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1 Einleitung 

1 Einleitung 

1.1 Epidemiologie allergischer Erkrankungen 

Die Atopie, also die Disposition des Körpers zur Überempfindlichkeit und erhöhten Neigung 

zur Typ I-Sensibilisierbarkeit durch Allergene, kann sich in vielen Formen äußern. 

Zum atopischen Formenkreis werden traditionell die allergische Rhinitis/Conjunktivitis, das 

allergische Asthma, das atopische Ekzem und die Nahrungsmittelallergien gezählt. Um zwei 

der häufigsten Erscheinungsformen – allergische Rhinitis und allergisches Asthma bronchiale 

– wird es im Folgenden gehen.  

Diese können mittlerweile mit Fug und Recht als Volkskrankheit bezeichnet werden: Die 

Lebenszeitprävalenz für allergische Erkrankungen insgesamt liegt in Deutschland der 

aktuellen Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland DEGS1 (2008-2011) zufolge 

bei etwa 30 % (Langen et al., 2013). Die meist verbreitete Erkrankung aus dem atopischen 

Formenkreis  ist mit aktuell weltweit mehr als 500 Mio. betroffenen Patienten (Bousquet et 

al., 2008) und einer (steigenden) Prävalenz von derzeit über 20 % in Europa (Bauchau & 

Durham, 2004) die allergische Rhinitis. 

Menschen aller Altersstufen können betroffen sein. Die Beeinträchtigung der Lebensqualität 

und Leistungsfähigkeit sind erheblich (Elkholy et al., 2012). So kann Asthma bzw. allergische 

Rhinitis gerade bei betroffenen Kindern und Jugendlichen zu einem gestörten Nachtschlaf mit 

Tagesmüdigkeit, Unkonzentriertheit oder gar Fehltagen und in der Folge oftmals abfallenden 

schulischen Leistungen führen. Auch die soziale Interaktion kann beeinträchtigt werden. 

Nicht zu vergessen sind mögliche Nebeneffekte der Therapie (Mir et al., 2012). Darüber 

hinaus sind auch die ökonomischen Auswirkungen nicht zu unterschätzen   (Schoenwetter et 

al., 2004). 

Die häufigsten Sensibilisierungen gegen Aeroallergene sind in Deutschland die auf 

Lieschgras- und Birkenpollen (Haftenberger et al., 2013), welche auch in der vorliegenden 

Studie als Einschlusskriterien verwendet und genauer untersucht wurden.  



2 Einleitung 

1.2 Charakterisierung und Pathophysiologie Allergische Rhinitis 

und Asthma 

Unter Allergie versteht man eine spezifische, überschießende Reaktion des Immunsystems 

gegen Fremdsubstanzen (= Allergene), die eigentlich nicht pathogen sind und daher keine 

derartige Immunreaktion erfordern würden.  

Pathophysiologisch handelt es sich bei der Allergischen Rhinitis um eine durch bestimmte 

Allergene ausgelöste und über Typ I Reaktion (IgE-) vermittelte Entzündung der Nasen- und 

oft auch der Conjunktivalschleimhaut (allergische Rhinoconjunktivitis). Die Typ I-Reaktion 

ist die bei weitem häufigste Form der von Coombs & Gell unterschiedenen Formen der 

allergischen Reaktion und wird auch als Soforttyp bezeichnet. Nach einem (symptomlosen) 

Erstkontakt mit dem Allergen und Präsentation durch Antigenpräsentierende Zellen 

(Makrophagen, Dendritische Zellen) via MHCII bilden TH2-Lymphozyten u. a. IL-4 und IL-

13, welche B-Lymphozyten zur Ausreifung zu Plasmazellen und zur Bildung spezifischer 

IgEs stimulieren (vgl. Abbildung 1). Diese binden in der Folge an Mastzellen und vermitteln 

bei erneutem Allergenkontakt in der Frühphase der allergischen Reaktion deren 

Degranulation mit Freisetzung von Histamin, Prostaglandinen und Leukotrienen. Diese 

vermitteln die typischen Symptome der Allergie: Die Betroffenen leiden im Falle der 

allergischen Rhinoconjunctivitis typischerweise unter juckender Nase mit verstärkter 

Sekretion, Niesen, Behinderung der Nasenatmung, juckenden und oftmals auch geröteten 

Augen mit evtl. Fremdkörpergefühl sowie beeinträchtigtem Allgemeinbefinden.  

 
Abbildung 1: Pathophysiologische Mechanismen bei akutem und chronischem Asthma 
modifiziert nach (Larche et al., 2003) 
 



3 Einleitung 

Weiter unten im Atemwegstrakt äußert sich die Allergie in Form von allergischem Asthma. 

Asthma bronchiale bezeichnet eine heterogene Gruppe von chronisch-entzündlichen 

Atemwegserkrankungen mit den gemeinsamen Charakteristika Atemwegsentzündung, -

obstruktion und bronchiale Hyperreagibilität. Vom allergischen/atopischen, meist bereits im 

Kindesalter beginnenden Asthma kann das sogenannte intrinsische, z. B. medikamentös, 

chemisch-toxisch oder infektiös ausgelöste Asthma unterschieden werden. Das allergische 

Asthma ist, ähnlich wie die allergische Rhinoconjunctivitis, durch eine IgE-vermittelte 

allergische Reaktion vom Soforttyp mit Mastzelldegranulation und Histaminfreisetzung nach 

vorangegangener Sensibilisierungsphase gekennzeichnet. Sowohl auf struktureller als auch 

auf funktioneller Ebene gibt es zahlreiche Verbindungen zwischen der nasalen und 

bronchialen Schleimhaut. Asthma und allergische Rhinitis sind so eng miteinander verknüpft, 

dass teilweise nur mehr von einer Erkrankung (allergische Rhinobronchitis oder „united 

airways disease“) gesprochen wird (Passalacqua et al., 2000). Zwischen den beiden 

Erkrankungsformen besteht eine hohe Komborbidität: 80 % der Asthmatiker haben auch eine 

allergische Rhinitis. Umgekehrt leiden etwa 20-40 % der Patienten mit allergischer Rhinitis 

zudem unter Asthma bronchiale (Bousquet et al., 2008). Allergische Rhinitis erhöht das 

Risiko für Asthma und Asthma das Risiko für allergische Rhinitis. Interessanterweise lässt 

sich bei Patienten mit allergischer Rhinitis ohne jegliche Asthma-Symptome eine bronchiale 

Hyperreagibilität nachweisen (Valdesoiro et al., 2004), was als Indiz einer subklinisch 

vorhandenen Entzündungsaktivität in den unteren Atemwegen auch bei Nicht-Asthmatikern 

gedeutet werden kann. Dafür sprechen auch die Ergebnisse zahlreicher Studien, die in 

Bronchialbiopsien, bronchoalveolärer Lavage oder Sputum bei Patienten mit allergischer 

Rhinitis Entzündungsaktivität nachweisen konnten (Compalati et al., 2010).  

Eine zentrale Rolle spielen die TH2-Zellen, die über ihre Zytokine IL-4, -5 und -13 einen 

großen Teil der zu beobachtenden pathophysiologischen Vorgänge vermitteln. Via IL-5 

werden eosinophile Granulozyten aus dem Knochenmark mobilisiert, sodass sie 

typischerweise in erhöhter Anzahl am Ort des allergischen Geschehens nachweisbar sind. Den 

Eosinophilen wird mit ihren Atemwegsepithel-schädigenden Mediatoren eine tragende Rolle 

bei der Entstehung der bronchialen Hyperreagiblität zugeschrieben (Jacoby et al., 2001). 

Auch in der Aufrechterhaltung bzw. Chronifizierung des Asthmas nehmen TH2-Zellen eine 

wichtige Rolle ein (Larche et al., 2003). So wirken sie neben den Eosinophilen und 

Mastzellen via IL-4, IL-13 und TGFß auf Fibroblasten, Epithelzellen und die glatte 

Atemwegsmuskulatur ein, was die (langfristige) Atemwegsobstruktion, -hyperreagibilität und 

den fehlerhaften Umbau, das sogenannte Remodeling, der Atemwege zur Folge hat. Auf 
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histologischer Ebene betrachtet kommt es dabei zur Hyperplasie der glatten Muskelzellen, 

subepithelialer Fibrose und Becherzell-Hyperplasie (vgl. Abbildung 1).  

Eine detaillierte Beschreibung der jeweiligen Funktionen der TH2-Zytokine findet sich im 

Abschnitt „Diskussion“. 

Leitsymptom der betroffenen Patienten ist die anfallsartig auftretende Dyspnoe, oft mit 

exspiratorischem Stridor, typischerweise nachts verstärkt, sowie oftmals trockener, 

chronischer Husten.  Als vital bedrohliche Komplikation kann es zum Status asthmaticus 

kommen.  

Die sogenannten Tregs, T-regulatorische Zellen, hingegen, sind eine Subpopulation der T-

Lymphozyten, die immunmodulierend bzw. –suppressiv durch Hemmung der Induktion und 

Proliferation von T-Effektor-Zellen (TH1, TH2) wirken. Als Treg-typische Marker gelten der 

Transkriptionsfaktor FOXP3 und das Zytokin TGFß, das eine entscheidende Rolle bei der 

Differenzierung von naiven CD4+ Zellen zu Tregs innezuhaben scheint (Chen, 2011). 

Es gibt konstitutionelle sowie induzierbare Tregs, was man sich etwa bei der Wirkung der 

spezifischen Immuntherapie zunutze macht. 

Je nach jeweiligem Antigen und je nach Mikromilieu, das maßgeblich von Zytokinen geprägt 

wird, erfolgt im Zellkern der naiven T-Zelle mithilfe Aktivierung entsprechender 

Transkriptionsfaktoren die Differenzierung zu TH1-, TH2- oder Treg-Zellen.  

Mittlerweile ist bekannt, dass bei der Entstehung von Allergien eine Dysbalance der T-Zell-

Subgruppen zugrunde liegt: So formuliert die Hygienehypothese die Vermutung, dass durch 

geringe mikrobielle Exposition im Kindesalter das TH1-Reaktionsmuster nicht ausreichend 

vom Immunsystem erlernt wird, was in der Folge eine Verschiebung des Gleichgewichts hin 

zur TH2-Antwort nach sich zieht. Dies sei der Grund, warum der Organismus später auf 

harmlose Allergene mit einer überschießenden TH2-Immunantwort reagiert.  

Jedoch wird diese Hypothese allein einer heterogenen und komplexen Erkrankung wie 

Asthma nicht gerecht. So bleiben bisherige TH2-zielgerichtete Therapien und T-Zell-

immunsuppressive Therapie in der Klinik ohne durchschlagenden Erfolg (Anderson, 2008; 

Chanez et al., 2007). Anti-IL-4, -13 und -5- Therapien scheinen nur schwache Effekte zu 

haben. So konnte weder unter Anti-IL-5-Therapie noch unter kombinierter Anti-IL-4/IL-13-

Therapie ein signifikanter Effekt auf die bronchiale Hyperreagibilität gezeigt werden (Leckie 

et al., 2000; Wenzel et al., 2007). 
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Die TH2-Antwort wird durch die Aktivität einer Reihe von Zytokinen, Zytokinrezeptoren und 

Transkriptionsfaktoren hoch- bzw. herunterreguliert, weshalb die Identifikation eines 

Korrelats auf genetischer Ebene komplex ist.  

Zytokine sind sekretierte Proteine, die die Differenzierung, Aktivierung und Proliferation von 

Zellen steuern und eine zentrale Rolle bei der Organisation der allergischen Entzündung 

spielen. Die Steuerung der Immunantwort basiert wesentlich auf dem komplexen Wirken 

einer Vielzahl von Zytokinen, die jedoch oftmals zum Teil überlappende oder 

konzentrationsabhängige Effekte haben, syn- oder antagonistisch agieren können und daher 

ein ebenso herausforderndes wie vielversprechendes Zielobjekt möglicher neuer 

Therapieansätze darstellen.   

Transkriptionsfaktoren bezeichnen Proteine, die die Transkription von Genen regulieren. So 

können sie im Zellkern an die DNA binden und den Promotor entsprechend aktivieren oder 

reprimieren, sodass die Initiation der Transkription und damit die Herstellung entsprechender 

mRNA, vereinfacht formuliert die Ablesung des entsprechenden Gens, beeinflusst wird.  

Die Untersuchung ihrer Regulation kann somit neben der Analyse sekretierter Mediatoren wie 

Zytokinen und Chemokinen auf einer weiteren Ebene Aufschluss geben über die Modulation 

der Immunantwort in der jeweiligen Probandenkohorte. 

1.3 Diagnostik und Therapie  

Diagnostisch wird heutzutage die Sensibilisierung auf spezifische Allergene im Sinne einer 

Typ I–Allergie mithilfe allergologischer Diagnostik wie dem Skin-Prick-Test sowie der 

Bestimmung des spezifischen IgEs im Serum nachgewiesen. Wichtig ist hierbei stets die 

Berücksichtigung der anamnestischen Informationen; denn nur bei einer zur Anamnese 

passenden nachgewiesenen Sensibilisierung kann von einer Allergie gesprochen werden.  

Beim Prick-Test werden die jeweiligen Allergene in Tropfenform auf die Haut aufgetragen 

und diese im Anschluss leicht mit einer Lanzette angestochen.  

Die Bestimmung des Gesamt-IgEs im Blut kann einen generellen Hinweis auf das mögliche 

Vorliegen einer allergischen Erkrankung bzw. Disposition geben, bei erhöhten Werten ist 

jedoch stets spezifischere Diagnostik vonnöten. Ein Nachweis und eine Quantifizierung 

allergenspezifischer IgE-Antikörper erfolgt etwa im RAST oder ImmunoCAP, bei dem im 

Patientenblut vorhandenes spezifisches IgE an Testallergene bindet und durch enzymatische 

Markierung messbar gemacht wird. Dies erlaubt jedoch nur begrenzt eine Aussage über die 

Schwere der Symptome und korreliert oft nicht mit dem klinischen Bild.  
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Therapeutisch kann zwischen kausalen und symptomatischen Therapiemöglichkeiten 

unterschieden werden. Symptomatisch sind die Verwendung von Nasensprays, 

Antihistaminika sowie beim Asthma von kurz- und langwirksamen Bronchodilatatoren sowie 

inhalativen und bei schwererem Verlauf auch oral eingenommenen Glucocorticoiden 

etabliert. Jedoch gibt es nach wie vor Patienten mit therapierefraktärem Asthma, die auch auf 

hochdosierte Glucocorticoide nicht ansprechen (Ito et al., 2006). 

Neben der im Alltag nur bedingt durchführbaren Allergenkarenz ist die einzige bis dato in 

klinischer Routine angewendete kausale Therapie, um die überschießende Reaktion des 

Immunsystems langfristig zu verhindern, die spezifische Immuntherapie, in subcutaner 

(SCIT) bzw. sublingualer Verabreichung (SLIT). Hierbei werden sehr niedrige, langsam 

steigende Dosen des entsprechenden Allergens verabreicht, wodurch eine Toleranz des 

Immunsystems gegenüber dem Allergen entwickelt werden soll (Pfaar et al., 2014). Die 

spezifische Immuntherapie greift an mehreren Stellen der bereits geschilderten 

pathophysiologischen Mechanismen der allergischen Reaktion ein.  

Ein zentraler Wirkmechanismus der SCIT ist die Aktivierung allergenspezifischer T-

regulatorischer Zellen (Treg, vgl. Abbildung 2). Die Tregs, aber auch aktivierte Antigen-

präsentierende Zellen wie DC, setzen IL-10 und TGFß frei, die die Proliferation von T-Zellen 

hemmen können und lokal antiinflammatorisch wirken (C. A. Akdis & Blaser, 2000; 

Schmidt-Weber & Blaser, 2005; Till et al., 2004) . Insbesondere IL-10 wirkt außerdem auf B-

Zellen, indem die dortige IgE-Produktion gehemmt und die Produktion von IgG4-Antikörpern 

stimuliert wird. IgG wiederum hemmt die Bindung des IgE-Allergen-Komplexes an 

Dendritische Zellen und B-Lymphozyten. IL-10 wirkt daneben nicht nur herabregulierend auf 

Eosinophilenfunktion und –aktivität, sondern hemmt auch die Freisetzung 

proinflammatorischer Zytokine (IL-6, TNFα) aus Mastzellen (Marshall et al., 1996). Darüber 

hinaus inhibieren die Treg-Zellen durch direkten Zell-Zell-Kontakt mit Mastzellen deren 

Degranulation (Gri et al., 2008).  

Daneben scheint sich durch die SCIT die bei Allergikern vorliegende Prädominanz der TH2-

Antwort zu relativieren und das Zytokinprofil Richtung TH1 zu verschieben (Ebner et al., 

1997; Till et al., 2004). So zeigten Wambre et al., dass allergenspezifische TH2-Zellen bei der 

Immuntherapie deutlich stärker reduziert werden als TH1-Zellen und es somit im Verlauf der 

Therapie zu einem relativen Anstieg der TH1-Zellen kommt (Wambre et al., 2012).  

 



7 Einleitung 

 

Abbildung 2: Wirkmechanismen der Treg-Zellen 
modifiziert nach (M. Akdis & Akdis, 2007) 
Die von Tregs freigesetzten Zytokine IL-10 und TGF-ß hemmen die IgE-Produktion und hemmen die durch 
Mastzellen, Baso-und Eosinophile vermittelte allergische Entzündungsreaktion. Zudem kommt es zur Hemmung 
der TH2-vermittelten Effekte.  
 
Die Effektivität der SCIT bezüglich Besserung der Symptome sowie Reduktion benötigter 

Medikamente ist in einer Vielzahl placebokontrollierter, doppelblinder Studien nachgewiesen 

worden (Calderon et al., 2007). Neben einer verbesserten Lebensqualität ist auch die 

Langzeitwirkung nach Therapieende erwiesen (Durham et al., 1999; Eng et al., 2006). Bei 

neben der allergischen Rhinitis gleichzeitig bestehendem allergischen Asthma reduziert die 

SCIT in der Regel auch die bronchialen Symptome (Bousquet et al., 1998). Darüber hinaus 

hat die spezifische Immuntherapie einen präventiven Effekt, beugt also der Entwicklung von 

weiteren Allergien und Asthma vor (Jacobsen et al., 2012). Jedoch wirkt die SCIT nicht bei 

jedem Patienten gleich gut.  

Welche Veränderungen eine SCIT im Detail auf zellulärer und molekularer Ebene bewirkt, ist 

Gegenstand zahlreicher Studien und soll auch in dieser Arbeit untersucht werden. 
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1.4 Die Suche nach Biomarkern und Zielsetzung der vorliegenden 

Arbeit 

Unter Biomarkern versteht man charakteristische, objektiv messbare biologische Parameter, 

die, allgemein formuliert, auf einen normalen biologischen oder pathophysiologischen 

Prozess im Körper hinweisen können. Biomarker können verschiedene Funktionen 

innehaben: neben der Diagnosestellung etwa die Klassifikation von Subtypen und 

Einschätzungen zum Schweregrad und Krankheitsstadium. Sie können dem Verlaufs- und 

Therapiemonitoring dienen, darüber hinaus aber auch prognostische und prädiktive 

Aussagekraft innehaben. Zudem können sie Angriffspunkte für präventive Ansätze und für 

mögliche zielgerichtete, personalisierte Therapie mit Biologika darstellen, die zuvorderst vor 

allem bei schweren Ausprägungen der Erkrankung in Frage kommen. 

Neben der klinischen Bedeutung ermöglichen Biomarker unter Umständen aber auch die 

Gewinnung wichtiger Erkenntnisse zu den zugrundeliegenden komplexen 

pathophysiologischen Mechanismen, etwa durch Auswertung der Effekte der „targeted 

therapy“.  

Ein guter Biomarker sollte dabei ausreichende Sensitivität und Spezifität für die betreffende 

Erkrankung und therapeutische Intervention haben, und reproduzierbar, präzise, möglichst 

wenig invasiv und auf einfache Art und Weise bestimmt werden können.  

Wie dringend derartig valide Biomarker nötig wären, ergibt sich aus der Tatsache, dass 

traditionelle Krankheitsmarker wie klinische Symptome und Lungenfunktions-Parameter der 

Komplexität der individuell vorliegenden Endotypen nicht gerecht werden und nur schlecht 

mit der Atemwegsentzündung korrelieren (Luskin, 2005). 

Viele potenzielle Marker sind in der Literatur bereits untersucht worden.  

Die Bestimmung des spezifischen IgE im Serum zum Nachweis einer Sensibilisierung im 

Rahmen der Diagnosestellung ist im klinischen Alltag, wie bereits beschrieben, längst 

Routine.  

Auch zur Definition von verschiedenen Asthma-Endotypen gibt es schon seit geraumer Zeit 

einige Ansätze, neben der Einteilung in intrinsisches und IgE-vermitteltes, allergisches 

Asthma etwa die Einteilung in eosinophiles und neutrophiles Asthma. Die klare Zuordnung 

bestimmter Phäno- zu bestimmten Endotypen ist dabei allerdings nur teilweise möglich.  

Einen im klinischen Alltag verwendeten Biomarker für das Wirksamkeits-Monitoring der 

spezifischen Immuntherapie gibt es derzeit nicht (Chaker et al., 2017). Als Marker mit hohem 
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Potential konnte etwa das allergenspezifische IgG4 als compliance-Marker und das sIgE/tIgE-

Verhältnis (Verhältnis spezifischen IgEs zu Gesamt-IgE) sowie IgE-FAB (facilitated antigen 

binding) als Biomarker fürs klinische Outcome identifiziert werden (Shamji et al., 2017). 

Auf der Suche nach neuen Biomarkern kommen mehrere Untersuchungsmaterialen in Frage, 

dann wiederum sind verschiedene Ebenen zu unterscheiden: neben der zellulären Ausprägung 

etwa die Betrachtung der freigesetzten Zytokine oder auf genetischer Ebene die Analyse der 

vorhandenen RNA.  

Eine einfache Methode zur Gewinnung von Untersuchungsmaterial ist die Abnahme von 

peripherem Blut. Hier berichten etwa Bartemes et. al. von vermehrt ILC2 (innate lymphoid 

cells 2) im Blut von Asthmatikern (Bartemes et al., 2014) und Vocca et al. weisen erhöhte IL-

33-Spiegel im Blut von Asthmatikern und Probanden mit Allergischer Rhinits nach (Vocca et 

al., 2015).  

