
Erkaltung oder sonstige Infektion in den letzten vier Wochen

Anatomische Anomalien der Nase (z.B. ausgepragte Nasenseptumperforation)

Die oben dargestellten Ausschlusskriterien waren fiir die Studienteilnahme zu beachten.
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3.2 Nasale Provokation

Die nasale Allergenprovokation sowie das Sammeln des Nasensekrets wurden
nach modifizierter Filterpapier-Disc-Methode durchgefuhrt (Wagenmann, 2005).
Es wurden aus Filterpapier (Shandon Filter Cards; Shandon Inc., Pittsburgh, PA,
USA) gestanzte Discs mit 10 Millimeter (mm) Durchmesser und 1,2 mm Dicke
verwendet. Zur nasalen Allergenprovokation wurde eine Filterpapier-Disc mit
75 pl der Allergielésung (50.000 Biologische Units/ Milliliter (BU/ml), entspricht
insgesamt 3.750 BU je Disc) getrankt, unter Sichtkontrolle auf die Schleimhaut
des vorderen Nasenseptums aufgelegt und nach einer Minute entfernt (Abb. 2).
Das Sammeln des Nasensekrets erfolgte durch Auflegen einer Filterpapier-Disc
auf dieselbe Stelle der Nasenschleimhaut sowie auf die entsprechende Stelle der
Gegenseite fur jeweils 45 Sekunden. AnschlieBend wurde die Disc erneut

gewogen, um die Menge des gesammelten Nasensekrets bestimmen zu kdénnen.

Applikation der Filterpapier-Disc

Abb. 2: Applikation der Filterpapier-Disc auf die Schleimhaut der Nasenscheidewand: Der
Naseneingang wird mit einem Nasenspekulum aufgespannt und die Filterpapier-Disc mit einem
Hechtmaulzédngelchen unter Sicht auf die Schleimhaut des vorderen Anteils der
Nasenscheidewand aufgelegt.
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3.3 Studienprotokoll

Der Studienablauf beinhaltete einen jeweils zweitdgigen Provokations- und

Kontrolltermin fur jeden Probanden.

3.3.1 Provokationstermin

Zu Beginn wurden anatomische Varianten oder Pathologien der Nase durch die

anteriore Rhinoskopie ausgeschlossen. Es folgten funf Nasenlavagen mit

0,9%iger Natrium-Chlorid-(NaCl)-Lésung (B. Braun Melsungen A.G., Melsungen,

Deutschland), um eine Kontamination mit bereits auf der Nasenschleimhaut

vorhandenen Proteinen/ Zytokinen zu vermeiden. Danach wurde durch Einlegen

von Kollektions-Discs Nasensekret gesammelt, um den Basiswert der Zytokine im

Nasensekret bestimmen zu kénnen (Zeitpunkt: Baseline, Bl). Zum Nachweis

moglicher unspezifischer Reaktionen auf das Lésungsmittel in den

Allergenlésungen wurde eine mit 75 pl Loésungsmittel getrankte Filterpapier-Disc

einseitig appliziert und das Nasensekret im Abstand von zehn Minuten

gesammelt (Zeitpunkt: Diluent, Dil). AnschlieBend folgten die nasale

Allergenprovokation und die Kollektion von Nasensekret zu den Zeitpunkten zehn

Minuten, zwei, funf und 24 Stunden nach Allergenprovokation. Zu jedem

Zeitpunkt wurden die klinische Reaktionen und die physiologischen Anderungen

dokumentiert:

o Der Symptom-Score erfasste die subjektive Starke der
Nasenatmungsbehinderung, der Sekretion der Nase sowie des Juckreizes
von Nase, Ohren, Rachen und Augen anhand einer visuellen Analogskala in
Millimetern (O - 100 mm). Zusétzlich wurde die Anzahl des Niesens im
vorherigen Zeitabschnitt gezahlt.

o Zur Objektivierung der Nasenatmungsbehinderung wurde eine anteriore
aktive Rhinomanometrie (Rhinomanometer A 310, Atmos, Medizin Technik
GmbH & Co. KG, Lenzkirch, Deutschland) durchgefuhrt.

o Um mogliche systemische Wirkungen der Allergenprovokation feststellen zu
kdénnen, wurden vor Allergenprovokation sowie funf und 24 Stunden nach
Allergenprovokation Blutentnahmen in Blutserum-R6hrchen (Becton,

Dickinson and Company, Heidelberg, Deutschland) durchgefihrt.
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o Durch Wiegen der Kollektions-Disc vor und nach Applikation konnte die
Menge des Nasensekrets festgestellt werden.
Eine Ubersicht des Ablaufs wird in Abbildung 3 dargestellt.

3.3.2 Kontrolltermin

Der Kontrolltermin wurde mindestens drei Tage vor oder zwei Wochen nach dem
Provokationstermin durchgefthrt, um nach Provokation anhaltende erhdhte
Basiswerte der Zytokine auszuschlieBen. Die Allergenprovokation wurde an
diesen Terminen durch die alleinige Applikation des Ldosungsmittels ersetzt. Das

weitere Protokoll entsprach dem Provokationstermin.

Schematischer Ablauf des Provokationstermins

8o wWe®
._ - Kontroll-Disk
Dil W - Provokations-Disk

Nasaler Symptom Score
— ™ [

—__ o s

—__ > s

o [

(h)

Kollektions-Disk

Blutentnahme

@ &

Abb. 3: Zeitlicher Ablauf der nasalen Provokation. Wahrend des Kontrolltermins wurde die
Provokations-Disc durch eine weitere, mit dem L&sungsmittel getrankte Kontroll-Disc ersetzt
(h=Stunden).

3.4 Probenverarbeitung

Die Kollektions-Disc wurde bei 4°C (Grad Celsius) und unter schwachem
Schuitteln in 500 pl NaCl in einem 2 ml Roéhrchen (Cryo SS, Greiner Bio-One,
Frickenhausen, Deutschland) eluiert. Nach zwei bis vier Stunden wurde die Disc
entfernt und das Eluat finf Minuten bei 2800 rpm (revolutions per minute)
zentrifugiert, um Zellen und Mukus zu entfernen. Der Uberstand wurde in acht 0,5
ml Réhrchen (LoBind; Eppendorf AG; Hamburg, Deutschland) aliquotiert (5x30 pl
und 3x60 pl) und bei -80°C gelagert.
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Die Blutréhrchen wurden nach Blutenthahme zwischen 45 und 90 Minuten
aufrecht gelagert, um die Gerinnung des Blutes zu ermbglichen. Anschliessend
wurden die Réhrchen funf Minuten bei 2800 rpm zentrifugiert, um Serum und
korpuskulare Blutbestandteile zu trennen. Das Serum wurde ebenfalls in 0,5 ml

Réhrchen (8x60 pl) aliquotiert und bei -80° C gelagert.

3.5 Zytokinmessung

Die Zytokine im Nasensekret und Blutserum wurden mittels enzyme-linked
immunosorbent assays (ELISA; sST2, IL-33) sowie electrochemiluminescence-
multiplex-immunoassays (IL-4, IL-13, Eotaxin-3) gemessen. In den Vormessungen
hatte sich gezeigt, dass keine relevanten Anderung auf der kontralateralen
Nasenseite zu messen sind, weshalb im Weiteren nur das Nasensekret der

provozierten, ipsilateralen Seite verwendet wurde.

3.5.1 ELISA

Bei dem ELISA nach dem Sandwich-Prinzip werden mit capture-Antikérpern
beschichtete 96-well Mikrotiterplatten verwendet (Abb. 4). Zunachst werden die
Proben in die wells pipettiert und der capture-Antikdrper bindet spezifisch das zu
untersuchende Protein in der Probe. Durch mehrfaches Waschen der Platte
werden ungebundene Substanzen von der Platte entfernt und dann der
detection-Antikérper hinzugefugt. Dieser bindet spezifisch an das bereits vom
capture-Antikdrper gebundene zu untersuchende Protein. In einem erneuten
Waschschritt werden freie Antikérper entfernt. Als nachstes wird das
Reporterenzym (falls nicht bereits fest an dem detection-Antikérper gebunden)
hinzugegeben und bindet wahrend einer weiteren Inkubationszeit an den
capture-Antikdrper. Nach erneutem Waschen wird ein Farbstoffsubstrat
hinzugesetzt. Dieses wird durch das Reporterenzym zu einem Produkt umgesetzt
und es findet ein Farbumschlag statt. Die Menge des umgesetzten Substrates
sowie Starke des Farbumschlages hangt von der Menge des Enzyms im well und
somit von der Menge des zu untersuchenden Proteins ab. Die Reaktion wird
durch Zugabe einer stop-solution nach einer definierten Zeit beendet. Aus dem

Farbumschlag kann nun durch optische Extinktion sowie durch Kalibrierung mit
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einer Standardreihe von bekannten Proteinkonzentrationen, die

Konzentrationsmenge des Proteins in jedem well berechnet werden.

