M. F. Kramer
T.R. Jordan
E. Pfrogner

G. Rasp

Humorale Mukosa-Immunantwort bei der
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Humoral Mucosal Immunity in Allergic Rhinitis

Zusammenfassung

Hintergrund: Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung
allergen-spezifischer Immunglobuline (Ig) der Klassen IgA und
IgG im Nasensekret als Ausdruck einer eigenstindigen Mukosa-
Immunantwort bei der Rhinitis allergica.

Methoden: Nasensekrete von 40 Allergikern wurden auf aller-
gen-spezifisches IgA, IgG und IgE sowie auf ECP und Tryptase un-
tersucht. 43 nicht-atopische Individuen dienten als Kontrolle.
Um mogliche Einfliisse der aktuellen Pollenbelastung auf die un-
tersuchten Parameter zu evaluieren, verglichen wir Pollinotiker
co- (n=28) versus extra-saisonal (n=41). Weiterhin untersuch-
ten wir 5 Patienten nach nasaler Allergenprovokation, um einen
moglichen Einfluss des allergen-spezifischen IgA bei der Degra-
nulation von Eosinophilen zu erfassen.

Ergebnisse: Im Vergleich zu den nicht-atopischen Kontrollen
fanden wir signifikant erhohte allergen-spezifische Ig aller un-
tersuchten Klassen und Antigene bei den Allergikern. Co-saiso-
nal fanden wir erhéhte Konzentrationen von allergen-spezifi-
schem IgE, ECP und Tryptase, jedoch niedrigere Konzentrationen
von allergen-spezifischem IgA und IgG. Es fand sich keine Asso-
ziation zwischen der Eosinophilie in der allergischen Spdtphase
nach Provokation und dem allergen-spezifischen IgA.
Diskussion: Den Nachweis von allergen-spezifischem IgA und
IgG im Nasensekret von Patienten mit allergischer Rhinitis inter-
pretieren wir als Ausdruck einer eigenstindigen, humoralen Mu-
kosa-Immunantwort.

Abstract

Background: Mucosa-immunologic aspects are gaining an in-
creasing awareness in the pathophysiology of type I allergies.
Humoral mucosal immune responses are dominated by secreto-
ry IgA, but there is evidence for a relevant role of IgG in nasal mu-
cosa-associated lymphoid tissue.

Objective: was to measure allergen-specific immunoglobulins
(IgA and IgG) in nasal secretions as an expression of a humoral
mucosal immune response in allergic rhinitis. For tissue eosino-
philia we studied nasal Eosinophilic Cationic Protein (ECP) and
for mast cell activation nasal tryptase.

Methods: Nasal secretions of 40 patients suffering from allergic
rhinitis were analyzed for allergen-specific IgA, IgG, and IgE, and
for ECP and tryptase. Patients were highly sensitized against the
major allergens of house dust mites, timothy, and birch pollen.
43 non-atopic individuals served as controls. In order to study
possible effects of the actual pollen season on the studied param-
eter we secondly compared patients allergic to seasonal aller-
gens co- (n=28) and extra-seasonally (n=41). In order to deter-
mine a possible influence of allergen-specific IgA in eosinophilic
degranulation we additionally studied 5 patients after nasal al-
lergen challenge.

Results: In allergic rhinitis we found significantly increased lev-
els of allergen-specific immunoglobulins of all studied subclas-
ses and allergens in nasal secretions. Comparison of nasal ECP
and tryptase showed significantly increased concentrations in
allergic individuals as well. Co-seasonally we found elevated al-
lergen-specific IgE, ECP, and tryptase but lower concentrations of
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Schliisselworter
allergische Rhinitis - Mukosa-Immunologie - MALT - allergen-
spezifische Immunglobuline - Nasensekret

allergen-specific IgA and IgG. There was no association between
late phase eosinophilia and IgA concentrations after local aller-
gen challenge.

Conclusions: The occurrence of allergen-specific immunoglobu-
lins in nasal secretions is interpreted as a local humoral mucosal
immune response. The physiologic role of local allergen-specific
immunoglobulins is not clear to date. Involvement in degranula-
tion of eosinophils or mast cells, like suggested before, seems un-
likely.

Key words
Allergic rhinitis - mucosal immunity - MALT - allergen-specific
immunoglobulin - nasal secretions

Einleitung

Mukosa-immunologische Aspekte in der Pathophysiologie von
allergischen Reaktionen des Typs I nach Coombs und Gell gewin-
nen zunehmend an Bedeutung, findet der Erstkontakt des inha-
lierten Allergens bei der Rhinitis allergica doch mit der Nasen-
mukosa statt! Die Reduzierung der Pathophysiologie der allergi-
schen Rhinitis auf eine systemische, eosinophile und IgE-medi-
ierte Immunreaktion vom Th2-Typ verlegt den Blick auf relevan-
te mukosa-immunologische Aspekte mit potenzieller therapeu-
tischer Nutzung. So ist es im Mausmodell der allergischen Rhini-
tis gelungen, die mukosa-immunologische Antwort effektiv zu
modulieren: Es lieR sich durch den Einsatz von mukosa-immu-
nologischen Adjuvantien [1] oder unterschiedlichen Antigen-Ad-
ministrationsrouten [2, 3] die allergen-spezifische Typ-I-Immun-
antwort positiv beeinflussen. Die Autoren schlossen, dass iiber
die mukosale Applikation von Allergenen eine Sensibilisierung
gegen diese Allergene verhindert werden kann. Dieses Therapie-
konzept entspricht dem Konzept der oralen (oder besser muko-
salen) Toleranzerzeugung, das bereits fiir verschiedene Auto-
immunerkrankungen dokumentiert wurde [4,5]. Auch fiir Tole-
ranz-Modelle von Allergien liegen erfolgreiche tierexperimentel-
le Ergebnisse vor [6-8].