Neben der Betrachtung der systemischen Veränderungen bei Betroffenen (widergespiegelt 

durch potentielle Biomarker im Blut) kann das Augenmerk aber auch vermehrt auf die lokale 

Entzündungsreaktion, gleichsam den Ausgangspunkt des allergischen Geschehens, gerichtet 

werden. Material aus den unteren Atemwegen kann hier auf invasive Art und Weise mittels 

Bronchialbiopsie und bronchoalveolärer Lavage im Rahmen einer Bronchoskopie gewonnen 

werden. Daneben gibt es die nicht-invasive Möglichkeit der Gewinnung von gelösten 

Komponenten in der Ausatemluft (exhaled breath condensate = EBC). Vorteilhaft ist hier die 

einfache und patientenfreundliche Anwendung, jedoch gibt es Verbesserungsbedarf 

hinsichtlich der Standardisierung und oftmals ist die Detektion von Biomarkern aus dem 

gewonnenen Material problematisch (Diamant et al., 2010). 

Eine kaum invasive, jedoch valide und reproduzierbare Methode zur Materialgewinnung stellt 

die Induktion von bronchialem Sputum dar (Nicholas & Djukanovic, 2009; Spanevello et al., 

1997). Als Sputum wird das Sekret der unteren Atemwege bezeichnet, das neben Wasser 

Proteine wie Mucine und Zytokine sowie zahlreiche Zellen des Immunsystems enthält, 

darunter neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten, B- und T-Lymphozyten und 

Makrophagen (Normwerte zur Zelldifferenzierung im Sputum bei Erwachsenen (Veras et al., 

2011; U. M.  Zissler, 2012): Makrophagen: 57 - 80 %, Neutrophile Granulozyten: < 35 %, 

Eosinophile Granulozyten: < 2 %, Lymphozyten: < 3 %).  

Durch Inhalation mit Kochsalzlösung kann nach einem standardisierten Protokoll Sputum in 

hoher Qualität gewonnen werden, welches nach entsprechender Aufreinigung für Zellzählung, 

durchflusszytometrische Analysen sowie Untersuchung des Transkriptoms mittels PCR sowie 
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Microarrays verwendet werden kann. Letzteres soll den Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit 

bilden.  

Insbesondere die Zellzahlen von Eosinophilen und Neutrophilen aus induziertem Sputum 

können zur Charakterisierung von Endotypen dienen (eosinophiles vs. neutrophiles Asthma)  

(Baines et al., 2014; Fahy, 2009) und sind reproduzierbare und validierte Marker der 

Entzündung der unteren Atemwege (Spanevello et al., 1997). Die Eosinophilenzahl ist bei 

Athmatikern erhöht und korreliert mit der FEV1-Reduktion (Baigelman et al., 1983) und mit 

der Schwere der Erkrankung (Jatakanon et al., 2000; Louis et al., 2000). Darüber hinaus hat 

sie eine prädiktive Aussagekraft bezüglich des klinischen Ansprechens auf Corticosteroide 

(Brightling et al., 2005). Sogar direkt therapeutisch relevante Perspektiven eröffnen sich 

durch die Eosinophilenzählung im Sputum: Green et al. zeigten in einer randomisiert-

kontrollierten open-label-Studie, dass eine Normalisierung der Eosinophilenzahl im 

induzierten Sputum mit Reduktion von Asthma-Exazerbationen und Verbesserung der 

Lungenfunktionsparameter und Symptomscores einhergeht (Green et al., 2002). 

Neben der Zellzählung sind im Sputum nach Zentrifugation aber auch im Überstand eine 

Vielzahl gelöster Entzündungsmarker wie Zytokine, Chemokine und Proteasen nachweisbar, 

so etwa das eosinophile kationische Protein (ECP), dessen Menge mit der Eosinophilenzahl 

korreliert (Efthimiadis et al., 1997) und nach antiinflammatorischer Therapie abnimmt (Bacci 

et al., 2002). Als mögliche Biomarker für das Remodeling des Atemwegsepithels konnten im 

Sputumüberstand bei Asthmatikern nach Allergenexposition erhöhte MMP-9-Level 

nachgewiesen werden (Cataldo et al., 2002).  

Auch die Extraktion von mRNA aus Sputumzellen zur Evaluierung möglicher Biomarker ist 

in der Literatur bereits beschrieben. Die Transkriptomanalyse erfolgt hierbei mittels PCR (de 

Kluijver et al., 2002; Truyen et al., 2006) bzw. Microarray (Alexis et al., 2008; Baines et al., 

2011). Eine genauere Beschreibung der hier bereits erzielten Ergebnisse folgt ausführlich im 

Kapitel „Diskussion“.  

Viele Studien haben bereits Asthma-Phänotypen auf Basis klinischer oder demographischer 

Aspekte oder anhand der Sputum-Zellzahlen identifiziert, jedoch gibt es bislang nur wenige, 

die auf Ebene der Transkription Subtypen mit Bezug zum klinischen Erscheinungsbild 

klassifiziert haben (Baines et al., 2011). 

Auch wenn, wie soeben beschrieben, eine Reihe potentieller Biomarker identifiziert werden 

konnte, ist für die Betroffenen der Nutzen begrenzt, da es in vielen Bereichen keine 

etablierten Biomarker gibt, die im klinischen Alltag angewendet werden.  



11 Einleitung 

Die vorliegende Arbeit soll auf dem Weg dorthin durch genaue Charakterisierung des 

Sputum-Transkriptoms der verschiedenen Subgruppen (Allergiker mit/ohne Asthma, mit/ohne 

SCIT, in/außerhalb der Pollensaison) ihren Beitrag zum weiteren pathophysiologischen 

Verständnis leisten und auf diese Weise dazu beitragen, dass in Zukunft die Therapie noch 

effektiver für jeden einzelnen gestaltet werden kann.  
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2 Material und Methoden 

2.1 Geräte 

Die verwendeten Geräte sind in Tabelle 1 dargestellt.  

Tabelle 1:  
Geräte 

Gerät/Produktname Hersteller 

Pari Boy SX PARI 

Handspirometer SpiroPro Jaeger 

Zentrifuge EBA20 (für ImmunoCAP-Vorbereitung) Hettich 

Zentrifuge ROTINA 380R (für PBMC) Hettich 

Zentrifuge 5430R (für nasale Sekrete) Eppendorf 

Vortex-Genie 2 Scientific Industries 

Megafuge 1.0R Theramo Scientific 

Nanodrop ND 1000 Spectrophotometer 
mit zugehöriger Software: ND1000, V. 3.8.1. 

Thermo Fisher Scientific 

Agilent BioAnalyzer 2100 
mit zugehöriger Software: 2100 Expert 

Agilent Technologies 

Thermomixer 5437 Eppendorf 

Thermocycler (Labcycler) sensoquest 

Mikrozentrifuge MicroStar 17 VWR 

ViiA 7 Real-Time PCR System Thermo Fisher Scientific 

Heidolph MR 3001 Magnetrührer  
SECTOR S 600 plate reader 

Heidolph 
Meso Scale Discovery  

Shandon Cytoclip (Zytospinhalter) Thermo Fisher Scientific 

Cytospin 4 (Zytospinzentrifuge)  Thermo Fisher Scientific 

Zählkammer Neubauer Improved 0,0025 mm2 Marienfeld GmbH 

2.2 Probandenkollektiv 

In die Studie wurden Personen mit allergischer Rhinitis auf Gräser- und/oder Birkenpollen 

mit und ohne Asthma sowie mit und ohne SCIT (= subkutane spezifische Immuntherapie = 

Hyposensibilisierung) eingeschlossen sowie gesunde Kontrollprobanden ohne Allergien, die 

nicht schwanger, akut erkältet oder kardiopulmonal instabil oder jünger als 18 Jahre alt 

waren. Es wurde stets darauf geachtet, dass bei den Probanden kein akuter Atemwegsinfekt 

und keine systemische Immunsuppression, etwa systemische Steroideinnahme, vorlag, um die 

späteren Analysen nicht zu verfälschen. Die Dauer der bereits erfolgten SCIT betrug nicht bei 

allen jeweiligen Probanden volle 3 Jahre, mindestens aber ein volles Jahr.  
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Wie in Abbildung 3 veranschaulicht, wurden in der Pollensaison (in der „in-season“- Visite) 

40 Allergiker im Zeitraum von Mai bis Juli 2014 gesehen, davon 12 Asthmatiker mit SCIT, 9 

Asthmatiker ohne SCIT, 10 Nicht-Asthmatiker mit SCIT und 9 Nicht-Asthmatiker ohne SCIT 

(vgl. Abbildung 3); des Weiteren 12 Kontrollprobanden, bei denen neben einer ausführlichen 

Anamnese ein Prick-Test sowie ein ImmunoCAP-Test auf Inhalationsallergene (sx1) sowie 

das Gesamt-IgE zur Objektivierung der Allergie-Freiheit durchgeführt wurden. 

Außerhalb der Pollensaison (in der „out-of-season“-Visite) nahmen 38 der 40 Allergiker 

sowie 11 der 12 Kontrollprobanden wieder teil, zusätzlich wurden weitere 10 

Kontrollprobanden untersucht. Der Zeitraum der Visiten erstreckte sich hier von November 

2014 bis Anfang März 2015.  

 

Abbildung 3: Übersicht über das Probandenkollektiv 
 
Die Ethikkommission der Medizinischen Fakultät der Technischen Universität München hat 

der Durchführung der Studie zugestimmt. Die Teilnahme war für alle Probanden freiwillig 

und eine Einverständniserklärung wurde jeweils nach ausführlicher schriftlicher und 

mündlicher Unterrichtung über Ziel, Vorgehensweise, mögliche Risiken und 

Unannehmlichkeiten der Studienteilnahme unterschrieben. Datenschutzbelange waren zu 

jeder Zeit gewährleistet. Die Studie wurde entsprechend der Prinzipien für Good Clinical 

Practice und der Deklaration von Helsinki durchgeführt.  
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2.3 Induktion von Sputum 

2.3.1 Geräte und Materialien 

Folgende Geräte und Materialien wurden zur Induktion von Sputum bei den Probanden 

verwendet:  

- Salbutamol (Sultanol Dosier-Aerosol, 100 µg pro Sprühstoß) 

- PariBoy (PARI TurboBOY SX) 

- Spirometer SpiroPro+ (Jaeger) 

- Kochsalzlösung (Natriumchloridlösung) zur Inhalation in den Konzentrationen  

3 %, 4 % und 5 %  

- Nasenklemme 

- Falcon (50 ml) zum Sammeln des Sputums 

- Stoppuhr 

- Trinkwasser, Papiertaschentücher, Plastikbecher 

- Materialien zum Reinigen (SecuSept), Desinfektionslösung 

- Notfallkoffer 

2.3.2 Ablauf der Sputum-Induktion 

Zunächst wurde bei jedem Probanden eine dreimalige Messung der Lungenfunktion mithilfe 

des Spirometers unter ausführlicher Anleitung sowie Erläuterung des durchzuführenden 

Atemmanövers vorgenommen. Bestimmt wurden dabei die Vitalkapazität (FVC), die 

Einsekundenkapazität (FEV1), der Tiffeneau-Index (FEV1/FVC) sowie die mittlere 

expiratorische Atemstromstärke bei noch 50 % bzw. 25 % der VC (MEF50 bzw. MEF25).  

Der höchste FEV1-Wert aus diesen drei Versuchen diente als Baseline-FEV1-Wert vor der 

Bronchospasmolyse, um den Lyse-Effekt zu dokumentieren. Nach Einnahme von 4 Hüben 

Salbutamol (entpricht 400 µg) und einer Einwirkzeit von 15 Minuten wurde erneut eine 

dreimalige Messung der Lungenfunktion durchgeführt.  

Die Einnahme von Salbutamol diente dabei der Vermeidung einer Bronchoobstruktion durch 

die anschließende Inhalation hypertoner NaCl-Lösung und darüber hinaus zur Demonstration 

der Reversibilität einer evtl. vorhandenen Atemwegsobstruktion bei Patienten mit Asthma. 
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Nur bei einem Post-Lyse-FEV1-Wert von > 70 % des Baseline-Wertes wurde mit der 

Induktion begonnen. Dazu wurde zunächst 7 Min. mit 3 % NaCl-Inhalationslösung (10ml) 

inhaliert, wobei die Probanden die Nasenklemme verwendeten und auf eine tiefe Atmung 

sowie aufrechte Sitzhaltung achteten. Nach gründlicher Reinigung von Nase und Mund sowie 

mehrmaligem Gurgeln mit Wasser (mit dem Ziel einer Verringerung des Plattenepithelzellen-

Anteils im Sputum) wurden die Probanden zur Beförderung des Sputums aus den unteren 

Atemwegen durch Husten aufgefordert und dieses im Falcon-Röhrchen gesammelt. Bei der 

nun folgenden Messung der Lungenfunktion wurde der Wert der FEV1 der Messung vor der 

ersten Inhalation gegenübergestellt (vgl. Abbildung 4). Wenn er bei über 90 % des Vorwertes 

lag, wurde die Inhalation, diesmal mit 4 % NaCl, für weitere 7 Min fortgeführt. Lag der Wert 

über 80 %, aber unter 90 % des Ausgangswertes, wurde noch zwei weitere Male gemessen 

und, falls der Wert unverändert im genannten Bereich lag, die Inhalation ohne Steigerung der 

Konzentration, d. h. weitere 7 Min. mit 3 % NaCl durchgeführt. Lag der Wert unter 80 %, 

wurde die Inhalation an dieser Stelle abgebrochen und notfallmäßig Salbutamol verabreicht. 

Ansonsten erfolgte in analoger Weise nach der zweiten Inhalation die erneute 

Sputumproduktion mit vorhergehender gründlicher Reinigung von Mund und Nase und 

nachfolgender FEV1-Messung. Hierbei wurde verfahren wie oben bereits beschrieben. Nach 

der Inhalation mit 5 % NaCl mit anschließender Sputumgewinnung und Spirometrie war die 

Induktion abgeschlossen. Das im Falcon gesammelte Sputum wurde stets zwischendrin auf 

Eis gelagert und umgehend der weiteren Aufbereitung zugeführt.  
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Abbildung 4: Workflow für Sputuminduktion 

2.4 Weitere Untersuchungen  

Neben der Sputuminduktion und der Lungenfunktionsmessung wurde mit den Probanden eine 

Anamnese, Blutentnahme, Allergietestung, sowie die Entnahme nasaler Sekrete durchgeführt. 

2.4.1 Geräte und Materialien 

- Materialien zur venösen Blutentnahme (Butterfly, BD Vacutainer Luer Adapter, BD 

Vacutainer Einmalhalter aus Kunststoff, Stauschlauch, Pflaster, Kompressen, 

Desinfektionsspray, BD Vacutainer Cell Preparation Tube Röhrchen) 

- Einwegkürette zur Entnahme nasaler Scrapings (ASI Rhino-Pro ® Nasal Mucosal Curette)  

- Siebträgerkryoröhrchen (mit entnehmbarer Absorptivmembran im Siebträger) 

- Nasenspekulum sowie kleine, gerade Halstead-Mosquito-Klemme zur Einlage sowie 

Entnahme der absorptiven Membran zur Akquise des nasalen Sekrets 

- sterile PBS-Lösung 
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- steriles Methanol 

- Mini-RQLQ (Rhinoconjunctivitis Quality of Life Questionnaire) 

- PSQ (Perceived Stress Questionnaire) 

- Prick-Test (Allergopharma Testset-G zur Allergiediagnostik, Nr. 901 = NaCl, 902 = 

Histamin, 006 = Gräser, 108 = Birke, 708 = D. far., 725 = D. pter., 309 = Katze) 

2.4.2 Ablauf der Untersuchungen 

Nach der ausführlichen Aufklärung über Ablauf und Ziel der Untersuchung sowie mögliche 

Risiken und Nebenwirkungen wurden die Probanden zu Beginn jeder Visite bezüglich ihrer 

aktuellen Beschwerden allergischer Art befragt. Bei Asthmatikern wurde hier mithilfe des 

GINA-Scores eine Einschätzung über den Status der Kontrolle über die Erkrankung erhoben 

(The Global Initiative for Asthma, 2012). 

Des Weiteren wurden die Probanden insbesondere über Rauchverhalten, Einnahme von 

Medikamenten sowie Vorhandensein anderer atopischer Erkrankungen wie Neurodermitis 

befragt. Zur Evaluation des persönlichen Belastungs- bzw. Stresslevels und der 

Einschränkung bzw. des subjektiven Leidensdrucks wurden die Probanden gebeten, den Mini-

RQLQ sowie PSQ auszufüllen. Der Mini-RQLQ- Fragebogen (siehe Anhang 7.2) erfasst die 

Beeinträchtigung der Lebensqualität innerhalb der vorangegangenen Woche durch die 

Allergie (Einschränkung von Alltags- bzw. Freizeitaktivitäten und Schlaf sowie Schweregrad 

der Rhinoconjunctivitis- Symptome). Juniper et al. zeigten, dass der Mini-RQLQ ein valides 

Instrument zur Erfassung der Lebensquailtät bei Patienten mit allergischer Rhinitis darstellt 

(Juniper et al., 2000). 

Der PSQ-Fragebogen wiederum dient der Erfassung des subjektiv empfundenen Stresslevels 

innerhalb der letzten 4 Wochen (u. a. Gefühl der Überforderung, Erschöpfung, Anspannung; 

siehe Anhang 7.3).  

Die Blutentnahme erfolgte mithilfe eines handelsüblichen Butterflys. Zur Vorbereitung für 

den anschließenden ImmunoCAP wurde das gewonnene Blut 6 Min. bei 4 °C bei 6000 rpm 

zentrifugiert.  

Bei Patienten, bei denen noch keine entsprechenden Untersuchungsergebnisse vorlagen, 

wurde ein Haut-Prick-Test mit NaCl als Negativ- sowie Histamin als Positivkontrolle 

durchgeführt, dabei wurden Gräser, Birke, Dermatoides farinae sowie pteronyssimus und 

Katzenepithel untersucht. Nach 20 Minuten wurde die Größe der Quaddel mithilfe eines 
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Prick-Test-Lineals vermessen und das Ergebnis dokumentiert. Bei auffälligem Prick-Test 

wurden die entsprechenden Allergene im ImmunoCAP-Test untersucht (Phleum pratense = 

Wiesenlieschgras g6, Betula verrucosa = Birke Bet v1, ggf. auch Katzenschuppen e1, 

Milbenallergene). Bei unauffälligem Prick-Test und unauffälliger Anamnese wurde im 

ImmunoCAP-Test lediglich das Gesamt-IgE sowie sx1 (Screeningtest für 

Inhalationsallergene: Dermatophagoides pteronyssinus, Katzenschuppen, Hundeschuppen, 

Lieschgras, Roggen, Cladosporium herbarum, Birke, Beifuß) durchgeführt.  

Da der Prick-Test spezifisch, aber nicht sehr sensitiv ist, während die Bestimmung des 

spezfizischen IgEs eine gute Sensitivität bei mangelnder Spezifität aufweist, ist zur 

allergologischen Diagnostik bzw. der Detektion einer Sensibilisierung eine Kombination 

beider Verfahren sinnvoll.  

Unter Berücksichtigung der Ergebnisse aus Prick-Test, ImmunoCAP sowie Anamnese wurde 

für jeden Probanden ein individuelles Allergen- bzw. Sensibilisierungs-Profil erstellt.  

Vor Beginn der Induktion wurde außerdem zur Überprüfung der kardiovaskulären Stabilität 

der Probanden eine Messung des Blutdrucks durchgeführt. 

Nach der Sputuminduktion erfolgte die Einlage zweier absorptiver Membranstreifchen ans 

nasale Septum in Höhe der unteren Nasenmuschel beidseits mithilfe einer HNO-Klemme und 

-Spekulums. Diese wurden nach ca. 1-2 Minuten wieder entfernt, in die 

Siebträgerkryoröhrchen überführt und anschließend für 60 Min. bei 4 °C in 300 µl Methanol 

bzw. sterilem PBS inkubiert. Es folgte zur Eluierung des an die Trägermembran gebundenen 

Nasensekrets eine Zentrifugation für 5 Min. bei 4 °C und 6000 rpm in der 

Eppendorfzentrifuge.  Die Proben wurden im Anschluss bei -20 °C eingefroren.  

Des Weiteren wurde mit einer Einwegkürette ein Abstrich der unteren Nasenmuschel 

durchgefüht, das gewonnene Zellmaterial anschließend in 200 µl RNAprotect Cell Reagent 

gelöst und ebenfalls bei -20 °C für weitere Analysen asserviert.  

2.5 Aufbereitung des Sputums 

Geräte und Materialien 

- Vortex- Genie 2 (Scientific Industries) 

- Megafuge 1.0R (Thermo Scientific) 

- DPBS (gibco by life technologies)  

- RNAprotect Cell Reagent (Quiagen) 
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- Sputolysin/May-Grünwald/Xylol/Giemsa (Merck) 

- Methanol (Fluka) 

- Eukitt (Fluka) 

- RNeasy MiniKit (Quiagen) 

- QuantiTect Primer Assays (Quiagen)  

- one-colour Low Input Quick Amp Labeling Kit (Agilent Technologies) 

- Gene Expression Hybridization Kit (Agilent Technologies) 

- Genespring Software GX 12.5 (Agilent Technologies) 

Durchführung 

Nach Gewinnung des Sputums wurde möglichst rasch (innerhalb von max. 2h) mit der 

Aufbereitung begonnen, da Verzögerungen mit zunehmender Anzahl abgestorbener Zellen 

bzw. degenerierter RNA/Proteinen einhergehen können. Zudem wurde das Material stets auf 

Eis gelagert. Nach Gewichtsbestimmung der Sputumplaques nach Trennung von Saliva 

erfolgte die Zugabe der vierfachen Menge einer 1:10 verdünnten Sputolysinlösung mit 

anschließender 10-minütiger Inkubation bei 4 °C. Anschließend erfolgte die Zugabe der 

zweifachen Menge an DPBS mit 15 Sek. Vortexen sowie Filtrierung durch ein 70 µm 

Zellsieb. Nach Zentrifugation bei 2000 rpm für 10 min. bei 4 °C mit ausgeschalteter Bremse 

wurden pro Proband 4 Aliquots mit mindestens 200 µl Überstand bei -80 °C eingefroren, 

zudem ein Aliquot mit 100 µl Überstand und 100 µl Methanol. Das übrige Zellpellet wurde 

zur Stabilisierung der RNA mit 1 ml RNAprotect Cell Reagent versetzt und bis zur späteren 

Verwendung zur RNA-Extraktion bei -80 °C eingefroren, zumal RNAsen bis -60 °C aktiv 

sein können. 

Daneben erfolgte ausgehend von der oben genannten Zellsuspension die Herstellung von 

Zytospins und Durchführung einer Durchflusszytometrieanalyse; analog wurde mit den aus 

der Blutabnahme gewonnenen PBMCs verfahren. Hierzu soll an dieser Stelle auf die Arbeit 

von S. Rothkirch, „Durchflusszytometrische Charakterisierung von T-und B-

Zellsubpopulationen im Sputum und peripheren Blut“ verwiesen sein (Rothkirch, 2017). 

