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1 Einleitung

1.1  Anatomie und Physiologie der Nase und Nasennebenhdhlen

Die Nase ist ein zentraler Bestandteil des menschlichen Gesichts und wird
anatomisch in die aulere und innere Nase unterteilt. Die auflere Nase wird
proximal von der knochernen Nasenpyramide gebildet, die aus dem Pars nasalis
des Os frontale, dem Processus frontalis maxillae, dem Vomer und dem Os nasale
selbst besteht (Putz R., 2000). Distal angrenzend an diese Knochen besteht das
GerlUst aus mehreren hyalinen Nasenknorpeln, die damit die aul’ere Form der
Nasenfligel bis zur Nasenspitze vorgeben (Waldeyer, 2003). Der grofdte Anteil des
Nasenrickens wird dabei von den paarig angelegten Seitenknorpeln (Cartilagines
nasi laterales) gebildet, die der Nasenscheidewand, dem Septum nasi,
dachahnlich von der Seite aufliegen. Kleinere Knorpel, die Cartilagines alares
minores und Cartilagines nasales accessoriae tragen zur aufl’eren Formstabilitat
der Nase bei. Das Septum teilt die Nase in zwei anatomische wie funktionelle
Einheiten, die Cavitas nasi, die vorne mit dem Vestibulum nasi beginnt und in den
Choanen endet. Die Nasenhaupthohle wird wiederum durch jeweils drei lateral
hineinragende Nasenmuscheln, die Concha nasi inferior, media und superior, in
kleinere = Kompartimente unterteilt. Die = Nasenmuscheln dienen der
OberflachenvergroRerung und Kanalisierung des Luftstroms in den Nasengangen.

Mit Ausnahme des Vestibulum nasi, in dem verhornendes Plattenepithel
vorhanden ist, findet sich in der gesamten Nasenhaupthdhle einschliellich des
Nasopharynx und der Nasennebenhdhlen respiratorisches Flimmerepithel. Die
Schleimhaut der Nasenmuscheln besitzt auRerdem ein dichtes Netz an
Blutkapillaren, das einen so genannten Venenplexus bildet. Dadurch kann die
Schleimhaut in diesen Bereichen besonders stark anschwellen und so auch den
Luftstrom regulieren bzw. blockieren. Dies spielt eine wichtige Rolle bei der
Befeuchtung und Erwarmung der einstromenden Luft sowie bei der Zufiihrung
eines Luftanteils zu der weit kranial an der Lamina cribrosa gelegenen Regio
olfactoria, der Riechschleimhaut. In diesem Areal finden sich die eigentlichen

Riechzellen, die von Stltzzellen und den Bowman-Driisen umgeben sind. Das von



den Drusen abgesonderte Sekret dient hierbei sowohl als Solvens fur Riechstoffe
als auch der Reinigung (Schiebler T., 2003).

Weitere Aufgaben erfullt die Nase als Resonanzraum, als erste Instanz der
Infektabwehr und durch ihre Klima- und Filterfunktion. Die im Vestibulum
befindlichen Nasenhaare, die Vibrissen sowie das repiratorische Flimmerepithel
dienen der Reinigung der Luft, indem sie den Einstrom von Partikeln wie Pollen
und Staub in die unteren Atemwege und Lunge reduzieren, was auch bei der
allergischen Rhinitis eine entscheidende Rolle spielt.

Die Nasennebenhohlen sind ein sehr komplex aufgebautes Hohlraumsystem,
das individuell sehr verschieden ausgepragt sein kann. Die verschiedenen
Hohlraume - auch Sinus genannt - stehen Uber die Ostien mit der
Nasenhaupthoéhle in Verbindung. Die Ostien sind nétig, um eine Luftzirkulation und
die Moglichkeit eines Sekretabflusses zur Reinigung sicherzustellen. Die Sinus
maxillaris, frontalis und die vorderen Siebbeinzellen minden allesamt im Hiatus
semilunaris am vorderen Ende der mittleren Nasenmuschel. Diese Mundungsstelle
wird durch den Processus uncinatus des Os ethmoidale verdeckt und dadurch
noch weiter eingeengt. Der Bereich, bestehend aus den Ostien und dem mittleren
Nasengang, wird als eine funktionelle Einheit angesehen und als osteomeataler
Komplex bezeichnet. Er wird als Ausgangspunkt fur verschiedene Erkrankungen
wie beispielsweise der Polyposis nasi gesehen. In den Bereich des unteren
Nasengangs mundet aul’erdem der Ductus nasolacrimalis, der Uberschuissige
Tranenflissigkeit vom Auge uUber die Nase ableitet. Im Bereich des oberen
Nasengangs befinden sich die Ostien der hinteren Siebbeinzellen und des Sinus
sphenoidalis.

Die Nasenschleimhaut wird sensibel von Asten des N. trigeminus, dem N.
ophthalmicus im ventralen Bereich und dem N. maxillaris im dorsalen Bereich
versorgt. Diese afferenten Nerven vermitteln die allseits bekannten Symptome bei
Infektionen der oberen Atemwege, wie Juckreiz und Niesreiz (Nishino, 2000;
Songu, 2009). Die sekretorische Steuerung der Glandulae nasales erfolgt Uber
sympathische und parasympathische Fasern des vegetativen Nervensystems. Die
parasympathischen, sekretionsfordernden Impulse gelangen Uber den N. facialis
und den N. petrosus major in das Ganglion pterygopalatinum und von dort zur

Nasenschleimhaut. Sekretionshemmende, sympathische Informationen gelangen



vom Plexus caroticus internus Uber den N. petrosus profundus in die Fossa
pterygoidea und von dort zur Nasenschleimhaut (Trepel, 2004).

Die arterielle Blutversorgung der Nase wird hauptsachlich aus der A.
sphenopalatina und der A. palatina descendens, die beide der A. maxillaris
entstammen, sichergestellt. Letztere entstammt dem Stromgebiet der A. carotis
externa. Zusatzlich bezieht die Nase arterielles Blut aus dem Stromgebiet der A.
carotis interna Uber die A. ophthalmica. Dieser entspringen die Aa. ethmoidales
anterior und posterior. Wahrend die A. ethmoidalis anterior mit ihren Asten den
ventralen Bereich der Nase versorgt und im Bereich des Locus Kiesselbachii mit
dem Stromgebiet der A. carotis externa anastomosiert, versorgt die A. ethmoidalis
posterior hauptsachlich die Nasennebenhohlen.

