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Zusammenfassung

Einleitung: Die Allergische Rhinitis ist eine Immunglobulin E (IgE)-vermittelte Entziindungsreak-
tion der Nasenschleimhaut nach Allergenexposition. Primire Symptome sind Niesen, Juckreiz,
Sekretion und Obstruktion. Neben den verschiedenen sekundiren Symptomen wie Schlaf- und
Konzentrationsstorungen kann die allergische Rhinitis auch mit einer Reihe von Komorbiditdten
wie Konjunktivitis, Sinusitis und Asthma einhergehen. Da die weltweite Pravalenz der allergischen
Rhinitis in den letzten Jahrzehnten zugenommen hat, sind auch die direkten und indirekten Kosten,
die durch diese Erkrankung entstehen, gestiegen.

Fiir die Pathophysiologie der allergischen Rhinitis spielen Zytokine - besonders die Th2-
assoziierten Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 - eine tragende Rolle. Zytokine sind kleine 16sliche Pro-
teine, die von Zellen, in der Regel als Reaktion auf vorhergehende aktivierende Stimuli, gebildet
und sezerniert werden konnen. Sie dienen dann tiber Zytokinrezeptoren auf den Zielzellen der in-
terzelluldren Kommunikation. IL-33 ist ein Zytokin, welches an membrangebundene ST2L-
Rezeptoren bindet und vielfiltige Wirkungen auf hamatopoetische und nichthdmatopoetische Zel-
len entfalten kann. Unter anderem fordert es die fiir allergische Reaktionen relevante Th2-
Immunantwort. In letzter Zeit gelangte sowohl IL-33 als auch sein 16slicher Rezeptor sST2 zuneh-
mend in den Fokus der Untersuchungen von Erkrankungen des atopischen Formenkreises. Ziel un-
serer Studie war es zu untersuchen, ob IL-33 oder sST2 in der saisonalen allergischen Rhinitis un-
ter natiirlichen Expositionsbedingungen vermehrt in der Nasenschleimhaut freigesetzt werden.
Methoden: Es wurden 15 symptomatische Probanden mit saisonaler allergischer Rhinitis nach na-
tirlicher Allergenexposition innerhalb der Pollenflugsaison im Zeitraum Mai bis Juli 2010 ausge-
wéhlt. AuBerdem wurden 14 gesunde Kontrollprobanden ohne klinische Beschwerden und ohne
Sensibilisierung im Skin-Pricktest ausgewahlt. Bei allen Probanden wurden Nasenlavagen durch-
gefiihrt. Diese wurden mittels IL-33 und sST2- ELISA untersucht. Zudem wurden Zytokin- und
Chemokinprofile in den Nasenlavagen mit auf dem Prinzip der Elektrochemilumineszenz basieren-
den Assays ermittelt.

Ergebnisse: 11.-33 konnte weder in den Nasenlavagen der Probanden mit allergischer Rhinitis,
noch in denen der gesunden Kontrollprobanden nachgewiesen werden, da sich die Konzentrationen
aller Proben unterhalb der Nachweisgrenze des IL-33 ELISA befanden. Es fand sich allerdings eine
signifikante Erhohung des sST2 in den Nasenlavagen der Probanden mit allergischer Rhinitis ver-
glichen mit den Kontrollprobanden. Zudem ergab sich fiir die sST2-Konzentrationen der Proban-
den mit allergischer Rhinitis eine negative Korrelation mit den nasalen Beschwerden. Die Zytokin-
und Chemokinprofile der Nasenlavagen wiesen iiberwiegend allergietypische Muster auf.
Schlussfolgerung und Diskussion: Dieser Untersuchung zufolge wird sST2 wihrend der Immunre-
aktion der Nasenschleimhaut bei allergischer Rhinitis vermehrt freigesetzt. Dies deutet darauf hin,
dass der IL-33 Signalweg in der Nasenschleimhaut von Heuschnupfenallergikern unter natiirlichen
Expositionsbedingungen durch den 16slichen ST2-Rezeptor reguliert wird. Vorhergehende Studien
[1,2] weisen darauf hin, dass bei natiirlicher Allergenexposition die systemischen IL-33-
Serumkonzentrationen von Heuschnupfenallergikern signifikant {iber denen der Kontrollen liegen.
Fiir systemisches sST2 finden sich jedoch in einem Grof3teil der Verdffentlichungen keine signifi-
kanten Unterschiede. Bislang gibt es keine Studien, die die lokalen IL-33- und sST2-
Konzentrationen in Nasenlavagen von Probanden mit saisonaler allergischer Rhinitis wahrend der
natiirlichen Allergenexposition ndher beleuchten.

Unsere Daten iiber die lokalen IL-33- und sST2-Konzentrationen der Nasenschleimhaut von Pro-
banden mit saisonaler allergischer Rhinitis stiitzen Ergebnisse aus den Untersuchungen von Kame-
kura et al. [3], in denen sich immunhistochemisch und mittels RT-und real time PCR eine vermehr-
te IL-33 und ST2L Expression in Nasenschleimhéuten mit allergischer Rhinitis nachweisen lieen.
Zukiinftig konnte der IL-33/ST2 Signalweg sich zu einem neuen Ansatzpunkt fiir Therapiemog-
lichkeiten der saisonalen allergischen Rhinitis entwickeln. Dafiir sind jedoch weiterfiihrende Unter-
suchungen erforderlich.
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1 Einleitung
1.1 Allergische Rhinitis

1.1.1 Epidemiologie

Zur Epidemiologie der Allergischen Rhinitis trégt eine Studie aus dem Jahr 2001
bei. Bauchau und Durham untersuchten die Prévalenz der allergischen Rhinitis in sechs
europdischen Lindern. Sie ermittelten eine durchschnittliche Prdvalenz von 22,7%. Die
Pravalenz in Deutschland lag bei 20,6%. Die Priavalenzen atopischer Erkrankungen und
somit auch der allergischen Rhinitis sind jedoch nicht konstant. In einer internationalen
Studie zu Asthma und Allergie in der Kindheit (ISAAC) konnte festgestellt werden, dass
weltweit grofle Unterschiede in der Pravalenz allergischer Erkrankungen herrschen [4-6].
In den USA wurde die Privalenz der saisonalen allergischen Rhinitis 1994 auf iiber 40%
der Sechsjihrigen geschitzt. Aktuelle Statistiken aus den USA geben an, dass 2009, 10%
der unter 17-jahrigen und 8% der 18- bis 64-jdhrigen in den vorausgegangenen zwolf
Monaten die Diagnose Heuschnupfen gestellt bekommen haben [7,8]. In Japan ergab eine
Schitzung 1990, dass 32,7% der 18- bis 22-jdhrigen an saisonaler allergischer Rhinitis
litten. In Europa lag in den 90er Jahren die Streuung der geschitzten Prdvalenzen in
verschiedenen Altersgruppen zwischen 3% und 22,7% [9]. In zahlreichen Studien weltweit
wurde zudem festgestellt, dass die Privalenz der allergischen Rhinitis steigt [10-12].

Mit der Frage nach Unterschieden zwischen der ost- und westdeutschen
Bevdlkerung wurde die Privalenz atopischer Erkrankungen und deren Entwicklung in den
90er Jahren in Deutschland besonders umfangreich untersucht. In Leipzig lag die
Pravalenz von Heuschnupfen unter neun- bis elfjdhrigen Kindern 1991/92 noch bei 2,3%.
Vier Jahre spiter betrug sie 5,1% [13].

In Sachsen- Anhalt konnte bei flinf bis 14 Jahre alten Schulkindern zwischen 1992
und 1999 zwar kein kohortenadjustierter Prdvalenzanstieg fiir Heuschnupfen ermittelt
werden, jedoch zeichnete sich ein positiver Trend beziiglich allgemeiner Pollenallergien
und diagnostiziertem Heuschnupfen ab [14]. Angewendet auf Miinster, zeigte sich in der
internationalen Studie zu Asthma und Allergie in der Kindheit (ISAAC) eine deutliche
Zunahme der Prévalenz der allergischen Rhinitis und eine ansteigende Tendenz der
Lebenszeitpriavalenz fiir Heuschnupfen [15].

Auch bei Erwachsenen zeigten sich signifikante Unterschiede in der Privalenz.

Zwischen 1990 und 1992 zeigte eine Studie an deutschen Erwachsenen zwischen 20 und



44 Jahren, dass in Hamburg 24,4% der Ménner und 24,3% der Frauen an Heuschnupfen
litten, wahrend in Erfurt nur 11,4% der Manner und 13% der Frauen betroffen waren [16].

1991/92 zeigte eine Untersuchung <45-jdhriger Erwachsener, dass klinische und
serologische Allergien gegen Aeroallergene in Westdeutschland signifikant hdufiger waren

als in Ostdeutschland [17].

1.1.2 Einteilung

Lange galt eine klinische Unterteilung der allergischen Rhinitis in einerseits
saisonale allergische Rhinitis bei Sensibilisierung gegen Pollen und andererseits perenniale
allergische Rhinitis bei Sensibilisierung gegen ganzjahrig vorhandene Aeroallergene, zum
Beispiel durch Hausstaubmilben oder Schimmelpilzsporen. Eine von diesen beiden zu
unterscheidende Form der allergischen Rhinitis ist die berufsbedingte Form als Folge einer
Allergenexposition am Arbeitsplatz.

2001 stellte die Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma (ARIA) Workshop Gruppe in
Zusammenarbeit mit der World Health Organisation (WHO) eine neue Einteilung der
Allergischen Rhinitis vor (Abb. 1). Die allergische Rhinitis wurde je nach Anhalten der
Symptome in eine intermittierende (weniger als vier Tage pro Woche bzw. weniger als
vier Wochen pro Jahr) oder persistierende Form (mehr als vier Tage pro Woche bzw. mehr
als vier Wochen pro Jahr) unterteilt. Des Weiteren unterschied man zwischen milder oder
moderat-schwerer allergischer Rhinitis unter Beriicksichtigung der Schwere der Symptome

und der Beeintrachtigung des tdglichen Lebens durch die Beschwerden [9].
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Abb. 1: Klassifikation der allergischen Rhinitis entsprechend der ARIA-Einteilung 2001 [9,18]




1.1.3 Symptomatik

Klinisch duflert sich die allergische Rhinitis primdr durch Niesen, Juckreiz,
anteriore und posteriore Rhinorrhoe sowie nasale Obstruktion. Die Symptome treten
bereits Minuten nach Allergenkontakt, in der so genannten Frithphase, auf. Vier bis zehn
Stunden spédter kommt es zu einer erneuten, so genannten Spétphasesymptomatik.
Sekundér konnen auch Symptome wie unter anderem Husten, Halsschmerzen, Dyspnoe
oder Schlaf- und Konzentrationsstorungen auftreten. Zudem kann die Allergische Rhinitis
mit ernstzunehmenden Komorbidititen und Komplikationen einhergehen. Bei einem
GroBteil der Patienten geht die allergische Rhinitis mit einer allergischen Konjunktivitis
einher. Das Fortschreiten der Allergie kann, im Rahmen des so genannten Etagenwechsels,
zu allergischem Asthma bronchiale fiihren. Uber 80% der Asthmapatienten haben
allergische Rhinitiden, und bei knapp iiber 20% der Patienten mit allergischer Rhinitis
besteht ein Asthma [19,20]. Dabei sind besonders die perenniale allergische Rhinitis und
die kombinierte Form mit saisonaler Steigerung der Symptomatik mit Asthma assoziiert
[21-24]. Der Zusammenhang zwischen allergischer Rhinitis und Asthma wird durch die
Beobachtung unterstiitzt, dass die Therapie der allergischen Rhinitis eine Besserung des
Asthmas zur Folge haben kann [25-29]. Des Weiteren besteht das Risiko eine chronische
Sinusitis zu entwickeln [30].

Trotz der bekannten und umfangreichen Komplikationen wird die allergische
Rhinitis immer noch nicht ausreichend wahrgenommen. So ergab eine Studie aus
Kopenhagen im Jahr 2000, dass 32% der Patienten mit allergischer Rhinitis
undiagnostiziert und 83% der Patienten mit moderat-schwerer allergischer Rhinitis

untertherapiert waren [31].

1.1.4 Diagnostik

Den ersten und wichtigsten Schritt in der Diagnostik der Allergischen Rhinitis
bildet die sorgfiltige Anamnese. Besonders wichtig ist es, herauszufinden, welcher Art die
Symptome sind, wie hdufig und wie stark sie ausgeprdgt sind. In der Regel hingt die
Symptomatik von bestimmten Orten und Zeiten bzw. Jahreszeiten ab. Aus diesem Grund
lohnt es sich, das Wohn- und Arbeitsumfeld des Betroffenen griindlich zu analysieren und
jahreszeitliche Zusammenhénge zu hinterfragen. Des Weiteren sind die Familienanamnese
zu erheben und Diagnosen aus dem Bereich des atopischen Formenkreises gezielt zu
erfragen. Die Anamnese fordert auf diese Weise oft erste Hinweise auf relevante Allergene

zutage. Kreuzreaktionen zwischen den spezifischen Immunglobulin E (IgE)-Antikorpern



gegen Pollen- und Nahrungsmittelantigene konnen zu bestimmten Nahrungsmittelallergien
(orales Allergiesyndrom) fithren, die ebenfalls Riickschliisse auf das urspriingliche
Allergen zulassen. Auflerdem sollten auch die Komorbidititen und mdgliche
Komplikationen der allergischen Rhinitis ermittelt werden.

In der HNO-irztlichen Spiegeluntersuchung fallen die entziindlich gerotete
Nasenschleimhaut und die blassen bis lividen, 6dematds geschwollenen Nasenmuscheln
auf. Die Nasenschleimhaut ist zumeist von einem wissrigen Sekret {iberzogen.

Bei klinischem Verdacht auf das Vorliegen einer Allergie lassen sich mit Hilfe von
Allergietests die potentiell ausschlaggebenden Allergene weiter eingrenzen. Diese Tests
beinhalten Hauttests, den nasalen Provokationstest und die spezifische IgE-Bestimmung
aus dem Serum. In der Allergiediagnostik fiir Aeroallergene wird als Hauttest iberwiegend
der Skin-Prick-Test angewendet. Tropfen kommerziell erhiltlicher, standardisierter
Allergenldsungen werden in nummerierter Reihenfolge auf die Haut des Unterarmes oder
des Riickens aufgebracht. Als Positivkontrolle dient ein Tropfen Histaminlosung, als
Negativkontrolle ein Tropfen physiologischer Kochsalzlosung. Darauthin werden alle
Tropfen gleichméBig mit einer Prick-Nadel oder einer Lanzette durchstochen und somit in
die Dermis eingebracht. Besteht eine Sensibilisierung gegen ein eingebrachtes Allergen,
entwickelt sich eine Quaddel mit begleitendem Erythem. Nach 20 Minuten wird der Test
abgelesen. Dafiir werden die Durchmesser der Hautreaktionen in Form von Quaddeln und
begleitenden Erythemen vermessen. Zur Auswertung des Skin-Prick-Tests werden die
Durchmesser von Quaddeln (und Erythem) gemessen und mit den Durchmessern der
Histamin-Hautreaktionen verglichen. [32,33]

Um die klinische Relevanz der im Skin-Prick-Test nachgewiesenen Sensibilisie-
rungen einschitzen zu konnen, wird ein nasaler Provokationstest durchgefiihrt. In diesem
Test wird Allergen nasal verabreicht. Um unvorhersehbar starke allergische Reaktionen zu
vermeiden, ist es wichtig, zuvor Kontraindikationen wie zum Beispiel die Einnahme von
B-Blockern und ACE-Hemmern zu erfragen und ggf. den Versuch zu verschieben. Aul3er-
dem muss die antiallergische Medikation vor dem Test abgesetzt werden. Dabei ist der
medikationsfreie Zeitraum abhéngig vom Medikament. Der nasale Provokationstest bein-
haltet die rhinomanometrische Messung des Luft-Volumenstroms (F#/ow) durch ein Nasen-
loch und die Einordnung der durch das verabreichte Allergen hervorgerufenen Symptome
in einen Symptomscore. Dieser Symptomscore umfasst Sekretion, Niesreiz und Fernsymp-
tome (z. B. Tranenfluss, Juckreiz, Urtikaria, Husten, Luftnot). Initial wird durch eine beid-

seitige Flowbestimmung die besser durchgingige Nasenseite ermittelt. Diese Nasenseite



weist einen hoheren Flow auf als die andere Seite und wird dann wihrend des gesamten
Tests zur Flowbestimmung verwendet. In die Nasenseite werden zwei Spriihstofe des al-
lergenfreien Losungsmittels (Natriumchloridlosung) mit Hilfe eines Spray-Applikators
verabreicht. Bei jeder Applikation ist zu beachten, dass der Patient tief inspiriert, bevor die
SpriihstoBe gegeben werden, um das Vordringen des Spriih-Aerosols in die Bronchien und
damit eine potentielle bronchiale Reaktion zu vermeiden. Nach zehn Minuten wird der
Flow gemessen. Hat dieser im Vergleich zum Ausgangswert um weniger als 20% abge-
nommen, so wird der Versuch fortgefiihrt. Zwei niedrig dosierte Spriihstofe (z.B. 5000 BU
= biological units) des zu testenden Allergens werden in die gleiche Nasenseite appliziert.
Wihrend der darauf folgenden zehn Minuten werden die fiir den Symptomscore relevanten
Symptome erfasst. AnschlieBend wird erneut der Flow gemessen. Bei einer Flowreduktion
von mehr als 40% oder einem Symptomscore von mehr als drei Punkten gilt der Test als
positiv und wird beendet. Auch eine Flowreduktion von iiber 20% in Kombination mit ei-
nem Symptomscore von mehr als zwei Punkten entspricht einem positiven Ergebnis und
fiihrt zur Beendigung des Versuchs. Sind diese Kriterien nicht erfiillt, wird mit einer hdher
dosierten Applikation (z.B. 10 000 BU) von zwei Spriihsto3en desselben Allergens fortge-
fahren. Ist nach zehn Minuten immer noch keine positive Reaktion aufgetreten, kann noch
ein letztes Mal mit einer Hochstdosis provoziert werden. Treten auch dabei keine relevan-
ten Symptome oder Flowreduktionen auf, gilt die Reaktion als negativ und der Test wird
beendet [34].

Klinisch relevant ist eine Sensibilisierung im Hauttest, wenn das entsprechende Al-
lergen die Beschwerdesymptomatik erklirt und im nasalen Provokationstest eine positive
Reaktion auslost. Das bedeutet im Falle eines negativen Ergebnisses in der nasalen Provo-
kation, dass eine stumme Sensibilisierung vorliegt und weiter nach klinisch relevanten
Sensibilisierungen gesucht werden muss.

Die serologische Bestimmung des Gesamt-IgE und des (allergen-)spezifischen IgE
gehdren zu den am weitesten verbreiteten Untersuchungen der in vitro-Diagnostik allergi-
scher Soforttyp-Reaktionen. Dabei steht das spezifische IgE bei der Bestitigung der im
Hauttest identifizierten Allergene im Vordergrund. Diese Untersuchungen basieren auf der
Messung zuvor gebildeter Antigen-Antikorper-Komplexe, wobei die bindenden Antikorper
aus dem Serum des Patienten stammen. Die auf dem Markt erhiltlichen Untersuchungssys-
teme unterscheiden sich in den verwendeten Antigenen und Detektionsprinzipien (z.B.
FEIA (Fluoreszenz-Enzym-Immunoassay)) [35]. Klinische Relevanz liegt vor, wenn die

laborchemischen Ergebnisse den Ergebnissen aus Anamnese und nasaler Provokation ent-



sprechen.

1.1.5 Therapie

Die Therapie der allergischen Rhinitis fullt auf drei Séulen: der Allergenkarenz, der
medikamentdsen Therapie und der spezifischen Immuntherapie.

Die erste Maflnahme des Vorgehens gegen allergische Erkrankungen sollte immer
die Allergenkarenz sein. Die Allergenexposition zu vermeiden oder zu reduzieren, kann
eine spiirbare Besserung der Beschwerden bewirken. Besteht eine allergische Rhinitis mit
einer Sensibilisierung gegen Pollen, ist es jedoch schwer, sich dem Allergen ausreichend
zu entziehen. Der Pollenflug wird in Deutschland durch die ,,Stiftung Deutscher
Polleninformationsdienst PID*“ erfasst. In Zusammenarbeit mit dem Deutschen
Wetterdienst werden Vorhersagen des Fluges der sieben allergologisch wichtigsten
Bliitenpollen: Hasel, Erle, Birke, Siilgrdser, Roggen, Beiful und Ambrosia, erstellt [36].
Der Beginn einer Pollenflugsaison ist abhéngig von Jahreszeit und Witterung. Tégliche
Pollenflugvorhersagen erleichtern es den Betroffenen, vorsorgende Mallnahmen zu
ergreifen. Lange Aufenthalte im Freien und pollenassoziierte kreuzreaktive Nahrungsmittel
sollten wahrend der Hauptsaison vermieden werden. Zusétzlich ist es sinnvoll, vor dem
Schlafengehen die Haare zu waschen und die Urlaubsplanung auf pollenarme Regionen
mit Hochgebirgs- oder Meeresklima auszurichten. Diese MaBnahmen alleine reichen
jedoch nur in seltenen Fillen, um eine relevante Minderung der Symptome zu erzielen.

Die medikamentdse Therapie der allergischen Rhinitis zielt als zweite Sdule der
Therapie auf die Verminderung der allergischen Symptome der Patienten ab. Sie basiert im
Wesentlichen auf der Applikation bzw. Einnahme von topischen bzw. systemischen
Antihistaminika (H1-Rezeptorantagonisten) und topischen, intranasalen
Glukokortikosteroiden. ~ Auch intranasale o-  Sympathomimetika, intranasale
Chromoglycinsduren und Leukotrienantagonisten werden eingesetzt. Welches Medikament
verordnet wird, hangt von der Symptomstédrke und den klinisch relevanten Allergenen ab.
Auch Lebensumstinde und Begleiterkrankungen des Patienten miissen beriicksichtigt
werden.

Antihistaminika sind kompetitive Histamin(H1)-Rezeptorantagonisten und werden
in Antihistaminika der ersten und der zweiten Generation unterteilt. Die Hemmung der
Histaminwirkung auf sensible Nervenendigungen der Schleimhaut mindert Nies- und
Juckreiz. Die Hemmung der Kontraktion glatter Muskulatur, der Vasodilatation und der

Permeabilititserhohung der Gefdae wirken besonders lindernd auf die Rhinorrhoe und fiir



kurze Zeit auch auf die Obstruktion. Allerdings sind die Antihistaminika der ersten
Generation lipophile und dadurch gut ZNS-gingige Substanzen, was eine Sedierung zur
Folge hat. Des Weiteren wirken sie nicht spezifisch antihistaminerg, sondern auch
anticholinerg und antiserotoninerg, was einerseits einen antiemetischen Effekt begriindet,
andererseits aber zu Nebenwirkungen wie Mundtrockenheit, Akkomodationsstérungen
(cave: Engwinkelglaukom) und Miktionsstérungen (cave: Prostataadenom) fiihren kann.
Antihistaminika der zweiten Generation werden nach Aufnahme schnell zu hydrophilen
Stoffwechselprodukten umgebaut, weshalb sie fast keine sedierende Wirkung besitzen. Die
spezifischere Bindung an HI1- Rezeptoren erkldrt, dass kaum noch anticholinerge
Nebenwirkungen zu erwarten sind. Da ein Grofteil der Antihistaminika der zweiten
Generation hepatisch iiber CYP450 3A verstoffwechselt wird, ist es wichtig, vor oraler
Gabe potentielle Interaktionen mit anderen Medikamenten zu beriicksichtigen und
Leberschidden auszuschlief3en, um eine Kumulation zu vermeiden.

Glukokortikoide binden an intrazellulire Glukokortikoidrezeptoren. Diese
Rezeptoren fungieren als Liganden-aktivierte Transkriptionsfaktoren und beeinflussen
vielfdltig die Genexpression und intrazelluldre Signalkaskaden. Glukokortikoide besitzen
eine ddmpfende Wirkung auf das Immunsystem. Sie senken unter anderem die erhdhte
Kapillarpermeabilitdt und hemmen die Phospholipase A2, wodurch weniger Leukotriene
und Prostaglandine gebildet werden konnen. Da auch die Expression anderer
proinflammatorischer Proteine (z.B. Zytokine, Chemokine) gehemmt wird, vermindert sich
auch der Einstrom von Entziindungszellen. Im Gegensatz zu Antihistaminika und
a- Rezeptoragonisten setzt die Wirkung der Glukokortikoide nicht sofort ein. Mit einer
deutlichen Besserung der Beschwerden kann erst nach einigen Tagen gerechnet werden.
Aufgrund der komplexen Nebenwirkungen auf den gesamten Stoffwechsel bei
systemischer Anwendung (Depression, Osteoporose, Steroiddiabetes, Cushing-Syndrom
etc.) ist die topische Gabe der systemischen vorzuziehen. Die Bioverfiigbarkeit moderner
topischer Glukokortikoide ist sehr gering, weshalb bei hoher Konzentration am Wirkort
kaum mit systemischen Nebenwirkungen gerechnet werden muss. Wichtigste
Voraussetzung dafiir ist die korrekte Applikation. Lokalen Nebenwirkungen kann mit
regelmiBiger Nasenschleimhautpflege (Nasensalbe, Kochsalzspiilung) vorgebeugt werden.
Die topischen Glukokortikoide sind sehr wirkungsvoll gegen die nasale Obstruktion sowie
gegen Niesreiz, Juckreiz und Rhinorrhoe.

Die dritte Séule der Therapie stellt die allergenspezifische Immuntherapie (SIT)

dar, auch als Hyposensibilisierung bekannt. Umfangreiche Untersuchungen der



vergangenen Jahrzehnte weisen die Wirksamkeit der SIT gegen allergische Rhinitis nach
[37-39]. Ziel dieses kausalen Therapieansatzes ist es, eine langanhaltende Toleranz gegen
die eingesetzten Allergene hervorzurufen. In 60-75% der Fille kommt es bei
Heuschnupfen- und Milbenallergikern nach einer spezifischen Immuntherapie zu einer
deutlichen Besserung.

