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Zusammenfassung

1 ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund: Die spezifische Immuntherapie spielt als kausale Behandlungsmoglichkeit
neben der Allergenkarenz im Rahmen der Hausstaub- und Milbenallergie eine besondere
Rolle. In der Vergangenheit haben verschiedene klinische Doppelblindstudien gezeigt, dass
die sublinguale Immuntherapie (SLIT) im Vergleich zur renommierten subkutanen
Applikationsform ebenso wirksam ist und gleichzeitig ein weitaus geringeres Risiko an
gefihrlichen systemischen Nebenwirkungen in sich birgt. Dennoch ist bis heute wenig iiber
den spezifischen Effekt bei padiatrischen Patienten und den Wirkmechanismus der SLIT
bekannt, so dass man bestrebt ist, die molekularen Ablidufe genauer zu analysieren und

mogliche Parameter zur Verlaufskontrolle fiir diese Behandlungsform zu finden.

Ziele: In dieser Arbeit wurden Milbenallergiker vor (n = 36) und wihrend (n = 23) einer 1 bis
3jdhrigen sublingualen Immuntherapie sowie gesunde Probanden (n = 26) als unverbundene
Stichproben hinsichtlich der Expressionsédnderung von verschiedenen Oberflichenmolekiilen
auf B- und T-Lymphozyten sowie gelosten Adhdsionsmolekiilen im Blutplasma untersucht.
Des weiteren erfolgte die Analyse der Manifestation der allergischen Symptomkomplexe
Rhinokonjunktivitis, Asthma und bronchiale Hyperreagibilitit vor und wihrend einer SLIT
als verbundene und unverbundene Stichproben.

Zusitzlich wurde die Auspriagung der Schwere der allergischen Symptomatiken mit den
gemessenen Oberfldachen- und Adhésionsmolekiilen in Verbindung gebracht, um mégliche

Verlaufsparameter fiir eine allergische Erkrankung vor und unter SLIT ausfindig zu machen.

Material und Methoden: Die Erhebung der klinischen Beschwerden der Milbenallergiker

vor und wihrend einer sublingualen Immuntherapie erfolgte mit Hilfe eines speziellen
Bewertungsschemas in einem standardisierten Erhebungsbogen.

Die fiir die Untersuchung bendétigten Lymphozyten wurden unter Verwendung eines
Dichtegradienten gewonnen. Durch die Markierung der Lymphozyten mit
fluoreszenzmarkierten Antikorpern und anschlieBender FACS-Analyse
(Durchflusszytometrie) konnten die prozentualen Anteile folgender Oberflichenmolekiile
gemessen werden: CD54 (ICAM-1, interzelluldres Adhisionsmolekiil), CD69 (unspezifischer
Aktivierungsmarker) und CD154 (CD40-Ligand) auf CD3- bzw. CD4- positiven T-Zellen;
CD23 (FceRII, niedrigaffiner IgE-Rezeptor) und IgA auf CD20-positiven B-Zellen.
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Im Blutplasma wurde die 16sliche Form der Adhisionsmolekiile ELAM-1 (endotheliales
Leukozytenadhisionsmolekiil), [CAM-1 (interzelluldre Adhédsionsmolekiil) und IL-2R
(Interleukin-2-Rezeptor) mittels ELISA bestimmt.

Ergebnisse: In der Auswertung zeigten Milbenallergiker vor einer sublingualen
Immuntherapie signifikant hohere CD54-, CD69- und sELAM-1-Werte als Atopiker unter
einer SLIT und gesunde Probanden. Beziiglich der Expression von CD23, CD154 und
sICAM-1 konnte eine tendenziell gesteigerte Konzentration beobachtet werden. In Hinblick
auf die IgA-Expression auf B-Lymphozyten wurden bei Atopikern vor Therapie dhnliche
Werte wie bei Allergikern unter SLIT festgestellt, die im Vergleich zu Gesunden signifikant
erhoht waren. Bei Patienten unter einer sublingualen Immuntherapie ergab sich auflerdem ein
signifikant niedrigerer sIL-2R-Wert als bei Milbenallergikern vor der Behandlung.

In Bezug auf Entwicklung der klinischen Beschwerden konnte nach der sublingualen
Immuntherapie bei allen Patienten eine Verbesserung hinsichtlich der drei untersuchten
Symptomkomplexe Rhinokonjunktivitis, Asthma und bronchialer Hyperreagibilitit
festgestellt werden.

Beim Vergleich der Expression der verschiedenen Oberflichen- und Adhdsionsmolekiile mit
der Manifestation der atopischen Symptomatik zeigte sich v.a. fiir die Parameter CD69,
SELAM-1 und sICAM-1 eine signifikante positive Beziehung. Hinsichtlich aller iibrigen

Parameter fiel ein nicht signifikanter Zusammenhang auf.

Schlussfolgerung: Anhand der dargestellten Arbeit ldsst sich die in der Literatur

beschriebene Effektivitit und Sicherheit der sublingualen Immuntherapie bestitigen.

Da bei Allergikern vor einer sublingualen Immuntherapie durchgehend hohere Konzentration
der untersuchten Oberflichen- und Adhisionsmolekiile gefunden wurden als bei Patienten
unter einer SLIT und gesunden Probanden, ist es moglich, dass infolge der spezifischen
Immuntherapie der allergische Entziindungsprozess modifiziert wird. In diesem
Zusammenhang zeigten besonders die Parameter CD69, SELAM-1 und sICAM-1 eine
positive Abhidngigkeit zur klinischen Schwere der atopischen Symptomatik, wodurch sie sich
mit hoher Wahrscheinlichkeit als Verlaufsparameter fiir allergische Erkrankungen und die
sublinguale Immuntherapie eignen. Es ist jedoch notwendig, dieses Resultat anhand von
groBeren Patientenkollektiven, verbundenen Stichproben und ldngeren Zeitrdumen in

weiterfithrenden, prospektiven Studien zu iiberpriifen.
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2 EINLEITUNG

2.1 Allgemeine Grundlagen zur Hausstaub- und Milbenallergie

2.1.1 Terminologie

Eine Allergie ist eine erworbene Hypersensibilitits- oder Uberempfindlichkeitsreaktion, die
im Rahmen einer gestorten immunologischen Funktion durch die Einwirkung einer
korperfremden Substanz auf den menschlichen Organismus entsteht.

Als korperfremde Substanzen wirken dabei normalerweise unschidliche Antigene, die auch
als Allergene bezeichnet werden. Der Erstkontakt mit diesen Allergenen verlduft zunichst
klinisch stumm und erst bei erneuter Exposition treten Symptome mit Krankheitswert infolge
von Gewebsschidigungen durch die nachteilige Immunreaktion auf. (Janeway CA et al. 2002, Jung
EG und Moll I 2003) Die Hypersensibilitit gegeniiber Allergenen ist dabei spezifisch und wird
im Erkrankungsverlauf durch eine Sensibilisierung erworben. Die klinische Manifestation von
80 % der Allergien erfolgt an der Haut und den angrenzenden Schleimhiuten, da sie eine
wichtige Barriere zur Umwelt darstellen. (Jung EG und Moll I 2003)

Zahlreiche Allergien, einschlieBlich der Hausstaub- und Milbenallergie, verlaufen dabei im
Rahmen einer Typ I-Reaktion nach Coombs und Gell, die durch IgE-Antikorper vermittelt
wird. Sie wird auch als Reaktion vom Soforttyp bezeichnet. Ihre Pathogenese wird im Kapitel
2.1.3 beschrieben. Von einer echten Typ I-Reaktion ist die sogenannte Pseudoallergie
abzugrenzen, die eine nicht immunologisch ausgeldste Unvertréiglichkeitsreaktion darstellt. Es
findet dabei eine direkte Mediatorfreisetzung, z.B. von Histamin, statt, aber auch andere

zelluldre Mechanismen spielen eine Rolle. (Jung EG und Moll 1 2003)

Der Begriff Atopie bezeichnet eine individuelle bzw. familidre Tendenz zur IgE-Produktion
als Reaktion auf die Einwirkung von geringen Allergenmengen. Infolge dessen besteht eine
hohe Neigung zur Entwicklung von typischen Symptomkomplexen wie Rhinokonjunktivitis,

Asthma oder allergische Dermatitis. (Johansson SGO et al. 2001)
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2.1.2 Milbenallergene und Kreuzreaktivitét

Allergene sind Antigene, die durch immunologische Mechanismen eine Allergie oder eine
Uberempfindlichkeitsreaktion auslosen kénnen. Die meisten Allergene, welche eine
Produktion von IgE oder IgG hervorrufen, sind Proteine (Johansson SGO et al. 2001). Als Haupt-
oder Majorallergene bezeichnet man Allergene, die bei iiber 50 % der Patienten zu einer IgE-

Bildung fithren (Bachert C und Wiesmiiller A 2002).

Atopische Symptomenkomplexe, die im Rahmen einer Milbenallergie auftreten, konnen
einerseits durch Hausstaubmilben (HSM) und andererseits durch sogenannte Vorratsmilben
(VRM) verursacht werden. Beide Milbenarten werden unter dem Begriff der ,,domestic
mites* zusammengefasst. Hierbei sind alle Milbenarten im menschlichen Umfeld gemeint, die
eine IgE-vermittelte allergische Reaktion vom Soforttyp bewirken konnen. (Franz JT 2004)

Den Hauptausloser fiir eine Milbenallergie stellt die Gruppe der Hausstaubmilben (HSM) dar,
deren wichtigste Vertreter die Spezies Dermatophagoides pteronyssinus und
Dermatophagoides farinae sind. Sie kommen iiberall in Europa vor und leben in
abgelagertem Staub von stiddtischen und landlichen Wohnhéusern. Vor allem in
mikroklimatischen Nischen mit hoher Luftfeuchtigkeit wie Matratzen, Polstermdbeln,
Teppichbdden und Vorhingen, besteht eine hohe Tendenz zur Vergrof3erung der
Milbenpopulation. Ferner sammeln sich in diesen Bereichen groflere Mengen an

menschlichen Hautschuppen an, die die wesentliche Nahrungsquelle fiir die HSM darstellen.
(Uecker M 1997, Franz JT 2004)

Die Majorallergene der wichtigsten Hausstaubmilbenspezies befinden sich beispielsweise im
Milbenkot. Es handelt sich dabei um Cystein- bzw. Serinproteasen, die als proteolytische
Enzyme wirken konnen (Arlian LG und Platts-Mills TAE 2001). Thre DNS-Sequenz ist mittlerweile
im Wesentlichen erforscht und sie sind teilweise als rekombinate Allergene fiir die spezifische
Immuntherapie verfiigbar (Chapman MD et al. 1997). Tabelle 1 gibt eine Ubersicht iiber die

Hauptallergene der bedeutsamsten HSM-Spezies.

Tab. 1: Uberblick iiber die wichtigsten Majorallergene von Hausstaubmilben (In Anlehnung an Franz JT 2004)

HSM-Spezies Majorallergene
Dermatophagoides pteronyssinus (Hausstaubmilbe) Der p 1-10
Dermatophagoides farinae (Mehlstaubmilbe) Derf1-7, 10, 11, 14

10
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Die Gruppe der Vorratsmilben (VRM) tritt im Gegensatz zu den Hausstaubmilben gehéduft im
landwirtschaftlichen Arbeitsbereich auf. Hierbei zeigten vor allem Schweinestille, Heu- und
Strohlager sowie Mahl-Misch-Anlagen eine vermehrte Kontamination. Des weiteren kommen
Vorratsmilben ebenfalls in ldndlichen und stddtischen Wohnbereichen, insbesondere in
Kiichen, Vorrats- und Kellerraumen vor (Miisken H 2004), da sie sich u.a. von Schimmelpilzen
erndhren. In einigen Studien wurde gezeigt, dass ein Teil der Vorratsmilbenarten vor allem
bei Landwirten zu einer atopischen Erkrankung fithren kann (Blainey AD et al. 1989, Radon K et al.
2000). Klinisch konnte besonders eine rhinokonjunktivitische und asthmatische Symptomatik
festgestellt werden, die auch als ,,Scheunenallergie* oder engl. ,,barn allergy* bezeichnet
wird. (Cuthbert OD et al. 1984, Miisken H 2004)

Da in dieser Arbeit jedoch ausschlieBlich Patienten mit Sensibilisierungen gegen
Hausstaubmilben untersucht wurden, soll auf die Problematik der Vorratsmilben nicht ndher

eingegangen werden.

Unter dem Begriff Kreuzreaktivitit versteht man eine molekulare Reaktion, bei der die IgE-
Antikorper, die im Rahmen einer Allergie vom Soforttyp gegen ein bestimmtes Antigen
gebildet werden, ebenfalls eine allergische Reaktion auf dhnliche Strukturproteine bewirken.
Diese Interaktion mit homologen Antigenen kann hierbei eine atopische Symptomatik
triggern oder keine klinische Relevanz haben (Ferreira F et al. 2004). Urséchlich sind dhnliche
Eigenschaften in der Primér- und Tertidrstruktur der antigenen Proteine ausschlaggebend,
wobei eine DNS-Sequenz- bzw. Epitopdhnlichkeit von iiber 70 % Vorraussetzung fiir eine
Kreuzreaktion zu sein scheint (Aalberse RC 2000, Ferreira F et al. 2004).

In Bezug auf die Hausstaub- und Milbenallergie zeigten einige Studien, dass eine
gleichzeitige Sensibilisierung mit Inhalationsallergenen von verschiedenen
Vorratsmilbenarten (van der Heide S et al. 1998, Radon K et al. 2000) und Schabenspezies moglich
sein kann (Witteman AM et al. 1995), wobei die klinische Relevanz noch unklar ist (Sidenius KE et
al. 2001). Denkbare Kreuzreaktivititen bestehen ebenfalls in Verbindung mit einigen

Sarcoptesarten wie beispielsweise der Kritzmilbe Sarcoptes scabiei (Falk ES 1981, Moustafa EH
et al. 1998).

Des weitern konnten in einigen Untersuchungen Zusammenhénge zwischen einer
Milbenallergie und Nahrungsmittelallergien gegen Schalentiere (van Ree R et al. 1996a) und
Schnecken (van Ree R et al. 1996b, Vuitton DA et al. 1998) gefunden werden. Die Manifestation
dieser Nahrungsmittelallergien trat dabei besonders bei Patienten auf, die eine Inmuntherapie
gegen Hausstaubmilben erhielten, da die entsprechenden Allergene in konzentrierter Form
zugefiihrt wurden und sich somit eine erhohte IgE-Produktion entwickelte. (Sidenius et al. 2001)

11
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2.1.3 Wirkung der HSM-Allergene und Pathogenese der Allergie

Nach heutigem Wissenstand ist der spezifische molekulare Wirkungsmechanismus der
Hausstaub- und Milbenallergene und des bedeutsamsten Majorallergens Der p 1 in Bezug auf
die allergischen Entziindungsreaktion der Atemwege noch nicht genau aufgeklart. Im
Wesentlichen existieren 4 verschiedene Theorien in Hinblick auf diesen
Effektormechanismus. (Sharma S et al. 2003)

1) Durch die enzymatische Aktivitit als Cysteinprotease kann Der p 1 das
Atemwegsepithel direkt schiadigen, indem es das Protein Occludin spaltet und dadurch
die festen Zell-Zell-Verbindungen (tight junctions) zwischen den Epithelzellen
unterbricht (Wan H et al. 1999, Wan H et al. 2000). Hierdurch konnen die HSM-Allergene

ins Interstitium gelangen und so die Aktivierung von dendritischen Zellen auslosen.
(Janeway et al. 2002)

2) Infolge der proteolytischen Funktion von Der p 1 ist eine Inhibition von
a1-Antitrypsin moglich (Sharma S et al. 2003). ai-Antitrypsin ist ein wichtiges Enzym
zum Schutz des Atemwegsepithels, da es die destruierende Aktivitit von
verschiedenen Proteasen (Carlson JA 1988), wie der neutrophilen Elastase (van Steenbergen
W 1993), hemmt.

3) Da Der p 1 eine Cysteinprotease ist, beeinflusst es die allergische Reaktion direkt
durch die Spaltung des Oberflichenmolekiils CD23 (Sharma S et al. 2003). Das CD23-
Antigen fungiert als niedrigaffiner IgE-Rezeptor auf B-Lymphozyten, eosinophilen
Granulozyten und dendritischen Zellen. Es erfolgt die Bindung von IgE an CD23 auf
der B-Zell-Oberflache, wodurch ein negatives Riickkopplungssignal auf die IgE-
Synthese ausgelost wird. Die Spaltung des CD23-Molekiils durch Der p 1 bewirkt eine
Unterdriickung dieses Feedbackmechanismus, wodurch der IgE-Spiegel ansteigt
(Hewitt CRA et al. 1995).

4) Der p 1 und andere HSM-Majorallergene wirken als potente Allergene, die direkt eine

Hypersensitivititsreaktion vom Typ I auslosen konnen. (Sharma S et al. 2003)

Die Hausstaub- und Milbenallergie stellt eine Immunreaktion vom Typ I nach Coombs und
Gell dar, die durch IgE-Antikorper vermittelt wird. Thre Pathogenese soll hier kurz erlédutert
werden.

Zu Beginn der Typ I-Reaktion wird das Allergen aus der Umwelt durch antigenprésentierende
Zellen (APC) aufgenommen, iiber den endolysosomalen Weg zersetzt und durch sogenannte

MHC-Klasse-11-Molekiile auf der Zelloberfliche prisentiert. Die wichtigste Rolle spielen

12
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dabei die dendritischen Zellen (McWilliam AS et al. 1995) einschlieBlich der Langerhanszellen in
der Haut und in den Atemwegen (Fokkens WJ 1999). Nach dem peripheren Antigenkontakt
wandern die dendritischen Zellen in die regionalen Lymphknoten und treten hier mit naiven
CD4-T-Zellen, den ThO-Zellen, in Kontakt (Janeway CA et al. 2002). Durch das MHC-Klasse-II-
Molekiil wird der T-Zell-Rezeptor der T-Helfer-Zellen stimuliert, wobei als
kostimulatorisches Signal die Interaktion zwischen dem T-Zell-Antigen CD28 und dem
Oberflachenmolekiil B7-2 wirkt (Caux C et al. 1994, Fokkens WJ 1999). Infolgedessen findet die
Umwandlung der naiven ThO-Zellen in Th2-Effektor-Zellen statt, welche u.a. IL-4, IL-10 und
IL-13 freisetzen. Diese Interleukine reagieren mit den Oberflachenrezeptoren von B-Zellen,
wobei die Signaliibertragung durch die Janus-Tyrosinkinasen JAK1 und JAK?2 erfolgt.
Hierdurch findet die Phosphorylierung des Transkriptionsregulators STAT6 statt, woraufthin
die B-Zellen anstatt [gM vermehrt IgE bilden. Ein weiteres wesentliches Signal, welches zu
diesem IgE-Isotypenwechsel fiihrt, ist die kostimulierende Wechselwirkung zwischen dem
B-Zell-Molekiil CD40 und dem T-Zell-Antigen CD154 (CD40-Ligand). Die somit begonnene
IgE-Produktion kann nun durch basophile und eosinophile Zellen sowie durch Mastzellen
verstarkt werden. Alle drei Zelltypen besitzen auf ihrer Oberfldche FceRI-Molekiile, welche
hochaffine Rezeptoren fiir IgE darstellen. Nach Aktivierung kénnen diese Zellen CD154
exprimieren und I1-4 produzieren, wodurch der IgE-Isotypenwechsel weiter verstirkt wird.
(Janeway CA et al. 2002)

Durch die Quervernetzung der IgE-Antikorper mit den FceRI-Oberflachenmolekiilen der
Mastzellen erfolgt ihre Degranulation, wodurch verschiedene gespeicherte
Entziindungsmediatoren freigesetzt werden. (Janeway CA et al. 2002)

Von besonderer Bedeutung ist hierbei das biogene Amin Histamin, welches durch die
Stimulation von Hi-Rezeporen zu einer gesteigerten Gefalpermeabilitit, Vasodilatation, einer
erhohten Schleimsekretion sowie Juckreiz fiihrt. Hierdurch werden die charakteristischen
allergischen Symptomatiken in Form von Bronchokonstriktion, nasaler Obstruktion und
Sekretion, Niesreiz sowie Pruritus bei der Urtikaria verursacht (Bachert C 2002). Eine weitere
wichtige Rolle spielen die freigesetzten Leukotriene, die eine bis zu 1000-fach stirkere
bronchokonstriktorische Wirkung als Histamin haben und auflerdem durch eine
Vasodilatation zur Odembildung der Schleimhiute fiihren. Sie regen epitheliale und
submukdse Driisen zur Sekretproduktion an und verursachen chemotaktische Reize auf
Leukozyten, insbesondere eosinophile Granulozyten, wodurch sie die allergische

Entziindungsreaktion verstiarken und aufrechterhalten. Durch die Erhohung des
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Atemwegswiderstandes haben sie eine besondere Bedeutung fiir die Pathogenese des
allergischen Asthmas (Lommatzsch M und Virchow JC 2002).

Mit Hilfe dieser Entziindungsmediatoren, die durch Mastzellen freigesetzt werden, wird die
sogenannte Sofortreaktion ausgelost, welche innerhalb von Sekunden bis Minuten mit der
entsprechenden Symptomatik einsetzt. Die Mastzellen induzieren dabei aulerdem die
Synthese von Chemokinen, Zytokinen und anderen Mediatoren, die weitere inflammatorische
Leukozyten einschlieBlich eosinophiler Granulozyten und Th2-Lymphozyten anlocken. Diese
Zellen organisieren sich nach 8 bis 12 Stunden zu einem Entziindungsherd, was auch als
Spitreaktion der Typ I-Reaktion bezeichnet wird. Sie stellt dabei die Hauptursache fiir
chronische Krankheitsbilder dar, wie beispielsweise die allergische Rhinokonjunktivitis oder

das allergische Asthma. (Janeway CA et al. 2002)

2.1.4 Haufig auftretende Symptomkomplexe

Zu den allergischen Symptomkomplexen, die im Rahmen einer Hausstaub- und
Milbenallergie eine besondere Rolle spielen, gehoren die allergische Rhinokonjunktivitis, das
allergische Asthma sowie die bronchiale Hyperreagibilitét.

Die allergische Rhinitis ist laut WHO-Definition eine wesentliche chronische
Atemwegserkrankung, die gemif3 der Dauer der Symptomatik nach dem ARIA-Protokoll in
eine intermittierende und eine persistierende Form eingeteilt werden kann. Des weiteren wird
je nach Schwere der Symptomatik eine leichte und eine mafiggradig-schwere Ausprigung

unterschieden. (Bousquet J et al. 2001, Salib RJ et al. 2003)

Tab. 2: Einteilung der allergischen Rhinitis nach dem ARIA-Protokoll (in Anlehnung an Salib RJ et al. 2003)

Rhinitis-Symptomatik | Bedeutung

Intermittierend Symptomatik < 4 Tage pro Woche oder 4 Wochen
Persistierend Symptomatik > 4 Tage pro Woche und >4 Wochen
Leicht Symptomatik nicht/kaum storend, Lebensqualitét nicht/kaum eingeschrénkt

(keine Schlafstorungen, keine Beeintrichtigung bei tiglichen Aktivititen,

Freizeitbeschiftigungen, Schule oder Arbeit)

MaiBiggradig-Schwer Symptomatik storend, Lebensqualitit eingeschrankt
(Schlafstérungen, Beeintrichtigung bei tiglichen Aktivitéten,

Freizeitbeschiftigungen, Schule oder Arbeit)
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Als Leitsymptome einer allergischen Rhinitis treten vor allem Niesreiz, Sekretion,
Obstruktion sowie konjunktivale Reaktionen am Auge auf. Im Fall der Hausstaub- und
Milbenallergie leiden die Patienten hédufig unter einer behinderten Nasenatmung, die
besonders in den frithen Morgenstunden nach der nichtlichen Allergenexposition durch die

Matratze auftritt. (Bachert C und Wiesmiiller A 2002)

Beim allergischen Asthma handelt es sich um eine chronisch entziindliche
Atemwegserkrankung, wobei nach den GINA-Richtlinien ebenfalls eine Unterteilung in

intermittierende und persistierende Formen existiert.