Arterien und Venen werden ebenfalls durch die genannten vegetativen
Nervenfasern versorgt und haben deswegen auch einen entscheiden Einfluss auf
die Blutzu- und abfuhr und damit auf das An- bzw. Abschwellen der Schleimhaut in
der Nase. Dieses Zusammenwirken spielt auch beim sog. 'Nasenzyklus' eine
wichtige Rolle. Dabei schwellen die Schleimhautareale im Bereich der
Nasenmuscheln unwillkurlich wechselseitig an bzw. ab und geben damit der
Schleimhaut der jeweils 'zugeschwollenen' Seite eine bessere Moglichkeit der
Regeneration, da sowohl der Luftstrom als auch der Flussigkeitsverlust abnimmt.
Diese Beobachtung wurde erstmals von Richard Kayser beschrieben (Kayser,
1895). Der eigentliche Begriff des 'Nasenzyklus' entstand jedoch erst spater. Die
Existenz dieses wiederkehrenden Zyklus ist allerdings durchaus umstritten.
Vielmehr wird daher von spontanen, physiologischen Schleimhautveranderungen
und dem daraus resultierenden Flow gesprochen (Eccles, 2000; Gilbert &
Rosenwasser, 1987).

Eine weitere entscheidende Funktion kommt dem Epithel mit der Reinigung
der Luft zu. Es besteht, wie oben bereits erwahnt, aus einem mehrreihigen
hochprismatischen Flimmerepithel. Am apikalen Pol der Zelle befinden sich die
Kinozilien, die aktive Bewegungen ausfuhren kénnen. Diese bestehen aus Paaren
von Mikrotubuli, die kreisférmig um ein zentrales Paar angeordnet sind. Die
Kinozilien der einzelnen Zellen sind in der Lage, synchronisierte Aktionen im Sinne
von Wellenbewegungen auszufuhren. Hierdurch kann ein gerichteter Abtransport

von Schleim und den darin enthaltenen Fremdkorpern, wie z.B. Pollen oder Staub



erfolgen.  Entscheidend ist diese Fahigkeit beispielsweise in den
Nasennebenhohlen, da das Ostium hier oft nicht am tiefsten Punkt liegt und der
Transport gegen die Schwerkraft erfolgen muss. Der Abtransport in der
Nasenhaupthohle erfolgt dabei in Richtung Ostien und weiter Richtung Choanen
und wird als mukozilidre Clearance bezeichnet. Neben der rein mechanischen
Reinigungsfunktion kommt dem Epithel laut neuerer Forschung auch eine
sensorische Funktion zu. Offenbar exprimieren diese Zellen Bitterrezeptoren, die
uber einen komplexen Mechanismus die Aktivitat erhdhen konnen und so eine
direkte Reaktion auf aul3ere Reize zeigen (Braun, T., Mack & Kramer, 2011; Shah,
Ben-Shahar, Moninger, Kline & Welsh, 2009).

Neben den zilien-tragenden Epithelzellen durchsetzen zahlreiche
Becherzellen das Epithel. Zahlenmaliig ist etwa jede flinfte bis sechste Zelle des
Epithels eine Becherzelle, was einen nicht unerheblichen Anteil ausmacht. Die
Becherzellen produzieren und sezernieren Schleim mittels Exozytose und sorgen
auf diese Weise ebenso fur die notwendige Befeuchtung wie auch fur eine
Schutzschicht des Epithels.

1.2 Haufige chronisch entziundliche Erkrankungen der Nase und

Nasennebenhohlen

Die Rhinitis bezeichnet eine Entzindung der Nasenschleimhaut und stellt
ein sehr haufiges Erkrankungsbild dar. Definitionsgemald mussen dabei typische
Symptome wie Rhinorrhoe, Niesreiz und nasale Verstopfung an mindestens zwei
aufeinanderfolgenden Tagen auftreten (Bousquet et al.,, 2008). Die
unterschiedlichen Formen der Rhinitis zeigen oft klinisch eine &hnliche
Symptomatik und auch einen sehr ahnlichen Verlauf und sind daher nicht immer
auf den ersten Blick zu unterscheiden. Es gibt eine ganze Reihe verschiedener
Entzindungsformen der Nase und Nasennebenhdhlen, allerdings mdchte ich mich
nachfolgend auf die drei haufigsten chronischen Krankheitsbilder beschranken.



1.2.1 Chronische Rhinosinusitis (CRS)

Die Rhinosinusitis ist eine der haufigsten entzindlichen Erkrankungen der
Schleimhdute des Nasen- und Rachenraumes. Bei Kindern entsteht eine akute
Sinusitis aus etwa 5-10% der Rhinitiden (Wald, 1996). Von Juli 2000 bis Juni 2001
wurden in Deutschland tUber 6 Millionen akute und Uber 2,5 Millionen chronische
Sinusitisfalle diagnostiziert (Quelle: IMS HEALTH 2001, Frankfurt). Daraus
ergeben sich Uber 8,5 Millionen Falle pro Jahr allein fur Deutschland. In den USA
zeigen Studien vergleichbar hohe Pravalenzen, denen zufolge rund 14% der
amerikanischen Bevdlkerung im Jahr an einer Sinusitis erkranken (Kaliner, M.,
1998). In den USA steht die CRS mit jahrlich 37 Millionen Betroffenen damit an der
Spitze der haufigsten chronischen Erkrankungen (Braun, H. et al., 2003). Die
Zahlen der Rhinitiden - die meist einer Sinusitis vorausgehen - sind noch
eindrucksvoller: Geschatzte 1 Milliarde Erkrankungsfalle gibt es pro Jahr in den
USA, und amerikanische Schulkinder verpassen aufgrund dieser Tatsache jahrlich
etwa 22 Millionen Schultage (National Institute of Allergy and Infectious Diseases,
2004). Im Jahr 1996 mussten in den USA allein fir das Krankheitsbild der Sinusitis
als Primardiagnose etwa $ 3,4 Milliarden aufgewendet werden; rechnet man die
Kosten der Begleit- bzw. Folgeerkrankungen, wie z.B. eine Otitis media hinzu, so
stiegen die Kosten auf nahezu $ 5,8 Milliarden (Ray et al., 1999).

Eine Bezeichnung als Rhinosinusitis ist dabei zutreffender als der allgemein
Ubliche Terminus Sinusitis, da eine Infektion aufgrund der Anatomie selten nur eine
oder mehrere Sinus, sondern vielmehr auch die Nasenhaupthdhle betrifft oder gar
von ihr ausgeht (Kaliner, M. A. et al., 1997). Entgegen der allgemeinen Auffassung
lasst sich auch schon oft bei einer alleinigen Rhinitis eine Infektionsbeteiligung
einer oder mehrerer Sinus nachweisen (Gwaltney, Phillips, Miller & Riker, 1994;
Van Cauwenberge, Ingels, Bachert & Wang, 1997). Damit scheint eine strikte
Trennung nicht sinnvoll und der Ubergang einer Rhinitis in eine Rhinosinusitis ist
als flielend anzusehen (Van Crombruggen, Van Bruaene, Holtappels & Bachert,
2010). Seit der EP°0S-Studie (European Position Paper on Rhinosinusitis and
Nasal Polyps) im Jahr 2007 gilt somit der Terminus 'Rhinosinusitis' als wissen-
schaftlich aktuelle Bezeichnung (Fokkens, Lund & Mullol, 2007a).



