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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Asthma

Asthma ist eine der haufigsten Atemwegserkrankungen, von der weltweit Gber 300 Millionen
Menschen betroffen sind. Die Zahl der Betroffenen hat in den letzten 30 Jahren kontinuierlich
zugenommen [1-3]. Asthma ist charakterisiert durch verschiedene Symptome wie ,pfeifende”
Atmung, Kurzatmigkeit, Brustenge und oder Husten, sowie unterschiedliche expiratorische
Atemflusseinschrankungen. Symptome und Atemflusseinschrankungen verandern sich
typischerweise mit der Zeit und in der Intensitat. Diese Verénderungen sind oftmals bedingt
durch Faktoren wie Anstrengung, dem Kontakt mit Allergenen oder Reizmitteln,
Wetterverdnderungen oder virale Infektionen der Atemwege [4]. Bei einem Teil der Patienten
kénnen sich mittel- und langfristig irreversible strukturelle Verdnderungen im Bereich der
Atemwege ausbilden (sog. airway remodeling). Die Ursachen des Asthmas sind noch unklar,
sicher ist jedoch, dass die Entwicklung sowohl von genetischen (atopische Disposition), als
auch von Umweltfaktoren (Viren, Allergene und Luftverschmutzung wie beispielsweise

Feinstaub oder Zigarettenrauch) beeinflusst werden kann [5].

1.2 Pathogenese

1.2.1 Asthma-Formen

Asthma wird oft in extrinsisches (allergisches) Asthma und intrinsisches (nicht-allergisches)
Asthma unterschieden. Allergisches Asthma beginnt meist in der Kindheit oder im jungen
Erwachsenenalter, es kann sich aber auch zu jeder Zeit spater entwickeln. Dem allergischen
Asthma liegt eine genetische Disposition (Atopie) und eine durch Immunglobulin E (IgE)
vermittelte Atemwegsallergie vom Soforttyp zugrunde. In den letzten 25 Jahren lag das
Hauptaugenmerk der Asthmatherapie und -forschung auf dem allergischen Asthma, der
haufigsten Form eines Asthmas [2]. Das intrinsische Asthma entwickelt sich meist im
fortgeschrittenen Lebensalter, wird haufig durch Infektionen der Atemwege getriggert und
zeichnet sich durch einen meist schwierigen klinischen Verlauf aus. Beim intrinsischen
Asthma sind Atopie und allergische Disposition nicht relevant [2, 6, 7]. Mischformen sind
maoglich, allerdings dann als Koinzidenz voneinander unabhangiger Erkrankungen

anzusprechen.

Die Unterscheidung zwischen intrinsischem und extrinsischem Asthma ist Gegenstand
aktueller klinischer Forschung. Studien zeigten, dass es bei beiden Varianten zur Infiltration
der Lunge mit eosinophilen Granulozyten und Thy-Zellen kommt, es einen direkten

Zusammenhang von Asthma-Haufigkeit und der Hohe der IgE-Spiegel im Serum bei allen
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Asthmatikern und weitreichende Ubereinstimmungen u.a. im Zytokin-Profil bei allergischen
und nicht-allergischen Asthmatikern gibt [6, 8]. Dabei wird Asthma heute nicht mehr nur auf
der Basis &tiologischer, physiologischer oder pathophysiologischer Charakteristika wie dem
Asthmaschweregrad oder der Asthma-Kontrolle differenziert, sondern zunehmend auch auf
der Grundlage molekularer und zellularer Merkmale, wie beispielsweise nach dem
Uberwiegend vorliegenden Entzindungsmuster (z.B. eosinophil, Th2-dominiert) oder nach
Auslosern (z.B. Allergie, Anstrengung) [9].

1.2.2 Immunpathogenese

1.2.2.1 Effektor-Zellen, -Molektle und regulatorische Asthma-Elemente

Asthma wird gegenwartig als eine immunologische Erkrankung verstanden, da sowohl die
Prozesse der Entstehung, als auch der Persistenz von immunologisch kompetenten Zellen,
insbesondere T-Helferzellen (Th-Zellen) gesteuert werden [10, 11]. Diese beeinflussen
mittels Chemo- und Zytokinen ein komplexes Netzwerk von Effektorzellen, welche wiederum
durch Sekretion von Chemokinen, Zytokinen und anderen Mediatoren eine
Entzindungsreaktion hervorrufen bzw. modulieren. T-Zellen spielen generell eine
wesentliche Rolle bei der Regulierung von Immunantworten. Sie sind in der Lage, gezielt
Zellen zu toten (natural Killer T-cells, NK-T-Zellen, CD8+ zytotoxische T-Zellen), indirekt das
Abtdten pathogener Zellen zu unterstiitzen, indem sie B-Zellen veranlassen, zu
Plasmazellen auszureifen und deren Antikérperproduktion beeinflussen, sowie die Aktivitat
einiger anderer immunologisch relevanter Zellen herauf-, bzw. herunter zu regulieren (CD4+
T-Helferzellen, Th-Zellen). Die meisten dieser T-Zell-Funktionen sind durch die Fahigkeit der
Zellen vermittelt, Chemokine, Zytokine und andere Mediatoren zu produzieren [11-13].

CD4+ T-Effektor-Zellen werden auf der Grundlage der Zytokine, die sie sezernieren, in
verschiedene Subklassen unterteilt. Zunachst wurden als die zwei wichtigsten Klassen Th;.
und Th,- Zellen unterschieden [12]. Zu deren Entwicklung kommt es, wenn ein Antigen von
einer Antigen prasentierenden Zelle (APC) aufgenommen, prozessiert und in den regionalen
Lymphknoten naiven T-Helferzellen (Tho-Zellen) prasentiert wird. Je nach Beschaffenheit des
prasentierten Peptids und dem umgebenden Mediator-Milieu entwickeln sich die The-Zellen
zu Th;- oder Thy-Zellen [14].

Thq-Zellen

Th;-Zellen bewirken eher eine zytotoxische Immunantwort. Sie produzieren in erster Linie die
Zytokine IL-2, IL-12 sowie IFN-y und bewirken einen Immunglobulin (Ig)G-Isotypen-Wechsel
(IlgG-Klassenwechsel) in B-Zellen. Sie aktivieren spezifische zytotoxische Lymphozyten
(CD8+ T-Zellen und natirliche Killer (NK) -Zellen) durch die Freisetzung von IL-2 und IFN-y.
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IFN-y ist ein Aktivierungsfaktor fir Makrophagen und férdert wiederum deren
Zytokinproduktin (IL-1 und Tumor Nekrose Faktor-B, TNF-B) [3, 15]. Th;-Zellen und CD 8+ T-
Zellen scheinen eher eine Rolle bei schwerem Asthma und Asthma-Exazerbationen zu
spielen. lhre direkten und indirekten zytotoxischen Eigenschaften kdnnten zur Erklarung des
aggressiven und gewebsschadigenden Verlaufs der Krankheit beitragen. Die genauen

Mechanismen sind jedoch noch weitestgehend unklar [16].
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Th,-Zellen

Thy-Zellen segregieren Zytokine wie IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13 und Chemokine wie Eotaxin.
Sie sind die Haupteffektoren bei allergischen Erkrankungen vom IgE- abhangigen Soforttyp,
wie beispielsweise dem allergischen Asthma. In den letzten Jahrzehnten lag das
Hauptaugenmerk der Asthmaforschung und -therapie auf diesem haufigsten Asthma-
Phanotyp. Diesem Umstand ist es zu verdanken, dass viele dem allergischem Asthma
zugrundeliegenden immunologischen Prozesse gut verstanden sind. Zur Ausreifung naiver
Tho-Zellen zu Thy-Zellen kommt es, wenn inhalierte Allergene von antigenprasentierenden
Zellen (wie Makrophagen oder dendritische Zellen) aufgenommen, prozessiert und auf der
Oberflache mit Hilfe von MHC-II- und anderen kostimulatorischen (B7) Molekilen prasentiert
werden [16, 17].