Das Mukosa-Immunsystem gilt als weitgehend autonomer Be-
standteil des menschlichen Immunsystems. Erste Uberlieferun-
gen systematischer Anwendungen gehen viele hundert Jahre zu-
riick: Die Chinesen nutzten Krusten geheilter Pockennarben zur
intranasalen Inhalation - der ersten iiberlieferten Form der nasa-
len Immunisierung. Ein lokales und vom systemischen Immun-
system unabhdngiges Abwehrsystem wurde bereits 1919 von
dem russische Pathologen Alexandre Besredka (1870 - 1940) vor-
geschlagen. Er beobachtete an Kaninchen nach oraler Immunisie-
rung mit get6teten Shigellen eine Immunitdt gegen Dysenterie
ohne nachweisbare Serum Antikérper. Systematische morpholo-
gische Beschreibungen von Lymphdriisen des Darmes erfolgten
erstmals durch Johannes Konrad Peyer (1653 - 1712). Bis zur Ent-
deckung eines zusammenhdngenden Mukosa-Abwehrsystems
sollten jedoch mehrere Jahrhunderte vergehen. In den 60er-Jah-
ren des letzten Jahrhunderts wurde das Interesse an der Schleim-
haut-Abwehr durch die Entdeckung des Immunglobulin A (IgA)
als dominierendes Immunglobulin (Ig) in externen Korperfliissig-
keiten wieder erweckt. Der Begriff des Mukosa-assoziierten lym-

phatischen Gewebes (MALT) mit seinen Bestandteilen und deren
Interaktionen bildeten mit der Beschreibung durch Bienenstock
1973 den Grundstein fiir die systematische Erforschung dieses
Teils des Immunsystems. Vereinfacht resultiert als mukosa-im-
munologische Antwort Abwehr oder Toleranz.

Als mukosa-immunologische Induktionsstellen im oberen Aero-
Digestivtrakt gelten die Tonsillen des Waldeyer'schen Rachen-
rings. In eigenen Untersuchungen konnten wir M-Zellen, als his-
tologisches Charakteristikum von MALT-Induktionsstellen, im
Kryptenepithel der menschlichen Tonsillen immunhistoche-
misch beschreiben [9,10].

Bei Ratten konnte bilateral an der septalen Offnung zum Pharynx
ein nasales Mukosa-assoziiertes lymphatisches Gewebe (NALT)
in Form von bilateralen Lymphozytenaggregaten an der Offnung
zum Nasopharynx nachgewiesen werden [11]. Diese Daten sind
jedoch nicht unkritisch auf den Menschen iibertragbar, da diese
Nager weder Adenoide noch Tonsillen besitzen. In Ubereinstim-
mung mit anderen Autoren [12,13] konnten auch wir in der
menschlichen nasalen Mukosa keine eigenstindigen mukosa-
immunologischen Induktionsstellen finden. Somit scheint das
Priming und die Versorgung der nasalen Mukosa des Menschen
mit immunkompetenten Effektorzellen durch die Bestandteile
des Waldeyer’'schen Rachenringes zu erfolgen.

Die humorale Mukosa-Immunantwort wird durch IgA dominiert.
Dieses liegt - im Gegensatz zum Serum - als polymeres IgA vor
und wird nach Kopplung mit der Sekretorischen Komponente als
sekretorisches IgA aktiv ins Lumen sezerniert. Als physiologische
Aufgaben des sekretorischen IgA gelten unter anderem Adha-
renzinhibition [14]; Neutralisation von Viren, Toxinen oder En-
zymen [14,15]; Verhinderung der Antigen-Penetration [16] und
Verstirkung anti-mikrobieller Faktoren im Mukus [17]. Uber die
Rolle von allergen-spezifischem IgA in lokalen Sekreten bei Ato-
pikern liegen nur vereinzelte und zum Teil widerspriichliche Da-
ten vor. Einerseits sollen ,protektive* Funktionen durch Aller-
gen-Exclusion vermittelt werden [18]. Hierbei soll das Allergen
durch die Bindung mit dem spezifischen IgA im Mukus ,.gefan-
gen* werden und somit der Immunantwort entgehen. Anderer-
seits wurde allergen-spezifisches IgA mit der Degranulation von
Eosinophilen in Verbindung gebracht [19-21], wobei auch hier-
fiir gegensdtzliche Daten existieren [22].
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Neben IgA kommt dem IgG im MALT des oberen Aero-Digestiv-
trakts eine relevante Rolle zu: So ist in der menschlichen Nasen-
schleimhaut der relative Anteil von IgG-produzierenden Immu-
nozyten mit 17% deutlich erh6ht bzw. von IgA-produzierenden
Immunozyten mit 69% deutlich vermindert (Vergleichswerte
Peyer’sche Plaques: 5% IgG, 84% IgA) [23]. Im Serum von Atopi-
kern sind wiederholt erh6hte Konzentrationen von allergen-spe-
zifischem IgG beschrieben worden, im Wesentlichen durch die
IgG4-Subklasse bedingt [24]. Eben diesem IgG4 werden ebenfalls
protektive Eigenschaften im Sinne ,blockierender Antikérper
zugeschrieben [25 - 27]. Interessanterweise tauchen erste Arbei-
ten auf, die eine unabhdngige Regulation von allergen-spezifi-
schem IgE und IgG4 nachweisen [24].