Besteht eine klinisch relevante Sensibilisierung gegen ein Allergen, bei dem eine
ausreichende Karenz nicht moglich ist, so kann dieses dem Patienten in aufsteigender
Menge subkutan injiziert werden (Subkutane Immuntherapie: SCIT). Die in den Oberarm
zu verabreichenden Injektionen finden in regelmédBigen Abstinden (je nach Prdparat und
Exposition bzw. Saison) statt, bis die individuelle Erhaltungsdosis des Patienten erreicht
ist. Voraussetzung fiir die SCIT ist, dass ein wirksamer, industriell hergestellter Extrakt zur
Verfiigung steht. Nach der Injektion muss der Patient 30 Minuten unter &arztlicher
Uberwachung bleiben, um ein mdgliches Auftreten von schweren bis potentiell
lebensbedrohlichen anaphylaktischen Reaktionen erkennen und behandeln zu koénnen. Die
gesamte Therapie dauert drei Jahre. Auf immunologischer Ebene modifiziert diese Art der
Immuntherapie sowohl die allergenabhédngigen T-Zell-Antworten (Aktivierung
regulatorischer T-Zellen, Verminderung der Th2-Antwort, verstirkte gegenregulatorische
Thl-Antwort) als auch die Immunglobulinproduktion (vermehrte IgG4-Produktion,
Hemmung des Anstiegs der IgE-Produktion). Die Aktivitdt der Mastzellen, basophilen und
eosinophilen Granulozyten wird gehemmt [40].

In den letzten Jahren etabliert sich zunehmend auch die sublinguale Immuntherapie
(SLIT). Hervorzuheben ist diese besonders als Therapiealternative der allergischen
Rhinitis gegen Pollenallergene, da zugrunde liegende wissenschaftliche Studien ihre
Wirksamkeit ausreichend bestétigen. Die sublinguale Applikation birgt ein geringeres
Risiko systemischer anaphylaktischer Reaktionen [40,41].

Welche dieser Verfahren zur spezifischen Immuntherapie angewendet werden, ist
letztlich individuell abzuwégen und bedarf einer umfangreichen Erfahrung mit beiden
Verfahren seitens des behandelnden Arztes.

Spontane Besserungen der Symptomatik sind zwar besonders mit steigendem
Lebensalter moglich, jedoch kann eine persistierende allergische Rhinitis ohne kausale

Therapie auf Dauer auch eine stdndige konservative Therapie notwendig machen.



1.1.6 Kosten

Die durch die allergische Rhinitis und ihre Folgen entstehenden Kosten werden in
direkte und versteckt direkte Behandlungskosten sowie indirekte Kosten unterteilt.

In den USA haben sich die Behandlungskosten fiir die allergische Rhinitis
innerhalb von fiinf Jahren von 6,1 Milliarden US-Dollar im Jahre 2000 auf 11,2 Milliarden
US-Dollar im Jahre 2005 nahezu verdoppelt. Mehr als die Hélfte dieser Kosten ergaben
sich aus Medikamentenverordnungen. Die Kosten fiir OTC Medikamente wurden dabei
nicht berticksichtigt und beliefen sich 2008 auf geschitzte 1,175-1,5 Milliarden US-Dollar
[42,43].

Versteckt direkte Kosten setzen sich aus den Diagnostik- und Behandlungskosten
fiir Komorbidititen zusammen, die sich aus allergischer Rhinitis ergeben koénnen. Dazu
zdhlen neben den Behandlungskosten von Konjunktivitiden, Sinusitiden und Asthma auch
die Kosten fiir bildgebende Nasennebenho6hlen-Untersuchungen und Notfallbehandlungen.
Leiden Asthmapatienten an allergischer Rhinitis, so verdoppeln sich, einer
Verdffentlichung aus dem Jahr 2004 zufolge, die jadhrliche Inanspruchnahme medizinischer
Ressourcen und die jihrlichen Kosten nahezu, verglichen mit Asthmapatienten ohne
allergische Rhinitiden [44]. Beriicksichtigt man zum Beispiel, dass bis zu 85,7% der
Asthmatiker und bis zu 65,7% der Patienten mit chronischer Sinusitis an allergischer
Rhinitis leiden [45], ldsst sich erahnen, dass die versteckt direkten Kosten ebenfalls in
Milliardenhdhe liegen.

Indirekte Kosten ergeben sich aus den anfallenden Arbeitsunfdhigkeitszeiten und
Produktivititsverlusten der Betroffenen. Uber ein Viertel der 1200 befragten
Allgemeinmediziner mit allergischer Rhinitis aus insgesamt acht Landern gaben an, dass
sie in einer Arbeitswoche im Durchschnitt sechs Stunden Arbeitszeit verlieren, wenn sie
unter den Symptomen der allergischen Rhinitis leiden. Die iibrigen Arzte sahen sich
zumindest in ihrer Effektivitdt eingeschriankt [46]. Eine andere Umfrage aus den Jahren
2001/2002 ergab, dass 55% von 8267 befragten US-amerikanischen Arbeitnehmern
(freiwillige Teilnahme) pro Jahr an tiber 50 Tagen an Symptomen der allergischen Rhinitis
litten, wobei sie im Mittel 2,3 Stunden des betroffenen Arbeitstages unproduktiv
verbrachten und pro Jahr fiir durchschnittlich 3,6 Tage ganz von der Arbeit fern bleiben
mussten. So war die allergische Rhinitis fiir Produktivititsausfille von 593US$ pro

Arbeitnehmer jdhrlich verantwortlich [47].



1.2 Pathomechanismus

Bei der allergischen Rhinitis handelt es sich um eine IgE-vermittelte
Uberempfindlichkeitsreaktion vom Typ 1 (Soforttyp) nach Coombs und Gell. Sie wird
durch Inhalationsallergene hervorgerufen.

Tritt das Allergen erstmals durch das Epithel des Respirationstrakts hindurch,

gelangt es in Kontakt mit antigenprdsentierenden Zellen. Zu diesen gehoren dendritische
Zellen, B-Zellen und Makrophagen. Im Rahmen der Sensibilisierung spielen dendritische
Zellen eine tragende Rolle. Noch inaktive dendritische Zellen der Epidermis von Haut und
Schleimhduten sind sogenannte Langerhans Zellen. Das Allergen wird von den
dendritischen Zellen aufgenommen und in seine Bestandteile zerlegt. Diese Bestandteile
werden dann in drainierenden Lymphknoten {iber MHC(-II)-Molekiile den dort
angesiedelten naiven T-Zellen prisentiert. Besitzen T-Zellen einen passenden Rezeptor fiir
den prasentierten Allergenbestandteil, konnen sie unter der Voraussetzung entsprechender
kostimulatorischer Signale zu Th2-Zellen aktiviert werden. Auch die Antigenpridsentation
durch Langerhans Zellen fiihrt iiberwiegend zu einer Th2-Antwort [48]. Th2-Zellen setzen
vermehrt [L-4, IL-5, IL-9 und IL-13 frei. Das ausgeschiittete IL-4 verstirkt die Aktivierung
und Differenzierung weiterer Th2-Zellen, IL-5 fordert die Differenzierung, das Uberleben
und die Aktivierung von eosinophilen Granulozyten und IL-9 verstirkt die
Mastzelldifferenzierung.
AuBerdem fiihren komplexe Interaktionen zwischen den differenzierten Th2-Zellen und B-
Zellen, die Allergenbestandteile présentieren, zu einem so genannten IgE-Switch. Dabei
wird das liber den MHC-II-Komplex auf der B-Zelloberfliche prédsentierte Antigen des
Allergens vom T-Zellrezeptor erkannt. Der CD40-Ligand der T-Zelloberfliche interagiert
gleichzeitig mit CD40 Oberflachenantigen der B-Zelloberfliche. Als kostimulatorische
Signale, die den IgE-Switch herbeifiihren, dienen die Zytokine IL-4 und IL-13. Die B-
Zellen produzieren daraufhin spezifisches IgE gegen das Allergen. Die Neigung zur
iiberméfigen IgE-Produktion ist vor allem von genetischen und Umweltfaktoren abhéngig.
Das allergen-spezifische IgE bindet an hochaffine Fce-Rezeptoren 1 (FceRI) auf
Mastzellen, basophilen und aktivierten eosinophilen Granulozyten.

Nach erneutem Allergenkontakt mit der Nasenschleimhaut bildet sich nun
innerhalb von Minuten die sogenannte Frithphase aus. Die Allergene binden an die

rezeptorgebundenen IgE-Molekiile. Es kommt zu einer Quervernetzung [crosslinking] der
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IgE-Molekiile und damit zur Aktivierung der FceRI, wodurch die gewebestindigen,
FceRI-tragenden Mastzellen beginnen, inflammatorische Botenstoffe freizusetzen. Dazu
gehdren Histamin, Leukotriene und Prostaglandine, welche Symptome, wie Rhinorrhoe,
Nasenjucken, Niesreiz und Nasenatmungsbehinderung hervorrufen. Die Sekretion und
Obstruktion der Nase werden besonders durch die vasoaktiven Wirkungen der Botenstoffe
(u.a. Histamin und Prostaglandin D,) gefordert [49,50]. Diese Botenstoffe fiihren zum
Austritt von Plasma aus den lokalen Blutgefdlen. Mit dem Plasma treten plasmatische
inflammatorische ~ Enzyme in das Nasenschleimhautgewebe ein, die die
Entziindungsreaktion weiter fordern konnen. Die glanduldre Sekretion wird einerseits
direkt durch cholinerge Agonisten, andererseits durch reflektorische Stimulation gefordert.
Juck- und Niesreiz werden hauptsidchlich durch die Reizung der epithelialen
Nervenendigungen hervorgerufen. Auch hier spielt das Histamin eine tragende Rolle.
Zusitzlich werden Zytokine und Chemokine freigesetzt, die zirkulierende Th2-
Zellen, eosinophile und basophile Granulozyten sowie Mastzellen rekrutieren. Die
Mastzellen und die basophilen Granulozyten regen die aktivierten B-Zellen vor Ort in ihrer
IgE-Produktion weiter an, indem sie CD40L exprimieren und IL-4 sezernieren. Im Verlauf
von fiinf bis zwolf Stunden entwickelt sich die Spatreaktion, in Form einer individuell
unterschiedlich stark ausgepridgten Entziindung der Nasenschleimhaut. Die durch die
freigesetzten Zytokine und Chemokine rekrutierten Immunzellen strdémen nun in grof3er
Zahl in das bereits geschadigte Gewebe ein. Die darunter befindlichen Granulozyten
bewirken durch das Ausschiitten von toxischen Proteinen und freien Radikalen aus ihren
Granula eine weitere Gewebeschidigung. Da die eingewanderten Immunzellen auch
symptomerzeugende Mediatoren freisetzen, kommt es zu einer erneuten Symptomatik

ohne einen erneuten Allergenkontakt, der so genannten Spétphase.

1.2.1 T-Lymphozyten

In der Gruppe der T-Lymphozyten wird zwischen den CD4" und den CDS8"
T-Lymphozyten unterschieden. Naive CD4" T-Vorlduferzellen sind je nach prisentiertem
Antigen und umgebenem Zytokinmilieu in der Lage sich zu spezifischen T-Helfer-
Lymphozyten (u.a. Thl, Th2, Th9, Th17, Th22) oder regulatorischen T-Lymphozyten zu
differenzieren (Abb. 2).
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Abb. 2: CD4*-T-Lymphozyten - links: Antigenprasentation durch dendritische Zellen (DC) im Zu-
sammenspiel mit weiteren umgebenden Faktoren induziert in nativen T-Zellen (nT) die Differenzie-
rung zu follikularen T-Zellen (Tgy), Thy, Th,, Thg, Thy;, Th,, und induzierbaren regulatorischen T-
Zellen (T,,). Diese T-Zellen kénnen unterschiedliche Entziindungsreaktionen induzieren bzw.
dampfen. Die Effekte werden durch ihre jeweiligen Zytokinprofile, umgebende Chemokine und
Interaktionen mit anderen Zellen vermittelt.

rechts: Die Reifung natlrlicher regulatorischer T-Zellen findet im Thymus statt. (pT: Prakursor- T-
Lymphozyt; \T,,: natlrlicher regulatorischer T-Lymphozyt)
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1.2.2 Th1/Th2 Dichotomie?

Jede Untergruppe der Th-Lymphozyten besitzt ein charakteristisches Zytokinspekt-
rum und kann dann in Wechselwirkung mit den Zellen der Umgebung eine eigene Immun-
antwort mit speziellen Entziindungsmechanismen triggern. Th1-Lymphozyten produzieren
IFN-y und hemmen dadurch die Ausbreitung intrazelluldrer Erreger sowie die Ausbildung

einer Th2- oder Th17-Immunantwort. Th2-Lymphozyten sezernieren IL-4, IL-5, IL-9 und
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IL-13, die der Abwehr von Wurminfektionen dienen und allergische sowie chronisch eo-
sinophile Entziindungsreaktionen fordern. Gleichzeitig wirkt das IL-4 einer Thl- und
Th17-Immunreaktion entgegen. Aus dem Pathomechanismus der allergischen Rhinitis geht
hervor, dass die Th2-Lymphozyten in der allergischen Entziindung eine wichtige Rolle
spielen. So lassen sich in allergisch entziindeter Nasenschleimhaut vorwiegend CD4"
Lymphozyten mit Th2-Zellen entsprechendem Zytokinmuster nachweisen [51,52]. Seit
einigen Jahren sind weitere Zytokine bekannt, die von Th2-Lymphozyten produziert wer-
den konnen: IL-25 und IL-31 [53-55].

Obwohl iiber Jahrzehnte die Meinung weit verbreitet war, dass entweder Th1- oder
Th2-Lymphozyten und deren Mediatoren eine Immunantwort bestimmen, kennt man heute
ein weitaus groBeres Spektrum an CD4" T-Zellantworten. Umfangreiche Erkenntnisse iiber
Th17-Lymphozyten und Treg-Lymphozyten tragen zu neuen Ansichten bei, die auch die
allergische Reaktion betreffen [56-59].

1.2.3 Th17-Lymphozyten

Schon vor iiber zehn Jahren wurde entdeckt, dass es IL-17 produzierende Zellen
gibt, die weder den Thl- noch den Th2-Lymphozyten zuzuordnen waren [60]. IL-17A (IL-
17) wird hauptséchlich von Th17-Lymphozyten freigesetzt. Des Weiteren sind sie eine
Quelle von IL-17F und IL-22. IL-17 ist ein proinflammatorisches Zytokin, das sowohl die
Granulopoese induzieren als auch das Uberleben neutrophiler Granulozyten und die Ak-
kumulation von Atemwegsmakrophagen wihrend allergischer Atemwegsentziindungen
fordern kann [61-63]. AuBBerdem regt es die Produktion des CXC-Chemokins IL-8 und
damit die Neutrophilenrekrutierung an [64,65]. Die Rolle von IL-17 im Zusammenhang
mit allergischer Rhinitis ist bisher nicht eindeutig geklért. In einer Reihe von Untersuchun-
gen fanden Ciprandi et al. heraus, dass die IL-17-Serumwerte und die Anzahl der CD4"
IL-17" T-Zellen bei Birkenpollenallergikern erhdht sind und sogar mit der Stirke der aller-
gischen Beschwerden zu korrelieren scheinen [66-70]. In anderen Studien an Patienten mit
allergischer Rhinitis fanden sich hingegen keine signifikant erhohten IL-17-

Konzentrationen [71,72].

1.2.4 Regulatorische T-Lymphozyten

Regulatorische T-Lymphozyten (Treg) sind CD4 CD25" T-Zellen, die im Thymus
reifen und 5-10% aller CD4" T-Zellen eines gesunden Menschen ausmachen. Treg-Zellen

sind ein essentieller Bestandteil der immunologischen Toleranzbildung und verhindern
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somit die Entwicklung von Autoimmunitét. Sie sind charakterisiert durch die konstitutive
Expression des forkhead family Transkriptionsfaktors Foxp3 und konnen ihre Effekte tiber
Zell-zu-Zell-Kontakte vermitteln. Auf diesem Weg konnen sie beispielsweise die Degranu-
lation von Mastzellen hemmen [73-75]. Treg-Zellen supprimieren auch dendritische Zel-
len, neutrophile Granulozyten, B-Zellen und NK- oder NKT-Zellen [76-79].

Neben diesen natiirlichen regulatorischen T-Zellen (nTreg) existieren induzierbare
regulatorische T-Zellen (iTreg), die ihre Wirkungen im Wesentlichen {iber Zytokine ver-
mitteln. Zu deren bisher bekanntesten Vertretern gehoren die induzierbaren Treg-Zellen
vom Typ 1 (Trl). Diese sind Foxp3’, kdnnen jedoch in vitro transient Foxp3 exprimieren,
[80] und setzen hauptsdchlich IL-10 frei, welches einen supprimierenden Effekt auf Im-
munzellen hat. Unter anderem hemmt es die Zytokin- und Chemokinproduktion durch
Makrophagen und Monozyten [81-83] und wirkt indirekt supprimierend auf T-Zell-
Immunantworten [84]. T-Zell-Immunantworten werden auch direkt durch IL-10 beein-
flusst, da es ihre Proliferation und die Sekretion von IL-2, TNF-a und IL-5 hemmt [85-88].

Bisherige Untersuchungen ergaben, dass das Gleichgewicht zwischen Th2- und
Tr1-Zellen bei der Entwicklung oder Riickbildung von Allergien eine wichtige Rolle ein-
zunehmen scheint [89]. Man fand auBlerdem heraus, dass die allergenspezifischen IL-10
sezernierenden regulatorischen T-Zellen im peripheren Blut von Patienten mit persistie-
render allergischer Rhinitis vermindert sind, obwohl Anzahl und Funktion der CD4 CD25"
Zellen nicht verandert sind [73]. In vitro ldsst der supprimierende Effekt der allergenspezi-
fischen regulatorischen T-Zellen von Heuschnupfenallergikern, aber nicht von Hausstaub-
milbenallergikern, wihrend der Saison nach [90,91].

Im Rahmen der spezifischen Immuntherapie vermindern regulatorische T-Zellen
nicht nur die Th2-Zellantwort, sondern ddmpfen auch andere Immunzellreaktionen wie
zum Beispiel die von Mastzellen. Aulerdem induzieren sie die Bildung von IgG4 [75,92-
94].

Nach der spezifischen Immuntherapie gegen Gréserpollen finden sich vermehrt
IL-10°'CD4°CD25" T-Zellen im peripheren Blut. Des Weiteren steigt die Anzahl der
Foxp3'CD25" regulatorischen T-Zellen in der Nasenschleimhaut. Die Anzahl der
Foxp3'CD25" Treg-Zellen korreliert dabei mit der klinischen Effizienz der Therapie, was
wiederum die Annahme bestétigt, dass die allergenspezifische Toleranz durch regulatori-

sche T-Zellen induziert wird [95,96].
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1.2.5 Zytokine

Zytokine sind kleine 16sliche Proteine, die von vielen Zellarten, in der Regel als
Reaktion auf vorhergehende aktivierende Stimuli, gebildet und sezerniert werden konnen.
Uber Zytokinrezeptoren konnen sie dann sowohl lokal auf eine Nachbarzelle (parakrin)
oder die Ursprungszelle (autokrin), als auch systemisch zum Beispiel auf Zellen des Kno-
chenmarks (endokrin) wirken. Die Reichweite ihrer Wirkung hingt davon ab wie viel Zy-
tokin freigesetzt wird, wie stabil das Zytokin ist und ob es ungerichtet oder iiber eine im-
munologische Synapse an eine Zelle abgegeben wird.

Besonders zwischen den Zellen des Immunsystems spielen Zytokine eine grof3e
Rolle. So vermitteln sie zusammen mit membrangebundenen Effektormolekiilen die
T-Zellfunktionen. Im Rahmen einer allergischen Reaktion werden vorrangig Th2-Zellen
aktiviert. Das von ihnen produzierte IL-5 regt eine vermehrte Produktion von eosinophilen

Granulozyten an, welche wesentlich zur Spatphase beitragen.

1.2.6 11-33: Einordnung und Vorkommen

IL-33 ist ein Mitglied der IL-1-Zytokinfamilie. Durch seine stimulierende Wirkung
auf die Ausschiittung von Th2-assoziierten Zytokinen und Immunglobulinen unterscheidet
es sich grundsétzlich von den beiden Interleukinen IL-1f und IL-18, die ebenfalls der IL-1
Familie angehdren und zu denen IL-33 die groften Strukturhomologien aufweist. Das
IL-33 Gen ist auf Chromosom 9p24.1 lokalisiert. Ein GroBteil der Gene der IL-1-
Zytokinfamilienmitglieder finden sich, ausgenommen des IL-18 Gens, auf Chromosom 2
[97-99].

Initial schien es, als wiirde prolL.-33 (30kDa/30ku) in vitro durch Caspase-1 gespal-
ten und erst danach mit der atomaren Masse von 18kDa(/18ku) in seiner aktiven Form vor-
liegen [99,100]. Auch IL-1f und IL-18 werden durch Caspase-1 gespalten und aktiviert
[101]. Allerdings ist inzwischen mehrfach belegt worden, dass IL-33 zum einen in seiner
ungespaltenen Form freigesetzt wird und zum anderen auch das ungespaltene 1L-33 biolo-
gische Aktivitdt am ST2-Rezeptor besitzt. Caspase-1 scheint somit keine physiologische
Rolle in der Prozessierung von IL-33 zu spielen. Allerdings wurde gezeigt, dass die
Apoptose- assoziierten Caspasen-3 und -7 in der Lage sind, IL-33 zu inaktivieren. Aus
nekrotischen Zellen wird IL-33 ungespalten freigesetzt. Daraus lédsst sich schliefen, dass
IL-33 als proinflammatorisches Gefahrensignal wihrend eines pathologischen Zellscha-
dens freigesetzt wird. Im Gegensatz dazu wird es wihrend eines physiologischen Zellun-

tergangs durch die Caspasen-3 und -7 inaktiviert [102-106]. Wird IL-33 im Rahmen einer
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Entziindung freigesetzt, so scheint seine Bioaktivitdt nach Spaltung durch ebenfalls freige-
setzte neutrophile Proteasen wie der neutrophilen Elastase und Cathepsin G gesteigert zu
sein [107].

Ungespaltenes IL-33 kann sowohl extrazellulédr als proinflammatorisches Zytokin,
als auch nukledr als transkriptionsregulierender Faktor vorliegen. Letzterer findet sich vor
allem in menschlichen Endothel- und Epithelzellen. Ihm wird eine transkriptionshemmen-
de Wirkung zugeschrieben [108-111].

In arteriellen und bronchialen glatten Muskelzellen, sowie in Epithelzellen der un-
teren Atemwege ist IL-33 mRNA stetig vorzufinden. Aullerdem kénnen sowohl pulmonale
und dermale Fibroblasten als auch Keratinozyten durch TNF-a und IL-1 zur Transkripti-
on der IL-33 Gene angeregt werden. Auch aktivierte dendritische Zellen und Makrophagen
sind in der Lage, in geringem Umfang IL-33 mRNA zu erstellen [99]. Des Weiteren kon-

nen Fibroblasten nach biomechanischer Stimulation IL-33 synthetisieren [112,113].

1.2.7 ST2 Expression und Effekte von IL-33

ST2 wird vor allem auf Mastzellen und Th2-Zellen exprimiert und ist hoch homo-
log zu den ligandenbindenden Untereinheiten IL-1R1 und IL-18Ra der IL-1- und IL-18-
Rezeptor-Komplexe. Bindet IL-33 an ST2-Rezeptoren, so heterodimerisieren diese mit
dem IL-1R accessory protein [114-117]. Zellen, die ST2 exprimieren, werden in Anwe-
senheit von IL-33 iiber NF-kB und MAP-Kinasen aktiviert [99,117-119].

Obwohl bereits seit 1995 bekannt war, dass nicht IL-1, sondern ein anderes eigen-
standiges Protein als Ligand fiir den ST2-Rezeptor dient, wurde IL-33 erst 2005 explizit
als ST2-Ligand beschrieben [99,120,121].

Schon relativ lange ist die bedeutende Rolle des ST2-Rezeptors und damit auch
seines bis 2005 noch unbekannten Liganden in der Th2-Immunantwort der murinen Lun-
genschleimhaut bekannt [122]. In vitro polarisierte murine Th2-Zellen steigern nach Inku-
bation mit IL-33 die Ausschiittung der Th2-assoziierten Zytokine IL-5 und IL-13, wihrend
entsprechend behandelte Th1-Zellen weniger IFN-y ausschiitten. /n vivo steigen nach der
Behandlung von Miusen mit IL-33 die Bildung und Ausschiittung der Th2-assoziierten
Zytokine sowie das Serum IgE. Hinzu kommen Splenomegalie, Blut-Eosinophilie und Be-
cherzellhyperplasie der oberen Atemwege und des Diinndarms [99,116]. Naive CD4"
T-Zellen werden durch IL-33 Exposition zu IL-5 produzierenden T-Zellen polarisiert. In
vivo zeigt sich, dass IL-33 die IL-4-unabhdngige Entwicklung allergen-induzierter Atem-
wegsentziindungen fordert [123]. IL-33 fiihrt in humanen, Th2-polarisierten T-Zellen zu
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antigenabhéngiger und -unabhédngiger Produktion von IL-5, IL-13 und auch IFN-y, wes-
halb eine die Th1-Antwort fordernde Wirkung nicht komplett ausgeschlossen werden kann
[124]. Allerdings wirkt sowohl murines als auch humanes IL-33 nur auf Th2-Zellen
chemotaktisch, nicht auf Thl-Zellen [125]. Versuche an Maiusezelllinien haben gezeigt,
dass fiir die Thl-Immunantwort wichtige Rezeptoren, wie Interleukin-1 Rezeptor Typ I
und Toll-like Rezeptor-4, durch ST2 inhibiert werden [126,127].

Dendritische Zellen produzieren ebenfalls ST2. Werden naive CD4" T-Zellen mit
IL-33-aktivierten dendritischen Zellen inkubiert, so beginnen sie mit der Bildung und Frei-
setzung von IL-5 und IL-13. IFN-y und IL-4 werden nicht produziert. In vivo aktiviert
IL-33 dendritische Zellen wihrend der Antigenprésentation und fordert dariiber die Th2-
vermittelte Immunreaktion in allergisch-entziindlichen Lungenerkrankungen [128,129].

Auch die Wirkungen von IL-33 auf Mastzellen wurden bereits ndher untersucht.
Murine Mastzellen weisen, unabhidngig von der Bindung von IgE an den hochaffinen Re-
zeptor FceRI, eine gesteigerte Produktion von IL-13 und anderen proinflammatorischen
Mediatoren auf. Auf die Mastzelldegranulation scheint IL-33 jedoch keinen Einfluss zu
haben [130,131]. Einen positiven Einfluss hat IL-33 auch auf Uberleben, Reifung und Ad-
hésion humaner Mastzellen. AuBBerdem stimuliert IL-33 die IL-8- und IL-13- Produktion
humaner Mastzellen ebenfalls IgE-FceRI-unabhingig [132,133].