sST2 wurde mit einem ultrasensitiven, vorbeschichteten Kit (Quantikine® ELISA
ST2 Human ST2/IL-1 R4 Immunoassay, R&D Systems Europe, Abingdon, UK)
nach Herstellerprotokoll gemessen (Abb. 5). I1L-33 wurde ebenfalls mit einem
ultrasensitiven, vorbeschichteten Kit (LEGEND MAX Human IL- 33 ELISA Kit,
BioLegend, Inc., San Diego, CA, USA) nach Herstellerprotokoll gemessen (Abb.
6). Die Sensitivitat der assays lag bei < 5.9 pg/ml fur sST2 und < 6.1 pg/ml fur
IL-33. Die ELISA-Platten wurden maximal 30 Minuten nach Zugabe der stop-
solution auf einem ELISA-Reader (DTX 880 Multimode Detector, Beckmann
Coulter GmbH, Krefeld, Germany) ausgelesen. Die Proben wurden jeweils im
Duplikat vermessen. Bei einem Variationskoeffizienten von > 20% wurde die

Messung fur diese Probe wiederholt.
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Abb. 4: Schematischer Versuchsablauf eines ELISA: A: Platte mit capture-Antikérpern; B: Bindung
der Proteine durch die capture-Antikdrper; C: Bindung der detection-Antikérper an das Protein; D:
Bindung des Reportenzyms; E: Zugabe des Farbstoffsubstrats und Farbumschlag; F: Beenden der
Reaktion durch Hinzufligen der stop-solution (Quantikine® ELISA ST2 Human ST2/IL-1 R4
Immunoassay, R&D Systems Europe, Abingdon, UK, Benutzerhandbuch).
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ST2 ELISA Versuchsprotokoll
50ul assay diluent RD1-63/ well, 50 pl Probe oder Standard/ well

(2h)
4x Waschen (je 300 ul Waschpuffer/ well); 100 ul ST2 conjugatel well
(2h)
4x Waschen; 100 ul substrate-solution/ well

(30m)

100 pl stop-solution/ well

Abb. 5: ST2 ELISA Versuchsprotokoll (Quantikine® ELISA ST2 Human ST2/IL-1 R4 Immunoassay,
R&D Systems Europe, Abingdon, UK, Benutzerhandbuch).

IL-33 ELISA Versuchsprotokol

4x Waschen; 50 ul assay buffer B/ well; 50 ul Probe oder Standard/ well
(16h)
4x Waschen; 100 ul detection-Antikrper

(1h)

4x Waschen; 100 ul Avidin-HRP B Lésung/ well
(30m)

5x Waschen; 100 ul substrate-solution F/ well
(15m)

100 ul stop-solution/ well

Abb. 6: IL-33 ELISA Versuchsprotokoll (LEGEND MAX, Human IL- 33 ELISA Kit, BioLegend, Inc.,
San Diego, CA, USA, Benutzerhandbuch)

3.5.2 Electrochemiluminescence-multiplex-immunoassays

Die IL-4, IL-13 und Eotaxin-3 Werte wurden mit ultrasensitiven vorbeschichteten
electrochemiluminescence-multiplex-immunoassays (Mesoscale Discovery,
Gaithersburg, MD, USA) gemessen (Abb. 7). Diese Methode ermoglicht die
Messung mehrerer Zytokine in einem einzigen well. Dazu ist jedes well in
unterschiedlichen Spots mit spezifischen Antikérpern gegen unterschiedliche
Zytokine vorbeschichtet. Bei Zugabe der Probe binden die spezifischen
Antikérper die Zytokine im jeweiligen Spot. Nach Auswaschen der ungebundenen

Substanzen werden spezifische detection-Antikdrper hinzugegeben und binden
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an die Zytokine. Die detection-Antikérper sind mit SULFO-TAG, einer
elektrochemilumineszenten Verbindung, bestuckt. Durch Anlegen einer
elektrischen Spannung kommt es zu einer Lichtemission, die abhangig von der
Menge des jeweiligen Zytokins ist. Somit kann durch Messen der Lichtemission
die Zytokinmenge in der Probe bestimmt werden. Das genaue Versuchsprotokoll
ist in Abbildung 8 dargestellt.

Electrochemiluminescence-multiplex-immunoassay Methode
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Abb. 7: 96-well-Platte mit sieben Spots pro well. In jedem der sieben Spots kann ein anderes
Zytokin gemessen werden. Im rechten Teil der Abbildung ist das Sandwich-Prinzip des assays
dargestellt: Der capture-Antikérper bindet das gesuchte Protein. Auch der detection-Antikdrper mit
MSD SULFO-TAG lagert sich an das Protein an. Durch Anlegen einer Spannung Uber die

Elektrode kommt es zu einer Lichtemission (Mesoscale Discovery, Gaithersburg, MD, USA, User
Manual).

Elektrochemiluminescent-Multiplex-Immunoassay Versuchsprotokoll

Blocken der Platte mit 25 pl Diluent 2 (MSD)
(30m)
25 ul Standart oder Probe pro Well
(2h)
3x Waschen; 25ul Antikérper mit Sulfo-Tag (MSD) pro Well
(2h)
4x Waschen; 150 pl 2x Lesepuffer (MSD) pro Well

Auslesen der Platte mit Sector Imager 6000 (MSD)

Analyse der Rohdaten mit der Software Discovery Workbench 3.0 (MSD)

Abb. 8: IL-4, IL-13 und Eotaxin-3 electrochemiluminescence-multiplex-immunoassay
Versuchsprotokoll (Mesoscale Discovery, Gaithersburg, MD, USA).
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3.6 Mengenberechnung und Statistik

Fur die Ruckrechnung von den gemessenen Zytokinkonzentrationen zur
Zytokinmenge, die pro Kollektions-Disc gesammelt wurde, wurde folgende
Formel verwendet:

Menge = Konzentration * (Disc-Gewicht/ Eluatvolumen)
Im Folgenden sind alle Angaben fur die Zytokine im Nasensekret als

Gesamtmenge pro Kollektions-Disc dargestellt.

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit dem Programm MedCalc
12.1.0 (Kagi, Berkeley, CA, USA). Da keine Normalverteilung vorlag, wurden
nicht-parametrische statistische Verfahren angewandt. Zun&chst wurde der
Friedman-Test durchgefihrt um signifikante Differenzen im Datenverlauf der
Zeitpunkte festzustellen. AnschlieBend erfolgte die Berechnung des p-Wertes der
einzelnen Messzeitpunkte nach Allergenprovokation gegentber dem
Messzeitpunkt nach Applikation des L&sungsmittels (Zeitpunkt: Dil) durch die
post-hoc Analyse von Conover. Die signifikanten Zeitpunkte wurden mit den
Symptomen sowie mit den weiteren Zytokinen zu dem korrespondierenden
Zeitpunkt korreliert. Zur Bestimmung der Korrelationen wurde der
Rangkorrelationskoeffizient mit Kendalls Tau und Spearmans Rang-
korrelationskoeffizient berechnet. Die im Folgenden dargestellten Werte sind
Mittelwerte (MW) +/- Standardabweichung des Mittelwertes (SEM). P-Werte von p
< 0,05 (beidseitig) wurden als signifikant betrachtet.

Fur die Erstellung der Grafiken wurde das Programm Prism (Graph Pad, San
Diego, CA, USA) verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Kontrollprovokation

Die wahrend der Kontrollprovokationen erhobenen klinischen Symptom-Scores,
Rhinomanometriewerte sowie Nasensekret- und Serumwerte aller Zytokine
zeigten bei keinem Probanden und zu keinem der untersuchten Zeitpunkte eine

signifikante Anderung.
4.2 Allergenprovokation

4.2.1 Klinische Symptome

Die nasale Allergenprovokation fuhrte zu den typischen klinischen Symptomen
und physiologischen Anderungen. Aus dem Mittelwert der Millimeter Angaben
auf der visuellen Analogskala flr Niesen, Juckreiz und Sekretion zu jedem
Zeitpunkt wurde der nasale Symptom-Score gebildet. Unmittelbar nach der
Allergenprovokation kam es zu einem signifikanten, steilen Anstieg des Symptom-
Scores. Im Verlauf waren die Symptome stetig rtcklaufig und der Symptom-Score
fiel bei 24 Stunden wieder auf einen niedrigen, nicht signifikanten Wert ab (Abb.
9, Tabelle 4). Weiterhin loste die Allergenprovokation bei den Probanden
unmittelbar Niesen mit einer statistisch signifikanten Erhéhung der Anzahl nach
zehn Minuten aus (Tabelle 5). Auch in der Rhinomanometrie kam es zehn Minuten
nach Allergenprovokation zu einem deutlichen, jedoch statistisch nicht
signifikanten Abfall der nasalen Luftdurchgéngigkeit. Die Symptome nahmen

kontinuierlich zum Ende des Beobachtungszeitraums ab (Tabelle 6).
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Nasaler Symptom-Score
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Abb. 9: Nasaler Symptom-Score im zeitlichen Verlauf nach Allergen- und Kontrollprovokation in
Millimeter (mm). (— Allergenprovokation, - - - Kontrollprovokation, * p < 0.05, h = Stunden, n = 6)

Tabelle 4: Nasaler Symptom-Score

Provokation Kontrolle

Mw SEM P Mw SEM P

BI 3,2 0,8 n.s. 4,6 1,5 n.s.