Durch die Sezernierung von IL-4 und IL-13 und deren Bindung an entsprechende
Rezeptoren auf B-Lymphozyten wird ein Immunglobulin-Klassenwechsel zu IgE bewirkt. IL-
13 hat ebenso einen direkten Einfluss auf Mucus-Produktion und AHR [18]. IL-5 stimuliert die
Ausreifung, Differenzierung und Migration (zusatzlich durch Eotaxin) von eosinophilen

Granulozyten [2, 15]. IL-9 beeinflusst das Wachstum von Mastzellen [19].

4 ‘{
B-Zelle \
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Allergen
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IL-13 Leukotriene Allergisches
Prostagladine Asthma
Zytokine

L
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Entzindungskaskade des allergischen Asthmas
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Thy7-Zellen

Th17-Zellen sind ebenfalls CD4+ und durch ihre Produktion der Zytokine IL-17A und IL-17F
charakterisiert. Sie wurden erst vor kurzem als eigene Untergruppe der T-Helferzellen
identifiziert [19, 20]. Diesen Zellen kommt mdglicherweise eine wichtige Rolle beim
schweren, corticosteroid-resistenten Asthma zu. Hierbei sind sie malfgeblich fur die
Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten verantwortlich. Dies geschieht zum einen direkt
durch Produktion von IL-8 oder indirekt durch die Beeinflussung von gewebsstandigen Zellen
via IL-17. Durch IL-17 werden diese Zellen veranlasst, neutrophile Chemoattratoren und

Aktivatormolekule wie colony stimulatory factors (CSF) und CXCL8 zu produzieren [19, 21].

Regulatorische T (T eg)-Zellen

T-regulatorische Zellen sind eine ph&notypisch und funktionell eigenstandige Subklasse der
T-Zellen. Sie sind CD4 und CD25 positiv und exprimieren den Transkriptionsfaktor Foxp3.
Werden diese Zellen durch den T-Zellrezeptor aktiviert, unterdriicken sie die Proliferation
und Zytokin-Produktion von konventionellen T-Zellen. Dies geschieht Antigen- und Zytokin-
unabhangig Uber Zell-Zell-Kontakt. Gleichzeitig induzieren sie regulatorische Eigenschaften
auf Suppressor-T-Zellen und erzeugen so eine weitere Generation von regulatorischen T-
Zellen, die induzierten T.q (iTreg)-Zellen [22-24]. Diese regulieren die Immunantwort
hauptséchlich durch die Produktion von TGF-B und IL-10. Diese Beobachtungen lassen
darauf schlie8en, dass Toleranz-Induktion von CD25+, Foxp3+ T4 auf 2 Wegen geschieht,
zum einen direkt durch Zell-Zell-Kontakt, zum anderen indirekt durch die Induktion von iT ¢S
und deren Sezernierung von suppressiven Zytokinen wie IL-10 [25]. IL-10 kann eine
Immunantwort unterdriicken, indem es die Antigenprasentation von beispielsweise
dendritischen Zellen deutlich herabsetzt [26] oder die Zytokinbildung von aktivierten
Makrophagen vermindert. IL-10 scheint jedoch in erster Linie die Produktion von TH;-
Zytokinen, nicht jedoch von Th,-Zytokinen zu verhindern [27, 28].

Immunglobilin E

IgE kommt bei der allergischen Soforttyp-Reaktion in Verbindung mit Mastzellen eine
zentrale Bedeutung zu. IgE wird in Gegenwart von IL-4 und IL-13 von B-Lymphozyten
produziert. Bei Nicht-Allergikern nimmt es eher einen geringen Teil der Immunglobuline ein.
Zirkulierend im Blut kann es als freies IgE gemessen und im Rahmen der Allergie-Diagnostik
genutzt werden. Seine Wirkung entfaltet es Uber zwei zelluldre Rezeptoren, die jeweils am
Fc-Teil des IgE"s binden. Mastzellen und basophile Granulozyten besitzen den hochaffinen
FceRI-Rezeptor. Einmal an diesen Rezeptor gebunden, dient das IgE diesen Zellen als

Oberflachenrezeptor. Bindet ein Allergen an mindestens 2 dieser Rezeptoren (Crosslinking),
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werden durch eine Signaltransduktionskaskade Prostagladine und Leukotriene, welche
Bronchokonstriktion, Schleimproduktion und mukusale Odeme hervorrufen, freigesetzt.
AulRerdem wird ein breites Spektrum an proinflammatorischen Chemokinen und Zytokinen
(IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-13, IL-16, IL-25, TGF-B, TNF-a und GM-CSF), die Einfluss auf IgE-
Produktion und Rekrutierung eosinophiler Granulozyten haben (siehe auch 0 und 0),
produziert und sezerniert [29]. Der niedrigaffine FceRIlI-Rezeptor befindet sich auf relativ
vielen immunologisch aktiven Zellen (B-Zellen, T-Zellen, Makrophagen, Eosinophilen und
Langerhans-Zellen) und scheint eine regulatorische Funktion in der Steuerung der IgE-
Immunantwort zu haben [30]. Durch den Einfluss auf die Frihreaktion von Mastzellen und
basophilen Granulozyten und indirekt auf die allergische Spéatreaktion, durch Einfluss auf
andere Effektor-Zellen (Eosinophile, Makrophagen, T-Zellen und B-Zellen) ist IgE ein
attraktives Ziel einer antiallergischen und antiasthmatischen Therapie [31]. Gegen IgE
gerichtete Therapien beispielsweise in Form monoklonaler Antikérper werden heute bereits
erfolgreich eingesetzt [32-34].

Basophile Granulozyten und Mastzellen

Basophile Granulozyten sind, im Gegensatz zu Mastzellen, normalerweise nicht im
Lungengewebe, sondern im peripheren Blut zu finden. Mastzellen kommen in verschiedenen
Kompartimenten des Lungengewebes vor, so im Bronchoalveolarraum, an der
Basalmembran der kleinen Blutgefal3e, in der Schleimhaut und in den Blindeln der glatten
Muskelfasern. Die Anwesenheit von Mastzellen in der glatten Muskulatur der Atemwege ist
ein Merkmal obstruktiver Lungenerkrankungen [35, 36]. Die Mastzelldichte ist korreliert mit
der bronchialen Hyperreagibilitdt gegentiber Metacholin bzw. Allergenen [35].

Beide Zelltypen sind jedoch hochst mobil und kénnen mit Hilfe zahlreicher gemeinsamer
chemotaktischer Rezeptoren ins Gewebe, an den Ort der Entzindung einwandern [37-39].
Basophile Granulozyten und Mastzellen besitzen den hoch affinen IgE-Rzeptor FceRI und
synthetisieren Histamin [40] und viele andere Entziindungsmediatoren. Wahrend Mastzellen
jedoch ein breites Chemokin- und Zytokinspektrum produzieren (siehe oben), produzieren

Basophile neben Leukotrienen nur ein begrenztes Zytokinprofil (IL-4 und 1L-13) [41, 42].