Rhinosinusitiden werden in akute, akut rezidivierende und chronische
Verlaufe unterteilt (Bousquet, Van Cauwenberge & Khaltaev, 2001). Bestehen die
typischen Symptome wie Rhinorrhoe, postnasal-drip, Husten, Fieber und
Kopfschmerzen weniger als 8 Wochen mit max. 3-4 Episoden im Jahr, spricht man
von einer akuten Rhinosinusitis. Bestehen die Beschwerden dagegen langer oder
haufiger ohne vollstandige Beschwerdefreiheit zwischen den
Erkrankungsepisoden, geht man von einer chronischen Rhinosinusitis aus (Lund &
Kennedy, 1995). Als akut rezidivierende Sinusitiden bezeichnet man mehr als 4
akute Episoden im Jahr, allerdings nur bei jeweils vollstandiger
Symptomruckbildung.

Ausldser einer Rhinosinusitis ist oftmals ein banaler viraler Infekt (Rhinitis
oder Schnupfen), der die Nasenschleimhaute anschwellen lasst und mit einer
gesteigerten Sekretproduktion sowie Nies- und Juckreiz einhergeht. Wird die
Infektion einer Rhinitis in die Nasennebenhdhlen fortgeleitet, fuhrt dies auch dort
zu gesteigerter Sekretproduktion. Die Schleimhautschwellungen - oft auch in
Kombination mit anatomischen Anomalien - behindern den Sekretabfluss aus den
Nasennebenhodhlen. Der entstehende Sekretriickstau in die Nasennebenhodhlen
beglnstigt eine bakterielle Superinfektion dieser Areale und flhrt anschliel3end zu
einer eitrigen Entzindung (Boenninghaus, 2005). Die vorherrschenden klinischen
Symptome sind vor allem eine behinderte Nasenatmung, postnasal-drip und eine
eitrige  Rhinorrhoe. Etwa die Halfte der Patienten klagt aulRerdem Uber
Kopfschmerzen, wohingegen nur etwa ein Drittel Hustenreiz oder eine Hyposmie
bzw. eine Anosmie angibt (Kaliner, M., 1997). Bei einem Ubergang einer
Rhinosinusitis in eine CRS spielen eine ganze Reihe von Faktoren eine Rolle.
Durch die ablaufende und fortbestehende Entzindungsreaktion kommt es zur
Freisetzung von zahlreichen Entzindungsmediatoren hauptsachlich durch
Leukozyten, die wiederum das Einwandern weiterer Entzindungszellen in das
Gewebe beglnstigen. Da die neu eingewanderten Leukozyten ebenfalls
Entzindungsmediatoren freisetzen, kommt es zu einem selbsterhaltenden
Kreislauf (Rice, 2004). Neben der Einwanderung weiterer Zellen des
Immunsystems haben diese Mediatoren auch einen positiven Einfluss auf die

Uberlebenszeit der Leukozyten und auch auf den mukozilidren Abtransport.



Besonders die Entzindungsmediatoren eosinophiler Granulozyten kdénnen zu
Ziliostase fuhren und damit den Abtransport des Sekrets nachhaltig negativ
beeinflussen (Kaliner, M. A. et al.,, 1997). Daraus ergibt sich ein eindickendes
Sekret in Verbindung mit einer weiteren Schadigung der Schleimhaut. Diese
hypertrophiert und vermindert so zusatzlich die Bellftung. SchlieBlich endet dieser
sich selbst steigernde Prozess in einer CRS mit den typischen Symptomen eines
Sekretstaus, einer chronischen Entzindungsreaktion und der dauerhaften Stérung
des mukoziliaren Abtransports. Weitere begunstigende Faktoren stellen
anatomische Anomalien dar, wie Nasenseptumdeviationen oder auch eine Concha
bullosa (luftgeflllte Nasenmuschel). Diese kdnnen vor allem in dem engen Bereich
des mittleren Nasenganges die Beluftung der Nasennebenhdhlen zusatzlich
behindern. Daher wird der osteomeatale Komplex als kritischer Bereich bei der
Entstehung der CRS angesehen (Slavin et al., 2005).

Die CRS wird oft in Verbindung mit verschiedenen anderen Erkrankungen
gebracht, wie z.B. der Otitis media, der allergischen Rhinitis und dem Asthma
bronchiale. Besonders die beiden zuletzt genannten Erkrankungen werden sehr
haufig bei einer CRS beobachtet (Kaliner, M., 1997). Da die Haufigkeit der
assoziierten Erkrankungen sehr hoch ist, sollten diese bei der Behandlung mit
einbezogen werden.

Im klinischen Alltag ist aufgrund der oft ahnlichen Symptomatik eine
Abgrenzung zu anderen Krankheitsbildern vielfach schwierig (Bhattacharyya,
2005). Die Genese der CRS wird als multifaktoriell angesehen und ist daher nicht
immer einfach zu diagnostizieren. Auch aufgrund von CT- Scans kann oft keine
eindeutige Diagnose gestellt werden; vielmehr sind den Symptomen, dem
Erkrankungsverlauf und den klinischen Untersuchungen gleichermalien

Aufmerksamkeit zu schenken (Stewart & Johnson, 2004).



1.2.2 Polyposis nasi et sinuum

Die CRS wird laut gangiger Klassifikation in eine CRS mit nasaler Polyposis
(CRSwWNP) und eine ohne (CRS, oft auch CRSsNP) unterteilt. Damit ware die
Polyposis nasi definitionsgemald eine Unterform der CRS (Baraniuk & Maibach,
2005; Meltzer et al., 2004). Allerdings ist diese Sichtweise durchaus umstritten, da
einzig die ahnliche Symptomatik auf eine enge Verbindung schlielRen lasst. So
weisen einige Studien darauf hin, dass die Polyposis nasi eher als eine
eigenstandige Erkrankung anzusehen ist (Hosemann, Gode & Wagner, 1994;
Jankowski, Bouchoua, Coffinet & Vignaud, 2002; Polzehl, Moeller, Riechelmann &
Perner, 2006; Rudack, Sachse & Alberty, 2004).