Dil 4.4 1,2 n.s. 5,7 2,1 n.s.

10m 51,6 9,4 <0,05 2,7 1,5 n.s.
2h 7 7 36,4 7 11,3 | <0,05 | 7 8,8 7 5,5 7 n.s.

5h 26,6 8,5 <0,05 7,6 3,7 n.s.

24h 15,4 9,4 n.s. 4.1 1,9 n.s.

Nasaler Symptom Score im zeitlichen Verlauf nach Allergen- und Kontrollprovokation in Millimeter
(n=6). (MW = Mittelwert, SEM = Standardabweichung des Mittelwertes, p = Signifikanzwert, n.s. =
nicht signifikant)
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Tabelle 5: Anzahl des Niesens

Provokation Kontrolle

Mw SEM P Mw SEM P

BI 0 0 n.s. 0 0 n.s.

Dil 0 0 n.s. 0,2 0,2 n.s.

10m 6 3,7 <0,05 0 0 n.s.
2h 0,1 0,1 n.s. 0,2 0,2 n.s.

5h 0,1 0,04 n.s. 0 0 n.s.

24h 0,1 0,02 n.s. 0 0 n.s.

Anzahl des Niesens pro zehn Minuten im zeitlichen Verlauf nach Allergen- und Kontrollprovokation
(n=6). (MW = Mittelwert, SEM = Standardabweichung des Mittelwertes, p = Signifikanzwert, n.s. =
nicht signifikant)

Tabelle 6: Nasaler Flow

Provokation Kontrolle

Mw SEM P Mw SEM P

BI 213 47,4 n.s. 376 84,2 n.s.

Dil 272,7 75,3 n.s. 319,4 100,6 n.s.

10m 76,7 38,3 n.s. 386,7 71,5 n.s.
2h 169,4 36,3 n.s. 372,6 120,4 n.s.

5h 167,4 71,9 n.s. 302 58 n.s.

24h 228,7 49 n.s. 298 92,1 n.s.

Nasaler Flow im zeitlichen Verlauf nach Allergen- und Kontrollprovokation in Kubikzentimeter/
Sekunde bei 150 Pascal (n=6). (MW = Mittelwert, SEM = Standardabweichung des Mittelwertes, p
= Signifikanzwert, n.s. = nicht signifikant)
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4.2.2 Interleukin-4

Im Nasensekret war |L-4 vor und zehn Minuten nach Allergenprovokation nicht
nachweisbar. Zwei Stunden nach Allergenprovokation zeigte sich ein Anstieg, der
bei funf Stunden einen maximalen, signifikant erhdhten Wert erreichte. Nach 24
Stunden war IL-4 erneut nicht messbar (Abb. 10, Tabelle 7). Im Serum konnte

IL-4 zu keinem der drei Messzeitpunkte nachgewiesen werden .

IL-4 Menge im Nasensekret
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Abb. 10: IL-4 Menge im Nasensekret im zeitlichen Verlauf nach Allergen- und Kontrollprovokation
in Picogramm (pg). Wahrend der Kontrollprovokation konnte IL-4 zu keinem Zeitpunkt
nachgewiesen werden. (— Allergenprovokation, - - - Kontrollprovokation, * p < 0.05, h = Stunden, n
=6)

Tabelle 7: IL-4 Menge im Nasensekret

Provokation Kontrolle

Mw SEM P Mw SEM P

Bl 0 0 n.s. 0 0 n.s.

Dil 0 0 n.s. 0 0 n.s.

10m 0 0 n.s. 0 0 n.s.
2h 0,4 0,4 n.s. 0 0 n.s.

5h 7,5 5,3 <0,05 0 0 n.s.
24h 0 0 n.s. 0 0 n.s.

IL-4 Menge im Nasensekret im zeitlichen Verlauf nach Allergen- und Kontrollprovokation in
Picogramm (n=6). (MW = Mittelwert, SEM = Standardabweichung des Mittelwertes, p =
Signifikanzwert, n.s. = nicht signifikant)
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4.2.3 Interleukin-13

Nach Allergenprovokation folgte ein kontinuierlicher Anstieg der IL-13 Menge bis
zu einem signifikanten Maximum bei funf Stunden. Zum 24 Stunden Zeitpunkt
fielen die Werte erneut auf ein niedriges Niveau (Abb. 11, Tabelle 8). Im Serum
zeigte sich ein geringer Anstieg nach funf Stunden, jedoch war die Anderung zu
keinem Zeitpunkt signifikant (Abb. 12, Tabelle 9).
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Abb. 11: IL-13 Menge im Nasensekret im zeitlichen Verlauf nach Allergen- und Kontrollprovokation
in Picogramm. (— Allergenprovokation, - - - Kontrollprovokation, * p < 0.05, h = Stunden, n = 6)

Tabelle 8: IL-13 Menge im Nasensekret

Provokation Kontrolle
MW SEM P MW SEM P
BI 1,6 1,6 n.s. 0,7 0,7 n.s.
Dil 2,3 2,3 n.s. 4 2,9 n.s.
10m 9,8 8,4 n.s. 2 2 n.s.
2h 56,1 35,4 n.s. 8,4 7 n.s.
5h 164,8 125,9 <0,05 7,9 7,5 n.s.
24h 19,9 12,6 n.s. 2,9 2,9 n.s.

IL-13 Menge im Nasensekret im zeitlichen Verlauf nach Allergen- und Kontrollprovokation in
Picogramm (n=6). (MW = Mittelwert, SEM = Standardabweichung des Mittelwertes, p =
Signifikanzwert, n.s. = nicht signifikant)
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IL-13 Konzentration im Serum

IL-13 (pg/ml)
N
o

Allergen
Provokation (h)

Abb. 12: IL-13 Konzentration im Serum im zeitlichen Verlauf nach Allergen- und
Kontrollprovokation in Picogramm/Milliliter (pg/ml).
(— Allergenprovokation, - - - Kontrollprovokation, * p < 0.05, h = Stunden, n = 6).

Tabelle 9: IL-13 Konzentration im Serum

Provokation Kontrolle
Mw SEM P Mw SEM P
Bl 29 18,6 n.s. 25,6 16,6 n.s.
5h 32,9 16,8 n.s. 26,8 17,5 n.s.
24h 25,7 16,5 n.s. 26,8 17,5 n.s.

IL-13 Konzentration im Serum im zeitlichen Verlauf nach Allergen- und Kontrollprovokation in in
Picogramm/Milliliter (n=6). (MW = Mittelwert, SEM = Standardabweichung des Mittelwertes, p =
Signifikanzwert, n.s. = nicht signifikant)
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4.2.4 Eotaxin-3

Die Eotaxin-3 Menge im Nasensekret zeigte von zwei Stunden Uber funf Stunden
bis zu einem Maximalwert bei 24 Stunden einen kontinuierlichen signifikanten
Anstieg (Abb. 13, Tabelle 10). Im Serum zeigte sich ein geringer, jedoch nicht
signifikanter Anstieg nach funf Stunden (Abb. 14, Tabelle 11).
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Abb. 13: Eotaxin-3 Menge im Nasensekret im zeitlichen Verlauf nach Allergen- und

Kontrollprovokation in Picogramm (pg).
(— Allergenprovokation, - - - Kontrollprovokation, * p < 0.05, h = Stunden, n = 6).

Tabelle 10: Eotaxin-3 Menge im Nasensekret

Provokation Kontrolle

Mw SEM P Mw SEM P

Bl 6,3 2,9 n.s. 71 3,8 n.s.

Dil 5,2 2,3 n.s. 9,1 4,6 n.s.

10m 6,3 3,9 n.s. 9,1 3,9 n.s.
2h 7,9 3,9 <0,05 10,3 4.4 n.s.

5h 29,2 12,8 <0,05 9,5 3,8 n.s.
24h 52,8 21,6 <0,05 4,8 2,0 n.s.

Tabelle 9: Eotaxin-3 Menge im Nasensekret im zeitlichen Verlauf nach Allergen- und
Kontrollprovokation in Picogramm (n=6). (MW = Mittelwert, SEM = Standardabweichung des
Mittelwertes, p = Signifikanzwert, n.s. = nicht signifikant)
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Eotaxin-3 Konzentration im Serum
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Abb. 14: Eotaxin-3 Konzentration im Serum im zeitlichen Verlauf nach Allergen- und
Kontrollprovokation in Picogramm/Milliliter (pg/ml).
(— Allergenprovokation, - - - Kontrollprovokation, * p < 0.05, n = 6).