Tab. 3: Einteilung des allergischen Asthmas nach den GINA-Richtlinien (in Anlehnung an Bachert C und

Wiesmiiller A 2002)
Asthma-Stadium Tagsymptome Nachtsymptome % FEV 1
1) Intermittierend < 1/Woche < 2/Monat > 80
2) Persistierend leicht < 1/Tag > 2/Monat > 80
3) Persistierend mittelschwer > 1/Tag > 1/Woche 60-80
4) Persistierend schwer stindig oft <60

Klinisch zeigt sich eine Atemwegsobstruktion mit Husten, Giemen, Atemnot und thorakalem
Engegefiihl. In der diagnostischen Uberpriifung deuten ein erhohtes Gesamt-IgE (> 100 kU/1)
sowie die Kombination mit atopischer Dermatitis oder Rhinokonjuntivitis auf eine allergische
Genese hin und schaffen die Abgrenzung zum nicht-allergischen Asthma. Besonders
Hausstaub- und Milbenallergiker zeigen ganzjihrige Beschwerden durch die andauernde

Allergenexposition. (Bachert C und Wiesmiiller A 2002)

Unter einem anaphylaktischen Schock versteht man eine lebensbedrohliche, systemische
Hypersensibilititsreaktion, die als Maximalvariante einer Typ I-Allergie auftreten kann. Die
Symptomatik entwickelt sich allmihlich mit Juckreiz und Brennen im Rachenbereich, an den
Handtellern und FuB3sohlen bis hin zu generalisierten Odemen, Urtikaria, Bronchospasmus,

Blutdruckabfall und Herz-Kreislaufstillstand. (Johansson SGO et al. 2001)
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2.1.5 Diagnostik

Um eine allergische Typ-I-Reaktion, wie beispielsweise die Hausstaub- und Milbenallergie,
diagnostizieren zu konnen, sind verschiedene klinische Untersuchungen erforderlich.
Grundlage ist hierbei eine ausfiihrliche allergologische Anamnese, bei der die Dauer,
Frequenz und Schwere der allergischen Symptomatik, aber auch die Vererbbarkeit von
atopischen Erkrankungen in der Familie sowie die Exposition gegeniiber auslosenden
Umweltfaktoren analysiert wird. Hierzu zidhlen vor allem die vorherrschenden
Wohnverhiltnisse, das Vorhandensein von Haustieren sowie die Exposition gegeniiber
Tabakrauch. (Hgst A et al. 2003) Die Verwendung von standardisierten Fragebodgen ist dabei zur
Erhebung der Anamnese sinnvoll (Bousquet J et al. 2001).

Des weiteren wird mit Hilfe von in-vitro-Verfahren die IgE-Sensibilisierung der Patienten
untersucht. Zum einen kann dabei die Gesamt-IgE-Konzentration im Blut bestimmt werden.
Sie besitzt jedoch nur eine geringe klinische Relevanz, da sie ebenfalls bei Rauchern,
parasitidren Infektionen und verschiedenen anderen Erkrankungen des Immunsystems erhoht
sein kann (Bachert C und Wiesmiiller A 2002). Besser geeignet ist die Analyse des
allergenspezifischen IgE-Spiegels (Hgst A et al. 2003) im Blutserum, was in Anwendung von
giiltigen labortechnischen Methoden wie beispielsweise dem Radio-Allergo-Sorbent-Test
(RAST) erfolgen kann (Yman L 2001).

Wesentlich fiir die Diagnostik von Typ I-Allergien ist aulerdem die Durchfiihrung von
Hauttestungen. Die grofite Bedeutung in der klinischen Praxis hat der Pricktest, da er lediglich
einen geringen Arbeitsaufwand verursacht und eine ausreichende Sensitivitit sowie Spezifitit
besitzt. Es erfolgt die intrakutane Applikation von verschiedenen Allergenextrakten in
geringer Menge vorzugsweise an den Unterarminnenseiten, wobei das Testergebnis schon
nach 15 Minuten abgelesen werden kann. Eine Quaddelbildung, lokaler Juckreiz sowie die
Ausbildung eines unscharf begrenzten Erythems weisen dabei auf eine IgE-vermittelte
allergische Reaktion hin, die auf den Testort begrenzt ist. Wichtig zu wissen ist, dass die
positive Hautreaktion lediglich die Sensibilisierung des Patienten anzeigt, jedoch ohne eine
vorhandene atopische Symptomatik nicht fiir die Diagnose einer Allergie ausreicht. (Bergmann
KC und Miisken H 1992) Andere dhnliche Testverfahren sind der Intrakutantest, der Scratchtest
und der Reibtest (Jung EG und Moll 1 2003).

Die Diagnostik der allergischen Erkrankung kann zusétzlich durch Provokationstests ergédnzt
werden, um die organbezogene Symptomauslosung durch ein Allergen aufzuzeigen. Von

besonderer Bedeutung fiir die Bestétigung einer Hausstaub- und Milbenallergie ist hierbei der
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nasale Provokationstest, bei dem das wéssrige Allergenextrakt nach der Vorpriifung mit
einem Losungsmittel auf die Schleimhaut eines Nasengangs appliziert wird. Nach 20 Minuten
erfolgt eine rhinomanometrische Untersuchung beider Nasenginge und der Vergleich mit
zuvor festgestellten Leerwerten. Aullerdem werden die klinische Beschwerden notiert, wobei
lokale Symptome wie Nasensekretion und Anzahl der Niesattacken, aber auch Fernsymptome

wie z.B. Augentrdnen und —rotung, Gaumenjucken, Urtikaria und Atemnot beurteilt werden.
(Bergmann KC und Miisken H 1994)

Um die Diagnostik von Allergien weiter zu spezifizieren und zu vereinfachen, wird derzeit
besonders im zelluldren und mikrobiologischen Bereich geforscht. Ziel ist es, neue Marker zu
finden, die eine sichere Diagnose ermoglichen und die eng mit der atopischen Symptomatik

korrelieren.

2.1.6 Kausale Therapie und Allergenvermeidung

2.1.6.1 HSM-Allergenkarenz

Die Reduktion der Milbenallergene im héduslichen Umfeld der Patienten stellt die wichtigste
MalBnahme zur Priavalenzminderung von allergischem Asthma und bronchialer
Hyperreagibilitdt im Rahmen einer Hausstaub- und Milbenallergie dar (Peat JK und Li J 1999).
Besonders Betten und Matratzen sind ein bedeutsames Reservoir fiir HSM-Majorallergene
wie Der pl (Schei MA et al. 2002) und fiir lebende Hausstaubmilben, da hier relativ gro3e
Mengen an menschlichen Hautschuppen als Nahrungsquelle fiir die Milben zu finden sind
(Liccardi G et al. 2001). Eine Allergenreduktion kann durch intensives Staubsaugen der
Matratzen erreicht werden, wobei die Konzentration an lebenden Milben nicht vermindert
wird (Wickman M et al. 1997). Eine weitaus effektivere MaBBnahme zur Allergenkarenz stellt das
sogenannte ,,Encasing* (auf deutsch ,,einhiillen‘‘) dar (Owen S et al. 1990, Bauer CP 1998, Nishioka
K et al. 1998). Zum Umbhiillen von Matratzen, Kopfkissen und Oberbetten eignen sich besonders
dichtgewebte und ungewebte synthetische Bettiiberziige, da sie fiir Milben und Staub
undurchléssig sind (Uecker M 1997, Vaughan JW et al. 1999). Des weiteren sollte die Bettwische
bei mindestens 55°C regelmiflig gewaschen werden, weil bei dieser Temperatur noch lebende
Hausstaubmilben abgetotet werden konnen. (McDonald LG und Tovey E 1992)

Eine hohe Konzentration an Hausstaubmilben zeigte sich ebenfalls in Teppichbdden (Custovic
A et al. 1996), die dementsprechend durch Holz-, Vinyl-, Linoleum- oder Fliesenbdden ersetzt
werden sollten (Liccardi G et al. 2001). Eine andere Moglichkeit zur Allergenreduktion ist das
regelmifBige Staubsaugen des Teppichs unter Verwendung von optimalen Filtersystemen wie
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HEPA (High Efficiency Particulate Air)-Filtern, die eine Filterleistung von 99,7% aufweisen
und ein Staubriickhaltevermdgen von mehr als 0,05 mg/m3 haben, um eine Vergro3erung der
Milbenpopulation zu verhindern (Munir AK et al. 1993).

Des weiteren sollte die Innenraumfeuchtigkeit durch mehrmals tigliches StoBliiften von 5-10
Minuten unter 45 % gehalten werden, um den Hausstaubmilben ein ungiinstiges Lebensmilieu
zu bieten (Bauer CP 1998, Liccardi G et al. 2001). Die definitive Wirkung dieser Malnahme ist
wissenschaftlich jedoch noch nicht bewiesen (Custovic A et al. 1998, Liccardi G et al. 2001).

Ein bedeutsames Transportmedium fiir Hausstaubmilben stellen Kleidungsstiicke dar. Aus
diesem Grund sollten sich Allergiker im Schlafzimmer weder an- noch auskleiden, um das
Einschleppen von Milben zu vermeiden. Ferner sollte die Wasche regelméfig bei mindestens

60°C iiber 1 Stunde gewaschen werden. (Uecker M 1997)

2.1.6.2 Behandlung mit Akariziden

Die sogenannten Antimilbenmittel, zu denen die Wirkstoffe Tanninsdure, Benzylbenzoat und
verschiedene itherische Ole gehoren, konnen durch die #uBere Behandlung von Matratzen
und Teppichbdden zur Allergenreduktion eingesetzt werden. Das wichtigste Akarizid
Benzylbenzoat wirkt dabei als FraBgift fiir Milben und totet sie somit direkt ab. (Uecker M 1997)
Die Wirksamkeit dieser Produkte wird allerdings kontrovers diskutiert, so dass in einigen
Studien ein positiver klinischer Effekt auf die atopische Symptomatik der Allergiker
nachgewiesen werden konnte (Brown H und Merrett TG 1991, Hayden ML et al. 1992) und in anderen
nicht (Huss RW et al. 1994, Marks GB et al. 1994, Rebman H et al. 1996, Lau S et al. 2002). Auflerdem
wird wahrscheinlich ein erneute Applikation der Akarizide nach 2-3 Monaten benotigt, um
eine langfristige Allergenreduktion zu erzielen (Hayden ML et al. 1992).

Ferner sind die genauen Nebenwirkungen auf den menschlichen Organismus bei

Langzeitanwendung der Akarizide noch unklar (Liccardi G et al. 2001).

2.1.6.3 Behandlung mit Produkten auf der Basis von Neemol

In neuerer Zeit werden freiverkdufliche Produkte auf der Basis von Neemol (Synonym
Margosadl), wie beispielsweise das Priparat Milbiol, auf dem Markt angeboten. Sie enthalten
Wirkstoffe des Neembaums, die Verhaltensinderungen bei den Milben bewirken und somit
deren Wachstum und Entwicklung modifizieren sollen, wodurch es zum allméhlichen

Absterben der Hausstaubmilben kommen soll. Es liegt dementsprechend keine direkte
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milbenabtétende bzw. akarizide Wirkung vor. Die Langzeitwirkung auf die allergische
Symptomatik von Patienten mit Sensibilisierung gegen Hausstaub- und Milbenallergene

bedarf jedoch einer genaueren Abkldrung. (Rembold H und Oetzel H 2004)

2.2 Allergenspezifische Immuntherapie als Behandlungsmoglichkeit der Hausstaub- und

Milbenallergie

2.2.1 Allgemeine Bedeutung der allergenspezifischen Immuntherapie

Die spezifische Immuntherapie (SIT), die auch als Hyposensibilisierung oder ,,Allergie-
Impfung* bezeichnet wird, stellt neben der Allergenkarenz in der heutigen Zeit die einzige
kausale Behandlungsform von Typ-I-Allergien dar (Klein-Tebbe J et al. 2001). Thre klinische
Wirksamkeit ist vor allem beziiglich der Pravention und Therapie von Insektengiftallergien
(Ross RN et al. 2000a) und allergischer Rhinitis (Ross RN et al. 2000b) gut belegt. Aulerdem hat die
SIT wahrscheinlich einen positiven Einfluss auf die Progredienz von allergischen
Erkrankungen, so dass sie bei Patienten mit allergischer Rhinokonjunktivitis die Entwicklung
eines Asthmas verhindern werden kann (Bousquet J et al. 1998).

Die spezifische Immuntherapie in Form einer subkutanen Injektion von ansteigenden
Allergendosen geht auf Noon im Jahr 1911 zuriick (Noon L 1911). Seitdem wurde die SIT als
Therapieoption immer weiter entwickelt und analysiert, so dass nach derzeitigem
Forschungsstand auch lokale Applikationsformen moglich sind.

Die klinische Wirksamkeit der spezifischen Immuntherapie konnte bis jetzt durch
verschiedene Studien dokumentiert werden (Bousquet J et al. 1988, Haugaard L und Dahl R 1992,
Abramson MJ et al. 2000), so dass internationale Gremien (WHO) sowie europdische Verbinde
(EAACI, European Academy of Allergology and Clinical Immunology) und deutsche
Fachgesellschaften (DGAI, Deutsche Gesellschaft fiir Allergologie und Klinische
Immunologie) die SIT als Behandlungsmoglichkeit von IgE-vermittelten Allergien
befiirworten (Klein-Tebbe J et al. 2003).

Dennoch sind die Erkenntnisse beziiglich der genauen immunologischen Wirkungsweise und
der Langzeiteffektivitit noch unvollstindig, weshalb weitere klinische und immunologische

Untersuchungen angestrebt werden, um das Wissensspektrum zu erweitern.
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2.2.2 Mechanismus der Immuntherapie

Die Wirkmechanismen der spezifischen Immuntherapie sind heutzutage im Einzelnen noch
nicht genau erforscht. Es existieren jedoch verschiedene Theorien iiber die molekularen
Abliufe wihrend einer SIT.

Einerseits wurde erkannt, dass wihrend einer allergenspezifischen Immuntherapie die
vermehrte Produktion von TGF-8 und IL-10 in regulatorischen T-Zellen induziert wird. Beide
Zytokine haben einen inhibitorischen Effekt auf die Th2-Zellen, denen bei der allergischen
Pathogenese eine Schliisselfunktion zukommt. (Bellinghausen I et al. 1997, Klein-Tebbe J et al. 2003)
Durch die erhohte Konzentration an TGF-f und IL-10 wird auBlerdem die IgE-Produktion in
den B-Zellen gehemmt und ein Klassenwechsel zu 1gG4 und IgA induziert, wodurch die
allergische Reaktion abgeschwicht wird (van Neerven RJJ et al. 1999, Akdis M et al. 2004).

Ferner supprimieren beide Zytokine direkt die an der Typ I-Reaktion beteiligten
Entziindungszellen wie Mastzellen, basophile und eosinophile Granulozyten (Wilson DR et al.
2001). Besonders IL-10 vermindert die Freisetzung von IL-5 aus T-Zellen, wodurch die

Proliferation von eosinophilen Granulozyten gehemmt wird. (Pierkes M et al. 1999, Akdis CA und
Blaser K 2000, Akdis M et al. 2004)

Andererseits besteht die Annahme, dass durch die SIT eine gegenregulatorische Th1-
Immunantwort eingeleitet wird. Die antigenprisentierenden Zellen (APC) produzieren dabei
vermehrt IL-12, welches die IFN-y-Ausschiittung der Th1-Zellen stimuliert. Hierdurch wird
die IgE-Freisetzung aus den B-Zellen gehemmt und die Differenzierung von

Th2-Lymphozyten reduziert. (Klein-Tebbe J et al. 2003, Akdis CA und Blaser K 2000)

2.2.3 Indikationen und Kontraindikationen

Die Anwendung der spezifische Immuntherapie erfolgt in Kombination mit anderen
Therapiestrategien wie Allergenkarenz, Pharmakotherapie und Patientenschulung, um bei den
betroffenen Allergikern eine Symptomlinderung zu erreichen. Sie ist indiziert bei Patienten
mit einer diagnostisch gesicherten IgE-vermittelten Typ-I-Allergie und vorhandenen klinisch
relevanten Beschwerden (Rhinokonjunktivtis, Asthma bronchiale). Im Fall der HSM-Allergie
kommt eine SIT besonders zum Einsatz, wenn Mallnahmen zur Allergenvermeidung, wie
beispielsweise die Verwendung von Encasings, lediglich einen unzureichenden Effekt
erzielen. Eine wesentliche Voraussetzung fiir die Durchfiihrung einer spezifischen
Immuntherapie stellt die Verfiigbarkeit von standardisierten, qualitativ hochwertigen
Allergenextrakten dar. (Klein-Tebbe J et al. 2001, Klein-Tebbe J et al. 2003) Dies trifft nach
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derzeitigem Forschungsstand vor allem fiir die Allergengruppen Bienen- und Wespengift,
Baumpollen, Griser- und Roggenpollen, Hausstaubmilben, Beifu3, Katzenallergene und
einige andere Tierepithelien zu. (Klimek L 2000)

In Hinblick auf die Anwendung miissen die Allergenextrakte durch einen Facharzt mit
allergologischen Kenntnissen in Dosis und Applikationsart auf die klinischen Beschwerden

des Patienten abgestimmt werden.

Beim therapeutischen Einsatz der spezifischen Immuntherapie ist es auerdem notwendig,
wesentliche Kontraindikationen zu beriicksichtigen, um die Entwicklung von unerwiinschten
Nebenwirkungen zu vermeiden.
Als absolute Kontraindikationen sind maligne Tumorleiden mit aktuellem Krankheitswert,
schwerwiegende Immundefekte einschlieBlich Immunsupressionen sowie eine unzureichende
Compliance des Patienten, beispielsweise im Rahmen einer psychiatrischen oder
Suchterkrankung, anzusehen. (Klimek L 2000)
Relative Kontraindikationen ergeben sich im Zusammenhang mit folgenden Erkrankungen:

¢ Funktionell relevante Verdnderungen am Respirationssystem (besonders

persistierendes Asthma und Atemwegsobstruktion mit FEV 1 <70 %) (Klimek L 2000,
Klein-Tebbe J et al. 2003)

e Kardiovaskulédre Erkrankungen und Hyperthyreose mit erhohtem Risiko von
Nebenwirkungen nach Adrenalingabe (Klein-Tebbe J et al. 2003)
e [.okale und systemische Anwendung von Beta-Blockern (Hepner MJ et al. 1990) und
ACE-Hemmern
¢ Chronische Infektionskrankheiten (z.B. Tbc), chronische Entziindungsprozesse im
Rahmen von rheumatischen oder Autoimmunerkrankungen (Klimek L 2000)
® Schwerwiegende Allgemeinerkrankungen (z.B. Niereninsuffizienz,
Lebererkrankungen) (Klimek L 2000)
Eine Schwangerschaft wird ebenfalls als relative Kontraindikation eingestuft, allerdings sollte
eine SIT bei einer lebensbedrohlichen Hymenoptergiftallergie weiter fortgefiihrt werden (Rueff

F et al. 2000). Uber Frithgeburten unter dieser Therapie wurde berichtet (Mock BA et al. 2000).
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2.2.4 Methoden der Spezifischen Immuntherapie

In der heutigen Zeit existieren verschiedene Behandlungsformen, um bei Allergikern mit
Hilfe einer spezifischen Immuntherapie eine symptomatische Verbesserung zu erzielen. Zum
einen besteht die Moglichkeit der subkutanen Immuntherapie (SCIT), bei der die Allergene in
die Haut injiziert werden. Zum anderen finden immer hédufiger sogenannte lokale
Applikationsformen der Immuntherapie Anwendung, bei der die Allergenextrakte direkt auf
die Nasenrachen- oder Bronchialschleimhaute aufgebracht werden. Hierzu gehoren die orale

(OIT), nasale (LNIT), bronchiale (LBIT) und sublinguale (SLIT) Immuntherapie. (Canonica
GW und Passalacqua G 2003)

2.2.4.1 Subkutane Immuntherapie (SCIT)

Die subkutane spezifische Immuntherapie darf nur durch einen Arzt mit allergologischen
Fachkenntnissen durchgefiihrt werden (Klein-Tebbe J et al. 2003). Die Allergene werden in Form
von wissrigen Extrakten, Semi-Depot-Préiparaten oder Allergoiden gegeben. Allergoide sind
Allergene, die durch die Einwirkung von Formaldehyd oder Glutaraldehyd modifiziert
worden sind und die ebenfalls Depoteigenschaften aufzeigen. (Klimek L 2000)

Die Injektion der Allergendosis erfolgt dabei streng subkutan, streckseitig und handbreit
proximal des Olecranons. Der Patient muss mindestens 30 Minuten lang nach der Applikation
arztlich beaufsichtigt werden, um beim Eintreten von unerwiinschten Nebenwirkungen, wie
systemischen allergischen Reaktionen oder anaphylaktischem Schock, eine
Notfallbehandlung einleiten zu konnen. (Klimek L 2000, Klein-Tebbe J et al. 2003)

Die klinische Wirksamkeit der subkutanen Immuntherapie wurde in zahlreichen klinischen
Studien nachgewiesen (Ewan PW et al. 1988, Hedlin G et al. 1991, Haugaard L et al. 1993, Kelso JM et al.
1995, Dokic D et al. 2005), so dass die SCIT als effektive Therapieoption zur Behandlung von

Typ-I-Allergien angesehen werden kann.

2.2.4.2 Orale Immuntherapie (OIT)

Fiir die orale Immuntherapie stehen derzeit im deutschsprachigen Raum iiberwiegend
wissrige Allergenextrakte zur Verfiigung. Diese werden regelméfig zur gleichen Zeit bzw.
vor der gleichen Mahlzeit standardisiert als Tropfen eingenommen und verschluckt, um
anndhernd dhnliche Resorptionsbedingungen im Magen-Darm-Trakt zu erreichen. Die Dosis
wird wie bei der SCIT kontinuierlich unter Beriicksichtigung der subjektiven Vertraglichkeit
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bis zu einer maximalen Hochstdosis gesteigert, wobei die Behandlungsdauer mindestens 3
Jahre betrégt. Da sich die orale Inmuntherapie durch ein gute Vertriglichkeit auszeichnet,
eignet sie sich zur Anwendung bei Kindern (Fuchs T und Klimek L 2000). Als unerwiinschte
Nebenwirkung konnten jedoch gastrointestinale Beschwerden beobachtet werden, die mit der
Hohe der Allergendosis korrelierten (Kigi MK und Wiithrich B 2002). Des weiteren besteht die

Moglichkeit, dass sich ein chronisches atopisches Ekzem verschlechtert (Fuchs T und Klimek L
2000).

Nach derzeitigem Wissensstand ist die Effektivitit der oralen Immuntherapie noch zu
ungeniigend erforscht, um sie als routinierte Behandlungsform in der Klinik einsetzen zu
konnen (Kigi MK und Wiithrich B 2002). Nachdem die OIT vermehrt zu Beginn des

20. Jahrhunderts angewendet wurde, erbrachte eine US-amerikanische Multicenterstudie an
Erwachsenen 1940 keinen tiberzeugenden Wirksamkeitsnachweis (Fuchs T und Klimek L 2000).

Dies wurde ebenfalls durch neuere placebokontrollierte Studien bestitigt (Cooper PJ et al. 1984,
Taudorf E et al. 1985, Oppenheimer J et al. 1994, Litwin A et al. 1997).