Uber Konzentrationen von IgA und IgG in lokalen Sekreten von
Atopikern liegen nur vereinzelt Berichte vor. So beschreiben Pee-
bles und Mitarbeiter erhohte IgA-Konzentrationen in der Bron-
chiallavage bei Patienten mit allergischer Rhinitis und allergi-
schem Asthma [28]. In der Tranenfliissigkeit von Pollinotikern
fand sich in einer anderen Arbeit jedoch kein spezifisches IgA
[29].

Untersuchungen am Nasensekret sind weithin etabliert. Im Ge-
gensatz zu Biopsien ist die Gewinnung von Nasensekret einfach,
schnell, nicht-invasiv und reproduzierbar. Die Verhdltnisse im
Nasensekret reprasentieren die lokalen, pathophysiologischen
Prozesse sehr viel besser als systemische Mediatoren [30]. Meh-
rere Methoden zur Gewinnung von Nasensekret sind beschrie-
ben [31,32]. Wir bevorzugen die Absorptionsmethode mit Na-
senwatte, da sie neben der oben genannten Argumente fiir ver-
schiedenste Mediatoren etabliert ist [30-36] und man keine
schwer zu kalkulierenden Verdiinnungseffekte wie bei der nasa-
len Lavage beriicksichtigen muss [32].

Fragestellung

Ziel der Studie war es, allergen-spezifisches Ig der Klassen IgA
und IgG als Ausdruck einer mukosa-immunologischen Immun-
antwort im Nasensekret allergischer Patienten nachzuweisen.
Hierzu verglichen wir Patienten mit allergischer Rhinitis mit ei-
ner nicht atopischen, gesunden Kontrollgruppe. Zur weiteren
Charakterisierung der Patienten wurden ebenfalls das allergen-
spezifische IgE im Serum und Nasensekret, die Anzahl der eosi-
nophilen Granulozyten im Differenzialblutbild, das Eosinophile
Cationische Protein (ECP) als Hauptbestandteil der basischen
Proteine in den Granula von eosinophilen Granulozyten und da-
mit als Marker fiir die Gewebseosinophilie [31] und Tryptase als
Marker fiir die Mastzellaktivierung im Nasensekret bestimmt.

Um potenzielle Einfliisse der aktuellen Pollenbelastung auf die
allergen-spezifische Ig-Konzentrationen zu beurteilen, vergli-
chen wir Pollinotiker co- versus extra-saisonal.

Um einen moglichen Einfuss von allergen-spezifischem IgA auf
die Degranulation von Eosinophilen zu untersuchen, bestimm-
ten wir dieses zusammen mit ECP bis zu 8 h nach intranasaler Al-
lergenprovokation.

Material und Methoden

Die Studie wurde an der Klinik fiir Hals-, Nasen- und Ohrenheil-
kunde der Ludwig-Maximilians-Universitdt am Klinikum Grof3-
hadern durchgefiihrt. Es wurden Patienten mit allergischer Rhi-
nitis und eine nicht-atopische, gesunde Kontrollgruppe vergli-
chen. Von allen Patienten wurde Nasensekret und Serum gewon-
nen.

Serum

Seren von allen Patienten wurden mit dem ausfiihrlich beschrie-
benen und weit etablierten In-vitro-Allergie-Suchtest SX1 (Pha-
diatop) [37-41] (UniCAP, Pharmacia Diagnostics, Freiburg,
Deutschland) untersucht. Im Falle einer vermuteten allergischen
Rhinitis (SX1 positiv und/oder {iber den Normwert von 100 U/ml
erhohtes totales IgE und/oder sehr typische Anamnese) schlos-
sen sich weitere In-vitro- und In-vivo-Tests zur Allergiediagnos-
tik an: allergen-spezifisches IgE [ CAP Klasse] (UniCAP, Pharmacia
Diagnostics, Freiburg, Deutschland), Prick-Test und intranasale
Allergenprovokation.

Allergen-spezifische Ig der Klassen IgA, IgG und IgE (alle UniCAP,
Pharmacia Diagnostics, Freiburg, Deutschland) wurden im Se-
rum der Patienten bestimmt. Die systemische Eosinophilie wur-
de durch die Anzahl von eosinophilen Granulozyten im Differen-
zialblutbild bestimmt.