Bei beiden Zelltypen fihrt eine IgE-vermittelte Aktivierung durch Kreuzvernetzung des
membranstandigen IgEs zu Degranulation, d.h. zur Freisetzung bestimmter vorproduzierter,
in den Granula gespeicherten proinflammatorischen Mediatoren (z.B. Histamin) und zur

Initierung der Synthese anderer Mediatoren (siehe oben).
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Eosinophile Granulozyten

Eine eosinophile Infiltration der Atemwege ist charakteristisch fur das allergische Asthma.
Eosinophile sind im Gewebe der Atemwegswand, im Sputum und in der Flussigkeit der
bronchoalveolaren Lavage (BAL) zu finden [43]. Es besteht ein klarer Zusammenhang
zwischen der Eosinophilenzahl im Blut, der asthmatischen Entziindung der Atemwege und

klinischen Parametern wie AHR und dem Grad der Atemwegsobstruktion [44, 45].

Eosinophile Granulozyten entwickeln sich aus CD34+ Vorlauferzellen im Knochenmark. Die
Differenzierung zu ausgereiften Eosinophilen wird aufer von IL-5 auch von
Granulocyte/Monocyte  Colony-Stimulating Factor (GM-CSF), welcher von T- und
Endothelzellen stammt und IL-3, welches von Th-Zellen (Typ1 und 2) gebildet wird, reguliert.
IL-5 sorgt terminal fur das Ausreifen der Zellen. Neben IL-5 bilden aktivierte T-, Epithel- und
pulmonale Endothelzellen einen weiteren hochpotenten Chemoattraktor fiir Eosinophile, das
Eotaxin. Dieses sorgt in Verbindung mit IL-5 fur die Migration zum Entziindungsort [46, 47].
AuRerdem verlangert IL-5 das Uberleben der Eosinophilen im Gewebe [48].

Die Rekrutierung an den Entziindungsort beinhaltet den Ubertritt aus dem vaskularen
Kompartiment in das submucosale Gewebe der Atemwege. Dies setzt zunachst die Bildung
von Adhéasionsmolekilen, speziellen Glykoproteinen, auch Integrine genannt und deren
Liganden auf vaskularen Endothelzellen bzw. auf Eosinophilen voraus. Ein Beispiel hierfir ist
intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) auf vascularen Endothelzellen. Wie Studien mit
einem monoklonalen Antikérper gegen ICAM-1 gezeigt haben, erfolgt nach Blockierung von
ICAM-1 kein Anstieg der Eosinophilen nach Allergenprovokation in den Atemwegen und es
bildet sich keine Hyperreagibilitat aus [49]. Leider ist ICAM-1 nicht selektiv flr Eosinophile
und somit fUr eine Therapie eher ungeeignet. Erfolgversprechender, da selektiver fir
Eosinophile, scheinen die Adh&asionsmolekiile VLA4 und vascular cell adhesion molecule
(VCAM)-1 auf Eosinophilenzu sein [50].

Die biologischen Effekte von Eosinophilen rihren von ihrem reichhaltigen Repertoire an
proinflammatorischen und zytotoxischen Substanzen. Zu diesen Substanzen gehdren zum
Beispiel granulare kationische Proteine Major Basic Protein (MBP) und Eosinophilic Cationic
Protein (ECP)), Enzyme wie Matrixmetalloproteasen (MMP), gewebsschadigende
Peroxidasen, Phospholipie wie Platelet Activating Factor (PAF), Leukotriene, sowie einige
Chemokine und Zytokine [51].

Eosinophile Granulozyten spielen in der Pathophysiologie des Asthmas eine Schliisselrolle.
Die vielfaltigen und pathogenetisch relevanten biologischen Eigenschaften eosinophiler

Granulozyten machen diese Zellpopulation zu einem attraktiven und zudem relativ
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asthmaspezifischen Ziel einer therapeutischen Intervention. Die Behandlung von Asthma-
Patienten aller Schweregrade mit inhalativ oder oral verabreichten Glukokortikoiden fiihrt zu
einer klinischen Besserung des Asthmas, die mit einem Rickgang der Eosinophilenzahl in
Sputum und Gewebe korreliert [52, 53]. Auch konnte gezeigt werden, dass eine
Behandlungsstrategie bei Asthma, bei der in Abhangigkeit von der Zahl der Eosinophilen im
Sputum die antiinflammatorische Therapie angepasst wird, die Zahl der Asthmaanfalle und
Hospitalisierungen gegentber einer Standardtherapie reduziert [54].

Neutrophile Granulozyten

Neutrophile sind genau wie Eosinophile und Basophile polymorphkernige Leukozyten. Sie
spielen eine essentielle Rolle in der Erstabwehr gegen bakterielle und Pilzinfektionen. Es
wurde lange angenommen, dass ihre Rolle im Entziindungsprozess allein in Phagozytose
oder der Produktion von Enzymen oder anderen zytotoxischen Agentien lage.
Zwischenzeitlich liegen jedoch Hinweise vor, das neutrophile Granulozyten einige
Mediatoren mit profunden Effekten in den Atemwegen von Asthma produzieren und generell
bei allergischen Prozessen, insbesondere auch beim Asthma, eine pathophysiologische
Rolle spielen kdénnen [55].

Erhéhte Neutrophilenzahlen wurden im Sputum, in der BAL-Flissigkeit und in Biopsien von
schweren Asthmatikern gefunden, insbesondere bei Patienten ohne eine nennenswerte
Eosinophilie, die schlecht auf inhalative Kortikosteroide ansprechen, sowie wéhrend

Exazerbationen oder Asthma-Anfallen [56-59].

Ihre biologischen Effekte liegen ebenfalls in einem reichhaltigen Repertoire von Mediatoren
begriindet, die zu einer Entziindungsreaktion beitragen kénnen. Es besteht in erster Linie
aus gewebsschadigenden Enzymen wie Matrixmetalloproteasen (MMP), Peroxidasen und
Phospholipiden wie dem Platelet Activating Factor (PAF). Darlber hinaus produzieren sie

eine Reihe von Chemokinen und Zytokinen [55].

Monozyten und Makrophagen

Monozyten kdnnen in Gegenwart von GM-CSF zu Makrophagen und dendritischen Zellen,
die letzteren bendtigen zusatzlich IL-4, ausreifen. Beim chronischen Asthma sind Monozyten
und Makrophagen die am haufigsten in der Atemwegsschleimhaut vorkommende
Zellpopulation und spielen zweifelsfrei eine grol3e Rolle in der Pathogenese der Erkrankung.
Wahrend sie eine wichtige Quelle fur Leukotriene, reaktive Sauerstoff-Metabolite und
verschiedene lysosomale Enzyme sind, ist ihre genaue Rolle bei Gewebsschédigung sowie
ihr allgemeiner Beitrag zur Pathologie von Asthma noch unklar. Sie scheinen ahnlich wie

Neutrophile eher eine Rolle bei schweren, kortikosteroidresistenten Formen zu spielen [16].
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Zytokine

Zytokine sind extrazellulare Signalproteine. Sie werden von vielen verschiedenen Zelltypen
produziert und sind Uber hochaffine Oberflachenrezeptoren der Zielzellen an der Zell-Zell-
Interaktion beteiligt. Sie beeinflussen Zellen in unmittelbarer Umgebung ihres Ursprungsortes
(parakrine Wirkung), Zellen in grof3er Distanz, (endokrine Wirkung), aber auch ihre eigenen
Ursprungszellen (autokrine Wirkung). Sie beeinflussen dartber hinaus ein grof3es Spektrum
von Zellfunktionen wie Aktivierung, Proliferation, Chemotaxis, Immunmodulation, Produktion
anderer Zytokine oder Mediatoren, Wachstumsfaktoren, Zelldifferenzierung und Apoptose
[60].