IL-33 fordert die Uberlebens- und Adhisionsfihigkeit von eosinophilen Granulozy-
ten. Des Weiteren induziert es die Produktion von IL-8 und eosinophilem Superoxid-
Anion sowie die Eosinophilendegranulation. In seinen Effekten auf eosinophile Gra-
nulozyten ist IL-33 dabei dhnlich wirksam wie IL-5 [134,135].

Des Weiteren aktiviert IL-33 basophile Granulozyten. Diese setzen nach Stimulati-
on mit IL-33 vermehrt IL-4 und IL-13 frei und verstirken die IgE-vermittelte Degranulati-
on. Basophile Granulozyten, deren Fce-Rezeptoren bereits aktiviert sind, zeigen unter
Einwirkung von IL-33 zusétzlich eine gesteigerte Expression von IL-8 und Leukotrien C4
[136].

Verschiedene nicht-hdmatopoetische Zellen sind ebenfalls im Stande ST2 zu ex-
primieren. Besonders interessant ist zum Beispiel, dass IL-33 auf Endothelzellen angioge-
nesefordernd und permeabilititssteigernd wirkt. Endo- und Epithelzellen werden durch

IL-33 angeregt IL-8 auszuschiitten [137,138].
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1.2.8 Der l6sliche IL-33-Rezeptor: sST2

Neben dem membrangebundenen ST2L [139] als Zelloberflachenrezeptor fiir IL-33
existieren drei weitere Isoformen: der 16sliche IL-33-Rezeptor sST2 sowie ST2V [140,141]
und ST2LV, zwei Varianten des ST2-Proteins. ST2LV wurde bisher nur am ST2-
Genprodukt von Hiihnern beschrieben [142]. Durch alternatives Splicen [143] und das
Nutzen von unterschiedlichen Promotorregionen im Bereich des 5’-Endes des ST2-Gens
[144] wird entweder sST2 oder ST2L produziert.

Der 16sliche ST2-Rezeptor wird von aktivierten Th2-Zell-Klonen freigesetzt [145].
Auch Mastzellen und basophile Granulozyten sind in der Lage sST2 zu produzieren
[136,146]. Freigesetztes sST2 kann - kompetitiv zu seiner membrangebundenen Form
ST2L - IL-33 binden. Dadurch wird die ST2L vermittelte IL-33-Wirkung abgemildert. Eo-
sinophilen-dominierte Entziindungsreaktionen der Atemwege sowie die IL-4- und IL-5-
Produktion werden abgeschwicht [118,122,147,148]. Demnach reguliert sST2 im negati-

ven Sinne die IL-33- mediierte Th2- vermittelte Entziindungsreaktionen.

1.2.9 IL-33 und sST2 im Zusammenhang mit Allergie

Die oben aufgefiihrten Funktionen von IL-33 weisen darauf hin, dass IL-33 zur
Entwicklung von Erkrankungen des atopischen Formenkreis beitrdgt. Zu diesen Erkran-
kungen zdhlen Asthma bronchiale, atopische Dermatitis und allergische Rhinitis. Die Un-
tersuchung endobronchialer Biopsieproben von Asthmapatienten und gesunden Kontroll-
personen ergab eine gesteigerte immunhistochemische Anféarbbarkeit von IL-33 in Bron-
chialepithelien asthmatischer Patienten. Des Weiteren zeigte sich eine positive Korrelation
der Anféarbbarkeit mit den klinischen Beschwerden [149,150]. Im Falle der akuten Exazer-
bation eines Asthma bronchiale kommt es zu einer signifikanten Zunahme der sST2-
Serumspiegel [151]. IL-33-Serumspiegel von Patienten mit atopischer Dermatitis liegen
signifikant iiber denen von gesunden Kotrollprobanden [152]. Allerdings sind die sST2-
Serumspiegel in Patienten mit atopischer Dermatitis nicht signifikant héher oder niedriger
als die von gesunden Kontrollpersonen oder Asthmatikern im anfallsfreien Intervall [146].
Diesen Untersuchungen zufolge, konnte auch bei der allergischen Rhinitis ein lokaler
Konzentrationsanstieg von IL-33 zu finden sein.

Serumuntersuchungen von Patienten mit allergischer Rhinitis sind in ihren Ergeb-
nissen uneinheitlich. Eine Erhéhung der IL-33-Serumspiegel im Vergleich mit gesunden
Kontrollpersonen wurde in Japan im Zeitraum von Mai bis Juni 2006 bei Patienten beo-

bachtet, die mit Heuschnupfen auf japanische Zedernpollen reagierten [1]. Gliick et al.
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konnten diese Ergebnisse anhand von Patienten mit Gras- und Birkenpollenallergie besta-
tigen [153]. In einer Untersuchung japanischer Patienten mit Zedernpollenallergie aus dem
Jahr 2009 lieB3 sich dahingegen in den Seren kein IL-33 detektieren [154].

In einer Verdffentlichung aus dem Jahr 2010 fanden sich in Serumproben von Bir-
kenpollenallergikern wéhrend einer Birkenpollensaison erhdhte sST2-Werte [155]. Dem-
gegeniiber steht die bereits erwidhnte Verdffentlichung von Gliick et al. aus dem Jahr 2012.
Zwischen den ST2-Serumkonzentrationen der Patienten mit allergischer Rhinitis und den
Kontrollprobanden bestanden keine signifikanten Unterschiede[153].

Erste Untersuchungen der lokalen Konzentrationen von IL-33 und ST2 in der Na-
senschleimhaut ergaben, dass sowohl die IL-33 als auch die ST2L mRNA in Schleimhéu-
ten mit allergischer Rhinitis signifikant erhoht sind [3]. Auerdem wurde ein Anstieg der
IL-33-Konzentrationen in Nasensekreten von Japanern mit Zedernpollenallergie in der Al-
lergiesaison gemessen [154]. Haenuki et al. untersuchten immunfluoreszenzmikroskopisch
die nukledre IL-33 Expression in der Nasenschleimhaut von Patienten mit allergischer
Rhinitis verglichen mit gesunden Kontrollprobanden. Die nukledre IL-33 Expression war
bei den Kontrollprobanden signifikant erhoht. Zusétzlich stellten sie fest, dass wihrend der
Pollensaison die nasale IL-33 mRNA Expression der Patienten mit allergischer Rhinitis
signifikant erhoht war. Unterstiitzt von Untersuchungen am Maus-Modell kamen sie zu
dem Schluss, dass nukledres IL-33 im Rahmen der allergischen Entziindung in den extra-
zelluldren Raum freigesetzt wird [156].

Unsere Arbeitsgruppe veroffentlichte zu diesem Thema gleichzeitig mit dieser Studie eine
nasale Provokationsstudie. In dieser zeigte sich im Anschluss an die nasale Provokation ein
zweigipfeliger Verlauf der sST2-Mengen in den Nasensekreten der Probanden mit allergi-
scher Rhinitis. Sowohl nach zehn Minuten, als auch nach fiinf und verstarkt nach 24 Stun-
den kam es zu signifikanten Anstiegen der sST2-Mengen. Im Gegensatz dazu fiihrten Kon-
trollprovokationen mit allergenfreier Verdiinnungslosung nicht zu signifikanten Verédnde-
rungen der sST2-Mengen.

Bislang gibt es keine weiteren Studien, die die lokalen IL-33- und sST2-Konzentrationen
auf der Nasenschleimhaut wihrend saisonaler allergischer Rhinitis nach natiirlicher Aller-

genexposition ndher beleuchten.

1.2.10 IL-33 und sST2 im Zusammenhang mit anderen Erkrankungen

IL-33 und sST2 werden auch in Zusammenhang mit anderen Erkrankungen ge-

bracht. So sind Verdnderungen der lokalen und zum Teil auch der systemischen IL-33

19



Freisetzung zum Beispiel in aktiver rheumatoider Arthritis und in Colitis ulcerosa be-
schrieben worden [157,158]. Fiir diese beiden Erkrankungen existieren zudem Untersu-
chungen beziiglich der systemischen sST2-Konzentrationen. Patienten mit rheumatoider
Arthritis weisen erhohte sST2-Serumspiegel auf [159]. Fiir die Colitis ulcerosa wird sST2
ebenfalls als Aktivitdtsmarker diskutiert [157,160].

AuBlerdem scheint IL-33 unter anderem auch vielfiltige protektive Auswirkungen
auf Arteriosklerose, Adipositas und Herzhypertrophie zu haben [161,162]. Gleichzeitig
erlauben Verdnderungen der sST2-Serumspiegel Aussagen zur Prognose von Patienten mit
chronischer Herzinsuffizienz [163] oder akuter Dyspnoe bei erhaltener linksventrikuldrer

Ejektionsfraktion [163,164].

1.2.11 IL-10 und IL-16 im Zusammenhang mit Allergie

1.2.11.11L-10

Nachdem man lange davon ausging, dass IL-10 hauptsidchlich zu den Th2-
assoziierten Zytokinen gehdre [165], hat man im Laufe der Jahre immer mehr IL-10-
Quellen gefunden. Dazu gehoren neben Thl-Zellen und regulatorischen T-Zellen auch
Makrophagen und dendritische Zellen. Es wurde festgestellt, dass IL-10 nicht nur die Th1-
sondern auch die Th2-Antworten ddmpfte [166-171]. IL-10 ist sogar notwendig, um die
allergische Hyperreaktivitit der Atemwege zu mindern, da die Stirkung der Thl-
Immunantwort allein dazu nicht in der Lage scheint [172,173]. CD4'CD25" regulatorische
T-Zellen und IL-10 produzierende Trl-Zellen sind im Blut von gesunden Probanden in
hoheren Anteilen vorhanden als im Blut atopischer Patienten [89,90,174]. Dariiber, ob die
Anzahl der CD4'CD25" Treg-Zellen systemisch bei allergischen Erkrankungen herab-
oder heraufgesetzt ist, existiert keine eindeutige Datenlage. Beziiglich Trl-Zellen haben
Han et al. noch vor wenigen Jahren gezeigt, dass die Anzahl dieser Zellen im Blut von Pa-
tienten mit allergischer Rhinitis herabgesetzt war [73].

Es folgten Untersuchungen iiber das Verhalten regulatorischer T-Zellen und IL-10
wihrend spezifischer Immuntherapien. Bonvalet et al. zeigten eine Herunterregulierung
der IL-10 mRNA sowohl in PBMCs einer SLIT- als auch einer Placebogruppe zwei und
vier Monate nach Beginn der Therapie. Die IL-10-Zytokinproduktion nahm jedoch nur in
der SLIT-Gruppe signifikant ab [175]. Im Gegensatz dazu verdffentlichten Lou et al.
gleichzeitig ihre Untersuchungen, nach welchen ein Jahr nach Beginn der spezifischen

Immuntherapie die IL-10-Produktion der PBMCs signifikant gesteigert war. Des Weiteren
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fanden sich signifikant mehr Tr1-Zellen unter ihnen [176]. Jutel et al. fanden heraus, dass
innerhalb der ersten 70 Tage nach Beginn einer spezifischen Immuntherapie sowohl IL-5
und IL-13 als auch IFN-y von allergenstimulierten PBMCs in immer geringeren Mengen
produziert wurden. Gleichzeitig stieg jedoch die IL-10- und TGF-B-Produktion [177].
Francis et al. fanden in einer dhnlichen Untersuchung nach lédnger durchgefiihrter spezifi-
scher Immuntherapie keine signifikanten Verdnderungen der Produktion von Thl- und
Th2-Zytokinen oder TGF-f. Es kam allerdings ebenfalls zu einer signifikant erhohten Frei-
setzung von IL-10 [95]. Die nasale Immuntherapie war sogar in der Lage die nasalen
IL-10-Konzentrationen anzuheben verglichen mit einer Placebotherapie [178].

Alles in Allem scheinen IL-10 produzierende Trl-Zellen eine wichtige Rolle fiir
die Toleranzentwicklung wihrend der spezifischen Immuntherapie zu spielen. Regulatori-
sche T-Zellen produzieren hauptsichlich IL-10 und TGF-B. CD25°CD4" Treg- Zellen pro-
duzieren hauptsichlich TGF-B. Trl-Zellen produzieren vorwiegend IL-10 (Abb. 3)
[179,180].
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Abb. 3: Regulatorische T-Lymphozyten links: Antigenprasentation durch dendritische Zellen
(DC) im Zusammenspiel mit weiteren umgebenden Faktoren induziert in nativen T-Zellen (nT) die
Differenzierung zu entweder induzierbaren regulatorischen T-Zellen (Tg) oder induzierbaren regu-
latorischen T-Zellen vom Typ 1 (;Tr1). Diese T-Zellen kénnen Entziindungsreaktionen ddmpfen. Die
Effekte werden durch ihre jeweiligen Zytokinprofile, umgebende Chemokine und Interaktionen mit
anderen Zellen vermittelt. rechts: Natirliche regulatorische T-Zellen reifen im Thymus heran. (pT:

Prakursor- T-Lymphozyt; T,: natirlicher regulatorischer T-Lymphozyt)
Modifiziert nach:
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1.2.11.2IL-16

Sowohl Gewebs- und Epithel- als auch Immunzellen sind in der Lage IL-16 zu bilden
[181,182]. Unter den Immunzellen kann IL-16 von CD4" und CD8" T-Zellen, dendriti-
schen Zellen, eosinophilen Granulozyten, Mastzellen und B-Zellen produziert werden
[183-187]. Urspriinglich war IL-16 unter der Bezeichnung LCF (fiir /leukocyte
chemoattractant factor) bekannt, da es chemotaktisch auf CD4" T-Zellen, Monozyten und

eosinophile Granulozyten wirkt [188-190]. Aufgrund dieser Eigenschaften kam man schon
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bald nach der Entdeckung dieses Interleukins dazu, seinen Zusammenhang mit allergi-
schen Erkrankungen zu untersuchen [181,191,192].

Sowohl in Histamin-stimulierten Zellkulturiiberstinden der Atemwegszellen von
Asthmapatienten als auch in BAL und Bronchialbiopsien allergenstimulierter Lungen von
Asthmapatienten lieB sich eine erhdhte IL-16 Expression nachweisen [193-195]. AuBler-
dem wurden auch in Untersuchungen atopischer Dermatits [192] sowie allergischer Rhini-
tis [196-198] signifikant erhohte IL-16 Expressionen in Proben erkrankter Probanden im

Vergleich zu gesunden Probanden gefunden.

1.3 Fragestellung

In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob IL-33 und sST2 bei Patienten mit symp-
tomatischer allergischer Rhinitis freigesetzt wird und in welcher Relation es zu weiteren
Zytokinen und den Symptomen der Patienten steht.

Bis heute fehlt es an einem vollstdndigen Verstidndnis der komplexen Mechanis-
men, die zur Ausbildung der Symptome einer allergischen Rhinitis fithren. Gegenwirtig
ergeben sich aus der Vielzahl an Zyto- und Chemokinen, die dabei eine Rolle zu spielen
scheinen bereits erste therapeutische Ansdtze, die in Zukunft die aktuellen, symptomati-
schen Therapiemoglichkeiten der allergischen Rhinitis erginzen kdnnten [199]. Dennoch
ist weitere Forschung auf diesem Gebiet unverzichtbar. Zur Identifizierung solch potentiel-
ler therapeutischer Ziele mangelt es nicht an Provokationsstudien und Untersuchungen sys-
temischer Zyto- und Chemokinkonzentrationen. Jedoch finden sich nur spérlich Studien
iiber die lokale Expression von Zytokinen und Chemokinen, besonders nicht von IL-33
und sST2, wihrend saisonaler allergischer Rhinitis durch Zellen der Nasenschleimhaut
nach natiirlicher Allergenexposition. Daher ist das Ziel dieser Arbeit, neben IL-33 und
sST2 auch die Konzentrationen von Thl-, Th2-, Thl7- und regulatorischen
T-Zellzytokinen sowie Chemokinen in Nasenlavagen von Probanden mit allergischer Rhi-
nitis wahrend der Allergiesaison mit denen von gesunden Kontrollen zu vergleichen. Die
Auswahl der Zyto- und Chemokine erfolgte dabei ganz bewusst, aufgrund ihrer bisher be-
kannten Rollen in der allergischen Entziindungsreaktion. Dariiber hinaus stellt sich die
Frage, ob sich Korrelationen zwischen den Messergebnissen und den klinischen Sympto-

men finden.
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2 Material und Methoden

2.1 Studiendesign:

Um die Frage nach der lokalen Freisetzung von IL-33 und sST2 aus Zellen der Na-
senschleimhaut zu beantworten, wurden in einer Querschnittstudie die IL-33- und sST2-
Konzentrationen aus Nasenlavagen von Probanden mit saisonaler allergischer Rhinitis und
gesunden Kontrollprobanden miteinander verglichen.

Die Studie wurde am 06.05.2010 begonnen. Vom 06.05. bis zum 04.08.2010 wur-
den aufgrund der Pollenflugsaison die Probanden mit allergischer Rhinitis untersucht. Die-
ser Zeitraum wurde gewihlt, da es sich um die Hauptflugsaison der Gréserpollen handelt
(Abb. 4). Alle Probanden mit allergischer Rhinitis reagierten im Skin-Prick-Test allergisch
auf Gréserpollen. Daraufhin erfolgte vom 05.08. bis zum 12.11.2010 die Aufnahme der

Kontrollprobanden in die Studie.

Dezemberl Januar | Februar Mai | Juni Juli August Septemberl Oktober | November
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[ vor- und Nachblite

O mogliches Vorkommen

Abb.4: Pollenflugkalender mit Markierung des Studienzeitraums fiir die Untersuchung der Pro-
banden mit allergischer Rhinitis (blau, nach Pollendaten der Stiftung Deutscher Polleninformati-
onsdienst von 2000-2007).

Die Durchfiihrung dieser Studie wurde von der Ethikkommission der Heinrich-

Heine-Universitit bewilligt (Studiennummer 3530).
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2.2 Probanden und Proben

2.2.1 Probanden

Fiir alle Probanden wurden folgende Ausschlusskriterien aufgestellt:
- Kinder & Jugendliche (<18. Lebensjahr)
- Schwangerschaft und Stillzeit
- chronische Rhinosinusitis (CRS Diagnose oder Verdacht)
- Nasenoperation in den vorausgegangenen drei Monaten
- antiallergische Medikation in den vorausgegangenen zehn Tagen (z.B. topische Steroide)
- Hyposensibilisierung gegen Pollenantigene in den vorausgegangenen drei Jahren
- klinische Milbenallergie im Sinne ganzjdhriger allergischer Beschwerden
- Medikamente gegen HIV und Depressionen, Immunsuppression
- akute Erkéltung, Infekt in den vorausgegangenen zwei Wochen

- unkontrolliertes Asthma bronchiale

Einschlusskriterien waren:
- Allergische Rhinitis mit nachgewiesener allergischer Sensibilisierung gegen Gréaser
- Einwilligung in die Studie

- mindestens drei Punkte im Summenscore der nasalen Beschwerden (siche Text)

Die Einstufung der Probanden erfolgte mit Hilfe zweier Fragebdgen. Ein Fragebo-
gen wurde speziell fiir die Studie erstellt. Der andere Fragebogen wird im Rahmen der
Anamneseerhebung in der Allergiesprechstunde der HNO-Klinik (Uniklinik Diisseldorf)
routineméfig verwendet. Des Weiteren wurde bei den Probanden ein Skin-Prick-Test
durchgefiihrt, der ebenfalls dem Standard der Allergiesprechstunde entsprach.

Die Erfassung der einzelnen klinischen Beschwerden erfolgte mittels eines vierstu-
figen-Punktescores. Die Probanden stuften ihre Symptome in einer steigernden Wertung
von ,keine* iiber ,,gering®, ,,méaBig™ bis ,,stark ein. Dabei entsprachen null Punkte der
Einstufung ,.keine* und drei Punkte ,stark (Muster im Anhang: Probandenfragebogen,
Fragebogen Allergiesprechstunde, Skin-Prick-Test Bogen). Die Punkte der vier nasalen
Beschwerden: behinderte Nasenatmung, Nasenlaufen, Niesreiz und Juckreiz in der Nase
wurden zu einem Summenscore addiert. Der Score der Gesamtstirke der allergischen Be-

schwerden blieb unverédndert mit einer moglichen Punktzahl von null bis drei.
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SchlieBlich erfolgte bei jedem Probanden eine Blutentnahme. Die daraus angefer-
tigten Differentialblutbilder der Probanden wurden fiir die Einstufung beriicksichtigt. Alle
Probanden wurden vor der Teilnahme iiber den Inhalt und den Ablauf der Studie aufgeklirt
und gaben ihr schriftliches Einverstandnis (Muster im Anhang: Einverstdndniserkldrung,

Patienteninformation).

Probanden mit allergischer Rhinitis

Insgesamt wurden 19 potentielle Probanden mit saisonaler allergischer Rhinitis ge-
screent. Fiir die Studie wurden davon 15 Probanden mit saisonaler allergischer Rhinitis
entsprechend der Ein- und Ausschlusskriterien ausgewahlt. Diese wiesen anamnestisch alle
eine saisonabhéngige Rhinitissymptomatik auf und waren im Skin-Prick-Test gegen das
Griéserpollenallergen sensibilisiert. Die acht Frauen und sieben Ménner waren im Durch-
schnitt 28,4 Jahre alt (22-52 Jahre). Alle Probanden hatten zum Zeitpunkt der Probenge-
winnung gering bis maBig ausgeprégte allergische Beschwerden, da die Probengewinnung

in der Allergiesaison im Zeitraum Mai bis Juli 2010 stattfand.

Kontrollprobanden

Insgesamt wurden 34 Probanden als mogliche Kontrollprobanden gescreent. Unter
Beriicksichtigung der Ausschlusskriterien wurden fiir die Studie 14 gesunde Probanden als
Kontrollen ausgewéhlt.

Sie wiesen keine allergischen Beschwerden auf und waren im Skin-Prick-Test we-
der gegen saisonabhingige Allergene, noch gegen perenniale oder Tierhaar-Allergene sen-
sibilisiert. Auflerdem lag bei keinem der Kontrollprobanden eine Eosinophilie vor. Die
neun Frauen und fiinf Méanner waren im Durchschnitt 29 Jahre alt (23-50 Jahre). Die Pro-

bengewinnung fand im Zeitraum August bis November 2010 statt.

2.2.2 Proben

Nasenlavage

Bei der Nasenlavage wird die Nase des Probanden mit einer 0,9% Natriumchlorid-
16sung durchspiilt. Die Losung wird fiir zehn Sekunden in der Nase gehalten und danach in
einem sterilen Becher gesammelt. Sich auf der Nasenschleimhaut befindliche Partikel, Zel-
len und Mediatoren werden so ausgespiilt. Der Ablauf wurde jedem Probanden zuvor ge-

nau erkldrt. Zur Durchfithrung wurde eine Spritze mit 10ml 0,9% Natriumchloridldsung
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aufgezogen. Zunéchst legte der Proband den Kopf in den Nacken (>30°) und schloss den
weichen Gaumen dicht gegen den Rachen (Hilfestellung fiir den Probanden: ,,Kuckuck*
sagen). Da der Proband ab diesem Zeitpunkt keine Luft mehr bekam, wurden mit der
Spritze ziigig erst in das linke, dann in das rechte Nasenloch je Sml Natriumchloridlosung
(NaCl) appliziert. Dabei wurde darauf geachtet, die Spritze nicht in Richtung des Septums
sondern in Richtung der Nasenmuscheln auszurichten. Sobald die NaCIl-Losung in das ers-
te Nasenloch gegeben worden war, wurde die Stoppuhr gestartet. Im Verlauf der folgenden
zehn Sekunden, in denen der Proband die Losung in der Nase behielt, wurde ihm ein Be-
cher in die eine Hand und ein Kosmetik-Tuch in die andere Hand gereicht. Nach den 10
Sekunden, beugte der Proband sich weit vor und hielt den Becher unter seine Nase. Sobald
keine Losung mehr in den Becher tropfte, gab der Proband den Becher ab. Die Nasenlava-
ge wurde in ein mit dem Probandennamen beschrifteten 10ml Falcon Tube umgefiillt und
daraufhin fiir ca. fiinf Sekunden kréftig geschiittelt, um Sekretfiden oder andere feste Be-
standteile zu 16sen. Bis zur Weiterverarbeitung wurde das Rohrchen in einem 4°C Kiihl-
schrank gekiihlt. Falls der Proband nicht verhindern konnte, zu schlucken, wurde trotzdem
versucht nach zehn Sekunden noch die restliche Fliissigkeit aufzufangen oder ein weiterer
Versuch nach einer Stunde begonnen. Zwischen 5 und 8ml Nasenlavage wurden pro
Durchgang zuriickgewonnen. Innerhalb von zwei Stunden wurden im Labor mit der Wei-

terverarbeitung und Aliquotierung begonnen.

Aliquotierung der Nasenlavage

Die Nasenlavagen wurden in einer Styroporbox mit Kiihlelementen in das Labor transpor-
tiert. Dort wurden sie liber fiinf Minuten mit 500xg (Beschleunigung und Abbremsung Stu-
fe 3 entsprachen zusitzlichen zwei Minuten) in einer auf 4°C vorgekiihlten Zentrifuge
zentrifugiert. Danach wurden die Nasenlavagen vorsichtig auf den Arbeitsbereich der
Biihne gestellt und aufgeschraubt. Mit einer 10ml Glaspipette wurde der Uberstand bis auf
durchschnittlich 500ul abpipettiert. Der Uberstand wurde in ein neues 10ml Falcon Tube
gegeben und fiir fiinf Minuten in einem Ultraschallbecken homogenisiert. Vor dem Ali-
quotieren wurde die Lavagefliissigkeit mehrmals geschwenkt und dann mit 1000u1 Eppen-
dorf-Pipetten in 450ul Portionen in die dafiir vorbeschrifteten 1,5ml low-bind-Tubes pipet-
tiert. Alle Tubes waren mit der Probandennummer, aber nicht mehr mit dem Namen des
Probanden, beschriftet. Die Nasenlavage-Tubes wurden in einer Kryobox im -20°C Ge-
frierschrank fiir maximal zwei Wochen gesammelt. Danach wurden die Kryoboxen dann in

-80°C Gefrierschrinken gelagert.
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Blutentnahme und Differentialblutbild

Jedem Probanden wurden 3ml EDTA-Blut entnommen. Zur Blutentnahme wurde
der Arm des Probanden gestaut und eine oberfldchliche Vene der Ellenbeuge mit dem
Butterfly-Vacutainer-Blutentnahmesystem (BD, UK) punktiert. Die verwendeten Blutent-
nahmerdhrchen waren mit einem Unterdruck versehen. Nach Einstechen der mit der Kanii-
le iiber einen Schlauch verbundenen Adapternadel in das RShrchen, saugte sich das vom
Hersteller angegebene Blutvolumen in das 3ml EDTA-Plasmardhrchen. Alle Blutrohrchen

wurden nach der Entnahme acht bis zehn Mal gewendet. Aus dem Blut wurden im Zentral-

labor der Uniklinik Diisseldorf Differentialblutbilder angefertigt.