Tabelle 11: IL-13 Konzentration im Serum

Provokation Kontrolle
Mw SEM P Mw SEM P
BI 43,4 4,7 n.s. 43,2 5,8 n.s.
5h 47,2 4.4 n.s. 45,7 4,2 n.s.
24h 451 5,6 n.s. 39,7 3,9 n.s.

IL-13 Konzentration im Serum im zeitlichen Verlauf nach Allergen- und Kontrollprovokation in
Picogramm/Milliliter (n=6). (MW = Mittelwert, SEM = Standardabweichung des Mittelwertes, p =
Signifikanzwert, n.s. = nicht signifikant)
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4.2.5 Interleukin-33
Fur die IL-33 Menge im Nasensekret konnte zu keinem Zeitpunkt eine signifikante

Anderung nach Allergenprovokation festgestellt werden werden. Die Kurve zeigte
jedoch einen biphasischen Verlauf (Abb. 15, Tabelle 12). Im Serum konnte 1L-33

nicht nachgewiesen werden.
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Abb. 15: IL-33 Menge im Nasensekret im zeitlichen Verlauf nach Allergen- und Kontrollprovokation
in Picogramm (pg). (— Allergenprovokation, - - - Kontrollprovokation, * p < 0.05, h = Stunden, n =

6)

Tabelle 12: IL-33 Menge im Nasensekret

Provokation Kontrolle
Mw SEM P Mw SEM P
BI 2,4 2,4 n.s. 2,4 2,4 n.s.
Dil 55 2,6 n.s. 6,2 4.4 n.s.
10m 6,6 5,2 n.s. 12,4 6,4 n.s.
2h 2,8 2,1 n.s. 0,6 0,6 n.s.
5h 8,7 5,5 n.s. 0 0 n.s.
24h 0 0 n.s. 0 0 n.s.

IL-33 Menge im Nasensekret im zeitlichen Verlauf nach Allergen- und Kontrollprovokation in

Picogramm (n=6). (MW = Mittelwert, SEM = Standardabweichung des Mittelwertes, p =

Signifikanzwert, n.s. = nicht signifikant)
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4.2.6 sST2

Die sST2-Menge im Nasensekret zeigte nach Allergenprovokation einen
zweigipfeligen Kurvenverlauf: Nach einem ersten steilen Anstieg nach zehn
Minuten fiel die Menge bei zwei Stunden zundchst wieder ab. Es folgte ein
erneuter kontinuierlicher Anstieg bis zu einem maximalen Wert 24 Stunden nach
Allergenprovokation (Abb. 16, Tabelle 13). Im Serum zeigte sich ein geringer,
kontinuierlicher Anstieg funf und 24 Stunden nach Allergenprovokation. Die

Konzentrationsdnderung erreichte jedoch keine Signifikanz (Abb. 17, Tabelle 14).
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Abb. 16: sST2 Menge im Nasensekret im zeitlichen Verlauf nach Allergen- und Kontrollprovokation
in Picogramm (pg). (— Allergenprovokation, - - - Kontrollprovokation, * p < 0.05, h = Stunden, n =
6)

Tabelle 13: sST2 Menge im Nasensekret

Provokation Kontrolle

Mw SEM P Mw SEM P

Bl 24,6 15,8 n.s. 17,3 11,4 n.s.

Dil 16 9,7 n.s. 30,9 16 n.s.

10m 211,9 58,5 <0,05 88,3 55,9 n.s.
2h 45 21,9 <0,05 30,9 15,1 n.s.

5h 124,5 47,7 <0,05 49,3 22,2 n.s.

24h 225,3 65,3 <0,05 78,1 37,1 n.s.

sST2 Menge im Nasensekret im zeitlichen Verlauf nach Allergen- und Kontrollprovokation in
Picogramm (n=6). (MW = Mittelwert, SEM = Standardabweichung des Mittelwertes, p =
Signifikanzwert, n.s. = nicht signifikant)
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sST2 Konzentration im Serum
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Abb. 17: sST2 Konzentration im Serum im zeitlichen Verlauf nach Allergen- und
Kontrollprovokation in Nanogramm/ Milliliter (ng/ ml).
(— Allergenprovokation, - - - Kontrollprovokation, * p < 0.05, h = Stunden, n = 6).

Tabelle 14: sST2 Konzentration im Serum

Provokation Kontrolle
Mw SEM P Mw SEM P
BI 13,9 2,4 n.s. 13,7 3 n.s.
5h 15,2 2,5 n.s. 14,5 3 n.s.
24h 15,6 3,2 n.s. 13,1 2,6 n.s.

sST2 Konzentration im Serum im zeitlichen Verlauf nach Allergen- und Kontrollprovokation in
Nanogramm/Milliliter (n=6). (MW = Mittelwert, SEM = Standardabweichung des Mittelwertes, p =
Signifikanzwert, n.s. = nicht signifikant)
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4.3 Korrelationen

Die signifikant erhdhten Zytokinmengen wurden mit den Mengen der anderen
Zytokine und den klinischen Symptome an den entsprechenden Zeitpunkten
korreliert. Zur Bestimmung der Korrelationen wurde Kendalls Tau und Spearmans
Rangkorrelationskoeffizient berechnet. Es zeigten sich signifikante Korrelationen
bei IL-4 (Tabelle 15), IL-13 (Tabelle 16) und sST2 (Tabelle 17):

Tabelle 15: IL-4 Korrelationen

IL-4 (5h)
rho p tau p
Nasaler Symptom-Score 0,88 0,0206 0,745 0,0587
Obstruktion 0,88 0,0206 0,745 0,0587
Sekretion 0,88 0,0206 0,745 0,0587
IL-13 0,955 0,003 0,926 0,0168

Spearmans Rangkorrelationskoeffizient (rho) und Kendalls Tau (tau) fur IL-4 (n=6). (p =
Signifikanzwert)

Tabelle 16: IL-13 Korrelationen

IL-13 (5h)
rho p tau p
Nasaler Symptom- 0,928 0,0077 0,828 0,0324
Score
Obstruktion 0,928 0,0077 0,828 0,0324
IL-4 0,955 0,003 0,926 0,0168

Spearmans Rangkorrelationskoeffizient (rho) und Kendalls Tau (tau) fur IL-13 (n=6). (p =
Signifikanzwert)

Tabelle 17: Korrelationen

sST2 (24h)
rho P tau p
Obstruktion 0,812 0,0499 0,69 0,0801
Juckreiz 0,971 0,0012 0,931 0,0155

Spearmans Rangkorrelationskoeffizient (rho) und Kendalls Tau (tau) fir sST2 (n=6). (p =
Signifikanzwert)
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5 Diskussion

In dieser Studie wurde die Freisetzung von Zytokinen ins Nasensekret und Blut
nach nasaler Allergenprovokation bei Probanden mit allergischer Rhinitis
untersucht. Nach Allergenprovokation konnten bei den Probanden die typischen
klinischen Symptome und physiologischen Anderungen beobachtet werden. Es
zeigte sich ein signifikanter Anstieg von IL-4, IL-13 sowie Eotaxin-3 in der
Spatphase und von sST2 sowohl in der Fruh- als auch in der Spatphase nach
Allergenprovokation im Nasensekret. Dabei korrelierten die Anderungen einiger
Zytokine mit klinischen Symptomen der Probanden. Signifikante Anderungen der

IL-33 Menge im Nasensekret konnten hingegen nicht gemessen werden.

5.1 Studiendesign

Die Anwendung der Filterpapier-Disc-Methode zur Durchfuhrung der nasalen
Allergenprovokation ermdglichte es, eine lokale, nasale Allergenprovokation
durchzufthren, Nasensekret zu sammeln und dabei gleichzeitig physiologische
Parameter zu bestimmen. Diese Methode hat wesentliche Vorteile gegentber
anderen Methoden zur nasalen Provokation (z.B. Verwendung eines Pumpsprays
zur Provokation) und Sammeln von Nasensekret (z.B. Nasenlavagen) (N Franklin
Adkinson u. a., 2008):

o Aufgrund der geringen GréBe und Auflageflache der Disc wird die
Nasenschleimhaut nur sehr wenig unspezifisch gereizt. Wahrend
beispielsweise eine Nasenlavage mit NaCl auf einen groBen Teil der
Nasenschleimhaut wirkt, kann die Disc mit 10 mm Durchmesser auf einen
kleinen Teil der Schleimhaut platziert werden. Die physiologischen
Parameter der Nase, z. B. die nasale Luftdurchgangigkeit, werden dabei
kaum beeinflusst. Diese k&nnen so wiederholt gemessen werden.

o Das Einlegen der Disc wird dabei von dem Probanden deutlich besser
toleriert als z.B. wiederholte Nasenlavagen. Allerdings erfordert das
Einlegen der Disc eine gewisse Einarbeitungszeit und Routine, sodass in
dieser Studie zwei der ersten Probanden aufgrund von Nasenbluten nach

der Einlage der Disc ausgeschlossen werden mussten.
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Die Nasenschleimhaut ist gut zuganglich. Die direkte Applikation von
Allergenen auf die Nasenschleimhaut entspricht letztendlich der naturlichen
Exposition und eignet sich damit hervorragend die allergische Reaktion der
Nase zu simulieren und zu untersuchen.