Eine signifikante Verbesserung der allergischen Symptomatik unter OIT konnte nur in

wenigen Untersuchungen dokumentiert werden. (Moller C et al. 1986, Giovane AL et al. 1994)

2.2.4.3 Lokale nasale Immuntherapie (LNIT)

Der Einsatz der nasalen Immuntherapie kann sowohl prisaisonal als auch perennial erfolgen.
Die Allergene werden dabei durch den Patienten selbst als wissrige Losung oder Puder auf
die Nasenschleimhaut appliziert, wobei die Anwendung in der Induktionsphase téglich und
danach wochentlich erfolgt. Unerwiinschte Nebenwirkungen in Form einer Rhinitis mit
Niesreizen, Nasensekretion und —irritation sowie asthmatische Beschwerden sind jedoch
moglich. (Kigi MK und Wiithrich B 2002) Es hat sich gezeigt, dass die Anwendung des
Allergenextrakts als trockenes Puder zu bevorzugen ist, da sie mit weniger therapiebedingten
Lokalsymptomen einhergeht (Canonica GW und Passalacqua G 2003).

Die klinische Wirksamkeit der LNIT wurde in verschiedenen Studien bestitigt (Nickelsen JA et
al. 1981, Andri L et al. 1993, Cirla AM et al. 1996, Bertoni M et al. 1999). Allerdings zeigten sich nach
zweijdhriger Kontrolluntersuchung keine Langzeiteffekte, so dass sich die nasale
Immuntherapie lediglich zur préasaisonalen prophylaktischen Behandlung der
polleninduzierten Rhinitis eignet (Passalacqua G et al. 1997). Im europdischen Raum wird die
nasale Immuntherapie kaum angewendet, da die Applikation der sublingualen Immuntherapie
fiir den Patienten einfacher ist und die SLIT auBerdem bei Allergikern mit gleichzeitigen

asthmatischen Beschwerden eingesetzt werden kann (Canonica GW und Passalacqua G 2003).
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2.2.4.4 Lokale Bronchiale Immuntherapie (LBIT)

Im Rahmen der lokalen bronchialen Immuntherapie besteht die Moglichkeit, die
Allergenextrakte in Form einer Losung, Suspension oder eines trockenen Puders zu
inhalieren, wodurch eine Wirkung auf den Bronchialschleimhduten erzielt werden soll
(Canonica GW und Passalacqua G 2003). Bei der klinischen Testung zur Effektivitit der LBIT
wurden in den 90er Jahren nur wenige placebokontrollierte Studien mit Hilfe von
Milbenallergenextrakten durchgefiihrt (Crimi E et al. 1991, Tari MG et al. 1992). Lediglich eine der
beiden Untersuchungen zeigte eine signifikante Verbesserung der allergischen Symptomatik
(Tari MG et al. 1992). AuBerdem konnten als hdufige Nebenwirkung Bronchospasmen

beobachtet werden, so dass die LBIT heutzutage im klinischen Alltag keine Rolle mehr spielt
(Canonica GW und Passalacqua G 2003).

2.2.4.5 Sublinguale Immuntherapie (SLIT)

Die sublinguale Immuntherapie kann auf zwei verschiedene Arten appliziert werden.
Einerseits gibt es die ausschlieBlich sublinguale Form (engl. sublingual-spit IT), bei der das
Allergenextrakt fiir eine bestimmte Zeit unter der Zunge im Mund behalten und danach
ausgespuckt wird. Zum anderen kann die Allergenldsung nach einer festgelegten
Einwirkungsdauer im Mund heruntergeschluckt werden, was auch als kombiniert

sublinguale/orale Applikation oder engl. sublingual-swallow IT bezeichnet wird. (Fuchs T und
Klimek L 2000, Zwacka G und Markert UR 2003)

Die Anwendung der Allergenextrakte erfolgt dabei in Form einer wissrigen Losung, die der
Patient zu Hause selbst mit Hilfe einer Tropfpipettenflasche applizieren kann. Die Therapie
wird wie bei den anderen Methoden der SIT in eine Induktions- und Erhaltungsphase
gegliedert. (Kégi MK und Wiithrich B 2002) Die Erlduterung eines speziellen Therapieschemas fiir
eine SLIT erfolgt im Kapitel 3.2.

Im Rahmen der SLIT sind therapieinduzierte Lokalreaktionen moglich. Zu den am haufigsten
beobachteten Nebenwirkung zidhlen lokaler Juckreiz im Nasenrachenraum sowie
gastrointestinale Symptome wie Ubelkeit, Erbrechen und Abdominalschmerzen. (Kigi MK und
Wiithrich B 2002) Eine Metaanalyse von André et al iiber die Sicherheit der sublingualen
Immuntherapie zeigte aulerdem, dass in 8 doppelblind-placebokontrollierten Studien keine
schweren systemischen Ereignisse bzw. anaphylaktische Reaktionen auftraten. Dies bestitigt

die gute Vertriglichkeit der sublingualen Immuntherapie. (André C et al. 2000) Verbunden mit
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der unkomplizierten Applikation, die zu Hause erfolgen kann, stellt die SLIT eine geeignete
Therapieform v.a. fiir padiatrische Patienten dar. (Bergmann KC 2005)

Die Effektivitét der sublingualen Immuntherapie wurde besonders in Hinblick auf die
Verbesserung der allergischen Rhinitis (Clavel R et al. 1998, La Rosa M et al. 1999, Tonnel AB et al.
2004) und Konjunktivitis (Mortemousque B et al. 2003) in verschiedenen Studien nachgewiesen.
Dieses Resultat wird besonders durch eine aktuelle Metaanalyse von Wilson et al unterstiitzt,
welche durchgéngig in 22 Studien eine hohe Wirksamkeit der SLIT bei Erwachsenen mit
rhinitischen Beschwerden aufzeigte (Wilson DR et al. 2003).

Im Gegensatz dazu wurden in anderen Untersuchungen lediglich geringe bzw. kaum
nennenswerte klinische Effekte gesichert (Hirsch T et al. 1997, Guez S et al. 2000, Lima MT et al.
2002).

Insgesamt stellt die SLIT nach heutigem Wissenstand eine vielversprechende Alternative zur
subkutanen Immuntherapie dar, jedoch besteht die Notwendigkeit fiir weitere Studien, um die
klinische Wirksamkeit sowie die Langzeiteffektivitit zu sichern. AuBBerdem ist die Frage nach
der optimalen Dosierung und Behandlungsdauer der SLIT noch nicht vollstindig geklért, so

dass in der Zukunft noch breitere Analysen erforderlich sind. (Markert UR 2003, Bergmann KC
2005)

2.3 Grundlegende Funktion der untersuchten Oberflichen- und Adhisionsmolekiile

2.3.1 Allgemeine Bedeutung der untersuchten Oberflichenmolekiile

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von IgA und CD23 auf CD20-positiven
B-Lymphozyten von Hausstaub- und Milbenallergikern vor und wéhrend einer sublingualen
Immuntherapie sowie von gesunden Probanden untersucht. Ferner erfolgte die Bestimmung
des prozentualen Anteils von CD54 und CD69 auf CD3- positiven T-Lymphozyten bzw. von
CD154 auf CD4-positiven T-Zellen. Die untersuchten Oberflachenmolekiile werden dabei als
wesentliche Boten- bzw. Signalstoffe im Rahmen des allergischen Entziindungsprozesses

angesehen.

CD20 ist ein B-Zellmarker, der im Rahmen der Immunantwort die Proliferation und
Aktivierung von B-Lymphozyten reguliert.
IgA wird von Plasmazellen vorwiegend auf den epithelialen Oberfldchen des Korpers

synthetisiert. Die Sekretion findet hauptsichlich im Gastrointestinaltrakt, im respiratorischen
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Epithel, iiber die Muttermilch und andere exokrine Driisen wie Speichel- und Tranendriisen
statt. Die Funktion besteht in einem Oberfldchenschutz gegeniiber Bakterien und Toxinen,

auBerdem wird die Absorption von korperfremden Substanzen verhindert. (Kayser FH et al. 2001,
Janeway CA et al. 2002)
Das Oberflachenmolekiil CD23 (FceRII) fungiert als niedrigaffiner IgE-Rezeptor. Es wird auf

eosinophilen Granulozyten, Monozyten, Thrombozyten, Makrophagen, Langerhanszellen und
anderen immunkompetenten Zellen exprimiert. Seine Funktion besteht in der Vermittlung von
verschiedenen immunologischen Effekten, wie beispielsweise die Regulation der
IgE-Synthese, die Proliferation und Differenzierung von B-Zellen sowie die Aktivierung von
Monozyten. (Riffo-Vasquez Y et al. 2000) AuBBerdem spielt es im Rahmen der Plasmazell-
differenzierung als Ligand fiir den CD19-CD21-CD81-Korezeptor eine tragende Rolle.
(Janeway CA et al. 2002)

Von CD4-positiven T-Helferzellen wird das Oberflichenantigen CD154 exprimiert. Es dient
als Ligand fiir das von ruhenden B-Zellen prisentierte CD40-Molekiil, welches bei
Aktivierung kostimulierende Signale ins Zellinnere iibermittelt und so eine
B-Zell-Proliferation und —ausdifferenzierung einleitet.

CD3 ist ein Oberfldchenmolekiil, welches auf Thymozyten und T-Zellen vorkommt. Es wird
fiir die Oberflachenexpression des T-Zellrezeptors und dessen Signalvermittlungen benotigt.
Auf hamatopoetischen und nichthdmatopoetischen Zellen wird das Oberflichenantigen CD54
prasentiert, dessen 10sliche Isoform als interzellulidres Adhésionsmolekiil (ICAM)-1
bezeichnet wird. Seine Funktion wird genauer im Punkt 2.3.2 erldutert.

Das Oberflachenmolekiil CD69 stellt einen Marker auf aktivierten T- und B-Zellen,
Makrophagen und natiirlichen Killerzellen dar. Es hat die Funktion eines frithen

unspezifischen Aktivierungsantigens. (Kayser FH et al. 2001, Janeway CA et al. 2002)

2.3.2 Allgemeine Bedeutung der untersuchten Plasmaproteine

AuBerdem wurden im Rahmen dieser Arbeit die Konzentrationen der 16slichen Isoformen der
Plasmaproteine ELAM-1, ICAM-1 und IL-2R in Plasmaproben von Milbenallergikern vor
und wihrend einer sublingualen Immuntherapie sowie von gesunden Kontrollpatienten

bestimmt.

ELAM-1 (Endothelium Leukocyte Adhesion Molecule), welches auch als CD62E oder
E-Selektin bezeichnet wird, ist ein von Endothelzellen exprimiertes Antigen. Es spielt eine

tragende Rolle bei der Einwanderung von Leukozyten aus den Blutgefden in entziindetes
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Gewebe. Hierbei gehen die Leukozyten zunéchst eine schwache Bindung mit dem
GefiBendothel ein, indem das ELAM-1-Molekiil an den Kohlenhydratliganden s-Le* (Sialyl-
Lewis*-Rest) koppelt, welcher von naiven T-Zellen exprimiert wird. Durch die Scherkrifte
des Blutstromes kommt es zu einem Entlangrollen der Zellen auf dem Endothel. Die somit
entstandene relativ instabile Adhision wird anschlieBend durch stirkere Interaktionen
gefestigt.

Dies wird durch das interzelluldre Adhisionsmolekiil [CAM-1 gewihrleistet, dessen
Expression auf dem Endothel durch TNF-a induziert wird. Es bindet an die T-Zell-Integrine
LFA-1 und Mac-1, wodurch sich die Leukozyten fest an das Gefid3endothel anheften und das
Entlangrollen der Zellen beendet wird. Hierdurch kénnen die T-Lymphozyten das Endothel

durchqueren und unter dem Einfluss von Interleukin 8 ins infektiose Gewebe infiltrieren.

Ein weiteres wichtiges Oberflichenmolekiil stellt der IL-2-Rezeptor (IL-2R) dar. Wenn ein
Antigen auf den Organismus einwirkt, wird dieses von Makrophagen, B-Lymphozyten und
anderen immunkompetenten Zellen phagozytiert und in Form eines MHC-Klasse-11-
Komplexes auf deren Oberfldche priasentiert. Durch dieses Molekiil sind die antigen-
priasentierenden Zellen in der Lage, den T-Zell-Rezeptor von T-Lymphozyten zu aktivieren.
Als kostimulierendes Signal wirkt dabei die Bindung des B-Zell-Oberflichenmolekiils B7 an
das T-Zell-Antigen CD28. Ruhende T-Lymphozyten werden somit angeregt, den T-Zell-
Wachstumsfaktor Interleukin-2 sowie dessen IL-2-Rezeptor zu exprimieren. Hierdurch wird

die Proliferation und Differenzierung von naiven T-Zellen in T-Effektorzellen herbeigefiihrt.

(Janeway CA et al. 2002)
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3 ZIELSTELLUNG

3.1 Ziele dieser Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die Konzentrationen der Entziindungsparameter
CD23, IgA, CD54, CD69, CD154, sELAM-1, sIL-2R und sICAM-1 im Blut von Hausstaub-
und Milbenallergikern vor und unter einer sublingualen Immuntherapie sowie von gesunden
Probanden untersucht. Diese Oberflachen- und Adhédsionsmolekiile spielen eine tragende
Rolle bei der Pathogenese von atopischen Erkrankung und agieren hierbei als Signal- bzw.
Botenstoffe. Des weiteren erfolgte die Erfassung der allergischen Symptomatik in Form eines
Erhebungsbogens nach internationalem Standard.

Die dargelegte Untersuchung ist dabei Teil einer mehrjahrigen nicht-placebokontrollierten
Anwendungsbeobachtung zur Effektivitit einer sublingualen Immuntherapie, wobei weitere
Analysen durch nachfolgende Studien durchgefiihrt werden. Zu betonen sei aulerdem, dass es
sich bei den Patienten vor und unter SLIT um eine unverbundene Stichprobe handelt, weshalb

die dargestellten Ergebnisse als vorldufig und tendenziell anzusehen sind.

Als Ziel der Untersuchung galt es einerseits herauszufinden, ob Unterschiede in Bezug auf die
Expression der Entziindungsparameter in den einzelnen Patientengruppen bestehen, um
mogliche Verdnderungen im Rahmen einer SLIT zu analysieren.

Andererseits wurde die Auspragung von hdufigen atopischen Symptomen wie
Rhinokonjunktivitis, extrinsisches Asthma und bronchiale Hyperreagibilitit bei den Patienten
vor und unter SLIT miteinander verglichen, um einen eventuellen positiven Effekt der
sublingualen Immuntherapie auf das Befinden der Allergiker darzustellen. Ferner erfolgte die
Analyse der klinischen Schweregrade im Zusammenhang mit den immunologischen
Parametern, um denkbare Abhédngigkeiten aufzuzeigen und zu kliren, ob sich die
untersuchten Oberfldchen- und Adhésionsmolekiile als ergiinzende Verlaufsparameter einer

allergischen Erkrankung bzw. deren Therapie unter SLIT eignen.
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3.2 Arbeitshypothesen

Im Hinblick auf diese Zielstellungen sollen folgende Hypothesen anhand der durchgefiihrten

Messungen iiberpriift werden:

1.

Es besteht ein Unterschied in der Expression der Entziindungsparameter CD23, IgA,
CD54, CD69, CD154, sELAM-1, sIL-2R und sICAM-1 bei Milbenallergikern und bei

gesunden Probanden.

Diese Oberfldachen- und Adhédsionsmolekiile erreichen bei Patienten unter einer
sublingualen Immuntherapie @hnliche Konzentrationen wie bei gesunden Personen und
sind als Ausdruck der therapeutischen Wirksamkeit tendenziell niedriger als bei

Allergikern, die noch keine SLIT erhalten hatten.

Unter einer sublingualen Immuntherapie kommt es zu einer Verbesserung der atopischen
Symptomatik mit einer geringeren Auspriagung von Rhinokonjunktivitis, Asthma und

bronchialer Hyperreagibilitit.

Es besteht eine Abhéngigkeit zwischen den Entziindungsmarkern CD23, CD54, CD69,
CD154, sELAM-1, sIL-2R und sSICAM-1 und der Schwere der allergischen Symptomatik,
d.h. je stirker die Auspriagung der atopischen Beschwerden ist, desto hoher ist die
Blutkonzentration der Zelloberfldchen- und Adhésionsmolekiile. Fiir das Immunglobulin
A wird ein umgekehrter Zusammenhang angenommen, da es eine tragende Rolle bei der

Immunabwehr spielt.
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Patientenauswahl und Probengewinn

Fiir die in der Arbeit dargestellte Datenerhebung wurden Blutproben aus der Ambulanz der
Kinderklinik des Robert-Koch-Krankenhauses in Apolda verwendet. Die Untersuchung wurde
dabei als eine einfachblinde nicht-placebokontrollierte Studie angelegt und ist Teil einer iiber
mehrere Jahre andauernden Anwendungsbeobachtung. Insgesamt wurden 85 Blutproben
untersucht. Es handelt sich dabei um Patienten mit einer gesicherten Hausstaub- und
Milbenallergie, die noch keine Immuntherapie erhalten hatten (n = 36) und um Patienten mit
der gleichen Allergie nach 1 bis 3 jdhriger SLIT (n = 23), wobei die Patienten beider Gruppen
nicht identisch waren. Hierdurch ergab sich eine unverbundene Stichprobe. Des weiteren
wurden die Blutproben von gesunden Probanden (n = 26) verwendet, die nachweislich an
keiner atopische Erkrankung litten. Alle drei Untersuchungsgruppen galten als vergleichbar,
da das Durchschnittsalter bei den Patienten vor SLIT mit 12,9 Jahren (Standardabweichung
3,6 Jahre), bei den Patienten unter SLIT mit 13,1 Jahren (Standardabweichung 3,1 Jahre) und
bei den gesunden Kindern mit 12,4 Jahren (Standardabweichung 6,6 Jahre) dhnlich ist.

Als Einschlusskriterium fiir eine gesicherte Hausstaub- und Milbenallergie galten eine RAST-
Klasse von 3 bis 6, ein positiver Prick-Test sowie vorhandene klinische Beschwerden. Zu
diagnostischen Zwecken wird den betroffenen Patienten regelmifig Blut abgenommen. Von
diesen Allergikern wurden fiir die vorliegende Untersuchung iiberschiissige 3-5 ml Vollblut in
heparinbeschichteten Rohrchen genutzt. Wihrend des Klinikaufenthaltes wurden auf3erdem
fiir jeden Patienten die klinischen Beschwerden in Form eines speziellen Bewertungsschemas

in einem Erhebungsbogen (siehe Anhang) erfasst.

4.2 Durchfiihrung einer sublingualen Immuntherapie (SLIT)

Der Bergriff SLIT bezeichnet eine sublinguale Immuntherapie, bei der die zur

Desensibilisierung verwendeten Allergene in Form einer Losung tropfenweise sublingual auf

die Mundschleimhaut appliziert werden. Sie stellt im Vergleich zur subkutanen

Immuntherapie (SCIT) eine neue Behandlungsoption dar. Indikation fiir die Anwendung der

30



Material und Methoden

SLIT besteht bei allergischen Erkrankungen vom Soforttyp wie allergischer
Rhinokonjunktivitis oder Asthma bronchiale.

In der vorliegenden Arbeit wurden iiberwiegend Patienten untersucht, die mit SUBLIVAC®
B.E.S.T, einem Produkt der Firma HAL ALLERGIE GmbH, behandelt wurden, weshalb das

Therapieschema am Beispiel dieses Medikaments erldutert werden soll (sieche Abb. 1).

Die Therapie wird dabei in eine Grund- und Fortsetzungsbehandlung gegliedert. Zur
Grundbehandlung werden zwei unterschiedliche Tropfpipettenflaschen genutzt, wobei die
Flasche A ein Volumen von 7,5 ml umfasst und eine Allergenmenge von 2000 A.U./ml
(Allergy Units/ml) beinhaltet. Am 1. Behandlungstag wird 1 Tropfen dieser Losung
angewendet und somit die niedrigste Konzentration von 100 A.U./ml erreicht. Die Losung
wird dabei morgens niichtern mit einem Loffel unter die Zunge gebracht und dort 2-3
Minuten behalten, bevor sie geschluckt wird. Bei Kindern ist die Einnahme von einem
Erwachsenen zu beaufsichtigen. Die Dosis wird nun tdglich um 1 Tropfen gesteigert, bis eine
Tageshochstdosis von 10 Tropfen erreicht wird, was 1000 A.U./Tag entspricht. Am
darauffolgenden Tag wird die Flasche B mit einem Volumen von 10,5 ml und einer
Allergenmenge von 10.000 A.U./ml in der Dosis von 1 Tropfen verwendet. Diese wird tiglich
um 1 Tropfen gesteigert, bis eine Tageshochstdosis von 5 Tropfen pro Einnahmetag erreicht
ist, was einer Allergenkonzentration von 2.500 A.U./ml entspricht. Die Grundbehandlung
wird ca. 2 Monate weitergefiihrt, bis die Flasche B geleert ist. Im direkten Anschluss wird
eine Fortsetzungsbehandlung unter Anwendung einer Flasche B mit einem Volumen von

12 ml und einer Allergenmenge von 10.000 A.U./ml eingeleitet, wobei die tigliche Dosis

5 Tropfen betridgt. Um einen Therapieerfolg zu erzielen, erfolgt die Applikation in

3-5 aufeinanderfolgenden Jahren. (HAL ALLERGIE GmbH 1999) In Abbildung 1 wird das
Behandlungsschema fiir eine SLIT mit SUBLIVAC® B.E.S.T vereinfacht dargestellt.

Infolge der Behandlung konnen laut Beipackzettel als unerwiinschte Nebenwirkungen
allergische Allgemeinreaktionen wie Augenjucken, Niesreiz, atopische Ekzeme bis hin zu
Atemnot, generalisierter Urtikaria oder Quinkeddemen auftreten, in sehr schweren Fillen ist
die Entwicklung eines anaphylaktischen Schocks moglich. Diese therapieinduzierten
Wirkungen treten jedoch extrem selten auf und sind in der Regel nur bei hochgradig
sensibilisierten Patienten zu beobachten. (HAL ALLERGIE GmbH 1999) Auflerdem sind
lebensbedrohliche Nebenwirkungen in der Praxis weltweit nur vereinzelt beobachtet worden,

wobei aber unklar ist, ob sie iiberhaupt durch die SLIT begriindet werden kénnen.
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Abb. 1: Behandlungsschema fiir eine sublinguale Immuntherapie mit SUBLIVAC® B.E.S.T. Die Therapie wird
mit der Flasche A (Allergenmenge von 1000 A.U./ml, griine Balken) begonnen und unter Anwendung der
Flasche B (Allergenmenge von 10.000 A.U./ml, rote Balken) fiir 3-5 aufeinanderfolgende Jahre fortgesetzt. (in
Anlehnung an HAL Allergy 2002)

4.3. Erhebung der klinischen Daten

Im Rahmen der dargestellten Untersuchung wurden bei jedem Patienten die klinischen
Beschwerden durch Prof. Dr. med. habil. G. Zwacka (Kinderklinik Apolda) anamnestisch
erfasst und dokumentiert. Dies erfolgte in Form eines speziellen Erhebungsbogens (sieche
Anhang), wobei zundchst die Basisdaten (Patientenname und Geburtsdatum), die
vorbestehende Diagnose, der Zeitpunkt der Erstdiagnose, der Termin fiir den
Behandlungsbeginn bzw. die Behandlungsdauer der SIT sowie die Behandlungsart
dokumentiert wurden. Des weiteren wurden die klinischen Schweregrade der
Rhinokonjunktivitis, des allergischen Asthmas, der bronchialen Hyperreagibilitit, des
atopischen Ekzems sowie die Haufigkeit der Anwendung von begleitenden medikamentdsen
Grundtherapien in Form von Ordinalskalen erfasst. Eventuelle unerwiinschte
Nebenwirkungen der SIT, mogliche Griinde fiir das Ausscheiden aus der Studie und der
aktuelle FEV 1- Wert wurden ebenfalls festgehalten.