Die Diagnose Polyposis nasi ist zwar weitaus seltener als die der CRS,
wurde aber laut dem IMS Health in Frankfurt (2001) tGber 220.000 mal pro Jahr in
Deutschland gestellt. In den USA und Finnland wird die Inzidenz mit 1% bis 4,3%
der Gesamtbevolkerung angegeben (Hedman, Kaprio, Poussa & Nieminen, 1999;
Michaels & Hellquist, 2001; Settipane & Chafee, 1977). Dabei ist das mannliche
Geschlecht im Verhaltnis von etwa 3:1 deutlich haufiger betroffen als das weibliche
(Drake-Lee, Lowe, Swanston & Grace, 1984).

Klinisch imponiert die Polyposis nasi durch semitransparente, wassrige,
weil-glasige Wucherungen der Schleimhaut von Nase und Nasennebenhdhlen.
Die Gewebsvermehrungen werden als gutartige Geschwilste der Schleimhaut
angesehen, wobei sie eine verminderte Vaskularisation und Innervation aufweisen
und dadurch ihr charakteristisches Aussehen erhalten (Lund, 1995; Mygind, 1990).
Grundsatzlich kdnnen Nasenpolypen nahezu im gesamten Nasenraum auftreten.
Eine eindeutige Lokalisation der erkrankten Schleimhaut ist daher nicht sicher zu
bestimmen, allerdings ist die laterale Nasenwand im Bereich des mittleren
Nasenganges und besonders der Bereich des osteomeatalen Komplexes der Ort
des haufigsten Auftretens von Nasenpolypen (Larsen, Tingsgaard, Harcourt,
Sofsrud & Tos, 1998; Larsen & Tos, 1991, 2004; Lund, 1995; Stammberger &
Posawetz, 1990). Interessanterweise neigt beispielsweise die untere
Nasenmuschel kaum zur Ausbildung von Nasenpolypen. Einen plausiblen

Erklarungsansatz hierfir gibt es bislang nicht.
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Nasenpolypen kdénnen sowohl solitar als auch multipel auftreten. Am
haufigsten treten sie allerdings als gestielte, traubenférmige, 6dematose
Gewebssacke auf, die in die Nasenhaupthohle oder - bei ausgepragtem Befund -
sogar in den Nasenrachenraum prolabieren kdnnen. Dabei lasst sich das Ausmal}
in vier klinische Grade einteilen, die von Rasp et al. beschrieben wurden (Rasp,
Kramer, Ostertag & Kastenbauer, 2000). Sinnvoll erscheint eine solche Einteilung
sowohl im klinischen Alltag als auch fur die Nachsorge betroffener Patienten.
Aufgrund der oben beschriebenen Beschaffenheit und der Lokalisation der
Nasenpolypen lasst sich auch die Symptomatik leicht erklaren. Die haufigsten
Beschwerden sind dabei Nasenatmungsbehinderung, postnasal-drip, Rhinorrhoe,
Rhinophonia clausa, Kopfschmerzen sowie Storungen des Riechvermdgens. Als
weitere Folge kdnnen - abhangig vom Auspragungsgrad - zusatzlich Schnarchen
und Bellftungsstorungen des Mittelohres auftreten.

Die Atiologie ist trotz umfangreicher Erforschung der Polyposis nasi bisher
nicht aufgeklart. Dabei wirft vor allem der eigentliche Entstehungsprozess der
Polypen noch Fragen auf (Rinia, Kostamo, Ebbens, van Drunen & Fokkens, 2007).
Eine erste Problemstellung ergibt sich dabei bereits aus der oben erwahnten
Definition, da bisher nicht abschlieRend geklart ist, ob und inwiefern die Polyposis
nasi ein eigenstandiges Krankheitsbild darstellt und ob sich die Erkrankung
systemisch erstreckt oder sich nur lokal auf einen Teilbereich der Nase und
Nasennebenhohlen bezieht. Weitgehend Einigkeit besteht in der Literatur hingegen
in der Co-Morbiditat von Polyposis nasi und einigen systemischen Erkrankungen.
So ist die Inzidenz von Nasenpolypen bei Asthma bronchiale, zystischer Fibrose,
primarer Ziliendyskinesie und Analgetika-Intoleranz deutlich erhoht. Die genaue
Verbindung dieser Krankheitsbilder zur Polyposis nasi ist nicht geklart, doch qilt
dies als sehr wahrscheinlich. Etwa 40% der Patienten mit Polyposis nasi leiden
auch an Asthma, wobei die intrinsische Form am haufigsten in Verbindung mit
nasalen Polypen beobachtet wird (Bachert et al., 2003). Studien zufolge ist die
Pravalenz der Polyposis nasi bei mannlichen Asthmatikern Uber dem 40.
Lebensjahr am hdchsten (Settipane & Chafee, 1977). Dabei sind nasale Polypen
oft erst 10 Jahre nach der Erstdiagnose von Asthma bronchiale festzustellen
(Fokkens, Lund & Mullol, 2007b).
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Das gleichzeitige Auftreten von Nasenpolypen, Asthma und einer

Analgetika-Intoleranz (auch Aspirin- oder ASS-Intoleranz) wird als Samter-Trias
bezeichnet. Auch dieser Zusammenhang der drei Krankheitsbilder ist keineswegs
eine neue Beobachtung, da sie erstmals 1922 beschrieben wurde (Widal, Abrami
& Lermoyez, 1987). Trotzdem ist die genaue Pathophysiologie auch hier bis heute
weitgehend unbekannt. Ein Auftreten einer Analgetika-Intoleranz aufllerhalb der
Samter-Trias ist dabei aber weitaus haufiger zu beobachten. Wahrend man in der
Allgemeinbevdlkerung von einer Inzidenz von etwa 1% ausgeht, liegt die Inzidenz
bei Polyposis nasi bei etwa 40% (Hosemann, Kuhnel & Pfeifer, 2000; Kaldenbach
et al., 1999; Reil3, 2009; Settipane & Chafee, 1977). Liegt eine nachgewiesene
Analgetika-Intoleranz  vor, kann eine Polyposis nasi mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit nachgewiesen werden (Gosepath, Hoffmann, Schafer, Amedee
& Mann, 1999; May, Wagner, Langenbeck & Weber, 2000; Settipane, 1986).
Zum Teil sehr kontroverse Diskussionen gibt es Uber die Vergesellschaftung der
Polyposis nasi mit Allergien bzw. allergischer Rhinitis. So belegen Studien sowohl
eine Korrelation zu Allergien als auch zu Asthma bronchiale (Karjalainen et al.,
2003; Munoz del Castillo et al., 2009). Allerdings wird dies v.a. in Bezug auf die
Allergien von anderen widerlegt (Bachert et al., 2003; Keith et al., 1994; Lund,
1995; Mygind, 1990). Wissenschaftlich lasst sich somit die Entstehung einer
Polyposis nasi nicht sicher mit dem allergischen Formenkreis verbinden.
Weiterfuhrende Forschung wird nétig sein, um diese fragliche Verbindung zu
klaren.