Nasensekret

Wir gewannen Nasensekret nach der schon anderswo ausfiihr-
lich beschriebenen [31,36] Absorptionsmethode mit Nasenwat-
te: kleine, konisch geformte Wattestiicke (absorbierende Watte,
Hartmann Inc., Heidenheim/Brenz, Deutschland) mit einer Linge
von ca. 4 cm und einem Durchmesser von ca. 6 mm wurden un-
ter rhinoskopischer Sicht atraumatisch in den mittleren Nasen-
gang platziert und dort fiir 10 Minuten belassen. Nach Zentrifu-
gation der Watte bei 2000 g fiir 10 Minuten wurde das Nasense-
kret bei - 20°C gelagert und unmittelbar vor der Messung 1:5
verdiinnt.

Im Nasensekret bestimmten wir allergen-spezifische Ig der Klas-
sen IgA, IgG und IgE (alle UniCAP, Pharmacia Diagnostics, Frei-
burg, Deutschland) sowie ECP und Tryptase als Marker der Ge-
webseosinophilie bzw. Mastzellaktivierung (UniCAP, Pharmacia
Diagnostics, Freiburg, Deutschland).

Patienten

A) Allergische Rhinitis versus Kontrolle

40 Allergiker (25 Mdnner, 15 Frauen, mittleres Alter 27,42 Jahre =
11,8) mit Sensibilisierungen gegen die Majorallergene der Haus-
staubmilbe Dermatophagoides pteronyssinus (D. p1) (mittlere
CAP Klasse 3,33 £ 1,4), Lieschgras (mittlere CAP Klasse 3,67 + 1,4)
und Birkenpollen (mittlere CAP Klasse 3,45 +1,1) wurden mit 43
gesunden und nicht atopischen Individuen (18 Mdnner, 25 Frau-
en, mittleres Alter 36,26 Jahre + 15,7) verglichen (negative Aller-
gieanamnese, negativer SX1, gesamt IgE im Normbereich und
nicht nachweisbares allergen-spezifisches IgE im Serum gegen
D. p1, Lieschgras und Birkenpollen).
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B) Pollinotiker co- versus extra-saisonal

Zur Untersuchung eines moglichen Einflusses des aktuellen Pol-
lenfluges auf die untersuchten Parameter studierten wir an einer
zweiten Patientenkohorte 28 Pollinotiker (18 Mdnner, 10 Frauen,
mittleres Alter 35,26 + 15,8) mit isolierten Sensibilisierungen ge-
gen Lieschgras (mittlere CAP Klasse 3,25+ 1,1) und/oder Birken-
pollen (mittlere CAP Klasse 2,90+ 1,0) co-saisonal und 41 Polli-
notiker (25 Mdnner, 16 Frauen, mittleres Alter 38,70+ 13,8) mit
Sensibilisierungen gegen Lieschgras (mittlere CAP Klasse 2,76 +
1,3) und/oder Birkenpollen (mittlere CAP Klasse 1,90 + 1,4) extra-
saisonal.

C) Spezifisches IgA nach Allergenprovokation

Um einen moglichen Einfluss des allergen-spezifischen IgA auf
die Degranulation von Eosinophilen zu evaluieren provozierten
wir weitere 5 Patienten (3 Madnner, 2 Frauen, mittleres Alter
30,01 Jahre + 8,0), die an einer isolierten Pollinosis gegen Liesch-
gras (n=3, mittlere CAP-Klasse 2,67 +0,6) oder Birkenpollen
(n=2, mittlere CAP-Klasse 3,00+ 0,0) litten, auf3erhalb der Pol-
lensaison intranasal mit ihrem spezifischem Allergen, wie an-
derswo ausfiihrlich beschrieben [34]. Nasensekret wurde {iber
8h gewonnen und auf allergen-spezifisches IgA und ECP, als
Marker der Eosinophilendegranulation, untersucht.

Statistik

SPSS 11.5 Software wurde zur statistischen Evaluation benutzt.
Signifikanz zwischen Allergikern und Kontrollen wurde mittels
des nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Test; zwischen co-
versus extra-saisonal bzw. tO versus tx mittels des nicht-parame-
trischen Chi-Quadrat-Test bestimmt. P-Werte < 0,05 wurden als
signifikant betrachtet. Mittelwerte + Standardabweichung wur-
de als graphische Reprdsentation der Ergebnisse gewahlt.

Ergebnisse

A) Allergische Rhinitis versus Kontrolle

Im Vergleich Allergiker versus nicht-atopische Kontrollen fan-
den wir fiir die untersuchten allergen-spezifischen Ig der Klassen
IgA, IgG und IgE signifikant erhéhte Konzentrationen bei allen
drei untersuchten Allergenen (D. p1, Lieschgras und Birke) im
Nasensekret (Abb.1-3). Ebenfalls war ECP und Tryptase im Na-
sensekret bei den Allergikern signifikant erhdht (Abb. 4).