In Hinblick auf die Auswertung der klinischen Daten wurden nur Allergiker beriicksichtigt,
die eine sublinguale Immuntherapie erhalten sollten bzw. im Rahmen einer SLIT behandelt
wurden. Da beziiglich der klinischen Auspriagungen von Rhinokonjunktivitis, allergischem
Asthma und bronchialer Hyperreagibilitit die vollstindigste Datenerhebung vorlag, wurden

ausschlieBlich diese atopischen Symptomkomplexe in die Auswertung einbezogen.
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4.4 Bearbeitung der Blutproben

Das zu untersuchende Vollblut wurde in NH-4-Heparinmonovetten abgenommen und
hochstens 18 Stunden bei Raumtemperatur gelagert, bevor die Blutbestandteile als
Vorbereitung auf die Untersuchung mittels FACS und ELISA separiert wurden. Alle
Arbeitsschritte konnten an einer unsterilen Laborbank durchgefiihrt werden, da die Analyse
der mononukledren Blutzellen im unmittelbaren Anschluss erfolgte. Verwendung fanden
ausschlieBlich sterile Einmalprodukte, autoklavierte Laborgerite sowie unter sterilen

Bedingungen hergestellte Losungen und Chemikalien.

4.4.1 Gewinnung des Blutplasmas

Das heparinisierte Venenblut wurde in ein Spitzbodenrohrchen eingebracht und in einer
Zentrifuge vom Typ Labofuge fiir 10 Minuten bei 1200 U/min zentrifugiert. AnschlieBend
wurde das Blutplasma abpipettiert und nochmals bei 4000 U/min a 15 Minuten zentrifugiert.
Es erfolgte die Portionierung des Plasmas in jeweils drei Eppendorf-Rohrchen, wihrend das
Pellet verworfen wurde. Die Proben wurden bei —18 °C eingefroren, um spétere

Untersuchungen mithilfe von ELISAs durchfiihren zu kénnen.

4.4.2 Gewinnung der Lymphozyten

Die Isolierung der Lymphozyten erfolgte mit Hilfe des Lymphozytentrennmediums LSM
1077 der Firma PAA Laboratories GmbH, wobei es sich um eine Separationslosung auf der
Basis von Ficoll 400 mit einer Dichte von 1,077 g/ml handelt. Hierdurch ist es moglich, einen
Dichtegradienten zu produzieren, der beim Zentrifugieren durch die Einwirkung der
Schwerkraft eine Trennung der Blutzellen von den subzelluldren Komponenten bewirkt. Es
reichern sich dabei die Thrombozyten in der sich oben befindlichen Plasmaphase an, wihrend
die Lymphozyten und Monozyten in einer Interphase zwischen Plasma und Ficoll erscheinen.
Erythrozyten und Granulozyten wandern durch die Ficollschicht hindurch und lagern sich in

Form von Kliimpchen (sogenanntes Pellet) am Gefdf3boden ab.

In der Versuchsdurchfithrung wurden 3 ml des Trennmediums in ein Spitzbodenrohrchen

eingebracht. Die zelluldren Blutbestandteile wurden 1:1 mit dem Nahrmedium RPMI 1640
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aufgefiillt, langsam vermengt und vorsichtig auf die Ficolllosung aufgeschichtet, um eine
Vermischung zu umgehen. Im Anschluss erfolgte die Zentrifugation fiir 20 Minuten bei
2500 U/min. Die Interphase mit den darin enthaltenen Lymphozyten wurde in ein
Spitzbodenrohrchen pipettiert, mit ca. 5 ml RPMI 1640 aufgefiillt und fiir 5 Minuten bei

800 U/min zentrifugiert. Hierdurch lagerten sich die mononukledren Blutzellen entsprechend
der Schwerkraft am Rohrchenboden ab, der Uberstand konnte nun bis auf 1 ml Restvolumen
abpipettiert und verworfen werden, so dass die Zellen von Ficollresten getrennt wurden.
Dieser Waschvorgang wurde zweimal wiederholt. Der Bodensatz mit einem Volumen von

1 ml wurde nun eine Minute gevortext. AnschlieBend konnten je 50 pl der Losung mit den
enthaltenen Lymphozyten in vier Eppendorf-Réhrchen separiert werden und wurden somit

zur Markierung der Oberflachenmarker vorbereitet.

4.5 Bestimmung der Oberflichenmarker auf den Lymphozyten

4.5.1 Markierung und Fixierung der Lymphozyten

Die Markierung der Oberflichenmolekiile auf den Lymphozyten erfolgte mit Hilfe von
Antikorperseren der Firma DAKO und Immunotools (siehe Tabelle 4).

Tab. 4: Ubersicht iiber die verwendeten Antikorper

Antikorper Antigen Firma
Anti-CD20 RPE-Cy5 CD20 DAKO
Anti-IgA FITC IgA DAKO
Anti-CD23 RPE CD23 DAKO
Anti-CD4 FITC CD4 DAKO
Anti-CD154 RPE CD154 DAKO
Anti-CD3 PE-Cy5 CD3 Immunotools
Anti-CD54 FITC CD54 Immunotools
Anti-CD69 RPE CD69 DAKO

Zu diesem Zweck wurden die in vier Eppendorf-Rohrchen separierten Lymphozyten mit
jeweils 2,5 ul der entsprechenden Antikorperlosung versetzt. Die Antikorper sind dabei an

einen Farbstoff gekoppelt, der in der spidteren FACS-Messung ein fluoreszierendes Signal
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abgibt, wodurch die Bestimmung der jeweiligen Konzentration der Oberflachenmolekiile

moglich ist. Die Antikérper wurden nach dem in Tabelle 5 dargestellten Schema zugegeben.

Tab. 5: Ubersicht iiber die Antikérpermarkierung der Lymphozytenansitze

Ansatz Antikorpermarkierung
Ansatz 1 CD20/1IgA/CD23

Ansatz 2 CD4/CD154

Ansatz 3 CD3/CD54 / CD69

Ansatz 4 Kontrolle

Anschlielend folgte eine Inkubationszeit der Proben von 20 Minuten bei Raumtemperatur im
Dunkeln. Die Ansdtze wurden mit 1000 pul RPMI 1640 aufgefiillt und 5 Minuten bei

2500 U/min zentrifugiert, wodurch nichtgebundene iiberschiissige Antikorper ausgewaschen
wurden. Ein Uberstand von 800 ul wurde abpipettiert. Den Proben wurden 500 pl einer

5 %igen Formaldehydlosung im Mischungsverhiltnis 1:1 mit RPMI 1640 zugesetzt.
Hierdurch konnten die markierten Lymphozyten fixiert werden. Die Analyse der
Oberflichenmarker erfolgte binnen 2 Wochen mit Hilfe eines Messgerites vom Typ FACS
Galaxy (DAKO Diagnostica GmbH), zur Auswertung wurde die Flomax-Software der Firma
PARTEC genutzt.

4.5.2 Analyse mittels FACS

Der Ausdruck FACS bedeutet ,.fluorescence activated cell sorter und ist eine andere
Bezeichnung fiir die Durchflusszytometrie. Hierunter versteht man ein labortechnisches
Messverfahren, mit welchem es moglich ist, verschiedene Zellen in Bezug auf ihre
physikalischen und molekularen Eigenschaften zu phinotypisieren. Die zu untersuchende
Probe wird zu diesem Zweck in ein FACS-Glasrohrchen gegeben und unter Druck in das
Durchflusszytometer eingesaugt. Die Zellen flieBen anschlieend durch eine Messkammer
und werden hier von einem Laserlicht bestrahlt. Als Lichtquelle dient dabei ein
Argonionlaser. Durch die Passage des Laserstrahles wird von den Zellen ein Streulicht
verursacht, welches Aufschluss iiber die Zelleigenschaften gibt. Gemessen wird dabei an zwei
verschiedenen Stellen: zum einen erfolgt die Erfassung des Streulichtes in Richtung des
urspriinglichen Strahls, das sogenannte Vorwirtsstreulicht oder engl. Forward Light Scatter

(FSC). Dieses gibt Aufschluss iiber die GroBe der Zellen. Zum anderen findet die Messung in
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90° zum urspriinglichen Strahl statt, welches als Seitwirtsstreulicht oder engl. Side Scatter
(SSC) bezeichnet wird. Hierdurch kann man bestimmen, welche Granularitiit eine Zelle
besitzt. (Luttmann W et al. 2004)

Um zusitzlich spezifische antigene Eigenschaften zu untersuchen, werden die Zellen mit
einem farbstofftragenden Antikorper markiert. Als solche Farbstoffe dienten in dieser Arbeit
das griin fluoreszierende FITC (Fluoreszein-Isothiocyanat), sowie R-PE (R-Phycoerythrin)
und RPE-Cy5 (RPE-Cyanin-5), welche ein gelb-oranges bzw. rotes Signal abgeben.
Hierdurch ist die genaue Phinotypisierung der Lymphozyten in Bezug auf ihre speziellen
Oberflachenmarker moglich. Um dies zu veranschaulichen, werden die Zellen in einer
Dot-Plot-Graphik dargestellt. Da nur ein Teil der Zellpopulation fiir die Auswertung relevant
ist, wird mittels eines Softwarefensters genau diese ausgewihlt, was man als sogenanntes
Gating bezeichnet. Hierdurch konnen die fiir die Untersuchung bedeutsamen Werte berechnet
werden, welche in dieser Arbeit verschiedene B- und T-Zellmarker umfassen. (Luttmann W et al.
2004) Abbildung 2 zeigt ein Beispiel fiir eine Dot-Plot-Graphik, die zur Messung der CD54-
und CD69-Konzentration auf CD3-positiven T-Lymphozyten im Rahmen dieser Arbeit

angefertigt wurde.
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Abb. 2: Beispiel fiir eine Dot-Plot-Graphik zur Bestimmung des Gehalts der Oberflachenmolekiile CD54 und
CD69 auf CD3-positiven T-Lymphozyten. Das Gate R1 (oben links) selektiert alle relevanten Zellen. Durch den
Einsatz von Gitternetzen (Mitte und oben rechts), die anhand von Kontrollwerten geeicht werden, konnen die
prozentualen Anteile der Entziindungsmarker bestimmt werden. Diese sind jeweils im Sektor Q2 bzw. QA2

ablesbar.
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4.6. Messung der Adhisionsmolekiile im Plasma mittels ELISA

Der Begriff ELISA steht fiir ,,Enzyme-linked Immunosorbent Assay* und beschreibt eine
laborchemische Methode, bei der mit Hilfe von enzymgekoppelten Antikdrpern die
Konzentration von Antigenen im Serum, Plasma oder anderen Medien gemessen werden
kann.

Die Bestimmung erfolgt dabei in den meisten Féllen nach dem sogenannten Sandwich-
Verfahren. Zu diesem Zweck wird zunéchst eine feste Oberflidche, beispielsweise die
Vertiefungen einer Mikrotiterplatte, mit sogenannten Fingerantikdrpern gegen das zu
untersuchende Antigen beschichtet. AnschlieBend wird eine Probe, die eine unbekannte
Antigenmenge enthilt, zugesetzt, wodurch eine Antigen-Antikorper-Bindung entsteht.
Nachdem alle ungebundenen Antigene ausgewaschen wurden, wird ein Uberschuss
enzymmarkierter Detektionsantikorper zugegeben, welche wiederum an das gebundene
Antigen koppeln. Als Enzym wird in den meisten Fillen Biotin verwendet. Diesem wird das
hochaffine HRP-Streptavidin zugesetzt, wodurch die Markerdichte pro gebundenem
Antigenmolekiil erhoht wird. AnschlieBend erfolgt die Zugabe einer TMB-Substratlosung,
welche die Enzymreaktion startet. Hierdurch wird ein farbiges Produkt gebildet, dessen
Extinktion unter Anwendung eines Photometers gemessen werden kann. Mit Hilfe der
Untersuchung von entsprechenden Standards ist die genaue Bestimmung der

Antigenkonzentration in den Plasmaproben moglich. (Luttmann W et al. 2004)

4.6.1 Messung von SELAM-1

Die Bestimmung der Menge an Adhédsionsmolekiil SELAM-1 in den einzelnen Plasmaproben
erfolgte mit Hilfe von Chemikalien der Firma DIACLONE. Zur Beschichtung der Polysorb-
Platten wurden zunéchst 50 pl des Fanger-Antikorpers in 10 ml Beschichtungspuffer gelost.
100 pl dieser Losung wurden nun in jedes Loch einer Polysorb-Platte mit 96 Vertiefungen
verteilt. Die Platten wurden mit Plastikfolie abgedeckt und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Am
nichsten Tag wurden die Platten zunédchst zweimal mit 400 pul Waschpuffer pro Vertiefung
versetzt und anschlieBend mit 250 pl Blockpuffer fiir 2 Stunden bei Zimmertemperatur
geblockt. Danach wurden die Platten auf Zellstoff ausgeklopft und auf einer Arbeitsbank

24 Stunden getrocknet.

Zur Bestimmung der Zytokinmenge wurden die Standards entsprechend der von DIACLONE

empfohlenen Verdiinnungsreihe von 1 ng/ml bis 32 ng/ml aufgetragen. Zur Verdiinnung
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eignete sich PBS 1% BSA w/v als Standardlosungspuffer. Aulerdem wurde in einem
Bestimmungsfeld ausschlieBlich Standardlosungspuffer als Negativkontrolle untersucht. Die
Patientenproben wurden 1:10 mit Losungspuffer verdiinnt. Insgesamt wurden Standards und
Proben in Doppelbestimmung angelegt und jeweils 100 pl Losung in eine Vertiefung
gegeben. Die Polysorb-Platten wurden nun bei Zimmertemperatur 1 Stunde inkubiert,
anschlieend erfolgte eine dreimalige Waschung. Danach wurden 50 pl des an Biotin
gebundenen Anti-ELLAM-1 hinzugegeben, welches zuvor in 5 ml PBS 1% BSA w/v gelost
wurde. Es folgte eine Inkubationszeit von 30 Minuten bei Raumtemperatur. Nach dreimaliger
Waschung wurden 100 pl Streptavidin-HRP in die Vertiefungen gegeben. Nachdem die
Platten 20 Minuten inkubiert hatten, wurden sie wiederum dreimal gewaschen. AnschlieBend
wurden 100 pl TMB-Losung in jede Vertiefung pipettiert und nach einer Inkubationszeit von
15 Minuten im Dunkeln erfolgte die Beendigung der Farbreaktion durch Zusatz von 100 pl
IM Schwefelsidure. Die Messung der Extinktion wurde mit Hilfe eines ELISA-Plattenlesers
(DEMEDITEC DIAGNOSTICS GmbH) bei einer Absorption von 450 nm durchgefiihrt.

4.6.2 Messung von sIL-2R

Zur Bestimmung des Adhidsionsmolekiils sIL-2R wurden 100 pl des Fiénger-Antikorpers mit
10 ml Beschichtungspuffer vermengt. 100 pl dieser Losung wurden in jedes Loch einer
Polysorb-Platte mit 96 Vertiefung eingebracht und bei 4°C iiber Nacht inkubiert. Am
darauffolgenden Tag erfolgte eine zweimalige Waschung mit 400 pul Waschpuffer,
anschlieBend wurde den Vertiefungen je 250 pl Blockpuffer zugesetzt und 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Platten wurden auf Filterpapier ausgeklopft und fiir 24
Stunden auf einer Laborbank getrocknet. Die Standards wurden entsprechend der von
DIACLONE empfohlenen Verdiinnungsreihe in einer absteigenden Konzentration von

2200 pg/ml bis 68,75 pg/ml angelegt und die aufgetauten Plasmaproben wurden 1:10 mit
Standardldsungspuffer verdiinnt. Es folgte die Zugabe von 100 pl der jeweiligen Losung pro
Loch, wobei alle Proben in Doppelbestimmungen untersucht wurden. Des weiteren wurden
2 Vertiefungen lediglich mit PBS 1% BSA w/v gefiillt (keine Zytokinmenge). Anschliefend
erfolgte die Losung von 100 pl des an Biotin gebundenen Anti-IL-2R in 5 ml PBS 1% BSA
w/v. 50 ul dieser Mischung wurden in jede Vertiefung pipettiert und es folgte eine
Koinkubation des Antigens mit dem biotingebundenen Detektionsantikorper fiir 3 Stunden.
Nach dreimaliger Waschung wurden 100 pul des HRP-Streptavidins in jede Vertiefung

gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 20 min und 3 Waschgéngen erfolgte der Zusatz von
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100 ul TMB-L6sung pro Loch und eine nochmalige Inkubation von 15 min im Dunkeln. Die
Reaktion wurde durch die Zugabe von 100 pul 1M Schwefelsdure pro Vertiefung gestoppt und
es folgte im direkten Anschluss die Bestimmung der Extinktion bei 450 nm mit Hilfe eines

ELISA-Plattenlesers.

4.6.3 Messung von sICAM-1

Die Bestimmung der sSICAM-1-Konzentrationen der jeweiligen Plasmaproben erfolgte mit
Hilfe eines Modulsets der Firma Bender MedSystems. Die Besonderheit an diesem System
ist, dass der enzymmarkierte Detektionsantikorper direkt an das HRP-Streptavidin gekoppelt
ist und beides somit in einem gemeinsamen Arbeitsschritt verabreicht werden kann.

Zur Beschichtung der Mikrotiterplatten mit 96 Vertiefungen wurden 385 pl des
Féangerantikorpers in 10,6 ml PBS gelost. Es folgte die Zugabe von 100 pl dieser
Féangerlosung pro Loch. Die Platten wurden mit Plastikfolie abgedeckt und bei 4 °C iiber
Nacht inkubiert. Nach dreimaliger Waschung mit 300 pul Waschpuffer wurden die
Vertiefungen mit je 250 pl Assay-Puffer geblockt und fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurden die Platten zweimal gewaschen, bevor die Standards und
Proben direkt hinzugefiigt wurden. Das sSICAM-1-Standard-Protein wurde mit Hilfe eines
Probenverdiinners in einer absteigenden Verdiinnungsreihe von 100 ng/ml bis 6,25 ng/ml
gelost, die aufgetauten Plasmaproben wurden 1:10 mit dem Probenverdiinner versetzt und
beides wurde als Doppelbestimmung angelegt. Ferner erfolgte die Zugabe des
Probenverdiinners ohne Zytokin in einem Bestimmungsfeld als Negativkontrolle.
Nachfolgend wurden 50 pl des zuvor in Assay-Puffer gelosten HRP-Konjugates pro
Vertiefung zugegeben und eine Inkubationszeit von 1 Stunde bei Raumtemperatur
eingehalten. Anschliefend folgten drei Waschginge und die Mikrotiterplatten wurden mit
jeweils 100 ul TMB-Substratlosung versetzt. Nachdem die Platten 15 min im Dunklen
inkubiert hatten, wurde die Reaktion mit 100 pul 1 M Schwefelsédure gestoppt und die
Extinktion bei 450 nm unter Anwendung eines ELISA-Plattenlesers gemessen. Entsprechend
der aus den Standards abgeleiteten Eichkurve konnten nun die SICAM-1-Konzentrationen der

jeweiligen Plasmaproben bestimmt werden.
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4.6.4 Ubersicht iiber verwendete Chemikalien und Losungen fiir ELISA

e Beschichtungspuffer: PBS pH 7,2-7,4

e  Waschpuffer: PBS mit 0,05% Tween 20 v/v

¢ Blockpuffer: PBS 5% BSA w/v

¢ Standardlosungspuffer: PBS 1% BSA w/v

® Biotin-konjugierter- Antikorper-Losungspuffer: PBS 1% BSA w/v
e HRP-Streptavidin Puffer: PBS 0,1% Tween 20 plus 1% BSA w/v
¢ 1 M Schwefelsdure

e Fingerantikorper (DIACLONE)

¢ Biotingebundener Detektionsantikorper (DIACLONE)

e Streptavidin-HRP (DIACLONE)

e TMB-Substratlosung (DIACLONE)

e Assay-Puffer: PBS 0,5% Tween 20 plus 5% BSA w/v

¢ Probenverdiinner (Bender MedSystems)

e SICAM-1 Standard Protein (Bender MedSystems)

e HRP-Konjugat (Bender MedSystems)

4.7 Tabellarische Ubersicht iiber verwendete Materialien und Chemikalien

Tab. 6: Ubersicht iiber die verwendeten Materialien

Material Hersteller
Spitzbodenrshrchen Greiner
FACS-Glasrohrchen Sarstedt
Glaspipetten Greiner
Polysorb-Platten Nunc
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Tab. 7: Ubersicht iiber die verwendeten Chemikalien

Chemikalien Hersteller

RPMI 1640 PAA Laboratories GmbH
Lymphozytentrennmedium LSM 1077 PAA Laboratories GmbH
Tween 20 Fluka

BSA (Bovine Serum Albumin) Sigma

Schwefelsdure Sigma

PBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) (1x) PAA Laboratories GmbH
Formaldehydlosung 5,0 % Otto Fischar GmbH & Co.KG

4.8 Statistik

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mit Hilfe von SPSS Version 12.0

deutsch und Microsoft Excel. Da im Shapiro-Wilk-Test das Kriterium der Normalverteilung

nicht erfiillt werden konnte, wurden nur nichtparametrische Testverfahren genutzt. Fiir

k (mehr als zwei) unabhéngigen Stichproben kam dabei der Kruskal-Wallis-Test zur

Anwendung, bei 2 zu vergleichenden Stichproben wurde der Mann-Whitney-U-Test

durchgefiihrt. Als Signifikanzniveau galt p < 0,05.

Die graphische Darstellung erfolgte in Form von Box-Plots und Balkendiagrammen unter

Angabe des Standardfehlers.
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S ERGEBNISSE

5.1 Immunologische Parameter

In dieser Untersuchung wurden die prozentualen Anteile der Oberflaichenmarker CD23, IgA,
CD54, CD69 und CD154 auf B- und T-Lymphozyten sowie die Konzentrationen der
Adhisionsmolekiile SELAM-1, sIL-2R und sICAM-1 in den einzelnen Patientengruppen
miteinander verglichen. Es soll nochmals darauf hingewiesen werden, das es sich bei den
Allergikern vor und unter SLIT um eine unverbundene Stichprobe handelt. Die
demonstrierten Unterschiede konnen somit als Tendenz angesehen werden und bediirfen einer
weiteren Analyse anhand von verbundenen Stichproben, um mogliche Veridnderungen der
Entziindungswerte durch die sublinguale Immuntherapie zu sichern. Da die dargestellte
Datenerhebung Teil einer iiber mehrere Jahre andauernden Anwendungsbeobachtung ist, wird
dies durch weitere Untersuchungen gewihrleistet.

Die Veranschaulichung der Messergebnisse erfolgte mit Hilfe von Box-Plots. Um denkbare
Unterschiede in der Expression der Entziindungsmarker darzustellen, wurden jeweils die
Mediane berechnet und miteinander verglichen. In der statistischen Analyse fand der Mann-
Whitney-U-Test fiir zwei unverbundene Stichproben Anwendung, da keine Normalverteilung
der Oberflichen- und Adhédsionsmolekiile im Shapiro-Wilk-Test vorlag. Als statistisch

signifikant wurde p < 0,05 angenommen.

5.1.1 Vergleich der B-Lymphozytenmarker CD23 und IgA von Gesunden und
Allergikern vor und unter SLIT

In Bezug auf den Oberflichenmarker CD23 ergab sich bei den Allergikern vor SLIT ein
Median von 45,5 %. Dieser Wert ist somit hoher als bei den Patienten unter Therapie mit
38,9 % und bei den gesunden Probanden mit 40,1 %. (siche Abb. 3a)

Im U-Test lag jedoch mit einer Signifikanz von p > 0,05 kein statistisch gesicherter

Unterschied vor, weshalb die Ergebnisse als Tendenz zu bewerten sind.

Bei Betrachtung der IgA-Expression auf CD20-positiven B-Lymphozyten (siehe Abb. 3b)
konnte bei den Milbenallergikern vor Therapie eine mittlere Produktion von 7,5 % festgestellt
werden, die mit p = 0,002 signifikant hoher ist als bei den gesunden Kontrollen. Hier ergab

sich mit 2,9 % ein niedrigerer Median als bei den Patienten unter Therapie (7,0 %), wobei ein
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statistischer Unterschied nicht gesichert werden konnte (p = 0,408). Ebenso erbrachte die
Gegeniiberstellung der Milbenallergiker vor und unter SLIT mit p = 0,445 im Mann-Whitney-
U-Test keine signifikante Verdnderung in der IgA-Produktion.
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Abb. 3 a, b: Prozentualer Anteil der Oberfldchenmarker a) CD23 und b) IgA auf CD20-positiven
B-Lymphozyten bei Allergikern vor und unter SLIT (unverbundene Stichprobe) sowie bei gesunden Probanden.
Der Faktor ,,p* bezeichnet die Irrtumswahrscheinlichkeit im Mann-Whitney-U-Test in Bezug zu den gesunden

Kontrollen (wurde nur angegeben, wenn die Unterschiede signifikant sind).