Zytokine spielen eine integrale Rolle in der Koordination und dem Fortbestand von
Entziindungsprozessen in der chronischen Entzindung der Atemwege bei Asthma. Die
chronische Entzindung des Asthmas ist besonders gepréagt durch die Infiltration des
Atemwegsgewebes mit T-Lymphozyten, Eosinophilen, Makrophagen, Mastzellen und
manchmal auch Neutrophilen [58, 61, 62]. Eine besonders wichtige Zytokin-Quelle scheinen
T-Zellen, insbesondere T-Helferzellen, zu sein. Dadurch spielen diese eine besonders
kritische Rolle in der Pathogenese von Asthma. Die wichtigsten Zytokine, ihre Quelle und

ihre Effekte sind in der folgenden Tabelle noch einmal zusammengefasst:



Tabelle 1: Zytokine in der Pathogenese von Asthma
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Zytokine Quelle Ziel Effekt oder Funktion
GM-CSF (Granulocyte/ | Aktivierte Eosinophile, Proliferation, Differenzierung, Aktivierung und
Monocyte Colony- Makrophagen, T- | Neutrophile, Verlangerung der Lebenszeit der Zielzellen;
Stimulating Factor) Zellen Makrophagen Erhdhung der Zytokinproduktion;
Degranulation von Eosinophilen
Interferon-y CD4+ Th;-Zellen, | Makrophagen Differenzierung und Aktivierung von
NK-Zellen, einige Makrophagen, flihrt zur Expression von Fcy
CD8+ T-Zellen Rezeptoren, MHC Klasse | und 1l Molekulen,
Stickstoffmonoxid-Synthase, IL-1,
Tumornekrose-Faktor
CD4+ T-Zellen Zytokinprofilwechsel von Th, zu Thy, erhdhte
Expression von IL-2, verhindert IL-10-
Produktion
CD8+ T-Zellen Erhéhung der Zytotoxizitat von CD8+ T-Zellen
NK-Zellen Aktivierung von NK-Zellen
IL-3 T-Zellen Hamatopoetische | Proliferation und Differenzierung der Zielzellen
Stammzellen
IL-4 CD4+ Thy-Zellen, | B-Zellen Wachstum und Aktivierung von B-Zellen, IgE-
CD8+ T-Zellen Klassenwechsel
CD4+ The-Zellen | Verhinderung der Differenzierung zu Th;-
Zellen und der Produktion von INF-y
Differenzierung zu Th,
CD8+ T-Zellen Differenzierung, Produktion von IL-5
IL-5 CDA4+ T-Zellen, Eosinophile Proliferation, Chemoattraktion, Adhasion,
CD8+ T-Zellen Aktivierung, Lebenszeitverlangerung und

Degranulation
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Zytokine Quelle Ziel Effekt oder Funktion
IL-10 CD4+ Tg-Zellen, | Monozyten, Differenzierung zu Makrophagen,
Thy-Zellen, Verhinderung der Differenzierung zu
Thy-Zellen, dendritischen Zellen
CD8+ T-Zellen
Makrophagen Inhibition der MHCII —Molekile und vieler
Adhéasionsmolektile sowie Verhinderung der
IFN-y-Produktion, somit Begunstigung der
TH»>-Immunantwort. Erhéhung der 1L-4-
Produktion
IL-13 CD4+ Thy-Zellen, | B-Zellen Wachstum und Aktivierung von B-Zellen, IgE-
Ths-Zellen, Klassenwechsel, ahnlich IL-4.
CD8+ T-Zellen
Monozyten Inhibition der Produktion u.a. von IL-10, IFN-y
und GM-CSF
IL-17 CD4+ Thys-Zellen | Neutrophile Chemoattraktion, Adhasion, Aktivierung,
Lebenszeitverlangerung und Degranulation

1.2.3 Remodeling

Einige Aspekte der Asthmaerkrankung, insbesondere die hohe Variabilitit des
Schweregrades, koénnen nicht allein durch die entziindlichen Prozesse der Erkrankung
erklart werden. Im individuellen Langzeitverlauf der Asthmaerkrankung einiger Patienten
entwickelt sich eine offensichtlich strukturell begriindete, irreversible Atemwegsobstruktion.
Dieses Ph&nomen wird als Remodeling bezeichnet. Zwei wesentliche Aspekte fihren zum

klinischen Bild dieser fixierten obstruktiven Ventilationsstérung:

e Verdickung der bronchialen Basalmembran mit subepithelialer Fibrose

e Zunahme bzw. Hypertrophie der glatten Muskulatur insbesondere der kleinen

Atemwege [63].

1.2.4 Symptome

Asthma-Symptome sind insbesondere bei intermittierendem oder leichtem Schweregrad der
Erkrankung nur episodenhaft vorhanden und selbst dann von variabler Auspragung.

Langere Perioden volliger Beschwerdefreiheit sind mdglich. Dies gilt besonders fir Patienten
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mit allergischem Asthma und Sensibilisierung durch nur saisonal oder intermittierend

auftretende Allergene bzw. Arbeitsstoffe. Die wichtigsten Asthma-Symptome sind:

¢ Atemnot (haufig anfallsartig)
e Giemen
e Husten

e Brustenge [1]

1.3 Asthma-Management

Wesentliche Elemente des Asthma-Managements sind:

eine exakte Diagnose als Grundlage einer effektiven und differenzierten Therapie

praventive Mal3nahmen, besonders die Ausschaltung von Risikofaktoren

die medikamenttse und nichtmedikamenttse Langzeittherapie

die Behandlung akuter Exazerbationen bzw. von Asthma-Anfallen [1]

1.3.1 Diagnostik

Die initiale Diagnostik des Asthmas besteht aus der Kombination einer genauen Anamnese
und einem hinweisgebenden klinischen Bild. Im Mittelpunkt stehen hierbei Untersuchungen
der Lungenfunktion zur Dokumentation einer variablen und zumindest teilweise reversiblen
Atemwegsobstruktion sowie einer Uberempfindlichkeit der Atemwege. Die Verlaufskontrolle
dient weitestgehend der Uberpriifung der Stabilitat der Asthma-Kontrolle.

1311 Lungenfunktionsdiagnostik

Das Ausmali der obstruktiven Ventilationsstorung sowie die funktionelle Reversibilitdt nach
Gabe bronchodilatatorischer (bronchienerweiternder) Medikamente (vor allem Beta2-
Sympathikomimetika, Anticholinergika) kann mittels Spirometrie, Analyse von Fluss-
Volumen-Diagrammen oder der Ganzkdrperplethysmographie sowie durch wiederholte
Messungen des exspiratorischen Spitzenflusses (Peak Expiratory Flow, PEF) dokumentiert
werden. Die PEF- Messungen sind besonders fir den ,Hausgebrauch® beim Patienten zu
empfehlen, da die Messgerate ginstig zu erstehen, besonders handlich und die Mandver
unkompliziert durchzufiihren sind. Die gemessenen Werte sind den Selbsteinschétzungen
der Asthma-Symptome durch die Patienten in vielerlei Hinsicht Uberlegen [64, 65]. Die
aussagekraftigste Messmethode bei Spirometrie und Ganzkdrperplethysmographie ist die 1-