Anfertigung von Zytospins und Zelldifferenzierung  

Für jeden Probanden wurden aus der Sputumzellsuspension Zytospins angefertigt, die bei 450 

rpm über 6 Min. zentrifugiert und anschließend 30 Min. lichtgeschützt getrocknet und 5 Min. 

im Methanolbad fixiert wurden. Nach Färbung mit May-Grünwald-Lösung (8 Min.) und mit 

Giemsa-Lösung (35 Min.) wurden die Slides lichtgeschützt zum Trocknen aufbewahrt, für 

jeweils 10 Sekunden in Xylol getaucht und wiederum getrocknet. Zur Fixierung wurden 
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jeweils 3 Tropfen Eukitt appliziert und daraufhin luftblasenfrei mit dem Deckgläschen 

verschlossen. Zur Zelldifferenzierung mit einer Gesamtzahl von 400 Zellen wurden pro 

Kreuzfeld 100 Zellen mäanderförmig in 100facher Vergrößerung von zwei Personen 

unabhängig ausgezählt und der Durchschnittswert gebildet. 

RNA-Processing/Transkriptomanalyse 

Unter dem Transkriptom versteht man die Gesamtheit der Gene, die sich im Prozess der 

Umschreibung von DNA in RNA befinden (= transkribiert werden). Da dieser Schritt 

Voraussetzung ist für die folgende Translation, also Umschreibung der RNA in eine 

Aminosäuren-Sequenz, die schlussendlich das entsprechende Protein ergeben, erhält man so 

Aufschluss über die akutell abgelesenen Gene.  

2.5.1 RNA-Isolation 

Aus dem in RNAprotect Cell Reagent bei -80 °C eingefrorenen aufgereinigten Sputum wurde 

mithilfe des Quiagen MiniKits nach Anleitung des Herstellers RNA extrahiert. Dazu wurde 

zunächst nach Zentrifugation der Überstand vorsichtig abpipettiert und das Zellpellet in 350 

µl RLTpuffer resuspendiert, anschließend auf den QIAshredder gegeben und mittels 

Zentrifugation homogenisiert. Zur Isolierung der RNA erfolgte die Mischung mit 70%igem 

Ethanol desselben Volumens und Übertragung auf die RNeasy Spin Column sowie 

Zentrifugation für 15 Sek. bei > 10.000 rpm. Nach einem Waschschritt mit RW1-Puffer 

erfolgte das Auftragen von jeweils 80 µl DNAse-Lösung (und anschließender 15-minütiger 

Inkubation bei Raumtemperatur) zum Verdau der eventuell enthaltenen DNA (DNAse-

Lösung aus 10 µl DNAsel Stock Solution und 70 µl RDD Puffer). Nach mehreren 

Waschschritten (gemäß Anleitung des Herstellers zunächst mit RW1 Puffer, dann mit RPE 

Puffer) wurde die RNA in 30 µl RNAse-freiem Wasser eluiert. 

Die eluierte RNA wurde direkt im Anschluss mittels eines NanoDrop Spektrophotometers auf 

Konzentration und Reinheit untersucht und umgehend bei   -80 °C eingefroren.  

Die gemessenen Werte zur Reinheit waren maßgeblich für die Auswahl der weiter 

verwendeten Proben, da die Qualität der RNA entscheidend für eine spätere Analyse der 

Genexpression ist. Zum Ausschluss einer Protein-Kontamination wurde die A260/280-ratio 

mit einem Zielwert von 2 herangezogen, analog die A260/230-ratio > 2 zum Ausschluss einer 

Kontamination mit organischen Verbindungen. Hierbei macht man sich die unterschiedlichen 
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Absorptionsspektren zunutze: so absorbieren Nukleinsäuren typischerweise bei 260 nm, 

Proteine bei 280 nm und organische Verbindungen bei 230 nm.  

Es folgte eine Qualitätsanalyse mithilfe des Bio-Analyzers, der nach dem Messprinzip der 

Mikrokapillargelelektrophorese den Grad der Degradation der RNA auf einer Skala von 1-10 

angibt (niedriger Wert entspricht hoher Degradation und umgekehrt). Hier wurde für den 

RIN-Wert (RNA Integrity Number) ein Zielwert von > 5 angestrebt.  

2.5.2 Microarrays  

Mithilfe von Microarrays kann die mRNA-Menge einer Vielzahl von Genen zugleich 

bestimmt werden. Nach Umschreibung der mRNA in cRNA erfolgt die Detektion hierbei 

über komplementäre Hybridisierung der markierten cRNA mit den Sonden des RNA-Arrays. 

Aus den vorhandenen RNA-Proben wurden in einer Zusammenschau aus klinischer Brisanz, 

Konzentration und Qualität der RNA (Ergebnisse aus nanodrop und Bio-Analyzer-Messung) 

eine Auswahl von 40 Proben getroffen, jeweils eine in-season- und eine out-of-season-Probe 

desselben Probanden. Es wurden hierbei 10 Kontrollproben, 8 Proben von Asthmatikern mit 

SCIT, 6 Proben von Asthmatikern ohne SCIT, 8 Proben von Nicht-Asthmatikern mit SCIT 

und 8 Proben von Nicht-Asthmatikern ohne SCIT untersucht (vgl. Abbildung 5).  

 
Abbildung 5: Übersicht Probandenkollektiv – Auswahl für Transkriptomanalyse 
 
Die RNA wurde mithilfe des one-colour Low Input Quick Amp Labeling Kit (Agilent 

Technologies) nach Herstellerangaben amplifiziert und Cy3-gelabeled. Die Hybridisierung zu 

SurePrint G3 Human Gene Expression 8x60 Microarrays (Agilent Technologies) erfolgte mit 

dem Gene Expression Hybridization Kit (Agilent Technologies).  
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Die Auswertung der Rohdaten erfolgte mit Genespring Software GX 12.5 (Agilent 

Technologies). Dabei wurde p < 0,05 und ein fold change FC > 1,5 verwendet. Beim Import 

der Daten wurde eine standard baseline Transformation zum Median aller Werte 

durchgeführt, inklusive log-Transformation und Berechnung der Fold Changes (log2(A/B) = 

log2(A)-log2(B)). Gene, die mehr als 1,5-fach reguliert waren, wurden weiter mithilfe des t-

test analysiert. Die signifikant regulierten Gene wurden in entity lists zusammengefasst, die 

teilweise mithilfe von Venn-Diagrammen hinsichtlich Überschneidungen untersucht wurden. 

Um Veränderungen der Genexpression zu clustern, wurde Manhattan Cityblock (Ward’s 

linkage) verwendet. Die Identifikation von sekretierten Mediatoren erfolgte entsprechend 

aktueller Literatur durch Verwendung der Genomatix software (München, Deutschland) 

durch Anwendung der GO-terms 0007267, 0008009, 0005125 und 0005615 für die 

sekretierten Mediatoren, beziehungsweise 00044212 und 0003676 für die 

Transkriptionsfaktoren. 

2.5.3 Real-time qPCR 

Die RNA von allen Probanden, bei denen die Konzentration ausreichte, um 100 ng RNA 

umzuschreiben, wurde mittels Reverser Transkription mit einem Mastermix (aus je 2 µl 

RTPuffer, 0,8 µl dNTPs, 2 µl Random Primer und 1 µl MultiScribe Reverser Transkriptase 

pro Ansatz) in cDNA umgeschrieben und bis zur Durchführung der PCR bei -20 °C 

eingefroren. Die RNA (Menge je 100 ng, jeweils unterschiedliches Volumen, da 

unterschiedliche Konzentration) wurde dabei mit RNAsefreiem Wasser auf 14,2 µl aufgefüllt 

und im Anschluss jeweils 5,8 µl Mastermix dazugegeben. Es folgte die Reverse Transkription 

im Thermocycler. Im Anschluss erfolgte die Durchführung der PCR mittels Quiagen Primer-

Assays für SCGB1A1 (Cat. No. QT00091091), IL-24 (Cat. No. QT00059059) und CCL20 

(Cat. No. QT00012971). Die Annealing Temperatur betrug 55 °C, es erfolgten jeweils 40 

Zyklen.  

Mithilfe der PCR (= Polymerase Chain Reaction) ist es möglich, kleinste DNA-Mengen 

schnell in vitro zu vervielfältigen, was in einer vielfach wiederholten Abfolge von Zyklen aus 

Denaturierung, Annealing der Primer sowie Elongation mit jeweils unterschiedlichen 

Temperaturen erfolgt.  

Soll auf die ursprünglich vorhandene Menge an cDNA-Molekülen rückgeschlossen werden, 

stellt sich das Problem, dass die Vervielfältigungsfaktoren nicht konstant sind: zu Beginn ist 

die DNA-Menge sehr gering, gegen Ende der Reaktion nimmt u. a. die Aktivität der 
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Polymerase und die Menge der noch vorhandenen Nukleotide ab. Aus diesen Gründen lässt 

sich hier nur schwer eine genaue quantitative Aussage bezüglich der DNA-Menge treffen. 

Besser geeignet ist hier die real-time PCR, die es ermöglicht, die Anzahl der gebildeten DNA-

Moleküle bereits im Laufe der Reaktion in Echtzeit zu erfassen. In der vorliegenden Arbeit 

wurde SYBRGreen verwendet, welches auf einem Fluoreszenzsignal zur Detektion der PCR-

Produkte beruht: Nach Bindung an doppelsträngige DNA emittiert SYBRGreen ein starkes 

Signal, während es in Lösung kaum Fluoreszenz vorweist. Die Stärke der Fluoreszenz 

korreliert somit mit der Menge der entstandenen PCR-Produkte. Die relative Quantifizierung 

spezifischer mRNA mittels real-time RT-PCR stellt eine präzise Methode dar (Pfaffl, 2004). 

Hierbei wird die Expression des Zielgens in Bezug zu der eines oder mehrerer Housekeeping-

Gene gesetzt, bei welchen eine konstante und ubiquitäre Expression zu erwarten ist.  

Vorteil gegenüber der absoluten Quantifizierung ist, dass z. B. Fehler bei der RT oder 

unterschiedliche RNA-Extraktionseffizienzen sowohl das untersuchte als auch das 

Referenzgen betreffen und somit die Varianz weniger stark zum Tragen kommt (Pfaffl, 2004).  

Der sogenannte Ct-Wert (cycle of treshold) steht für die Anzahl an Zyklen, nach denen ein 

definiertes Fluoreszenzniveau (und dementsprechend eine bestimmte Menge cDNA) erreicht 

wird, welches die Hintergrundfluoreszenz übersteigt. Ist der Ct-Wert bei einem Gen gering, 

korreliert dies mit einer stärkeren Expression (da bereits zu Beginn mehr Kopien des Gens in 

der Probe enthalten waren, sind weniger Verdopplungen nötig, um die Schwelle zu 

überschreiten).  

Die sogenannte delta-delta-CT-Methode (Livak & Schmittgen, 2001) beschreibt dabei das 

Vorgehen, die Expression des Zielgens auf die des Referenzgens (= housekeeper gene = 

HKG) zu normalisieren (deltaCT = Ct Zielgen minus Ct Referenzgen) sowie auf die 

Expression bei gesunden Kontrollen zu beziehen (deltadeltaCt = deltaCt Allergiker minus 

deltaCt Kontrollen, wobei auch der Ct-Wert der Kontrollen auf den des Referenzgens 

normalisiert wird, also deltaCt Kontrollen = CtKontroll-Zielgen minus CtReferenzgen, analog 

oben). In der vorliegenden Arbeit wurde auf den Mittelwert von drei Referenzgenen 

(GAPDH, Beta-Actin, TFRC) normalisiert und aus diesen ein Mittelwert berechnet 

(Housekeeper-Index).  
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2.5.4 Expression auf Proteinebene  

Um die Relevanz der beobachteten Unterschiede in der Genexpression auf Proteinebene zu 

untersuchen, wurden zudem für einige ausgewählte sekretierte Faktoren (CCL26, IL-5, IL-8) 

exemplarisch Messungen mit der MesoScale Discovery Plattform durchgeführt. Mittels 

Elektrochemilumineszenz ermöglicht diese die simultane Messung von mehreren Biomarkern 

im Multi-Array-Verfahren.  Zugrunde liegt das Prinzip des Sandwich-ELISA.  

Dazu werden die Proben in Wells gegeben, die mit eingebauten Elektroden und darauf 

gebundenen, für das jeweilige Zyto-oder Chemokin spezifischen Antikörpern versehen sind. 

Die Bindung zwischen dem jeweiligen Marker und für ihn spezifischen Antikörper wird 

wiederum durch einen zweiten, ebenfalls spezifischen Antikörper detektiert, welcher 

Ruthenium-konjugiert ist.  Der Rutheniumkomplex emittiert bei elektrochemischer 

Stimulation Licht, sodass je nach Lichtemission Rückschlüsse auf die jeweilige 

Proteinkonzentration gezogen werden können.  

Nach vorschriftsmäßiger Vorverdünnung der jeweiligen Standards wurden hierbei jeweils 50 

µl pro Well im Verhältnis 1:1 mit Diluent 2 verdünnte Standards revers aufpipettiert und die 

Platte versiegelt für 2 Stunden bei Raumtemperatur auf einem Horizontal-Vertikal-Schüttler 

bei 300 rpm durchmischt. Im Anschluss wurden nach dreimaligen Waschschritten mit je 150 

µl Waschpuffer (PBS + 0,05 % Tween) je 25 µl der jeweiligen Antikörperlösung in jedes 

Well gegeben. Nach erneuter zweistündiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur auf einem 

Horizontal-Vertikal-Schüttler, Zugabe der Streptavidin-Antikörperlösung (25 µl pro Well in 

einer Konzentration von 0,5 µg/µl), erneuter Inkubation für 30 Min. und erneutem 

dreimaligem Waschen mit o.g. Waschpuffer wurde je Well 150 µl verdünnter 

Detektionspuffer (Read Buffer + H2O bidest.) zugegeben und die Platte direkt im Anschluss 

eingelesen. Die Auswertung der Messergebnisse erfolgte mit der MSD Discovery 

Workbench® Analysis Software.  

2.6 Datenanalyse und statistische Auswertung 

Die primäre Rohdatenerfassung erfolgte durch Übertragung der erfassten demographischen 

sowie klinischen Daten und Messergebnisse in eine Microsoft® Excel-Tabelle. 

Die statistische Analyse erfolgte mit GraphPadPrism, Version 6.0.  

Nach jeweiliger Überprüfung der Normalvertreilung mit dem D’Agostino-Pearson-Test 

wurde für den Vergleich zweier unverbundener Gruppen bei Normalverteilung der t-Test für 
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unverbundene Stichproben (unpaired t-test), ansonsten der rangbasierte Mann-Whitney-U-

Test verwendet. Für den Vergleich verbundener Gruppen (etwa Allergiker in vs. out-of-

season) wurde entsprechend bei Normalverteilung der t-Test für verbundene Stichproben 

(paired t-test), ansonsten der Wilcoxon-Rang-Vorzeichentest verwendet. Für die Überprüfung 

von Korrelationen (z. B. Eosinophilenzahl und GINA-Score) wurde der Spearmantest (two-

tailed) verwendet. Es wurde ein Signifikanzniveau von 5 % festgelegt (p < 0.05). In der 

graphischen Darstellung (vgl. Abschnitt 3.2) ist die Signifikanz zudem durch Verwendung 

des Symbols „*“ veranschaulicht, dabei bedeutet „*“ = p < 0,05, „**“ = p < 0,01 und „***“ = 

p < 0,001, „****“ = p < 0,0001. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Demographische Daten 

Von den ursprünglich in-season eingeladenen 53 Probanden konnten 52 verwertbares Sputum 

produzieren. Die Geschlechterverteilung war sowohl bei den Allergikern als auch bei den 

Kontrollprobanden nahezu gleichmäßig (siehe Tabelle 2 und Abbildung 6). 

Tabelle 2:  
Geschlechterverteilung 

 

 

 Männer (%) Frauen (%)  

Gesamt  52,4 % 47,6 % 
Allergiker 56,1 % 43,9 % 

Kontrollen 45,5 % 54,5 % 

  Abbildung 6: Geschlechterverteilung im 
Gesamtkollektiv 

Es nahmen Probanden im Alter von 22 bis 63 Jahren teil, wobei der Großteil der Probanden 

(sowohl Kontrollprobanden als auch Allergiker) der Altersklasse 20-30 Jahre zuzuordnen war 

(siehe Tabelle 3 und Abbildung 7). 

Tabelle 3:  
Altersverteilung 

 

 

 Alter in Jahren: 
Mittelwert (Min., Max.) 

 

Gesamt 29 (Min. 22, Max. 63)  
Allergiker 30 (Min. 22, Max. 63)  

Kontrollen 26 (Min. 23, Max. 34)  

  Abbildung 7: Altersverteilung im 
Gesamtkollektiv 

In Bezug auf Alter (p = 0,468) und Geschlecht (p = 0,420) zeigte sich keine statistisch 

signifikante Differenz zwischen der Gruppe der Allergiker und der Gruppe der Kontrollen. 

Lediglich hinsichtlich des BMI zeigte sich ein Unterschied (p = 0,043). So lag der Mittelwert 

des BMI bei den Allergikern mit 24,3 kg/m2 (SD 3,6) etwas höher als bei den Kontrollen mit 

22,7 kg/m2 (SD 3,5); in beiden Fällen liegt der Wert im Normbereich. 

Zusammengefasst ist eine weitgehende Homogenität bzw. Vergleichbarkeit zwischen den 

Gruppen gewährleistet. 



27 Ergebnisse 

3.2 Klinische Daten 

Es ließ sich bei den Allergikern ein signifikant erhöhtes Gesamt- IgE gegenüber den gesunden 

Kontrollprobanden nachweisen (vgl. Abbildung 8).  

 

Abbildung 8: Gesamt-IgE Allergiker vs. Kontrollen 
 
Die Verteilung der Allergensensibilisierung in unserem Probandenkollektiv gestaltete sich 

wie folgt: 

Tabelle 4:  
Sensibilisierungen im Probandenkollektiv 

  Lieschgras (g6) Birke (betv1) beides (g6 + betv1) 

n 9 (22,5 %) 2 (5 %) 29 (72,5 %) 

Die Auswertung des GINA-Scores bei Asthmatikern zeigte höhere Scores in („Sommer“) 

gegenüber außerhalb der Pollensaison („Winter“), der Unterschied war jedoch statistisch nicht 

signifikant (vgl. Abbildung 9).  

 

Abbildung 9: GINA-Score in vs. außerhalb der Pollensaison bei Asthmatikern 
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3.2.1 Lungenfunktion  

Die folgende Tabelle gibt einen Überblick über die Ergebnisse der Lungenfunktionsmessung 

bei den Probanden der jeweiligen Subgruppen.  

Tabelle 5:  
Charakterisierung des Probandenkollektivs in („in season“) bzw. außerhalb der Pollensaison („out of season“) 

In season     

Subgruppe Kontrollen Allergiker gesamt davon Asthmatiker davon Nicht-Asthmatiker  

Anzahl [n] 12 41 21 20 
Alter [J] 26,6 (3,2) 30,0 (10,5) 33,8 (12,3) 26,1 (6,6) 
Geschlecht [m/w] 7/5 23/18 15/6 8/12 

FEV1 [%] 99,3 (13,3) 99,0 (13,4) 97,2 (11,9) 100,9 (15,0) 
Tiffeneau [FEV1/VC] 93,9 (6,2) 89,5 (9,2) 85,4 (8,8) 93,6 (7,7) 
MEF50 [%] 112,4 (30,4) 90,1 (23,4) 83,3 (18,3) 96,9 (26,4) 

Out of season    

Subgruppe Kontrollen Allergiker gesamt davon Asthmatiker  davon Nicht-Asthmatiker  

Anzahl [n] 21 38 19 19 
Alter [J] 26,0 (2,8) 30,3 (10,8) 34,6 (12,6) 26,1 (6,6) 
Geschlecht [m/w] 10/11 22/17 14/5 8/12 
FEV1 [%] 103,2 (12,8) 101,7 (15,6) 97,5 (14,6) 105,7 (15,8) 
Tiffeneau [FEV1/VC] 89,9 (7,9) 88,5 (8,1) 84,6 (7,3) 92,2 (7,1) 
MEF50 [%] 98,9 (19,1) 97,1 (29,3) 83,7 (29,4) 109,8(23,5) 

Anmerkung:  Angabe als Mittelwert (SD) 

Da die Lungenvolumina bzw. Normwerte der Spirometrie abhängig von Geschlecht, Alter 

und Gewicht sind, ist zu Vergleichszwecken einerseits ein in Bezug auf diese Faktoren 

möglichst homogenes Probandenkollektiv sinnvoll, zum anderen sollten bei Vergleichen 

ebendiese Abhängigkeiten stets berücksichtigt werden.  

Bei den Allergikern mit Asthma zeigte sich gegenüber den übrigen Probanden sowohl in- als 

auch out-of-season ein statistisch signifikant niedrigerer Tiffeneau-Index (p = 0,002, siehe 

Abbildung 10) sowie erniedrigte Werte für MEF25% (p = 0,0248, siehe Abbildung 11)  und 

MEF50% (p = 0,0038, siehe Abbildung 12). In der Winter-Visite war außerdem der FEV1% 

bei den Probanden mit Asthma signifikant erniedrigt (siehe Abbildung 13).  
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Abbildung 10: Tiffeneau-Index Asthmatiker vs. Nicht-Asthmatiker in der Pollensaison 
Bei den Probanden mit Asthma zeigt sich in-season ein signifikant niedrigerer Tiffeneau-Index als bei den 
Probanden ohne Asthma. 
 

  

Abbildung 11: MEF25% Asthmatiker vs. Nicht-
Asthmatiker in der Pollensaison 
Bei den Asthmatikern zeigt sich ein signifikant 
niedrigerer Wert als bei den Nicht-Asthmatikern.  
 

Abbildung 12: MEF50% Asthmatiker vs. Nicht-
Asthmatiker in der Pollensaison 
Bei den Asthmatikern zeigt sich ein signifikant 
niedrigerer Wert als bei den Nicht-Asthmatikern.  
 