Untersuchungen im Serum zeigten bis auf das allergen-spezifi-
sche IgE keine signifikanten Unterschiede (Daten nicht gezeigt):
Allergen-spezifisches IgE war bei den Kontrollen nicht nachweis-
bar, bei den Allergikern naturgemaR signifikant erh6ht. Beim al-
lergenspezifischen IgA fanden sich keine signifikanten Unter-
schiede im Serum zwischen Allergikern und Kontrollen. Die Kon-
zentrationen waren niedriger (durchschnittlich Faktor 14;
P < 0,05 fiir Lieschgras und Birke) als im Nasensekret. Auch beim
allergen-spezifischen IgG konnten wir im Serum keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen Allergikern und Kontrollen he-
rausarbeiten. Hier waren die Serumkonzentrationen jedoch ho-
her (durchschnittlich Faktor 4,7; P <0,05 fiir Lieschgras, P< 0,01
fiir D. p1 und Birke) als die im Nasensekret. Bei der Anzahl der
eosinophilen Granulozyten im Differenzialblutbild fanden wir
erhohte Werte bei den Allergikern (Abb.4). Dieser Unterschied
erreichte jedoch nicht das Signifikanzniveau.

allergen-spezifisches IgA (mg/l) im Nasensekret

%

allergen-spezifisches IgA (mg|l)
w
1

(=)
1

i i e

Allergiker Kontrolle Allergiker Kontrolle Allergiker Kontrolle
Hausstaubmilbe

Lieschgras Birke

Abb. 1 Allergenspezifisches IgA [mg/l]. Mittelwerte + Standardabwei-
chung der untersuchten allergen-spezifischen Immunglobuline im Na-
sensekret im Vergleich Allergiker (n=40) versus nicht-atopische Kon-
trollen (n=43) sind dargestellt. Es wurden die Majorallergene der
Hausstaubmilbe (Dermatophagoides pteronyssinus=D. p1), Liesch-
gras und Birkenpollen untersucht. *=P<0,05, **=P<0,01,
*** P<0,001 (Mann-Whitney-U-Test).

allergen-spezifisches IgG (mg/l) im Nasensekret
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Allergiker Kontrolle ' Allergiker Kontrolle Allergiker Kontrolle

allergen-spezifisches IgG (mg|l)
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Hausstaubmilbe Lieschgras Birke

Abb.2 Allergenspezifisches IgG [mg/l]. Mittelwerte + Standardabwei-
chung der untersuchten allergen-spezifischen Immunglobuline im Na-
sensekret im Vergleich Allergiker (n=40) versus nicht-atopische Kon-
trollen (n=43) sind dargestellt. Es wurden die Majorallergene der
Hausstaubmilbe (Dermatophagoides pteronyssinus=D. p1), Liesch-
gras und Birkenpollen untersucht. *=P<0,05, **=P<0,01,
*** P<0,001 (Mann-Whitney-U-Test).

allergen-spezifisches IgE (U/ml) im Nasensekret

allergen-spezifisches IgE (U/ml)
N
T

Allergiker Kontrolle
Hausstaubmilbe

Allergiker Kontrolle Allergiker Kontrolle

Lieschgras Birke

Abb.3 Allergenspezifisches IgE [U/ml]. Mittelwerte + Standardabwei-
chung der untersuchten allergen-spezifischen Immunglobuline im Na-
sensekret im Vergleich Allergiker (n=40) versus nicht-atopische Kon-
trollen (n=43) sind dargestellt. Es wurden die Majorallergene der Haus-
staubmilbe (Dermatophagoides pteronyssinus = D. p1), Lieschgras und
Birkenpollen untersucht. *=P<0,05, **=P<0,01, ***P<0,001
(Mann-Whitney-U-Test).
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Abb.4 Mittelwerte + Standardabweichung der Anzahl der eosinophi-
len Granulozyten im Differenzialblutbild [mm?] (links), der Konzentra-
tion des Eosinophilen Cationischen Proteins (ECP) [ng/ml] im Nasense-
kret, als Marker flir die Gewebseosinophilie (Mitte) und der Konzentra-
tion von Tryptase [ng/ml] im Nasensekret, als Marker der Mastzellde-
granulation (rechts) sind im Vergleich Allergiker (n =40) versus nicht-
atopische Kontrollen (n=43) dargestellt. *=P<0,05, **=P<0,01,
*** P<0,001 (Mann-Whitney-U-Test).

B) Pollinotiker co- versus extra-saisonal

Fiir die mukosa-immunologisch relevanten Ig der Klassen IgA
und IgG fanden wir im Nasensekret co-saisonal niedrigere Kon-
zentrationen als extra-saisonal (Tab.1). Die Konzentrationen im
Serum zeigten Kkein einheitliches Bild. Auch hier waren die Kon-
zentrationen fiir das IgA im Serum niedriger bzw. fiir das IgG ho-
her als im Nasensekret (Daten nicht gezeigt).

Beim allergen-spezifischen IgE fanden sich co-saisonal erhéhte
Werte im Nasensekret (Birke) und Serum (Tab.1). Selbiges traf
fiir die Anzahl der eosinophilen Granulozyten im Differen-
zialblutbild und ECP bzw. Tryptase im Nasensekret zu (Tab.1).

Alle gefundenen Unterschiede verfehlten das Signifikanzniveau.