Sekunden-Kapazitat (Forced Expiratory Volume in 1 second, FEV1). Sie gibt das Volumen
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der forciert ausgeatmeten Luft in einer Sekunde an. Je enger die Bronchien, desto geringer
das Volumen, welches in einer Sekunde ausgeatmet werden kann. Die Messung der FEV1
geschieht im Rahmen eines standardisierten Atemmanévers [66, 67]. Die Messung ist von
der Mitarbeit der Patienten abhangig, deshalb bedarf es einer genauen Anleitung wahrend
des Mandovers. Sollwerte bertcksichtigenden Alter, Geschlecht, Gewicht und Grol3e [1]

1.3.1.2 Messung der bronchialen Uberempfindlichkeit (Hyperreagibilitatstest)

Eine bronchiale Hyperreagibilitdt auf inhalative Reizstoffe ist ein Charakteristikum des
Asthmas. Selbst bei Patienten, die keine weiteren messbaren Einschrankungen der
Lungenfunktion aufweisen, ist oft eine Hyperreagibilitit als leichteste Form des Asthmas
festzustellen. Die Uberempfindlichkeit der Atemwege kann durch Provokation mit Metacholin
bzw. Histamin, nach Anstrengung (standardisierte Laufbelastung), oder sogar nach
Kaltluftinhalation (insbesondere bei Kindern) bestimmt werden. Kriterien zum Nachweis einer
AHR ist ein Abfall der FEV1 um mindestens 20% bzw. eine Verdopplung des
Atemwegswiderstandes (auf mindestens 0,5 kPa x s/I, bzw. 2,0 kPa x s [1, 68-70]). Je nach
verwendeter Methode erfolgt die Quantifizierung Uber die Angabe der Konzentration bzw. der
Dosis der Provokationssubstanz, bei der die FEV1 um 20% abgenommen hat. Der
angegebene Wert ist die PC,, (Provocative Concentration causing a 20% drop of FEV1) [68].

1.3.1.3 Allergologische Stufendiagnostik

Die Mehrzahl der Patienten mit Asthma leidet an einem allergischen Asthma. Dem
entsprechend ist eine der haufigsten Ursachen der Erkrankung eine Sensibilisierung gegen
Allergenen. Deshalb ist eine allergologische Untersuchung zur initialen Diagnostik bzw. bei
Auftreten zusatzlicher allergischer Beschwerden im Verlauf zu empfehlen [1]. Diese
Untersuchung erfolgt in Stufen. Hierzu gehéren neben einer sorgfaltigen Allergie-Anamnese,
Hauttests (z.B. Prick-Test), die Bestimmung des Gesamt- und spezifischen IgEs im Blut
sowie ggf. die nasalebzw. bronchiale Allergen-Provokationen [1].

Prick- (engl. Einstich) Hauttestungen sind das primare diagnostische Verfahren. Die
Bestimmung des spezifischen IgEs im Serum dient der Unterstiitzung nicht eindeutiger
Hauttestergebnisse. Die Bestimmung des Gesamt-IgE-Spiegels kann unter Einschrankung
ebenfalls Rickschlisse auf den Atopie-Status, jedoch nicht auf das zwingende Vorliegen
einer Allergie geben, da spezifische IgE-Antikbrper oft auch ohne klinische Relevanz

vorliegen kénnen (,stumme Sensibilisierung’).
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1.3.14 Labor-Untersuchungen

Untersuchungen des Blutbildes kénnen Hinweise auf den Entziindungsstatus geben. Hierbei
ist die Betrachtung der Leukozyten (weiRen Blutkérperchen)-Zahlen von Interesse,
besonders der neutrophilen und eosinophilen Granulozyten. Erhdhte Eosinophilenzahlen im
Blut korrelieren oft mit einem erhdhten Eosinophilenanteil in den Atemwegen, wie

vergleichende Blut und Sputumuntersuchungen gezeigt haben [71].

1.3.1.5 Sputum-Untersuchungen

Die Untersuchung des Sputums ist ein weiteres nutzlichesnicht invasives Werkzeug zur
Feststellung und Untersuchung des Entziindungsstatus der Atemwege [72]. Eine Sputum-
Probe kann spontan oder durch standardisierte Inhalation von vernebelter, hypertoner
Kochsalzlésung [73] abgehustet werden. Lichtmikroskopisch kdnnen dann Zellzahlen sowie
das Differentialzellbild immunologisch aktiver Zellen wie Eosinophile, Neutrophile,

Makrophagen oder Lymphozyten bestimmt werden [74].

1.3.1.6 Exhaliertes Stickstoffmonoxid (NO)

Ein weiterer nicht-invasiver Parameter, der Riickschluss auf den Entziindungsstatus in den
Atemwegen geben kann, ist das exhalierte Stickstoffmonoxid (NO). NO scheint eine Rolle
bei der Rekrutierung und Aktivierung (nicht nur) von Eosinophilen zu spielen. Daher kann ein
erhdhter NO-Wert in der exhalierten Atemluft generell auf aktive entziindliche Prozesse der
Bronchialschleimhaut und mit Einschrdnkungen auf einen erhthten Anteil aktivierter
Eosinophiler in den Atemwegen hindeuten [75, 76]. Die NO-Werte sind besonders bei
Patienten, die keine Glucocorticosteroide inhalieren, erhéht und eignen sich daher zur
Erkennung von Ruckfallen nach Reduktion oder Absetzen dieser Medikamente [77, 78]. Die

Validitat im Rahmen der Asthmadiagnostik wurde noch nicht hinreichend gesichert [1].

1.3.1.7 Lebensqualitat bei Asthma

Asthma ist eine chronische Erkrankung, die schweregradabhangig zu einer betrachtlichen
Einschrankung der physischen, emotionalen und sozialen Aspekte des Lebens von
Patienten und Angehorigen fuhren kann. Darlber hinaus ist der personliche und
volkswirtschaftliche Schaden durch Fehlzeiten in der Schule und am Arbeitsplatz nicht
unerheblich. Die Bedeutung emotionaler Faktoren nimmt noch zu, wenn Asthma-
Beschwerden nicht adaquat kontrolliert werden kénnen und die medizinische Betreuung

unzureichend ist.
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Die Erfassung der subjektiv empfundenen, krankheitsbezogenen Lebensqualitat ist daher ein
wichtiger Bestandteil der Diagnostik. Sie sollte anhand zuverlassiger fur die spezifische
Gruppe der Asthmapatienten entwickelter Messinstrumente (Lebensqualitats-Indizes und
Fragebdgen) erfolgen. Die Instrumente sollten geeignet sein, Veranderungen der
Lebensqualitéat in Abhéngigkeit von unterschiedlichen Rahmenbedingungen (z.B. der
sozialen Umgebung und des objektiven Gesundheitsstatus) und Therapieverlauf quantitativ
abzubilden [1].

1.3.2 Schweregrade

Ein Mittel zum adaquaten Management des Asthmas ist die Einteilung in Schweregrade.
Prinzipiell kann Asthma auf Grundlage von Symptomen, der Obstruktion der Atemwege

sowie der Variabilitat der Lungenfunktion in vier Schweregrade eingeteilt werden (Tabelle 2).