 

Abbildung 13: FEV1% Asthmatiker vs. Nicht-Asthmatiker außerhalb der Pollensaison 
Hier zeigt sich eine signifikante Erniedrigung des FEV1% bei Probanden mit Asthma gegenüber gesunden 
Kontrollprobanden und Allergikern ohne Asthma.  
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3.2.2 Zelldifferenzierung und Korrelation zu klinischen Daten 

Die nach oben genanntem Ablauf erfolgte Zellzählung erbrachte die in der folgenden Tabelle 

dargestellten Ergebnisse:  

Tabelle 6:  
Zelldifferenzierung im Sputum 

in-season   

Subgruppe Kontrollen Allergiker  

Leukozytenzahl x10^4/ml 22,46 (4,5-42,5) 35,16 (6,0-93,5) 
Makrophagen [%] 83,30 (67,88-97,13) 73,35 (10,63-98,13) 
Neutrophile [%] 15,06 (2,38-26,88) 23,48 (1,50-84,13) 
Lymphozyten [%] 1,17 (0,0-4,75) 1,74 (0,0-6,38) 
Eosinophile [%] 0,36 (0,0-1,00) 1,15 (0,0-3,50) 
Basophile [%] 0,11 (0,0-0,25)  0,29 (0,0-2,25) 
   
out-of-season  

Subgruppe Kontrollen Allergiker  

Leukozytenzahl x10^4/ml 18,25 (5,0-45,0) 32,81 (7-149) 
Makrophagen [%] 76,13 (37,13-96,00) 70,18 (14,75-96,13) 
Neutrophile [%] 21,93 (1,50-62,30) 28,25 (2,88-84,13) 
Lymphozyten [%] 0,71 (0,0-2,50) 0,89 (0,13-2,63) 
Eosinophile [%] 0,20 (0,0-0,50) 0,44 (0,0-1,50) 
Basophile [%] 0,05 (0,0-0,25)  0,07 (0,0-0,25) 

Anmerkung: Angabe als Mittelwert (Min., Max.). Dabei gilt p < 0,05 bei Eosinophilen, ansonsten n.s. 

Die Eosinophilenzahl korrelierte dabei bei Probanden mit allergischem Asthma bronchiale in 

der Pollensaison mit dem GINA-Score (Spearman-Korrelationskoeffizient r = -0,388, p = 

0,038, n = 17).  

3.2.3 RQLQ und PSQ 

Während sich im PSQ keine signifikanten Unterschiede bei den jeweiligen Subgruppen 

identifizieren ließen, war im RQLQ-Score in-season ein hochsignifikanter Unterschied (p < 

0,0001) im Sinne von höheren Scores der Allergiker gegenüber den Kontrollprobanden 

festzustellen (siehe Abbildung 14). Darüber hinaus war auch der Vergleich der Scores der 

Allergiker in- vs. out-of-season im RQLQ hoch signifikant (p < 0,0001) mit höheren Werten 

im Sommer (siehe Abbildung 15), bei den Kontrollen hingegen, wie zu erwarten, nicht.  

Dies illustriert den subjektiven Leidensdruck bzw. die Beeinträchtigung der Allergiker und 

unterstreicht die vorgenommene Klassifizierung anhand Anamnese und Allergietests.  
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RQLQ overall Sommer RQLQ Allergiker in vs. out of season 

  

Abbildung 14: RQLQ-Gesamtscore 
Allergiker vs. Kontrollen 
Ein hoher Score steht für eine stärkere 
Beeinträchtigung der Lebensqualität.  
 

Abbildung 15: RQLQ-Gesamtscore in vs. außerhalb der 
Pollensaison bei Allergikern 
 

In der Gegenüberstellung des RQLQ-Gesamtscores bei Allergikern mit vs. ohne SCIT zeigt 

sich in der Pollensaison ein statistisch signifikanter Unterschied (höhere Scores, also stärkere 

Belastung bei Allergikern ohne SCIT, vgl. Abbildung 16). Außerhalb der Pollensaison ist der 

Unterschied nicht signifikant.  

 

Abbildung 16: RQLQ-Gesamtscore in der Pollensaison bei Allergikern mit vs. ohne SCIT 

3.3 Transkriptomanalyse (Microarray) 

Die Schwerpunkte der Transkriptomanalyse wurden auf die Untersuchung der Unterschiede 

zwischen Allergikern und gesunden Kontrollprobanden, die zu beobachtenden 

Veränderungen bei Allergikern mit gegenüber solchen ohne erfolgte spezfische 
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Immuntherapie sowie die Unterschiede von allergischen Probanden mit gegenüber solchen 

ohne allergisches Asthma gelegt.  

Die sogenannte „heatmap“ stellt die Ausprägungsunterschiede der Genexpression zwischen 

zwei Gruppen dar. Dabei dient die Farbskala von blau bei niedriger Expression über grün, 

gelb, orange bis rot bei starker Expression zur Veranschaulichung.  

Zur besseren Identifikation potenzieller Biomarker fokussierten wir die Transkriptomanalyse 

auf solche Faktoren, die vom Bronchialepithel in das Atemwegslumen sekretiert werden 

(„sekretierte Mediatoren“) sowie Transkriptionsfaktoren. 

Zunächst wird im Folgenden jeweils übersichtshalber die Gesamtheit der > 1,5-fach erhöht 

bzw. erniedrigt exprimierten Gene dargestellt, dann spezifischer daraus die Gruppe der durch 

Anwendung der bereits beschriebenen GO-terms identifizierten sekretierten Mediatoren, von 

denen eine Auswahl an besonders interessanten Genen graphisch hervorgehoben und im 

Diskussionsteil näher beleuchtet wird.  

Der „Volcano Plot“ ist eine graphische Darstellung zur Veranschaulichung der Stärke der 

Veränderung der Genexpression (Fold Change) und der Signifikanz im Rahmen der 

statistischen Analyse (p-Wert). Aufgetragen sind die jeweiligen Gene nach –log10 des p-

Wertes (y-Achse) gegen log2 des Fold Changes (x-Achse). 

Jeder Punkt im Volcano Plot repräsentiert ein Gen. Rot dargestellt sind hochregulierte, blau 

dargestellt herunterregulierte Gene, die die Kriterien für den p-Wert erfüllen. Grau dargestellt 

sind solche, deren p-Wert außerhalb des definierten signifikanten Bereiches (p < 0,05) liegt. 

Grün dargestellt hingegen sind die Gene, die die Kriterien des p-Werts erfüllen, die aber nur 

sehr schwach verändert sind, also deren Fold Change außerhalb des definierten Bereichs liegt 

(FC > 1,5).  

Mithilfe des Volcano Plots ist auf einen Blick eine erste Einschätzung möglich, wie viele der 

Werte signifikant (je höher der Punkt, desto kleiner der p-Wert, also desto signifikanter) und 

wie stark die veränderte Exprimierung ist (je weiter außen der Punkt liegt, desto stärker 

verändert ist seine Ausprägung im Vergleich zur Bezugsgruppe). Darüber hinaus können 

durch die Zuordnung des jeweiligen Gens zum entsprechenden Punkt besonders stark 

veränderte und zugleich statistisch signifikante Gene identifiziert werden, die potentiell für 

die weitere Analyse in besonderem Maße interessant sind.  

In Abbildung 17 ist beispielhaft der Volcano Plot für den Vergleich „allergische Rhinitis vs. 

gesunde Probanden“ dargestellt und erläutert. 
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Abbildung 17: Volcano Plot für die Gegenüberstellung der Transkriptome von Probanden mit allergischer 
Rhinitis vs. gesunde Kontrollen 
Rot dargestellt sind Gene, die bei Probanden mit Allergischer Rhinitis mehr als 1,5-fach hochreguliert sind 
gegenüber Kontrollprobanden bei p < 0,05.  
Blau dargestellt sind Gene, die bei Probanden mit Allergischer Rhinitis mehr als 1,5-fach herunterreguliert sind 
gegenüber Kontrollprobanden bei p < 0,05.   
Grün dargestellt sind Gene, die weniger als 1,5-fach hoch-bzw. herunterreguliert sind.  
Grau dargestellt sind Gene, deren Regulation statistisch nicht signifikant ist (p > 0,05).  

3.3.1 Allergiker vs. gesunde Kontrollen  

Für die Gegenüberstellung Allergiker vs. gesunde Kontrollen beschränkten wir uns in der 

Gruppe der Allergiker auf solche ohne SCIT, um die Ergebnisse nicht durch etwaige durch 

die Therapie entstandene Veränderungen zu verzerren.  

In der Pollensaison (vgl. Abbildung 18) sind u. a. die für die gleichnamigen Zytokine 

codierenden Gene CXCL8 = IL8 (FC: 3,3) und CSF1 (FC: 2,2) hochreguliert, zudem das Gen 

für das sekretierte Protein TNFSF14 (FC: 2,0) aus der TNF-Familie und S100A8 (FC: 2,2). 

Herunterreguliert sind u. a. IFNγ (FC: 2,7), TGFß2 (FC: 2,0) und das für das TNF-

Familienmitglied Fas-Ligand codierende Gen FASLG (FC: 2,5). Außerhalb der Pollensaison 
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zeigt sich u. a. eine signifikante Hochregulierung der Gene IL4 (FC: 1,7), IL13RA2 (FC: 1,6), 

IL24 (FC: 1,6), TSLP (FC: 1,8), SERPINB2 (FC: 1,6) und CLCA1 (FC: 3,2) sowie CCL24 = 

Eotaxin2 (FC: 1,6) Herunterreguliert sind u. a. IL15RA (FC: 2,0) und SCGB1A1 (FC: 3,9).  

 
Abbildung 18: Gegenüberstellung der Transkriptome der Allergiker (mit und ohne Asthma; ohne SCIT) vs. 
gesunde Kontrollen in der Pollensaison (a) bzw. außerhalb der Pollensaison (b) 
Links jeweils die Gesamtübersicht aller stärker als 1,5-fach erhöht/vermindert exprimierten Gene, rechts 
daneben jeweils die heatmap für die aus dieser Gesamtheit mittels GO-terms herausgefilterten sekretierten 
Mediatoren. Innerhalb dieser heatmap befinden sich im oberen Abschnitt die in der zweiten Gruppe (rechte 
Spalte, hier: Allergiker) gegenüber der ersten Gruppe (linke Spalte, hier: gesunde Kontrollen) hochregulierten, 
im unteren Abschnitt die jeweils herunterregulierten Gene (sichtbar durch die Farbgebung und verdeutlicht durch 
die seitlichen Klammern, siehe Beschriftung). Ausgewählte Gene werden im Diskussionsteil näher beleuchtet 
und sind zur Hervorhebung rot gekennzeichnet. 
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Daneben erfolgte der Vergleich der Transkriptome bei Probanden mit allergischer Rhinitis, 

aber ohne Asthma gegenüber gesunden Probanden (vgl. Abbildung 19). Hier zeigt sich u. a. 

eine signifikante Hochregulierung der Gene CXCL8 = IL8 (FC: 4,1), CCR1 (FC: 1,6), IL7 

(FC: 2,5), ICAM1 (FC: 2,1) und S100A8 (FC: 2,4).  

Außerhalb der Pollensaison zeigt sich u. a. eine signifikante Hochregulierung von CCL24 = 

Eotaxin2 (FC: 1,7), ICAM1 (FC: 2,0), VEGFA (FC: 2,3), TSLP (FC: 1,8), CLCA1 (FC: 2,9) 

und MMP9 (FC: 2,7). Herunterreguliert ist u. a. das für ein Sekretoglobin-Familienmitglied 

codierende Gen SCGB1A1 (FC: 3,7) und das für das zugehörige Oberflächenprotein 

codierende Gen CD9 (FC: 2,1).  
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Abbildung 19: Gegenüberstellung der Transkriptome der Allergiker ohne Asthma (ohne SCIT) vs. gesunde 
Kontrollen in der Pollensaison (a) bzw. außerhalb der Pollensaison (b) 
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3.3.2 Allergiker mit vs. ohne Asthma  

Für den Vergleich Allergiker mit (“allergische Asthmatiker”) vs. ohne Asthma (“allergische 

Rhinitiker”) (vgl. Abbildung 20) wurden ebenfalls nur Probanden ohne SCIT eingeschlossen, 

um ein klareres Bild ohne Verzerrung durch mögliche Therapieeinflüsse zu bekommen.   

In der Pollensaison zeigt sich bei den Asthmatikern u. a. eine signifikante Hochregulierung 

von CSF1 (FC: 1,6) gegenüber den Probanden ohne Asthma; herunterreguliert sind dagegen 

u. a. die Gene CXCL9 (FC: 5,3), CXCL11 (FC: 2,6), CCL20 (FC: 4,3), IFNγ (FC: 4,0), 

FASLG (FC: 2,8), IL12A (FC: 1,7) und IL15RA (FC: 1,7), TGFß2 (FC: 2,2) sowie IL-32 (FC: 

2,4) und das Gen für den Androgen-Rezeptor (AR) (FC: 4,5).  

Außerhalb der Pollensaison zeigt sich in der Gruppe der allergischen Asthmatiker u. a. eine 

signifikante Hochregulierung der Gene CSF1 (FC: 2,1), CCL1 (FC: 1,9), IL24 (FC: 1,9), 

CXCL12 (FC: 2,3), CD86 (FC: 9,6) und IL22RA2 (FC: 2,4) gegenüber den allergischen 

Rhinitikern. Herunterreguliert sind u. a. die für die entsprechenden Chemokine codierenden 

Gene CCL20 (FC: 2,5) und CXCL9 (FC: 9,6), CXCL10 (FC: 4,0) und CXCL11 (FC: 4,8), 

CCL5 (FC: 6,6) und zudem, wie auch in der Pollensaison, IL32 (FC: 3,4) und IL15RA (FC: 

1,7).    
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Abbildung 20: Gegenüberstellung der Transkriptome der Allergiker mit vs. ohne Asthma (jeweils ohne SCIT) 
in der Pollensaison (a) bzw. außerhalb der Pollensaison (b) 
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3.3.3 Allergiker mit vs. ohne SCIT 

In der folgenden Abbildung (Abbildung 21) sind die Ergebnisse der Gegenüberstellung der 

Genexpression der Gruppen Allergiker mit vs. ohne spezifische Immuntherapie dargestellt. 

Hierbei wurde u. a. auch untersucht, welche Gene für sekretierte Mediatoren stabil in und 

außerhalb der Pollensaison durch die SCIT verstärkt exprimiert werden (vgl. Abbildung 21c).  

In der Pollensaison (siehe Abbildung 21a) zeigt sich bei den Allergikern mit SCIT u. a. eine 

signifikante Hochregulierung der Gene SCGB1A1 (FC: 2,1), IFNγ (FC: 2,9), IL7 (FC: 1,7) 

und IL15RA (FC: 2,4) und des für den Androgenrezeptor codierenden Gens AR (FC: 3,0) 

gegenüber Allergikern ohne SCIT.  Unter anderem herabreguliert sind IL24 (FC: 2,0) und 

CSF1 (FC: 1,8) sowie CXCL8 = IL8 (FC: 3,8) und TNFSF14 (FC: 2,1). 

Außerhalb der Pollensaison (siehe Abbildung 21b) zeigt sich bei den Teilnehmern mit SCIT 

u. a. (wie auch in der Pollensaison, vgl. Abbildung 21c) eine signifikante Hochregulierung der 

Gene IL15RA (FC: 1,6), IL7 (FC: 2,0) und SCGB1A1 (FC: 3,3). Herabreguliert sind u. a. die 

Gene IL24 (FC: 1,8), POSTN (Periostin, FC: 4,3), CLCA1 (FC: 2,2), IL13RA2 (FC: 1,8), 

TNFSF14 (FC: 3,6) und TSLP (FC: 1,6) sowie S100A8 (FC: 2,3).  
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Abbildung 21: Gegenüberstellung der Transkriptome der Allergiker (mit und ohne Asthma) mit SCIT vs. ohne 
SCIT in der Pollensaison (a) bzw. außerhalb der Pollensaison (b) 
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Abbildung 21 c) Durch SCIT (bei Probanden mit allergischer Rhinitis mit oder ohne Asthma) hochregulierte 
Gene sekretierter Mediatoren in bzw. außerhalb der Pollensaison, rechts die 22 sowohl in als auch außerhalb der 
Saison hochregulierten Gene von sekretierten Mediatoren 
 
Außerdem erfolgte eine genauere Betrachtung der Veränderung der Genexpression durch die 

SCIT in der Subgruppe der allergischen Asthmatiker (vgl. Abbildung 22): In der Pollensaison 

(siehe Abbildung 22a) finden sich unter den bei Asthmatikern mit SCIT hochregulierten 

Genen IFNγ (FC: 2,9) und SCGB1A1 (FC: 2,0). Herabreguliert bei Probanden mit SCIT 

gegenüber solchen ohne SCIT sind u. a.  Gene für TH2-Zytokine wie IL5 (FC: 4,1) und IL13 

(FC: 3,4) sowie für weitere an der allergischen Entzündung beteiligte Zyto-und Chemokine 

wie IL17A (FC: 2,7) und IL17F (FC: 2,0), IL24 (FC: 3,0), IL16 (FC: 2,6), CXCL8 = IL8 (FC: 

2,8) und CCL1 (FC: 2,6), zudem IL22RA2 (FC: 2,3), IL5RA (FC: 3,0), CCL26 (FC: 4,6) und 

Inhibin A (INHA) (FC: 2,4).  Außerhalb der Pollensaison (siehe Abbildung 22b) sind bei 

Probanden mit SCIT u. a. die Gene IL15RA (FC: 2,7), IL7 (FC: 2,5) und die für die 

entsprechenden Chemokine codierenden Gene CXCL9 (FC: 12,8), CXCL10 (FC: 8,0) und 

CXCL11 (FC: 25,0) hochreguliert. Vermindert exprimiert sind dagegen u. a. die Gene für die 

entsprechenden Zytokine IL17A (FC: 3,4), IL19 (FC: 4,4), IL24 (FC: 2,4), IL2 (FC: 2,1), IL20 

(FC: 2,9), IL13RA2 (FC: 2,1), IL22RA2 (FC: 4,2); zudem ADAMTS4 (FC: 2,4), CCL1 (FC: 

2,2) und POSTN (Periostin, FC: 7,0).  
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Abbildung 22: Gegenüberstellung der Transkriptome der allergischen Asthmatiker mit vs. ohne SCIT in der 
Pollensaison (a) bzw. außerhalb der Pollensaison (b) 
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3.3.4 Transkriptionsfaktoren  

Durch Anwendung entsprechender GO-terms (vgl. Abschnitt 2.5.2) erfolgte zudem die 

Analyse der Genexpressionsunterschiede in den jeweiligen Subgruppen in Bezug auf die 

Transkriptionsfaktoren.  

In der Gegenüberstellung der Transkriptionsfaktoren bei Allergikern vs. gesunden 

Kontrollprobanden (vgl. Abbildung 23) zeigte sich u. a. das Gen für TCF7 (FC: 2,1) in der 

Pollensaison bei Allergikern signifikant herabreguliert.  

 

Abbildung 23: Regulation der Gene für Transkriptionsfaktoren von Allergikern (mit und ohne Asthma, ohne 
SCIT) vs. gesunde Kontrollen in der Pollensaison (a) bzw. außerhalb der Pollensaison (b) 
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In der Subgruppe der Probanden mit allergischer Rhinitis vs. gesunde Kontrollprobanden 

(siehe Abbildung 24) war in der Pollensaison bei allergischen Rhinitikern u. a. TFE3 (FC: 

1,6) hoch – und außerhalb der Pollensaison PPARG (FC: 1,7) herunterreguliert im Vergleich 

zu Kontrollprobanden. 

 

Abbildung 24 Regulation der Gene für Transkriptionsfaktoren von Allergikern ohne Asthma (ohne SCIT) vs. 
gesunde Kontrollen in der Pollensaison (a) bzw. außerhalb der Pollensaison (b) 
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Auch auf Ebene der Transkriptionsfaktoren erfolgte die Gegenüberstellung Allergiker mit vs. 

ohne Asthma:  

Wie in Abbildung 25 ersichtlich, ist im Vergleich Allergiker mit vs. ohne Asthma in der 

Pollensaison bei Asthmatikern u. a. das Gen TBX21 (FC: 2,6) signifikant herabreguliert, 

außerhalb der Pollensaison ist das Gen FOXI1 (FC: 3,2) hoch – und TCF3 (FC: 1,9) 

herunterreguliert gegenüber Nicht-Asthmatikern.  

 

Abbildung 25: Regulation der Gene für Transkriptionsfaktoren von Allergikern mit vs. ohne Asthma in der 
Pollensaison (a) bzw. außerhalb der Pollensaison (b) 
  



46 Ergebnisse 

Der Vergleich „mit vs. ohne SCIT“ wurde zum einen für die Gesamtgruppe der Allergiker 

durchgeführt, zum anderen für solche mit Asthma: In Abbildung 26 wird veranschaulicht, 

welche Gene für Transkriptionsfaktoren bei Allergikern (mit und ohne Asthma) mit vs. ohne 

SCIT in (u.a. TCF7 (FC: 2,1)) bzw. außerhalb der Saison (u.a. SMAD6 (FC: 1,6) und PPARG 

(FC: 1,7)) bei Probanden mit SCIT hochreguliert sind.  

 

Abbildung 26: Regulation der Gene für Transkriptionsfaktoren von Allergikern (mit und ohne Asthma) mit vs. 
ohne SCIT in der Pollensaison (a) bzw. außerhalb der Pollensaison (b) 
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In der Subgruppe der allergischen Asthmatiker mit vs. ohne SCIT (siehe Abbildung 27) zeigt 

sich außerhalb der Pollensaison bei Asthmatikern mit SCIT u.a. eine verstärkte Expression 

der Gene TCF3 (FC: 2,3), TCF7 (FC: 2,0) und TCF12 (FC: 2,7), dagegen sind die Gene 

FOXI1 (FC: 6,4) und FOXM1 (FC: 2,4) bei Asthmatikern mit SCIT gegenüber solchen ohne 

SCIT vermindert exprimiert.  

 

Abbildung 27:  Regulation der Gene für Transkriptionsfaktoren von allergischen Asthmatikern mit vs. ohne 
SCIT in (a) bzw. außerhalb (b) der Pollensaison 
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3.4 qPCR- Validierung 

Für ausgewählte Gene der Microarrayanalyse mit Potential für Biomarker erfolgte zur 

Validierung die Durchführung einer qRT-PCR nach der im Kapitel „Material und Methoden“ 

(vgl. Abschnitt 2.5.3 Real-time qPCR) beschriebenen Weise durchgeführt. Hierbei zeigten 

sich für SCGB1A1 signifikant höhere Werte bei Probanden mit allergischer Rhinitis mit SCIT 

gegenüber denjenigen ohne SCIT innerhalb (p = 0,041) und außerhalb (p = 0,001) der 

Pollensaison (vgl. Abbildung 28, Abbildung 29). Bei der Subgruppe der Probanden mit 

allergischem Asthma zeigte sich im Trend das selbe Ergebnis, in der Pollensaison mit 

statistischer Signifikanz (p = 0,048), außerhalb der Pollensaison oberhalb des statistischen 

Signifikanzniveaus (p = 0,5179).  