C) Spezifisches IgA nach Allergenprovokation

Nach intranasaler Allergenprovokation fanden sich keine signifi-
kanten Verdnderungen in den allergen-spezifischen IgA-Konzen-
trationen. Nach einem verdiinnungsbedingten, tempordren Ab-
fall der Konzentrationen unmittelbar nach Provokation wurden

allergen-apezifisches IgA und ECP nach Allergenprovokation

4,59

4.0 —&— Lieschgras-spezifischealgA (mg]l) T
P —#&— Birken-spezifischea IgA (mg/l)

3,54 —A— ECP(x100ng/l)

th " 2h "3h " 4h "5h " 6h ' 7h ' 8h '

to " 10 © 20 © 30 " 40

min  min  min min

Abb.5 Mittelwerte + Standardabweichung von allergen-spezifischem
IgA [mg/l] und Eosinophilen Cationischen Proteins (ECP) [ng/ml] im
Nasensekret sind (iber den Zeitraum von 8 h nach intranasaler Aller-
genprovokation von 5 Pollinotikern, provoziert auBerhalb der Allergen-
saison, dargestellt. Fir die allergen-spezifischen IgA fanden sich 8 h
nach Provokation, nach einem verdiinnungsbedingten, initialen und
tempordren Abfall der Konzentrationen, annahernd gleiche Werte wie
vor Provokation, wohingegen ECP eine typische Spatphasenkinetik mit
einem signifikanten Maximum zwischen 7 und 8 h aufwies. * =P<0,05
(Chi-Quadrat-Test).

8 h spdter wieder anndhernd gleiche Werte wie vor Provokation
gemessen (Abb. 5).

ECP hingegen zeigte die typische Spdtphasen-Kinetik nach Aller-
genprovokation mit einem signifikanten Maximum zwischen 7
und 8 h nach Provokation (Abb. 5).

Diskussion

Wir bestimmten mukosa-immunologisch relevante allergen-
spezifische Ig der Klassen IgA und IgG im Nasensekret, um Hin-
weise auf eine humorale Mukosa-Immunantwort bei der Rhinitis
allergica zu finden. Im Vergleich zu einer gesunden, nicht-atopi-
schen Kontrollkohorte wurden bei Patienten mit allergischer
Rhinitis signifikant erhohte allergen-spezifische Ig aller unter-
suchten Klassen gefunden. Weiterhin untersuchten wir bei Pa-
tienten mit einer isolierten Pollinosis Effekte durch die aktuelle
Pollenbelastung auf die allergen-spezifischen Ig-Konzentratio-
nen. Co-saisonal wurden fiir die mukosa-immunologisch rele-

Tab.1 Pollinotiker co- versus extra-saisonal
IgA [mg/l] 1gG [mg/l] IgE [U/mI] IgE [U/mI] Eosinophile  ECP Tryptase
[/mm?] [ng/ml] [ng/mi]
im Nasensekret im Nasensekret im Nasensekret im Serum im Serum im Nasen- im Nasen-
sekret sekret
Allergen Gras Birke Gras Birke Gras Birke Gras Birke
co-saisonal 2,15 1,34 1,24 0,71 7,52 5,70 22,26 9,86 231,0 272,5 48,8
(n=28)
+SD 1,8 0,6 0,9 0,5 17,5 8,5 27,9 7,4 319,1 290,9 76,6
extra-saisonal 2,76 1,50 2,14 1,02 11,16 2,42 14,00 6,0 183,3 2125 36,0
(n=41)
+SD 2,4 1,4 2,5 1,2 23,4 5,6 20,1 8,2 144,3 307,3 68,7

Vergleich Pollinotiker co-saisonal (n = 28) mit Sensibilisierungen gegen Lieschgras und/oder Birkenpollen versus Pollinotiker (n = 41) extra-saisonal mit Sensibilisie-

rungen gegen Lieschgras und/oder Birkenpollen.
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vanten Ig-Klassen IgA und IgG niedrigere Werte als extra-saiso-
nal gemessen. Das nasale ECP und die Anzahl der eosinophilen
Granulozyten im Differenzialblutbild, als lokale und systemische
Marker der Gewebseosinophilie, sowie Tryptase, als Marker fiir
die Mastzellaktivierung, zeigten ein inverses Bild. Um einen
moglichen Einfluss von allergen-spezifischem IgA auf die Eosi-
nophilendegranulation zu erfassen, provozierten wir 5 weitere
Pollinotiker auBerhalb der Pollensaison intranasal mit ihrem
spezifischen Allergen. Hierbei fanden sich fiir die allergen-spezi-
fischen IgA keine signifikanten Verdnderungen in dem Beobach-
tungszeitraum von 8 h, wohingegen ECP die typische Spatpha-
senkinetik mit einer signifikanter Erh6hung zwischen 7 und 8 h
zeigte.