Durch die definierte Menge des Allergens und die konstante Aufliegezeit
der Discs handelt es sich zudem um eine sehr gut steuerbare und
reproduzierbare Methode. Fur jeden Probanden konnte damit eine
identische Allergenmenge und Applikationszeit sichergestellt werden.

Das Wiegen der trockenen Disc vor der Applikation, erneutes Wiegen der
feuchten Disc nach Lage auf der Nasenschleimhaut sowie das Eluieren in
ein festgelegtes Volumen erlaubt eine exakte Quantifizierung des
gesammelten Nasensekrets. Die Berechnung der Gesamtmenge der
Zytokine in dem Nasensekret ermdglicht es - im Gegensatz zur
Konzentrationsangabe - Verdunnungseffekte, z.B. durch starke Sekretion
von wassrigem Nasensekret, zu berticksichtigen.

Mit der Disc-Methode kann unverdunntes oder nur sehr gering verdunntes
Nasensekrets wiederholt gesammelt werden. Wahrend bei Nasenlavagen in
der Regel mit Volumina zwischen 2,5 und 5 ml gearbeitet wird, wurde die
Disc in den Experimenten dieser Arbeit in 500 pl eluiert. Nachteilig ist dabei,
dass im Vergleich zur Nasenlavage nur geringe Sekretmengen fur die sich
anschlieBenden Laboruntersuchungen bereitstehen. Der groBe Vorteil ist
jedoch die geringe Verdunnung. So kénnen Zytokine, die in nur geringen
Mengen freigesetzt werden, nachgewiesen werden. Beispielsweise konnten
Erin und Mitarbeiter IL-4 nur im unverdinntem Nasensekret und nicht in

Nasenlavagen nachweisen (Erin, 2005b).

Die Allergenprovokation fand auBerhalb der Allergiesaison statt und die klinische

Reaktion auf die Allergenprovokation wurde mittels Symptom-Score und

Rhinomanometrie dokumentiert. Auch wurden mit der Anamnese und dem Prick-

Hauttest Allergiker mit ganzjahrigen Beschwerden, z.B. mit einer Sensibilisierung

gegen Hausstaubmilben, ausgeschlossen. Dadurch konnte weitgehend

sichergestellt werden, dass bei den Probanden eine adaquate allergische

Entzindungsreaktion nur durch die Provokation mit der Provokations-Disc

ausgeldst wurde. Die in die Analyse eingeschlossenen Patienten zeigten
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ausnahmslos einen signifikanten Anstieg des Symptom-Scores und einen Abfall

des nasalen Flows.

Das Nasensekrets wurde zu den Zeitpunkten 10m, 2h, 5h und 24h nach
Allergenprovokation gesammelt. Die Zeitpunkte wurden gewdhlt, um sowohl die
Frih- (10m) als auch die Spétphase (2h, 5h) der allergischen Reaktion zu
untersuchen. In zahlreichen vorhergehenden klinischen Studien hatte sich
gezeigt, dass insbesondere zu diesen Zeitpunkten signifikante Freisetzungen von
Zytokinen zu erwarten sind. Der 24h Zeitpunkt ermoglicht es auch sehr spéate
Reaktionen zu dokumentieren. In dieser Studie konnten so auch signifikant
erhdhte Werte von Eotaxin-3 und sST2 zu dem 24h Zeitpunkt gemessen werden.
Der Verlauf der Freisetzung zwischen und nach den vermessenen Zeitpunkten

bleibt allerdings unklar und sollte in weiteren Studien untersucht werden.

Die Auswahl des Allergens beruhte auf der Anamnese und der Klinischen
Reaktion im Prick-Hauttest. Ein Proband unserer Studie mussten wegen
ausbleibender Kklinischer Reaktion nach Allergenprovokation ausgeschlossen
werden. Diese Beobachtung bestatigt, dass eine Sensibilisierung im Prick-
Hauttest nicht immer mit einer klinischen Reaktion nach Exposition mit diesem
Allergen einhergehen muss. FUr folgende Studien sollte daher ein positiver
nasaler Provokationstest als weiteres Einschlusskriterium diskutiert werden.
Dieser wesentliche Unterschied zwischen allergischer Sensibilisierung und
tatsachlicher, Kklinisch relevanter allergischer Rhinitis ist auch der Grund dafur,
dass nasale Allergenprovokationen seit Jahren einen Eingang in die klinische

Routinediagnostik gefunden haben.

5.2 Interleukin-4

IL-4 wird hauptsachlich von Th2-Zellen produziert, jedoch kénnen auch
Basophile, Eosinophile und Mastzellen [L-4 freisetzen. IL-4 interagiert mit den
Zielzellen Uber die Typ | und Typ Il IL-4-Rezeptoren (IL-4R). Beide Rezeptoren
pbestehen aus jeweils zwei Untereinheiten und besitzen beide die IL-4R alpha
Untereinheit. Der Typ | Rezeptor kann nur IL-4 binden und zeichnet sich durch

die gamma-chain Untereinheit aus. Zusammen mit [L-2, [L-7, [L-9, IL-15 und IL-21
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wird IL-4 zur Gruppe der common gamma-chain Zytokinfamilie gez&hlt. Den Typ |
Rezeptor findet man vor allem auf h&dmatopoetischen Zellen und T-Zellen. Der
Typ Il Rezeptor dagegen besitzt die IL-13R alpha 1 Untereinheit und kann sowohl
von |L-4 als auch IL-13 stimuliert werden. Er ist sowohl auf hd&matopoetischen als
auch auf anderen Zelltypen, z.B. Fibroblasten oder Endothelzellen, nicht jedoch
auf T-Zellen, lokalisiert. IL-4 tragt wesentlich zur Differenzierung nativer ThO-
Zellen zu Th2-Helferzellen, dem Antigenwechsel von IgM zu IgE in B-Zellen und
der Erhéhung der MHC-II-Expression auf Monozyten, Makrophagen und B-Zellen
bei. Weiterhin bewirkt IL-4 eine Hoch-Regulierung von Adhé&sionsmolekulen, z.B.
VCAM-1, auf Endothelzellen und férdert so den Einstrom von Immunzellen in das
Gewebe (Akdis, 2011; Wills-Karp, Finkelman, 2008).

Zahlreiche Studien belegen die zentrale Rolle von IL-4 im Rahmen der
allergischen Rhinitis. Erstmals konnten Durham und Mitarbeiter IL-4 mRBNA nach
lokaler Allergenprovokation in der Nasenschleimhaut von Probanden mit
allergischer Rhinitis nachweisen (Durham, 1992). Bradding und Mitarbeiter
konnten mit der Immunhistochemie zeigen, dass sich bei Probanden mit
allergischer Rhinitis signifikant mehr IL-4 positive Zellen - Uberwiegend
Mastzellen - als bei Kontrollprobanden in der Mukosa der Nasenschleimhaut
finden (Bradding, 1993). Der direkte Nachweis von IL-4 stellte sich jedoch
zunachst schwierig dar, u.a. da das Protein in nur geringen Mengen produziert
und zudem schnell wieder abgebaut wird. Wagenmann und Mitarbeiter konnten
durch Anwendung der Disc-Methode und sensitiver Nachweismethoden einen
signifikanten Anstieg von IL-4 vier, funf und sieben Stunden nach nasaler
Provokation von Probanden mit saisonaler allergischer Rhinitis zeigen
(Wagenmann, 2005). Auch Erin und Mitarbeiter wiesen einen kontinuierlichen,
signifikanten IL-4 Anstieg von zwei bis acht Stunden nach Allergenprovokation im

unverdinnten Nasensekret nach (Erin, 2005a).