Einen klaren Hinweis auf die Grunderkrankung geben dagegen auftretende
Nasenpolypen zumeist bei Kindern. Da Nasenpolypen Ublicherweise erst im
Erwachsenenalter entstehen, werden diese deshalb bei Kindern als direkter
Hinweis auf z.B. eine zystische Fibrose (CF) angesehen (Gruyter, 2004;
Shwachman, Kulczycki, Mueller & Flake, 1962). Aufgrund eines Defekts des CFTR
Gens auf Chromosom 7 wird ein Chloridionen-Kanal falsch gebildet. Dies fuhrt zu
gestorter Produktion von hochviskésem Schleim und folglich zu reduziertem
mukoziliaren Abtransport. Diese Konstellation begunstigt das Entstehen von
rezidivierenden Sinusitiden, Polyposis nasi und Bronchitiden. Die Pravalenz von

nasalen Polypen bei CF wird mit 40 - 50% angegeben (Rinia et al., 2007).
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Ein ahnlicher Zusammenhang zeigt sich bei der primaren, ziliaren
Dyskinesie. Im Unterschied zur CF fuhrt hier ein genetischer Defekt zu
fehlgebildeten Kinozilien. Zentraler Bestandteil ist dabei das Motorprotein Dynein,
das fur die aktiven Bewegungen verantwortlich ist. Aufgrund der Stérung ist keine
oder nur eine asynchrone, ungerichtete Bewegung maoglich, so dass ein gezielter
Abtransport des Schleims unmaglich wird. Die Folgen sind ahnlich denen der CF,
die zu chronischen Entzindungszustanden der Atemwege und Polyposis nasi
fuhren. Das gleichzeitige Auftreten von Situs inversus, CRS oder Polyposis nasi
und gegebenenfalls gestorter Spermienmotilitat wird als Kartagener-Syndrom
bezeichnet.

Nasenpolypen zeichnen sich histologisch durch Fibrose, eine 6dematdse
Schwellung des Gewebes bei verdickter Basalmembran und eine Uberwiegend
eosinophile Infiltration aus. Entdeckt wurden die eosinophilen Granulozyten bereits
1879 von Dr. Paul Ehrlich (Ehrlich, 1879). Diese eosinophilen Granulozyten
besitzen eine Vielzahl von Granula mit einer ganzen Reihe von zelltoxischen
Proteinen, die sie in grollen Mengen durch Exozytose freisetzen kdnnen. Sie
dienen in erster Linie der Abwehr korperfremder Zellen, indem sie deren
Zellmembranen zerstoren. Ebenso spielen sie eine Rolle in der Parasitenabwehr
und im Heilungsprozess von Geweben. Eine besondere Bedeutung haben dabei
vor allem die folgenden vier Proteine: das 'Eosinophilic Cathionic Protein' (ECP),
das 'Major Basic Protein' (MBP), die Eosinophile Peroxidase (EPO) und das
Eosinophile Protein X (EPX), das neuerdings auch 'Eosinophil-Derived Neurotoxin'
(EDN) genannt wird. Neben den o.g. zelltoxischen Proteinen besitzen die Granula
noch eine Reihe von weiteren Zytokinen und Chemokinen wie Interleukin-5 (IL-5),
'Regulated Upon Activation Normal T-cell Expressed and Presumably Secreted'
(RANTES), 'Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor' (GM-CSF) und
'Growth-Related Oncogene a' (GRO-a) (Hamilos et al., 1998; Hao, Pang & Wang,
2006; Hogan et al., 2008; Kroegel, 1992; Simon et al., 1997). Es konnte gezeigt
werden, dass die Gewebeeosinophilie dabei mit dem Erkrankungsgrad korreliert.
Daher wird das gebildete ECP als zentraler Marker flr die Gewebeentziindung
herangezogen (Behnecke, Mayr, Schick, Iro & Raithel, 2008). AuRerdem geht man
davon aus, dass durch die oben genannten Mediatoren und den damit

verbundenen Zellschaden vermehrt Wachstumsfaktoren ausgeschuttet werden
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und somit ein gesteigerter Zellzyklus induziert wird (Coste et al., 1996). Allen voran
scheint das IL-5 eine bedeutende Rolle zu spielen. So soll es dazu beitragen, dass
eosinophile Granulozyten aus dem Knochenmark ins Blut freigesetzt werden und
in entzindete Gewebe einwandern. Die Migration in Gewebe wird entscheidend
vom endothelialen '"Vascular Cell Adhesion Molecule 1' (VCAM-1) geférdert. Dort
angekommen zeigen sie aufgrund der vorhandenen Entzindungsmediatoren IL-5,
GM-CSF und IL-3 eine gesteigerte Aktivitat wie auch eine langere Uberlebenszeit
durch verzogerte Apoptose. Diese Erkenntnisse und die zentrale Bedeutung von
IL-5 zeigen aulierdem einen moglichen Ansatzpunkt flir eine Therapie auf
(Bachert, Gevaert, Holtappels, Cuvelier & van Cauwenberge, 2000; Bachert,
Wagenmann, Hauser & Rudack, 1997; Kramer, Ostertag, Pfrogner & Rasp, 2000;
Kramer & Rasp, 1999; Stone, Prussin & Metcalfe, 2010). Erste klinische Tests
weisen aber darauf hin, dass eine alleinige Intervention mittels eines Anti-IL-5
Antikérpers nicht ausreichend ist, um eine Symptomverbesserung zu erzielen. Es
wird eine Beteiligung weiterer Mediatoren vermutet; hier ist vor allem GM-CSF zu
nennen (Rinia et al., 2007).

Neben eosinophilen Infiltraten gibt es auch neutrophil dominierte Polypen,
die z.B. in Zusammenhang mit einer CF bzw. dem Young- oder Kartagener-
Syndrom gesehen werden (Bachert, 2003). Sie sind aber weitaus seltener und
haben nur einen geringen prozentualen Anteil. Die eosinophilen Polypen dagegen
haben einen Anteil von etwa 70-90% an den Nasenpolypen .

Neben den Granulozyten-Ansammlungen lassen sich auch zahlreiche
Mastzellen und deren freigesetztes Histamin feststellen. Normalerweise setzen
Mastzellen ihre Histamin-beinhaltende Granula durch eine IgE-vermittelte
Signaltransduktion frei. Die entsprechend bendtigten Rezeptoren sitzen dabei auf
der Zellmembran. Allerdings scheinen die Mastzellen in Nasenpolypen nicht tUber
die sonst ubliche Transduktion durch IgE zur Degranulation angeregt zu werden;
der genaue Mechanismus ist bisher unklar (Drake-Lee, Barker & Thurley, 1984).