Wir interpretieren den Nachweis von allergen-spezifischen Ig
der Klassen IgA und IgG als Ausdruck einer eigenstdndigen, hu-
moralen Mukosa-Immunantwort. Als Ursprungszellen fiir diese
Ig-produzierenden Immunozyten kommen in die nasale Mukosa
migrierte und bereits anderswo geprimte B-Zellen in Frage [13].
Im oberen Aero-Digestivtrakt gelten die Bestandteile des Wald-
eyer'schen Rachenrings als mukosa-immunologische Indukti-
onsstellen, hier insbesondere das Kryptenepithel der verschiede-
nen Tonsillen [9,10,42,43]. Im Gegensatz zum Nager fanden
auch wir in Voruntersuchungen keine Hinweise auf ein eigen-
standiges NALT und bestdtigten damit andere Autoren [12,13].
Somit stellen vor allem die Adenoide den wahrscheinlichsten Ur-
sprungsort fiir immunkompetente Vorlduferzellen dar, von de-
nen die im Nasensekret gefundenen mukosa-immunologisch re-
levanten Ig produziert werden. Die nasale Clearance via Flim-
merepithelschlag in Richtung Nasopharynx unterstiitzt diese
postulierte mukosa-immunologische ,Wadchterfunktion“ der
Adenoide. Unterstiitzt wird die These weiterhin durch Vorarbei-
ten von Bachert und Maller [13], die in der Nasenmukosa nur dif-
ferenzierte Plasmazellen, jedoch keine B-Zell-Reifungsstadien
fanden. Auch sie schlossen daraus, dass diese Plasmazellen in
den Tonsillen des Waldeyer'schen Rachenrings geprimt werden.
Weiterhin war nach ihren Untersuchungen der grofte Anteil die-
ser Plasmazellen IgA-produzierend und ein kleinerer Anteil IgG-
produzierend. Dies ist in Ubereinstimmung mit unseren Nasen-
sekret-Daten, wo wir ebenfalls hdhere Konzentrationen von al-
lergen-spezifischem IgA im Gegensatz zu IgG fanden.

Unsere Ergebnisse unterstiitzen Uberlegungen anderer Autoren
zu relevanten mukosa-immunologischen Aspekten in der Patho-
physiologie der Rhinitis allergica. Tierexperimentell konnten
nicht nur Mukosa-Immunantworten bei Typ-I-Allergien be-
schrieben werden, sondern diese durch Einsatz verschiedener
Adjuvantien [1] oder unterschiedlicher Antigen-Administrati-
onsrouten [2,3] giinstig beeinflusst werden. Dies gipfelte in der
Beobachtung, dass iiber die mukosale Applikation von Allerge-
nen eine Sensibilisierung gegen diese Allergene verhindert wer-
den kann [2,3]. Aus diesen tierexperimentellen Daten kénnten
therapeutische Optionen auch fiir den Menschen hervorgehen.
Letztlich kann man die Wirksamkeit der sublingualen Immun-
therapie (SLIT) als mukosale Toleranzinduktion deuten. Die
Wirksamkeit der SLIT ist inzwischen als gesichert anzusehen
[44,45]. Allerdings fehlt im Gegensatz zur subkutanen Immun-
therapie (SIT) der Nachweis eines iiberzeugenden Wirkmecha-
nismus [46,47]. Der bei der SIT als ursdchlich angesehen
Th2-Th1-isotyp switch ist bei der SLIT bisher nicht {iberzeugend

nachgewiesen worden [46,47]. Ferner konnte durch radioaktiv
markiertes Allergen bei der SLIT nachgewiesen werden, dass die
Allergene bis zu 18 -20 h unterhalb der Zunge persistieren [48].
All dies impliziert ein mukosa-immunologisches Szenario zur Er-
kldrung der nachgewiesenen Wirksamkeit. Kénnten die Allerge-
ne von spezialisierten Epithelzellen aufgenommen werden und
somit eine Mukosa-Antwort im Sinne von mukosaler Toleranz
induziert werden? Als spezialisierte Epithelzellen kimen unter
anderem M-Zellen sublingual oder M-Zellen an den Ausfiih-
rungsgdngen der kleinen Speicheldriisen in Frage, die dort miin-
den. In Letztere wurde eine retrograde Antigenaufnahme durch
Partikel aus dem Speichel bereits an Affen gezeigt [49]. Hypothe-
tisch kdnnte der Wirkmechanismus der SLIT somit auf mukosa-
ler Toleranzinduktion beruhen. Grof8 angelegte Studien mit ho-
hen Patientenzahlen und langer Beobachtungsdauer sind zur Be-
antwortung dieser Fragen von Noten und geplant. Weiterhin
sollte auch der Prozess der Dosis-Wirkungs-Findung oder des
Einsatzes von mukosalen Adjuvantien bei der SLIT von mukosa-
immunologischen Uberlegungen begleitet werden.

Uber die (patho-)physiologische Funktion des allergen-spezifi-
schen IgA und IgG ldsst sich derzeit nur spekulieren. Protektive
Effekte im Sinne der Allergen-Exklusion sind fiir das antiphlogis-
tische IgA [14] und IgG4 [25-27] mehrfach beschrieben worden.
Hierbei konnten die Allergene im Mukus ,gefangen“ werden und
so der Induktion einer Immunantwort entgehen [50]. Die von
uns beobachteten niedrigeren Werte allergen-spezifischer Ig
der Klassen IgA und IgG im Nasensekret innerhalb der Saison
koénnten durch den erhéhten Verbrauch co-saisonal erkldrt wer-
den. Unsere Daten sprechen allerdings gegen einen relevanten
Einfluss des allergen-spezifischen IgA bei der Degranulation von
Eosinophilen. Im Vergleich co- versus extra-saisonal fanden sich
inverse Verhdltnisse zwischen IgA und ECP bzw. Eosinophilen-
zahl, und nach intranasaler Allergenprovokation zeigten sich kei-
ne Anderungen des IgA iiber 8 h, wohingegen ECP in der Spit-
phase der allergischen Reaktion mehr als 4-fach gesteigert war.
Somit unterstiitzen wir die Autoren [22], die diese ,negativen*“
Effekte des IgA in Frage stellen.