IL24 dagegen zeigte sich sowohl in als auch außerhalb der Saison bei Patienten mit 

allergischer Rhinitis ebenso wie in der Subgruppe der Patienten mit allergischem Asthma mit 

SCIT gegenüber den entsprechenden Vergleichsgruppen ohne SCIT statistisch signifikant 

erniedrigt (allergische Rhinitis mit vs. ohne SCIT in der Pollensaison: p = 0,030, außerhalb 

der Pollensaison: p = 0,015, allergisches Asthma mit vs. ohne SCIT in der Pollensaison: p = 

0,026, außerhalb der Pollensaison: p = 0,043). CCL20 zeigte sich tendenziell bei Allergikern 

ohne SCIT in und außerhalb der Pollensaison geringer exprimiert, jedoch ohne statistische 

Signifikanz zu erreichen.  

 

Abbildung 28:  qPCR SCGB1A, IL24 in der Pollensaison  
Anmerkung: „controls“ = Kontrollprobanden (blaue Farbgebung), „AR“ = Probanden mit allergischer Rhinitis, 
„AA“ = Probanden mit allergischem Asthma, „-AIT“ = ohne SCIT (rote Farbgebung), „+AIT“ = mit SCIT 
(grüne Farbgebung).  
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Abbildung 29: qPCR SCGB1A, IL24 außerhalb der Pollensaison 

3.5 Messung der Proteinspiegel 

In der Messung der Proteinspiegel mittels Elektrochemilumineszenz (MSD Mesoscale) 

zeigten sich Unterschiede bei ausgewählten Zyto- bzw. Chemokinen:  

CCL26 (Eotaxin-3) und IL-5 waren bei Probanden mit allergischer Rhinitis mit 

durchgeführter SCIT erniedrigt gegenüber solchen ohne SCIT (mit p = 0,056 jeweils 

statistisch knapp oberhalb der Signifikanzgrenze, vgl. Abbildung 30 bzw. Abbildung 31)  

  
Abbildung 30: Mesoscale-Messung CCL26 
Anmerkungen: AR = Probanden mit allergischer 
Rhinitis, AA = Probanden mit allergischem Asthma, 
AIT = SCIT 

Abbildung 31: Mesoscale-Messung IL-5  
Anmerkungen: AR = Probanden mit allergischer 
Rhinitis, AA = Probanden mit allergischem Asthma, 
AIT = SCIT 
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Das proinflammatorische Zytokin IL-8 zeigte sich sowohl in der Subgruppe der Probanden 

mit als auch ohne Asthma jeweils erniedrigt bei Probanden mit SCIT gegenüber solchen ohne 

SCIT. In der Subgruppe der Probanden mit allergischer Rhinitis war der Unterschied 

statistisch signifikant (p < 0,05), vgl. Abbildung 32. 

 

Abbildung 32: Mesoscale-Messung IL-8  
Anmerkungen: AR = Probanden mit allergischer Rhinitis, AA = Probanden mit allergischem Asthma, AIT = 
SCIT 
 

Darüber hinaus zeigte sich eine statistisch signifikante inverse Korrelation zwischen 

SCGB1A1 und CCL26 sowie zwischen SCGB1A1 und IL-5 (vgl. Abbildung 33.). 

  

Abbildung 33: inverse Korrelation zwischen SCGB1A1 und CCL26 bzw. IL-5  
 

Bei der Korrelation der Proteinspiegel mit klinischen Daten ergab sich eine positive 

Korrelation (r = 0,387, p = 0,018) zwischen dem IL-24-Proteinspiegel und dem Ergebnis des 

RQLQ-Fragebogens in der Pollensaison, wohingegen die SCGB1A1-Proteinspiegel in der 

Pollensaison negativ mit den Ergebnissen des RQLQ-Fragebogens korrelierten (r = -0,356, p 

= 0,031; vgl. Abbildung 34).  
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Abbildung 34: Korrelationen zwischen IL-24 bzw. SCGB1A1 und RQLQ 
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4 Diskussion 

4.1 Diskussion der Ergebnisse der klinischen Daten 

Lungenfunktion 

Die Auswertung der erhobenen Daten der Lungenfunktionsprüfung belegt eine signifikante 

Einschränkung bei Probanden mit Asthma gegenüber Nicht-Asthmatikern (erniedrigter 

Tiffeneau-Index sowie MEF25% und MEF50% bzw. erniedrigter FEV1%) und untermauert 

somit die anamnestisch erhobenen Angaben bzw. die Einteilung der Probanden in die 

entsprechenden Subgruppen. Die Parameter MEF25% bzw. MEF50% gelten dabei als 

repräsentativ für die Obstruktion der kleinen Atemwege. Dass sich auch bei unseren 

Studienteilnehmern mit Asthma sehr gute FEV1-Werte zeigen, kann durch die gute klinische 

Kontrolle des Asthmas bei diesen Probanden erklärt werden (vgl. GINA-Score).  

RQLQ und PSQ 

Die Ergebnisse des Mini-RQLQ in unserer Studie legen eine eingeschränkte Lebensqualität 

der Allergiker gegenüber den Nicht-Allergikern nahe, insbesondere in der Pollensaison, und 

demonstrieren damit den Einfluss der Erkrankung auf Alltagsleben und Psyche auch bei 

unseren Probanden. 

Zudem zeigt sich eine deutlich geringere Ausprägung dieser Einschränkung der 

Lebensqualität bei Allergikern, die mit einer SCIT therapiert worden sind. Dies untermalt die 

Wirksamkeit der spezifischen Immuntherapie und die Steigerung der Lebensqualität bei 

behandelten Patienten gegenüber solchen ohne SCIT.  

Im PSQ, einem validierten Fragebogen zur Stresswahrnehmung (Fliege et al., 2005; 

Levenstein et al., 1993) hingegen konnten in dieser Arbeit keine signifikanten Unterschiede in 

den Probandengruppen nachgewiesen werden. In der Literatur gibt es zum aktuellen 

Zeitpunkt keine entsprechenden Studien zu möglichen Korrelationen zwischen PSQ-Score 

und Allergischer Rhinitis bzw. Asthma.  

GINA-Score  

Die Auswertung der erhobenen Daten bezüglich der Schwere und Kontrolliertheit der 

asthmatischen Symptome zeigte trotz der Tatsache, dass bei der Mehrheit der Betroffenen das 

Asthma kontrolliert war, einen Unterschied in-season gegenüber out-of-season: In der 

Pollenflugsaison ergaben sich höhere GINA-Scores als in der Winter-Visite (statistisch nicht 
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signifikant), es kam also, wie es bei allergischem Asthma zu erwarten ist, in der Zeit des 

Pollenflugs zu einer Verschlechterung der Symptomatik (vgl. Abbildung 9). 

Gesamt-IgE  

Das erhöhte Gesamt-IgE bei Probanden mit Allergien ist konsistent mit den Erwartungen. 

Wie auch in der Literatur beschrieben (Renz et al., 2010), ist bei unserem Probanden mit 

schwerer Atopischer Dermatitis das Gesamt-IgE besonders deutlich erhöht (> 5.000 kU/l), 

auch im Vergleich zu den anderen Allergikern.  

Die Aussagekraft des Gesamt-IgE-Wertes  ist jedoch begrenzt; so ist weder ein hoher Wert 

beweisend für das Vorliegen einer Atopie, noch ein niedriger Wert zum Ausschluss einer 

Atopie geeignet (Renz et al., 2010). 

Zellzählung  

Sowohl in als auch außerhalb der Pollensaison zeigen sich für Allergiker niedrigere 

Makrophagen- und höhere Neutrophilen-, Lymphozyten-, Eosinophilen- und 

Basophilenzahlen im Vergleich zu nicht-allergischen Kontrollprobanden (vgl. Tabelle 6), mit 

statistischer Signifikanz bei den Eosinophilenzahlen in und außerhalb der Saison. Die 

Korrelation zwischen Eosinophilenzahl und GINA-Score bei allergischen Asthmatikern in der 

Pollensaison unterstreicht die klinische Relevanz der Zellzahlerhebung.   

4.2  Diskussion der Ergebnisse der Transkriptomanalyse 

4.2.1 Allergiker vs. gesunde Kontrollen  

4.2.1.1 Allergiker (mit und ohne Asthma) ohne SCIT vs. gesunde Kontrollen 

Um Rückschlüsse auf die Genexpression bei Allergikern im Vergleich zu gesunden 

Probanden zu ziehen, stellten wir die Transkriptome von nicht mit SCIT vorbehandelten 

Probanden mit allergischer Rhinitis und/oder allergischem Asthma bronchiale denen der 

nicht-allergischen Kontrollprobanden gegenüber (vgl. Abbildung 18).  

In der Pollensaison (vgl. Abbildung 18a) zeigte sich hier unter anderem bei den Allergikern 

eine erhöhte Exprimierung von CXCL8 = IL8, das chemotaktisch auf Neutrophile wirkt. 

Neutrophile Granulozyten setzen im Rahmen der Entwicklung des allergischen Asthmas viele 

Entzündungsmediatoren frei und tragen durch Produktion von Faktoren wie 

Metalloproteinasen (z. B. MMP-9), Elastase, Lactoferrin und Myeloperoxidase zur 
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asthmatischen Reaktion bei (Monteseirin, 2009). Die klinische Relevanz wird u. a. darin 

deutlich, dass die Neutrophilie in den Atemwegen bei allergischen Atemwegserkrankungen 

mit der Schwere der Atemwegsobstruktion zu korrelieren scheint (Park et al., 2006). Für die 

Migration der Neutrophilen aus dem Kreislaufsystem zu den Atemwegen ist IL-8 maßgeblich. 

In der Literatur wird eine erhöhte IL-8-Gen- sowie Proteinexpression bei Asthmatikern im 

Bronchialepithel bzw. erhöhte IL-8-Level in bronchoalveolärer Lavage beschrieben (Marini et 

al., 1992; Nocker et al., 1996). Die verstärkte Genexpression konnte hier nun auch im Sputum 

gezeigt werden. Insbesondere wenige Stunden nach Allergenexposition scheint es bei 

Betroffenen zum Anstieg von IL-8 und der lokalen Neutrophilenzahl zu kommen (Nocker et 

al., 1996), was erklären könnte, warum in unserer Analyse die vermehrte IL8-Expression in 

der Pollensaison (bei entsprechender Exposition) signifikant nachweisbar ist, außerhalb der 

Saison jedoch nicht.  

CSF-1 (Colony-stimulating-factor-1, M-CSF) hat essentielle Funktionen für Wachstum, 

Überleben und Differenzierung von Monozyten/Makrophagen und Dendritischen Zellen. 

Diese sind als Antigen-präsentierende Zellen gleichsam die Initiatoren der Immunantwort bei 

der allergischen Reaktion, sodass die Hochregulation der CSF1-Genexpression bei 

Allergikern gegenüber Kontrollprobanden stimmig erscheint. Außerdem wird durch CSF-1 

auf Monozyten die Expression des extrazellulären P2X7- ATP-Rezeptors hochreguliert 

(Zhang et al., 2005), der die inflammatorische Wirkung der Dendritischen Zellen und 

Makrophagen so reguliert, dass die Entwicklung einer TH2-Antwort gegenüber einer TH1-

Antwort favorisiert wird (la Sala et al., 2003). Insofern könnte die vermehrte Expression von 

CSF1 in der Gruppe der Allergiker möglicherweise auch mit einer TH2-Prädominanz bei 

allergischen Probanden im Zusammenhang stehen. Darüber hinaus ist der CSF-1-Rezeptor 

insofern von besonderem Interesse im Rahmen der Asthma-Forschung, als Gen-

Polymorphismen mit der Entwicklung des allergischen Asthmas in Verbindung gebracht 

werden (Shin et al., 2010). 

Unter den hochregulierten Genen war auch S100A8. Das zugehörige Calcium-bindende 

Protein kommt in hohen Konzentrationen im Zytosol von Neutrophilen und Monozyten und 

bei Inflammation extrazellulär vor (Ryckman et al., 2003) und induziert die Sekretion 

mehrerer proinflammatorischer Zytokine, darunter IL-6, das u. a. antiapoptotisch auf T-

Lymphozyten wirkt, das für Neutrophile chemotaktische  IL-8, und IL-1ß, das auf 

Neutrophile stimulierend wirkt und wiederum die IL-6-Freisetzung triggert (Simard et al., 

2013). Zudem ist über S100A8 von einer stimulierenden Rolle im Rahmen der Immunantwort 

beim Bäckerasthma berichtet worden (Pham et al., 2015). Auch scheint S100A8 neben 
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S100A9 und S100A12 maßgeblich an der Induktion der Produktion von MUC5AC in 

Atemwegs-Epithelzellen beteiligt zu sein (Kang et al., 2015) - ein wichtiges Atemwegs-

Muzin, das auch für die bronchiale Hyperreagibilität eine wichtige Rolle spielt  (Evans et al., 

2015) - und somit eng in Zusammenhang mit der Schleim-Überproduktion beim Asthma 

bronchiale zu stehen.  

Zudem fällt die erhöhte Expression von TNFSF14 (= LIGHT) auf, von dem gezeigt worden 

ist, dass es das Zytokin TSLP (= thymic stromal lymphopoietin) in bronchialen Epithelzellen 

hochreguliert (Herro et al., 2015). Außerhalb der Pollensaison ist bei den allergischen 

Probanden auch TSLP selbst verstärkt nachzuweisen. TSLP wird u. a. von Epithelzellen 

gebildet und aktiviert und spielt eine Rolle in der frühen Phase der TH2-Inflammation, 

insbesondere der Infiltration bzw. Funktion von Eosinophilen und ILC2-Lymphozyten 

(Miljkovic et al., 2014). Es bewirkt die Ausreifung Dendritischer Zellen und reguliert unter 

anderem den OX-40-Ligand hoch, was wiederum den Dendritischen Zellen ermöglicht, naive 

CD4+ T-Zellen zur Differenzierung zu TH2-Zellen zu stimulieren (West et al., 2012). TH2-

assoziierte Zytokine wie IL-4 oder IL-13 wiederum induzieren die TSLP-Expression (Kato et 

al., 2007). In einer Studie von Ying et al. zeigte sich, dass die Anzahl TSLP-mRNA-

exprimierender Zellen im bronchialen Epithel und der Submucosa bei Asthmatikern im 

Vergleich zu Kontrollen signifikant erhöht ist, wobei die TSLP-Konzentrationen mit erhöhter 

TH2-Antwort und Schwere der Erkrankung korrelieren (Ying et al., 2005). 

TSLP gilt darüber hinaus als bedeutender Effektor der Fibrosierung der Lunge, auch im 

Rahmen des allergischen Asthmas, wo es in hohen Konzentrationen zu finden ist (Herro et al., 

2015). Ihm wird mittlerweile eine Schlüsselfunktion in der Pathogenese des allergischen 

Asthmas zugeschrieben. So konnte im Mausmodell gezeigt werden, dass eine Überexpression 

von TSLP in der Lunge zur Entwicklung einer schweren Atemwegsentzündung und 

bronchialer Hyperreagibilität führt (Zhou et al., 2005). 

Die erhöhten TNFSF14- bzw. TSLP- mRNA-Level im Sputum bei Allergikern gegenüber 

Kontrollprobanden passen insofern sehr gut zu diesen Annahmen.  

Außerhalb der Pollensaison (vgl. Abbildung 18b) sind mit hochreguliertem IL4 und IL13RA2 

typische Zeichen einer TH2-Dominanz bei den Allergikern erkennbar. Dies ist konsistent mit 

anderen Untersuchungen zur Regulation dieser Zytokine in bronchialem Sputum, die erhöhte 

IL4- und IL13-mRNA-Expression bei Asthmatikern nachwiesen (Truyen et al., 2006). Anders 

als erwartet, ließen sich diese Veränderungen interessanterweise in der Pollensaison nicht 

darstellen. Bezüglich IL-4 ist jedoch auch in anderen Studien eine derartig unterschiedliche 
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Expression in bzw. außerhalb der Pollensaison aufgefallen, etwa ein gegenüber gesunden 

Kontrollen verminderter nasaler IL-4-Spiegel bei Probanden mit allergischer Rhinitis in der 

Saison gegenüber erhöhtem IL-4-Spiegel nach einmaliger nasaler Allergenprovokation 

außerhalb der Saison (Baumann et al., 2013).  

Dazu passt das hier bei Allergikern ebenfalls hoch exprimierte Gen für IL-24, welches von 

IL-4 hoch und von IFN-γ herunterreguliert wird. In der Literatur ist es bereits im Blut und im 

nasalen Sekret, nicht jedoch im Sputum erhöht nachgewiesen und hierbei als möglicher 

Biomarker für die Inflammation und TH2-Polarisierung des Atemwegsepithels charakterisiert 

worden (U. M. Zissler et al., 2016). 

Ähnlich lässt sich die erhöhte Genexpression von CLCA1 (codierend für einen Chloridkanal) 

und SerpinB2 (codierend für ein Mitglied der Serpin-Proteasen) bei Allergikern interpretieren: 

Woodruff et al. beschrieben CLCA1 und SerpinB2 als spezifisch bei Asthmatikern verstärkt 

induzierte epitheliale Gene, die durch IL-13 reguliert werden und somit als Surrogatmarker 

für TH2-geführte Atemwegsentzündung dienen (Woodruff et al., 2007; Woodruff et al., 

2009). 

CCL24 (= Eotaxin2) war ebenfalls in unserer Analyse out-of-season bei den Allergikern 

erhöht. Diesem Chemokin wird eine wichtige Rolle bei der Chemotaxis und Aktivierung von 

Eosinophilen im allergischen Asthma zugeschrieben. Darüber hinaus könnte CCL24 durch 

Stimulation der Fibroblastenproliferation und Kollagensynthese auch beim sogenannten 

Remodeling der Atemwege eine Rolle spielen (Kohan et al., 2010). 

Erhöhte Eotaxin2-mRNA in bronchoalveolärer Lavage bzw. Atemwegsepithel- Abbürstungen 

bei Asthmatikern wurden bereits nachgewiesen und korrelierten hier mit Sputum-

Eosinophilenzahl, Schweregrad und Kontrolliertheit des Asthmas (erniedrigtem FEV1 und 

vermehrten Asthmaexazerbationen) (Coleman et al., 2012). Unsere Ergebnisse zeigen, dass 

Eotaxin2-mRNA auch auf wenig invasive Art, im induzierten Sputum, bei Allergikern 

vermehrt nachweisbar ist.  

Vermindert exprimiert war in-season bei Allergikern IFNγ.  Auch dies ist konsistent mit 

vorherigen Untersuchungen, die relativ höhere IFNγ-mRNA-Expression in der PCR auch im 

Sputum von gesunden Kontrollen gegenüber Asthmatikern nachweisen konnten (Truyen et 

al., 2006). 
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Die bei Allergikern verminderte Genexpression von IL15RA, das mit TH1-führenden 

Lungenerkrankungen assoziiert ist (Muro et al., 2001), kann als weiteres Beispiel für die 

Verschiebung des TH2/TH1-Gleichgewichts gesehen werden.  

Die Erniedrigung der TGFß2-Expression bei Allergikern in-season könnte das Korrelat einer 

verminderten Kontrolle des T-Zell-vermittelten Entzündungsgeschehens durch Treg-Zellen 

bei Allergikern darstellen. So konnte in vorherigen Studien gezeigt werden, dass TGFß2 die 

FoxP3-Expression in T-Vorläuferzellen triggert und zur Bildung von Tregs beiträgt (Fu et al., 

2004). Andererseits ist TGFß ein wichtiges von Tregs produziertes Zytokin. Das Verhältnis 

vorhandener Treg-Zellen zu TH2-Zellen ist bei Allergikern anders als bei Nicht-Allergikern 

und könnte eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung von Allergien spielen (M. Akdis et 

al., 2004). So spricht einiges dafür, dass bei Allergikern die Anzahl oder Funktion der Tregs 

mangelhaft ausgeprägt ist und dieser Zustand mitverantwortlich in der Genese der 

allergischen Erkrankung ist (Robinson, 2009). 

Interessant ist zudem die erniedrigte Expression des Fas-Liganden (FASLG) in der 

Pollensaison bei den Allergikern. Das Fas/Fas-Ligand-System ist essentiell für die Apoptose 

und Homöostase der T-Zellen, sodass spekuliert werden kann, dass möglicherweise bei 

Allergikern die T-Zell-Regulation über diesen Weg gestört ist, die T-Zellen gleichsam 

ungebremst, „überaktiv“ sind.  

Einige der beschriebenen Veränderungen lassen sich interessanterweise lediglich in bzw. 

außerhalb der Pollensaison nachweisen. Zu bedenken ist hierbei immer, dass die 

Genexpression durch eine Vielzahl von Variablen beeinflusst wird und die hier untersuchten 

Materialien lediglich eine Momentaufnahme widerspiegeln. Zudem kommt es durch die 

Grenzen für statistische Signifikanz zu Einschränkungen, sodass möglicherweise Tendenzen, 

die sich tatsächlich sowohl in als auch außerhalb der Pollensaison zeigen, zu einem der beiden 

Zeitpunkte knapp das Signifikanzniveau überschreiten und deshalb in der entsprechenden 

„heatmap“ nicht dargestellt werden. Aufgrund dessen sollten diese Differenzen nicht 

überinterpretiert werden – zugleich ist es aber interessant, welche der Marker unabhängig 

vom Zeitpunkt entsprechend exprimiert werden und sich damit als möglicherweise stabilere 

oder verlässlichere Marker präsentieren (vgl. etwa Abschnitt 3.3.3 im Ergebnisteil).   

Abgesehen davon ist es durchaus denkbar, dass etwa das TH1/TH2-Gleichgewicht 

jahreszeitlichen Schwankungen unterliegt, die bisher nicht im Detail erforscht worden sind. In 

einer finnischen Studie wurde bereits 1993 bei gesunden Probanden im Winter eine höhere 

IFN-γ-Produktion als im Sommer beobachtet (Katila et al., 1993). Bakhru et al. berichten von 
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einer schwächeren TH1-Antwort in PBMCs bei gesunden Kontrollen in der Pollensaison 

gegenüber außerhalb der Pollensaison (Bakhru, 2014).  