2.3 Material

2.3.1 Technische Gerate

Die in Tabelle 1 aufgefiihrten technischen Geréte wurden im Rahmen der Studie verwen-

det (Tabelle 1).

Stoppuhr TR118

Oregon Scientific, Deutschland

Kihlschrank

Phillip Kirsch GmbH, Deutschland

Heraeus Multifuge 3 S-R

Thermo Scientific, USA

Pipettierhilfe Pipetus

Hirschmann Laborgeréate, Deutschland

Ultraschallbad Transsonic T310

Elma, Deutschland

Biihne BS 5726 NSF 49

Clean Air, Deutschland

-20er Gefrierschrank Premium NoFrost

Liebherr, Deutschland

-80er Gefrierschrank

Thermo Fisher Scientific, USA

Schdttler

Eppendorf A.G., Deutschland

Sector® Imager 6000

Meso Scale Discovery, USA

ELISA Reader DTX 880 Multimode Detector

Beckmann Coulter GmbH, Deutschland

Tabelle 1: Technische Gerate

2.3.2 Verbrauchsmaterialien

Die in Tabelle 2 aufgefiihrten Verbrauchsmaterialien wurden im Rahmen der Studie ver-

wendet (Tabelle 2).

Natriumchloridiésung 0,9% B.Braun Melsungen A.G., Deutschland

Aqua dest. B.Braun Melsungen A.G., Deutschland

PBS Gibco by Life Technologies Corporation
USA, UK, NZ

Tween 20 Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Deutschland

Spritzen (10ml, Injekt)

B.Braun Melsungen A.G., Deutschland

Urinbecher

Sarstedt A.G. und Co., Deutschland

Kosmetiktiicher (Cluo-Prestige)

Wepa Professional, Deutschland

Cellstar® Tubes (10ml, 50ml)

Greiner Bio-One, Deutschland

LowBind Tubes (0,5ml,1,5ml)

Eppendorf A.G., Deutschland

Eppendorf Research Pipetten
(200 pl, 500pl, 1000pl)

Eppendorf A.G., Deutschland

Tip One Pipettenspitzen
(100pl, 300pl, 500 pl, 1000ul)

Star Lab, Deutschland
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Eppendorf Research Pro 8-Kanal Pipette Eppendorf A.G., Deutschland

Avery Vielzwecketiketten Avery Dennison Corporation, Deutschland
Sharpie Extra Fine Tip Labmarker Sigma Aldrich, Deutschland
Stripette Stabpipetten (5ml,10ml, 25ml) Corning Incorporated, USA

BD Vacutainer® Safety-Lok™ Blood Collec- BD Vacutainer®, United Kingdom
tion Set und One Use Holder

EDTA Réhrchen (3ml) BD Vacutainer®, United Kingdom
PCR Adhesive Sheets Eppendorf A.G., Deutschland
MiniSart Filter (0,2um, 0,4pm) Sartorius A.G., Deutschland
FFP2 Mundschutz 3M Healthcare, Deutschland

Tabelle 2: Verbrauchsmaterialien

2.4 Methoden

2.4.1 MSD Multispot-Assay Systeme

Um umfangreiche Konzentrationsmessungen fiir Zytokine in Nasenlavagen durch-
zufiithren, sind hochsensitive Methoden notwendig, da aufgrund des Verdiinnungseffektes
in der Lavage-Fliissigkeit mit sehr niedrigen Konzentrationen gerechnet werden muss.

Das MSD Multispot-Assay System eignet sich durch seine hohen Sensitivititen, um
die extrem geringen Zytokinkonzentrationen in Nasenlavagen im Pikogrammbereich zu
erfassen.

Es basiert auf dem Prinzip der Elektrochemilumineszenz. In jedem Well der 96-
Well Platten befinden sich verschiedene Elektroden-Spots, die mit den capture antibodies
der Zytokine bzw. Chemokine iiberzogen sind, die gemessen werden sollen. Eine Beson-
derheit der Platten ist die Karbonoberflache. Diese weist deutlich bessere Bindungseigen-
schaften fiir biologische Materialien, wie zum Beispiel Proteine, Nukleinsduren und Zell-
membranen, auf als Plastik. So kann es auf Plastik je nach Analyt zu einer 10- bis 50-fach
erhohten Bindung kommen. Schrittweise werden die Probe, die detection antibodies und

Read Buffer T hinzugegeben.
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Abb. 5: Elektrochemilumineszenzprinzip von Meso Scale Discovery

Die detection antibodies sind mit elektrochemilumineszenzfihigen Bestandteilen
markiert. Es handelt sich um einen Ruthenium-basierten so genannten Sulfo-Tag. Dieser
Tag emittiert Licht einer Wellenldnge von 620nm. Die Emission wird durch das Anlegen
eines elektrischen Feldes induziert, bei dem das TPA (Tripropylamine) im Read Buffer T
als Elektronendonor auf das Sulfo-Tag fungiert. Der Read Buffer T schafft also die notige
chemische Umgebung, um die Elektrochemilumineszenz hervorzurufen.

Die Platte wird zur Analyse in das Sector Instrument gestellt, wo eine Spannung an
die Plattenelektroden angelegt wird. Dieser elektrische Stimulus findet nur innerhalb eines
bestimmten Abstandes zum Boden statt (~ 10um), so dass auch nur Sulfo-Tag markierte
Antikorper, die gebunden sind, angeregt werden und somit Licht emittieren (Abb. 5). Die-
ser so genannte Proximitétseffekt reduziert den Hintergrund und ist ein Grund fiir die er-
hohte Sensitivitit dieser Assays. Die Intensitéit des emittierten Lichts wird iiber eine hoch-
auflosende CCD Kamera im Sector Instrument erfasst.

Mit Hilfe der Standardkurve konnen dann die einzelnen Zytokinkonzentrationen,
sofern sie sich im linearen Bereich der Standardkurve befinden, berechnet werden. Dieser

lineare Bereich kann sich iiber bis zu 5 log-Stufen darstellen.

30



Verglichen mit ELISA bietet das Multi-Spot Assay System Vorteile. Der groB3e dy-
namische Messbereich iiber vier bis fiinf logs ermdglicht eine genaue Quantifizierung un-
verdiinnter Proben. Entscheidend fiir den dynamischen Messbereich sind die Qualitit der
Antikorper und der lineare Detektionsbereich der CCD Kamera {iber 6 log-Stufen. Die
Messbereiche des ELISA sind im Allgemeinen enger, weshalb der zuvor unbekannte Kon-
zentrationsbereich der Proben durch Austesten erst ermittelt werden muss. Dies erfordert
einen hoheren Probenverbrauch, wobei pro Well nur eine Messung erfolgen kann. Das
Multiplexen in einem Well basiert auf einer rein rdumlichen Trennung, da das emittierte
Licht von jedem Spot eine Wellenlinge von 620nm hat. Aufgrund der hohen Auflosung
der CCD Kamera, kann jedoch das emittierte Licht jedem einzelnen Spot zugeordnet wer-
den. So erfolgen bis zu 10 Messungen in einem Well gleichzeitig.

Der Vorteil des Multi-Spot Assay Systems liegt also in der Ersparnis an Probenma-
terial, da es unverdiinnt angewendet werden kann und Mengen von 25ul ausreichen, um
mehrere Zytokine gleichzeitig zu quantifizieren.

Die hohen Sensitivititen des MSD Multi-Spot Assay Systems lassen sich anhand
der lower limits of detection (LLOD) erkennen. Diese sind fiir jedes Zytokin (oder Chemo-
kin) niedrig gehalten, sodass das Assay System mit ELISA Einzelmessungen vergleichbar
ist. Die Kreuzreaktivitét liegt bei allen MSD Multiplex Assay Kits in der Regel <0,1%. Sie
wurde mit Calibratoren gemessen, in denen einzelne Zytokine zwischen 2500 und
10000pg/ml konzentriert waren. Diese hohen Konzentrationen wurden gewéhlt, um hoch-
spezifische Signale zu erhalten, sodass der Test auch bei miBigen Kreuzreaktivitéts-
Niveaus sensitiv ist. Die Kreuzreaktivitit wurde dann ermittelt, indem die Signalstirken
auf den nicht- spezifischen Punkten mit der auf dem spezifischen Punkt verglichen wur-
den. Der vom Hersteller angegebene LLOD eines Zytokins (Tabellen 3 und 4) ist die
durchschnittliche Konzentration des Signals, das 2,5 Standardabweichungen {iber der des

Null-Calibrators liegt.
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IFN-y IL-2 IL-4 IL-5 IL-10 IL-12p70 IL-13

LLOD
(pg/ml)
Tabelle 3: Vom Hersteller angegebene LLOD der Zytokine

0,55 0,43 0,16 0,07 0,51 2 1,3

Eotaxin MIP-1p Eotaxin-3 TARC IP-10 IL-8 MCP-1 MDC MCP-4

LLOD
(pg/ml)

Tabelle 4: Vom Hersteller angegebene LLOD der Chemokine

23 7,5 6,1 15 12 0,6 8 334 8,4

Ultra sensitive Kit (MSD) flr Th1- und Th2-Zytokine

Mithilfe des MSD Multispot-Assay Systems konnen die Thl Zytokine IFNy, IL-2
und IL-12p70 und die von Th2-Zellen gebildeten Zytokine IL-4, IL-5, IL-10 und IL-13
gemessen werden. Auf einer 96-Well Platte befinden sich in jedem Well bis zu zehn Elekt-
roden-Spots, die mit den capture antibodies der genannten Zytokine iiberzogen sind.

Der Assay wurde der Anleitung des Herstellers entsprechend durchgefiihrt. Das im
Kit enthaltene Diluent 2 wurde invers in die Wells pipettiert und die ganze Platte wurde
fiinf Sekunden highspeed geschiittelt. Es erfolgte eine 30 miniitige Blockierung mit dem
Diluent 2 auf dem Schiittler (700rpm) bei Raumtemperatur. Die Nasenlavage-Aliquots
wurden unmittelbar vor dem Auftragen auf die Platte fiir zwei Sekunden gevortext, um ei-
ne ausgeglichene Verteilung aller enthaltenen Partikel zu bewirken und mogliche
Wandadhirenzen zu 16sen, und bei Raumtemperatur fiir zwei Minuten bei 3000rpm zentri-
fugiert, um alle festen Bestandteile zu entfernen.

Fiir die Herstellung der Standardldosung wurde die im Kit enthaltene Calibratorld-
sung mit 0,9% Natriumchloridldsung, die zu einem Prozent BSA enthielt, zu einer Stan-
dardreihe verdiinnt. Proben, Blanks und Standard wurden im Duplikat gemessen und bei
Zimmertemperatur flir zwei Stunden auf dem Schiittler mit 700rpm inkubiert. Der detec-
tion antibody wurde ebenfalls fiir zwei Stunden mit 700rpm auf dem Schiittler bei Raum-
temperatur inkubiert. Sowohl Diluent 2 und detection antibodies als auch der Read Buffer
T wurden invers pipettiert. Die Messung fand auf dem Sector Imager 6000 der Firma Meso
Scale Discovery (MSD) statt.

Das lower limit of detection (LLOD) wurde auf das zweifache der Standardabwei-

chung oberhalb des Mean des Blanks festgelegt (Tabelle 5).

IFN-y IL-2 IL-4 IL-5 IL-10 IL-12p70 IL-13

LLOD

0,2688 | 0,1632 0,0912 0,0624 | 0,132 0,7504 0,4144
(pg/ml)

Tabelle 5: LLOD der mit dem MSD Multispot-Assay System durchgefiihrten Messungen
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Proben, deren IL-5-Messungen einen Variationskoeffizienten (CCV entspricht

calculated concentration coefficient of variation) iiber 20 hatten, wurden nachgemessen.

Ultra sensitive Kit (MSD) fir Chemokine

Sowohl die a-Chemokine (CXC) IL-8 und IP-10 als auch die 3-Chemokine (C-C)
MCP-1 und -4, Eotaxin -1 und -3, MIP-1f3, MCD und TARC konnen detektiert werden.

Der Assay wurde ebenfalls den Angaben des Herstellers entsprechend durchgefiihrt
(Tabelle 6).

Eotaxin MIP-1B Eotaxin-3 TARC IP-10 IL-8 MCP-1 MDC | MCP-4

LLOD

22 6,008 65,2 6,632 74 8,32 19,68 | 11,4 | 1528
(pg/ml)

Tabelle 6: LLOD der mit dem MSD Multispot-Assay System durchgefiihrten Messungen

Proben, deren MCP-4- oder Eotaxin-3-Messungen einen Variationskoeffizienten
(CCV entspricht calculated concentration coefficient of variation) iber 20 hatten, wurden

nachgemessen.

Ultra sensitive Kit (MSD) fur IL-16 und IL-17

Dieses Kit ist mit capture und detection antibodies fir die Zytokine IL-16 und
IL-17 ausgestattet. Auch dieser Assay wurde den Angaben des Herstellers entsprechend
durchgefiihrt (Tabelle 7). Die Anzahl der gemessenen Proben wich in diesen Féllen ab. Es
wurden alle 15 Nasenlavagen der Probanden mit allergischer Rhinitis und 11 Proben von

Kontrollprobanden gemessen.

IL-16 IL-17

LLOD

0,888 | 0,2552
(pg/ml)

Tabelle 7: LLOD der mit dem IL-16 und IL-17 Assay durchgefihrten Messungen

2.4.2 ELISA

Zum Nachweis und zur Konzentrationsbestimmung von IL-33 und sST2 wurden
ELISA-Kits der Firmen Biolegend und R&D Systems verwendet.

Der enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) basiert auf dem Sandwich- Prin-
zip. Der Boden der Wells einer Platte mit maximal 96 Wells (entsprechend zwolf 8-Well
Stripes) ist gleichméfBig mit antigenspezifischen Primédrantikdrpern, so genannten capture

antibodies, beschichtet. Diese konnen das gesuchte Protein im Sinne einer Antigen-
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Antikorperreaktion spezifisch binden. Nach Zugabe des zu testenden Probenmaterials,
kann der Primédrantikdrper sein Epitop erkennen und das Protein binden, sofern es in der
Probe enthalten ist. Im nichsten Schritt werden Sekundérantikorper, so genannte detection
antibodies, hinzugegeben. Diese erkennen ein anderes Epitop des gesuchten Proteins und
konnen an diesem mit hoher Affinitdt binden. Der Begriff des Sandwiches erklért sich hier
dadurch, dass das gesuchte Protein nun zwischen zwei Antikdrpern (Primédr- und Sekun-
dédrantikorper) gebunden ist. Der Sekundirantikdrper ist mit einem Enzym (Avidin-
Horseradish-Peroxidase) gekoppelt, welches im letzten Schritt das zuzugebende Substrat
spaltet und dadurch einen Farbumschlag ins Blaue hervorruft. Die Reaktion wird nach ei-
ner festzulegenden Zeit mittels einer Stopper-Losung beendet, wobei ein Farbumschlag ins
Gelbe stattfindet. Da die Platte zwischen den einzelnen Schritten griindlich gewaschen
wird, kann der Farbumschlag nur von gebundenen Antikdrpern bewirkt werden. Die Far-
bintensitét ist proportional zur Protein- bzw. in diesem Fall Zytokinkonzentration und kann
photometrisch in einem ELISA-Reader bei einer Wellenldnge von 450nm mit einer Refe-
renzwellenldnge von 562nm bestimmt werden. Auf die Konzentration im Probenmaterial
kann dann mit Hilfe einer gleichzeitig angelegten Standardkurve geschlossen werden. Die-
se Kurve ergibt sich aus einer Reihe Standardlosungen mit bekannten, aufsteigenden Kon-
zentrationen des Proteins, die gleichzeitig zu den Proben mit dem Versuch mitlaufen. Pro-
ben, deren sST2-Messungen einen Variationskoeffizienten (CV entspricht coefficient of

variation) iiber 20 ergaben, wurden nachgemessen.

2.4.3 Kits/gebrauchsfertige Systeme

Ultra sensitive Kit von Meso Scale Discovery (MSD) fiir die folgenden Zyto- und
Chemokine: IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-16, IL-17, Eotaxin,
Eotaxin-3, MIP-1p, TARC, IP-10, IL-8, MCP-1, MCP-4, MDC
Quantikine® ELISA Human ST2/IL-1 R4 Immunoassay

(R&D Systems Europe, Abingdon, UK)
LEGEND MAX™ ELISA Kit with Pre-coated Plates - Human 1L-33

(BioLegend, Inc., San Diego, CA, USA)
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2.4.4 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe des Programmes GraphPad Prism

(Graph Pad, San Diego, CA, USA) fiir die beiden Gruppen: allergische Rhinitis und Kon-
trollen. Zunichst wurden in jeder Gruppe jeweils die Konzentrationen fiir jedes Zytokin
mit Hilfe des d’Agostino Pearson Tests auf Normalverteilung untersucht. Lag keine Nor-
malverteilung vor, erfolgte ein erneuter Test auf Normalverteilung nach logarithmischer
Transformation der Werte.

LieB sich auch nach log-Transformation keine Normalverteilung feststellen (IFN-vy,
IL-4, IL-10, IL-17), so wurde der P-Wert mittels des nichtparametrischen Mann-Whitney
Tests (ungepaart) errechnet. Lag von Anfang an oder nach log- Transformation eine Nor-
malverteilung vor (IL-2, IL-8, IL-12, IL-13, IP-10, MDC, sST2, TARC), so wurde ein
t-Test (ungepaart, two-tailed) durchgefiihrt. Lag dann der P-Wert der Varianz <0,05, so
wurde eine Welch’s- Korrektur erginzt (Eotaxin, IL-5, IL-16, MCP-1, MCP-4, MIP-13).
Ein P-Wert von <0,05 (beidseitig) wurde als statistisch signifikant betrachtet. Die Korrela-

tionen wurden mit Hilfe des Spearman-Tests berechnet.
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3. Ergebnisse

Fiir die Untersuchung der Nasenlavagen von 15 Probanden mit saisonaler allergi-
scher Rhinitis und 14 gesunden Kontrollprobanden wurden IL-33 und sST2 ELISA sowie
auf dem Prinzip der Elektrochemilumineszenz basierende Multispot-Assays durchgefiihrt.

Alle 15 Probanden mit allergischer Rhinitis zeigten zum Zeitpunkt der Nasenlavage
klinische Symptome der allergischen Rhinitis. Alle 14 Kontrollprobanden waren zum Zeit-
punkt der Nasenlavage gesund und beschwerdefrei. Mit allen Probanden wurden die Na-
senlavagen erfolgreich durchgefiihrt. Bei einer Person aus der Gruppe der Kontrollproban-
den war ein zweiter Anlauf zur Nasenlavage eine Stunde spiter erforderlich. Bei dem ers-
ten Versuch gelang es der Person nicht, die Natriumchloridlosung in der Nase zu halten.

Die Blutentnahme war bei allen Probanden komplikationslos moglich.

3.1 Nasale Beschwerden und Gesamtstarke allergischer Be-
schwerden

Es wurden mit Hilfe der Fragebdgen vier nasale Beschwerden erfasst: behinderte
Nasenatmung, Nasenlaufen, Niesreiz und Juckreiz in der Nase. Die Probanden mit saisona-
ler allergischer Rhinitis hatten signifikant stirkere nasale Beschwerden als die Kontroll-
probanden (p<0,0001) (Abb. 6a und 6b).

Die Gesamtstérke der allergischen Beschwerden wurde ebenfalls erfragt. Alle Kon-
trollprobanden gaben hier an, keine Beschwerden zu haben. Alle Probanden mit saisonaler
allergischer Rhinitis gaben geringe bis starke Gesamtbeschwerden an (p<0,0001 nach Chi-
Quadrat) (Abb. 6a und 6¢).
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allergische Rhinitis Kontrollen

Nasale Beschwerden
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Abb. 6: Allergische Beschwerden a) tabellarische Darstellung der nasalen Beschwerden (oben)
und der Gesamtbeschwerden (unten); b) graphische Darstellung des Summenscores der nasalen
Beschwerden in Box and Whiskers (Box : Median und Perzentilen (25% und 75%); Whiskers: Mi-
nimum und Maximum); ¢) graphische Darstellung der Gesamtbeschwerden in Box and Whiskers
(Box : Median und Perzentilen (25% und 75%); Whiskers: Minimum und Maximum).
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3.2 Eosinophile Granulozyten im Differentialblutbild

Sowohl die absoluten (p=0,0019) als auch die relativen Eosinophilenzahlen
(p=0,0002) zeigten eine signifikante Erhhung auf Seiten der Probanden mit allergischer
Rhinitis (Abb. 7).

Eosinophilenzahl Eosinophile relativ
750 15
T p=0,0019 L p=0,0002
3 g
9 500 o 10
= =
g 5
£ g
@ £
0 0
a) allergische Rhinitis Kontrollen b) allergische Rhinitis Kontrollen

Abb. 7: a) absolute und b) relative Eosinophilenzahl im Blut in Box and Whiskers (Box : Median
und Perzentilen (25% und 75%); Whiskers: Minimum und Maximum).

3.3 IL-33 und sST2

IL-33 konnte weder in den Nasenlavagen der Probanden mit allergischer Rhinitis,
noch in denen der gesunden Kontrollprobanden nachgewiesen werden. Die Konzentratio-
nen aller Proben befanden sich unterhalb der Nachweisgrenze des 1L-33 ELISA (5,69
pg/ml).

Es fand sich eine signifikante Erh6hung des sST2 in den Nasenlavagen der Proban-
den mit allergischer Rhinitis verglichen mit den Nasenlavagen der Kontrollprobanden

(p=0,0018; Abb. &; Tabelle 8).
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Abb. 8: sST2-Konzentrationen in Nasenlavagen nach natirlicher Allergenexposition in Box and
Whiskers (Box : Median und Perzentilen (25% und 75%); Whiskers: Minimum und Maximum). Die
gestrichelte Linie stellt die Nachweisgrenze dar.

3.4 IL-4, IL-5 und IL-13

IL-4 fand sich in den Nasenlavagen der Kontrollgruppe signifikant erhoht
(p<0,0001). Die IL-5-Konzentrationen in den Nasenlavagen waren bei den Probanden mit
allergischer Rhinitis signifikant erhoht (p=0,0007). Der Unterschied der IL-13-
Konzentrationen war nicht signifikant, jedoch lieB sich eine Tendenz fiir erhohte Konzent-
rationen bei allergischer Rhinitis erkennen. Allerdings befanden sich nahezu alle IL-13-

Werte unterhalb des LLOD (Abb. 9; Tabelle 8).
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Abb. 9: a) IL-4-Konzentrationen, b) IL-5-Konzentrationen und c) IL-13-Konzentrationen in Na-
senlavagen nach naturlicher Allergenexposition in Box and Whiskers (Box : Median und Perzenti-

len (25% und 75%); Whiskers: Minimum und Maximum). Die gestrichelte Linie stellt die Nach-
weisgrenze dar.

3.5 IL-2, IL-12 und IFN-y

Sowohl IL-2 als auch IL-12p70 und IFN- y waren bei den Kontrollen signifikant
erhoht (p=0,0197; p=0,0139; p=0,0196). Der iiberwiegende Teil der IL-2-Konzentrationen
befand sich unterhalb des LLOD. Ein &hnliches Bild ergab sich fiir die IL-12p70-

Konzentrationen, welche sogar komplett unterhalb des LLOD lagen, und die IFN-y-
Konzentrationen (Abb. 10; Tabelle 8).
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Abb. 10: a) IL-2-Konzentrationen, b) IL-12p70-Konzentrationen und c) IFN-y-Konzentrationen in
Nasenlavagen nach natirlicher Allergenexposition in Box and Whiskers (Box : Median und
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Perzentilen (25% und 75%); Whiskers: Minimum und Maximum). Die gestrichelte Linie stellt die
Nachweisgrenze dar.

3.6 IL-10, IL-16 und IL-17

Die IL-10-Konzentrationen waren bei den Kontrollprobanden signifikant erhoht
(p=0,0174). Die IL-16-Konzentrationen waren bei den Probanden mit allergischer Rhinitis
signifikant erhoht (p=0,0379) (Abb. 11). Fiir IL-17 ergaben sich keine signifikanten Unter-
schiede, wobei sich der Grofiteil der Werte unterhalb des LLOD befand (Tabelle 8).
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Abb. 11: a) IL-10-Konzentrationen und b) IL-16-Konzentrationen in Nasenlavagen nach natirlicher
Allergenexposition in Box and Whiskers (Box : Median und Perzentilen (25% und 75%); Whiskers:
Minimum und Maximum). Die gestrichelte Linie stellt die Nachweisgrenze dar.
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3.7 Chemokine

Unter den CC-Chemokinen ergaben sich signifikant erhdhte Konzentrationen bei
den Probanden mit allergischer Rhinitis fiir Eotaxin-3 (p=0,0008), MCP-4 (p=0,0003) und
MIP-1B (p=0,0114) (Abb. 12; Tabelle 8).
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Abb. 12: a) Eotaxin-3-Konzentrationen, b) MCP-4-Konzentrationen und c¢) MIP-1p-
Konzentrationen in Nasenlavagen nach natirlicher Allergenexposition in Box and Whiskers (Box :

Median und Perzentilen (25% und 75%); Whiskers: Minimum und Maximum). Die gestrichelte Li-
nie stellt die Nachweisgrenze dar.

Die Unterschiede der Chemokine Eotaxin, IP-10, MCP-1, MDC und TARC waren
nicht signifikant.