Tabelle 2: Schweregrad-Einteilung des stabilen Asthmas bei Erwachsenen [4]

Anhaltende Symptomatik hoher Intensitat FEV, < 60% des Sollwertes
und Variabilitat oder PEF < 60% des Sollwertes
Haufig nachtliche Symptome

Einschrankung der korperlichen Aktivitat PEF Tageswertvarianz > 30%

Haufige Exazerbationen

Tagliche Symptome FEV,; > 60% < 80% des

Sollwertes
N&chtliche Asthmasymptome >1x/ Woche

Beeintrachtigung der kérperlichen Aktivitat

PEF 60-80% des Sollwertes
und des Schlafs bei Exazerbation

Taglicher Bedarf an rasch wirkenden

PEF-Tagesvariabilitat < 30%
B,-Sympathomimetika
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Il 1x / Woche < Symptome am Tag < 1x / Tag FEV; = 80% des Sollwertes
Geringgradig Nachtliche Symptome < 2x / Monat PEF; = 80% des Sollwertes
persistierend
Beeintrachtigung von korperlicher Aktivitat PEF-Tagesvariabilitat >20-30%
und des Schlafes bei Exazerbationen
I Intermittierende Symptome (< 1x / Woche) FEV; = 80% des Sollwertes
intermittierend | Nachtliche Asthmasymptome < 2x / Monat FEV, 2 80% des Sollwertes
Kurze Exazerbationen (von einigen Stunden PEF-Tagesvariabilitat < 20%
bis zu einigen Tagen)

Bereits eines der genannten Kiriterien definiert den Schweregrad. Wichtig ist, die
gegenwartige Therapie in die Einschatzung des Schweregrades einzubeziehen, da neben
dem Schweregrad der zugrunde liegenden Erkrankung auch das Ansprechen auf die
Therapie in die Beurteilung eingeht. Die Beurteilung des Asthma-Schweregrades ist deshalb
eigentlich nur im Rahmen der Erstvorstellung therapie-naiver Patienten und im Rahmen von

klinischen Studien sinnvoll [79].

1.3.3 Asthma-Kontrolle

Ziel der Asthma-Therapie ist es, das Asthma zu kontrollieren und oder die Symptome zu
lindern, somit die Lebensqualitéat der Patienten zu verbessern und zukinftige Risiken durch
Exazerbationen, beschleunigte Verschlechterung der Lungenfunktion und Nebenwirkungen
der Therapie zu minimieren. Mit diesem Ziel hat die Globale Initiative fur Asthma (GINA)
Leitlinien zur Behandlung von Asthma definiert, bei denen sich die Therapie nach dem
Status der Kontrolle des Asthmas richtet [80]. Es wird zwischen kontrolliertem, teilweise
kontrolliertem und unkontrolliertem Asthma unterschieden. Zur Einstufung in die
entsprechende Kategorie werden nicht- klinische Parameter wie tagliche Symptome,
Beeintrachtigung im Alltag, nachtliche Symptome und Gebrauch von Notfallmedikation sowie

klinische Parameter wie Lungenfunktion und Exazerbationen herangezogen.

Zur Einschatzung der Asthma-Kontrolle sind alle klinischen Parameter, mit Ausnahme der
Lungenfunktionstestung, leicht und ohne Hilfsmittel in jeder arztlichen Praxis zu erfragen
(Tabelle 3: Stufen der Asthma-Kontrolle). Validierte Fragebtgen, wie der Asthma Control
Test (ACT) [81] oder der Asthma Control Questionnaire (ACQ) [82] kdnnen dabei zusatzlich
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helfen, den aktuellen Asthmakontrollgrad zu erfassen und im Verlauf zu beurteilen. Der Grad
der Asthma-Kontrolle soll in regelm&Rigen Abstanden Uberprift werden, um festzustellen, ob
die  Therapieziele erreicht werden und eine Anpassung der Therapie
(Intensivierung/Reduktion) indiziert ist.

Ziel der Asthma-Therapie ist die Kontrolle der Erkrankung. Bei unkontrolliertem oder nur
partiell kontrolliertem Asthma wird die Intensitdt der Therapie so lange erhoht, bis
die Kontrolle der Erkrankung erreicht ist. Umgekehrt kann bei l&ngerfristig (> 3 Monate)
kontrollierter Erkrankung die Therapie-Intensitat graduell bei Erhalt der Asthma-Kontrolle
reduziert werden, um die optimale zur Erhaltung der Asthma-Kontrolle notwendige Therapie-
Intensitat zu erreichen [83, 84].

Tabelle 3: Stufen der Asthma-Kontrolle

Kontrolliert Teilweise kontrolliert | unkontrolliert
(alle Kriterien erfullt) | (ein Kriterium erfullt)
keine
Tagliche Symptome Ofter als 2x / Woche
(£ 2x/ Woche)
Einschrankungen . o
o keine Einige
von Aktivitat
3 oder mehr Kriterien
Nachtliche eines teilweise
Symptome /| Keine(s) Einige
kontrollierten
Erwachen
Asthmas
Gebrauch von | Keine ) erfillt
- Ofter als 2x / Woche
Notfallmedikation (< 2x / Woche)
Lungenfunktion Normal
< 80%
(FEV; oder PEF) (> 80%)
Exazerbationen keine Eine oder mehrere / Eine / Woche
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Jahr

1.3.4 Therapie

Ziel der Asthma-Therapie ist eine optimale Kontrolle der Asthmaerkrankung. Im Einzelnen

kénnen folgende Ziele formuliert werden [1]:

e Vermeidung akuter und chronischer Krankheitserscheinungen (z.B. Symptome,
Asthma-Anfalle)

o Normalisierung bzw. das Anstreben der bestmoglichen Lungenfunktion und die

Reduktion der bronchialen Hyperreagibilitat
¢ Vermeidung einer Progredienz der Krankheit
¢ Vermeidung von Komplikationen und Folgeschaden
¢ Vermeidung unerwiinschter Wirkungen der Therapie
¢ Reduktion der Asthma-bedingten Letalitat
e Verbesserung der gesundheits- und asthmabezogenen Lebensqualitat

e Vermeidung einer krankheitsbedingten Beeintrachtigung der physischen, psychischen

und geistigen Entwicklung bei Kindern und Jugendlichen

e Vermeidung krankheitsbedingter Beeintrachtigungen der kérperlichen und sozialen

Aktivitaten im Alltag
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Die medikamentdése Therapie des Asthmas erfolgt auf der Grundlage von Leitlinien
stufenweise. Falls mit der aktuellen Therapie keine ausreichende Asthma-Kontrolle erreicht
wird, muss die Therapie intensiviert werden. Dies setzt allerdings eine adaquate Mitarbeit

des Patienten voraus.

Stufe 4
ICS in hoher Dosis plus LABA (ggf.feste Komb.)
ggf. plus retardiertes Theophyllin

ggf. plus Omalizumab bei allergischem Asthma

ggf. plus systemisches Kortikoid (intermittierend o.

dauerhaft) in der niedrigsten noch effektiven Dosis
Stufe 3

ICS (niedrige - mittlere Dosis) plus langwirkendes
inhalatives B,-Mimetikum (LABA, ggf. feste Kombination)

Alternativen, ggf. zusatzliche Optionen:
¢ ICS in hoher Dosis * Montelukast
« retardiertes Theophyllin e orales ret. ,-Mimetikum

Stufe 2
plus inhalatives Kortikoid (ICS) in niedriger Dosis

Stufe 1

Inhalatives raschwirksames B,-Mimetikum bei Bedarf

Abbilduna 2: Stufenschema der Asthma-Theranie nach Leitlinie 11
Trotz maximaler antientzindlicher und antiobstruktiver Therapie erreichen manche Patienten

keine vollige Kontrolle des Asthmas. Diese Patienten sind auf zusatzliche Therapien
angewiesen. In den letzten Jahren wurden Therapien mit monoklonalen Antikérpern
entwickelt, die sich gezielt gegen pathogenetische Mechanismen klinischer Phanotypen des
Syndroms Asthma richten. Beispiele hierfir sind monoklonale Antikorper gegen IgE
(Omalizumab), seit 2005 in Deutschland zur Behandlung des schweren, allergischen
Asthmas zugelassen [85] und die noch in der Zulassungsprufung befindlichen Antikorper
gegen IL-5 (Mepolizumab und Reslizumab) und gegen IL-17 (Secukinumab).