5.1.2 Vergleich der T-Lymphozytenmarker CD54, CD69 und CD154 von Gesunden
und Allergikern vor und unter SLIT

Beim Vergleich der Bildung von CD54 zeigten sich zwischen den Patientengruppen deutliche
Unterschiede (siehe Abb. 4a). Die mittlere Expression betrug bei den Milbenallergikern vor
einer sublingualen Immuntherapie 2,3 % und war somit signifikant hoher als bei den
gesunden Probanden (Median 0,2 %, p < 0,001). Ebenso konnte ein Unterschied der CD54-
Konzentration in der Gegeniiberstellung mit den Patienten unter SLIT statistisch gesichert
werden. Hier wurde eine Expression von 0,3 % ermittelt, der U-Test-Wert gilt mit p < 0,001

als hochst signifikant.

Ein dhnliches Ergebnis konnte bei der Untersuchung der CD69-Produktion festgestellt werden
(sieche Abb. 4b). Hier ergab sich bei den Allergikern, die noch keine SLIT erhalten hatten, mit
3,8 % ein signifikant hoherer Spiegel als bei der Kontrollgruppe mit 0,95 % (p < 0,001). Der
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Median bei den Patienten unter SLIT zeigte mit 1,4 % eine statistisch gesicherte geringere
Expression an CD69 im Vergleich zu den Milbenallergikern vor Therapie (p < 0,001), wobei
die Produktion des Entziindungsmarkers im Gegensatz zu den gesunden Kindern nur

tendenziell hoher war (p = 0,826).
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In Bezug auf die CD154-Konzentration konnten zwischen den Patientengruppen kaum
Unterschiede festgestellt werden (sieche Abb. 4¢). Die mittlere Expression war bei den
Allergikern vor einer SLIT mit 2,1 % im Gegensatz zu den Kontrollen mit 1,7 % nur leicht
erhoht (p = 0,287). Ahnliches gilt fiir den Vergleich mit den Patienten unter Therapie

(Median 1,8 %), wobei auch hier ein statistischer Unterschied nicht gesichert werden konnte
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(p = 0,422). Die Ergebnisse sind jedoch als vorlaufig zu betrachten, da aus labortechnischen,
nicht in meiner Verantwortung liegenden Griinden lediglich 6 Allergiker wéhrend einer

sublingualen Immuntherapie untersucht werden konnten.

5.1.3 Vergleich der Adhidsionsmolekiile SELAM-1, sIL-2R und sSICAM-1 im Plasma von

Gesunden und Allergikern vor und unter SLIT

Die mittlere Konzentration des Adhésionsmolekiils SELAM-1 (sieche Abb. 5a) betrug bei den
Milbenallergikern vor einer sublingualen Immuntherapie 161 ng/ml und war in der
Gegeniiberstellung mit den gesunden Kindern (109,5 ng/ml) mit p = 0,003 signifikant erhoht.
Der Vergleich zu den Patienten unter SLIT ergab ebenfalls einen statistisch gesicherten
Unterschied (p < 0,001). Hier wurde eine mittlere Konzentration von 83 ng/ml festgestellt. Im
Gegensatz zur Kontrollgruppe hatten die Allergiker wéihrend der sublingualen Immuntherapie
mit p = 0,286 tendenziell niedrigere Werte. Diese Ergebnisse wurden zusammenfassend in

Abbildung 5a dargestellt.

In Bezug auf die sIL-2R-Konzentration wurde bei den Patienten vor SLIT ein Wert von

18,1 ng/ml ermittelt (siche Abb. 5b), der lediglich einen geringfiigigen statisch nicht
gesicherten Unterschied zu den gesunden Probanden mit 17,1 ng/ml aufzeigte (p = 0,298).
Der Vergleich der Milbenallergiker vor und wéhrend einer sublingualen Immuntherapie
zeigte hingegen einen signifikant niedrigeren sIL-2R-Spiegel bei den Patienten unter Therapie
mit 16 ng/ml (p = 0,009). In dieser Gruppe konnte mit einem U-Test-Wert von p = 0,073

jedoch nur ein unbetrichtlicher Unterschied zur Kontrollgruppe abgeleitet werden.

Bei Betrachtung der sSICAM-1-Expression konnten keine Signifikanzen zwischen den
Gruppen festgestellt werden (siehe Abb. 5c). Die Allergiker vor SLIT zeigten eine tendenziell
hohere mittlere Konzentration mit 65 ng/ml im Vergleich zu den gesunden Probanden mit

46 ng/ml, was statistisch jedoch nicht gesichert wurde (p = 0,077). Der sSICAM-1-Wert betrug
bei den Patienten wihrend einer sublingualen Therapie im Mittel 52 ng/ml und wies im

Gegensatz zur Kontrollgruppe eine leichte Tendenz zur Erhohung auf (p = 0,509).
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5.2 Vergleich der Klinik bei Allergikern vor und unter SLIT

Bei der Manifestation von Allergien spielen die atopische Symptomkomplexe
Rhinokonjunktivitis, extrinsisches Asthma und bronchiale Hyperreagibilitit eine besondere
Rolle. Um die therapeutische Wirksamkeit der sublingualen Immuntherapie aufzuzeigen,
erfolgte die Gegeniiberstellung der einzelnen Schweregrade bei Patienten, die noch keine
SLIT erhalten hatten, mit Allergikern unter einer Desensibilisierungstherapie. Da bei den
Kindern wihrend einer SLIT die klinische Ausgangslage bekannt war, konnte die Auswertung

zusitzlich als verbundene Stichprobe erfolgen. Um darzulegen, dass in der unverbundenen
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Patientengruppe dhnliche Resultate bestanden, wurde beides getrennt in Form von

Balkendiagrammen abgebildet.

5.2.1 Auspragung der Rhinokonjunktivitis vor und unter SLIT

Bei der klinischen Schwere der Rhinokonjunktivitis zeigte sich in der verbundenen Stichprobe
eine Verbesserung des Befindens unter einer sublingualen Immuntherapie (siehe Abb. 6a).
Wihrend vor der SLIT 56,5 % unter einer schweren und 34,8 % der Patienten unter einer
mittelschweren Rhinokonjunktivitis litten, zeigte sich unter der Therapie eine Verbesserung
der Symptomatik, so dass 82,6 % der Milbenallergiker keine Symptome mehr aufwiesen.

Ein dhnliches Ergebnis konnte fiir die unverbundene Stichprobe abgeleitet werden (Abb. 6b).
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Auch in Hinblick auf die Manifestation des atopischen Asthmas fand unter einer sublingualen

Immuntherapie ein Riickgang der Beschwerden in der verbundenen Stichprobe statt (siche

Abb. 7a). Hierbei wiesen nach der Therapie 87 % der Allergiker keine Symptome mehr auf,

wihrend vor SLIT 30,4 % an intermittierend schwerem und 17,4 % an intermittierend

leichtem Asthma erkrankt waren.

Ein analoges Resultat war in der unverbundenen Stichprobe zu erkennen (siehe Abb. 7b).
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5.2.3 Ausprigung der bronchialen Hyperreagibilitit vor und unter SLIT

In Bezug auf die klinische Ausprigung der bronchialen Hyperreagibilitit ergab sich ein

dhnliches Ergebnis wie bei der Manifestation der Rhinokonjunktivitis und des Asthmas.

Hierbei zeigten vor der Therapie 39,1 % eine schwere und 13 % der Patienten eine leichte

bronchiale Hyperreagibilitit, die unter der sublingualen Immuntherapie auf 0 % bzw. 4,3 %

zuriickging. Ein Therapieerfolg konnte in soweit festgestellt werden, dass nach der SLIT

95,7 % der Atopiker in der verbundenen Stichprobe keine Beschwerden mehr aufwiesen

(sieche Abb. 8a). Dies wird durch ein vergleichbares Resultat von Allergikern vor und unter

Therapie in der unverbundenen Stichprobe untermauert (siche Abb. 8b).
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5.3 Zusammenhang zwischen immunologischen Parametern und Manifestation der

atopischen Symptomatik

In der dargestellten Auswertung wurde untersucht, in welcher Beziehung die analysierten
immunologischen Entziindungswerte CD23, IgA, CD54, CD69, CD154, sELAM-1, sSICAM-1
und sIL-2R zur klinischen Auspriagung der jeweiligen allergischen Symptomatik stehen. Ziel
ist es, herauszufinden, ob sich die Oberflachen- und Adhédsionsmolekiile als mogliche
Verlaufsparameter einer atopischen Erkrankung bzw. deren Behandlung unter einer
sublingualen Immuntherapie eignen.

Zu diesem Zweck wurde die mittlere Konzentration des jeweiligen Entziindungsparameters in
den verschiedenen klinischen Manifestationen bei allen untersuchten Probanden (n = 85)
miteinander verglichen, wobei die Darstellung in Form von Balkendiagrammen unter Angabe
des Standardfehlers erfolgte. In der statischen Auswertung fand zunéchst der Kruskal-Wallis-
Test fiir k (mehr als 2) unabhéingige Merkmale unter der Vorraussetzung nicht
normalverteilter Stichproben Anwendung. Wenn hierbei eine Signifikanz von p < 0,05
erreicht wurde, erfolgte der spezifische Vergleich der einzelnen Merkmale mit Hilfe des

Mann-Whitney-U-Tests fiir 2 unabhiingige Stichproben.
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5.3.1CD23

In Bezug auf die Manifestation der Rhinokonjunktivitis ergab sich ein tendenzieller Anstieg
der CD23-Konzentration mit zunehmender Schwere der Symptomatik (siche Abb. 9a).
Probanden, die keine bzw. eine mittelschwere Symptomatik aufwiesen, zeigten einen CD23-
Spiegel von 41,8 % bzw. 41,5 %, wihrend bei einer schweren Rhinokonjunktivitis der
prozentuale CD23-Anteil auf 55,0 % erhoht war. Der Entziindungswert war bei Patienten, die
eine leichten Ausprigung priasentierten, mit 31,4 % am niedrigsten. Diese Schwankung kann
allerdings durch die geringe Probandenanzahl von n = 3 in der Allergikergruppe mit einer
leichten Rhinokonjunktivitis erklirt werden, wobei es fraglich ist, ob diese Stichprobe als

reprisentativ angesehen werden kann.

Ein dhnliches Ergebnis zeigte sich in Hinblick auf die iibrige atopische Symptomatik. Die
mittlere CD23-Expression betrug bei Probanden ohne asthmatische Beschwerden 42,9 %
(siehe Abb. 9b) und war somit tendenziell niedriger als bei Patienten mit einem
intermittierend schweren Asthma (Mittelwert 58,8 %). Allergiker, die an einer schweren
bronchialen Hyperreagibilitit litten, zeigten einen CD23-Spiegel von 54,6 %, der bei

beschwerdefreien Kindern mit einem Wert von 43,3 % niedriger war (siche Abb. 9c).

Da im Kruskal-Wallis-Test das Signifikanzniveau von p < 0,05 bei keinem der drei
Symptomkomplexe erreicht werden konnte, zeigen die unterschiedlichen
CD23-Konzentrationen eine tendenzielle Abhingigkeit auf. Dies verdeutlicht, dass eine
weitere Analyse der CD23-Expression lohnend ist, da dieses Oberflichenmolekiil eine

wesentliche Rolle in der Pathogenese von Allergien zu spielen scheint.
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Die Expression des Immunglobulins A zeigte im Zusammenhang mit der Manifestation der
Rhinokonjunktivitis statistisch gesicherte Veridnderungen (sieche Abb. 10a). Fiir Patienten mit
einer schweren Ausprigung der Symptomatik konnte im Mittel eine IgA-Expression von

15,2 % auf den B-Zellen beobachtet werden, wobei der Wert im Vergleich zu Probanden ohne
die entsprechenden Beschwerden mit 3,6 % signifikant hoher war (p < 0,001 im U-Test).
Ebenso wiesen Allergiker mit einer mittelschweren Rhinokonjunktivitis eine bedeutend

hohere IgA-Sekretion von 9,5 % auf als die gesunden Patienten (p = 0,023 im U-Test).

52



Ereebnisse

Genauso konnte in Hinblick auf das extrinsische Asthma eine Erh6hung der Immunglobulin-
Konzentrationen mit zunehmender Schwere der Symptomatik festgestellt werden, wobei sich

im Kruskal-Wallis-Test mit p = 0,051 keine Signifikanz abzeichnete (siche Abb. 10b).

Bei der Ausprigung der bronchialen Hyperreagibilitit stellte sich ein negativer
Zusammenhang dar (siche Abb. 10c). Hierbei wiesen beschwerdefreie Probanden tendenziell
hohere mittlere I[gA-Werte (8,0 %) als Patienten mit einer leichten (6,7 %) und einer schweren
(5,7 %) Symptomauspriagung auf. Eine statische Sicherung des Ergebnisses zeigte sich mit

p = 0,989 jedoch nicht.
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5.3.3CD54

In Bezug auf die Auspridgung der Rhinokonjunktivitis fiel eine Abhédngigkeit zwischen der

Expression des Oberflichenmolekiils CD54 und der Schwere der Symptomatik auf (siehe

Abb. 11a). Bei einer schweren und mittelschweren Manifestation zeigten die Patienten eine

mittlere Konzentration von 3,4 % bzw. 3,5 %. Im Vergleich zu den beschwerdefreien

Kindern, die einen CD54-Spiegel von 0,42 % aufwiesen, sind diese Werte mit p < 0,001 im

U-Test signifikant erhoht.
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signifikant sind).
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Bei der Auspriagung des extrinsischen Asthmas (Abb. 11b) und der bronchialen
Hyperreagibilitit (Abb. 11c) konnte kein klarer Zusammenhang zur Befindlichkeit der
Probanden festgestellt werden. Im Hinblick auf die asthmatischen Beschwerden ergab sich fiir
Patienten mit einer intermittierend schweren Symptomatik eine mittlere CD54-Konzentration
von 2,4 %, wobei der Wert bedeutend hoher ist als bei den gesunden Kindern mit 1,0 %

(p = 0,003 im U-Test). Derselbe Sachverhalt findet sich bei den Allergikern mit
intermittierend leichten Beschwerden wieder, die mit 4,1 % signifikant hohere CD54-Spiegel

zeigen als die Probanden ohne extrinsisches Asthma (p = 0,001 im U-Test).

Ebenso stellten sich erhohte Werte mit Zunahme der klinischen Schwere der bronchialen
Hyperreagibilitit dar (sieche Abb. 11c), wobei diese Verdnderungen im Kruskal-Wallis-Test

mit p = 0,076 statistisch nicht gesichert werden konnten.

5.3.4 CD69

Zwischen der CD69-Produktion und der klinischen Symptomatik konnten ebenfalls
verschiedene Zusammenhinge festgestellt werden. Patienten mit einer schweren
Rhinokonjunktivitis zeigten mit 5,4 % eine signifikant hohere Expression des
Entziindungsmolekiils als gesunde Kinder mit 1,5 % (p < 0,001 im U-Test). Dasselbe gilt fiir
Allergiker mit einer mittelschweren Symptomatik, die eine CD69-Konzentration von 5,0 %

aufwiesen (siche Abb. 12a).

Ein dhnliches Ergebnis konnte in Bezug auf das allergische Asthma beobachtet werden (sieche
Abb. 12b), wobei bei beschwerdefreien Probanden die Bildung des CD69-Molekiils mit
2,3 % signifikant niedriger war als bei Kindern mit intermittierend leichter (5,2 %) und

intermittierend schwerer (5,4 %) Symptomatik.

Beziiglich der bronchialen Hyperreagibilitit konnte bei Allergikern mit einer leichten und
schweren Ausprigung der Symptomatik ein CD69-Wert von 3,8 % bzw. 3,1 % festgestellt
werden, wobei beschwerdefreie Kinder eine geringere CD69-Expression von 2,9 % auf CD3-
positiven T-Lymphozyten aufwiesen (siehe Abb. 12¢). Der Vergleich dieser Ergebnisse zeigte
im Kruskal-Wallis-Test mit p = 0,155 keinen signifikanten Unterschied.
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In Bezug auf die klinische Ausprigung der Rhinokonjunktivitis ergab sich ein Anstieg der

CD154-Expression (siche Abb. 13a). Wihrend gesunde Kinder einen prozentualen Anteil von

2,9 % aufwiesen, war bei Allergikern mit einer schweren klinischen Manifestation ein

signifikant erhohter Wert von 6,5 % zu beobachten (p = 0,010 im U-Test). Derselbe

Sachverhalt zeigte sich fiir Patienten, die unter mittelschweren Symptomen litten, wobei der

CD154-Spiegel im Gegensatz zu beschwerdefreien Probanden signifikant auf 3,3 % gesteigert
war (p = 0,044).
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Ein statistisch gesicherter Zusammenhang konnte ebenfalls fiir die Auspriagung asthmatischer

Beschwerden abgeleitet werden (siehe Abb. 13b), wobei Atopiker mit einer intermittierend

schweren Symptomatik (9,5 %) einen signifikant hoheren prozentualen Anteil des CD40-

Liganden zeigten als gesunde Probanden mit 2,9 %. Der U-Test-Wert betrug hier p = 0,006.
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klinischen Ausprigung der allergischen
Symptomatik mit der mittleren Expression von
CD154 auf CD4-positiven T-Lymphozyten bei
allen untersuchten Probanden (n = 85):

a) Rhinokonjunktivitis,

b) Asthma und

¢) bronchiale Hyperreagibilitit.
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In Hinblick auf die Manifestation der bronchialen Hyperreagibilitit konnte ebenso eine

niedrigere mittlere Expression von 3,7 % bei den beschwerdefreien Kindern im Vergleich zu

Atopikern mit einer schweren Symptomatik (4,7 %) festgestellt werden, wobei dies mit

p =0,751 im Kruskal-Wallis-Test als Tendenz zu betrachten ist (siehe Abb. 13c). Da die

Patientengruppen in Bezug auf die leichte und schwere Ausprigung lediglich eine geringe
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Gruppengrofle von jeweils n = 4 Probanden umfassten, ergaben sich geringfiigige

Schwankungen des CD154-Wertes.

5.3.6 sSELAM-1

Der Entziindungsmarker sELAM-1 stellt ein Adhdsionsmolekiil dar, welches einen
wesentlichen Zusammenhang zur Manifestation der atopischen Erkrankungen aufweist. Somit
konnten in allen drei Symptomkomplexen signifikante Verdnderung mit p < 0,05 im Mann-
Whitney-U-Test festgestellt werden.

Dementsprechend zeigten gesunde Kinder mit 101,3 ng/ml eine niedrigere mittlere SELAM-1-
Konzentration im Blutserum als Allergiker, die an einer mittelschweren (147,4 ng/ml) und

einer schweren (191,3 ng/ml) Rhinokonjunktivitis litten (siche Abb. 14a).

In Bezug auf die klinische Schwere der Asthmaausprigung ergaben sich ebenfalls
signifikant hohere Werte fiir Patienten mit einer positiven Symptomatik (siche Abb. 14b).
Somit wiesen Allergiker mit intermittierend schweren asthmatischen Beschwerden mit
260,8 ng/ml einen gesteigerten Wert gegeniiber Atopikern mit einer intermittierend leichten
Ausprigung und gesunden Kindern auf. Hier betrugen die Konzentrationen des

Adhésionsmolekiils jeweils 159,1 ng/ml bzw. 102,9 ng/ml.

Ein analoges Ergebnis konnte in Hinblick auf die klinische Manifestation der bronchialen
Hyperreagibilitit abgeleitet werden, wobei gesunde Kinder mit 106,6 ng/ml im Gegensatz zu
Atopikern mit einer leichten (168,3 ng/ml) und schweren (284,2 ng/ml) Ausprigung den
niedrigsten SELAM-1-Spiegel zeigten (sieche Abb. 14c¢).
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Abb. 14 a, b, c: Zusammenhang zwischen der
klinischen Ausprigung der allergischen
Symptomatik mit der mittleren Konzentration an
SELAM-1 [ng/ml] im Blutplasma von allen
untersuchten Probanden (n = 85):

a) Rhinokonjunktivitis,

b) Asthma und

c¢) bronchiale Hyperreagibilitit.

Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar,
der Faktor ,,p“ bezeichnet die
Irrtumswahrscheinlichkeit im Mann-Whitney-U-
Test in Bezug zu beschwerdefreien Probanden
(wurde nur angegeben, wenn die Unterschiede

signifikant sind).

In Hinblick auf die klinische Ausprigung der Rhinokonjunktivitis konnte mit zunehmender

Schwere der Symptomatik ein leichter Anstieg der sIL-2R-Konzentration festgestellt werden

(sieche Abb. 15a). Hierbei zeigten gesunde Kinder mit einer mittleren Expression von

16,7 ng/ml einen niedrigeren Wert als Allergiker, die unter einer mittelschweren (17,4 ng/ml)

und einer schweren (18,5 ng/ml) Rhinokonjunktivitis litten (p = 0,082 im Kruskal-Wallis-
Test).
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Ein analoges Resultat wurde in Bezug auf die iibrigen atopischen Erkrankungen beobachtet.
Patienten mit intermittierend schweren asthmatischen Symptomen wiesen mit 18,7 ng/ml
einen hoheren Serumwert auf als Milbenallergiker mit intermittierend leichten Beschwerden
(17,7 ng/ml) und gesunde Probanden mit 16,7 ng/ml (sieche Abb. 15b). Diese Unterschiede

konnten mit p = 0,085 statistisch jedoch nicht gesichert werden.
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15a Auspriigung der Rhinokonjunktivitis 15b Asthmaausprigung

Abb. 15 a, b, c: Zusammenhang zwischen der
klinischen Ausprigung der allergischen
Symptomatik mit der mittleren Konzentration an
sIL-2R [ng/ml] im Blutplasma von allen

untersuchten Probanden (n = 85):

sIL-2R [ng/ml]

a) Rhinokonjunktivitis,

b) Asthma und

c¢) bronchiale Hyperreagibilitit.

Die Fehlerbalken stellen den Standardfehler dar.

schwer
n =69 n=7 n=238
Ausprigung der bronchialen Hyperreagibilitiit

15¢

Ebenso zeigte sich eine leichte Erhdhung der sIL-2R-Konzentration im Zusammenhang mit
einer verstiarkten Auspriagung der bronchialen Hyperreagibilitit (siehe Abb. 15c).
Beschwerdefreie Probanden prisentierten mit 16,8 ng/ml eine niedrigere Produktion als
Atopiker mit einer leichten (17,1 ng/ml) und schweren (19,6 ng/ml) Symptomatik (p = 0,060).
Da beziiglich aller drei allergischen Erkrankungen das Signifikanzniveau von p < 0,05 im
Kruskal-Wallis-Test nicht erreicht werden konnten, kann die Abhéingigkeit zwischen der
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sIL-2R-Sekretion und der Manifestation von atopischen Symptomen als Tendenz angesehen
werden. Durch weitere Untersuchungen konnten noch deutlichere Unterschiede aufgezeigt

werden.

5.3.8 sSICAM-1

Eine positive Abhédngigkeit der Serumkonzentration zur Manifestation der allergischen
Erkrankung konnte ebenfalls fiir das interzelluldre Adhdsionsmolekiil SICAM-1 erfasst
werden. Im Zusammenhang mit den rhinokonjunktivitischen Beschwerden ergab sich bei
Patienten mit schweren Symptomen ein Wert von 99,7 ng/ml, der somit gegeniiber
Allergikern mit mittelschweren Symptomatiken (69 ng/ml) und gesunden Probanden

(57,4 ng/ml) erhoht war (siehe Abb. 16a). Dieses Ergebnis konnte im Kruskal-Wallis-Test mit

p = 0,403 statistisch nicht gesichert werden.