Das CXC-Chemokin IL-8 war bei den Probanden mit allergischer Rhinitis signifi-
kant erhoht (p=0,0199; Abb. 13; Tabelle 8).
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Abb. 13: IL-8-Konzentrationen in Nasenlavagen nach natirlicher Allergenexposition in Box and
Whiskers (Box : Median und Perzentilen (25% und 75%); Whiskers: Minimum und Maximum). Die
gestrichelte Linie stellt die Nachweisgrenze dar.
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Patienten mit allergischer Rhinitis

gesunde Kontrollen

Patienten mit allergischer
Rhinitis vs.

gesunde Kontrollen

Botenstoff Median Wertebereich Median Wertebereich (p-Wert)
Eotaxin 31.73 10.78-96.54 22.28 0.0-95.67 0.2288
Eotaxin-3 327.6 28.4-1064 31.05 7.930-109.4 0.0008
IFN-y 0.15 0.05-5.75 0.25 0.14-0.42 0.0196
IL-2 0.052 0.0-0.138 0.114 0.028-0.167 0.0197
IL-4 0.142 0.099-0.306 0.334 0.143-0.596 < 0.0001
IL-5 0.243 0.061-1.21 0.083 0.06-0.112 0.0007
IL-8 3190 851.7-25216 1848 392.7-9603 0.0199
IL-10 0.152 0.0035-1.64 0.258 0.093-0.612 0.0174
IL-12p70 0.063 0.0-0.193 0.135 0.046-0.301 0.0139
IL-13 0.104 0.012-0.423 0.078 0.015-0.136 0.3996
IL-16 10.98 2.58-47.95 2.42 (n=11) 0.25-48.92 0.0379
IL-17 0.04 0-0.335 0.053 (n=11) 0-1,747 0,3361
IL-33 <5.69 im Underflow <5.69 im Underflow

IP-10 2517 766.9-28528 2327 335.8-15155 0.4925
MCP-1 68.9 41.3-119.3 76.9 7.7-149.2 0.7812
MCP-4 19.77 4.75-49.83 5.66 0.0-14.95 0.0003
MDC 1.62 0.0-14.8 0.72 0.0-5.06 0.0644
MIP-18 10.83 0.80-84.21 1.35 0.0-95.93 0.0114
sST2 22.74 8.1-61.86 9.05 2.27-29.73 0.0018
TARC 8.16 4.8-35.54 7.97 1.1-25.61 0.0985

Tabelle 8: Zytokin- und Chemokinkonzentrationen in Nasenlavage nach natiirlicher Aller-
genexposition. Alle Werte sind in Picogramm pro Milliliter angegeben. (underflow : Das Messer-

gebnis ist unterhalb der Nachweisgrenze der Messung.)

3.8 Korrelationen

temedian oberhalb des LLOD lag. Unter den gemessenen Zytokinkonzentrationen und er-

hobenen Parametern der Probanden mit allergischer Rhinitis fanden sich folgende Korrela-

tionen.

3.8.1 Nasale Beschwerden

von den Probanden angegebenen nasalen Beschwerden (Spearman r= -0,5505, p=0,0335)
(Abb. 14).

Fiir alle weiteren Zyto- und Chemokine ergaben sich keine signifikanten Korrelationen mit

den Symptomen.
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Abb. 14: Korrelation der nasalen Beschwerden mit sST2; angegeben ist der Summenscore der
nasalen Beschwerden.

3.8.2 sST2

Die sST2-Konzentrationen in den Nasenlavagen der Probanden mit allergischer
Rhinitis korrelierten mit IL-16 (r=0,5581, p=0,0306), TARC (1=0,542, p=0,0369) und IL-8
(r=0,6172, p=0,0142).

3.8.3IL-5

Die IL-5-Konzentrationen korrelierten mit den Eotaxin-3- (r=0,5929, p=0,0198) und
MCP 4- (r=0,6893, p= 0,0045) Konzentrationen sowie mit den IP-10- (r=0,6179,
p=0,0141) und TARC- (r= 0,65, p=0,0087) Konzentrationen.

3.8.4IL-16

Die IL-16-Konzentrationen korrelierten signifikant mit den Konzentrationen von
MCP-4 (r=0,6286, p=0,0121), MIP-18 (r=0,8036, p=0,0003) und IL-8 (r=0,7286,
p=0,0021).

3.8.5 Chemokine

Neben der Korrelation mit IL-5 korrelierten die Eotaxin-3 und die MCP-4-
Konzentrationen auch miteinander (r=0,8071, p=0,0003). Wie IL-5 korrelierte auch
MCP-4 mit TARC (r=0,6893, p=0,0045) und IP-10 (r=0,575, p=0,0249). IL-8 korrelierte
mit MIP-1 (r=0,7786, p=0,0006) und mit MCP-1 (r=0,5607, p=0,0297). AuBlerdem korre-
lierte TARC mit MCP-1 (r=0,5821, p=0,0228). Die Eotaxinkonzentrationen korrelierten
mit den Konzentrationen von Eotaxin-3 (r=0,5786, p=0,0238), MCP-4 (r=0,7250,
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p=0,0022) und TARC (r=0,5786, p=0,0238). Mit allen weiteren Zyto- und Chemokinen

zeigten sich keine Korrelationen.

3.8.6 Eosinophilie

Sowohl Eotaxin-3 (r=0,5916, p=0,0202) und MCP-4 (1=0,6524, p=0,0084) als auch
MIP-18 (r=0,5451, p=0,0356) korrelierten mit dem prozentualen Anteil der eosinophilen

Granulozyten in den Differentialblutbildern.
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4. Diskussion

In dieser Studie konnten wir erhdhte Konzentrationen von sST2 und einer Reihe
weiterer Zytokine und Chemokine im Nasensekret von symptomatischen Patienten mit al-
lergischer Rhinitis wéhrend natiirlicher Allergenexposition nachweisen. IL-33 war nicht
messbar. In den Nasenlavagen der Probanden mit allergischer Rhinitis iberwogen signifi-
kant die Konzentrationen von IL-5, IL-16, MCP-4, MIP-1f und IL-8 verglichen mit den
Kontrollprobanden. Die Nasenlavagen der Kontrollprobanden enthielten jedoch signifikant
hohere Konzentrationen IL-4, IL-10, IFN-y, IL-2 und IL-12. Unsignifikante Konzentrati-
onsunterschiede ergaben sich fiir IL-13, IL-17, IP-10, MCP-1, MDC und TARC. Zwischen
der Konzentration von sST2 und den Symptomen der Patienten ergab sich eine inverse,
signifkante Korrelation. Zwischen mehreren Zytokinen lieBen sich ebenfalls signifikante
Korrelationen nachweisen.

Die allergische Rhinitis ist charakterisiert durch eine Th2-Zell- assoziierte Entziin-
dungsreaktion der Nasenschleimhaut. Nach der Sensibilisierung kommt es in der Nasen-
schleimhaut als Reaktion auf jeden weiteren Kontakt mit dem Aeroallergen und durch die
Vermittlung freigesetzter Th2-Zytokine wie IL-4, IL-5 und IL-13 zu einem entziindlichen
Infiltrat aus hauptséchlich eosinophilen und basophilen Granulozyten sowie Mastzellen.
Die freigesetzten Mediatoren, im Besonderen die Zytokine und Histamin, wirken auf Drii-
sen, BlutgefiBBe und Nervenenden in der Nasenschleimhaut. Die ersten Symptome wie
Juck- und Niesreiz durch die Reizung der Nervenenden und das reflektorische Niesen tre-
ten auf. Durch Vasodilatation und eine Steigerung der Kapillarpermeabilitit kommt es zum
Austritt von Plasma in das umliegende Nasenschleimhautgewebe. Die livid-6dematdse Na-
senschleimhaut fiihrt zu nasaler Obstruktion und in Kombination mit gesteigerter glandulé-

rer Sekretion zu Rhinorrhoe.

4.1 IL-33 und sST2

Im Zentrum unseres Interesses bei dieser Studie stand die Untersuchung des Zyto-
kins IL-33 und seines 16slichen Rezeptors, sST2. Es weist bisher viel darauf hin, dass der
IL-33/ST2L Signalweg zumindest eine unterstiitzende Rolle bei der Entwicklung der aller-
gischen Rhinitis spielt, da IL-33 die Freisetzung Th2- assoziierter Zytokine bewirkt. Fiir
die Allergie relevante Zellen exprimieren den IL-33-Rezeptor ST2L. Dazu gehdren dendri-

tische Zellen, Th2-Zellen, Mastzellen, eosinophile Granulozyten und basophile Granulozy-
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ten. Diese Zellen werden durch IL-33 aktiviert [99,114,116-119,123-125,128,129,132-
136].

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass 16sliches ST2 wéhrend saisonaler al-
lergischer Rhinitis durch Zellen der Nasenschleimhaut vermehrt freigesetzt wird. Gleich-
zeitig korrelierten die sST2-Konzentrationen der Probanden mit allergischer Rhinitis nega-
tiv mit den nasalen Beschwerden. IL-33 war in den Nasenlavagen nicht messbar.

IL-33 lieB sich weder in Nasenlavagen von Probanden mit allergischer Rhinitis,
noch in denen der Kontrollprobanden messen. Ursachen hierfiir sind vermutlich die starke
Verdiinnung des Nasensekrets in der Lavagefliissigkeit und eine dafiir zu geringe Empfind-
lichkeit des ELISA (Nachweisgrenze laut Hersteller 4,14 pg/ml). Grundsitzlich scheinen
nasale Epithelzellen fahig zu sein, IL-33 zu bilden. Kamekura et al. konnten eine gesteiger-
te Expression von IL-33 mRNA in humanen nasalen Epithelzellen feststellen. Allerdings
waren sie nicht in der Lage IL-33 mittels ELISA im Uberstand der kultivierten und mit
IFNy stimulierten Zellen zu detektieren [3]. Durch die direkte Aspiration von Nasensekret,
welches im Zuge der Aliquotierung zweifach verdiinnt wurde, ist es Asaka et al. 2012 ge-
lungen, mittels ELISA signifikant erhohte IL-33-Konzentrationen in den Nasensekreten
von Patienten mit allergischer Rhinitis wahrend der Allergiesaison zu messen. Diese korre-
lierten positiv mit dem nasalen Symptomscore [154]. Dieser Zusammenhang ergédnzt sehr
gut die negative Korrelation zwischen sST2 und den nasalen Beschwerden, da sST2 als
16slicher IL-33-Rezeptor die IL-33-Wirkung antagonisieren kann. Fiihrten also hohere lo-
kale Konzentrationen von IL-33 zu einer Verstirkung der nasalen Symptome, indem sie
die Entziindungsreaktion forderten, so wére gut vorstellbar, dass die Stirke der nasalen
Symptome mit zunehmender sST2-Konzentration abnimmt.

Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe ergaben, dass sich nach Allergenprovokati-
on neben sehr hohen nasalen sST2-Mengen nur sehr niedrige IL-33-Mengen messen lies-
sen [200]. Ob eine im Vergleich zu IL-33 mehrfach hohere Konzentration des ldslichen
Rezeptors als natiirlicher Regulationsmechanismus gegen das Fortschreiten der Entziin-
dung dient, muss in weiteren Studien untersucht werden. IL-33 wire als Zytokin, dessen
16slicher Rezeptor oder Antagonist in stark erhohter Konzentration in Korpersekreten vor-
liegt, in Gesellschaft anderer Zytokine, wie zum Beispiel des RANK-Liganden (RANKL).
Osteoprotegerin (OPG) bindet RANKL und vermindert so dessen Wirkung auf Osteoklas-
ten. In Speichelproben war OPG dabei bis zu 30-fach hoher konzentriert als RANKL [201-
203]. Ein anderes Beispiel ist IL-1B. Die Konzentration des IL-1-Rezeptorantagonisten
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(IL-1Ra) in Nasensekreten nach nasaler Provokation war sogar 1000-fach hoher als die
von IL-1PB [204].

In dieser Studie konnten wir erstmals nachweisen, dass die sST2-Konzentrationen
in Nasenlavagen der Probanden mit allergischer Rhinitis nach natiirlicher Allergenexposi-
tion verglichen mit den Nasenlavagen der Kontrollprobanden signifikant erhoht waren.
Dieses Ergebnis spricht dafiir, dass 16sliches ST2 als Reaktion auf die Exposition mit na-
tirlichen Mengen allergener Pollen vermehrt in der Nasenschleimhaut freigesetzt wird.
GemailB den beschriebenen Funktionen von ST2 kdnnte es auch lokal in der Nase IL-33
blockieren und so die allergische Entziindung ddmpfen [92,148]. Eine vergleichbare Un-
tersuchung der nasalen sST2-Konzentrationen wurde bisher nicht verdffentlicht.

Es wurden jedoch Studien veroffentlicht, die sST2-Konzentrationen im Serum ver-
glichen. Diese Untersuchungen von Patienten mit allergischer Rhinitis ergaben im Ver-
gleich mit Kontrollprobanden entweder keine signifikanten Unterschiede oder eine signifi-
kante Erhohung des sST2 auf Seiten der Patienten mit allergischer Rhinitis. Dabei wurden
keine signifikanten Korrelationen mit der Symptomstérke nachgewiesen [153,155]. Se-
rumverdnderungen sind fiir die allergische Rhinitis allerdings weniger relevant als die lo-
kalen Zytokinkonzentrationen, da die lokalen Mediatoren die Zellzusammensetzung in der
Nasenschleimhaut beeinflussen und zu den typischen Symptomen fiihren.

Im Serum von Patienten mit Asthma bronchiale, welches ebenfalls eine Erkrankung
des atopischen Formenkreises darstellt, fanden sich signifikant hoéhere sST2-
Konzentrationen als in Kontrollseren. Die Konzentrationen korrelierten jedoch nur im
akuten Asthmaanfall auch mit der Schwere des Asthmaanfalls, nicht mit der Schwere des
Asthmas im Allgemeinen. Wéhrend der akuten Exazerbation des Asthma bronchiale stie-
gen die sST2-Serumspiegel weiter an. Gleichzeitige Messungen der IL-33-
Serumkonzentrationen wurden jedoch nicht durchgefiihrt. Interessant ist auch, dass die Eo-
sinophilenzahlen negativ mit den sST2-Serumkonzentrationen wahrend des akuten Asth-
maanfalls korrelierten [151,205]. Jedoch ist die sST2-Konzentration bisher weder in Lun-
genbiopsien noch in bronchoalveoldren Lavagen von Asthmapatienten untersucht worden.
Ein erster Ansatz in der Erforschung der lokalen sST2-Konzentrationen im Rahmen des
Asthma bronchiale findet sich in einem murinen Asthmamodell. Kurokawa et al. konnten
dabei, nach einer inhalativen Provokation mit Ovalbumin, die verstirkte Expression von
sST2 mRNA und Protein in Lungengewebe nachweisen [206].

Die negative Korrelation zwischen der nasalen sST2-Konzentration wéhrend aller-

gischer Rhinitis und der Stirke der nasalen Beschwerden gibt einen Anhalt fiir die entziin-
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dungsdidmpfende Funktion des nasalen sST2 im Rahmen der allergischen Rhinitis. Studien
an genetisch verdnderten Mdusen zeigen sehr gegensitzliche Ergebnisse beziiglich der
Rolle des IL-33/ST2 Signalwegs fiir die allergische Rhinitis. Dabei fiihrte die Abwesenheit
von ST2 bei Mangan et al. zu einer Verstirkung und bei Townsend et al. zu einer Ab-
schwéchung der Th2-Antwort. Untersuchungen von Hoshino et al. aus dem Jahr 1999
ergaben sogar, dass ST2 keine wesentliche Rolle fiir die Th2- und Mastzellfunktion spielte
[207-209]. Studien am Mausmodell weisen auf ein therapeutisches Potential von IL-33-
Antikorpern fiir atopische Erkrankungen hin [210,211]. SST2 koénnte demnach auch einen
therapeutischen Effekt besitzen, indem es I1L-33 blockiert [148]. Nichtsdestotrotz sind wei-
tere Untersuchungen der humanen allergischen Rhinitis notwendig, da Mausmodelle oft
das Verhalten der zu untersuchenden inflammatorischen Erkrankungen des Menschen

nicht ausreichend widerspiegeln [212].
4.2 T-Lymphozyten

4.2.1 Th2-Zytokine: IL-4, IL-5 und IL-13

Die Th2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-13 sind wesentliche Botenstoffe fiir die Ent-
wicklung der allergischen Rhinitis. Fiir IL-4 und IL-13 konnte dies jedoch in unserer Stu-
die nicht in Form signifikanter Erh6hungen in den Nasenlavagen der Probanden mit aller-
gischer Rhinitis bestdtigt werden.

Im Gegenteil: in den Nasenlavagen der Kontrollgruppe lieen sich signifikant ho-
here IL-4-Konzentrationen messen. Dies war ein iiberraschendes Ergebnis, denn in ver-
schiedenen vorhergehenden Studien wurden signifikant hohere IL-4-Konzentrationen in
den Nasensekreten von Probanden mit allergischer Rhinitis gefunden [213-215]. Benson et
al. gewannen 1996 in Schweden Nasenlavagen von Jugendlichen mit allergischer Rhinitis
sowie von gesunden Jugendlichen vor und wéhrend der Allergiesaison. Die Durchfiihrung
der Nasenlavage unterschied sich jedoch von der in dieser Studie angewandten Technik.
Physiologische Kochsalzlosung wurde mittels Sprithapplikator in die Nase eingebracht und
unmittelbar passiv wieder heraus laufen gelassen, wobei mehrere Spriihstoe notig waren,
um die gewiinschte Probenmenge zu gewinnen. Sie untersuchten die Nasenlavagen mittels
ELISA. Gegensitzlich zu unserer Studie ergab sich dabei eine signifikante Erhohung der
IL-4-Konzentration in den Nasenlavagen der Patienten mit allergischer Rhinitis innerhalb
der Allergiesaison und verglichen mit den Kontrollprobanden. Ein wichtiger Unterschied
zu unserer Studie ist jedoch, dass die Patienten der Studie von Benson et al. nicht aufge-
fordert wurden, ihre antiallergische Medikation fiir festgelegte Zeitrdume vor der Proben-

entnahme abzusetzen. Da der Pollenflug 1996 in Schweden sehr stark war, ist davon aus-
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zugehen, dass die Medikation von den meisten Patienten durchgehend eingenommen wur-
de, was zu einer Verdnderung des nasalen Zytokinmilieus gefiihrt haben kann [216].

Auch in Provokationsstudien unserer eigenen Arbeitsgruppe wurden in Nasensek-
reten von Probanden mit allergischer Rhinitis signifikante Erhohungen von IL-4 nach Al-
lergenprovokation gemessen [204,217].

Chawes et al. haben 2010 die Ergebnisse ihrer Untersuchungen von Nasensekreten,
die mit Hilfe eines synthetischen absorbierenden Materials auf der Nasenschleimhaut ge-
wonnen worden waren, veroffentlicht. Die Proben wurden mit Hilfe des gleichen Elektro-
chemilumineszenz- Versuches wie in unserer Studie untersucht. Das Ergebnis fiir IL-4 war
nicht signifikant. Die Mediane der Patientengruppe und der Kontrollprobandengruppe wa-
ren gleich (0,1pg/ml). Allerdings erreichte der Wertebereich der Kontrollen mit
0,05-0,8 pg/ml hohere Werte als der Wertebereich der Probanden mit allergischer Rhinitis

mit 0-0,3 pg/ml. Insgesamt bewegen sich die IL-4-Konzentrationen aus unserer Studie und
der Studie von Chawes et al. in gleichen Dimensionen [218]. Diese Daten stellen die Zu-
verlassigkeit der gewihlten Nachweismethode fiir dieses Zytokin in Frage.

Groger et al. veroffentlichten 2012 eine Studie, in der sie mittels eines auf Fluores-
zenz basierenden, humanen Cytokin 17-plex Assays unter anderem IL-4 in Nasensekreten
von Rhinitispatienten und gesunden Kontrollprobanden mallen. Dabei verglichen sie die
perenniale allergische Rhinitis mit der nicht-allergischen Rhinitis mit eosinophilem Syn-
drom, welche iiber einen negativen Skin-Prick-Test und hohe ECP (eosinophiles kationi-
sche Protein) Konzentrationen in den Nasensekreten, unter Ausschluss des Vorliegens an-
derer sinunasaler Erkrankungen, definiert worden war. Die Nasensekrete wurden mit ab-
sorbierender Watte aus dem mittleren Nasengang gewonnen. Es stellte sich heraus, dass
die IL-4-Konzentrationen in den Nasensekreten der Patienten mit nicht-allergischer Rhini-
tis signifikant gegeniiber derer der Kontrollgruppe erhoht waren. Allerdings fand sich kein
signifikanter Unterschied zwischen den Kontrollprobanden und den Patienten mit perenni-

aler allergischer Rhinitis [219].
IL-4 spielt eine wichtige Rolle in der Entwicklung von Th2-Immunantworten.

Nichtsdestotrotz scheint sich die Th2-Immunantwort auch ohne IL-4 ausbilden zu kdnnen.
IL-4 wird hauptsidchlich von Th2-Zellen [220,221] und Mastzellen [222,223] produziert.
Doch ist schon seit Lidngerem bekannt, dass nicht nur IL-4 in der Lage ist Th2-
Immunantworten zu induzieren [224]. Am Mausmodell zeigte sich, dass eine starke Ein-
schriankung der Fihigkeit CD4" T-Zellen IL-4 zu produzieren, keine Auswirkung auf die
Produktion anderer Th2-Zytokine zu haben scheint [225]. So sind heute neben IL-33 auch
IL-25 und TSLP als Zytokine bekannt, die die Th2-Immunantwort férdern [226]. Die An-

wesenheit von IL-25 und IL-33 stimuliert zum Beispiel eine erst seit wenigen Jahren ge-
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nauer beschriebene Zellart, die Nuozyten [227]. Diese Zellen produzieren darauthin ver-
mehrt IL-5 und IL-13, jedoch nicht IL-4. Die Relevanz von Nuozyten fiir die allergische
Entziindung wird zur Zeit immer ofter diskutiert und bleibt bis auf Weiteres offen [228-
231].

AuBerdem konnten Kurowska-Stolarska et al. zeigen, dass mit CD3-Antikorpern
aktivierte CD4" T-Zellen aus humanem Nabelschnurblut nach IL-33 Stimulation signifi-
kant hohere Mengen an IL-5 und IL-13, jedoch nicht an IL-4 oder IFN- v produzierten
[123].

Diese Ergebnisse zeigen, dass nasale IL-4-Konzentrationen wihrend allergischer
Rhinitis nicht unbedingt erhoht sein miissen, erkldren jedoch nicht die signifikante Erho-
hung der IL-4-Konzentration in den Nasenlavagen der Kontrollprobanden. Allerdings kon-
nen IL-4- Konzentrationen und Messmethoden von multiplen Faktoren beeinflusst werden.
Die signifikant erhohte Expression von IL-4-Rezeptoren auf Zellen der Nasenschleimhaut
nach Allergenprovokation bei allergischer Rhinitis stellt einen dieser Faktoren dar [232].
Neben den membranstindigen IL-4-Rezeptoren gibt es auch 16sliche 1L-4-Rezeptoren. Die
Affinitdt von IL-4 zu seinem membrangebundenen Rezeptor ist hoher als die zu seinem
l6slichen Rezeptor. Die l6slichen Rezeptoren scheinen in Nasensekreten von gesunden
Kontrollprobanden verglichen mit Probanden mit saisonaler allergischer Rhinitis generell
erhoht zu sein. Bei Probanden mit allergischer Rhinitis kommt es jedoch innerhalb der Sai-
son nasal zu einem sIL-4R-Anstieg [233,234].

Des Weiteren ist eine alternative Splicingvariante von IL-4 bekannt, IL-482, wel-
che IL-4 regulierende Wirkung zu besitzen scheint und dessen Rolle fiir allergische Er-
krankungen noch nicht vollends geklart ist [235-237]. Es ist moglich, dass der Elektro-
chemilumineszenz-Versuch, der zur Messung der Zyto- und Chemokine verwendet wurde,
nicht zwischen IL-4 und seiner Splicingvariante unterscheiden kann.

Aus der Vielzahl an beeinflussenden Faktoren ergibt sich eine Komplexitit, die in
Zukunft weitere und umfassendere Untersuchungen dieses wichtigen Th2-Zytokins erfor-

dern.

Die IL-13-Konzentrationen zeigten in unserer Studie keinen signifikanten Unter-
schied. Allerdings lie} sich ein Trend zu hoheren IL-13-Konzentrationen in den Nasenla-
vagen der Probanden mit allergischer Rhinitis erkennen. Dabei lagen nahezu alle gemesse-
nen Werte unter der Nachweisgrenze (genauer unter dem lower limit of detection, LLOD).
Schon vor Jahren wurde gezeigt, dass IL-13 bei allergischen Erkrankungen auch im Serum
erhoht ist. Dies wurde als Argument fiir die systemische Natur der allergischen Entziin-
dung der Nase benutzt. Die Plasmakonzentrationen von Patienten mit allergischem Asthma

waren verglichen mit gesunden Kontrollprobanden signifikant erhoht [238].
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In einigen Studien hatte man periphere mononukleédre Blutzellen (PBMCs) von Pa-
tienten mit saisonaler allergischer Rhinitis und von Kontrollprobanden mit Allergenen sti-
muliert und danach die IL-13-Konzentrationen in den Zelliiberstinden gemessen. Die
IL-13-Konzentrationen in den Zelliiberstinden der PBMCs der Patienten mit saisonaler
allergischer Rhinitis stiegen im Vergleich signifikant starker an [239,240].

Obwohl IL-13 zu den klassischen Th2-Zytokinen gehort, stand es in Untersuchun-
gen liber Zytokinkonzentrationen wéhrend der saisonalen allergischen Rhinitis oft eher im
Hintergrund, weshalb es nur wenige Verdffentlichungen dariiber gibt. Nach nasalen Aller-
genprovokationen kam es zu deutlich verstdrkter Expression von IL-13 mRNA in Zellen
der Nasenschleimhaut [241,242]. Erin et al. fiihrten bei Patienten mit saisonaler allergi-
scher Rhinitis Nasenlavagen vor und nach nasaler Allergenprovokation durch. Im Unter-
schied zu unserer Studie erfolgte die Lavage mit kdrperwarmer phosphatgepufferter Koch-
salzlosung (PBS) fiir 30 Sekunden. Unter zuvor mit Placebo therapierten Probanden fand
sich etwa sechs Stunden nach der Allergenprovokation der Hohepunkt des allergenindu-
zierten IL-13-Konzentrationsanstiegs [243]. In einer fritheren Provokationsstudie unserer
Arbeitsgruppe konnten wir ebenfalls einen IL-13-Konzentrationsanstieg in Nasensekreten
mit dem Hohepunkt fiinf Stunden nach der Allergenprovokation zeigen [244].

Die Veroffentlichung von Chawes, in der IL-13 in Nasensekreten wihrend allergischer
Rhinitis gemessen wurde, bestdtigt, was sich in unserer Untersuchung unterhalb des LLOD
nur andeutet. Das nasale IL-13 war in den Proben der Probanden mit allergischer Rhinitis
signifikant hoher konzentriert [218]. Groger et al., die auch Nasensekrete untersuchten,
fanden ebenfalls keinen signifikanten Unterschied zwischen den IL-13-Konzentrationen
der Nasensekrete der Kontrollprobanden und denen der Patienten mit allergischer Rhinitis

[219].