1.4 Ziele der Arbeit

Eine frihzeitige Diagnose und die Identifizierung spezifischer Phénotypen bei Asthma-
Patienten unter Berucksichtigung der Schwere der Erkrankung ist die Basis fur gezielte und
individuelle therapeutische Interventionen. Die unterschiedlichen Therapien zielen auf eine
Verbesserung und Stabilisierung der Erkrankung. Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung
der Kurz- und Langzeit-Reproduzierbarkeit verschiedener klinischer Parameter, die zur
Beurteilung der Asthma-Kontrolle herangezogen werden. Hierfir wurden sowohl Patienten
mit konstanter als auch sich verbessernder oder verschlechternder Asthma-Kontrolle am
Stichtag, nach einer Woche und nach 6 Monaten untersucht mit dem Ziel, klinische

Parameter zu identifizieren, die sich bei konstantem Krankheitsbild ebenfalls konstant und
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damit reproduzierbar darstellen, sowie Parameter, die besonders sensitiv im Hinblick auf
Veranderungen der Asthma-Kontrolle sind. Die untersuchten klinischen Parameter werden
taglich in der Praxis eingesetzt und dienen der Diagnostik und Verlaufskontrolle des
Asthmas. Hierzu gehdren Mess-Parameter der Lungenfunktion (z. B. FEV,), der
Atemwegsentziindung (z. B. Eosinophile im Sputum, exhaliertes NO) und der daraus
resultierenden Hyperreagibilitat der Bronchien (PC20), sowie systemische Parameter aus
Blutbildanalysen, die auf Entzindungs- und Allergiestatus hinweisen kdnnen.

Asthma wird heute als immunologische Erkrankung verstanden. Sowohl die Initiierung als
auch die Persistenz wird insbesondere von T-Helferzellen gesteuert. T-Helferzellen werden
aufgrund der Zytokine, die sie produzieren, in verschiedene Subklassen eingeteilt. Diese
Zytokine modulieren und steuern inflammatorische Prozesse. Thi-Zellen tragen durch
Produktion von IFN-y in erster Linie zur Infektionsabwehr, bei Asthma am ehesten zu
Gewebsschadigung bei schwergradiger Erkrankung bei [16]. Th,-Zellen tragen mit den fur
sie typischen Zytokinen (u.a. IL-4, IL-5 und IL-13) zu allergischen Immunreaktionen bei. Sie
beglnstigen sowohl die IgE-Synthese als auch die Ausreifung, Differenzierung und
Migration von eosinophilen Granulozyten [86]. Th;,-Zellen tragen durch die Produktion von
IL-17 und dessen Einfluss auf neutrophile Granulozyten zum schwergradigen, kortikosteroid-
resistenten Asthma bei [19-21]. Ein anderer T-Zelltyp, der zur Immunantwort des Asthmas
beitragen kann, sind T-regulatorische Zellen. Diese férdern jedoch keine Inflammation,
sondern erzeugen Toleranz. Dies geschieht zum einen direkt Uber Zell-Zell-Kontakt, zum
anderen durch die Produktion von IL-10 [22-29].

Deshalb wurden, um auf immunologischer Ebene ebenfalls Aussagen lUber die Konstanz
und Veradnderung der Asthma-Phanotypen treffen zu koénnen, intrazellulare Zytokine
verschiedener T-Helferzellen und T-regulatorischer Zellen mittels Durchflusszytometrie

analysiert und den klinischen Parametern der Asthma-Kontrolle gegentibergestellt.

20



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.11 Patientenkollektiv

In die Studie wurden 120 nichtrauchende Probanden mit arztlich diagnostiziertem Asthma
beiderlei Geschlechts einbezogen, die zu den Untersuchungszeitpunkten Woche 0 und 1
konsistent entweder ein kontrolliertes oder ein nur teilweise bzw. unkontrolliertes Asthma

aufwiesen.

Die Patienten wurden in der Klinischen Forschung Pneumologie der Ill. Medizinischen Klinik

der Universitatsmedizin Mainz untersucht.

Letztendlich wurden 76 weibliche und 44 mannliche Probanden im Alter von 19 bis 75
Jahren (Mittelwert 47 Jahre, Standardabweichung (SD) 14,3) in die Studie aufgenommen,
wovon die meisten Personen aus friheren Studien bekannt waren und nun erneut rekrutiert
wurden. Vier Probanden konnten aus personlichen Grinden an der dritten Visite nicht
teilnehmen, eine Probandin nahm nur an der ersten Visite teil; diese Visite(n) wurden in der
Auswertung nicht bericksichtigt. Die durchschnittlichen Charakteristika der Probandinnen
und Probanden konnen Tabelle 4: Patientenkollektiv entnommen werden, eine genaue

Aufstellung aller Merkmale und Werte findet sich im Anhang.

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Universitatsmedizin Mainz genehmigt

(positives Votum im Anhang, siehe Anlage).

Alle Probanden erhielten eine ausfiihrliche mindliche und schriftliche Aufklarung Uber Ziele
und Ablauf der Studie sowie Uber mogliche Nebenwirkungen. Die Teilnahme erfolgte
freiwillig und mit schriftlichem Einverstandnis, ein Abbruch der Studie war jederzeit und ohne

Angabe von Grinden fur alle Probanden méglich.

Tabelle 4: Patientenkollektiv

Merkmal Mittelwert £ SD
Anzahl der Probanden (n) 120
Geschlecht (m / w) 44176
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Merkmal

Mittelwert + SD

Alter (Jahre) 47+14
GrofR3e (cm) 1709
Gewicht (kg) 7919

BMI (kg/m?) 27+6
Kontrolliert (n;%) 29/24
Teilweise kontrolliert (n;%) 39/32,5
Unkontrolliert (n;%) 52/43

NO (ppb) 30+26
FEV, (I/s) 2,6+0,9
FEV, (% v. Soll) 82,7+21,3
Neutrophile im Blut (/nl) 4,71+1,94
Eosinophile im Blut (/nl) 0,25+0,26
Sputumeosinophile (%) 2,6x7,7
Ges. IgE (kU/) 219,6+460,3
ACQ-7 2,3+3,5
PC20 97,6+271,8
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2.1.2

Labor-/ medizintechnische Gerate

Tabelle 5: Labor-/ und medizintechnische Gerate

Material und Methoden

Autoklav 3150 EL Tuttnauer, USA
Bodyplethysmograph Jaeger® MasterScreen® | Jaeger, Wirzburg
Body

Brutschrank Hera cell 150 Thermo scientific, Dreieich
Digitalwaage Acculab Sartorius Group, Goéttingen
Dispenser Handys Step Brand, Wertheim

Becton Dickinson,
Durchflusszytometer FACS Canto

Heidelberg

Einsatzklammern Zytofuge

BMP Funnel-Clip

Biomedical Polymers, Inc.