In der vorliegenden Arbeit konnte ein signifikanter Anstieg von IL-4 funf Stunden
nach Allergenprovokation demonstriert werden. Damit wird die Beobachtung,
dass IL-4 vor allem in der Spatphase der allergischen Reaktion freigesetzt wird,
bestéatigt. Hervorzuheben ist, dass die IL-4 Menge signifikant mit dem Ausmal
der nasalen Sekretion und Obstruktion funf Stunden nach Allergenprovokation

korreliert. Auch andere Arbeitsgruppen konnten signifikante Korrelationen mit
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diesen klinischen Symptomen nachweisen: Beispielsweise zeigten Ciprandi und
Mitarbeiter eine negative Korrelation der IL-4 Werte in Nasenlavagen mit der
nasalen Luftdurchgéangigkeit in der Rhinomanometrie bei Probanden mit
allergischer Rhinitis wéhrend nattrlicher Exposition (Ciprandi, 2004). Ursache der
durch IL-4 induzierten Nasenatmungsbehinderung koénnte eine IL-4 vermittelte
Sekretion von Mukus und die Metaplasie von Atemwegsepithel in Mukus
produzierende Becherzellen sein (Dabbagh, 1999). Die Korrelation von IL-4 mit
dem nasalen Symptom-Score unterstreicht nochmals die starke pro-
inflammatorische Wirkung dieses Zytokins. Somit erscheint die Hemmung von
IL-4 als eine sinnvolle Option zur Therapie der allergischen Rhinitis. In der Tat
konnten verschiedene Arbeitsgruppen zeigen, dass die IL-4 Produktion sowonhl
durch topische Steroide als auch durch Antihistaminika signifikant gesenkt wird.
Zudem kommt es dabei zu einer deutlichen Reduktion der klinischen Symptome.
(Ciprandi, 2005; Erin, 2005b; Hafez, 2004). Auch eine direkte Hemmung der IL-4
Effekte wird untersucht: Nach Applikation von Pitrakinra, einem veranderten IL-4
Protein welches an die IL-4R alpha Untereinheit bindet und die Wirkung von IL-4
und IL-13 hemmt, zeigten Asthmatiker eine deutlichen geringeren Abfall der
forcierten Einsekundenkapazitat als nach Placebogabe (Bice, 2014). Somit ist

eine Hemmung von IL-4 bei der allergischen Rhinitis grundsétzlich denkbar.

5.3 Interleukin-13

IL-13 wird u.a. von T-Zellen, Mastzellen, Basophilen, Eosinophilen und naturlichen
Killerzellen freigesetzt. Da IL-13, wie auch IL-4, den IL-13R alpha 1/ IL-4R alpha
Typ II - Rezeptor stimulieren kann, besitzen IL-4 und IL-13 ein &hnliches
Wirkspektrum (Wills-Karp, Finkelman, 2008). IL-13 férdert den Antigenwechsel
von IgM zu IgE sowie die MHC-II und CD23 Expression auf B-Zellen. Weitere
immunologische Effekte sind Aktivierung und Verlangerung der Uberlebenszeit
von Eosinophilen, Makrophagen und dendritischen Zellen. Im Gegensatz zu IL-4
kann IL-13 nicht an den Typ | - Rezeptor binden. Wahrend viele hamatopoetische
und Stromazellen (z.B. glatte Muskelzellen und Epithelzellen) beide
Rezeptortypen besitzen, findet sich auf T-Zellen, nattrlichen Killerzellen und
Basophilen nur der Typ | - Rezeptor. IL-13 besitzt keinen Einfluss auf die

Differenzierung nativer ThO-Zellen zu Th2-Helferzellen. Somit unterscheiden sich
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die zwei Zytokine in dem Spektrum ihrer Zielzellen und auch der intrazellularen

Signaltransduktion (Poulsen, Hummelshoj, 2007; Wills-Karp, Finkelman, 2008).

IL-13 wird in der Nasenschleimhaut von Probanden mit allergischer Rhinitis
exprimiert (Pawankar, 1995). Interessanterweise zeigte sich bei Probanden mit
allergischer Rhinitis im Vergleich mit gesunden Kontrollen kein signifikanter
Unterschied der IL-13 mRNA Expression in der Nasenschleimhaut. Jedoch kam
es 24 Stunden nach Allergenprovokation zu einem signifikanten Anstieg der IL-13
MRNA positiven Zellen. Andere Arbeitsgruppen konnten einen Anstieg der IL-13
Werte im Nasensekret zwischen vier und acht Stunden nach lokaler

Allergenprovokation messen (Erin, 2005a; 2005b).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen einen signifikanten Anstieg der
IL-13 Menge funf Stunden nach Allergenprovokation und bestatigen damit die
Beteiligung von IL-13 an der Spatphase der allergischen Rhinitis. Angesichts des
ahnlichen Wirkspektrums ist es nicht verwunderlich, dass die IL-13 Menge im
Nasensekret, ebenso wie IL-4, mit der Sekretion, Obstruktion und dem nasalen
Symptom-Score funf Stunden nach Allergenprovokation korreliert. Zudem
korrelieren die Mengen dieser Zytokine untereinander zu diesem Zeitpunkt, da
beide Zytokine vorrangig von Th2-Zellen, Mastzellen und Basophilen freigesetzt
werden. Im Mausmodell konnte die nasale Obstruktion - das wesentliche
klinische Symptom der Spatphase - durch Hemmung von IL-13 stark
abgeschwacht werden (Miyahara, 2006). Die Korrelation der IL-13 Menge mit der
subjektiven nasalen Obstruktion funf Stunden nach Allergenprovokation in der
vorliegenden Arbeit geben einen weiteren Hinweis, dass IL-13 wesentlich zu der
nasalen Obstruktion in der Spatphase beitragt. Die therapeutische Anwendung
von monoklonalen Anti-IL-13 Antikérpern bei Asthmatikern zeigt erste Erfolge in
Phase Il klinischen Studien. Nach Gabe von Lebrikizumab oder Anrukinzumab
konnte eine Verbesserung der basalen forcierten Einsekundenkapazitat sowie ein
geringerer Abfall derselben nach Allergenprovokation im Vergleich zur
Placebogabe festgestellt werden (Bice, 2014). Eine Anwendung bei allergischer
Rhinitis wurde bisher nicht beschrieben, kénnte jedoch in Zukunft einen

interessanten Therapieansatz darstellen.
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5.4 Eotaxin-3

Eotaxin-3 gehdrt zusammen mit Eotaxin-1 und Eotaxin-2 aufgrund zwei
hintereinander gebundener Cystein Aminoséauren zu der C-C-Familie der
Chemokine. Eotaxin-3 wird haufig auch als CC-Chemokin-Ligand-26 (CCL26)
bezeichnet (Nakayama, 2010). Eotaxin-3 wird von Epithelzellen, Endothelzellen,
Fibroblasten und anderen Stromazellen nach Stimulation durch IL-4 und IL-13
freigesetzt (Blanchard, 2005; Dulkys, 2001; Komiya, 2003). Eotaxin-3 kann den
CC-Rezeptor 3 auf Eosinophilen, Basophilen und Th2-Zellen sowie den CX3C-
Rezeptor 1 auf naturlichen Killerzellen und Monozyten stimulieren. Damit férdert
Eotaxin-3 die chemotaktische Migration dieser Zellen. Allerdings ist die
agonistische Wirkung von Eotaxin-3 sowohl! fur den CC-Rezeptor 3 als auch den
CX3C-Rezeptor 1 ca. zehnfach geringer als eine Stimulation dieser Rezeptoren
durch andere Chemokine wie z.B. Eotaxin-1 (Kitaura, 1999; Nakayama, 2010).
Weiterhin ist Eotaxin-3 ein Antagonist des CC-Rezeptors 1, 2 und 5 (Ogilvie,
2003; Petkovic, 2004). Diese Rezeptoren finden sich auf verschiedenen
Immunzellen, u.a. Monozyten, Makrophagen, Basophilen. Eine Stimulation dieser
Rezeptoren fuhrt zur Chemotaxis, Aktivierung sowie Freisetzung von Enzymen
und Zytokinen der Zielzellen (Ogilvie, 2001). Entsprechend kénnten diese Effekte
durch Eotaxin-3 gehemmt werden. So konnten Ogilvie und Mitarbeiter zeigen,
dass Eotaxin-3 Uber den CC-Rezeptor 2 eine aktive Bewegung weg von einem
Eotaxin-3 Gradienten und eine Hemmung der Enzymfreisetzung bei Monozyten
induziert (Ogilvie, 2003). Als ein nur partieller Agonist fir CC-Rezeptor 3 und
CX3C-Rezeptor 1 sowie Antagonist fir CC-Rezeptor 1, 2 und 5 kénnte Eotaxin-3
eine Rolle in der Modulation und Abschwachung der allergischen

EntzUndungsreaktion spielen.

Verschiedene Studien haben eine Beteiligung von Eotaxinen an Erkrankungen
des atopischen Formenkreises gezeigt. Probanden mit atopischer Dermatitis
weisen im Vergleich mit Kontrollprobanden signifikant erhéhte Eotaxin-3
Serumwerte auf, die zudem mit der Schwere der Erkrankung korrelieren (Kagami,
2003). Erste Hinweise fur die Beteiligung von Eotaxin-3 an dem
Pathomechanismus der allergischen Rhinitis gibt die Beschreibung einer
Assoziation von Einzelnukleotid-Polymorphismen von Eotaxin-3 mit der

allergischen Rhinitis (Chae, 2005). In Nasenlavagen von Probanden mit
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allergischer Rhinitis konnte ein signifikanter Anstieg von Eotaxin-1 nach
Allergenprovokation und signifikant erhdhte Eotaxin-2 Werte im Vergleich mit
Kontrollen gezeigt werden (De Corso, 2011; Semik-Orzech, 2011). Diese Art von

Studien lagen fur Eotaxin-3 bisher nicht vor.