Die Therapie der Polyposis nasi besteht je nach Ausmal® der Erkrankung
aus medikamentoser oder chirurgischer Intervention. Nicht selten ist der
Leidensdruck der Patienten enorm, so dass auch eine kombinierte Therapie zur
Anwendung kommt. Nachdem die Polyposis nasi sehr stark zu Rezidiven neigt und

eine kausale Therapie bisher nicht verfugbar ist, sind haufig mehrere Operationen
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notig. Idealerweise werden Nasenpolypen endoskopisch mittels FESS (functional
endoscopic sinus surgery) entfernt. Als sehr hilfreich haben sich topische und
systemische Steroide erwiesen, da sie die EntzUndungsreaktion in der
Nasenschleimhaut abschwachen. Da Nasenpolypen meist gut auf diese Therapie
ansprechen, werden Kortikosteroide sowohl pra- als auch postoperativ erfolgreich
eingesetzt. Eine kurzzeitige kombinierte systemisch-lokale Anwendung hat sich
dabei als sehr wirkungsvoll herausgestellt. Zur Rezidivprophylaxe als
Daueranwendung werden in der Regel nur topische Steroide in Form eines
Nasensprays verwendet, um unerwlunschte systemische Nebenwirkungen
auszuschliefen bzw. zu minimieren (Bachert, 2003; Bachert et al., 2003; Lund,
1995; Mygind, 1999; Rasp et al., 2000; Stammberger, 1999).

1.2.3 Allergische Rhinitis

Allergie ist ein Begriff, der sich aus den altgriechischen Woértern allos "fremd,
anders" und ergon "Verrichtung, Reaktion" ableitet. Der im heutigen Sinne
gebrauchliche Begriff Allergie wurde bereits 1906 von dem Wiener Kinderarzt
Clemens von Pirquet erstmals formuliert (Pirquet, 1906). Bis heute hat sich die
Definition - auch wenn diese nun konkreter formuliert wird - nicht grundlegend
geandert und man versteht unter einer Allergie eine spezifische, hypersensitive
Entziindungsreaktion eines Immunsystems auf ein Allergen (Bousquet et al., 2001;
Gruyter, 2004). Der Krankheitswert liegt hierbei in der eigentlichen Reaktion eines
Organismus gegenuber an sich unschadlichen Substanzen oder Partikeln. Diese
werden von dem betroffenen Immunsystem falschlich als gefahrlich interpretiert
und fihren damit zu einer unnétigen und oft Gbertriebenen Immunantwort.

Allergische Erkrankungen haben eine stetig zunehmende Inzidenz. In
Deutschland konnte ein Anstieg der allergischen Rhinitis von 10% in 1992 auf 17%
in 1998 gezeigt werden (Hermann-Kunz, 2000). Bereits im Kindes- und
Jugendalter kann eine allergische Rhinitis im Durchschnitt bei fast 11% der
Probanden festgestellt werden. Dabei ist ein stetiger Anstieg der Pravalenz mit
dem Alter zu verzeichnen. Die Krankheitshaufigkeit reicht dabei von 0,5% bei 0-2

jahrigen Kleinkindern bis hin zu fast 15% bei 14-17 jahrigen Jugendlichen (Langen,
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2012; Schlaud, 2007) und uber 20% bei 30-39 jahrigen (Langen, Schmitz &
Steppuhn, 2013). Haufig gibt es eine Koinzidenz mit anderen allergischen
Erkrankungen, @ wie zum  Beispiel dem  atopischen  Ekzem, der
Nahrungsmittelallergie, der Urtikaria sowie dem allergischem Asthma bronchiale
und Insektengiftallergien. Insgesamt leiden in Deutschland ca. 40% der
Erwachsenen an Allergien (Hermann-Kunz, 2000). Zwar gibt es sowohl regional
(Hermann-Kunz, 1999), als auch global deutliche Unterschiede in der Inzidenz
(Janson et al., 2001), allgemein ist jedoch ein deutlicher globaler Anstieg der
Allergieerkrankungen in den europaischen Industrienationen zu verzeichnen. In
den USA ist ein ahnlicher Trend zu beobachten. Dort wurden im Jahr 2005 auf
Grund einer allergischen Rhinitis 22 Millionen Arztbesuche registriert. Damit leiden
rund 7,3% der amerikanischen Bevolkerung an einer allergischen Rhinitis. 5 Jahre
zuvor lag die Quote noch bei 6.3%. Auch die Kosten im amerikanischen
Gesundheitssystem stiegen im gleichen Zeitraum erheblich auf nahezu das
Doppelte, namlich auf $11,2 Milliarden (Soni, 2008). Andere Quellen berichten in
den USA von Inzidenzen zwischen 9% und 24% bei Erwachsenen und bis zu 42%
bei Kindern (Borish, 2003). Die allergische Rhinitis ist damit die haufigste atopische
Erkrankung und verursacht somit beachtliche Kosten, weswegen diese seit einigen
Jahren vermehrt im Fokus der Aufmerksamkeit steht. Auch gesundheitspolitisch ist
sie von immer gro3erer Brisanz (Kurth, Lange, Kamtsiuris & Holling, 2009).
Entsprechend der Klassifikation nach Coombs und Gell lassen sich Allergien
in vier verschiedene Typen einteilen (Gell & Coombs, 1963). Die Typen | bis Il
gehoren zur Gruppe der so genannten Fruhtypen, die antikorpervermittelte
Reaktionen darstellen. Typ IV grenzt sich von den anderen ab, da dieser
zeitverzogert und zellvermittelt ablduft und somit einen grundlegend anderen
Mechanismus aufweist. Die allergische Rhinitis kann klinisch, wie in der ARIA-
Studie (Bousquet et al., 2001) beschrieben, klinisch noch weiter unterteilt und
klassifiziert werden. So unterscheidet man eine persistierende, also dauerhaft
symptomatische von einer intermittierenden, nur zeitweise auftretenden
allergischen Rhinitis. AuRerdem wird die Starke der Symptome in 'mild" und
'moderat-stark’ unterteilt. Fur die Klassifizierung sind also allein die Symptome
bestimmend. Bestehen Symptome langer als 4 Wochen pro Jahr bzw. 4 Tage pro

Woche, spricht man von einer persistierenden allergischen Rhinitis. Treten
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Symptome dagegen seltener auf, wird von einer intermittierenden allergischen
Rhinitis gesprochen.