Die IL-5-Konzentrationen in den Nasenlavagen waren bei den Probanden mit aller-
gischer Rhinitis signifikant erhoht. Benson et al. untersuchten ebenfalls IL-5. In ihrer Stu-
die stellten sie fest, dass sich sowohl bei Patienten mit allergischer Rhinitis als auch bei
den Kontrollprobanden die nasalen IL-5-Konzentrationen innerhalb der Saison erhoéhten.
Nach ihren Messungen bestand kein signifikanter Unterschied zwischen den Konzentratio-
nen innerhalb der Allergiesaison. Demnach konnte ein Kritikpunkt an unserer Studie der
zeitliche Abstand zwischen der Probengewinnung der Probanden mit allergischer Rhinitis

von Mai bis Juni 2010 und der der Kontrollprobanden von August bis November 2010
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sein. Um dies zu entkréften, wére jedoch eine weitere Studie, in der der besagte zeitliche
Abstand nicht besteht, erforderlich.

Eine Verdffentlichung aus dem Jahr 1995 zeigte keine signifikanten Unterschiede in der
IL-5 mRNA Expression zwischen Probanden mit saisonaler allergischer Rhinitis und ge-
sunden Kontrollprobanden [245]. Dagegen sprechen allerdings andere Verdffentlichungen,
wie zum Beispiel die von Durham et al. aus dem Jahr 1992. 24 Stunden nach nasaler Al-
lergenprovokation war die IL-5 mRNA Expression in der Nasenschleimhaut signifikant
gegeniiber der nach Provokation mit einer Kontrolllosung erhoht [51]. Masuyama et al.
stellten Entsprechendes fest, als sie die IL-5 mRNA Expression auflerhalb der Saison mit
der innerhalb der Saison verglichen. Die Anzahl der IL-5 mRNA exprimierenden Zellen
stieg in den Nasenschleimhautbiopsien der Patienten, die wiahrend der Saison nur ein Pla-
cebo-Nasenspray verwendeten, signifikant an. Im Gegensatz dazu waren die Verdnderun-
gen in der Pollensaison nach Verwendung von Fluticason-Nasensprays nicht signifikant
[246]. Die IL-5 mRNA Expression scheint demnach im Rahmen einer allergischen Rhinitis
anzusteigen.

Eine Reihe von Verdffentlichungen haben gezeigt, dass IL-5 in Nasensekreten von
Probanden mit saisonaler allergischer Rhinitis auch vermehrt freigesetzt wird. In Nasen-
sekreten von 24 Patienten mit saisonaler allergischer Rhinitis und acht gesunden Kontroll-
probanden wurden von Kramer et al. die IL-5-Konzentrationen mittels ELISA gemessen.
Die Nasensekrete wurden mittels Baumwollpldttchen gewonnen, welche fiir fiinf Minuten
in die vordere Nasenhaupthohle eingelegt worden waren. Die IL-5-Konzentrationen in den
Nasensekreten der Patienten mit allergischer Rhinitis waren gegeniiber denen der Kon-
trollprobanden signifikant erhoht [247]. Im Rahmen einer Studie, in der der Zusammen-
hang zwischen der Symptomstirke bei allergischer Rhinitis, nasaler Eosinophileninfiltrati-
on und Zytokinzusammensetzung untersucht wurde, haben Ciprandi et al. auch IL-5 in Na-
senlavagen mittels ELISA gemessen. Die IL-5-Konzentrationen der Nasenlavagen der Pa-
tienten mit saisonaler allergischer Rhinitis waren signifikant hoher als die der Kontrollpro-
banden. Obwohl die Messmethode fiir IL-5 in dieser Studie eine andere war, kommt das
Verfahren der Nasenlavage dem in unserer Studie angewandten sehr nah. Die Konzentrati-
onsbereiche aus der Ver6ffentlichung von Ciprandi et al. bewegen sich jedoch in héheren
Dimensionen [214,248]. Chawes et al., die die Zytokinkonzentrationen aus Nasensekreten
einer Gruppe allergischer Rhinitis Patienten mit einer Gruppe Kontrollprobanden vergli-
chen hatten, stellten ebenfalls eine signifikante Erhéhung der IL-5-Konzentrationen auf

Seiten der Patienten mit allergischer Rhinitis fest. Sie verwendeten den gleichen Elektro-
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chemilumineszenz-Versuch, der auch in unserer Studie genutzt wurde. Die Nasensekrete
wurden hier nicht durch Nasenlavagen gewonnen, sondern mit Hilfe eines synthetischen,
absorbierenden Streifens, der auf die Nasenschleimhaut aufgelegt wurde [218]. Die IL-5-
Ergebnisse von Groger et al. stimmen damit {iberein, da die IL-5-Konzentrationen in den
Nasensekreten der Patienten mit perennialer allergischer Rhinitis ebenfalls signifikant ho-
her waren [219].

In den Provokationsstudien von Erin et al. hat sich im Vergleich zwischen steroid-
therapierten und placebotherapierten Patienten mit allergischer Rhinitis gezeigt, dass die
IL-5 Antwort nach nasaler Allergenprovokation durch vorige Steroidgabe abgeschwicht
werden kann. Die Gabe von Placebo verhinderte einen Anstieg der IL-5-Konzentrationen
in den Nasenlavagen nicht [215,243]. Provokationsstudien unserer Arbeitsgruppe bestéti-
gen diesen IL-5-Anstieg bereits wenige Stunden nach der nasalen Provokation [200]. Die
IL-5-Ergebnisse unserer Studie bestdtigen daher die in vorhergehenden Untersuchungen
entwickelten Theorien der Relevanz der IL-5 Freisetzung durch Zellen der Nasenschleim-

haut fiir die Entwicklung und den Verlauf einer allergischen Rhinitis.

4.2.2 Th1-Zytokine: IL-2, IL-12, IFN-y

Die IL-2-, IL-12p70- und IFN-y-Konzentrationen waren in den Nasenlavagen der
Kontrollprobanden signifikant erhoht. Dabei befand sich der Grofteil aller gemessenen
Konzentrationen jedoch unterhalb des LLOD. Diese Ergebnisse passen sehr gut in das be-
stehende Bild der Imbalance zwischen Th2- und Th1-Zytokinen bei der allergischen Rhini-
tis. In der Spétreaktion der allergischen Rhinitis kommt es demnach in Folge der Th2-
Zellaktivierung in der Nasenschleimhaut zu einem Anstieg der Zellen, die die mRNA Th2-
assoziierter Zytokine, jedoch nicht Thl-assoziierter Zytokine, exprimieren [51].

Benson et al. fanden in ihrer 1997 veroffentlichten Studie heraus, dass in Nasenla-
vagen von gesunden Kontrollprobanden die IFN-y-Konzentrationen innerhalb der Pollen-
saison sehr stark ansteigen. Wihrenddessen blieben die IFN-y-Konzentrationen in den Na-
senlavagen der Patienten mit saisonaler allergischer Rhinitis vor und in der Saison fast un-
veridndert. Dadurch lagen die IFN-y-Konzentrationen der Kontrollgruppe innerhalb der
Pollensaison signifikant iiber denen der Gruppe mit allergischer Rhinitis [216]. Dies hat
sich auch in den Untersuchungen der Nasenlavagen von Ciprandi et al. aus dem Jahr 2004
bestitigt [214].

Andere vergleichende Untersuchungen erbrachten zwar keine signifikanten Unter-

schiede der IL-2, IL-12p70- oder IFN-y-Konzentrationen in Nasensekreten von Probanden
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mit allergischer Rhinitis im Vergleich mit Kontrollprobanden, allerdings lieen sich dhnli-
che Tendenzen erkennen [213,218]. Die Veroffentlichung von Erin et al. aus dem Jahr
2005 ist eine der wenigen, in denen IL-2, IL-12p70 und IFN-y in Nasensekreten und Na-
senlavagen von Patienten mit saisonaler allergischer Rhinitis nach einer nasalen Provoka-
tion bestimmt wurden. Die Konzentrationen aller drei Zytokine zeigten im Verlauf nach
der Provokation keine signifikanten Verdnderungen. Dahingegen zeigten die
Th2-Zytokine, IL-4, IL-5 und IL-13, signifikante Konzentrationsanstiege nach der nasalen
Allergenprovokation [215]. AuBlerdem wurde IFN-y in den Zelliiberstinden allergenstimu-
lierter PBMCs gemessen. In den Zelliiberstinden von PBMCs nicht atopischer Patienten
waren die IFN-y-Konzentrationen signifikant erhdht verglichen mit Zelliiberstinden von
PBMCs atopischer Patienten [249]. Ahnliche Ergebnisse haben die Untersuchungen von
allergenspezifischen =~ Th-Lymphozyten hervorgebracht.  Allergenspezifische CD4"
T-Lymphozyten von nicht atopischen Individuen produzierten IFN-y jedoch kein bzw.
kaum IL-4, wéhrend allergenspezifische T-Lymphozyten von atopischen Individuen IL-4
bildeten, jedoch kein IFN-y [250,251].

Studien zur spezifischen Immuntherapie (SIT) untermauern die Imbalance zwi-
schen Th1- und Th2-Zytokinen bei Patienten mit allergischer Rhinitis zusétzlich. Wéhrend
der allergenspezifischen Immuntherapie wird das Immunsystem des Patienten mit einer
zunehmenden Dosis des Allergens konfrontiert, gegen das der Patient allergisch ist. Ziel ist
es, dass sich eine Immuntoleranz gegen das Allergen entwickelt. Es konnte bereits gezeigt
werden, dass die Immuntherapie der allergischen Rhinitis zu lokalen Verdnderungen der
Zytokinverhiltnisse fiihrt. Die Zellen, die IFN-y mRNA produzierten, fanden sich signifi-
kant vermehrt in der Nasenschleimhaut von immuntherapierten Patienten verglichen mit

Placebogruppen [252,253].

4.2.3 Das regulatorische T-Zell-Zytokin: IL-10

Angesichts gegenwdrtiger Fragestellungen iiber den Zusammenhang zwischen Im-
muntoleranz und IL-10 produzierenden regulatorischen T-Zellen ist das Ergebnis der
IL-10-Konzentrationen auf allergisch entziindeter Nasenschleimhaut besonders interessant.

Im Gegensatz zu den wenigen zuvor verdffentlichten Untersuchungen, in denen na-
sale IL-10-Konzentrationen von Gesunden mit denen von Probanden mit allergischer Rhi-
nitis verglichen wurden, zeigten sich in unserer Studie erstmals erhdhte IL-10-
Konzentrationen in den Nasenlavagen gesunder Kontrollprobanden. In diesem Punkt un-

terscheiden sich unsere Ergebnisse von denen von Benson et al.. Die IL-10-
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Konzentrationen waren in den Nasensekreten der Jugendlichen mit saisonaler allergischer
Rhinitis wihrend der Pollensaison signifikant hoher als in den Nasensekreten der gesunden
Jugendlichen [216]. In Nasensekreten, die mit Hilfe einer zwischen unterer Nasenmuschel
und Septum geklemmten Gaze gewonnen worden waren, wurden von Scavuzzo et al. Zy-
tokinkonzentrationen mittels ELISA gemessen. Die nasalen IL-10-Konzentrationen der
Patienten mit allergischer Rhinitis lagen dabei signifikant iiber denen der Kontrollproban-
den. Es muss erwidhnt werden, dass im Unterschied zu unserer Studie, neben intermittie-
render auch persistierende symptomatische allergische Rhinitis untersucht wurde [213]. In
den Untersuchungen von Chawes et al. ergaben sich im Vergleich der Nasensekrete von
Kindern mit allergischer Rhinitis mit denen gesunder Kinder keine signifikanten Unter-
schiede [218].

Akdis et al. konnten eine erhdhte Anzahl allergenspezifischer IL-10 produzierender CD4"
T-Zellen unter den PBMCs nicht atopischer Probanden im Vergleich mit atopischen Pro-
banden nachweisen. Diese IL-10 produzierenden T-Zellen waren in der Lage IL-4 produ-
zierende allergenspezifische T-Zellen zu hemmen. Dieser hemmende Effekt war durch die
Blockade von IL-10 und TGF-f riickgdngig zu machen [89]. Es handelte sich um regulato-
rische T-Zellen, genauer um Trl-Zellen.

In der Nasenschleimhaut kann IL-10 nicht nur von T-Lymphozyten sondern auch
von Epithel- und Endothelzellen produziert werden. Muller et al. verdffentlichten 2007 ei-
ne Provokationsstudie, in der sie die IL-10 Expression in Nasenschleimhautbiopsien von
Patienten mit Hausstaubmilbenallergie und Kontrollprobanden nach nasaler Allergenpro-
vokation verglichen. Die IL-10 Expression war in den differenzierten Epithelschichten der
Nasenschleimhautbiopsien der Patienten mit allergischer Rhinitis 24 Stunden nach der Al-
lergenprovokation signifikant hochreguliert. Je weniger IL-10 jedoch vor der nasalen Pro-
vokation exprimiert worden war, desto stirker waren die nasalen Symptome, wie Rhinor-
rhoe [254,255]. Zusammengenommen konnten die erhdhten IL-10-Konzentrationen in den
Nasenlavagen der Kontrollgruppe, die wir feststellen konnten, eine Suppression der Th2-
Zellen mitbewirkt haben. Dies konnte mit ein Grund dafiir sein, dass diese gesunden Kon-

trollprobanden eben nicht sensibilisiert sind.

4.2.4 Das Th17-Zytokin: IL-17

Der Unterschied der IL-17-Konzentrationen in den Nasenlavagen beider Gruppen
war nicht signifikant. Zudem befanden sich die meisten Werte unterhalb der Nachweis-

grenze (LLOD).
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Es war wichtig die IL-17-Konzentrationen zu messen, da in jiingster Vergangenheit
begonnen wurde, auch die potentielle Rolle der Th17-Zellen fiir die allergische Rhinitis zu
diskutieren. Neben den Verdffentlichungen von Ciprandi et al. {iber den Zusammenhang
erhohter, systemischer IL-17-Konzentrationen und erhdhter Anzahlen CD4'TL-17"
T-Zellen bei Birkenpollenallergikern mit der Symptomstirke der allergischen Rhinitis
[66,67,69], gibt es kaum Studien, die die nasalen IL-17-Konzentrationen beleuchten. Unse-
re Arbeitsgruppe konnte in einer Provokationsstudie einen signifikanten Anstieg der nasa-
len IL-17-Konzentrationen besonders fiinf Stunden nach der nasalen Provokation feststel-
len [217]. Die unsignifikanten Ergebnisse der Nasenlavagen nach natiirlicher Allergenex-
position entsprechen dem nicht. Allerdings fanden auch Klemens et al. in ihren 2007 verof-
fentlichten Untersuchungen von Nasensekreten keine signifikanten Unterschiede der IL-
17-Konzentrationen. Sie verglichen Patienten mit saisonaler allergischer Rhinitis wéhrend
der Saison mit gesunden Kontrollprobanden [71]. AuBlerdem lie sich in Nasenschleim-
hautproben von Patienten mit allergischer Rhinitis keine signifikant hohere I1L-17 Expres-
sion feststellen als in Nasenschleimhautproben von Kontrollprobanden [72]. Uber die Re-
levanz der IL-17 Expression fiir die allergische Rhinitis herrscht weiterhin Unklarheit. Die
bisher erzielten Ergebnisse sollten jedoch dazu anregen, der Rolle dieses Zytokins und der

Th17-Zellen im Zusammenhang mit allergischer Rhinitis weiter auf den Grund zu gehen.

4.2.5 Ausblick: T-Lymphozyten

Gegenwdrtig ist das in dieser Studie gemessene Th2-Zytokinprofil der Nasenlavagen
nur teilweise nachvollziehbar. Es ist wahrscheinlich, dass die chronisch niedrigdosierte,
natiirliche Allergenexposition ein anderes Zytokinprofil hervorruft, als zum Beispiel eine
hoch dosierte, nasale Allergenprovokation. In der unmittelbaren Vergangenheit wurden
zunehmend mehr T-Helfer-Zellarten benannt und aktuell wird versucht diese zu definieren.
In Anbetracht dessen ist es wahrscheinlich, dass sich das bekannte Spektrum der T-Zell-
Immunantworten in Zukunft weiter verdndern und noch erweitern wird. Aulerdem unter-
stiitzen unsere Ergebnisse die Theorie, dass weitere Einflussfaktoren wie das IL-33 mit
seinem loslichen Rezeptor eine Rolle fiir die Entwicklung allergischer Nasenschleim-
hautreaktionen spielen. Wie wichtig diese Rolle wire, konnte ebenfalls von Dauer und In-

tensitdt der Allergenexposition abhingen.
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4.3 IL-16

Das Ergebnis, dass die IL-16-Konzentrationen bei den Probanden mit allergischer
Rhinitis signifikant erhoht waren, unterstiitzt vorhergegangene Veroffentlichungen tiber
IL-16 im Zusammenhang mit allergischer Rhinitis.

Fiir eine Doppelblindstudie untersuchten Pullerits et al. Nasenschleimhautbiopsien
der unteren Nasenmuscheln von 16 Patienten mit saisonaler allergischer Rhinitis und fan-
den dabei auBlerhalb der Pollensaison signifikant mehr IL-16- positive Zellen als in den
Nasenschleimhautbiopsien der fiinf gesunden Kontrollprobanden. Wahrend der darauffol-
genden Saison erhielten acht Patienten mit allergischer Rhinitis ein nasales Glukokortikoid
und acht ein nasales Placebo. Nachdem erneut Biopsien von den Patienten gewonnen wor-
den waren, zeigte sich ein signifikanter Anstieg der IL-16 Expression in den Biopsien der
mit Placebo therapierten verglichen mit den steroidtherapierten Patienten. Allerdings fehlte
der erneute Vergleich mit Nasenschleimhautbiopsien der Kontrollprobanden innerhalb der
Saison [197]. Karaki et al. entnahmen fiir ihre 2005 verdffentlichte Studie ebenfalls Nasen-
schleimhautbiopsien in einer vergleichsweise grofen Studienpopulation. Diese bestand aus
48 Patienten mit allergischer Rhinitis, davon 20 mit saisonaler allergischer Rhinitis als Re-
aktion auf Pollen der japanischen Zeder, und 21 gesunden Kontrollprobanden. Die Biop-
sien wurden immunhistochemisch untersucht. In den Nasenschleimhautbiopsien der Kon-
trollprobanden konnten Karaki et al. keine IL-16 Expression feststellen. Neben IL-16 ex-
primierenden Immunzellen fanden sich interessanterweise auch IL-16 exprimierende Drii-
senzellen in den Nasenschleimhéuten der Patienten mit allergischer Rhinitis. Dies kdnnte
ein Hinweis darauf sein, dass das in den Nasenlavagen gefundene IL-16 zum Teil von den
nasalen Driisenzellen sezerniert wurde [198]. Auch Kramer et al. konnten in mittels
Baumwollplittchen gewonnenen Nasensekreten einen Anstieg der IL-16-Konzentrationen
fiinf Stunden nach nasaler Allergenprovokation messen [196]. In den von Terada et al. ge-
wonnenen Nasenlavagen konnten eine halbe Stunde und acht Stunden nach nasaler Aller-
genprovokation signifikant erhohte IL-16-Konzentrationen gemessen werden [256]. 24
Stunden nach nasaler Allergenprovokation lie3 sich aulerdem eine signifikant erhdhte IL-
16 mRNA Expression in Nasenschleimhautbiopsien von placebotherapierten Patienen im
Vergleich mit glukokortikoidtherapierten Patienten nachweisen [257]. Demnach ist IL-16
neben IL-5 in der Spitphasereaktion der allergischen Rhinitis vermutlich ein wichtiger
Faktor fiir den Einstrom der eosinophilen Granulozyten aber auch anderer Immunzellen in

die Nasenschleimhaut.
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4.4 Chemokine

Unter den CC-Chemokinen ergaben sich signifikant erhhte Konzentrationen bei den
Probanden mit allergischer Rhinitis fiir Eotaxin-3 (p=0,0008), MCP-4 (p=0,0003) und
MIP-1B (p=0,0114). Besonders interessant ist, dass die Unterschiede fiir die Chemokine
Eotaxin-1 und MCP-1 nicht signifikant waren. Eotaxin und Monozyten-chemoattraktives
Protein (MCP) weisen hohe strukturelle und funktionelle Ahnlichkeiten auf, weshalb sie
als eine Subgruppe der CC-Chemokine betrachtet werden konnen [258].

Sowohl Eotaxin-1 bis -3 als auch MCP-1 bis -4 kdnnen — wie einige weitere Chemo-
kine — an den CC-Chemokinrezeptor CCR3 binden und so auf ihre CCR3-exprimierenden
Zielzellen chemotaktisch wirken. Zu diesen Zellen gehoren hauptsichlich eosinophile und
basophile Granulozyten, Mastzellen und Th2-Zellen. Es ergibt sich ein Spektrum aus be-
sonders allergierelevanten Immunzellen, welches nahelegt, dass die CCR3-Liganden einen
wichtigen Einflussfaktor fiir die Ausbildung allergischer Entziindungen und den damit ein-
hergehenden zelluldren Infiltraten darstellen [259]. So wurde zum Beispiel eine gesteigerte
Expression von Eotaxin und CCR3 mRNA und Proteinen bereits in Bronchialschleimhau-
ten von Patienten mit allergischem Asthma und in Hautbiopsien von Patienten mit atopi-
scher Dermatitis nachgewiesen [260,261]. Ein Einwirken von Eotaxin, MCP-3 und MCP-4
aus Homogenisaten nasaler Schleimhaut auf eosinophile Granulozyten konnte durch die
Behandlung der eosinophilen Granulozyten mit CCR3-Antikérpern gehemmt werden
[256]. In einer 2007 von Francis et al. veroffentlichten Studie konnte gezeigt werden, dass
der Anteil der CCR3'CD4" T-Zellen an den PBMCs von Patienten mit allergischer Rhini-
tis signifikant hoher lag als der von gesunden Kontrollprobanden [262].

Vor diesem Hintergrund erscheint besonders das unsignifikante Ergebnis von Eota-
xin und MCP-1 zunichst iiberraschend. Als CCR3-Ligand spielt auch Eotaxin eine Rolle
fiir allergische Erkrankungen. Terada et al. veroffentlichten 2001 Untersuchungen von Na-
senlavagen nach nasaler Allergenprovokation. Sie stellten fest, dass Eotaxin sowie die Eo-
sinophilen in den Nasenlavagen unmittelbar (30 min) nach der Provokation und erneut
nach acht bis zehn Stunden signifikant hoher konzentriert waren [256]. Pullerits et al.
konnten immunhistochemisch wéhrend einer Pollensaison einen Anstieg der Eotaxin Ex-
pression in Nasenschleimhautbiopsien von placebotherapierten Patienten mit allergischer
Rhinitis messen. Dieser blieb in den Nasenschleimhautbiopsien der beclomethasonthera-

pierten Patienten aus [263].
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Obwohl zwischen Eotaxin-1 und -3 groBe funktionelle Ahnlichkeiten bestehen,
hingt ihre Expression von multiplen Faktoren ab und ihre Relation zueinander scheint im
Verlauf variieren zu konnen. Eotaxine bewirken vorwiegend Chemotaxis, Aggregation,
Aktivierung und Degranulation von eosinophilen Granulozyten sowie die Mobilisierung
von eosinophilen Granulozyten aus dem Knochenmark in das periphere Blut [264-272].
Trotzdem besitzen sie auch aktivierende Wirkung auf die anderen CCR3-exprimierenden
Zellen [273].

Viele in vitro Studien haben das Verhaltensmuster von Lungen- und Hautzellen be-
ziiglich der Eotaxin -1 bis -3 Expression untersucht. Lungenfibroblasten konnten durch
IL-4 und besonders durch eine Kombination von IL-4 und TNF-o zur Produktion von
Eotaxin-1 stimuliert werden. Bei Stimulation mit IFN-y blieb eine derartige Wirkung je-
doch aus. Untersuchungen von Hautfibroblasten- und Lungenepithelzellreihen zeigten,
dass Th2-Zytokine wie IL-4 und IL-13 sowie die Kombination von IL-4 mit TNF-a in der
Lage waren, die Eotaxin-3-Produktion anzuregen. Im Gegensatz zu Eotaxin-1 konnte in
den Zelliiberstinden unstimulierter Zellen kein Eotaxin-3 detektiert werden [274-276].
Wihrend also Eotaxin-1 eher konstitutiv exprimiert wird, scheint Eotaxin-3 eher situativ
ausgeschiittet zu werden.

Ying et al. berichteten, dass in ihren Untersuchungen von Bronchialbiospien die in
vivo Expression von Eotaxin-1 in dem Bronchialepithel von Asthmapatienten signifikant
gegeniiber der von Nichtasthmatikern erhoht war. Sie verwendeten in sifu Hybridisierung
und Immunhistochemie [260,277]. An allergenprovozierten Hautbiopsien, fand man her-
aus, dass Eotaxin-1 schon in der frithen Phase der allergischen Reaktion als mRNA und
Protein zu finden ist. Eotaxin-2 mRNA lieB sich hingegen erst nach 24h feststellen [278].
Spéter untersuchten Berkman et al. die Eotaxin-1 bis -3 mRNA Expression in Bronchialbi-
opsien von Patienten mit Asthma und gesunden Kontrollprobanden mittels qPCR. Die
Eotaxin-1 mRNA Expression war auch hier in den Bronchialbiopsien der Asthmapatienten
signifikant hoher als in den Kotrollbiopsien. Nach einer Allergenprovokation dnderte sich
dieses Verhiltnis jedoch nicht. Allerdings erhohte sich die Eotaxin-3 mRNA Expression in
den Bronchialbiopsien der Asthmapatienten nach der Allergenprovokation signifikant
[279]. Die Ergebnisse dieser Studien unterstiitzen die Eotaxin-3-Ergebnisse unserer Studie,
da sie bekréftigen, dass besonders die Eotaxin-3-Konzentration nach Allergenkontakt auf
den Oberfliachen allergischer Epithelien ansteigt.

Greiff et al. zeigten 2001, dass die Eotaxin-1-Konzentrationen wihrend einer Reihe

von nasalen Allergenprovokationen in den Nasenlavagen ansteigen [280]. Die Eotaxin-1
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Expression in Nasenlavagen nach natiirlicher Allergenexposition wurde in einer Verdffent-
lichung von Salib et al. aus dem Jahr 2005 untersucht. Sie konnten einen signifikanten Un-
terschied zwischen Probanden mit saisonaler allergischer Rhinitis und gesunden Kontroll-
probanden feststellen. Die Nasenlavagen wurden mittels ELISA untersucht. Die Eotaxin-1-
Konzentrationen der Probanden mit allergischer Rhinitis lagen zwar signifikant {iber denen
der Kontrollen, jedoch waren sich die Dimensionen, in denen sich die Wertebereiche aller
Gruppen bewegten, sehr dhnlich und lagen nur geringfiigig unter denen, die wir messen
konnten. Da diesbeziiglich kein klarer Unterschied zwischen den gemessenen Eotaxin-1-
Konzentrationen besteht und da der Median der Eotaxin-1-Konzentrationen unserer Studie
in den Nasenlavagen der Probanden mit allergischer Rhinitis hoher lag als der der Kontrol-
len, widersprechen unsere Eotaxin-1-Ergebnisse denen von Salib et al. nicht [281].