Würde es sich im Sputum und auf Transkriptomebene ebenso verhalten, könnte das etwa 

bedeuten, dass eine TH1-Abschwächung bei Allergikern gegenüber Kontrollen außerhalb der 

Saison dann weniger deutlich wird als in der Saison, da die Bezugsgröße (Ausprägung der 

TH1-Antwort bei gesunden Kontrollen) und damit die Differenz zur Vergleichsgruppe je nach 

Saison unterschiedlich ist. Rein hypothetisch könnte dies etwa eine Erklärung dafür sein, dass 

IFNγ in der vorliegenden Analyse bei Allergikern gegenüber Kontrollen in der Pollensaison 

signifikant erniedrigt ist, außerhalb der Saison jedoch nicht. Geht man von der Annahme aus, 

dass bei saisonaler Allergie in der Pollensaison die TH2-Dominanz stärker ausgeprägt ist als 

außerhalb der Saison, wäre das darüber hinaus eine plausible Erklärung dafür, dass damit 

wiederum IFNγ als Repräsentant der TH1-Antwort nur in der Saison bei Allergikern 

signifikant niedriger ist als bei Kontrollprobanden, da außerhalb der Saison das TH1/TH2-

Gleichgewicht weniger Richtung TH2 verschoben ist.  

Zusammengefasst sind auf Transkriptomebene neben Korrelaten der verstärkten 

Entzündungsaktivität bei Allergikern (z. B. IL8, S100A8, CCL24 hochreguliert) und des 

Atemwegs-Remodelings (TNFSF14, TSLP hochreguliert) auch mögliche Zeichen einer 

verminderten T-Zell-Kontrolle (TGFß2, FASLG herunterreguliert) und einer TH2-

Prädominanz (CSF1, IL4, IL13RA2, IL24, CLCA1 und SerpinB2 hochreguliert; IFNγ, IL15RA 

herunterreguliert) nachvollziehbar. 

4.2.1.2 Veränderungen bei allergischer Rhinitis (ohne Asthma) vs. gesunde 

Kontrollen 

Um herauszufinden, welche Gene im Sputum bei Teilnehmern mit allergischer Rhinitis, 

jedoch ohne Asthma bronchiale, verändert exprimiert werden, analysierten wir die 

Unterschiede bei allergischen Rhinitikern ohne Asthma und ohne SCIT vs. gesunde 

Kontrollprobanden (vgl. Abbildung 19). Hier zeigte sich, dass oben bereits beschriebene 

Marker wie TSLP, CCL24 und lL8 bei Probanden mit allergischer Rhinitis gegenüber 

Kontrollprobanden erhöht waren, ebenso S100A8, CSF1 und CLCA1.  

Das ebenfalls bei allergischen Rhinitikern erhöhte IL7 ist nicht nur wichtig für die 

Entwicklung von B-und T-Lymphozyten, sondern auch für die Entwicklung und Funktion der 

ILC (innate lymphoid cells), unter anderem ILC2, die eine Rolle bei der Initiation der Typ-2-

Immunität spielen und TH2-Zytokine wie IL-4, IL-5 und IL-13 produzieren, aber auch zu 
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chronischen Prozessen wie Fibrose beitragen können und in der Pathophysiologie des Asthma 

bronchiale eine wichtige Rolle einzunehmen scheinen (McKenzie, 2014; Yu et al., 2014).  

ICAM-1 ist ein Adhäsionsmolekül, das für die Adhäsion inflammatorischer Zellen ans 

Gefäßendothel, extrazelluläre Matrix und Epithel wichtig ist. Darüber hinaus vermittelt es 

aber auch T-Zell-Kontakte und Interaktionen zwischen B-und T-Zellen. Erhöhte ICAM-1-

Expression auf der Oberfläche von T-Zellen im Atemwegslumen konnte bei Asthma  

nachgewiesen werden (Stanciu & Djukanovic, 1998). Die ICAM-1-Expression in nasalen 

Epithelzellen im Rahmen einer allergischen Reaktion wird als wichtiger Marker der 

allergischen Entzündung gesehen und der Spiegel von löslichem ICAM-1 im nasalen Sekret 

zeigte sich in der Literatur signifikant höher bei Patienten mit allergischer Rhinitis als bei 

Gesunden (Gilain et al., 2000). In der vorliegenden Analyse zeigte sich die Expression von 

ICAM1 im Sputum bei Probanden mit allergischer Rhinitis innerhalb und außerhalb der 

Pollensaison höher als bei gesunden Kontrollprobanden (vgl. Abbildung 19). 

Interessant ist darüber hinaus die Funktion von ICAM-1 als Haupt-Rezeptor für Rhinoviren 

(Greve et al., 1989). Rhinovirus-Infektionen sind nicht nur die häufigste Ursache für viral 

induzierte Asthma-Exacerbationen (Beale et al., 2014), sondern wirken auch in Hinblick auf 

das Risiko der Entwicklung eines Asthma bronchiale synergistisch mit der allergischen 

Atemwegsentzündung (Gavala et al., 2011). Viel deutet darauf hin, dass die Koinzidenz nicht 

nur darauf zurückzuführen ist, dass Personen mit allergischer Rhinitis bzw. Asthma aufgrund 

ihrer Vorerkrankung prädisponiert für Rhinovirusinfektionen sind, sondern im kausal 

umgekehrten Sinne Rhinovirusinfektionen einen pathogenetisch relevanten Faktor für die 

Asthma-Entstehung darstellen: durch die Rhinovirus-Infektion kommt es zur Stimulation von 

IL-4, IL-13 und Eotaxin-Produktion, zur Einwanderung von Entzündungszellen wie 

Makrophagen, Neutrophilen und Eosinophilen, und damit einhergehend zum Anstieg von 

VEGF, TGFß und anderen Faktoren, die auch beim Remodeling der Atemwege beim Asthma 

eine Rolle spielen (Stone & Miller, 2015). Die Hochregulation der ICAM1-Expression im 

bronchialen Epithel wird als einer der pathogenetischen Mechanismen für die viral-induzierte 

Asthma-Exacerbation gesehen (Murray et al., 2004). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, 

dass intranasal verabreichte HRV2A- Proteinase (Human rhinovirus proteinase 2A) eine 

allergische Atemwegsreaktion induzierte (Singh et al., 2010). Vor dem Hintergrund ist es 

spannend, dass ICAM1 hier im Sputum bei allergischer Rhnitis jahreszeitenunabhängig 

verstärkt exprimiert ist. Einerseits könnte spekuliert werden, dass Personen mit allergischer 

Rhinitis dadurch möglicherweise in erhöhtem Maße anfällig für Rhinovirus-Infektionen sind, 
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andererseits könnte hierin wiederum ein möglicher Weg der “Bahnung” hin zur Asthma-

Entwicklung bei vorbestehender allergischer Rhinitis zum Ausdruck kommen. 

VEGF ist ein Protein, dass die Gefäßpermeabilität erhöht und die Zellteilung von 

Endothelzellen induziert. In der Forschung über Allergische Rhinitis wurde 2002 erstmals von 

Benson et al. über die mögliche Bedeutung von VEGF als Mediator berichtet: Die VEGFA-

Genexpression in nasalen Biopsien bei Patienten mit symptomatischer saisonaler allergischer 

Rhinitis gegenüber Kontrollprobanden war hier erhöht (Benson et al., 2002). Bei 

Asthmatikern konnten erhöhte VEGF-Level in den unteren Atemwegen nachgewiesen 

werden. Auch in nasalen Sekreten waren die VEGF-Spiegel bei allergischen Probanden 

erhöht, insbesondere nach Provokation (Matsune, 2012). Im Mausmodell konnte demonstriert 

werden, wie VEGF, produziert von Epithel-und TH2-Zellen, durch Stimulation des 

vaskulären und des Atemwegs-Remodelings, Aktivierung dendritischer Zellen und 

Stimulation der TH2-Antwort einen Asthma-gleichen Phänotyp mit 

Atemwegshyperreagibilität, Ödem und Muskelhyperplasie induziert (Lee et al., 2004). VEGF 

scheint somit ein attraktives Ziel für Prävention bzw. Therapie von Asthma und anderen TH2-

dominierten Störungen darzustellen.  

Bei unseren Probanden mit allergischer Rhinitis zeigt sich eine verstärkte Genexpression von 

VEGFA, einem Hauptvertreter der VEGF-Familie, gegenüber nicht-allergischen 

Kontrollprobanden.  

MMP-9 gehört zur Familie der von Epithelzellen, Entzündungszellen und Fibroblasten 

sekretierten Endopeptidasen und ermöglicht durch Degradation extrazellulärer Matrix-

Proteine etwa das Übertreten durch Kapillarwand und Interstitium, was zur Rekrutierung und 

Migration zirkulierender Entzündungszellen wie Eosinophilen zum Ort der Inflammation 

unerlässlich ist. Sie sind somit Effektoren des Remodelings (Mori et al., 2012). Eine erhöhte 

MMP-9-Expression ist in nasaler Schleimhaut von Allergikern (Mori et al., 2012) und auch in 

Sputum und bronchialen Biopsien von Asthmatikern in erhöhter Konzentration nachgewiesen 

worden (Hoshino et al., 1998; Vignola et al., 1998). MMP-9 gilt als potenzieller im Sputum 

nachweisbarer Biomarker für das bei chronischem Asthma stattfindende Remodeling des 

Atemwegsepithels (Cataldo et al., 2002). In unserer Analyse zeigte sich eine erhöhte MMP9-

Genexpression bei Probanden mit allergischer Rhinitis gegenüber Kontrollprobanden. 

Ein weiteres hier bei Probanden mit allergischer Rhinitis erhöht exprimiertes Gen ist CCR1. 

Der hierdurch codierte Chemokinrezeptor, an den v. a. CCL15, aber auch CCL5 (RANTES) 

bindet, wird u. a. von Monozyten, Makrophagen, Dendritischen Zellen, T- und B- Zellen und 
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auch von der glatten Atemwegsmuskulatur exprimiert. CCR1 scheint nicht nur durch einen 

direkten Effekt auf die Leukozyten-Chemotaxis, sondern auch durch Modulation des 

TH1/TH2-Zytokin-Gleichgewichts die Immunantwort zu beeinflussen (Shimizu & Dobashi, 

2012). Im Mausmodell konnte gezeigt werden, dass bei CCR1-defizienten Mäusen die 

Atemwegs-Hyperreaktivität und TH2-Zytokinproduktion deutlich abnahm (Schaller et al., 

2008).  

Vermindert exprimiert bei Probanden mit allergischer Rhinitis gegenüber Kontrollen war u. a. 

SCGB1A1, auf das im Abschnitt 4.2.3.1 genauer eingegangen wird. Zudem war CD9 

herabreguliert, das in der Literatur mit IL-10-produzierenden B-regulatorischen Zellen in 

Verbindung gebracht wird (Braza et al., 2015; Sun et al., 2015). Eine verminderte Expression 

von CD9 könnte also möglicherweise auf eine verminderte Aktivität der regulatorischen B-

Zellen bei Rhinitikern gegenüber Gesunden hindeuten. Hier wären aber letztlich funktionelle 

oder immunmorphologische Studien nötig. Bekannt ist, dass es bei Breg-Defizit zur Zunahme 

der allergischen Inflammation kommt (Lundy et al., 2005).  

Stellt man das Genexpressionsmuster der Allergiker vs. gesunde Kontrollen unter Einbezug 

der Asthmatiker dem unter Ausschluss der Asthmatiker vergleichend gegenüber, zeigt sich, 

dass viele der beobachteten Auffälligkeiten nicht ans Asthma gekoppelt zu sein scheinen. So 

kommt es auch bei Nicht-Asthmatikern zu einer verstärkten Expression zahlreicher Gene, die 

für in die allergische Entzündung einbezogene Proteine codieren, etwa IL8, S100A8, CCL24, 

SCGB1A1 und CSF1. Interessanterweise sind aber auch einige Gene gleichsinnig verändert, 

die vorwiegend mit dem Remodeling der Atemwege beim Asthma in Verbindung gebracht 

werden, etwa TSLP und MMP9. Dahingegen erscheint die Ausprägung solcher Gene, die als 

Korrelat der TH2-Prädominanz gesehen werden können, bei der Untergruppe der Rhinitiker 

nicht mehr so deutlich verändert wie bei der Gesamtheit der Allergiker, sodass die Vermutung 

naheliegt, dass die TH1/TH2-Dysbalance im Kollektiv der Asthmatiker im Sputum 

möglicherweise stärker auf Transkriptomebene nachvollziehbar ist als im Kollektiv der nicht-

asthmatischen Rhinitiker.  

Die beschriebenen Veränderungen auf Transkriptomebene deuten zusammengefasst darauf 

hin, dass bei Patienten mit allergischer Rhinitis bereits auch die unteren Atemwege in einer 

Weise verändert sind, die in Richtung allergisches Asthma deutet, selbst wenn die Patienten 

subjektiv und klinisch noch keinerlei Hinweis auf ein solches haben. Dies illustriert die 

Vorstellung, dass allergische Rhinitis nicht nur ein Risikofaktor für die Entwicklung eines 

Asthma bronchiale darstellt, sondern darüber hinaus gleichsam eine latente, subklinische 
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Inflammation auch der unteren Atemwege mit sich bringt. Sollte sich in zukünftigen 

Untersuchungen eine Korrelation der oben beschriebenen Transkriptommuster zum weiteren 

Krankheitsverlauf herausstellen, könnte sich eine prognostische Bedeutung ergeben (etwa die 

Wahrscheinlichkeit der Entwicklung eines allergischen Asthma bronchiale bei bestimmter 

Expression der jeweiligen Marker). Darüber hinaus könnte potentiell durch einen Nachweis 

der Reversibilität der jeweiligen Expressionsveränderungen durch die SCIT auf molekularer 

Ebene ein Korrelat für den Asthma-präventiven Effekt der SCIT bei Probanden mit 

allergischer Rhinitis (Jacobsen et al., 2012) nachvollzogen werden. 

4.2.2 Allergiker mit vs. ohne Asthma  

Um Unterschiede im Genprofil der Allergiker mit Asthma gegenüber solchen Allergikern, die 

an allergischer Rhinitis, aber nicht an Asthma leiden, genauer zu untersuchen, erfolgte der 

Vergleich dieser beiden Subgruppen, jeweils bei Probanden ohne SCIT.  

Bereits im Vergleich Allergiker vs. gesunde Kontrollen war eine verstärkte Expression des 

CSF1-Gens festzustellen, das für ein für die Produktion, Differenzierung und Funktion von 

Makrophagen wichtiges Protein codiert. Diese verstärkte Expression ist auch bei Allergikern 

mit gegenüber solchen ohne Asthma nachweisbar (vgl. Abbildung 20). 

Auch CCL1, das chemotaktisch auf TH2-Zellen wirkt, war bei Probanden mit Asthma 

verstärkt exprimiert (vgl. hierzu geringere Expression von CCL1 bei Asthmatikern mit SCIT, 

Abschnitt 4.2.3.2). 

Interessant ist auch die erhöhte Exprimierung von CXCL12 (= SDF1A) bei Asthmatikern. 

Dieses Chemokin hat multiple Funktionen, etwa in der Embryogenese, im Tumorwachstum, 

aber auch in der inflammatorischen Antwort, indem es chemotaktisch auf Monozyten und 

Lymphozyten wirkt. Die Neutralisierung von CXCL-12 oder seinem Rezeptor CXCR-4 führte 

im experimentellen Setting bei Mäusen zu einer signifikanten Abnahme der allergischen 

Entzündung, der Eosinophilie in bronchoalveolärer Lavage und der bronchialen 

Hyperreaktivität (Gonzalo et al., 2000). Dass die Expression bei Asthmatikern höher ist als 

bei nicht-asthmatischen Rhinitikern, kann für eine allgemein stärkere lokale Entzündung bei 

dieser Subgruppe sprechen, oder daran liegen, dass CXCL-12 im Speziellen bei allergischem 

Asthma eine größere Rolle spielt als bei allergischer Rhinitis.  

IL24, das bei unseren allergischen Probanden höher exprimiert war als bei gesunden 

Kontrollprobanden (vgl. Abschnitt 4.2.1), scheint dabei innerhalb der Gruppe der Allergiker 
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im bronchialen Sputum bei den Asthmatikern stärker als bei den nicht-asthmatischen 

Rhinitikern exprimiert zu werden. Als unter anderem von TH2-Zellen produziertes Zytokin ist 

dies mit der Vorstellung, dass bei Asthmatikern lokal in den Atemwegen eine stärkere TH2-

Immunreaktion vorliegt als bei nicht-asthmatischen Rhinitikern, gut vereinbar.  

Dazu stimmig kann auch die bei Asthmatikern geringere Expression der Gene für die 

Mediatoren IL-15RA, CCL20, CXCL-9,-10 und -11 interpretiert werden, die IFN-γ -induziert 

und damit im weiteren Sinne als Vertreter der TH1-Antwort gesehen werden können – was 

für eine relativ stärkere TH2-Prädominanz gegenüber TH1 bei den Asthmatikern als bei den 

Rhinitikern ohne Asthma am Ort der Sputumgewinnung, also dem unteren Atemwegstrakt, 

spricht. Ähnlich kann auch gedeutet werden, dass in unserer Analyse IL12A bei Asthmatikern 

weniger stark exprimiert ist als bei nicht-asthmatischen Rhinitikern. IL-12A ist eine 

Untereinheit des Zytokins IL-12, welches wiederum über Aktivierung von STAT4 

unverzichtbar für die Differenzierung von naiven T- zu TH1-Zellen ist (Athie-Morales et al., 

2004).  

Auch CD86, das im Mausmodell auf dendritischen Zellen die Differenzierung Richtung TH2-

Zellen fördert und in der Interaktion zwischen TH2-und B-Zellen als Co-Stimulator essentiell 

ist (J. G. Li et al., 2016; Nakajima et al., 1997), ist in unserer Studie bei Asthmatikern 

hochreguliert.  

IL32 scheint bei Asthmatikern im bronchialen Sputum weniger stark exprimiert zu sein als bei 

Probanden mit vorwiegend allergischer Rhinitis. Dieses Zytokin spielt eine wichtige Rolle bei 

der Freisetzung von Entzündungsmediatoren bei allergischer Rhinits (Jeong et al., 2011). In 

bronchialen Epithelzellen wird es durch TH1-Zellen und IFN-γ induziert und scheint 

Angiogenese zu inhibieren.  

Dass Fasligand und TGFß2 innerhalb der Gruppe der Allergiker vor allem bei den 

Asthmatikern herabreguliert ist, könnte darauf deuten, dass die oben beschriebene These der 

verminderten T-Zell-Kontrolle in der allergischen Inflammation, zumal am Ort der 

Sputumentstehung, vor allem bei Asthma zutrifft.  

CCL5 (= RANTES) wirkt chemotaktisch auf Monozyten, Memory-T-Helferzellen und 

Eosinophile und bewirkt die Histaminfreisetzung aus Basophilen. Über eine verstärkte CCL5-

Sekretion in den unteren Atemwegen, gemessen im induzierten Sputum bei Personen mit 

allergischer Rhinitis ohne Asthma nach nasaler Allergenexposition, ist berichtet worden 

(Semik-Orzech et al., 2009). Somit stellt RANTES möglicherweise einen Marker dar, der 
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speziell in dieser Subgruppe, zumal in der Pollensaison bei entsprechender Grundexposition, 

nachweisbar sein kann. 

Dazu würde die verstärkte Expression bei nicht-asthmatischen Rhinitikern im Vergleich zu 

Asthmatikern in unserer Untersuchung passen; und auch die Beobachtung, dass der Rezeptor, 

CCR1, bei nicht-asthmatischen Rhinitikern gegenüber Kontrollen verstärkt exprimiert ist, 

während sich dieser Effekt in der Gesamtgruppe der Allergiker nicht nachweisen lässt (siehe 

oben, Abschnitt 4.2.1.2), deutet in diese Richtung.  

Von IL22RA1 wird im folgenden Kapitel noch die Rede sein, denn dieser – hier bei 

Asthmatikern verstärkt exprimierte – sekretierte Mediator wird offenbar durch die SCIT 

herabreguliert (vgl. Abschnitt 4.2.3.2).  

Das Expressionsmuster in dieser Gegenüberstellung passt zu der schon im Vergleich „alle 

Allergiker vs. Kontrollen“ vs. „Rhinitiker vs. Kontrollen“ aufgefallenen Beobachtung, dass 

Korrelate der TH2-Prädominanz bei Asthmatikern deutlicher ausgeprägt sind. So zeigt die 

Gegenüberstellung Asthmatiker vs. Rhinitiker, dass IFNγ und die von diesem induzierten 

CXCL 9-11, CCL20, IL32 und IL15RA bei Asthmatikern vermindert exprimiert sind, das 

TH2-induzierte IL24 etwa aber verstärkt. Auch die Korrelate für verminderte Treg-

Ausprägung, die im Vergleich Allergiker vs. Kontrollen nachvollziehbar waren, im Vergleich 

Rhinitiker vs. Kontrollen jedoch nicht, sind nun wieder feststellbar (TGFß2 vermindert 

exprimiert), was beides dafürspricht, dass die Treg-Ausprägung bei Asthmatikern im Sputum 

mehr kompromittiert ist als bei Rhinitikern.  

Insgesamt sind die signifikanten Unterschiede im Transkriptom bezüglich sekretierten 

Mediatoren jedoch überschaubar, was für die Annahme spricht, dass bei der Allergischen 

Rhinitis auch ohne Asthma bereits die Genregulation in den im bronchialen Sputum 

enthaltenen Zellen in vielen Fällen relativ ähnlich zu der des Asthmatikers ist, der Weg zum 

sich möglicherweise im Verlauf entwickelnden Asthma gleichsam bereits geebnet ist.  

Die vielfach ähnliche Genexpression bei allergischen Probanden mit und ohne Asthma 

unterstreicht die Zusammengehörigkeit dieser beiden Ausprägungsformen und deutet darauf 

hin, dass es Sinn macht, die Krankheitsbilder der allergischen Rhinitis und des allergischen 

Asthmas im Zusammenhang zu betrachten. Die große Überschneidungsfläche bietet 

umgekehrt auch großes Potential, etwa im diagnostischen Bereich, wenn beispielsweise aus 

Material der oberen Atemwege auch Aussagen über die unteren Atemwege getroffen werden 

können.  
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4.2.3 Allergiker mit vs. ohne SCIT  

4.2.3.1 Allergiker (mit und ohne Asthma) mit vs. ohne SCIT 

Wir untersuchten zunächst die Effekte der SCIT in der Gesamtgruppe der Allergiker, 

unabhängig vom Asthmastatus (vgl. Abbildung 21). 

Für eine Reihe von für Zyto- und Chemokine codierenden Genen, die in der vorliegenden 

Transkriptomanalyse bei Allergikern gegenüber Kontrollprobanden verstärkt exprimiert sind 

(vgl. Abschnitt 4.2.1.1), zeigt sich eine signifikante Herabregulierung bei Probanden mit 

SCIT, was darauf hindeutet, dass die Expression der entsprechenden Mediatoren durch die 

SCIT deutlich reduziert bzw. die übermäßige Expression abgemildert bzw. normalisiert wird. 