Die allergische Rhinitis sowie das allergische Asthma und auch die Urtikaria
gehoren dem Typ | - auch Soforttyp genannt - an. Bei diesem Typus kommt es
nach dem symptomlosen Erstkontakt des Allergens mit T- und B-Lymphozyten in
dem betreffenden Organismus zur Ausbildung von spezifischen IgE-Antikdrpern.
Diese Antikorper werden von Plasmazellen produziert, die durch die Umwandlung
von B-Lymphozyten mittels z.B. Interleukin 4 (IL-4) entstehen. Erneuter
Allergenkontakt bewirkt eine sofortige Bindung des entsprechenden Allergens
durch die spezifischen IgE-Antikorper. Da vor allem Mastzellen hochaffin IgE-
Antikorper Uber den FceRI-Rezeptor binden (Stone et al., 2010), kommt es zu einer
Degranulation dieser Zellen. Hierdurch werden entziindungsférdernde Mediatoren
wie Histamin, Prostaglandine und Leukotriene freigesetzt. Diese Botenstoffe rufen
letztendlich die bekannten Symptome einer allergischen Reaktion hervor, namlich
Juck- und Niesreiz, Sekretion und 6dematdse Schwellung.

Neben den Mastzellen besitzen auch die hauptsachlich gewebsstandigen
eosinophilen Granulozyten den oben genannten hochaffinen FceRI-Rezeptor flr
IgE-Antikdrper (Dombrowicz & Capron, 2001; Kayaba et al., 2001). Dieser
Rezeptor wird in eosinophilen Granulozyten allerdings in nur geringen Mengen
exprimiert. Werden eosinophile Granulozyten zum Degranulieren angeregt, setzen
sie eine Vielzahl von zytotoxischen Substanzen frei und fuhren dadurch zu einer
lokalen Gewebszerstérung, die wiederum die Einwanderung weiterer eosinophiler
Granulozyten nach sich zieht. Daher ist bei Allergikern haufig eine erhohte Anzahl
eosinophiler Granulozyten nachweisbar (Bentley et al., 1992).

Diagnostisch wertvoll ist hierbei das eosinophile kationische Protein (engl.
eosinophil cationic protein, ECP), das in eosinophilen Granulozyten produziert wird
und damit spezifisch fur diesen Zelltyp ist. Durch die Gewinnung von Nasensekret,
z.B. mittels eines Wattetragers, kann die ECP-Konzentration bestimmt werden.
Diese lasst Ruckschlisse auf die Anzahl der gewebsstandigen eosinophilen
Granulozyten zu, da eine Korrelation dieser beiden GroRRen gezeigt werden konnte
(Beppu et al., 1994). Analog hierzu lasst sich mit Tryptase verfahren, einem
Enzym, das hauptsachlich von Mastzellen, aber auch von basophilen Granulozyten

exprimiert wird. Da allerdings die Anzahl basophiler Granulozyten der
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Nasenschleimhaut verschwindend gering ist (Canakcioglu et al., 2009; Heppt,
1995), kann deren Anteil bei der Bestimmung der Tryptase-Konzentration
vernachlassigt werden. Somit konnen Rulckschlusse auf die Anzahl der
vorhandenen Mastzellen in dem betreffenden Gewebe gezogen werden (Rasp &
Hochstrasser, 1993).

Die erwahnten eosinophilen Granulozyten lassen sich aber nicht nur lokal in
der Nasenschleimhaut, sondern auch systemisch im Blut bestimmen. In der
Diagnostik werden sowohl diese als auch andere Parameter wie z.B. das Gesamt-
IgE verwendet. Beide kdnnen Hinweise auf eine mdgliche Atopie geben und somit
als Marker fungieren (Chen, S. T., Sun, Lu, Lue & Chou, 2006). Die systemische
Gewinnung von Untersuchungsmaterial bietet gegenuber der lokalen den Vorteil,
dass Blut meist leicht zu entnehmen ist. Vielfach kbnnen diese Parameter auch im
Rahmen der oft Ublichen routinemafigen Blutenthahme im Labor mitbestimmt
werden.

Wie bereits erwahnt, sind derzeit viele verschiedene Methoden weltweit
etabliert, um Allergien zu diagnostizieren. Je nach Erkrankung werden
unterschiedliche Tests oder Kombinationen hiervon angewendet, um bestmogliche
Diagnosen stellen zu konnen. Das Vorhandensein der oben erwahnten
hochspezifischen IgE-Antikdrper macht man sich somit in der Diagnostik der

Allergien zu Nutze.

1.3 Zielsetzung der Studie

In der Diagnostik chronischer nasaler Erkrankungen hat sich eine Vielzahl
von verschiedenen Methoden etabliert. Diese werden sowohl einzeln als auch in
Kombination mit anderen Methoden simultan eingesetzt. Aufgrund dieser vielen
unterschiedlichen Testmodglichkeiten und der Messung von sowohl systemischen
als auch lokalen Parametern war es Ziel dieser Studie, die Vergleichbarkeit und
Aussagekraft der Messdaten bei chronisch nasalen Erkrankungen zu evaluieren.
Bei dieser Studie stand das durch einen Cytobrush von der Nasenschleimhaut
gewonnene Material besonders im Blickfeld. Solches Material steht normalerweise

im Klinikalltag nicht zur Verfigung, sondern kann nur durch einen erheblichen
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Mehraufwand gewonnen werden. Es ist aber flr die Untersuchung besonders
wertvoll, da es Aufschluss dber den Zustand und die vorhandenen
Zellpopulationen der Schleimhaut gibt. Durch die gleichzeitige Bestimmung der
Parameter aus Blut, Nasenwatte und Cytobrush ist eine vergleichende Betrachtung
mdglich. Somit ist es mdglich Rickschlisse auf die Relevanz der gemessenen

lokalen und systemischen Werte zu ziehen.
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2. Material und Methoden

2.1 Studienaufbau

2.1.1 Patientenkollektiv und Kriterien

In die Studie wurden 120 Patienten im Alter zwischen 18 und 65 Jahren
eingeschlossen. Es handelte sich um Patienten, die in der Klinik und Poliklinik fur
Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde im Zeitraum von November 2007 bis August 2008
wegen chronischer nasaler Beschwerden vorstellig wurden. Die Teilnahme an der
Studie erfolgte freiwillig nach vorausgegangener Aufklarung und einer schriftlichen
Einverstandniserklarung. Die aktuellen Datenschutzrichtlinien wurden befolgt. Die
Durchfihrung der Studie wurde von der Ethikkommission der medizinischen
Fakultat der Ludwig-Maximilians-Universitat ~Munchen  genehmigt. Im
Probandenkollektiv befanden sich 59 Frauen (49,2%) und 61 Manner (50,8%).