In der vorliegende Arbeit wird erstmals ein signifikanter Eotaxin-3 Anstieg im
Nasensekret bei Probanden mit allergischer Rhinitis nach nasaler
Allergenprovokation nachgewiesen. Der zeitliche Verlauf der Freisetzung, mit
Beginn bei zwei Stunden und einem Maximum bei 24 Stunden, sowie die
Korrelation mit den klinischen Symptomen deutet auf eine Beteiligung vor allem in
der Spatphase hin. Auch bei Asthmatikern konnte eine erhthte Eotaxin-3
Genexpression 24 Stunden nach Allergenprovokation im Bronchialepithel
nachgewiesen werden (Berkman, 2001). Damit kénnte Eotaxin-3 eine wichtige
Rolle in der Regulation der chemotaktischen Migration von Immunzellen in die
Nasenschleimhaut in der Spéatphase nach Allergenexposition spielen.
Letztendlich sind weitere Studien und funktionelle Experimente notwendig um die
Funktion von Eotaxin-3 in der Pathophysiologie der allergische Rhinitis weiter zu

entschlUsseln.

5.5 Interleukin-33 und sST2

IL-33 gehdrt zusammen mit IL-1 alpha, IL-1 beta und [L-18 zu der Familie der
IL-1-Zytokine. Da IL-33 erst kurzlich als Ligand des Rezeptors ST2 identifiziert
wurde, sind die Funktionsmechanismen und Wirkungen noch Gegenstand der
Forschung. IL-33 wird in Stromazellen wie z.B. Fibroblasten, glatten Muskelzellen,
Endothel- und Epithelzellen exprimiert und nach mechanischem Stress oder
Nekrose der Zelle freigesetzt (Akdis, 2011; Kakkar, 2012). Es sind mehrere
Subtypen des ST2-Rezeptors bekannt. Die ST2L-Form findet sich auf vielen fur
die allergische Entzindungsreaktion wesentlichen Immunzellen, z.B. Basophilen,
Eosinophilen, Mastzellen und Th2-Zellen. Die Stimulation durch IL-33 fuhrt zu
einer Aktivierung dieser Zellen und damit zu einer Freisetzung von pro-
inffammatorischen Zytokinen und Unterstltzung der allergischen
Entzindungsreaktion. Neben dem ST2L-Rezeptor existiert eine durch alternatives

Splicing gebildete, l6sliche Form des Rezeptors (sST2). sST2 kann unter
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anderem von Fibroblasten, Makrophagen, Monozyten in Gegenwart von IL-1,
Lipopolysacchariden oder Tumornekrosefaktor alpha sowie aktivierten Th2-Zellen
freigesetzt werden. sST2 kann freies IL-33 binden und damit die Aktivierung des

ST2L und mdéglicherweise die inflammatorische Wirkung hemmen (Akdis, 2011).

Verschiedene Studien geben erste Hinweise auf eine Beteiligung von IL-33 und
sST2 an der allergischen Entzindungsreaktion und der Pathogenese von
Erkrankungen des atopischen Formenkreises:

o Erhohte sST2-Serumwerte konnten wéhrend einer Sepsis und einem
kardiogenen Schock nachgewiesen werden (Hoogerwerf, 2010; Parenica,
2012).

o Patienten mit allergischer Rhinitis haben im Vergleich zu Kontrollprobanden
erhdhte sST2 und IL-33 Serumwerte sowie eine erhdhte IL-33 und ST2L
Expression in der Nasenschleimhaut (Kamekura, 2012; Sahlander, 2010).

o Asthmatiker weisen eine erhdhte Expression von IL-33 in
Bronchialepithelzellen auf. Die Expression korreliert mit der
Krankheitsschwere (Préfontaine, 2009).

o Bei einer akuten Asthmaexazerbation kommt es zu einem Anstieg der sST2-
Serumwerte. Die Hohe korreliert dabei mit der Schwere der Exazerbation
(Oshikawa, 2001).

Ein Vorkommen im Nasensekret und die Freisetzung nach Allergenprovokation
wurden bisher nicht beschrieben. In der vorliegenden Arbeit konnte eine
signifikante Erhéhung der sST2 Menge im Nasensekret zu allen Messzeitpunkten
nach Allergenprovokation gezeigt werden. Damit wird erstmalig das
Freisetzungsmuster von sST2 nach Allergenprovokation charakterisiert. Es zeigt
sich ein biphasischer Anstieg der sST2 Menge im Nasensekret in der Spat- und
Frihphase, insbesondere zehn Minuten und 24 Stunden nach
Allergenprovokation. Im Mausmodell konnte ebenfalls eine biphasische
Freisetzung des murinen ST2 Proteins drei und 36 Stunden nach
Allergenexposition beschrieben werden (Oshikawa, 2002). In vorhergehenden
Studien konnten Wagenmann und Mitarbeiter feststellen, dass auch Histamin
biphasisch mit Peaks in der Frih- und Spéatphase nach nasaler
Allergenprovokation in das Nasensekret wird freigesetzt. Begrindet wurde dieser

zeitliche Verlauf der Histaminfreisetzung durch Aktivierung von Mastzellen in der
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Frihphase und die Aktivierung von Basophilen in der Spéatphase nach
Allergenprovokation (Wagenmann, 2005; 1997). Auch in der vorliegenden Arbeit
kdénnte damit der zeitliche Verlauf der sST2 Freisetzung erklart werden: Shimizu
und Mitarbeiter fanden eine hohe Expression von sST2 mRNA in Mastzellen
(Shimizu, 2005). Eine andere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass sST2 in Granula
von Basophilen vorliegt und durch Aktivierung und Degranulierung von

Basophilen freigesetzt werden kann (Pecaric-Petkovic, 2009).

Fur IL-33 konnte weder nach Allergen- noch Kontrollprovokation eine signifikante
Anderungen der Menge im Nasensekret gezeigt werden. Ursachlich konnte z.B.
die geringe Probandenzahl oder ein Anstieg des Zytokins auBerhalb der
untersuchten Messzeitpunkte sein. Wahrend der Kontrollprovokation zeigt sich
ein - jedoch nicht signifikanter - Anstieg der IL-33 Menge nach Auflage der
Kontroll-Disc auf die Nasenschleimhaut. Kakkar und Mitarbeiter konnten zeigen,
dass IL-33 auch nach mechanischem Reiz aus Zellen freigesetzt wird (Kakkar,
2012). Entsprechend kodnnte bereits das Auflegen der Disc eine Freisetzung von
IL-33 bewirkt haben. Interessanterweise war die I1L-33 Menge im Nasensekret um
ein Vielfaches niedriger als die des loslichen Té&uschrezeptors sST2. Eine
ahnliche Beobachtung konnten Wagenmann und Mitarbeiter bei einem anderen
Zytokin machen: Die Menge des pro-inflammatorischen Zytokins IL-1 beta war
1000-fach niedriger als die Menge des naturlichen Antagonisten IL-1 Rezeptor
alpha (Wagenmann, 2005). Es wurde eine Regulierung der pro-inflammatorischen
Effekte durch die Produktion groBer Mengen des Antagonisten in der
Nasenschleimhaut in Betracht gezogen. Dies kénnte auch fur IL-33/ sST2

zutreffen.

Die sST2 Menge im Nasensekret korreliert zu dem 24h Zeitpunkt mit der
Obstruktion und dem Juckreiz. Die Schlussfolgerung, dass sST2 zur Regulierung
der EntzUndungsreaktion freigesetzt wird, ist naheliegend. Die Experimente
anderer Arbeitsgruppen unterstitzen diese Annahme: Die systemische Gabe von
Anti-IL-33 fUhrte zu einer Herabsetzung der Symptome, Eosinophileninfiltration in
der Nasenschleimhaut und der IgE-Serumwerte im Mausmodell der allergischen
Rhinitis (Kim, 2012). Die Verabreichung eines ST2-Fusionsproteins bewirkte eine
verminderte Eosinophileninfiltration sowie IL-4- und [L-13-Freisetzung im

Mausmodell von Asthma (Akdis, 2011). In Zusammenschau der aktuellen
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Datenlage und der Erkenntnisse aus der vorliegenden Arbeit kann davon
ausgegangen werden, dass sST2 zur Modulation der Entziindungsreaktion in der
allergischen Rhinitis beitragt. Die Antagonisierung von [L-33 kénnte daher

zukUnftig eine sinnvolle Therapieoption der allergischen Rhinitis darstellen.
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6 Schlussfolgerungen

Weltweit leiden Uber 500 Millionen Menschen an einer allergischen Rhinitis. Damit
ist die allergische Rhinitis eine der haufigsten Erkrankung Uberhaupt. Sie kann
nicht nur zu einer massiven Einschréankung der Lebensqualitat der Betroffenen
flhren, sondern verursacht auch immense soziobkonomische Kosten (Bousquet,
2008). Entsprechend wichtig ist die Aufklarung der immunologischen
Mechanismen der Erkrankung und die aus diesen Erkenntnissen resultierende

Entwicklung neuer, gezielter Therapieoptionen.