Weiterhin sprechen unsere Ergebnisse gegen einen relevanten
Zusammenhang zwischen allergen-spezifischem IgA und der
Mastzelldegranulation, da analog zum ECP inverse Verhaltnisse
zwischen IgA und Tryptase im Vergleich co- versus extra-saiso-
nal gefunden wurden.

Die Ergebnisse nach Allergenprovokation konnten inzwischen an
einer groferen Patientengruppe in Zusammenarbeit mit unse-
rem Kooperationspartner reproduziert werden. Auch hier fanden
sich keine signifikanten Anderungen der allergen-spezifischen Ig
nach Provokation und kein Zusammenhang zur bekannten Eosi-
nophilie in der allergischen Spdtphase oder zur Mastzellaktivie-
rung in der allergischen Frithphase [51].

Bei der Interpretation der Ergebnisse des Vergleichs co- versus
extra-saisonal muss beriicksichtigt werden, dass unterschiedli-
che Individuen (co-saisonal n=28 versus extra-saisonal n=41)
verglichen wurden. Zu den intra-individuellen Schwankungen
addieren sich inter-individuelle, was durch die hohen Standard-
abweichungen und fehlenden Signifikanzniveaus reprasentiert
wird. Nur ein longitudinaler Studienansatz, in dem dieselben Pa-
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tienten co- und extra-saisonal untersucht werden, kann letztlich
signifikante Ergebnisse erbringen. Wir halten die gefundenen
Daten, insbesondere im Hinblick auf die fehlende Assoziation
zwischen IgA und der Eosinophilie bzw. Mastzelldegranulation,
jedoch fiir berichtenswert und entschlossen uns diese hier zu
prdsentieren.

Wir interpretieren den Nachweis von allergen-spezifischen IgA
und IgG als Ausdruck einer eigenstandigen Mukosa-Immunant-
wort. Die hochsten Konzentrationen allergen-spezifischer Anti-
korper im Nasensekret fanden wir jedoch beim allergen-spezifi-
schen IgE der Allergiker. Dieses stammt sicherlich zum gréten
Teil aus der systemischen Zirkulation, wo erhéhte IgE-Werte bei
Allergikern als pathognomotisch gelten und mehrfach beschrie-
ben wurden [33]. Im Gegensatz zu dlteren Arbeiten, in denen kei-
ne IgE-produzierenden Plasmazellen in der Nasenmukosa gefun-
den wurden [13], gibt es immer mehr Hinweise auch auf eine lo-
kale IgE-Produktion bei der Rhinitis allergica [52-54]. Uber den
Anteil von lokal gebildetem versus systemischem IgE im Nasen-
sekret konnen auch wir nur spekulieren. Ahnliches trifft auch fiir
das IgG zu. Auch hier fanden sich héhere Konzentrationen im Se-
rum im Vergleich zum Nasensekret, so dass ein Teil des im Na-
sensekret gefundenen IgG aus der systemischen Zirkulation
stammen diirfte. Allerdings deuten die bereits durch andere be-
schriebenen IgG-produzierenden Plasmazellen in der Nasenmu-
kosa [13,53] auf eine relevante mukosale Produktion. Anders das
Bild fiir das allergen-spezifische IgA: Hier waren die Serumkon-
zentrationen deutlich niedriger als die im Nasensekret. Der weit-
aus groflte Anteil des im Nasensekret gefundenen allergen-spe-
zifischen IgA diirfte somit mukosalen Ursprungs sein, was eben-
falls durch histologische Ergebnisse bestatigt wird [13].

Insgesamt spiegeln die Verhaltnisse im Serum die Pathologie in
der Nase nur unzureichend wider, was in Ubereinstimmung zu
vorangegangenen Studien ist [30,33,36].

Zusammenfassung

Mukosa-immunologische Aspekte in der Pathophysiologie von
allergischen Reaktionen des Typs I nach Coombs und Gell gewin-
nen eine zunehmende Beachtung. Findet der Erstkontakt des in-
halierten Allergens bei der Rhinitis allergica doch mit der Nasen-
mukosa statt! Die Reduzierung der Pathophysiologie der allergi-
schen Rhinitis auf eine systemische, eosinophile und IgE-medi-
ierte Immunreaktion vom Th2-Typ verlegt den Blick auf relevan-
te mukosa-immunologische Aspekte mit potenzieller therapeu-
tischer Nutzung.

Wir fanden im Nasensekret allergen-spezifische Ig der Klassen
IgA und IgG bei Patienten mit allergischer Rhinitis und interpre-
tieren dies als Ausdruck einer eigenstandigen, humoralen Muko-
sa-Immunantwort. Ihre Bedeutung bleibt derzeit noch spekula-
tiv. Eine Involvierung von IgA bei der Eosinophilen- oder Mast-
zelldegranulation erscheint nach unseren Ergebnissen unwahr-
scheinlich.
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