Ein dhnliches Resultat bestand in Hinblick auf die bronchiale Hyperreagibilitit, wobei mit
einer zunehmenden Verschlechterung der Befindlichkeit ein Anstieg des SICAM-Spiegels zu

beobachten war (siehe Abb. 16¢). Eine Signifikanz ergab sich mit p = 0,149 jedoch nicht.

Beziiglich der Asthmaausprigung zeigte sich ebenfalls eine Veridnderung der sSICAM-1-
Expression (sieche Abb. 16b). Hierbei wiesen Atopiker mit einer intermittierend schweren
Manifestation eine signifikant hohere Konzentration mit 161,8 ng/ml auf als beschwerdefreie

Probanden mit 58,7 ng/ml (p < 0,001).
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6 DISKUSSION

6.1 Immunologische Parameter in den einzelnen Patientengruppen sowie im

Zusammenhang mit der Ausprigung der klinischen Symptomatik

Obwohl ein positiver Einfluss der spezifischen Immuntherapie auf die allergischen
Beschwerden von Atopikern in verschieden klinischen Studien nachgewiesen werden konnte,
bestehen noch Wissensliicken hinsichtlich des genauen Wirkmechanismus dieser
Behandlungsform (siehe Kapitel 2.2.2). Immunologische Analysen zeigten, dass es unter
einer subkutanen Immuntherapie zur Modulation des Th1-/Th2-Verhiltnisses zugunsten der
Th1-Antwort kommt. Dies hat langfristig eine Verminderung der allergenspezifischen IgE-
Produktion und einen Klassenwechsel zur Bildung von IgG4-Antikorpern zur Folge, wodurch
die allergische Entziindungsreaktion abgeschwécht wird. (Bellinghausen I et al. 1997) Ebenso
erfolgt eine Beeinflussung der involvierten inflammatorischen Effektorzellen wie Mastzellen,
eosinophilen und basophilen Granulozyten. (Klimek L 2000)

Inwieweit eine solche Veridnderung auch im Rahmen der sublingualen Immuntherapie abliuft,
ist noch nicht vollstindig aufgeklirt. So zeigte eine Untersuchung von Reich et al, dass es
nach einer einjihrigen SLIT zu keiner Veridnderung des I[gG4-Spiegels im Blutserum von
Allergikern kam (Reich M et al. 2003b). Im Gegensatz dazu dokumentierten Marcucci et al einen
ausbleibenden Anstieg der spezifischen IgE-Antikérper-Bildung im Nasensekret bei

Milbenallergikern nach einer einjahrigen SLIT. (Marcucci F et al. 2003)

Um die spezifischen molekularen Verdnderungen bei Allergikern vor und wihrend einer
sublingualen Immuntherapie im Vergleich zu Gesunden zu analysieren und mogliche
Verlaufsparameter fiir die Entwicklung einer allergischen Erkrankung ausfindig zu machen,
wurden im Rahmen dieser Arbeit verschiedene Oberflichenmolekiile (CD23, IgA, CD54,
CD69, CD154) auf B- bzw. T-Lymphozyten sowie die Adhisionsmolekiile SELAM-1,
SICAM-1 und sIL-2R im Blutplasma der ausgewihlten Probanden untersucht. Anschlie3end

werden die tendenziellen Ergebnisse im Einzelnen diskutiert.
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6.1.1 Der IgE-Rezeptor CD23

CD23 (FceRII) wird von reifen B-Zellen, aktivierten Makrophagen, eosinophilen Zellen,
follikuldren dendritschen Zellen und Blutpléttchen exprimiert. Es fungiert als niedrigaffiner
IgE-Rezeptor und hat somit Einfluss auf die Manifestation von atopischen Erkrankungen.
(Janeway CA et al. 2002)

Die I6sliche Form des CD23-Molekiils wird auch als sCD23 oder IgE-bindender Faktor
bezeichnet, wobei seine Freisetzung iiber verschiedene proteolytische Schritte erfolgt (Letellier
M et al. 1990). Das sCD23-Molekiil kann eine spontane Steigerung der IgE-Produktion im

Rahmen der allergischen Erkrankung bewirken (Sarfati M et al. 1984).

Die Expression des Oberflichenmolekiils CD23 bei Allergikern mit persistierendem
atopischen Asthma wurde in einer Studie von Tomita et al untersucht (Tomita K et al. 1997).
Hierbei zeigte eine Analyse der aktivierten mononukledren Zellen (Lymphozyten und
Monozyten) in der Durchflusszytometrie bei Patienten mit allergischem Asthma signifikant
hohere CD23-Konzentrationen als bei den gesunden Kontrollpatienten.

Eine andere Arbeit (Alesina R et al. 2001) bestitigt dieses Resultat. Beziiglich der Verdanderung
in der sCD23-Expression wihrend einer SIT konnte hier jedoch ein leichter Anstieg der
sCD23-Konzentration bei Allergikern nach einer iiber 3jidhrigen spezifischen Immuntherapie
im Gegensatz zu Patienten mit einer Behandlungsdauer der SIT von 3 Monaten bis 3 Jahren
beobachtet werden. AuBlerdem zeigte sich in einer Promotionsarbeit (Schneider S 2004) eine
negative, aber nicht signifikante Korrelation der CD23-Expression auf B-Lymphozyten von
Allergikern unter einer zweijdhrigen SLIT mit der Schwere der atopischen Symptomatik, d.h.

je ausgepragter die Symptome waren, umso niedriger waren die CD23-Werte.

Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu anderen Studien (Boznanski A et al. 1996, Ohashi Y et al.
1998a, Tanaka A et al. 1999), bei denen eine Reduktion des sCD23-Levels wihrend einer
spezifischen Immuntherapie auffiel. Ahnliches zeigte eine Untersuchung von Ohashi et al
(Ohashi Y et al. 1997a), bei der die Effekte einer SIT auf den saisonalen Anstieg der spezifischen
IgE- und sCD23-Level bei Patienten mit saisonaler allergischer Rhinitis untersucht wurden.
Hierbei konnte sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der Patientengruppe, die eine
subkutane Immuntherapie nach besonderem Plan erhielt, ein saisonaler Anstieg der sCD23-

Konzentration im Patientenblut beobachtet werden, der signifikant mit der saisonalen
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Erhohung des spezifischen IgE-Wertes korrelierte. Bei den Allergikern, die mit einer SIT

behandelt wurden, war der Anstieg jedoch signifikant kleiner als in der Kontrollgruppe.

Im Rahmen der eigenen Untersuchung konnte bei Allergikern vor einer SLIT eine hohere
CD23-Expression auf CD20-positiven B-Lymphozyten festgestellt werden als bei Patienten
unter einer spezifischen Immuntherapie und bei den gesunden Kontrollpatienten.
Moglicherweise wird diese verstiarkte CD23-Produktion bei Milbenallergikern durch die
gesteigerte IgE-Bildung wihrend des allergischen Entziindungsgeschehens mitverursacht. In
dieser Arbeit wurden die spezifischen IgE-Werte jedoch nicht mit erfasst, da diese in einem
privaten externen Labor ermittelt wurden und dementsprechend nicht zuginglich waren. Aus
diesem Grund kann iiber die Verdnderungen des spezifischen IgE-Levels unter SLIT keine
weitere Aussage gemacht werden.

Des weiteren zeigte sich ein Anstieg der CD23-Konzentration mit Zunahme der klinischen
Beschwerden beziiglich aller untersuchten atopischen Symptomkomplexe. Die
Verdnderungen im CD23-Spiegel ergaben in der statistischen Analyse jedoch keine

signifikanten Unterschiede, weshalb diese Ergebnisse als Tendenz zu betrachten sind.

6.1.2 Oberfldchen-gebundenes IgA auf B-Zellen

Ein weiteres Molekiil, welches fiir die Inmunabwehr auf den Kérperoberfldchen eine
besondere Bedeutung hat, stellt das IgA dar. Vor allem im Gastrointestinaltrakt und in den
Korpersekreten (Speichel, Milch, Bronchial- und Nasensekret, Verdauungssifte) sind hohe
Konzentrationen an IgA-Antikorpern enthalten, wodurch Krankheitserreger gleich an der
Eintrittspforte bekdmpft werden konnen. (Kayser FH et al. 2001)

Sekretorische IgA-Antikorper, die durch eine dimere Struktur charakterisiert sind, haben
hierbei eine besondere Funktion. Sie konnen Viren neutralisieren, Bakterien agglutinieren und

sowohl Toxine als auch verschiedene andere Antigene binden. (Weemaes C et al. 2003)

Im Zusammenhang mit der immunologischen Bedeutung dieser Molekiile stellt sich nun die
Frage, inwieweit IgA-Antikorper in der Pathogenese von allergischen Erkrankungen eine
Rolle spielen und ob Konzentrationsidnderungen ein Indikator fiir eine atopische
Pridisposition sein konnten. Dieses Problem wurde in unterschiedlichen Studien untersucht.
Ludviksson et al analysierten den Zusammenhang der Hohe des Gesamt-IgA-Spiegels im

Blutserum und Speichel mit der Manifestation von atopischen Symptomatiken bei
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Kleinkindern in den ersten 4 Lebensjahren. Bei Kindern, die ein atopisches Ekzem oder eine
allergische Rhinokonjunktivitis entwickelten, konnten signifikant niedrigere
IgA-Konzentrationen beobachtet werden als bei Gesunden. (Lidviksson BR et al. 2005)

Eine Studie von Bottcher et al zeigte hingegen, dass Kleinkinder, die in den ersten beiden
Lebensjahren eine allergische Erkrankung entwickelten, hohere Konzentrationen an Gesamt-
IgA und allergenspezifischem IgA, jedoch niedrigere Werte an sekretorischem IgA aufwiesen
als beschwerdefreie Kinder. (Bsttcher MF et al. 2002)

Dieses Ergebnis wird unterstiitzt durch eine Untersuchung von Keen et al. Hierbei wurde die
IgA-Konzentration im Nasensekret von Birkenpollen-Allergikern mit intermittierender
Rhinitis im Vergleich zu gesunden Probanden untersucht. Es konnte ein Anstieg des
allergenspezifischen IgAs im Verhiltnis zum Gesamt-IgA bei den Allergikern wihrend der
Pollensaison festgestellt werden. In der gesunden Kontrollgruppe zeigte sich keine
Veridnderung. Aufgrund dieses Resultats wurde hier die Hypothese aufgestellt, dass
allergenspezifisches IgA moglicherweise die allergische Entziindungsreaktionen triggern

kann. (Keen C et al. 2005)

Ebenso existieren kontroverse Studienergebnisse hinsichtlich der Verdnderungen des
IgA-Spiegels im Rahmen einer spezifischen Immuntherapie.

So ergab eine Untersuchung von Fu et al einen signifikant hoheren Serum-IgA-Spiegel bei
Milbenallergikern nach einer eineinhalbjdhrigen SIT im Vergleich zu unbehandelten
Atopikern. Als mogliche Begriindung fiir den IgA-Anstieg unter SIT wurde hier die
antigenbindene und entziindungsprotektive Funktion von IgA-Antikdrpern angefiihrt. (Fu CL et
al. 2003) Da dies jedoch hauptsédchlich auf die dimeren sekretorischen IgA-Antikorper der
Haut- und Schleimhautoberfldachen zutrifft und bei dieser Studie die IgA-Konzentration im
Blutserum gemessen wurde, ist es fraglich, ob die oben genannte Erkldrung iiberhaupt im
Rahmen dieser Untersuchung eine Rolle spielt.

Im Gegensatz dazu zeigten Bahceciler et al, dass bei Milbenallergikern wihrend einer 6 bis 12
monatigen sublingualen Immuntherapie der allergenspezifische IgA-Spiegel absank, wobei es

nach der Behandlung zu einer Anndherung an den IgA-Wert der gesunden Patienten kam.

(Bahceciler NN et al. 2005)

In der durchgefiihrten Arbeit wurde im Vergleich zu den oben genannten Studien die
Konzentration des gebundenen IgAs auf CD20-positiven B-Zellen gemessen. Hierbei konnte
bei den Milbenallergikern vor einer sublingualen Immuntherapie ein signifikant hoherer IgA-
Wert festgestellt werden als bei den gesunden Kontrollen. Die IgA-Konzentration bei
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Patienten unter einer SLIT war geringfiigig niedriger als bei den Atopikern vor der
Behandlung, wobei sie gegeniiber den beschwerdefreien Kindern immer noch erhoht war. Bei
der Betrachtung der IgA-Konzentration im Zusammenhang mit der klinischen Ausprigung
der atopische Symptomatik zeigte sich eine positive Abhdngigkeit in Hinblick auf die
Rhinokonjunktivitis und das allergische Asthma. Lediglich die Manifestation der bronchialen
Hyperreagibilitit wies eine negative Beziehung auf, d.h. je stirker die Symptome waren,
desto niedriger war die IgA-Konzentration.

Dieses Resultat entspricht den Studienergebnissen von Bottcher et al und Keen et al. In diesen
Arbeiten wurden jedoch die 16slichen IgA-Konzentrationen im Blutserum bzw. im
Nasensekret gemessen, weshalb es fraglich ist, ob diese Ergebnisse iiberhaupt mit der hier
dargestellten Untersuchung verglichen werden kann. In der eigenen Analyse wurde im
Gegensatz zu den oben genannten Studien die Konzentration des gebundenen IgAs auf
B-Zellen bestimmt.

Nach heutigem Wissenstand ist aulerdem immer noch unklar, ob den IgA-Antikorpern im
Rahmen des allergischen Entziindungsprozesses eine protektive oder eine verstirkende
Funktion zukommt, weshalb weiterfiihrende Studien hinsichtlich dieser Fragestellung

notwendig sind.

6.1.3 Das Zelladhisionsmolekiil CD54 und seine 16sliche Isoform sICAM-1

Das interzelluldre Adhisionsmolekiil CD54 (ICAM-1) wird auf Gefifendothelzellen,
epithelialen Zellen, Fibroblasten, aber auch auf T- und B-Lymphozyten, Makrophagen und
natiirlichen Killerzellen exprimiert. CD54 hat dabei eine besondere Bedeutung fiir die
Transmigration von aktivierten T-Zellen durch das Gefid3endothel ins entziindliche Gewebe.
(Lin SJ et al. 2003) Des weiteren wurde durch verschiedene in-vitro-Studien gezeigt, dass CD54
(ICAM-1) als Hauptrezeptor fiir humane Rhinoviren fungiert (Greve JM et al.1989, Staunton DE et
al. 1989). Dies ist insofern von Bedeutung, dass die Exazerbation von allergischem Asthma in

der Kindheit hdufig mit vermehrten viralen Infektionen der Atemwege assoziiert ist (Johnston

SL et al. 1995).

Eine Analyse mittels ELISA von Gilain et al zeigte, dass im Nasensekret von Patienten mit
perennialer Rhinitis signifikant hohere sSICAM-1-Konzentrationen auftraten als bei
Allergikern mit saisonaler allergischer Rhinitis und gesunden Probanden (Gilain L et al. 2000).
Dies wird bestétigt durch eine Arbeit von Grzelewska-Rzymowska und Pietrzkowicz, bei der
eine CD54-Expression auf epithelialen und endothelialen Zellen bei Allergikern mit
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rhinitischen Beschwerden nachgewiesen wurde. Ebenso zeigte sich eine erhohte sSICAM-1-

Konzentration im peripheren Blut sowie in der brochoalveolidren und nasalen Lavage.
(Grzelewska-Rzymowska I und Pietrzkowicz M 2004)

In einer Untersuchung von Reich et al konnte au3erdem eine Anstieg der SICAM-1-
Expression im Blutplasma von Allergikern mit Rhinitis, Dermatitis und allergischem Asthma
gegeniiber beschwerdefreien Patienten beobachtet werden. Hierbei wurden signifikant hohere
sICAM-1-Werte bei Atopikern mit Griser- oder Milbenallergie festgestellt, jedoch nicht bei
Patienten mit Birkenallergie. (Reich M et al. 2003a)

Ferner dokumentierten Uchio et al, dass Patienten mit vernaler Keratokonjunktivitis und
atopischer Dermatitis signifikant hohere SICAM-1-Konzentrationen im Blutserum aufwiesen
als gesunde Probanden (Uchio E et al. 1999). Die Conjunctivitis vernalis wird auch als
Friihjahrskattarh bezeichnet und ist auf eine allergische, IgE-vermittelte Pathogenese
zuriickzufiihren, wobei eine Assoziation mit anderen atopischen Erkrankungen (z.B. Asthma)

auftreten kann (Grehn F 1998).

Die Verdnderung der ICAM-1-Expression auf nasalen epithelialen Zellen im Rahmen einer
sublingualen Immuntherapie wurde in einer Studie von Silvestri et al anhand von
Milbenallergikern mit Rhinokonjunktivitis und Asthma analysiert. Hierbei konnte nach einer
zweijdhrigen SLIT eine Verringerung der ICAM-1-Produktion festgestellt werden. (Silvestri M
etal. 2002) Eine andere Analyse von Ohashi et al ergab ein dhnliches Resultat. Es wurde eine
statistisch gesicherte Abnahme der Serumkonzentration an SICAM-1 unter SIT beobachtet,
wobei diese positiv mit der Dauer der Immuntherapie korrelierte. (Ohashi Y et al. 1998b) Dies
wird durch eine weitere Untersuchung von Reich et al bestitigt (Reich M et al. 2003b).
Ferner fanden Passalacqua et al einen Riickgang der sSICAM-1-Produktion in der
Konjunktivalfliissigkeit von Milbenallergikern mit Rhinokonjunktivitis nach einer einjdhrigen
SLIT (Passalacqua G et al.1998). Huang et al beobachteten au3erdem, dass die Expression von
CD54 auf CD3-positiven T-Lymphozyten bei asthmatischen Allergikern signifikant hoher ist
als bei gesunden Probanden. Des weiteren wurde nach einer spezifischen Immuntherapie ein
statistisch gesicherter Riickgang der CD54-Expression im Vergleich zum Ausgangswert
festgestellt. (Huang JL et al. 2002)
Die eigenen Untersuchungen zeigten sowohl eine hohere Expression des CD54-Molekiils auf
CD3-positiven T-Lymphozyten als auch einen gesteigerten SICAM-1-Wert im Blutserum von
Allergikern vor einer sublingualen Immuntherapie im Vergleich zu gesunden Probanden,
wobei beziiglich der CD54-Expression ein signifikantes Ergebnis vorlag. Ebenso wurde bei
Allergikern unter einer SLIT ein niedrigerer CD54- bzw. SICAM-1-Wert gegeniiber Patienten
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vor der Immuntherapie festgestellt. Auch hier konnten die Verdnderungen der CD54-
Konzentration statistisch gesichert werden.

Im Vergleich der SICAM-1-Expression mit der klinischen Manifestation von allergischer
Rhinokonjunktivitis, Asthma und bronchialer Hyperreagibilitit ergab sich eine positive
Beziehung fiir alle drei Symptomkomplexe, die jedoch nur beziiglich der Asthmaausprigung
signifikant war. Im Gegensatz dazu zeigte sich kein klarer Zusammenhang hinsichtlich der
Schwere der Symptomatik in Verbindung mit der CD54-Produktion. Hierbei konnte lediglich
fiir die Auspriagung der allergischen Rhinokonjunktivitis eine signifikante positive
Abhingigkeit beobachtet werden, d.h. je schlechter es den Patienten ging, umso hoher war der
mittlere CD54-Wert.

Durch die dargestellten Resultate wird verdeutlicht, dass es im Rahmen der sublingualen
Immuntherapie zu einer verminderten Expression an CD54 bzw. sSICAM-1 kommt und ebenso
ein Zusammenhang mit der Manifestation der atopischen Symptomatik besteht. Weitere

klinische und molekularbiologische Untersuchungen sollten diese Ergebnisse absichern.

6.1.4 Das Aktivierungsantigen CD69

Der Oberflachenmarker CD69 wird auf aktivierten T-Zellen, B-Lymphozyten und natiirlichen
Killerzellen sowie auf aktivierten eosinophilen Granulozyten exprimiert. Er hat die Funktion
eines frithen unspezifischen Aktivierungsmarkers. (Pignatti P et al. 2002)

CD69 spielt somit moglicherweise durch die Regulation des Stimulationsprozesses von

Eosinophilen im Rahmen der allergischen Entziindungsreaktion eine wesentliche Rolle. (Walsh
GM et al. 1996)

Nopp et al analysierten den Einfluss der CD69-Konzentration auf die Stimulation von
eosinophilen Granulozyten. Es zeigte sich, dass CD69 in Form von vorgeformten Granula im
Zytoplasma von eosinophilen und neutrophilen Granulozyten vorkommt, durch spezifische
Stimuli jedoch nur auf der Oberfldache von Eosinophilen exprimiert wird. Diese vermehrte
CD69-Prisentation wurde dabei mit einer Hochregulation des allergischen
Entziindungsprozesses in Verbindung gebracht. (Nopp et al. 2000)

In einer Studie von Julius et al wurde die CD69-Expression auf eosinophilen Granulozyten
von Allergikern mit asthmatischen Beschwerden nach einer Allergenprovokation untersucht.
Hierbei konnte ein Anstieg der CD69-Konzentration innerhalb von 18 Stunden nach dem
Allergenkontakt beobachtet werden. (Julius P et al. 1999) Eine Untersuchung von Pignatti et al

ergab ein dhnliches Resultat. (Pignatti P et al. 2002)
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In einer Analyse von Toma et al wurde die Bedeutung der Aktivierung von eosinophilen
Granulozyten bei Kindern mit atopischer Dermatitis untersucht. Patienten mit
CD69-positiven Eosinophilen zeigten signifikant hohere Konzentrationen an eosinophilen
Granulozyten und Thrombozyten sowie einen gesteigerten IgE-Gesamtspiegel. Dies
unterstiitzt die Hypothese, dass eine erhohte CD69-Expression im Zusammenhang mit

systemischen allergischen Entziindungsreaktionen steht. (Toma T et al. 2005)

Die Verdnderung der CD69-Konzentration im Rahmen einer spezifischen Immuntherapie bei
asthmatischen Kindern mit Sensibilisierung gegen Hausstaub- und Milbenallergene wurde in
einer Analyse von Huang et al dargestellt. Hierbei ergab sich, dass die CD69-Expression auf
CD3-positiven T-Lymphozyten bei Allergikern vor einer SIT signifikant hoher war als bei
gesunden Kontrollpatienten. Des weiteren zeigte sich ein Abfall des CD69-Wertes nach einer
maximal 3jdhrigen Immuntherapie bei Patienten mit guter Ansprechbarkeit auf die SIT im
Vergleich zum Ausgangswert. (Huang JL et al. 2002)

Dieses Ergebnis wird durch eine Dissertationsarbeit untermauert (Debeve F 2005). Hierbei
konnte eine geringere CD69-Expression auf CD3-positiven T-Lymphozyten nach
Allergenstimulation bei Patienten unter einer sublingualen Immuntherapie im Gegensatz zu

Allergikern vor der Behandlung festgestellt werden.

Ein dhnliches Resultat ergab die eigene Analyse anhand der Blutproben von allergischen
Kindern. Atopiker vor einer SLIT zeigten eine signifikant hohere CD69-Expression auf
CD3-positiven T-Lymphozyten als gesunde Kontrollprobanden, wihrend bei
Milbenallergikern unter einer sublingualen Immuntherapie eine statistisch gesicherter
geringerer CD69-Wert im Vergleich zu Patienten vor der Behandlung vorlag. Ebenso konnte
ein positiver Zusammenhang zwischen der CD69-Konzentration und der Auspriagung von
allergischer Rhinokonjunktivitis und Asthma festgestellt werden, d.h. je schlechter das
Befinden der untersuchten Patienten war, desto hoher war der CD69-Wert.