Dies betrifft einerseits allgemeine Mediatoren der allergischen Entzündung, etwa das 

Neutrophilen-chemotaktische IL8 und das proinflammatorisch wirkende S100A8. Dies lässt 

sich als Korrelat der durch die SCIT abnehmenden entzündlichen Aktivität in den Atemwegen 

deuten. Auch in der Messung auf Proteinebene mittels Mesoscale war IL-8 bei Probanden mit 

allergischer Rhinitis mit SCIT signifikant erniedrigt gegenüber solchen ohne SCIT (siehe 

Abbildung 32 in Abschnitt 3.5) 

Daneben waren aber auch solche Mediatoren bei Probanden mit SCIT herabreguliert, die als 

Korrelat der TH1/TH2-Dysbalance interpretiert werden können. So waren die bei Allergikern 

gegenüber Gesunden verstärkt exprimierten Gene IL13RA2, IL24, CSF1 und CLCA1 allesamt 

bei Allergikern mit SCIT signifikant herabreguliert. Da sie alle im weiteren Sinne mit dem 

Überwiegen einer TH2-Antwort assoziiert werden können, spricht die Herabregulierung 

durch die SCIT für eine Abschwächung der TH2-Prädominanz durch die Therapie.  

Dass – relativ gesehen – die TH1-Zytokine dadurch verstärkt exprimiert werden, zeigt sich 

beispielsweise in der verstärkten Expression des klassischen TH1-Vertreters IFNγ in der 

Pollensaison bei Probanden mit SCIT gegenüber solchen ohne SCIT. Ein Anstieg von IFN-γ 

nach spezifischer Immuntherapie gegen Bienengift ist in der Literatur beschrieben (Jutel et 

al., 1995). Eine ebenfalls verstärkte Expression durch die SCIT zeigt IL15RA, der wie 

beschrieben mit der TH1-Antwort assoziiert wird.  

Auch SCGB1A1 (Sekretoglobin-Familie, auch genannt Uteroglobin, CC16) war bei 

Probanden mit SCIT hochreguliert. Die genaue Funktion des zugehörigen Proteins ist nicht 

bekannt, es scheint jedoch unter anderem Phospholipase A2 zu inhibieren und zahlreiche 

immunmodulatorische und antiinflammatorische Funktionen inne zu haben, insbesondere 

auch bei der Unterdrückung Allergen-induzierter Entzündungsreaktionen (Mandal et al., 
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2004). Defekte in diesem Gen werden wiederum mit einem hohen Asthma-Risiko in 

Verbindung gebracht (Nie et al., 2013).  

Erniedrigte SCGB1A1-Spiegel bei Asthmatikern im Vergleich zu Nicht-Asthmatikern sind im 

Urin, im Serum und in bronchoalveolärer Lavage festgestellt worden (Guerra et al., 2016; Ma 

et al., 2015; Shijubo et al., 1999). In unserer Studie zeigte sich eine verminderte 

Genexpression von SCGB1A1 bei Allergikern gegenüber Gesunden (vgl. Abbildung 18). So 

könnte spekuliert werden, dass durch die SCIT eine Anhebung im Sinne einer Normalisierung 

des SCGB1A1-Expressions-Levels induziert wird.  

Das Zytokin IL-7 hat eine wichtige Rolle als Regulator von Überleben bzw. Homöostase von 

T-Lymphozyten, sowohl naive als auch memory-B-Zellen sind zudem von IL-7 abhängig 

(Bradley et al., 2005). Eine erhöhte Expression des IL7-Gens bei Probanden mit SCIT könnte 

möglicherweise dadurch erklärt werden, dass es als wichtiger Wachstumsfaktor für B- und T-

Lymphozyten im Rahmen einer verstärkten Treg-Bildung/-Aktivierung verstärkt benötigt 

werden könnte. Im Mausmodell konnte die Bedeutung von IL-7 für Treg-Zellen gezeigt 

werden (Di Caro et al., 2011; Schmaler et al., 2015; Simonetta et al., 2012).  

Daneben fiel bei Allergikern mit SCIT eine Herabregulierung des Periostin-Gens (POSTN) 

auf. Dieses extrazelluläre Matrix-Protein ist in viele Prozesse der allergischen 

Entzündungsreaktion involviert, wie die vermehrte Expression von Entzündungsmediatoren, 

die Rekrutierung von Eosinophilen und das Atemwegs-Remodeling. Periostin wird in 

Atemwegs-Epithelzellen und Fibroblasten durch IL-4 und IL-13 induziert und stellt einen 

wichtigen Biomarker für die TH2-geführte Atemwegsentzündung dar. Es scheint mit der 

Eosinophilenzahl zu korrelieren und somit insbesondere beim eosinophilen Asthma eine 

wichtige Rolle zu spielen (W. Li et al., 2015). Nach Durchführung der Immuntherapie ist die 

Ausübung dieser Funktionen durch verminderte Expression abgeschwächt.  

In einer Phase II-Studie zeigte sich Periostin darüber hinaus als Surrogatmarker für die IL-13-

Aktivität und erwies sich somit als nützlich für die Evaluation des Ansprechens auf Anti- IL-

13-Therapie (Corren et al., 2011), jedoch konnte dies nicht in Phase III-Studien bestätigt 

werden (Hanania et al., 2016).  

Darüber hinaus zeigt sich bei Allergikern mit SCIT eine Herabregulierung der bei Allergikern 

gegenüber gesunden Kontrollen erhöhten Mediatoren TNFSF14 und TSLP, die neben der 

Rolle im Rahmen der TH2-Antwort vor allem das Atemwegs-Remodeling beeinflussen. 
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Zudem untersuchten wir, welche Gene für sekretierte Faktoren bei Allergikern durch die 

SCIT unabhängig vom Zeitpunkt der Erhebung hochreguliert waren, also sowohl in als auch 

außerhalb der Pollensaison verstärkt exprimiert, vor dem Hintergedanken, dass hierin 

tendenziell eher langfristig wirkende Mechanismen zum Ausdruck kommen und ein 

potenzieller Biomarker optimalerweise ganzjährig stabil aussagekräftig sein sollte (vgl. 

Abbildung 21c). So können transkriptionelle Korrelate für wichtige Effekte der SCIT, 

nämlich abnehmende Entzündung (SCGB1A1 hochreguliert), relativ steigende TH1-Antwort 

(IL15RA hochreguliert), abnehmende TH2-Antwort (IL24 herabreguliert) und möglicherweise 

sogar indirekte Hinweise auf verstärkte Treg-Aktivierung (IL7 hochreguliert) stabil in und 

außerhalb der Pollensaison im Sputum von Probanden sowohl mit als auch ohne allergisches 

Asthma nachgewiesen werden. 

Kurz erwähnt sein soll an dieser Stelle noch die Expression des Gens für den 

Androgenrezeptor (AR). Dieser zeigt sich bei Allergikern mit SCIT in der Saison 

hochreguliert gegenüber solchen ohne SCIT und bei Rhinitis in der Saison stärker exprimiert 

als bei Asthma. Auch wenn auf den ersten Blick keine Verbindung zur allergischen 

Entzündung ersichtlich ist, wurde in der Literatur schon mehrfach über mögliche 

Zusammenhänge berichtet: So scheint ein niedriges Testosteronlevel Immunvorgänge auf 

eine Weise zu beeinflussen, die das Asthmarisiko erhöht, sodass möglicherweise sogar ein 

gewisses Potential als therapeutischer Ansatz im Sinne eines selektiven Androgen-Rezeptor-

Modulators oder einer Testosteron-Ersatztherapie postuliert wird (Canguven & Albayrak, 

2011), Zudem scheint der Androgen-Rezeptor eine Rolle bei der ILC2-Differenzierung und 

der ILC2-abhängigen Typ2-Antwort auf IL-33 zu spielen (Laffont et al., 2017).  

Zu beachten ist hier allerdings die Geschlechterverteilung innerhalb der Subgruppen, so war 

in unserem Fall etwa unter den Allergikern mit SCIT der Frauenanteil deutlich höher (m:w = 

2:6) als bei den Allergikern ohne SCIT (m:w = 4:3), was die Vergleichbarkeit einschränkt.  

Eine weitergehende Interpretation der diesbezüglichen Ergebnisse ist mit bisherigem 

Kenntnisstand zu gewagt, jedoch ist allein die Tatsache interessant, dass das 

Androgenrezeptor-Gen in mehreren Subgruppen dieser Analyse als verstärkt oder vermindert 

exprimiert auftrat; möglicherweise ein weiterer Hinweis auf einen bestehenden 

Zusammenhang, der aber mit Sicherheit noch weitergehende Analysen erfordert.  
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4.2.3.2 Allergische Asthmatiker mit vs. ohne SCIT  

Gibt es Auffälligkeiten, möglicherweise spezifische Marker, oder Unterschiede der 

Genexpression im Vergleich zur Gesamtkohorte der Allergiker, wenn die Effekte der SCIT 

speziell in der Subgruppe der Allergiker mit Asthma untersucht werden?  

Viele der bereits in der Gesamtgruppe der Allergiker mit vs. ohne SCIT beschriebenen 

Veränderungen der Mediatorenexpression lassen sich auch bei den Asthmatikern mit vs. ohne 

SCIT reproduzieren:  etwa die verstärkte Expression von SCGB1A1, IFNγ, IL-15RA und IL7 

sowie die verminderte Expression von IL13RA2, IL24, IL8 und POSTN. 

Daneben sind jedoch noch einige weitere Mediatoren verändert exprimiert, die in der 

Gesamtgruppe der Allergiker so nicht auffällig waren:  

So ist das Gen IL16 bei Asthmatikern mit SCIT gegenüber solchen ohne SCIT herabreguliert. 

Das zugehörige Zytokin kann in der entzündeten Bronchialwand die Rekrutierung von CD4+ 

Zellen induzieren. Laberge et al. beschrieben eine deutlich erhöhte IL16-mRNA-Expression 

im Bronchialpithel in Bronchialbiopsien von Asthmatikern im Vergleich zu Nicht-

Asthmatikern und gesunden Kontrollen (Laberge et al., 1997). Somit könnte es sich hier um 

einen Asthma-spezifischen Marker handeln, dessen Expression durch die SCIT vermindert, 

möglicherweise normalisiert wird.  

Daneben finden sich eine Reihe Ergebnisse, die die Annahme unterstützen, dass sich durch 

die SCIT die TH2/TH1-Balance wieder Richtung TH1 bewegt bzw. das Überwiegen der 

TH2-Antwort gemindert wird. 

So ist die Expression typischer TH2-Zytokine wie IL5, IL5RA und IL13 in der Gruppe der 

Asthmatiker mit SCIT herabreguliert (vgl. Abbildung 22a). Dass allergische Asthmatiker 

erhöhte IL5 und IL13-mRNA-Spiegel im Sputum aufweisen, ist bekannt (Peters et al., 2014; 

Truyen et al., 2006); auch bei unseren allergischen Probanden war die IL13RA2-Expression 

erhöht im Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden (vgl. Abschnitt 4.2.1.1, Abbildung 18). 

Diese Überexpression scheint also durch die SCIT wieder abgeschwächt zu werden.  

Ähnliche Beobachtungen auf Ebene der tatsächlichen Zytokin-Sekretion zeigte Jutel et al. 

bezüglich Bienengift-Immuntherapie, bei der der IL-4- und IL-5-Spiegel nach Immuntherapie 

abfielen (Jutel et al., 1995). Auch in unserer Mesoscale-Messung zeigte sich IL-5 durch die 

SCIT vermindert, hier war allerdings der Effekt vor allem bei Probanden mit allergischer 

Rhinitis ohne Asthma deutlicher nachvollziehbar (vgl. Abschnitt 3.5, Abbildung 31), sodass 

eine Spezifität für Asthma fraglich erscheint. 
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Zu einer Abschwächung der TH2-Antwort passt auch die verminderte Expression von CCL1, 

einem TH2-rekrutierenden Chemokin, und von IL19 bei Asthmatikern mit SCIT. Von IL-19, 

das wie IL-24 zur IL-10-Familie gehört, ist über eine TH2-Zytokin-induzierende Wirkung 

berichtet worden (Liao et al., 2004). 

Auch das ebenfalls bei Asthmatikern mit SCIT herabregulierte, durch IL-4 bzw. IL-13 

induzierte CCL26 (Eotaxin-3) kann zu den Vertretern der TH2-Antwort gerechnet werden. 

Darüber hinaus konnte eine Verbindung der CCL26-Produktion durch IL-13 stimulierte 

bronchiale Epithelzellen mit der Sputum-Eosinophilenzahl und dem Asthma-Schweregrad 

gezeigt werden, sodass es ein potentielles Angriffsziel für die Therapie insbesondere 

refraktärer Patienten mit schwerem eosinophilen Asthma darstellen könnte (Larose et al., 

2015). Über die Stimulation der Fibroblasten-Migration scheint CCL26 zum Atemwegs-

Remodeling beizutragen (Kohan et al., 2010). Somit stellt Eotaxin-3 ein weiteres mögliches 

Korrelat der Verminderung des Remodelings beim allergischen Asthma durch die 

Hyposensibilisierung dar.  

In der Analyse der Expression auf Proteinebene lässt sich die verminderte CCL26-Expression 

bei Probanden mit SCIT gegenüber solchen ohne SCIT auch in der Gruppe der Probanden mit 

allergischer Rhinitis nachvollziehen, in der Mesoscale-Messung zeigt sich der Effekt knapp 

an der Signifikanzgrenze (p = 0,056) (vgl. Abbildung 30 in Abschnitt 3.5). 

Auch das Gen für IL-20, dessen proinflammatorischer Effekt und dessen Rolle beim 

Remodeling der Atemwege beim Asthma bekannt ist (Gong et al., 2014), war bei Probanden 

mit SCIT signifikant niedriger exprimiert. Wu et al. zeigten 2014, dass die IL-20-Spiegel im 

Atemwegseptihel und Serum von Asthmatikern erhöht sind und positiv mit den TH2-

Zytokinen IL-4,-5 und -13 und mit dem Schweregrad des Asthmas korrelieren. IL-20 scheint 

also auch im Rahmen der TH2-Antwort pathophysiologisch eine Rolle zu spielen (Wu et al., 

2014). 

Als Hinweis auf eine relative Stärkung der TH1-Antwort kann neben der IFNγ- 

Hochregulierung hier auch die vermehrte Expression der durch IFN-γ induzierten Chemokine 

CXCL-9, -10 und -11 außerhalb der Pollensaison interpretiert werden (U. M. Zissler et al., 

2016).  

Zudem war das Gen für Inhibin A, ein Mitglied er TGFß-Familie, bei Asthmatikern mit SCIT 

weniger stark exprimiert. In erster Linie ist dieses Glykoprotein bekannt für seine Funktion in 

der Kontrolle der hypophysären FSH-Freisetzung.  Jedoch scheint es darüberhinausgehende 

Funktionen inne zu haben, die auch im Bereich der Immunologie bzw. Allergologie von 
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Bedeutung sein könnten.  So berichteten Hedger et al. bereits 1989 über eine Rolle von 

Inhibin A im Rahmen der T-Lymphozyten-Regulation in vitro (Hedger et al., 1989). Zudem 

scheint Inhibin A in der Schwangerschaft die Kapazität der Dendritischen Zellen zur T-Zell-

Stimulation herabzusetzen (Segerer et al., 2008). Auch Petraglia et al. untersuchten die Rolle 

von Inhibin im Rahmen der Zell-vermittelten Immunregulation und beschrieben eine 

dosisabhängige Induktion der Monozyten-Chemotaxis und eine signifikante Abnahme der 

IFN-γ-Produktion durch Inhibin (Petraglia et al., 1991). Im Rahmen der TH1/TH2-These 

könnte also die hier beobachtete Herunterregulation der Inhibin A-Expression durch die SCIT 

für eine verminderte IFN-γ-Hemmung und damit indirekt eine relativ verstärkte TH1-

Immunität durch die SCIT sprechen.  

Widersprüchlich ist die Datenlage zum hier ebenfalls bei Asthmatikern mit SCIT vermindert 

exprimierten IL2. Dieses ist als T-Zell-Wachstumsfaktor wichtig und gilt gemeinhin als TH1-

Repräsentant, wurde jedoch in Exhaled breath condensate bei Asthmatikern gegenüber 

Kontrollen verstärkt nachgewiesen (Boonpiyathad et al., 2013). 

IL-17A und IL-17F sind bei der Entstehung einer neutrophilen Entzündung beteiligt und 

wurden bereits mehrfach im Zusammenhang mit Asthma beschrieben und bei Asthmatikern 

erhöht nachgewiesen (Larche et al., 2003). Das IL17F-Expressionslevel korreliert mit dem 

Schweregrad des Asthmas (Kawaguchi et al., 2009) und die Hauptproduzenten dieser 

inflammatorischen Zytokine, TH17-Zellen, könnten vor allem bei schwerem Asthma eine 

Rolle spielen (Al-Ramli et al., 2008; Alcorn et al., 2010). Die erniedrigte Expression von 

IL17A bzw. -F bei allergischen Asthmatikern mit SCIT im Vergleich zu denen ohne SCIT 

spricht also für eine verminderte Entzündungsaktivität nach erfolgter Immuntherapie, auch in 

der Saison, also trotz Allergen-Exposition.  

IL22RA2 (Interleukin-22-Rezeptor-alpha-2) inhibiert die IL-22-Aktivität und ist in unserer 

Analyse bei Asthmatikern mit SCIT vermindert. Über das somit möglicherweise aktivere IL-

22 ist wurde berichtet, dass es bei Abwesenheit von IL-17A Schleimhaut-protektive Effekte 

vermittelt (Sonnenberg et al., 2010). Auch dies würde – gerade vor dem Hintergrund der eben 

beschriebenen verminderten IL17A-Expression nach SCIT – in der Annahme einer 

herabgesetzten Entzündungsaktivität in der Bronchialschleimhaut von mit SCIT behandelten 

Asthmatikern aufgehen bzw. spricht für eine Entwicklung hin zur Schleimhautprotektion 

durch die Immuntherapie. 

Zudem zeigt sich das Gen für ADAMTS-4 bei Asthmatikern mit SCIT erniedrigt, die als 

Mitglied der Metalloproteinasen wichtig bei Zellmigration und Kontrolle der Homöostase der 
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Extrazellulären Matrix ist.  Für andere Mitglieder derselben Familie ist ein Zusammenhang 

zum Asthma bereits mehrfach beschrieben worden, etwa für ADAM-8, die mit 

Atemwegsentzündung beim Asthma und ADAM-33, die mit Remodeling und bronchialer 

Hyperreaktivität in Verbindung gebracht wird (Paulissen et al., 2009). Zudem ist gezeigt 

worden, dass im Mausmodell ADAMTS4 bei 5-wöchiger Allergenexposition auf 

transkriptionaler Ebene hochreguliert wurde (Di Valentin et al., 2009). Ein konkreter Bezug 

dieses Gens zum Asthma oder gar zum Effekt der SCIT beim Menschen ist somit noch nicht 

im Detail erforscht, erscheint aber durchaus denkbar.  

Auch in dieser Gegenüberstellung fallen wieder Unterschiede im Genexpressionsprofil in 

gegenüber außerhalb der Saison auf. Einige Gene sind jedoch auch unabhängig vom 

Zeitpunkt der Erhebung gleichsinnig reguliert. Bei der Subgruppe der allergischen 

Asthmatiker mit vs. ohne SCIT zeigen sich hier neben dem bereits beschriebenen IL24 das 

stabil herabregulierte IL17A als möglicher Repräsentant des Asthma-Schweregrads und 

IL22RA2 als mögliches Korrelat des schleimhautprotektiven Effekts der SCIT.  

Zusammengefasst untermauern die hier erhobenen Daten auf Transkriptomebene die These, 

dass durch die SCIT einerseits eine Verminderung der allergischen Entzündungsaktivität 

allgemein vermittelt wird (Herabregulierung einer Reihe proinflammatorischer Mediatoren 

mit bekannter Rolle beim allergischen Asthma/Rhinitis bei Probanden mit SCIT sowohl off- 

als auch in-season), andererseits das Überwiegen der TH2-Antwort zugunsten einer stärkeren 

TH1-Antwort abgemildert wird. Dafür spricht die verminderte Expression TH2-assoziierter 

sekretierter Faktoren bei relativ stärkerer Expression TH1-assoziierter Gene bei Allergikern 

bzw. Asthmatikern mit gegenüber solchen ohne SCIT sowohl off- als auch in-season. Darüber 

hinaus können spekulativ mögliche transkriptionelle Hinweise für die protektive Wirkung der 

SCIT durch Verminderung des Remodeling und Aktivierung von Treg-Zellen nachvollzogen 

werden. Speziell in der Gruppe der Asthmatiker zeigt sich tendenziell noch prominenter als in 

der Gesamtgruppe der Allergiker die Regulation der TH2-Prädominanz, einiger Mediatoren 

des Remodelings (IL20, CCL26, ADAMTS4-Expression bei Asthmatikern mit SCIT 

vermindert) und zusätzlich Hinweise auf einen möglichen schleimhautprotektiven Effekt der 

Immuntherapie (IL22RA2-Expression bei Asthmatikern mit SCIT vermindert). 

Es wird ersichtlich, dass aus induziertem Sputum der Nachweis einer Vielzahl potenzieller 

Biomarker möglich ist. Deutlich wird aber auch, dass es aufgrund der Komplexität der 

pathophysiologischen Zusammenhänge eine große Herausforderung ist, aus der immensen 
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Anzahl veränderter Parameter einen – oder einige wenige –  Biomarker zu identifizieren, die 

für die Anwendung im klinischen Alltag geeignet sind.  

Um herauszufinden, ob die beobachteten Veränderungen der Genexpression reproduzierbar 

und valide sind, werden entsprechende weiterführende Studien erforderlich sein.   

4.2.4 Expression der Transkriptionsfaktoren 

In der Gegenüberstellung Allergiker vs. gesunde Kontrollen zeigt sich auf Ebene der 

Transkriptionsfaktoren unter anderem die verminderte Expression von TCF7 bei den 

Allergikern. Dieses Gen wird vornehmlich in T-Zellen exprimiert und spielt eine wichtige 

Rolle bei der Entwicklung von ILCs und NKs. Das zugehörige Protein bildet einen Komplex 

mit ß-Catenin und aktiviert die Transkription über den Wnt/ß-Catenin-Signalweg. Bei TCF7-

knockout-Mäusen kommt es zu einer gestörten T-Zell-Differenzierung. Vor allem die 

Interaktion von TCF7 mit IL-17 ist jedoch interessant: Der Transkriptionsfaktor TCF7 kann 

die Expression des IL17-Gens reprimieren (Zhu et al., 2015). Wie bereits beschrieben, wirken 

insbesondere IL-17A und IL-17F proinflammatorisch und korrelieren mit dem Schweregrad 

des Asthmas.  