Laut Kitaura et al. 1999 ist die Bindung von Eotaxin-3 an CCR-3 zehnfach schwécher als
die von Eotaxin an CCR3. Da die von uns gemessenen Eotaxin-3-Konzentrationen in den
Nasenlavagen der Probanden mit allergischer Rhinitis, verglichen mit denen der Kontroll-
probanden, zehnmal so hoch waren, widersprechen sich diese Ergebnisse nicht. Gleichzei-
tig lagen die Eotaxin-3-Konzentrationen der Probanden mit allergischer Rhinitis auch im

Vergleich mit den Eotaxin-1-Konzentrationen aller Probanden zehnfach héher [264].

MCP-4 hat groBe strukturelle Ahnlichkeit zu MCP-1 bis -3 und Eotaxin sowie
funktionelle Ahnlichkeit zu MCP-3 und Eotaxin [282]. Seine mRNA kann in einer Viel-
zahl menschlicher Gewebe gefunden werden, jedoch nicht in Leukozyten des peripheren
Bluts. Es wirkt chemotaktisch auf Monozyten, T-Lymphozyten und eosinophile Gra-
nulozyten. Uber den CCR3 Rezeptor kénnen sowohl MCP-1 als auch MCP-4 eosinophile
Granulozyten zur Degranulation stimulieren. Basophile Granulozyten koénnen durch
MCP-4 sogar zur Histaminfreisetzung angeregt werden. In allergisch und nicht-allergisch
entziindeter Nasenschleimhaut wurden mittels in situ Hybridisierung signifikant héhere
Anteile MCP-4 mRNA produzierender Gewebs- und Immunzellen beobachtet, als in der
Nasenschleimhaut gesunder Probanden [272,283,284]. Die immunhistochemische Unter-
suchung von Schleimhautproben allergischer und nicht-allergischer chronischer Sinusitis
ergab, dass zwar MCP-4 im Vergleich mit gesunder Nebenhohlenschleimhaut in den aller-
gischen und nicht-allergischen Schleimhéuten signifikant hdher exprimiert war, jedoch
nicht MCP-1 [285]. Auch Ying et al. konnten in ihren Untersuchungen signifikant mehr
MCP-4 in den Bronchialbiopsien von allergischen und nichtallergischen Asthmatikern

verglichen mit denen von allergischen und nichtallergischen Nichtasthmatikern feststellen
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[277]. Ahnliche Erkenntnisse konnten Taha et al. an Hautbiospsien von Patienten mit ato-
pischer Dermatitis gewinnen. Sie fanden signifikant mehr MCP-4 mRNA positive Zellen
in akuten und chronischen Hautldsionen der atopischen Dermatitis als in nicht betroffener
Haut und in Hautbiopsien von Kontrollprobanden [286]. MCP-4 scheint demnach sowohl
eine Rolle in Thl- als auch in Th2-assoziterten Entziindungsreaktionen zu spielen. Eine
Veroffentlichung von Miotto et al. aus dem Jahr 2001 kommt zu dem gleichen Ergebnis.
Verglichen mit Kontrollprobanden waren MCP-1, MCP-3 und MCP-4 in BAL und Bron-
chialbiopsien von Patienten mit Thl- und Th2- assoziierten Lungenerkrankungen hoher
konzentriert. Die Proben wurden mittels Immunhistochemie und in situ Hybridisierung un-
tersucht [287]. Unsere MCP-4-Ergebnisse konnen diese vorangegangenen Untersuchungen
bestitigen.

Groger et al. untersuchten in ihrer 2012 verdffentlichten Studie auch die MCP-1-
Konzentrationen in Nasensekreten von Patienten mit perennialer allergischer und nicht al-
lergischer Rhinitis mit eosinophilem Syndrom. Sie fanden keinen signifikanten Unter-
schied zwischen den MCP-1-Konzentrationen der Nasensekrete von Patienten mit allergi-
scher Rhinitis und den Kontrollprobanden. Die MCP-1-Konzentrationen waren jedoch in
den Nasensekreten der Patienten mit nichtallergischer Rhinitis signifikant gegeniiber denen
der Patienten mit allergischer Rhinitis und gegeniiber denen der Kontrollprobanden erh6ht
[219]. Es zeigt sich, dass unsere Ergebnisse iiber MCP-1-Konzentrationen in Nasenlavagen
von Probanden mit saisonaler allergischer Rhinitis zu den ersten gehdren und den bisher

vorliegenden Ergebnissen nicht widersprechen.

Das macrophage inflammatory protein -1 (MIP-1B) bindet hauptsdchlich an den
CCRS5 Rezeptor, welcher vor allem auf Thl-Zellen exprimiert wird [288]. Aullerdem ist
MIP-18 in der Lage CCRS8 zu binden [289,290]. Es wird mit Th1-Immunantworten assozi-
iert, da es von Th1-Zellen synthetisiert wird, jedoch nicht von Th2-Zellen [291]. Eine wei-
tere Funktion des MIP-1p neben der T-Zell- Chemotaxis scheint die Verstirkung der Ad-
hasion von CD8+ T-Zellen an vascular cell adhesion molecule (VCAM-1) zu sein [292].
In der 2010 von Chawes et al. verdffentlichten Studie {iber die Zytokin- und Chemokin-
konzentrationen in Nasensekreten von Probanden mit allergischer Rhinitis und Kontroll-
probanden, ergab sich ebenfalls eine signifikante Erhohung der MIP-1B-Konzentrationen
in den Nasensekreten der Probanden mit allergischer Rhinitis [218]. Auch Groger et al.
stellten fest, dass sowohl die MIP-1B-Konzentrationen in den Nasensekreten der Patienten

mit persistierender allergischer Rhinitis, als auch die der Patienten mit nichtallergischer
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Rhinitis mit eosinophilem Syndrom signifikant hoher waren als die der Kontrollgruppe
[219]. In der Zusammenschau mit der ebenfalls signifikanten Erhéhung der MIP-1§-
Konzentrationen in den Nasenlavagen der Probanden mit saisonaler allergischer Rhinitis
unserer Studie, ergeben sich aufgrund der Th1-Assoziation von MIP-1p Widerspriiche. Be-
riicksichtigt man, dass auch Monozyten, NK-Zellen, antigenstimulierte B-Zellen, dendriti-
sche Zellen und neutrophile Granulozyten zur Freisetzung von MIP-1f fahig sind [293-
297] und dass der CCR5 Rezeptor aufler auf Th2-Zellen und Granulozyten auf nahezu al-
len Immunzellen exprimiert wird, so ist es aber nicht abwegig, hohere MIP-1B3-
Konzentrationen sowohl auf allergisch entziindeter als auch auf gesunder Nasenschleim-
haut vorzufinden. Es wiren zusdtzliche Untersuchungen gesunder und aus unterschiedli-
cher Ursache entziindeter Nasenschleimhaut notwendig, um die bisherigen MIP-1B3-

Ergebnisse besser einordnen zu kdnnen.

Die Konzentrationsunterschiede der Chemokine IP-10, MDC und TARC zwischen den
Nasenlavagen der Probanden mit saisonaler allergischer Rhinitis und den Kontrollproban-
den waren nicht signifikant. Das macrophage-derived chemokine (MDC) wird konstitutiv
von dendritischen Zellen, B-Lymphozyten und Makrophagen produziert und wirkt interes-
santerweise besonders chemotaktisch auf chronisch aktivierte Th2-Zellen. Die MDC Frei-
setzung kann durch die Th2-Zytokine IL-4 und IL-13 positiv beeinflusst, jedoch von IL-10
gehemmt werden [290]. Thymus and activation-regulated chemokine (TARC) wird von
Makrophagen, Monozyten und dendritischen Zellen besonders unter Einwirken von Th2-
Zytokinen exprimiert und wirkt chemotaktisch auf Effektor- und Memory-T-Zellen
[298,299]. Auch die Produktion und Freisetzung von TARC kann durch Th2-Zytokine ge-
steigert werden [300,301]. MDC und TARC &hneln sich stark in ihrem Wirkspektrum, da
sie beide den CCR4 Rezeptor binden und aktivieren [298,302,303]. Panina-Bordignon et al.
verOffentlichten 2001 eine Studie iiber die CCR4 sowie TARC und MDC Expression in
Bronchialbiopsien von sechs Patienten mit atopischem Asthma 24 Sunden nach Aller-
genchallenge verglichen mit sechs Patienten mit atopischem Asthma ohne Allergenchal-
lenge und drei gesunden Kontrollprobanden. Sie verwendeten mittels Immunfluoreszenz
gefirbte Gewebeschnitte fiir diesem Vergleich und fanden deutlich hochregulierte CCR4
Expression auf den T-Zellen der provozierten Bronchialschleimhaut. MDC und TARC
wurden ebenfalls signifikant stdrker durch die provozierten Bronchialschleimhautzellen

exprimiert [304]. Obwohl unsere MDC- und TARC-Ergebnisse nicht signifikant sind, las-
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sen sich die erkennbaren Tendenzen in der Konzentrationsverteilung dieser beiden Che-

mokine durchaus nachvollziehen.

Humanes interferon-inducible protein 10 (IP-10) ist als CXC-Chemokin bekannt,
welches Thl-Antworten verstirkt. Im Gegensatz zu CC-Chemokinen bewirken CXC-
Chemokine nur eine Chemotaxis und keine transendotheliale Migration der Im-
munzellen[305]. Der IP-10-Rezeptor CXCR3 wird von Thl-Zellen exprimiert und IP-10
forderte selektiv die antigen-vermittelte IFN-y-Antwort, nicht aber die IL-4-Antwort, von
antigen-stimulierten PBMCs [306]. Miotto et al. untersuchten auch IP-10 und Eotaxin.
IP-10 wurde besonders in BAL und Bronchialbiopsien von Patienten mit der Thl-
assoziierten Lungenerkrankung Sarkoidose verstérkt exprimiert. Eher gegenteiliges galt fiir
Eotaxin. Dieses konnte lediglich in BAL und Bronchialbiopsien von Asthmapatienten und
demnach einer Th2-assozierten Erkrankung in signifikant erhohtem Maf3 gefunden werden
[287]. Dementsprechend iiberraschen unsere IP-10-Ergebnisse nicht, da die IP-10 Expres-

sion von Th2-Antworten unbeeinflusst zu sein scheint.

Das CXC-Chemokin IL-8 war bei den Probanden mit allergischer Rhinitis signifi-
kant erhoht (p=0,0199). IL-8 wird von Monozyten, Makrophagen, neutrophilen und eo-
sinophilen Granulozyten, Mastzellen, T-Lymphozyten sowie Epithel- und Endothelzellen
freigesetzt [307-312]. Seine Hauptwirkung ist die Chemotaxis und Aktivierung neutrophi-
ler Granulozyten. Von allen CXC-Chemokinen scheint IL-8 jedoch auch das zu sein, wel-
ches am stirksten auf andere Zellen, wie basophile Granulozyten und T-Lymphozyten,
chemotaktisch wirken kann [307,313].

IL-8 war signifikant hoher in den BAL von Asthmapatienten, verglichen mit den
BAL von gesunden Kontrollprobanden, konzentriert. Diese Studie erschien 1995 von
Yousefi et al. [311]. Hoshi et al. verglichen Sputumproben von Patienten mit Asthma
bronchiale und chronischer Bronchitis mittels Cytospin. Die IL-8-Sputumkonzentrationen
der Patienten mit chronischer Bronchitis waren signifikant hoher als die der Asthmapatie-
nen. Dabei handelte es sich um IL-8 positive neutrophile Granulozyten in den Proben der
Patienten mit chronischer Bronchitis und um IL-8 positive Monozyten, Makrophagen und
Bronchialepithelzellen im Sputum von Patienten mit Asthma bronchiale [314]. Ahnliche
Ergebnisse konnten von Yamamoto et al. ermittelt werden. Die IL-8-
Sputumkonzentrationen von gesunden Kontrollprobanden lagen signifikant unter denen

von Asthmapatienten. Die IL-8-Sputumkonzentrationen der Patienten mit Asthma bronchi-
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ale lagen wiederum signifikant unter denen der Patienten mit COPD [315]. Bradding et al.
fanden 1993 immunhistochemisch sowohl in gesunden Nasenschleimhautbiopsien, als
auch in Biopsien von Patienten mit perennialer allergischer Rhinitis IL-8. Dieses fand sich
vorrangig in den Epithelzellen der Nasenschleimhaut und nur in den rhinitischen Biopsien
auch in wenigen submukosen granulierten Zellen. Es wurde mittels weiterer Farbungen
ermittelt, dass es sich dabei nicht um T-Zellen, eosinophile Granulozyten und Mastzellen
handelte [223]. In der Studie von Ciprandi et al. bestétigte sich eine signifikante Erh6hung
von IL-8 in den Nasenlavagen der Patienten mit saisonaler allergischer Rhinitis [316]. Erin
et al. untersuchten in einer Provokationsstudie die Zytokinkonzentrationen in Nasenlava-
gen einer Gruppe von Patienten nach Placebogabe und einer Gruppe von Patienten nach
einmaliger nasaler Budesonidgabe. Sie fanden heraus, dass diese einmalige Gabe von Glu-
kokortikoiden auf die IL-8-Lavagekonzentrationen der Patienten mit allergischer Rhinitis
keinen Einfluss hatte. Im Gegensatz dazu wurden die IL-5- und IL-13-
Konzentrationsanstiege durch das Glukokortikoid signifikant vermindert [243]. Allerdings
waren nach einer vorhergehenden siebentéigigen nasalen Glukokortikoidtherapie sowohl
die Th2-Zytokin- als auch die Chemokinkonzentrationen in den Nasenlavagen der
Spétphasereaktion signifikant verringert. Gleichzeitig gemessene Thl-
Zytokinkonzentrationen zeigten sich unverdndert [215]. Diese Studien weisen darauf hin,
dass IL-8 zwar keine Hauptfunktion fiir die Ausbildung einer allergischen Entziindungsre-
aktion innehat, jedoch, aufgrund der im Vergleich zur gesunden Schleimhaut erhéhten
IL-8-Konzentrationen, auf allergisch erkrankten Schleimhautoberfldchen, trotzdem eine

Rolle spielt.

Zwischen den hier beschriebenen Chemokinen bestehen verschiedenste Korrelatio-
nen, wie im Ergebnisteil beschrieben. Kritisch betrachtet ist es jedoch unwahrscheinlich,
dass einzelne Chemokine fiir sich im Zusammenhang mit allergischer Rhinitis relevant
sind. Diese Botenstoffe bilden vielmehr ein sehr komplexes und umfangreiches Mediato-
rensystem. Gerade deren vielfdltige Korrelationen untereinander und mit den Zytokinen
IL-5 und IL-16 sowie mit sST2 unterstreichen die Unterschiede der hier ermittelten Zyto-
kin- und Chemokinprofile in Nasenlavagen von Probanden mit allergischer Rhinitis und
gesunden Kontrollprobanden wihrend natiirlicher Allergenexposition. Dennoch sollten
einzelne Korrelationen nicht tiberbewertet werden, da sich unter ihnen wohl kaum ein ge-

eignetes Target im Einsatz gegen die allergische Rhinitis findet.
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4.5 Methodik

Unter den Bedingungen der natiirlichen Exposition wird die Krankheit und ihre Pa-
thophysiologie direkt untersucht, wihrend die Provokation letztendlich auch nur ein expe-
rimentelles Modell ist.

Es gibt keine internationalen Richtlinien zur Durchfiihrung nasaler Allergenprovo-
kationen. Einen wesentlichen Unterschied zwischen nasalen Provokationsstudien und Stu-
dien nach natiirlicher Allergenexposition stellen die verschiedenen Allergenkonzentratio-
nen dar, denen die Nasenschleimhaut ausgesetzt wird. Die Allergenkonzentrationen in den
Extrakten, welche fiir die nasale Provokation genutzt werden, sind im Allgemeinen um ein
Vielfaches hoher, als die natiirliche Allergendosis in der Allergiesaison. So wird in einer
nasalen Provokation eine Menge an Allergen appliziert, die zusammengerechnet in der Al-
lergiesaison liber mehrere Tage bis Wochen auf die Nasenschleimhaut einwirken kann
[317].

Es ergibt sich indirekt ein weiterer Effekt, der von nasalen Provokationsstudien nur
schwer beriicksichtigt werden kann: das Priming. Dies bedeutet, dass die Symptome der
allergischen Rhinitis am Ende der Allergiesaison stirker ausgeprigt sind, als zu Beginn
[318,319]. Nur durch die wiederholte nasale Provokation {iber mehrere Tage bis Wochen,
kann dieser Effekt nachgeahmt werden, um so moglichst naturgetreu die Mechanismen der
allergischen Rhinitis zu untersuchen [320]. Wang et al. fanden heraus, dass die Konzentra-
tionen ausgewdéhlter Botenstoffe in Nasensekreten wéihrend der Allergiesaison eher denen
der allergischen Spétphase nach nasaler Provokation entsprechen [321]. Klimek et al.
konnten auflerdem herausstellen, dass nasale Symptome in der nasalen Provokation inner-
halb der Allergiesaison durch signifikant geringere Allergendosen hervorgerufen werden
als auBBerhalb der Allergiesaison [322]. In vielen Provokationsstudien ist man zu einer wie-
derholten nasalen Provokation iibergegangen. Dabei ist immer zu beriicksichtigen, ob die
Studie innerhalb oder auBlerhalb der Allergiesaison stattgefunden hat. Die Ergebnisse kon-
nen zwar als Modell der allergischen Rhinitis betrachtet werden, ergéinzende Informationen
aus Studien nach natiirlicher Allergenexposition sind jedoch unabdingbar.

Neben der Art der Allergenexposition, gibt es auch verschiedene Moglichkeiten der
Sekretgewinnung. Im Wesentlichen stehen unterschiedliche nasale Absorptionsmethoden
der Nasenlavage gegeniiber. So konnen kleine Scheiben aus Filterpapier genutzt werden,
um einerseits Substanzen auf die Nasenschleimhaut zu bringen und andererseits Nasensek-

ret unmittelbar aufzunehmen. Nachdem zuvor gewogene Filterpapierscheiben fiir etwa
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30-45 Sekunden auf der Nasenschleimhaut belassen wurden, kann die Masse des gewon-
nenen Sekrets ausgewogen werden. Die so gewonnenen Sekrete werden mit dem Filterpa-
pier in vordefinierten Volumina verdiinnt [323]. So ist eine genaue Quantifizierung des
Sekrets moglich. Das ist neben der guten Reproduzierbarkeit einer der groBBten Vorteile an
der Absorptionsmethode mit Filterpapier. Jedoch ldsst sich hier auch der grofite Nachteil
erkennen: das sehr geringe auswertbare Sekretvolumen. Dadurch ist die Anzahl durchfiihr-
barer Messungen aus einer Probe stark begrenzt.

Zu den Absorptionsmethoden gehdren neben den Filterpapieren auch das Einlegen
von Baumwollstreifen oder anderen synthetischen Materialien, wie Schaumstoffen. Die
Messungen aus Sekreten, die mittels dieser Methode gewonnen wurden, befinden sich
scheinbar aufgrund der geringeren Verdiinnung seltener unterhalb der Nachweisgrenze als
die aus Nasenlavagen [324,325]. Es lésst sich jedoch nicht ausmachen, ob die Botenstoft-
konzentrationen aufgrund der mechanischen Stimulation, der die Nasenschleimhaut durch
das jeweilige Material ausgesetzt ist, artifiziell verdndert werden.

Nasenlavagen sind im Vergleich sehr einfach durchzufiihren. Sowohl die broncho-
alveoldre als auch nasale Lavage sind seit liber zwei Jahrzehnten als ein wichtiger Pfeiler
der Forschung im Bereich der Atemwege etabliert [326,327]. Die Sekretmengen sind je-
doch nicht genau zu quantifizieren. Der groB3e Vorteil der Nasenlavage ist das grofle Sek-
retvolumen, welches umfangreichere Messungen aus einer Probe erlaubt. Allerdings sind
entsprechend empfindliche Messmethoden erforderlich, da die gewonnenen Sekrete stark

verdiinnt sind [328,329].

4.6 Abschlussbemerkungen

In dieser Studie wurden IL-33 und sST2 sowie Zytokin- und Chemokinkonzentra-
tionen in den Nasenlavagen von Probanden mit saisonaler allergischer Rhinitis mit denen
von gesunden Kontrollprobanden verglichen. Die Messwerte der IL-33-Konzentrationen
befanden sich komplett unterhalb der Nachweisgrenze. Die Messungen seines 16slichen
Rezeptors sST2 ergaben eine signifikante Erh6hung in den Nasenlavagen der Probanden
mit allergischer Rhinitis. Damit ist sie die erste Studie, die diese erhdhten Konzentrationen
von sST2 auf der Nasenschleimhaut nach natiirlicher Allergenexposition feststellt. Dieses
Ergebnis stiitzt die Theorie, dass sST2 im Rahmen der allergischen Entziindungsreaktion
vermehrt freigesetzt wird, um IL-33 zu binden und so zu blockieren. Des Weiteren korre-
lierten die sST2-Konzentrationen der Probanden mit allergischer Rhinitis negativ mit den

nasalen Beschwerden.
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Ein groBer Vorteil der Studie ist, dass die Nasenlavagen nach natiirlicher Allergen-
exposition gewonnen wurden. Allerdings miissten weitere Untersuchungen unter gleichen
Expositionsbedingungen folgen, in denen die Bestimmung der IL-33-Konzentrationen in
Nasensekreten mit empfindlicheren Messmethoden durchgefiihrt wird. Durch die simulta-
ne Erhebung der IL-33- und sST2-Konzentrationen in Zusammenschau mit den Konzentra-
tionen weiterer allergietypischer Botenstoffe und der klinischen Symptome kann dabei die

hier angedeutete Theorie weiter ausgebaut werden.
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Anhang

Muster des Probandenfragebogens
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Leiter Priv.-Doz. Dr. M. Wagenmann Direktor der Klinik Univ.-Prof. Dr. Jorg Schipper
Patientenaufkleber:
Fragebogen zur Studie iiber allergische Botenstoffe / allergischer Schnupfen Datum:
Geschlecht O weiblich O mannlich
Geburtsdatum: Alter:

Eingangsvoraussetzungen fiir die Studie
Bitte bestitigen
Wir suchen Probanden
O stimmt 18 Jahre oder dlter
O stimmt mit Heuschnupfen (allergische Rhinitis) und/ohne Asthma bronchiale
in der Sommerzeit fiir eine Studie {iber allergische Botenstoffe

Ausschlusskriterien:
O stimmt keine Schwangerschaft, keine Stillzeit
O stimmt keine schwerwiegende Erkrankungen (Krebs/Tumoren, Autoimmun-/ Infektions-Erkrankungen, AIDS...)
O stimmt keine Hyposensibilisierung gegen Pollen innerhalb der letzten drei Jahre
O stimmt keine OP an Nase oder Nasennebenhohlen in den letzten drei Monaten
O stimmt keine chronische Nasennebenhohlenentziindung
O stimmt keine Medikamenteneinnahme wegen Allergien (Antihistaminika, Steroid-Nasenspray) in den letzten 7 Tagen
O stimmt keine sonstige Medikamenteneinnahme (Immunsuppressiva, Antidepressiva, ...)

Wenn ein/mehrere Punkt(e) nicht stimmt/stimmen, bitte nicht weiter ausfiillen sondern erst nachfragen. Vielen Dank!

Haben Sie eine chronische Nasennebenhohlenentziindung?
O Nein OlJa Falls Ja, wie wurde Sie diagnostiziert?
Haben Sie Nasenpolypen? OlJa O Nein

Waurden Sie schon im Nasenbereich operiert?
O Nein OlJa Falls Ja, ...
... welche Operation(en) wurde(n) durchgefiihrt?

Hyposensibilisierung

Falls Sie schon eine (mehrere) Hyposensibilisierung(en) gemacht haben:
Wogegen?: |
‘Wann war IThre letzte Hyposensibilisierung? {Beginn: Ende:

Ist bei Thnen eine allergische Rhinitis/Heuschnupfen/Pollenallergie festgestellt worden?

O Nein OlJa Falls Ja, gegen welche Stoffe? O Bdume O Pilze
O Gréser O Hausstaubmilben
O Kréuter O Katze
O Hund O Pferd
O Andere

Falls Andere, welche?

Wie wurde Thre Allergie getestet? O Skin-Prick-Test O spezifisches IgE (Blut)
O nasale Provokation

Wo wurde Thre Allergie getestet? O bei uns O anderswo

Wann wurde Thre Allergie getestet? O <1 Jahr O 1-2 Jahre O >2 Jahre
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Falls bei Ihnen eine allergische Rhinitis/Heuschnupfen/Pollenallergie festgestellt worden ist,
wird/wurde deswegen eine Behandlung durchgefiihrt?

O Nein OlJa Falls Ja, welche? O Medikamente
O Allergenkarenz

O Nein OlJa Falls Ja, allergisch bedingt? O Nein OlJa O Weil} nicht

O Nein OlJa Falls Ja, welche? O allergische atopische Dermatitis / Neurodermitis
O Kontaktallergie
O Nesselsucht

Medikament Handelsname Dosierung ‘Wann?

O Antihistaminika

O Cortisonpraparate

O Cortisonhaltiges

Nasenspray
O Abschwellende

Nasentropfen

O Augentropfen

O Andere antiallergische

Medikamente?
O Nein, ich habe nie geraucht O Nein, ich rauche seit nicht mehr
OlJa Zigarettenzahl: O <5/ Tag O 5-10/ Tag O 11-20/ Tag O >20/Tag

Haben Sie neben der Allergie noch weitere Erkrankungen?
O Nein OlJa Falls Ja, welche?