Aufgrund dieser Ergebnisse besteht die Annahme, dass es wihrend des allergischen
Entziindungsgeschehens zu quantitativen Verdanderungen der CD69-Expression kommt bzw.
die Starke der inflammatorischen Symptomatik durch dieses Aktivierungsmolekiil beeinflusst
wird. Somit ist die Schlussfolgerung moglich, dass sich CD69 als klinischer

Verlaufsparameter von atopischen Erkrankungen eignen konnte.
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6.1.5 Der CD40-Ligand CD154

Die Interaktion zwischen dem CD40-Molekiil und seinem Liganden CD154 hat eine
wesentliche Bedeutung fiir zahlreiche immunologische Reaktionen, so auch fiir den
allergischen Entziindungsprozess. CD40 wird auf B-Lymphozyten, aber auch auf Monozyten
und dendritischen Zellen exprimiert, wihrend CD154 vor allem auf aktivierten T-Zellen
vorkommt. Die Kopplung beider Molekiile vermittelt dabei wesentliche Signale fiir die
Proliferation und Differenzierung von B-Zellen, wodurch ein IgE-Klassenswitch ausgelost

wird. (Srahna M et al. 2001)

In einer Studie von Nakstad et al wurden die Veridnderungen der CD154-Expression nach
einer Stimulation von CD3-positiven T-Lymphozyten mit Birkenpollenallergenen untersucht.
Hierbei zeigte sich ein Anstieg der CD154-Produktion bei Atopikern, nicht jedoch bei
gesunden Probanden. (Nakstad B et al. 1999)

Ein dhnliches Resultat erbrachte eine Analyse von Markert et al, wobei nach unspezifischer
T-Zell-Stimulation, unter anderem mit lonomycin, die Expression des CD40-Liganden bei
Allergikern hoher war als bei beschwerdefreien Kontrollpatienten. (Markert UR et al. 1999)
Hermes et al stellten auBerdem fest, dass in der Dermis und Epidermis von Patienten mit
atopischer Dermatitis und Scabies eine erhohte IgE-, CD40- und CD154-Expression im
Vergleich zu gesunden Patienten vorhanden ist. (Hermes B et al. 1997) Dies fiihrt zu der
Annahme, dass bei Allergikern eine wesentlich hohere Fihigkeit zur Produktion des
CD40/CD40-Liganden-Systems gegeben ist als bei Nichtatopikern und demzufolge eine
groBere Tendenz zur B-Zell-Differenzierung und IgE-Bildung besteht.

Im Rahmen der eigenen Untersuchung konnte ein vergleichbares Resultat gesichert werden.
Hierbei zeigte sich eine tendenziell hohere CD154-Expression auf CD4-positiven

T-Lymphozyten bei unbehandelten Milbenallergikern im Vergleich zu gesunden Probanden.

In Hinblick auf die Verdnderungen der CD154-Konzentration unter einer spezifischen
Immuntherapie existieren derzeit nur wenige Forschungsergebnisse. In einer doppelblinden
placebokontrollierten Studie von Ippoliti et al wurden die Konzentrationen von verschiedenen
Zytokinen und kostimulatorischen Molekiilen vor und unter einer sublingualen
Immuntherapie bei Milbenallergikern gemessen. Nach der sechsmonatigen SLIT konnte eine

signifikante Verbesserung des Asthma- und Rhinitisscores sowie eine verminderte Produktion
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an IL-13 festgestellt werden. IL-13 wirkt als Stimulationsfaktor bei der B-Zell-
Differenzierung mit, wodurch der IgE-Isotypenwechsel als Einleitung der allergischen
Entziindungsreaktion verursacht wird. Es konnte jedoch keine Veridnderung der CD40-

Expression unter der Immuntherapie festgestellt werden. (Ippoliti F et al. 2003)

Hinsichtlich dieses Ergebnisses stellt sich nun die Frage, ob eine spezifische Immuntherapie
ebenfalls keinen wesentlichen Einfluss auf die Produktion des CD40-Liganden

(CD154) hat. Die eigene Analyse zeigte jedoch einen geringeren CD154-Wert bei den
Milbenallergikern unter sublingualer Immuntherapie im Vergleich zu Atopikern vor der
Behandlung, wobei die Veridnderungen statistisch nicht signifikant waren. Zudem konnte in
Bezug auf die Manifestation der allergischen Symptomatik eine signifikante Erhohung der
CD154-Konzentration mit Zunahme der klinischen Schweregrade von Rhinokonjunktivitis
und Asthma festgestellt werden.

Ein Abfall der intrazelluldren CD154-Expression (nach T-Zell-Stimulation in vitro) unter
einer einjdhrigen SLIT bei Atopikern mit Gréserpollen-, Birkenpollen- oder Milbenallergie
wurde ebenfalls in einer anderen Promotionsarbeit beobachtet. Dies ging mit einer
Verminderung der asthmatischen Beschwerden und atopischen Ekzeme sowie einer Senkung

des IgE-Gesamtspiegels und der RAST-Klasse bei der Mehrheit der Patienten einher. (Bir C
2001)

Anlésslich dieser Resultate ist ein Einfluss der Immuntherapie auf die Expression des
CD40/CD154-Systems nicht von der Hand zu weisen, obgleich der genaue
Effektormechanismus noch unklar ist. Zudem ist die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte
Untersuchung lediglich als vorldufiges tendenzielles Ergebnis anzusehen, da die
Allergikergruppe unter SLIT nur eine geringe Probandenanzahl (n = 6) einschloss.

Da jedoch eine signifikante positive Abhédngigkeit zur Manifestation der atopischen
Symptomkomplexe festgestellt wurde, konnte sich das CD154-Molekiil als potentieller

klinischer Verlaufsparameter erweisen.

6.1.6 Das Endothelzell-Adhisionsmolekiil SELAM-1

Das Oberflachenmolekiill ELAM-1 (CD62E oder E-Selektin) spielt eine tragende Rolle bei der
Adhision von Entziindungszellen an das Gefidl3endothel, wodurch die Vorraussetzung fiir die
Einwanderung der Leukozyten ins inflammatorische Gewebe geschaffen wird (Sack U et al.
1998). ELAM-1 wird von Endothelzellen exprimiert und vermittelt durch die schwache
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Bindung an den von T-Zellen prisentierten Kohlenhydratliganden Sialyl-Lewis” das

Entlangrollen der neutrophilen Zellen auf der Gefdinnenwand. (Janeway CA et al. 2002)

Verschiedene klinische Studien belegen, dass es im Rahmen des allergischen
Entziindungsprozesses zu Verdnderungen hinsichtlich der Expression an ELAM-1 und seiner
loslichen Form sELAM-1 kommt.

So fanden Dogu et al heraus, dass Kinder mit akutem Asthma hohere SELAM-1-Werte im
Blutserum aufwiesen als beschwerdefreie Patienten und gesunde Kontrollen. (Dogu F et al. 2002)
Dies bekriftigt eine Untersuchung von Janson et al, bei der ein Anstieg der SELAM-1-
Konzentration bei Patienten mit allergischem Asthma gegeniiber der Referenzgruppe
(gesunde Probanden und Patienten mit nichtallergischem Asthma) beobachtet werden konnte
(Janson C et al. 2005).

Ebenso zeigten verschiedene Studien eine positive Korrelation der sSELAM-1-Konzentration
mit der symptomatischen Schwere einer atopischen Dermatitis bei allergischen Patienten
(Gutgesell C et al. 2002, Wolkerstorfer A et al. 2003). Ein @hnliches Resultat erbrachte eine Analyse
von Hirai et al. Bei Patienten mit atopischer Dermatitis traten dabei signifikant hohere
SICAM-1- und sELAM-1-Spiegel auf als bei beschwerdefreien Probanden, wobei sich
zusitzlich eine Korrelation zur allergischen Symptomatik abzeichnete. Hierdurch wird
verdeutlicht, dass ein hohes SICAM-1- und sSELAM-1-Niveau die allergische
Entziindungsreaktion triggern kann und diese Parameter zur klinischen Verlaufskontrolle

genutzt werden konnten. (Hirai S et al. 1996)

Aufgrund der oben angefiihrten Steigerung der sSELAM-1-Expression im Verlauf einer
allergischen Erkrankung ist es nun interessant herauszufinden, inwieweit eine spezifische
Immuntherapie zu einer Veridnderung des sSELAM-1-Spiegels fiihrt. Eine Arbeit von Reich et
al befasst sich mit dieser Problematik. Nach einer einjdhrigen sublingualen Immuntherapie
zeigte sich eine Abnahme der SELAM-1-Konzentration im Blutserum bei allen untersuchten
Allergikern. Dieses Ergebnis war bei Atopikern mit Birkenpollenallergie statistisch
signifikant, jedoch nicht bei Patienten mit Griser- bzw. Milbenallergie. (Reich M et al. 2003b)

In der eigenen Arbeit konnten bei Allergikern vor einer SLIT signifikant hohere sSELAM-1-
Werte festgestellt werden als bei gesunden Kindern. Atopiker wihrend einer SLIT zeigten im
Vergleich zu Patienten vor der Behandlung eine signifikant niedrigere SELAM-1-
Konzentration. Ebenso war eine tendenziell niedrigere SELAM-1-Expression im Gegensatz zu

beschwerdefreien Probanden zu erkennen.
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Dieses geringere SELAM-1-Niveau bei Allergikern unter einer SLIT gegeniiber gesunden
Kindern kann jedoch durch weitreichendere Einflussfaktoren bedingt sein. So ergab eine
Studie von Ponthieux et al eine positive Assoziation der ELAM-1-Konzentration im
Blutserum mit dem Body Mass Index (BMI). (Ponthiex A et al. 2004) Da das Korpergewicht der
untersuchten Kinder im Rahmen der eigenen Datenerhebung nicht mit erfasst wurde, konnte
zwar theoretisch eine Beeinflussung der Messergebnisse bestehen, aber es ist eher

unwahrscheinlich, dass sich der BMI in den analysierten Gruppen unterscheidet.

Der Vergleich der sELAM-1-Konzentration mit der klinischen Manifestation der allergischen
Beschwerden zeigte in der hier dargestellten Analyse signifikante Verdnderung beziiglich der
Rhinokonjunktivitis, des Asthmas und der bronchialen Hyperreagibilitét. Hierbei konnte fiir
alle drei Symptomkomplexe ein positiver Zusammenhang mit der Symptomschwere
festgestellt werden, d.h. je schlechter es den Patienten ging, desto hohere SELAM-1-Werte
prasentierten sich. Unterstiitzt wird dieses Resultat besonders durch eine Arbeit von
Hamzaoui et al, in der ein signifikant hoherer sSELAM-1-Spiegel bei Patienten mit schwerem
Asthma im Vergleich zu Patienten mit leichten oder médfigen Beschwerden beobachtet

werden konnte (Hamzaoui A et al. 2001).

Aufgrund der eigenen und der in der Literatur beschriebenen Ergebnisse ist das Fazit moglich,
dass das Endothelzell-Adhisionsmolekiil SELAM-1 durchaus geeignet sein konnte, um den

Verlauf einer allergischen Erkrankung zu dokumentieren.

6.1.7 Der Interleukin-2-Rezeptor sIL-2R

Dem Interleukin-2-Rezeptor (IL-2R) kommt beziiglich der T-Zell-Aktivierung im Rahmen
der allergischen Entziindungsreaktion eine besondere Bedeutung zu. Er wird auf der
Oberflidche von T-Helfer- und zytotoxischen T-Lymphozyten, aber auch auf B-Zellen,
Neutrophilen, Monozyten und anderen Zellen exprimiert. (Reich M et al. 2003b)

Der IL-2R besteht dabei aus den drei Ketten o, B und y. Ruhende T-Zellen priasentieren
lediglich die B- und y-Kette, die eine méaBige Affinitit zum IL-2 aufweisen. Durch den
Antigenkontakt und verschiedene kostimulatorische Signale wird die Bildung der a-Kette
ausgelost, wodurch sich die Affinitét zu IL-2 um ein Vielfaches erhoht. Dies hat zur Folge,
dass sich naive T-Zellen in zahlreicher Form zu bewaffneten T-Effektor-Zellen differenzieren

und somit die Immunantwort eingeleitet wird. (Janeway CA et al. 2002)
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Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die 16sliche Form sIL-2R im Blutplasma von

Allergikern vor und unter SLIT sowie von gesunden Probanden untersucht.

Die Unterschiede der IL-2R-Expression bei Allergikern und Gesunden wurden in
verschiedensten Studien analysiert. So beobachteten Shi et al, dass Patienten mit akuten
Asthmaattacken eine erhohte Expression des IL-2-Rezeptors auf Lymphozyten sowie hohere
sIL-2R-Konzentrationen im Blutserum aufweisen als gesunde Kontrollprobanden und
Patienten mit stabilem Asthma. (Shi HZ et al. 1999)

In einer weiteren Untersuchung von Park et al wurden die Konzentrationen von IL-2, IL-2R
und die zelluldre Zusammensetzung der bronchoalveoldren Lavage bei Asthmatikern und
Nichtasthmatikern analysiert. Symptomatische Patienten zeigten hierbei hohere IL-2- und
IL-2R-Spiegel als gesunde Probanden, wobei eine signifikante Korrelation mit der Anzahl an
eosinophilen Granulozyten im Bronchialbaum festgestellt werden konnte. (Park CS et al. 1994)
Eine andere Studie von Halmerbauer et al beschiftigte sich mit dem Zusammenhang der
Expression verschiedener Adhédsionsmolekiile und der Ausprigung von atopischer Dermatitis
vor und unter einer 4tdgigen Prednisolontherapie. Patienten vor der Behandlung présentierten
dabei signifikant hohere sIL-2R- und sSICAM-1-Werte als gesunde Probanden, wobei nach der
Therapie ein Riickgang der sIL-2R- und sSICAM-1-Expression festgestellt werden konnte.
Besonders fiir die Produktion des IL-2-Rezeptors zeigte sich eine positive Korrelation zur

Symptomschwere sowohl vor als auch unter der Steroidtherapie. (Halmerbauer G et al. 1997)

Ebenso existieren verschiedene Analysen hinsichtlich der Verdnderung der sIL-2R-
Konzentration unter einer spezifischen Immuntherapie. Dies wird durch zwei Studien von
Ohashi et al verdeutlicht. Die erste Arbeit beschéftigte sich dabei mit den Langzeiteffekten
einer SIT anhand von Atopikern mit einer Hausstaub- und Milbenallergie. Es zeigte sich, dass
Allergiker vor der Behandlung signifikant hohere sIL-2R-Konzentrationen im Blutserum
aufwiesen als gesunde Probanden. Wihrend einer 5 bis 15jdhrigen Immuntherapie sank die
sIL-2R-Expression ab und niherte sich am Ende der Behandlung an die Werte der
beschwerdefreien Kontrollpatienten an. Als mogliche Erkldrung fiir diese Phinomen wurde
die Dampfung der Hyperreaktivitiat von T-Helfer-Zellen unter SIT herangezogen. (Ohashi et al.
1996) Die zweite Studie beschreibt die saisonalen Veridnderungen des sIL-2R-Spiegels bei
Pollenallergikern wéhrend der Pollensaison und unter dem Einfluss einer Immuntherapie. Es
konnte beobachtet werden, dass eine SIT den saisonalen sIL-2R-Anstieg stdrker supprimiert

als eine antiallergische Pharmakotherapie. (Ohashi Y et al. 1997b)
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Diese Resultate werden durch eine Arbeit von Tsai et al unterstiitzt. Hierbei zeigte sich bei
Milbenallergikern mit asthmatischen Beschwerden ebenfalls ein Abfall der IL-2- und
IL-2R-Konzentration nach einer 3jidhrigen Hyposensibilisierung. (Tsai LC et al. 1990) Andere

Analysen bestitigen dies (Reich M et al. 2003b).

Im Rahmen der eigenen Untersuchung zeigte sich bei Atopikern vor einer SLIT ein
tendenziell hoherer sIL-2R-Wert als bei gesunden Patienten, wohingegen Allergiker wihrend
der Behandlung signifikant niedrigere sIL-2R-Konzentrationen aufwiesen als Probanden vor
der Therapie. Patienten unter SLIT présentierten auSerdem einen leicht erniedrigten sIL-2R-
Spiegel im Vergleich zu Gesunden, was statistisch jedoch nicht gesichert werden konnte. Da
es im Rahmen einer spezifischen Immuntherapie zu einer Herunterregulierung der Aktivitit
von Th2-Zellen kommt, ist die damit zusammenhédngende IL-2R-Expression wihrend einer
SIT moglicherweise so betriachtlich reduziert, dass die IL-2R-Produktion sogar geringer
ausfallt als bei beschwerdefreien Probanden.

Die Untersuchung der sIL-2R-Exspression mit der klinischen Manifestation der allergischen
Symptomatik zeigte sowohl fiir die Rhinokonjunktivitis als auch fiir das Asthma und die
bronchiale Hyperreagibilitit einen positiven Zusammenhang, jedoch war keines dieser
Ergebnisse statistisch signifikant. Trotzdem konnte in der oben angefiihrten Literatur
demonstriert werden, dass sich der IL-2-Rezeptor als moglicher Verlaufparameter fiir
atopische Erkrankungen eignen konnte, was durch das tendenzielle Resultat dieser Arbeit

bestitigt wird.
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6.2 Klinische Effekte der sublingualen spezifischen Immuntherapie

Die allergenspezifische Immuntherapie ist nach heutigem Wissensstand neben der
Allergenkarenz die einzige kausale Behandlungsoption von Typ-1-Allergien. Neben der
Pharmakotherapie spielt sie in der Basisbehandlung von atopischen Erkrankungen eine
wesentliche Rolle. Die klinische Wirksamkeit der renommierten subkutanen Immuntherapie
konnte in der Vergangenheit durch zahlreiche placebokontrollierte Studien nachgewiesen
werden (Ewan PW et al. 1988, Haugaard L et al. 1993, Kelso JM et al. 1995, Dokic D et al. 2005). Dennoch
ist es immer mehr Ziel der Forschung, lokale und somit nebenwirkungsérmere
Applikationsformen der spezifischen Immuntherapie zu entwickeln. Fiir die orale (Cooper PJ et
al. 1984, Oppenheimer J et al. 1994, Litwin A et al. 1997) und bronchiale (Crimi E et al. 1991)
Behandlungsoption fehlen bis jetzt jedoch eindeutige Effektivititsnachweise, wihrend
verschiedene klinische Untersuchungen den positiven Einfluss der nasalen Immuntherapie auf
die Schwere der allergischen Symptomatik bestétigen konnten (Nickelsen JA et al. 1981, Andri L et
al. 1993, Bertoni M et al. 1999). Da allerdings noch keine Langzeiteffekte beobachtet wurden, wird

die nasale IT lediglich zur Prophylaxe von polleninduzierter Rhinitis empfohlen (Passalacqua G

et al. 1997).

Eine im Vergleich zu den anderen lokalen Immuntherapien weitaus geeignetere
Behandlungsform fiir allergische Erkrankungen scheint die sublinguale Immuntherapie zu
sein. In der Vergangenheit wurde die klinische Wirksamkeit der SLIT anhand von
verschiedenen Untersuchungen nachgewiesen. Es zeigte sich besonders eine Verbesserung
von rhinitischen (Clavel R et al. 1998, La Rosa M et al. 1999, Tonnel AB et al. 2004) und
konjunktivischen Beschwerden (Mortemousque B et al. 2003). Ebenso konnte ein positiver
Einfluss auf die Symptomatik des allergische Asthmas (Bousquet J et al. 1999, Pajno GB et al. 2000)
und der bronchialen Hyperreaktivitét (Pajno GB et al. 2004, Marogna M et al. 2004) unter SLIT

festgestellt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die klinische Auspridgung von allergischer
Rhinokonjunktivitis, Asthma und bronchialer Hyperreaktivitit bei Milbenallergikern vor und
unter einer sublingualen Immuntherapie erfasst. Die dabei erhobenen Daten bestitigen die in
der Literatur beschriebene Effektivitit der sublingualen Immuntherapie. Der Vergleich der
klinischen Ausgangslage bei Patienten unter SLIT mit der Manifestation der allergischen
Beschwerden nach der Behandlung (verbundene Stichprobe) zeigte hierbei fiir die
Auspriagung aller drei Symptomkomplexe eine Besserung, d.h. unter der sublingualen
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Immuntherapie gingen die atopischen Beschwerden zuriick. Ein dhnliches Resultat konnte in
der unverbundenen Stichprobe gezeigt werden, wobei die untersuchten Patienten vor der
SLIT eine wesentlich schwerere Manifestation der allergischen Symptomatik aufwiesen als

Atopiker unter einer Desensibilisierungstherapie.

In der Basisbehandlung von Typ-1-Allergien werden derzeit auBerdem verschiedene
Pharmaka, wie beispielsweise Antihistaminika oder lokale Corticosteroide, zur
symptomatischen Therapie eingesetzt. Eine Studie von Rolinck-Werninghaus et al
beschiftigte sich u.a. damit, inwieweit allergische Patienten unter einer sublingualen
Immuntherapie diese medikamentose Begleittherapie weiterhin benotigen. Zu diesem Zweck
wurde die Haufigkeit der Anwendung von verschiedenen antiallergischen Pharmaka vor und
unter SLIT in einem Medikamentenscore erfasst. Es zeigte sich, dass es bei Atopikern nach
einer sublingualen Immuntherapie zu einer signifikanten Reduktionen der Verwendung von

Begleitpharmaka kam, was mit einer Verminderung der allergischen Symptomatik einherging.
(Rolinck-Werninghaus C et al. 2004)

Ahnliches konnte in der eigenen Arbeit beobachtet werden. Patienten unter einer SLIT
benotigten weniger hdufig eine medikamentdse Begleittherapie als vor der Behandlung. Auch

dies spricht fiir einen Therapieerfolg der sublingualen Immuntherapie.

Im Gegensatz zu all diesen Untersuchungen haben einige Studien gezeigt, dass eine
sublinguale Immuntherapie lediglich geringe klinische Therapieerfolge aufweist (Guez S et al.
2000, Lima MT et al. 2002). So beobachteten Bufe et al, dass es bei Kindern mit Griaserallergie
nach einer einjdhrigen SLIT zu keinen wesentlichen Veridnderungen der klinischen
Beschwerden kam. Erst nach einer dreijdhrigen Behandlung konnte bei Patienten mit
schwerer allergischer Symptomatik eine signifikante Verbesserung der Rhinokonjunktivitis
und des Asthmas festgestellt werden. Als Erklarung fiir diesen Therapieerfolg wurde ein
moglicher Placebo-Effekt wihrend der SLIT herangezogen. (Bufe A et al. 2004)

Jedoch wurden bis heute verschiedene Analysen verdffentlicht, die auch nach einer
langjdhrigen Anwendung der sublingualen Immuntherapie eine klinische Effektivitit
nachweisen konnten (Pajno GB et al. 2000, Di Rienzo V et al. 2003). Es ist somit fragwiirdig, ob der
bei Bufe et al angesprochene Placebo-Effekt iiberhaupt als Einflussfaktor unter einer SLIT

eine Rolle spielt und in inwieweit er bei péadiatrischen Patienten moglich ist.

In Hinblick auf die Sicherheit und das Nebenwirkungsprofil der sublingualen Immuntherapie
erfolgten in der Vergangenheit verschiedene Untersuchungen. Eine Studie von Lombardi et al
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zeigte, dass von 198 untersuchten Allergikern, die eine 3jdhrige SLIT erhielten, lediglich 17
Patienten (7,5 %) milde Nebenwirkungen wie leichte Rhinitis, oralen Juckreiz, Urtikaria,
gastrointestinale Beschwerden oder Konjunktivitis entwickelten, wobei diese in den meisten
Féllen selbstlimitierend und nicht behandlungsbediirftig waren. Schwere systemische
Reaktionen konnten nicht beobachtet werden. (Lombardi C et al. 2001) Andere Studien bestitigen
die hohe Sicherheit der SLIT ebenfalls (Di Rienzo V et al. 2005).

Die hier dargestellte Anwendungsbeobachtung erbrachte ein dhnliches Resultat. Keiner der
untersuchten Allergiker unter einer sublingualen Immuntherapie entwickelte lokale oder

systemische Nebenwirkungen.