Eine wesentliche Methode dazu ist die nasale Allergenprovokation. Die nasale
Allergenprovokation mit der Disc-Methode ermoglichte es, die Fruh- und
Spatphase der allergischen Reaktion der Nase auszuldésen und zu untersuchen.
Synchron konnten die klinischen Symptome dokumentiert werden. Dabei konnte
unverdunntes Nasensekret gesammelt, die freigesetzten Zytokine gemessen und
der zeitliche Verlauf der Freisetzung charakterisiert werden. Somit hat sich die
nasale Provokation und das Sammeln von Nasensekret mit der Disc-Methode

auch in dieser Studie bewahrt.

IL-4 und IL-13 nehmen eine zentrale Rolle bei der Induktion und
Aufrechterhaltung der allergischen Entzindungsreaktion ein. Auch in unserer
Studie konnten wir die Freisetzung dieser Zytokine in der Spatphase mit einer
signifikanten Erhdhung funf Stunden nach nasaler Allergenprovokation zeigen.
Die Rolle von Eotaxin-3 und IL33/ sST2 in der Pathogenese der allergischen
Rhinitis ist bisher wenig untersucht. Erstmals wird mit dieser Arbeit die
Freisetzung von Eotaxin-3 in der Spatphase und von sST2 in der Frih- sowie
Spatphase in das Nasensekret nach lokaler Allergenprovokation bei Patienten mit

allergischer Rhinitis nachgewiesen. Dabei konnten auch die typischen klinischen

Reaktionen und physiologischen Anderungen dokumentiert werden.

Obwohl im Serum keine signifikanten Anderungen der Zytokinkonzentration
gemessen werden konnten, zeigte sich z.B. bei sST2 ein geringer Anstieg der

Zytokinkonzentrationen nach Allergenprovokation. Die nasale Allergenprovokation
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kdnnte also nicht nur zu einer lokalen Symptomatik und Entzindung in der Nase

fUhren, sondern maglicherweise auch auch systemische Reaktionen ausldsen.

Insgesamt liefert diese Arbeit einen weiteren Baustein zu einem besseren
Verstandnis der immunologischen Grundlagen der allergischen Rhinitis. Weitere
Studien z.B. mit einer hdheren Probandenzahl, sensitiveren assays und
funktionellen Experimenten kénnen auf diesen Ergebnissen aufbauen und die
Rolle der untersuchten Zytokine in der Pathophysiologie der allergischen Rhinitis

weiter entschlisseln.
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8 Anhang
8.1 Allergie-Fragebogen

ol

# HEINRICH HEINE

LIMIVERSITAT
Universitatsklinikum Disseldorf W DOSSELDORF
Allergie-Sprechstunde Hals-, Masen- und Ohrenklinik
Leiler Priv -Daz. Dr. M. Wagenmann Dirakbies e Klinik Lty -Prat, D, Jérg Sehiooer
Patectsethon Allergie-Fragebogen
Arzt: Datum:

Aktuelle Beschwerden (Bitfe ankreuzen)

Beschwerden keine gering
Verstopfte Nase

Wasenlaufen

Schleimbildung im Rachen, Hals
Niesreiz (Miesanfalle)

Juckreiz in der Mase

Ritung, Juckrsiz der Augen
Augentranen

Husten, Reizhusten

Asthma, Atemnot, schweres
Juckreiz an Lippen, Rachen,
Hautausschlag, Neurodemmitis

Seit wie vielen Jahren bestehen die Symplome? Jahre

Zu welcher Tageszeit haben Sie Beschwerden? [ nachts [ tagsiiber
Zu welcher Jahreszeit haben Sie Beschwerden? [Bitte sinkreisen):

Jan-—Feb-—Marz——Apr-—---Mai--Juni-—Juli-~—Aug---Sept-—-Oki-~-Nov—Dez

Wie haufig haben Sie Beschwerden? I an weniger als 4 Tagen'Woche [ an mehr als 4 Tagen/Woche

[J an weniger als 4 Wochen/Jahr [ an mehr &ls 4 Wochen/Jahr

Haben Sie an bestimmten Orten Beschwerden?

Alargie-Ambuianz Ted: (0211) B1-19638  Fax: (0211) B1-18580
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Universitatsklinikum Diisseldorf W

Sl
HEINRICH HEINE
LIMIVERSITAT
DOSSELDORF

Allergie-Sprechstunde
Lailar Priv-Doz. Dr. M.'l'l'ﬂﬂE"l'TEﬂﬂ

Hals-, Magen- und Ohrenklinik
Dirakies der Klinik Uniy -Prad. Dr. Jig Sehioger

Bitte kreuzen Sie im Folgenden das Zutreffende an und schreiben Sie genauere Angaben auf;

Unvertréglichkeit von Medikamenten: [ Mein
Unvertréglichkeit von Aspirin: [ Mein
Unvertraglichkeit von Lebensmitieln: [ Mein

Aufgetretens Beschwerden bei obengenannten Unvertraglichkeiten?

Welche Medikamente nehmen Sie regelmalig gin?

Friihers Operationen an der Nase oder den Nasennebenhahlen? [ Mein

Wurde friher bereits ein Allergietest durchgefihrt: [ Mein

Welche Allergien wurden friher festgestellt?

Wurde |hre Allergie bereits mit folgenden Mitteln behandelt?

Maszenspray: [ Mein
Antihistaminika (antiallergische Tabletten): [ Mein
Hyposensibilisierung { Allergisimpfung®, -spritze): [ Mein

Haben sich Ihre Beschwerden durch diese Behandlung gebessert? LI Nein

Alergie-Ambuianz Ted: (0211) 81-19638  Fae: (0211) 81-15580

[ Ja ifalls ja, welche?):

[ Ja

[ Ja ifalls ja, welche¥):

[ Ja ifalls ja, welche?):

[ Ja (Zeitpunkd):

[ Ja
O Ja
[ Ja Zeitdauer: _Jahre

] Ja
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Friihere Beschwerden:

Waren in lhrer Kindheit bereits folgende Erkrankungen bekannt?

Allergien: [ Nein O Ja

Asthma: [ Mein OJa

Hauterkrankungen: [ Nein O Ja

Folpende Behandlung hat stattoefunden:

Haben Blutsverwandte (Eltern, Geschwister, GroReltern) von Ihnen eine der folgenden
Beschwerden?

Allergien L] Nein L1 Ja (Wer, welche?)
Asthma : L1 Nein L Ja (Wer?)
Hauterkrankungen 1 Mein [ Ja (z.B. Neurodermitis, Wer?)

Informationen zu Ihrer Wohnsituation:

Haustiare: [ Mein [ Ja Welche? (z.B. Hund):
Teppichboden: L] Nein L Ja Zimmer {z.B. Schiafzimmer) ;
Kibelpfianzen: [ Mein O Ja Zimmer (z.B. Wohnzimmer):
Feuchte Stellen, Schimmel: [ Mein L1 Ja Zimmer {z.B. Badezimmer)

Teilen Sie uns mit, was Sie zusatzlich fiir wichtig zur Abklarung Ihrer Allergie halten:

Alerge-Ambutanz Tel: (0211) 81-19638  Fax: (0211) 81-18580
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8.2 Prick-Testbogen

Universitdtsklinikum Disseldorf

Moorenstralie 5
40225 Dusseldorf
Tel.: 0211/811-7582
HNO-Klinik

Direktor: Prof. Dr. J. Schipper

Dratum:

Untersucher.

Allergieambulanz

Frick

Scratch

NaCL
Histamin
Graser
[Baume |
Baume I
|Pilze |

|Pilze Il
[Roggen

9 Birke

10 Hasel

11 |Erle

12 Wegerich

13 Beifuld

14 Brennnessel
15 Ragweed

16 Katze

17 Hund

18 Alternaria

19 Cladosporum
20 Aspergillus
21 Penicillium
22 D. farinae

23 D. pteron. |
24 Lepidoglyphus d. |
25 Acarus siro
26 Tyrophagus p.
27

28

28

a0

31|

32|

33|

34 $

35

[==TNE I = I 4 I - I % R

[==TNE I = I 4 I - L I %

Beurteilung

4
+H+
+¥++

Prick (mm @)
Quaddel Erythem

] <3
2-3 3=5

3 B-10
4-5 11-20
Bl =20

Pseudopodien

Allergopharma ﬂ
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Eidesstattliche Versicherung

Ich versichere an Eides statt, dass die Dissertation selbstandig und ohne
unzuldssige fremde Hilfe erstellt worden ist und die hier vorgelegte Dissertation

nicht von einer anderen medizinischen Fakultat abgelehnt worden ist.
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