Spannend ist hier auch der Einfluss der SCIT: so ist TCF7 bei Asthmatikern mit 

Immuntherapie hoch- und IL17A bzw. IL17F herunterreguliert (vgl. Abbildung 27 und 

Abbildung 22b). Über verstärkte Expression von TCF7 könnte es also durch die SCIT zu 

einer verstärkten Hemmung der proinflammatorischen Wirkung von IL-17 kommen, was 

einen weiteren Mechanismus der Abnahme der Entzündungsaktivität durch die Therapie 

darstellen könnte.  

Jedoch sind die Kenntnisse bezüglich der Rolle von TCF7 zum Teil widersprüchlich. So 

wurde auch über eine IL-4 induzierende, also TH2-fördernde Wirkung und ILC-stimulierende 

Effekte berichtet (Zhu et al., 2015) sowie über eine möglicherweise Treg-hemmende Funktion 

im Thymus im Mausmodell (Barra et al., 2015).  

Vergleicht man die Expression der für Transkriptionsfaktoren codierenden Gene bei 

Probanden mit allergischer Rhinitis (ohne Asthma, ohne SCIT) gegenüber den gesunden 

Kontrollprobanden, zeigt sich u. a. eine verstärkte Expression von TFE3 bei den Teilnehmern 

mit allergischer Rhinitis. TFE3 ist ein Trankriptionsfaktor, der sowohl bei der Funktion von 

B-und T-Zellen eine Rolle spielt, als auch bei Mastzellen. So zeigen in vivo-Experimente, 

dass der Plasma-Histamin-Spiegel bei TFE3-defizienten Mäusen nach Triggerung mit 
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Allergenen deutlich erniedrigt ist (Yagil et al., 2012) und die B-Zell-Aktivierung behindert ist 

(Merrell et al., 1997). Umgekehrt könnte also die verstärkte Expression bei Rhinitkern auf die 

erhöhte B-Zell-, T-Zell- und Mastzellaktivität hindeuten.  

Zudem ist das Gen für PPARG bei den Rhintikern außerhalb der Saison vermindert 

exprimiert. Dabei handelt es sich um ein Protein, das diverse Rollen bei Zelldifferenzierung, -

entwicklung und -stoffwechsel spielt. Studien mit PPAR-knockout-Mäusen zeigten, dass die 

PPAR-Familie eine wichtige Rolle bei T-zell-gebundenen Autimmunerkrankungen spielt. So 

regulieren PPARs T-Zell-Überleben, -aktivierung und die T-Zell-Differenzierung zu TH1-, 

TH2-, TH17- und Treg-Zellen. Im experimentellen Setting führt PPARG-Mangel zu einer 

verminderten Zahl an Tregs (Choi & Bothwell, 2012). Somit könnte die verminderte 

Genexpression von PPARG auf einer verminderten Aktivität der Tregs bei Allergikern 

hindeuten. Interessanterweise ist die PPARG-Genexpression bei Allergikern mit SCIT 

gegenüber denen ohne SCIT erhöht, was sehr gut zu einer Zunahme an Tregs als zentralen 

Wirkmechanismus der Immuntherapie passt.  

Im Vergleich Allergiker mit vs. ohne Asthma zeigt sich unter anderem eine erhöhte 

Expression von FOXI1 bei den Asthmatikern. FOXI1 scheint im Mausmodell für die 

Expression von Pendrin, einem epithelialen Anionentransporter, essentiell zu sein, welcher 

wiederum mit Atemwegs-Hyperreagibilität und -entzündung in Verbindung gebracht wird. So 

wiesen Pendrin-knockout-Mäuse im Vergleich zu Kontrollen eine deutlich reduzierte 

Allergen-induzierte Atemwegshyperaktivität auf (Rozenfeld et al., 2011). Dazu passt auch die 

Beobachtung, dass die FOXI1-Expression hier nur in der Kohorte der Asthmatiker, nicht 

jedoch in der Gesamtgruppe der Allergiker, durch die SCIT herabreguliert wird. Somit liegt 

die Vermutung nahe, dass dieser Marker vornehmlich für die Gruppe der Asthmatiker 

relevant ist. Seshadri et al. berichten bei Patienten mit chronischer Rhinosinusitis, dass die 

Pendrinexpression durch TH2-Zytokine induziert wird und signifikant mit den 

Entzündungszellmarkern und IL-13 korrelierte sowie die Mukus-Produktion in nasalen 

Polypen modulieren könnte. Zudem konnte eine Suppression der Pendrin-Expression durch 

Dexamethason gezeigt werden, sodass die Regulation der Pendrin-Expression eine Rolle im 

Wirkungsmechanismus von Glucocorticoiden bei der Therapie des Asthma bronchiale spielen 

könnte (Seshadri et al., 2015). 

TBX21 ist bei Asthmatikern in der Pollensaison herabreguliert gegenüber Rhinitikern. Dieses 

Gen codiert T-bet, der als klassischer Transkriptionsfaktor für die TH1-Zellen gilt. Durch 

Wirkung von T-bet bzw. GATA3 entscheidet sich die Differenzierung zu TH1- bzw. TH2- 
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Zellen, das Verhältnis der T-bet/GATA3-Expression korreliert mit der IFN-γ-Expression in 

TH1- Zellen (Yong et al., 2011). Die Deletion des T-bet-Gens in Mäusen führt ohne 

Allergenexposition zu Eosinophilie in den Atemwegen, TH2-Zytokin-Produktion, Atemwegs-

Hyperreagibilität und Remodeling der Atemwege, also Korrelaten sowohl akuten als auch 

chronischen Asthmas (Finotto et al., 2002). 

In anderen Studien wurde ebenfalls bei Probanden mit Asthma über erniedrigtes TBX21 

berichtet (Hamzaoui et al., 2011). Eine verminderte TBX21-Expression von Asthmatikern 

gegenüber gesunden Kontrollen lässt sich gut mit der TH1/2-Dysbalance erklären, jedoch ist 

es interessant, dass dies auch bei Asthmatikern gegenüber nicht-asthmatischen Rhinitikern der 

Fall zu sein scheint. Es spräche tendenziell dafür, dass die TH2-Prädominanz bei 

Asthmatikern im Sputum auf Transkriptomebene stärker ausgeprägt ist als bei Allergikern 

ohne Asthma.  

In der Gegenüberstellung Allergiker mit vs. ohne SCIT ist neben der bereits erwähnten 

Hochregulation von PPARG und TCF7 bei Probanden mit SCIT auch der 

Transkriptionsfaktor SMAD6 hochreguliert gegenüber Probanden ohne Immuntherapie. Die 

SMAD-Gruppe vermittelt die Signale der TGF-Familie, die, wie bereits geschildert, eine 

zentrale Rolle bei der Fibrosierung bzw. dem Atemwegs- Remodeling einnimmt 

(insbesondere TGFß). SMAD6 scheint dabei eine inhibitorische Funktion einzunehmen. In 

Bronchialbiopsien von Patienten mit COPD, welche ebenfalls mit Fibrosierung und 

Remodeling der Atemwege einhergeht, war SMAD6 signifikant herunterreguliert. Die TGFß-

vermittelten Effekte des Umbaus scheinen also mit gestörter Funktion der inhibitorischen 

SMADs einherzugehen (Springer et al., 2004). Dass SMAD6 in unserer Analyse bei 

Probanden mit SCIT verstärkt exprimiert ist, könnte implizieren, dass durch die SCIT dieses 

Defizit an inhibitorischem SMAD relativiert wird und dies sich im Sinne eines verminderten 

Remodelings positiv auf die Atemwege der Betroffenen auswirkt.  

Aus der selben Familie ist, bei Asthmatikern mit SCIT, TCF12 (= HEB) und sein Paralog 

TCF3 hochreguliert. Das zugehörige Protein wird unter anderem im Thymus, in T-und B-

Zellen exprimiert und scheint eine wichtige Funktion in der T-Zell-Entwicklung innezuhaben 

(Barndt et al., 2000). TCF3 ist in der vorliegenden Analyse bei Asthmatikern gegenüber 

Allergikern ohne Asthma vermindert exprimiert.  

Interessant ist auch die FOXM1-Genexpression. Dieses hat eine Bedeutung in der Kontrolle 

der Schleim-Überproduktion und Becherzell-Differenzierung. So zeigten Ren et al. 2013, dass 

Allergen-Sensibilisierung in der Lunge die Expression von FOXM1 in Atemwegs-
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Epithelzellen und Entzündungszellen induziert. Durch Deletion des Gens in den genannten 

Zellen kam es zu einer Abnahme der Entzündung in der Lunge, einer Abnahme der 

Becherzellmetaplasie und des Atemwegswiderstands in Reaktion auf Hausstaubmilben, 

darüber hinaus zu einer verminderten Expression von CCL11, CCL24 und den Chemokin-

Rezeptoren CCR2 und CXCR3 und dadurch zu einer verminderten Eosinophilen-und 

Makrophagen-Rekrutierung. Die Deletion des Gens in Dendritischen Zellen führte zu 

verminderter MHCII und CD86-Expression an der Zelloberfläche und so zu verminderter 

Produktion von TH2-Zytokinen (Ren et al., 2013). In unserer Analyse war ebendieses 

FOXM1 bei allergischen Asthmatikern mit SCIT herabreguliert (siehe Abbildung 27), was 

somit als Korrelat einer Reduktion der Atemwegsentzündung durch die Therapie interpretiert 

werden kann.  

Zusammengefasst finden sich Hinweise für eine Regulation von Transkriptionsfaktoren, die 

für eine verstärkte Entzündung und immunologische Aktivität bei Allergikern gegenüber 

gesunden Kontrollen sprechen (vgl. TFE3, TCF7), auf die TH1/TH2-Dysbalance hindeuten 

(TBX21), verminderte bzw. nach SCIT verstärkte Treg-Aktivität widerspiegeln (PPARG) und 

mit der Atemwegshyperreagibilität (FOXI1) bzw. dem Atemwegs-Remodeling (SMAD6) in 

Verbindung stehen.  

Somit lassen sich im Ansatz auch auf Ebene der Transkriptionsfaktoren die Korrelate 

wesentlicher Mechanismen des allergischen Asthmas sowie der SCIT nachvollziehen. 

4.3 Diskussion der Ergebnisse der qPCR-Validierung 

Für einige ausgewählte Gene wurde zur Validierung der Ergebnisse der Microarray-Analyse 

eine qPCR durchgeführt. Das potentiell antiinflammatorisch wirkende, im Abschnitt 4.2.3.1 

im Detail diskutierte SCGB1A1, welches sich in der Microarray-Analyse bei Probanden mit 

SCIT stabil in und außerhalb der Saison gegenüber Probanden ohne SCIT hochreguliert 

zeigte, war auch in der qPCR bei Probanden mit SCIT erhöht exprimiert gegenüber der 

entsprechenden Vergleichsgruppe ohne SCIT.  

Auch die in der Microarray-Analyse beobachteten Expressionsunterschiede des als Vertreter 

der TH2-Antwort beschriebenen IL24 war in der qPCR sowohl in der Subgruppe der 

Probanden mit allergischer Rhinitis wie auch in der Subgruppe der Probanden mit 

allergischem Asthma nachvollziehbar: Die IL24-Genexpression zeigte sich bei Teilnehmern 

mit SCIT gegenüber solchen ohne SCIT in und außerhalb der Saison erniedrigt und bestätigt 

somit die Ergebnisse der Microarray-Analyse.  
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4.4 Diskussion der Ergebnisse der Proteinspiegel-Messung  

Auf Proteinebene konnten für ausgewählte Zyto- bzw. Chemokine die auf Transkriptomebene 

beobachteten Effekte nachvollzogen werden: So zeigte sich IL-8 als klassisch 

proinflammatorisches Zytokin durch eine SCIT in der Gruppe der Probanden mit allergischer 

Rhinitis statistisch signifikant vermindert. CCL26, das eine wichtige Rolle beim Remodeling 

der Atemwege spielt, war, wenn auch knapp oberhalb der Signifikanzgrenze, ebenfalls in der 

Gruppe mit SCIT erniedrigt. Der Effekt der veränderten TH1/TH2- Balance lässt sich 

repräsentativ durch das verminderte TH2-Zytokin IL-5 in der Gruppe der Teilnehmer mit 

allergischer Rhinitis mit SCIT gegenüber solchen ohne SCIT nachvollziehen.  

Interessanterweise waren die genannten Effekte in der Subgruppe der Allergiker ohne Asthma 

deutlicher zu sehen als in der Subgruppe der allergischen Asthmatiker.  

Hier könnte spekuliert werden, dass bei den Probanden mit allergischer Rhinitis, die noch vor 

einer eventuellen Weiterentwicklung zum Asthma bronchiale bereits eine SCIT durchlaufen, 

die Effekte auf Proteinebene noch deutlicher zu Tage treten als bei schon länger andauernder 

Erkrankung mit bereits bestehendem Asthma, wo durch die chronische Inflammation die 

Umbauprozesse bereits weiter fortgeschritten und nur noch schwerer reversibel sind, bzw. im 

Prozess zwischen Genexpression und Proteinexpression durch unbekannte Faktoren solcher 

Art Einfluss genommen wird, dass sich die Proteinspiegel der jeweiligen Mediatoren bei 

allergischen Asthmatikern mit vs. ohne SCIT weniger deutlich unterscheiden als bei 

Teilnehmern mit ausschließlich allergischer Rhinitis.  

Die negative Korrelation zwischen den Proteinspiegeln von SCGB1A1 und CCL26 bzw.  

zwischen SCGB1A1 und IL-5 unterstreichen die antagonistischen Funktionen in der 

Pathophysiologie der allergischen Rhinitis bzw. des allergischen Asthmas und untermauert 

die antiinflammatorische Rolle von SCGB1A1 gegenüber dem Remodeling-fördernden bzw. 

der TH2-Antwort zugehörigen CCL26 bzw.   IL-5.  

Die klinische Relevanz zeigt sich in den Korrelationen zwischen der Proteinspiegelmessung 

etwa von SCGB1A1 als antiinflammatorisch wirkendem potentiellen Biomarker und IL-24 als 

Vertreter der TH2-Antwort mit den Ergebnissen des RQLQ-Fragebogens, repräsentativ für 

die Beeinträchtigung der Lebensqualität durch die Erkrankung.  
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4.5 Methodik und Studiendesign 

Die Anzahl der untersuchten Proben auf dem Microarray für die Transkriptomanalyse belief 

sich insgesamt auf 40 Proben von 20 Probanden, davon 10 Kontrollproben von 5 gesunden 

Kontrollprobanden und 30 Proben von 15 Allergikern (vgl. Abbildung 5). Durch die 

Untersuchung der Subgruppen ergibt sich jedoch eine Reduktion der jeweiligen Anzahl, etwa 

in der Gruppe der Asthmatiker auf 14 Proben von 7 Probanden insgesamt, von denen 4 eine 

SCIT hatten, 3 keine SCIT hatten, analog gab es jeweils 4 Nicht-Asthmatische Allergiker mit 

und ohne SCIT. Während also etwa die Gegenüberstellung aller Allergiker vs. gesunde 

Kontrollen Sputa von 20 Probanden einschließt, bezieht sich die Analyse in den Subgruppen, 

beispielsweise in der Gegenüberstellung Asthmatiker mit vs. ohne SCIT, auf Sputa von 

lediglich 4 bzw. 3 Individuen. Dies ist mit Sicherheit ein limitierender Faktor bezüglich der 

Aussagekraft. Um wirklich verlässliche Aussagen treffen zu können, wäre eine Wiederholung 

der Untersuchungen an einer deutlich größeren Kohorte sinnvoll. Jedoch zeichnen sich 

deutliche Tendenzen ab, die für weitere, gezielte Analysen wertvoll sein können.  

Das Probandenkollektiv zeigt sich im Vergleich der jeweiligen Subgruppen weitgehend 

homogen in Bezug auf Merkmale wie Geschlechterverteilung, Altersverteilung und BMI. Zu 

beachten ist selbstverständlich, dass es sich bei einem großen Teil der teilnehmenden 

Probanden um junge, weitgehend gesunde Teilnehmer handelt. Wie die Erhebung des GINA-

Scores zeigte, war bei dem überwiegenden Großteil unserer Probanden mit allergischem 

Asthma das Asthma in einem kontrollierten Zustand, viele nahmen nur Bedarfsmedikation ein 

und hatten eine relativ kurze Krankheitsvorgeschichte. Dies bringt bezüglich der Aussagekraft 

der erhobenen Daten Vor-und Nachteile mit sich. Einerseits ist denkbar, dass sich die 

beschriebenen Unterschiede zum Teil in einem Kollektiv von schwerer oder bereits länger 

erkrankten Allergikern deutlicher manifestieren. Andererseits ist bekannt, dass die SCIT 

besonders zu Beginn der Erkrankung eine bessere Wirksamkeit zeigt als nach langem 

vorherigen Krankheitsverlauf, sodass die Vermutung naheliegt, dass sich mögliche 

Veränderungen durch die Immuntherapie in einem Kollektiv relativ junger, noch nicht lange 

erkrankter Allergiker besser nachweisen lassen. 

Wichtig, insbesondere für den Vergleich in vs. außerhalb der Pollensaison, ist zudem die 

Tatsache, dass es sich bei der Mehrheit unserer allergischen Teilnehmer um saisonale 

Allergiker handelte; in einigen Fällen lag zusätzlich eine Hausstaubmilben- oder 

Katzenallergie vor, wodurch es durch unter Umständen ganzjährige Allergenexposition zu 

einer Abschwächung der in vs. out-of-season-Effekte kommen kann. Jedoch ist mittels der 
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Erhebung des RQLQ-Scores die Abhängigkeit der allergischen Beschwerden vom Zeitpunkt 

(in/außerhalb der Pollensaison) und damit der saisonale Charakter der Allergie deutlich zu 

erkennen (vgl. Abbildung 15 im Ergebnisteil, Abschnitt 3.2.3).  

Bei zwei unserer allergischen Probanden stellte sich heraus, dass lediglich eine Birken- und 

keine Gräserpollenallergie vorlag; bei einem Studienteilnehmer eine Eschenpollenallergie. 

Hier wäre die Wahl der Zeitpunkte der in-season- Untersuchung optimierbar gewesen: der 

hier verwendete Zeitraum für die in-season-Visite deckt die Hauptbelastungszeit bezüglich 

Gräserpollen (Mai-Juli) optimal ab und wird damit der Sensibilisierung des Großteils der 

Probanden gerecht; die typische Hauptbelastungszeit für Birkenpollen und Esche liegt jedoch 

im Allgemeinen meist etwas früher (Maximum im April, vgl. Abbildung 35). Hier wäre eine 

Individualisierung im Sinne einer Einbestellung der Probanden im Zeitfenster der 

Hauptbelastungszeit der bei ihnen jeweils vorliegenden Allergene optimal.  Zu beachten sind 

hierbei allerdings Schwankungen von Jahr zu Jahr, was die Planung erschwert.  

Die Wahl des Zeitpunkts der out-of-season-Visite erscheint gelungen angesichts dessen, dass 

in dem ensprechenden Zeitraum (November 2014-März 2015) kein relevanter Birken- oder 

Gräser-Pollenflug vorlag und es gelang, alle Probanden vor Wiedereinsetzen einer 

signifikanten Pollenbelastung zu untersuchen.  

 
Abbildung 35: Pollenflugbelastung Birke und Gräser in Bayern 2014 (zum Zeitpunkt der in-season-Visite) 
(Deutscher Wetterdienst, 2014) 
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5 Zusammenfassung 

In der Analyse der Transkriptome der unterschiedlichen Subgruppen konnten wir mehrere 

relevante Unterschiede bezüglich der Expression zahlreicher Gene zeigen, die für im Rahmen 

der allergischen Erkrankung pathophysiologisch bedeutsame sekretierte Mediatoren codieren.  

So zeigten sich bei Probanden mit Gräser- bzw. Birkenpollenallergie auf Transkriptomebene 

neben Zeichen der erhöhten Entzündungsaktivität gegenüber gesunden Probanden (verstärkte 

Expression von Genen für u. a. IL-8, S100A8) insbesondere auch Zeichen der Prädominanz 

der TH2-Immunantwort durch verstärkte Expression von u. a.  IL4 und IL13RA2 bzw. 

verminderte Expression von Vertretern der TH1-Antwort wie IFNγ. Zudem konnten weitere 

potentielle Marker identifiziert werden, die in der Pathophysiologie des allergischen Asthma 

bronchiale eine Rolle spielen und somit möglicherweise Gegenstand weiterer Forschung 

werden könnten oder bereits sind (z. B. TNFSF14, ICAM1, MMP9, VEGFA).  

In der Untersuchung des bronchialen Sputumtranskriptoms von Probanden mit allergischer 

Rhinitis ohne Asthma zeigten sich bereits einige Richtung Asthma bronchiale deutende 

Expressionsmuster (z. B. MMP9, TSLP), auch wenn der Proband keinerlei asthmatische 

Symptome vorwies. Hier wären in der Zukunft möglicherweise prognostische Biomarker 

denkbar, wenn sich entsprechende Korrelationen zum weiteren Verlauf der allergischen 

Erkrankung heraustellen.  Die Entzündungsmarker sowie TH2-Marker waren tendenziell im 

Sputum von Probanden mit Asthma gegenüber solchen ohne Asthma deutlicher hochreguliert.  

Der Effekt der SCIT zeigt sich auf Transkriptomebene durch entsprechende Regulation von 

Mediatoren, die die Korrelate einer Abnahme der Inflammation allgemein sowie spezifischer 

der TH2-Prädominanz darstellen, sowie solchen, die auf die Wirkung von Treg-Zellen, ein 

vermindertes Atemwegs-Remodeling oder Schleimhaut-protektive Effekte hinweisen 

könnten.  

Einen Teil der Beobachtungen konnten wir auch auf Ebene der Transkriptionsfaktoren 

untermauern (z. B. SMAD6 und PPARG durch SCIT hochreguliert) sowie auf Proteinebene 

nachvollziehen (z. B. IL8, CCL26 und IL5 durch SCIT vermindert).  

Die Arbeit demonstriert darüber hinaus das große Potential des induzierten Sputums für die 

Analyse der Genexpression von sekretierten Mediatoren und somit für die Identifikation von 

potentiellen Biomarkern zur zukünftigen Verbesserung der Prognostik, des 

Therapiemonitorings, und möglicher Therapieansätze.  
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