Bei der Anwendung der sublingualen Immuntherapie bestehen jedoch noch Unsicherheiten
hinsichtlich der genauen Dosierung und Therapiedauer. Klassische Dosisfindungsstudien
existieren derzeit noch nicht, allerdings tritt das Hochdosiskonzept der SLIT immer mehr in
den Vordergrund. (Bergmann KC 2005) Dies bestitigt eine Studie von Marcucci et al, bei der bei
Allergikern, die mit einer hoheren SLIT-Dosis behandelt wurden, eine stiarkere Reduktion des
Symptom- und Medikationsscores auftrat als bei Patienten mit einer niedrigen SLIT-Dosis.
(Marcucci F et al. 2005) Ein Problem in der praktischen Anwendung ergibt sich jedoch daraus,
dass die Dosisangaben der verschiedenen Hersteller meist nicht vergleichbar sind.
Dementsprechend empfiehlt die ARIA-Arbeitsgruppe als Bezugsgrofle die Relation zwischen
sublingualer und subkutaner kummulativer Dosis, wobei wahrscheinlich als minimale
sublinguale Dosis das mindestens 50 bis 100fache der applizierten Subkutandosis fiir eine

optimale klinische Effektivitdt notwendig ist. (Zwacka G und Markert UR 2003, Bergmann KC 2005)

Unter diesen Gesichtspunkten stellt die sublinguale Inmuntherapie eine vielversprechende
Alternative im Vergleich zu anderen Formen der Immuntherapie dar. Klinische Studien haben
gezeigt, dass die SLIT im Gegensatz zur renommierten subkutanen Applikationsform ebenso
wirksam ist und dass gleichzeitig die Tendenz zur Entwicklung von schweren systemischen
Nebenwirkungen unter SLIT um ein Vielfaches geringer ist als bei der SCIT. (Khinchi MS et al.
2004) Dennoch sind weiterfithrende klinische und immunologische Untersuchungen
unabdingbar, um den immunmodulatorischen Wirkmechanismus der sublingualen
Immuntherapie weiter zu analysieren und die Frage der klinische Effektivitit sowie der

optimalen Dosisfindung und Behandlungsdauer genauer aufzukléren.
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7 SCHLUSSFOLGERUNGEN

Die sublinguale Immuntherapie stellt als eine Variante der Desensibilisierung eine
Moglichkeit zur kausalen Behandlung von Typ-1-Allergien, so auch der Hausstaub- und
Milbenallergie, dar. In der Vergangenheit konnten verschiedene doppelblinde placebo-
kontrollierte Studien zeigen, dass die SLIT auch in der Langzeitanwendung eine klinische
Wirksamkeit aufweist und dass sie im Gegensatz zur hdufig angewendeten subkutanen
Applikationsweise meist nur lokale Nebenwirkungen verursacht. Im Rahmen der dargestellten
Analyse konnte dies bestitigt werden. Die SLIT fiihrte dabei zu einer Verbesserung der
allergischen Symptomatik, ebenso wurde die Behandlung gut toleriert und verursachte bei den
untersuchten Milbenallergikern keine wesentlichen Nebenwirkungen. Die unkomplizierte
Applikation der Allergenextrakte im Rahmen der sublingualen Immuntherapie fordert
aulerdem die Compliance und eignet sich somit vor allem fiir die Anwendung bei Kindern.
Dennoch sind die Erfahrung hinsichtlich der Wirksamkeit und Sicherheit der SLIT bei
padiatrischen Patienten nach heutigem Wissenstand noch liickenhaft, so dass weitere klinische

Studien zur weltweiten Etablierung notwendig sind.

Da der Therapieerfolg der SLIT in den bis jetzt durchgefiihrten Untersuchungen jedoch meist
nur anhand der klinischen Symptomatik iiberpriift wurde, ist noch wenig tiber den
molekularen Wirkmechanismus bekannt. Allerdings gilt es als wahrscheinlich, dass der
unspezifische allergische Entziindungsprozess durch die verinderte Expression von
inflammatorischen Botenstoffen und Oberflichenmolekiilen im Rahmen der spezifischen
Immuntherapie modifiziert wird und somit eine Verbesserung der atopischen Beschwerden
eintritt. Ahnliches konnte in der vorliegenden Arbeit beobachtet werden, wobei
Milbenallergiker vor einer SLIT hohere Konzentrationen der untersuchten Oberfldchen- und
Adhisionsmolekiile aufwiesen als Atopiker nach der Desensibilisierungstherapie und gesunde

Probanden.

Nach derzeitigem Forschungsstand ist auerdem noch nicht vollstindig gesichert, ob die in
dieser Arbeit untersuchten Parameter zur diagnostischen Kontrolle einer Allergie geeignet
sind. Das tendenzielle Ergebnis dieser Untersuchung zeigt jedoch, dass mit Hilfe von einigen
Entziindungsmarkern, wie am ehesten CD69, SELAM-1 und sICAM-1, aber auch CD54 und
sIL-2R, der Verlauf einer allergischen Erkrankung und der Effekt einer sublingualen

Immuntherapie mit hoher Wahrscheinlichkeit dokumentiert werden kann. Auflerdem ist es
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moglich, dass die untersuchten Oberflichenmolekiile und Plasmaproteine nur einen
limitierten Vorhersagewert fiir den einzelnen Patienten haben, jedoch zur Gruppenanalyse
geeignet sind.

Der direkte kausale Zusammenhang zwischen der Konzentrationsdnderung dieser
inflammatorischen Parameter und der klinischen Symptomatik vor und unter SLIT bedarf
allerdings einer genaueren Betrachtung anhand von groB3eren Patientenkollektiven,
verbundenen Stichproben und ldngeren Zeitrdumen. Ferner ist es notwendig, andere Faktoren,
die moglicherweise einen Einfluss auf die Expression der Entziindungsmolekiile haben

konnten, ausfindig zu machen und zu analysieren.
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Anhang

ANHANG

Erhebungsbogen mit Bewertungsschema fiir die allergische Symptomatik

Patientendaten

Laufende Nr. Patientenname Geburtsdatum Abnahmedatum

Immunglobulin E

IgEges Spezifisches IgE
RK RK RK
Diagnose
Erstdiagnose der Allergie im Jahr
Friihblither [_]@® Griser/Roggen [ |® Milbe [ ]© Kontrolle [ |®
Behandlung
Beginnam___.___. (Trennung nach Jahren; immer bis zum vollendeten Jahr)

Sublivac SLIT [_]@® subkutane Therapie [_|® klassische Pharmakotherapie [ |©

Rhinokonjunktivitis
keine [_|© leicht [_|® mittel [_]© schwer [ |®

Asthma
Auspriagung (D. Gesell. f. Pneumologie) FEV 1 Bronchiale Hyperreagibilitit
leicht []® nein []oO
intermittierend4 schwer []® leicht []@®
kein |:|6v leicht []® schwer [ ] ©
A persistierend%i mittelgradig []e
schwer [e
Ekzem
Auspragung Haufigkeit
kein [ 1® (0 Gelenke) nie L]0
leicht [_]® (1-2 Gelenke) 1-5x jahrlich [le
mittel [_]© (2-4 Gelenke) 6-10x jéhrlich [le
stark [ ]® (5-6 Gelenke) ofter als 10x jdhrlich ()
Befindlichkeitsscore

Begleitende medikamentose Grundtherapie

gelegentlich saisonal [ |® —p» permanent saisonal [_|©
nie |:|0<
gelegentlich [ |@———p permanent [_]©

Nebenwirkungen der Hyposensibilisierung
keine [_]O® lokal [ |® Symptome der Grundkrankheit [_|© Schock [ ]®

Ausscheiden aus der Studie (Mehrfachauswahl maglich)

Beschwerdefreiheit ] keine Compliance [l Ubergang zu s. c. Applikation []
Arztwechsel ] Nebenwirkungen ]
Unzufriedenheit ] andere Erkrankungen ]

Sonstige Anmerkungen (Hier bitte Besonderheiten eintragen)
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Gesamtiibersicht 1

Tab. 8: Messwerte aller untersuchten Milbenallergiker und Kontrollen

Patienten- Patientengruppe CD23 IgA CD54 CD69 CD154 sElam-1 sIL-2R sICAM-1
Nummer [% von CD20+ | [% von CD20+ | [% von CD3+ [% von CD3+ [% von CD4+ [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
B-Lymphozyten] | B-Lymphozyten] | T-Lymphozyten] | T-Lymphozyten] | T-Lymphozyten]
1 Milbenallergiker vor Therapie 62,43 27,59 2,42 12,96 1,04 109 19,4 73
2 Milbenallergiker vor Therapie 16,36 8,04 6,52 13,42 14,47 153 21,7 76
3 Milbenallergiker vor Therapie 37,96 24,76 1,78 6,16 6,89 232 17 159
4 Milbenallergiker vor Therapie 50,36 27,62 5,68 9,02 2,48 217 17,8 119
5 Milbenallergiker vor Therapie 82,71 26,95 1,01 - 11,51 151 194 196
6 Milbenallergiker vor Therapie 16,58 15,59 2,11 5,48 2,44 221 14,4 184
7 Milbenallergiker vor Therapie 43,48 27,18 2,24 0,81 1,69 41 13 138
8 Milbenallergiker vor Therapie 26,69 13,85 6,59 6,76 2,28 91 16,8 33
9 Milbenallergiker vor Therapie 38,12 3,23 5,49 1,4 1,86 242 18,3 73
10 Milbenallergiker vor Therapie 57,84 23,2 2,03 2,92 1,4 245 17 53
11 Milbenallergiker vor Therapie 16,97 0 0,43 0,72 0 210 21,8 28
12 Milbenallergiker vor Therapie 3,72 12,34 0,91 0,64 1,3 158 20,2 129
13 Milbenallergiker vor Therapie 21,37 8,3 4,76 10,83 3,77 172 12,4 14
14 Milbenallergiker vor Therapie 39,42 28,17 7,78 1,14 9,9 64 14,6 38
15 Milbenallergiker vor Therapie 48,75 - 13,91 13,23 5,19 158 18,9 129
16 Milbenallergiker vor Therapie 47,49 4,11 3,03 3,85 0,93 145 21 169
17 Milbenallergiker vor Therapie 20,75 0 11,99 - 12,66 194 19,8 47
18 Milbenallergiker vor Therapie 4,84 1,3 14 2,95 1,07 172 14,6 33
19 Milbenallergiker vor Therapie 49,32 29,21 5,23 7,51 10,14 272 17,8 33
20 Milbenallergiker vor Therapie 29,12 9,15 8,83 6,91 - 103 18,8 38
21 Gesunde Kontrolle 39,97 4,29 1,02 1,56 1,7 110 18,4 14
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Patienten- Patientengruppe CD23 IgA CD54 CD69 CD154 s-Elam-1 s-IL-2R s-ICAM-1
Nummer [% von CD20+ | [% von CD20+ | [% von CD3+ [% von CD3+ [% von CD4+ [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
B-Lymphozyten] | B-Lymphozyten] | T-Lymphozyten] | T-Lymphozyten] | T-Lymphozyten]

22 Milbenallergiker vor Therapie 35,46 2,77 0,83 2,17 1,63 137 18,5 47
23 Milbenallergiker vor Therapie 55,31 3,61 0,3 3,8 1,77 288 21,5 33
24 Milbenallergiker vor Therapie 75,46 2,8 0,35 - 3,2 40 15,5 14
25 Milbenallergiker vor Therapie 35,38 4,73 0,34 1,85 0,69 212 16,9 72
26 Milbenallergiker vor Therapie 30,02 2,89 0,09 0,68 0,08 78 18,5 19
27 Gesunde Kontrolle 24,69 0,93 0,42 0,52 0,55 82 14,7 19
28 Gesunde Kontrolle 47,1 2,92 0,57 2,57 0,6 53 13,2 47
29 Gesunde Kontrolle 40,25 1,88 0,1 0,95 0,19 - 14,7 28
30 Milbenallergiker vor Therapie 74,45 0,55 0,2 3,48 0,85 2 16,2 35
31 Milbenallergiker vor Therapie 57,26 1,06 0,62 4,47 0,12 22 15,2 31
32 Gesunde Kontrolle 53,28 1,32 0 0,32 9,7 109 20,5 92
33 Gesunde Kontrolle 56,38 5,32 0,22 2,53 7,57 149 19,9 74
34 Gesunde Kontrolle 37,64 5,65 0,43 0,93 0,48 18 19,6 45
35 Gesunde Kontrolle 73,64 0 0,03 0,33 0,95 - 19,7 75
36 Milbenallergiker vor Therapie 82,16 10,16 0,25 0,83 6,8 286 16,7 92
37 Gesunde Kontrolle 26,74 0,46 0,07 0,39 1,41 112 14,8 35
38 Milbenallergiker unter Therapie 63,73 0 0,28 1,24 0,42 86 19,6 79
39 Gesunde Kontrolle 40,52 3,21 0,11 2,18 3,717 196 16,7 73
40 Milbenallergiker unter Therapie 52,94 12,12 1,23 3,58 1,83 102 16,7 3

41 Milbenallergiker vor Therapie 68,93 6,67 6,68 13,29 9,56 58 15 44
42 Gesunde Kontrolle 66,67 1,79 0,19 0,65 3,62 141 18,4 39
43 Gesunde Kontrolle 67,86 7,97 0,16 0,19 2,06 93 14,1 23
44 Milbenallergiker unter Therapie 63 10,71 0 2,33 2,15 - 13,7 24
45 Milbenallergiker vor Therapie 16,03 6,92 6,38 6,27 0,46 81 11,4 23
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Patienten- Patientengruppe CD23 IgA CD54 CD69 CD154 s-Elam-1 s-IL-2R s-ICAM-1
Nummer [% von CD20+ | [% von CD20+ | [% von CD3+ [% von CD3+ [% von CD4+ [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
B-Lymphozyten] | B-Lymphozyten] | T-Lymphozyten] | T-Lymphozyten] | T-Lymphozyten]

46 Milbenallergiker unter Therapie 65,84 12,82 0,72 2,65 3,77 5 15,3 13
47 Gesunde Kontrolle 24,56 1,76 - - 4,53 6 13,9 23
48 Gesunde Kontrolle 38,17 3,42 - - 9,52 37 16,7 49
49 Gesunde Kontrolle 10,2 2,17 - - 2,39 187 18,7 74
50 Milbenallergiker unter Therapie 56,52 3,31 1,27 0,81 0,88 11 16,9 9

51 Gesunde Kontrolle 35,8 2,2 0,94 2,6 0,41 112 - 91

52 Gesunde Kontrolle 43,66 4,32 0,05 0,67 0,09 37 18,2 23
53 Gesunde Kontrolle 68,22 6,54 0,53 1,11 83 45 18,3 -

54 Gesunde Kontrolle 69,23 3,13 0,2 1,35 8,77 150 20,8 -

55 Milbenallergiker vor Therapie 96,86 6,09 1,54 8,93 9,15 194 20,1 58
56 Gesunde Kontrolle 34,38 - 0,53 2,04 - 146 15,7 18
57 Milbenallergiker vor Therapie 46,28 5,08 0,18 0,93 0,97 112 18,5 168
58 Milbenallergiker unter Therapie 7,24 0,39 0,14 4,57 1,82 142 19,6 -

59 Milbenallergiker vor Therapie 80,66 9,14 2,77 - 10,05 296 20,8 153
60 Gesunde Kontrolle 43,18 4,63 0,82 1,04 0,56 69 17 24
61 Gesunde Kontrolle 72,73 1,44 0,46 0,86 0,16 164 - 145
62 Milbenallergiker unter Therapie 67,19 - 0,55 1,33 - 59 15,7 33
63 Milbenallergiker unter Therapie 74,29 - 0,23 0,99 - 69 - 19
64 Milbenallergiker unter Therapie 48,74 - 0,81 2,25 - 90 16,3 53
65 Milbenallergiker unter Therapie 38,86 - 0,14 0,51 - 119 16,6 77
66 Milbenallergiker unter Therapie 72,9 - 0 - - 28 11,9 51

67 Milbenallergiker unter Therapie 5,5 - 0 0,78 - 44 16,3 121
68 Milbenallergiker unter Therapie 33,97 - 0,05 2,45 - 128 14,1 57
69 Milbenallergiker vor Therapie 49,73 - 6,72 3,21 - 164 21,8 77
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Patienten- Patientengruppe CD23 IgA CD54 CD69 CD154 s-Elam-1 s-IL-2R s-ICAM-1
Nummer [% von CD20+ | [% von CD20+ | [% von CD3+ [% von CD3+ [% von CD4+ [ng/ml] [ng/ml] [ng/ml]
B-Lymphozyten] | B-Lymphozyten] | T-Lymphozyten] | T-Lymphozyten] | T-Lymphozyten]

70 Gesunde Kontrolle 25,49 - 0,05 0,75 - 62 14,1 57
71 Milbenallergiker vor Therapie 4793 - 3,42 6,52 - 346 19,1 172
72 Milbenallergiker unter Therapie 6,31 - 0 2 - 88 15,5 51
73 Milbenallergiker unter Therapie 25,53 - 0,3 4,26 - 74 11,4 27
74 Milbenallergiker unter Therapie 36,67 - 0 0,78 - 154 14 77
75 Gesunde Kontrolle 22,97 - 0,5 1,38 - 101 16,5 77
76 Milbenallergiker unter Therapie 53,04 - 0,68 0,69 - 60 13,4 96
77 Gesunde Kontrolle 8,05 - 0,22 0,83 - 116 19,3 8
78 Milbenallergiker vor Therapie 44,66 - 2,97 3,45 - 279 17,4 129
79 Milbenallergiker unter Therapie 31,52 - 0,62 1,43 - 80 21 47
80 Gesunde Kontrolle 30,43 - 0,14 1,12 - 126 17,1 103
81 Milbenallergiker unter Therapie 44,03 - 0,03 0,6 - 98 16,3 77
82 Milbenallergiker unter Therapie 31,01 - 1,29 0,84 - 73 18,7 24
83 Milbenallergiker unter Therapie 13,72 - 0,95 3,97 - 169 15 146
84 Milbenallergiker unter Therapie 15,49 - 1,32 4,92 - 46 17,1 82
85 Milbenallergiker unter Therapie 11,65 - 0 0,19 - 144 129 81
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Gesamtiibersicht 2

Tab. 9: Ubersicht iiber alle relevanten klinischen Parameter vor und unter sublingualer Immuntherapie

Patienten- Patientengruppe Rhinokonjunktivitis Asthma Bronchiale Hyperreagibilitit
Nummer vor Therapie unter Therapie vor Therapie unter Therapie vor Therapie unter Therapie

1 Milbenallergiker vor Therapie mittel - kein - keine -

2 Milbenallergiker vor Therapie mittel - intermittierend leicht - keine -

3 Milbenallergiker vor Therapie mittel - intermittierend schwer - keine -

4 Milbenallergiker vor Therapie mittel - kein - keine -

5 Milbenallergiker vor Therapie schwer - intermittierend schwer - keine -

6 Milbenallergiker vor Therapie schwer - kein - leicht -

7 Milbenallergiker vor Therapie mittel - intermittierend leicht - keine -

8 Milbenallergiker vor Therapie schwer - intermittierend leicht - keine -

9 Milbenallergiker vor Therapie mittel - kein - keine -
10 Milbenallergiker vor Therapie mittel - kein - keine -
11 Milbenallergiker vor Therapie mittel - kein - schwer -
12 Milbenallergiker vor Therapie mittel - kein - keine -
13 Milbenallergiker vor Therapie mittel - intermittierend leicht - keine -
14 Milbenallergiker vor Therapie schwer - kein - keine -
15 Milbenallergiker vor Therapie mittel - intermittierend leicht - keine -
16 Milbenallergiker vor Therapie schwer - intermittierend leicht - keine -
17 Milbenallergiker vor Therapie mittel - intermittierend leicht - keine -
18 Milbenallergiker vor Therapie mittel - intermittierend leicht - leicht -
19 Milbenallergiker vor Therapie schwer - intermittierend leicht - keine -
20 Milbenallergiker vor Therapie mittel - intermittierend leicht - leicht -
21 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
22 Milbenallergiker vor Therapie mittel - intermittierend leicht - leicht -
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Patienten- Patientengruppe Rhinokonjunktivitis Asthma Bronchiale Hyperreagibilitit
Nummer vor Therapie unter Therapie vor Therapie unter Therapie vor Therapie unter Therapie

23 Milbenallergiker vor Therapie schwer - intermittierend leicht - schwer -

24 Milbenallergiker vor Therapie mittel - kein - keine -

25 Milbenallergiker vor Therapie mittel - intermittierend leicht - leicht -

26 Milbenallergiker vor Therapie mittel - kein - keine -

27 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
28 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
29 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
30 Milbenallergiker vor Therapie mittel - kein - keine -

31 Milbenallergiker vor Therapie mittel - kein - keine -

32 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
33 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
34 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
35 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
36 Milbenallergiker vor Therapie mittel - intermittierend leicht - schwer -

37 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
38 Milbenallergiker unter Therapie leicht keine kein kein keine keine
39 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
40 Milbenallergiker unter Therapie schwer mittel kein kein keine keine
41 Milbenallergiker vor Therapie mittel - kein kein keine keine
42 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
43 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
44 Milbenallergiker unter Therapie mittel keine intermittierend leicht kein leicht keine
45 Milbenallergiker vor Therapie mittel - kein - keine -

46 Milbenallergiker unter Therapie mittel keine intermittierend schwer intermittierend leicht schwer keine
47 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
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Patienten- Patientengruppe Rhinokonjunktivitis Asthma Bronchiale Hyperreagibilitit
Nummer vor Therapie unter Therapie vor Therapie unter Therapie vor Therapie unter Therapie

48 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
49 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
50 Milbenallergiker unter Therapie schwer keine kein kein keine keine
51 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
52 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
53 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
54 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
55 Milbenallergiker vor Therapie schwer - kein - keine -
56 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
57 Milbenallergiker vor Therapie mittel - kein - keine -
58 Milbenallergiker unter Therapie mittel keine intermittierend schwer intermittierend leicht schwer keine
59 Milbenallergiker vor Therapie schwer - intermittierend schwer - schwer schwer
60 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
61 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
62 Milbenallergiker unter Therapie schwer keine kein kein keine keine
63 Milbenallergiker unter Therapie mittel keine kein kein leicht keine
64 Milbenallergiker unter Therapie mittel keine kein kein keine keine
65 Milbenallergiker unter Therapie schwer keine kein kein keine keine
66 Milbenallergiker unter Therapie schwer keine kein kein keine keine
67 Milbenallergiker unter Therapie mittel keine intermittierend leicht kein keine keine
68 Milbenallergiker unter Therapie keine keine intermittierend schwer intermittierend leicht schwer keine
69 Milbenallergiker vor Therapie mittel - intermittierend leicht - leicht -
70 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
71 Milbenallergiker vor Therapie keine - intermittierend schwer - schwer -
72 Milbenallergiker unter Therapie mittel keine kein kein keine keine
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Patienten- Patientengruppe Rhinokonjunktivitis Asthma Bronchiale Hyperreagibilitit

Nummer vor Therapie unter Therapie vor Therapie unter Therapie vor Therapie unter Therapie
73 Milbenallergiker unter Therapie schwer leicht kein kein schwer keine
74 Milbenallergiker unter Therapie schwer keine intermittierend schwer kein schwer keine
75 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
76 Milbenallergiker unter Therapie schwer leicht kein kein keine keine
77 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
78 Milbenallergiker vor Therapie mittel - intermittierend schwer - schwer -
79 Milbenallergiker unter Therapie schwer keine intermittierend leicht kein leicht keine
80 Gesunde Kontrolle keine keine kein kein keine keine
81 Milbenallergiker unter Therapie schwer keine intermittierend leicht kein schwer keine
82 Milbenallergiker unter Therapie mittel keine kein kein keine keine
83 Milbenallergiker unter Therapie schwer keine intermittierend schwer kein schwer leicht
84 Milbenallergiker unter Therapie schwer leicht intermittierend schwer kein schwer keine
85 Milbenallergiker unter Therapie schwer keine intermittierend schwer kein schwer keine
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