ImmunoCAP® Bluttestgerét uniCAP 100° Phadia GmbH, Freiburg
+4°C
Kihlschranke -20°c
-80°C
) Leica, Buffalo New York
Leica CME
Mikroskop (USA)
Olympus CK2
Olympus, Hamburg
Pipetierhilfe Pipetus® Hirschmann

Laborgeréate,
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Erbstadt
Macro Brand GmbH und Co. KG,
Wertheim
Tharamac GmbH,
Probenkammern Zytofuge Cellfunnel
Waldsolms
_ A.Hartenstein GmbH,
Rollenmischer RM5
Wirzburg
IKA®-Werke GmbH&Co. KG,
Ruttler VF2
Staufen
] Jaeger Masterscope
Spirometer Jaeger, Wirzburg

Spirometrie System

Sterilwerkbank Hera safe Heraeus instruments, Hanau
) _ ) ) Aerocrine, Solna
Stickoxid-Analysator Niox Mino®
(Schweden)

Aerosonic® mobil

Flores medical GmbH,

Probstzella
Ultraschallvernebler
Omron ultrasonic Nebulizer | Omron Medizintechnik
Handelsgesellschaft GmbH
NE-U17 Mannheim
Vakuumsaugpumpe AC HLC Biotech, Bovenden
Zahlhilfe Handstlckzahler Roth, Karlsruhe
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0,1 mm tief,
Zahlkammer VWR Darmstadt

0,0025 mm?

Megafuge 1.0 R Thermo electron corporation,
Zentrifuge Osterode

Megafuge 40R Thermo Scientific, Dreieich

) Thermo scientific, Astmoor
Zytofuge Shandon Cytospin 4
(UK)

2.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 6: Verbrauchsmaterialien

Blutsammelcontainer

7,5 ml Serum-Gel
7,5 ml LI-Hep-Gel
2,7 ml EDTA K

S-Monovette®

Sarstedt  Ag & Co,,
Numbrecht

Einmalspritze

DiscarditTM I, 20 ml

Becton Dickinson,

Erembodegen, Belgien

FACS-R6hrchen

5 ml Polystyrene

Rundbodenréhrchen

Becton Dickinson,

Erembodegen, Belgien
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Material Bezeichnung Hersteller

Handschuhe Nitril MaiMed GmbH, Neunkirchen
0.9 mm x 40 mm, Becton, Dickensen, Fraga
Microlance™ 3 (Spanien)

Kanulen
0,45x0,25 mm Einmal- B. Braun Melsungen AG.,
Injektions-Kaniile Melsungen

Kryoréhrchen CRYO.STM Greiner, Frickenhausen

Kulturplatten

Falcon MultiwellTM

24well, mit Deckel

Greiner, Frickenhausen

Objekttrager

75x 25x1,0 mm

Gerhard-Menzel GmbH,

Braunschweig

Parafilm M

Brand GmbH und CO KG,
Wertheim

Pasteurpipetten aus Glas

150 mm

Braun, Melsungen

Pipetten und dazugehotrige

Spitzen

1-10 pl, 10-100 pl, 50-

200 pl, 200-1000 pl

Eppendorf, Hamburg

Poypropylen-Rdhrchen

15/50 ml

Greiner, Frickenhausen

Préazisions Dispenser-Tips

2,5/50 ml

Brand GmbH und CO KG,
Wertheim

Prick-Test-Lanzetten

Allergopharma Joachim
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Ganze KG, Reinbeck

Reaktionsgefar 1,5 ml/ 2 ml

Eppendorf, Hamburg

Safty-Lok™ Blood collection

Becton, Dickenson and

Schmetterlingskanile . Company, Franklinlakes
se
(USA)
_ ) NationalcanTM, Chicago
Schutzfolie Parafilm N
(USA)

5/ 10 / 25 ml, Cellstar®,

Stabpipetten _
steril

Greiner, Frickhausen

214 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 7: Chemikalien und Reagenzien

Antibiotic/Antimycotic mit 100 pg/ml PAA, Colbe

Aqua dest. B. Braun, Melsungen
DMSO (Dimethylsulfoxid) Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Fetales Kélberserum (FCS) PAA, Colbe

Ficoll 1.077 PAA, Colbe

Foxp3 Staining Buffer Set eBioscience, Frankfurt
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Golgi Stop

Material und Methoden

BD Biosciences, Heidelberg

Hautantiseptikum (Octeniderm®)

Schilke & Mayr GmbH, Norderstedt

Hemacolor Schnellfarbung

Meck, Darmstadt

Heparin-Natrium-2500 (Liquemin®)

Ratiopharm GmbH, Ulm

IMDM
Medium)

(Iscove’s  Modified Dulbecco’s

PAA, Colbe

Isotonische Kochsalzlésungen (0,9%)

B. Braun, Melsungen

Baxter Deutschland

Unterschleil3heim

GmbH,

Kochsalz (NaCl)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Metacholinchlorid-Lésung 16 mg /ml

Apotheke der Universitatsmedizin Mainz

Natriumazid (NaN3)

Merck, Darmstadt

PBS
Saline)

(Dulbecco’s Phosphate  Buffered

Invitrogen, Karlsruhe

Trypanblau, 0,4%

Sigma, Steinheim
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2.1.5 Material und Reagenzien fur Serumallergologie

Tabelle 8: Material und Reagenzien fiir Serumallergologie

Bezeichnung/Einheit

Hersteller

ImmunoCAP Specific IgE Anti-IgE

ImmunoCAP

Phadia GmbH, Freiburg

ImmunoCAP Specific IgE Calibrators 0-100

Phadia GmbH, Freiburg

ImmunoCAP Specific IgE Conjugate 0-100

Phadia GmbH, Freiburg

ImmunoCAP Specific IgE Curve Controls

Phadia GmbH, Freiburg

ImmunoCAP Specific IgE Control

Phadia GmbH, Freiburg

ImmunoCAP Development Solution

Phadia GmbH, Freiburg

ImmunoCAP System Washing Solution

Phadia GmbH, Freiburg

ImmunoCAP Stop Solution

Phadia GmbH, Freiburg

ImmunoCAP Total IgE Calibrators

Phadia GmbH, Freiburg

ImmunoCAP Total IgE Control LMH

Phadia GmbH, Freiburg

ImmunoCAP Total IgE Curve Controls

Phadia GmbH, Freiburg

ImmunoCAP Total IgE (Kit)

Phadia GmbH, Freiburg

d1 D. pteronyssinus

Phadia GmbH, Freiburg

d2 D. farinae

Phadia GmbH, Freiburg
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g6 Lieschgras

Material und Methoden

Phadia GmbH, Freiburg

el Katzenschuppen/-epithelien

Phadia GmbH, Freiburg

e5 Hundeschuppen

Phadia GmbH, Freiburg

w6 Beifuss

Phadia GmbH, Freiburg

t3 Birke

Phadia GmbH, Freiburg

m1 Penicillium notatum

Phadia GmbH, Freiburg

m2 Cladosporium herbarum

Phadia GmbH, Freiburg

2.1.6 Allergene fur Hautallergie-(Prick-)Test

Tabelle 9: Allergene fir Hautallergie-(Prick-)Test

Kontrolle (enthalt Phenol und Glycerol)

HAL Allergie GmbH , Dusseldorf

Histamine

HAL Allergie GmbH , Dusseldorf

Roggen

HAL Allergie GmbH , Dusseldorf

Graserpollen

HAL Allergie GmbH , Dusseldorf

Spitzwegerich

HAL Allergie GmbH , Dusseldorf
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Allergen

Hersteller

Gemeiner Beiful

HAL Allergie GmbH , Dusseldorf

Hasel HAL Allergie GmbH , Dusseldorf
Birke HAL Allergie GmbH , Disseldorf
Erle HAL Allergie GmbH , Disseldor