Nehmen Sie regelméBig oder derzeit Medikamente wegen dieser nicht-allergischen Erkrankungen?
O Nein OlJa Falls Ja, bitte geben Sie Handelsname und Dosierung an:

Haben Sie in diesem Monat allergische Beschwerden?
O Nein Ola Falls Ja, wie stark sind Ihre allergischen Beschwerden?
O gering O maBig O stark

Wie waren Ihre allergischen Beschwerden in den letzten drei Tagen?
Stirke der allergischen Beschwerden

keine gering méaBig stark
heute O 0} O (0}
gestern (6] (6] (6] (6]
vorgestern (6] (6] (6] (6]
‘Wo waren diese allergischen Beschwerden?
Nase Augen Lunge Haut
heute (6] (6] (6] (6]
gestern O (0] O (6]
vorgestern (6] (6] (6] (6]
Inwieweit waren Sie in den letzten Tagen Pollenflug/ Allergenen ausgesetzt?
gar nicht gering méBig stark
heute (6] (6] (6] (6]
gestern (0] (0] (0] O
vorgestern (6] (6] (0] (6]
‘Bitte schiitzen Sie die Gesamtstirke Ihrer allergischen Probleme ein:
keine gering mafig stark
O O O O
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Allergie-Sprechstunde

Leiter Priv.-Doz. Dr. M. Wagenmann

Patientenetikett

Hals-, Nasen- und Ohrenklinik
Direktor der Klinik Univ.-Prof. Dr. Jérg Schipper

Allergie-Fragebogen

Arzt: Datum:

Aktuelle Beschwerden (Bitte ankreuzen)

Beschwerden keine gering mahig schwer

Verstopfte Nase

Nasenlaufen

Schleimbildung im Rachen, Hals

Niesreiz (Niesanfalle)

Juckreiz in der Nase

Rétung, Juckreiz der Augen

Augentranen

Husten, Reizhusten

Asthma, Atemnot, schweres Atmen

Juckreiz an Lippen, Rachen, Gaumen

Hautausschlag, Neurodermitis

Seit wie vielen Jahren bestehen die Symptome? Jahre

Zu welcher Tageszeit haben Sie Beschwerden? LI nachts LI tagstber

Zu welcher Jahreszeit haben Sie Beschwerden? (Bitte einkreisen):

Jan----Feb---Marz----Apr----Mai----Juni----Juli----Aug----Sept----Okt----Nov----Dez

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

LI an weniger als 4 Wochen/Jahr [] an mehr als 4 Wochen/Jahr

Haben Sie an bestimmten Orten Beschwerden?
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Direktor der Klinik Univ.-Prof. Dr. Jérg Schipper

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

Unvertraglichkeit von Medikamenten: L1 Nein [ Ja(falls ja, welche?):
Unvertréglichkeit von Aspirin: L1 Nein [Ja
Unvertraglichkeit von Lebensmitteln: L1 Nein [ Ja(falls ja, welche?):

Aufgetretene Beschwerden bei obengenannten Unvertréglichkeiten?

Welche Medikamente nehmen Sie regelméaRig ein?

Friihere Operationen an der Nase oder den Nasennebenhohlen? 1 Nein

L1 Ja (falls ja, welche?):

Wurde friher bereits ein Allergietest durchgefiinrt: L] Nein

L] Ja (Zeitpunkt):

Welche Allergien wurden friiher festgestellt?

Wurde Ihre Allergie bereits mit folgenden Mitteln behandelt?

Nasenspray: LI Nein
Antihistaminika (antiallergische Tabletten): L] Nein
Hyposensibilisierung (,Allergieimpfung®, -spritze): L] Nein

Haben sich Ihre Beschwerden durch diese Behandlung gebessert? L1 Nein
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Frithere Beschwerden:

Waren in Ihrer Kindheit bereits folgende Erkrankungen bekannt?

Allergien: LI Nein L] Ja
Asthma: LI Nein L] Ja
Hauterkrankungen: LI Nein L] Ja

Folgende Behandlung hat stattgefunden:

Haben Blutsverwandte (Eltern, Geschwister, GroBeltern) von lhnen eine der folgenden

Beschwerden?

Allergien LI Nein [1 Ja (Wer, welche?)

Asthma : LI Nein L1 Ja (Wer?)

Hauterkrankungen LI Nein [1 Ja (z.B. Neurodermitis, Wer?)

Informationen zu lhrer Wohnsituation:

Haustiere: LI Nein [1 Ja Welche? (z.B. Hund):
Teppichboden: LI Nein [1 Ja Zimmer (z.B. Schlafzimmer) :
Kibelpflanzen: LI Nein [1 Ja Zimmer (z.B. Wohnzimmer):
Feuchte Stellen, Schimmel: LI Nein [1 Ja Zimmer (z.B. Badezimmer)

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

Ergebnis Hauttest
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Ergebnis spezifisches IgE

Ergebnis nasale Provokation

Diagnose

Procedere

Arzt: Datum:
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Universitatsklinikum Diisseldorf
Moorenstrale 5

40225 Dusseldorf

Tel.: 0211/811-7582

HNO-Klinik

Direktor: Prof. Dr. J. Schipper
Allergieambulanz

Datum:
Untersucher:
Prick Scratch
1 [NaCL 1
2 |Histamin 2
3 |Graser 3
4 |Baume | 4
5 |Baume Il 5
6 |Pilze | 6
7 |Pilze Il 7
8 |Roggen 8
9 |Birke 9
10 |Hasel 10
11 |Erle 11
12 |Wegerich 12
13 |Beiful’ 13
14 |Brennnessel 14
15|Ragweed 15
16 |Katze 16
17 \Hund 17
18 |Alternaria 18
19 |Cladosporum 19
20 |Aspergillus 20
21 |Penicillium 21
22 |D. farinae 22
23 |D. pteron. 23
24 |Lepidoglyphus d. 24
25 |Acarus siro
26 | Tyrophagus p. Beurteilung| Prick (mm @)
27 Quaddel Erythem
28
29 (] (] <3
30 + 2-3 3-5
31 ++ 3 6-10
32 +++ 4-6 11-20
33 ++++ >6 >20
34
35 Pseudopodien

Allergopharma a

PC-DR 10-31
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Patienteneinwilligung

Mechanismen der allergischen Rhinitis. Studie zur Untersuchung der Pathophysiologie der allergischen
Rhinitis wéhrend der Allergensaison und nach nasaler Allergenprovokation

Die Teilnahme ist freiwillig

Die Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat der Universitat Disseldorf hat der Durchflhrung
dieser Studie in vorliegender Form zugestimmt. Ihre Teilnahme an der Studie ist freiwillig und so kbnnen
Sie die Teilnahme auch ablehnen. Sie konnen auch jederzeit lhre Teilnahme beenden - ohne Nachteile
fir lhre weitere Behandlung. AuBerdem ist es die Pflicht jedes Studienarztes die Studienbehandlung
abzubrechen, falls Risiken flr Ihre Gesundheit bestehen.

Es ist mir bekannt, dass Informationen Uber mich gesammelt werden und als Teil dieser Studie
analysiert werden. Die Informationen aller Studienteiinehmer werden zusammengefasst. Es ist mir
bekannt, dass jede Information, die mich direkt als Individuum identifiziert, in arztlichen Handen
verbleibt und vertraulich behandelt wird. Es ist mir auch bekannt, dass Daten erhoben werden, die mich
nicht direkt als Individuum identifizieren (sog. pseudonymisierte Daten). Diese Informationen werden in
eine Datenbank eingegeben und werden Teil der zu verdffentlichenden Studienergebnisse sein. Dies
hat keine Konsequenz bzgl. des Schutzes meiner personlichen Daten. Ich habe das Recht jederzeit
Einblick in meine Daten zu erhalten, und wenn gerechtfertigt auch Korrekturen anbringen zu lassen.

Zustimmung
Ich habe die zugehdrige Patientenaufklarung und diese Einwilligungserklarung gelesen und mit meinem
Arzt besprochen, dass ich an dieser experimentellen Studie teilnehme. Ich weil3, dass meine Teilnahme
freiwillig ist und ich diese jederzeit beenden kann. Dies wird meine zukinftige Behandlung nicht
beemtrachhgen Ich habe eine Kopie dieser Einverstandniserklarung erhalten.

Diese wissenschaftliche Studie wurde mir klar und vollstandig erklart.
* Ich habe ein Exemplar der Patientenaufklarung erhalten. Ich werde eine Kopie der
Patientenaufklarung behalten.
Meine Fragen wurden verstandlich und vollstandig beantwortet.
Ich weil3, dass ich jederzeit anrufen kann, sollte ich weitere Fragen oder Probleme haben.
Die moglichen Vorteile und Nachteile wurden mir erklart.
Mir wurde erklart, dass es sich um keine Behandlungsstudie handelt.
Ich hatte genug Zeit, Uber meine Entscheidung nachzudenken.
Es ist mir bekannt, dass meine Teilnahme freiwillig ist. Es ist mir ebenfalls bekannt, dass ich mich
zurlickziehen kann ohne irgendwelche Grinde anzugeben und dies wird keine Konsequenz auf
meine Behandlung oder mein Verhaltnis zu meinem Arzt haben.

Sollten neue Informationen zu diesen Behandlungen verfligbar werden, werden mir diese unverziiglich
mitgeteilt.

Ort, Datum Unterschrift

Ort, Datum Unterschrift Studienleiter
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Information und Einwilligungserklarung zum Datenschutz bei Studien nach §§ 40-42 AMG

Information und Einwilligungserklarung
zum Datenschutz

Bei wissenschaftlichen Studien werden persdnliche Daten und medizinische Befunde Uber Sie erhoben.
Die Weitergabe, Speicherung und Auswertung dieser studienbezogenen Daten erfolgt nach
gesetzlichen Bestimmungen und setzt vor Teilnahme an der Studie folgende freiwillige Einwilligung
voraus:

1) Ich erklare mich damit einverstanden, dass im Rahmen dieser Studie erhobene Daten/
Krankheitsdaten auf Fragebdgen und elektronischen Datentragern in der HNO-Klinik der Universitat
Dusseldorf, aufgezeichnet werden. Soweit erforderlich, diirfen die erhobenen Daten pseudonymisiert
weitergegeben werden an:

a) die zustandige Uberwachungsbehdrde (Landesamt oder Bezirksregierung) oder Bundesoberbehorde
(Bundesinstitut fir Arzneimittel und Medizinprodukte, Bonn) zur Uberpriifung der ordnungsgemalien
Durchftihrung der Studie.

2) Aulerdem erklare ich mich damit einverstanden, dass ein autorisierter zur Verschwiegenheit
verpflichteter Beauftragter des Auftraggebers, der zustandigen Uberwachungsbehorde oder der
zustandigen Bundesoberbehorde in meine beim Prifarzt vorhandenen personenbezogenen Daten
Einsicht nimmt, soweit dies fiir die Uberpriifung der Studie notwendig ist. Fiir diese MaRnahme entbinde
ich den Prifarzt von der arztlichen Schweigepflicht.

3) Die Einwilligung zur Erhebung und Verarbeitung meiner personenbezogenen Daten, insbesondere
der Angaben Uber meine Gesundheit, ist unwiderruflich. Ich bin bereits dartiber aufgeklart worden, dass
ich jederzeit die Teilnahme an der Studie beenden kann. Im Fall eines solchen Widerrufs meiner
Einwilligung, an der Studie teilzunehmen, erklare ich mich damit einverstanden, dass die bis zu diesem
Zeitpunkt gespeicherten Daten ohne Namensnennung weiterhin verwendet werden dirfen, soweit dies
erforderlich ist, um sicherzustellen, dass meine schutzwirdigen Interessen nicht beeintrachtigt werden.

4) Ich bin Uber folgende gesetzliche Regelung informiert: Falls ich meine Einwilligung, an der Studie
teilzunehmen, widerrufe, missen alle Stellen, die meine personenbezogenen Daten, insbesondere
Gesundheitsdaten gespeichert haben, unverziglich prifen, inwieweit die gespeicherten Daten fir die in
Nr. 3 genannten Zwecke noch erforderlich sind. Nicht mehr bendtigte Daten sind unverzlglich zu
l6schen.

Name, Datum, Unterschrift
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Einwilligungserklarung
zur wissenschaftlichen Verwendung von Blut- bzw. Gewebeproben
und personenbezogenen Daten

Sehr geehrte Frau | Sehr geehrter Herr
hiermit bitten wir Sie um Ihr Einverstandnis zur wissenschaftlichen Verwendung lhrer Blut- bzw.
Gewebeproben und lhrer personenbezogenen Daten, wie Sie Ihnen in der Probandeninformation naher
erlautert worden ist.

Mechanismen der allergischen Rhinitis. Studie zur Untersuchung der Pathophysiologie der
allergischen Rhinitis wahrend der Allergensaison und nach nasaler Allergenprovokation
HNO-Klinik Diisseldorf, Moorenstr. 5, 40225 Diisseldorf
Ansprechpartner: PD Dr. med. Martin Wagenmann

A Allgemeines

Ich bin durch den Priifarzt Gber den Zweck, den Ablauf, die Bedeutung der klinischen Studie sowie die
Vorteile und Risiken, die damit verbunden sein kénnen, mindlich aufgeklart worden.

Die schriftliche Probandeninformation habe ich gelesen. Alle meine Fragen sind zu meiner Zufriedenheit
beantwortet worden.

Ich habe eine Kopie der Probandeninformation und Einverstandniserklarung ausgehandigt bekommen.
Ich hatte gentigend Zeit, um meine Entscheidung zur Studienteilnahme zu Uberdenken und frei zu
treffen.

Meine folgenden Erklarungen reichen nur so weit, wie mir dies im Rahmen der schriftlichen
Probandeninformation bzw. in der mindlichen Erlauterung naher dargelegt wurde.

Meine folgenden Erklarungen berechtigen und verpflichten die oben einleitend genannte Institution.

B. Einwilligung in die Entnahme und Nutzung der Blut- bzw. Gewebeproben
(Zutreffendes bitte ankreuzen)

Ich bin mit der Entnahme einer Blut- bzw. Gewebeprobe einverstanden und (berlasse die mir
entnommene Blut- bzw. Gewebeprobe hiermit den oben genannten Institutionen.

Ich stimme zu, dass die Blut bzw. Gewebeprobe unter der Verantwortung der oben genannten
Institutionen in verschlsselter Form (d.h. so, dass eine Zuordnung zu meiner Person nur Uber weitere
Hilfsmittel — etwa eine Referenzliste — mdglich ist).

o fir Studien mit allen wissenschaftlich in Betracht kommenden Fragestellungen verwendet wird.

oder
o fur Studien mit der oben genannten Fragestellung verwendet wird.
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0 Ich bin damit einverstanden, dass ich ggf. (soweit madglich) von den einleitend genannten
Institutionen kontaktiert werde, um meine Zustimmung zur Verwendung meiner Blut- bzw.
Gewebeproben in weiteren Studien zu erlauben.

oder

0 Ich verlange bereits heute, dass meine Blut- bzw. Gewebeprobe nach Abschluss der genannten
Studien vernichtet wird.

o Sofern durch die oben bezeichnete Studie Ergebnisse erzielt werden, die fir mich oder meine
nachsten Angehadrigen von unmittelbarer Bedeutung sind, mochte ich dariiber informiert werden.
oder

0 Ich bin damit einverstanden, dass ich keine individuellen Rlckinformationen Uber die Ergebnisse
der Studie erhalte.

Ich bin mir bewusst, dass ich fiir die Uberlassung meiner Blut- bzw. Gewebeprobe kein Entgelt erhalte.

Ich bin mir bewusst, keinerlei Anspriche auf Vergutung, Tantieme oder sonstige Beteiligung an
finanziellen Vorteilen und Gewinnen zu haben, die moglicherweise auf der Basis der Forschung mit
meiner Blut- bzw. Gewebeprobe erlangt werden.

Widerruf der Zustimmung zur Probenverwendung

Ich weil}, dass ich meine Zustimmung zur Verwendung meiner Blut- bzw. Gewebeprobe jederzeit und
ohne Angaben von Griinden gegenuber der oben genannten Institution/ Personen widerrufen kann und
dass dies keinen Einfluss auf meine etwaige weitere arztliche Behandlung hat.

Im Falle des Widerrufs bin ich damit einverstanden, dass meine Blut- bzw. Gewebeprobe zu
Kontrollzwecken weiter aufbewahrt wird. Ich habe jedoch das Recht, deren Vernichtung zu verlangen,
sofern gesetzliche Bestimmungen der Vernichtung nicht entgegenstehen.

Ich bin mir bewusst, dass eine Vernichtung der Blut- bzw. Gewebeprobe auf meinen Wunsch nicht
maglich ist, wenn sie so weit verschlisselt (,pseudonymisiert) wurde, dass eine Verbindung zwischen
den Proben und meiner Person nicht oder nur mit einem unverhaltnismaRig groflen Aufwand an Zeit,
Kosten und Arbeitskraft mdglich ist.
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C. Datenschutzrechtliche Einwilligungserklarung (Zutreffendes bitte ankreuzen) |

Ich bin damit einverstanden, dass die einleitend genannten Personen bzw. ein Mitarbeiter der einleitend
genannten Institutionen Einblick in meine Original-Krankenunterlagen nimmt.

Ich stimme zu, dass Daten, die meine Person betreffen (hierzu gehdren insbesondere auch
Krankheitsdaten au s meinen Krankenunterlagen) unter der Verantwortung der oben genannten
Institutionen in verschlisselter Form

0 fir Studien mit wissenschaftlich in Betracht kommenden Fragestellungen gespeichert
und verarbeitet werden.

oder

0 fir Studien mit der oben genannten Fragestellung gespeichert und verarbeitet werden.

0 lIch bin damit einverstanden, dass wissenschaftliche Mitarbeiter und Doktoranden der HNO-Klinik
des Universitatsklinikums Dusseldorf sowie der Studienleiter PD Dr. Martin Wagenmann Einblick in
meine Original-Krankenunterlagen nehmen.

Ich bin mir bewusst, dass die zustédndigen Behdrden im Rahmen ihrer gesetzlichen Befugnisse ggf.
Einblick in samtliche Unterlagen nehmen konnen.

Widerruf der Zustimmung zur Datenverwendung

Ich weil3, dass ich meine Zustimmung zur Verwendung meiner Daten jederzeit und ohne Angaben von
Grinden gegenber der einleitend genannten Institution bzw. Person widerrufen kann und dass dies
keinen Einfluss auf meine etwaige weitere arztliche Behandlung hat.

Im Falle des Widerrufs bin ich damit einverstanden, dass meine Daten zu Kontrollzwecken weiterhin
gespeichert bleiben. Ich habe jedoch das Recht, deren Léschung zu verlangen, sofern gesetzliche
Bestimmungen der Loschung nicht entgegenstehen.

Ich bin mir bewusst, dass im Falle einer pseudonymisierten Speicherung meiner Daten deren Léschung
auf meinen Wunsch nicht méglich ist.

Datum Name der Probandin/ des Probanden Unterschrift
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Patienteninformation

Mechanismen der allergischen Rhinitis. Studie zur Untersuchung der Pathophysiologie der allergischen
Rhinitis wéhrend der Allergensaison und nach nasaler Allergenprovokation

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

Sie werden gebeten an einer Untersuchung teilzunehmen, bei der wir die pathophysiologischen
Mechanismen bei der allergischen Rhinitis ("Heuschnupfen") in lhrer Nase untersuchen mdchten.

Ehe Sie Ihr Einverstandnis geben, lesen Sie bitte dieses Schreiben durch und lassen sich von lhren
betreuenden Arzten eingehend aufklaren, falls Sie etwas nicht verstehen.

Allergische Rhinitis ist eine Erkrankung, deren Haufigkeit in den letzten Jahren deutlich zugenommen
hat. Sie wird bei Menschen mit einer Sensibilisierung durch an sich eigentlich nicht krankmachende
Allergene ausgel6st und flhrt zu den typischen Symptomen wie Augen- und Nasenjucken, Niesen und
ubermaliger Sekretproduktion. Des weiteren fiihrt eine allergische Rhinitis héufig zu einem
sogenannten Etagenwechsel in den Atemwegen, es kann ein Asthma bronchiale entstehen. Die
Wahrscheinlichkeit, weitere Allergien zu entwickeln, wenn man bereits gegen ein Allergen sensibilisiert
ist, ist deutlich erhéht, auch kénnen Kreuzallergien und Nahrungsmittelallergien auftreten.

Ziel der Untersuchung:

Mit dieser Studie helfen Sie uns, zu verstehen, welche Mechanismen bei der allergischen Rhinitis
ablaufen und wie die allergische Entzindungsreaktion gesteuert wird. Hieraus mdchten wir
anwendungsbezogen die Therapiemaoglichkeiten der allergischen Rhinitis verbessern.

Vorgehensweise:
Die Studie wird durchgefihrt gemaR den Leitlinien der Deutschen Gesellschaft fur Allergologie und

klinische Immunologie (DGAKI). Da es nicht um eine Therapiestudie, sondern um eine diagnostisch-
wissenschaftliche Studie handelt, erhalten Sie kein Studienmedikament.

Uberpriifung der Ein- und Ausschlusskriterien und allgemeine kérperliche und HNO-érztliche
Untersuchung (Screening-Visit):

Vor Aufnahme in die Studie werden Sie grindlich korperlich untersucht, es wird ein HNO-Status mit
Allergietest durchgefihrt.

Sie erhalten diese Patienteninformation und werden genau iber den Ablauf der Studie, die Art der
Allergenprovokation, die Probengewinnung und tber mdgliche Risiken informiert.

Als Schwangere oder Stillende dlrfen Sie diese Studie nicht beginnen.
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Visite 1:

Wenn Sie schriftlich Ihr Einverstandnis fiir die Teilnahme an dieser Studie erklart haben und die die
korperliche Untersuchung ergibt, dass Sie die Einschlusskriterien erflllen, fuhren wir am gleichen Tag,
wenn Sie die Methode kennen und damit einverstanden sind, einen Allergietest, eine Blutentnahme und
eine Nasenlavage durch. Auferdem erheben wir mit einem Fragebogen Ihre medizinische
Vorgeschichte und fragen Ihre Beschwerden ab. Alternativ erhalten Sie hierfur einen neuen Termin.

Visite 2:

AuRerhalb der Allergensaison -also wahrscheinlich im Herbst oder Winter - erhalten Sie einen Termin
zur nasalen Allergenprovokation: Dazu werden wir eine Losung aus Allergenen -das sind naturlich
vorkommende Substanzen (z.B. aus Graserpollen gewonnen), die die allergische Reaktion Ihrer Nase
auslosen- auf die Nasenschleimhaut auftragen. Dies geschieht entweder mit einem Spray oder einer
kleinen Filterpapierscheibe. Kurz nach dem Auftragen werden die lhnen bekannten Symptome der
allergischen Rhinitis auftreten: Sie werden niesen, lhre Nase wird laufen und die Nasenatmung
erschwert sein. Aulerdem kann es zu Jucken in den Augen, zu Tranenfluss und zu einem Jucken im
Rachenbereich kommen. Diese Beschwerden kdnnen einige Stunden anhalten.

Nach der Provokation werden wir lhr Nasensekret sammeln und zwar entweder mit Hilfe von Lavagen
(das sind Spulungen mit einer physiologischen Kochsalzlosung) oder durch das Auflegen von kleinen
Filterpapierscheibchen (Discs) auf die Nasenschleimhaut. In diesem Sekret mochten wir verschiedene
Substanzen, die als Antwort auf die Allergenprovokation in lhrer Nase produziert werden, messen.
AuRerdem wird mittels einer Kurette eine nicht traumatische Kirettage —ahnlich einem Abstrich- der
Nasenschleimhaut vorgenommen.

Mogliche Risiken und Unannehmlichkeiten:
Die bei durchzufiihrenden Blutabnahmen konnen schmerzhaft sein und zu einem blauen Fleck an der
Entnahmestelle fiihren.

Die nasale Allergenprovokation ist der Goldstandard zur Diagnostik einer allergischen Rhinitis.
Durch Verabreichung eines Allergenaerosols in die Nase wird kinstlich eine rhinitische Reaktion mit
Niesen, Tranen, Juckreiz und Sekretfluss ausgeldst. In sehr seltenen Fallen kann es aber auch zu
systemischen Reaktionen mit Luftnot, Asthma und sogar bis zum allergischen Schock kommen.
Solche sehr seltenen, schwerwiegenden Nebenwirkungen bedirfen dann einer intensivmedizinischen
Behandlung. Ihr Studienarzt ist mit der Methode der nasalen Allergenprovokation vertraut und kann
Notfalle adaquat behandeln. Die nasale Allergenprovokation wird in der HNO-Klinik des
Universitatsklinikums Dusseldorf routinemaRig in der Patientenversorgung eingesetzt. Die folgende
Messung des Nasendrucks (anteriore Rhinomanometrie) kann objektivieren, wie stark die
allergenabhangige Reaktion der Nasenatmungsbehinderung ist.

Des weiteren messen wir lhre Symptome: Juckreiz und Niesen. Nach ca. 15 Minuten ist die akute
Phase beendet. Ca. 6 Stunden nach nasaler Allergenprovokation kann allerdings wieder eine
Nasenatmungsbehinderung, Niesen, Juckreiz oder auch eine systemische Reaktion stattfinden. Ein
Notfallset mit Notfallmedikamenten (Desloratadin und Betamethasonsaft) steht Ihnen zur Verfiigung, Sie
werden im Umgang mit diesen Medikamenten geschult. Bitte bringen Sie am Folgetag (Kontrolltag) die
Notfallmedikation wieder mit.

Die Einlage von Papierdiscs in die Nase zum Sammeln von Nasensekret nach nasaler
Allergenprovokation kann Niesreiz hervorrufen.

Nasale Kiirettagen erlauben eine oberflachliche Entnahme von Zellen aus dem Gebiet der unteren
Muschel mittels eines Abstrichinstrumentes (Kirette) vorzunehmen, ohne dass Sie hierbei ,verletzt*
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werden. In sehr seltenen Féllen kann es zu voriibergehender Reizung er Schleimhaut, Niesreiz und
Augentranen konnen auftreten, Blutungen sind sehr selten.

Wahrend der Dauer der klinischen Priifung sollte eine andere medizinische Behandlung mit Ausnahme
von Noffallsituationen nur im Einvernehmen mit dem Prifarzt erfolgen. Der klinische Priifer ist von
einer Notfallbehandlung unverziiglich zu unterrichten. Bei Verdacht auf einen studienbedingten
Gesundheitsschaden sind Sie verpflichtet, dies dem klinischen Prifer unverziglich anzuzeigen.

Sollten Sie Fragen zu dieser Studie haben fragen Sie unbedingt Ihren betreuenden Prifarzt. Er
beantwortet Ihre Fragen gern.

Die Teilnahme ist freiwillig/ alternative Behandlungsmethoden:

Die Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat der Universitat Diisseldorf hat der Durchfiihrung
dieser Studie in vorliegender Form zugestimmt. lhre Teilnahme an der Studie ist freiwillig und so kénnen
Sie die Teilnahme auch ablehnen. Sie kénnen auch jederzeit Ihre Teilnahme beenden — ohne Nachteile
fir Ihre weitere Behandlung. Auerdem ist die Pflicht jedes Studienarztes die Studienbehandlung
abzubrechen, falls Risiken flir lnre Gesundheit bestehen.

Sollten Sie Fragen hinsichtlich dieser Studie haben, beobachten Sie Nebenwirkungen oder benétigen
Sie medizinische Behandlung, dann wenden Sie sich bitte ohne zu z6gern an das Studienteam der
HNO-Klinik Dusseldorf, Moorenstr. 5, 40225 Dusseldorf. Tel. 0211/8117580.
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