Von der Studie ausgeschlossen wurden Patientinnen in der Schwangerschaft oder
Stillzeit, Patienten in schlechtem Allgemeinzustand bzw. mit schweren
Allgemeinerkrankungen sowie Patienten mit malignen Erkrankungen. Ebenso
wurde mit Patienten bei bekanntem Alkohol- und/oder Drogen- bzw.
Medikamentenmissbrauch  verfahren. Die  aktuelle Einnahme  eines
Antihistaminikums oder eines Steroids (topisch nasal oder systemisch) war
ebenfalls ein Ausschlusskriterium. Ferner konnten Patienten mit mangelnder
Kooperationsbereitschaft und ungenigenden Deutschkenntnissen, aufgrund von
unzureichendem Verstandnis der deutschen Patienten-Einverstandniserklarung,

nicht berticksichtigt werden.

2.1.2 Gruppen
Alle Patienten, die in die Studie eingeschlossen werden konnten, wurden

nach abgeschlossener Diagnostik und der Beurteilung der vorliegenden

Ergebnisse in vier verschiedene Gruppen eingeteilt. Fur die Eingruppierung war
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die klinisch dominierende Erkrankung ausschlaggebend. Folgende Gruppen
wurden gebildet: allergische Rhinitis (‘Allergie'), chronische Rhinosinusitis ohne
Polypen ('CRS'), Polyposis nasi et sinuum (‘Polyposis') und Patienten ohne Anhalt
fir eine entzindliche Nasenerkrankung (‘Kontrolle'). Die Patienten wurden dabei
nach den zum Untersuchungszeitpunkt Kklinisch relevantesten Befunden
eingruppiert. Hierbei waren sowohl die Symptomatik des Patienten als auch die
klinischen Befunde und die laborchemischen Parameter entscheidend. Bei der
allergischen Rhinitis wurde aufgrund der geringen Gruppenstarke (n=34) keine
Unterscheidung in Bezug auf das Allergen oder auf eine perenniale bzw. saisonale
Symptomatik vorgenommen, jedoch wiesen alle Patienten zum Untersuchungs-
zeitpunkt Symptome auf, die auf ihre Allergie zurlickzufihren waren. In der Gruppe
der chronischen Rhinosinusitis gab es keine Patienten mit nasalen Polypen. Diese
wurden der Gruppe der Polyposis nasi zugeordnet. In der Kontrollgruppe wurden
Patienten aufgenommen, die zwar unter chronischen nasalen Beschwerden wie
z.B. einer Nasenatmungsbehinderung litten, bei denen es aber keinen Anhalt fur
eine Allergie, CRS oder Polyposis nasi gab. Dies war beispielsweise bei einer
Nasenseptumdeviation oder anderen anatomischen Varianten der Nasenhohle der
Fall.

2.2 Diagnostik

2.2.1 Fragebogen

Alle Patienten, die in die Studie eingeschlossen werden konnten, wurden
noch vor dem Allergiescreening mittels eines Fragebogens zu ihren Beschwerden
befragt. Die Patienten sollten Angaben bezlglich der Intensitat bzw. des
Ausmales ihrer Beschwerden machen. Gefragt wurde nach folgenden
Symptomen: Nasenatmungsbehinderung, Nasensekretion, Niesreiz, Jucken der
Nase, Augenjucken/-brennen, Nasennebenhdhlenbeschwerden, Schleimbildung im
Rachen, saisonale bzw. ganzjahrige Beschwerden sowie deren tageszeitliches,
tatigkeits- und ortsabhangiges Auftreten. Aullerdem wurde nach Neurodermitis

gefragt.
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Bei der Intensitat konnte zwischen 4 Stufen von 'keine' (0) bis 'stark' (+++) gewahlt
werden. Mit diesem leicht verstandlichen Fragebogen war es maoglich, einen guten
Uberblick liber die Symptome der Patienten zu gewinnen. Der Fragebogen wurde

lediglich zur Eingruppierung der Patienten herangezogen.

2.2.2 Blutentnahme

Die Allergie-Diagnostik erfolgte in mehreren Schritten. Nach ausflhrlicher
Anamnese und HNO-arztlicher Untersuchung inklusive nasaler Endoskopie wurde
mit der Probengewinnung begonnen.

Mit Hilfe eines Blutenthahmesystems (Sarstedt Monovette, NUmbrecht,
Deutschland) wurde durch Punktion einer peripheren Armvene vendéses Vollblut
abgenommen und zwar sowohl mittels einer 7,5 ml Serum- als auch einer 2,7 ml
EDTA-Monovette. Die Gesamtzahl der eosinophilen Granulozyten liel3 sich aus
dem EDTA-Blut maschinell im Institut fur Klinische Chemie der Universitat
Minchen ermitteln. Die Serum-Monovette wurde bei Raumtemperatur fir 30 min
zur Agglutionation stehen gelassen und im Anschluss bei 4 °C zentrifugiert. Aus
dem gewonnenen Serum wurden im Allergie-Labor das Gesamt-IgE (ImmunoCap,
Phadia, Freiburg Deutschland) sowie der Screeningparameter SX1 bestimmt. Das
CAP-FEIA SX1-Screeningverfahren (Phadiatop, Phadia, Freiburg Deutschland) ist
eine sehr zuverlassige Methode um Allergien zu detektieren. Sowohl die
Sensitivitat als auch die Spezifitat liegt bei jeweils etwa 94% (Rasp, 1992). Hierbei
handelt es sich um einen Multitest, welcher die haufigsten Inhallationsallergene
mittels spezifischem IgE nachweist. Auf folgende Allergene wurde mit dem SX1-
Screeningverfahren getestet: D. pteronyssinus, Katzenschuppen und Epithel,
Hundeschuppen, Lieschgras, Roggen, Birke, Beiful® und Cladosporium herbarum.
Ein positives SX1-Testergebnis bei unbekannter Sensibilisierung eines Patienten

war dabei Anlass zu weiterfihrender Diagnostik.
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2.2.3 Nasensekretgewinnung

Die Gewinnung von Nasensekret erfolgte mit Hilfe von kleinen Watterdllchen.
Diese wurden vorab mittels einer Bajonettpinzette gedreht und anschliel3end unter
anteriorer Rhinoskopie in den mittleren Nasengang eingelegt. Nach etwa 20 min
wurden sie wieder enthommen. Bis zur Weiterverarbeitung im Labor wurden die
mit Nasensekret getrankten Watterdlichen in einem luftdichten Rohrchen
verschlossen und im Kuhischrank gelagert (Rohre 13ml 101x16,5mm, Sarstedt,
NUmbrecht, Deutschland)

Im Labor erfolgte das Abzentrifugieren des gewonnenen Sekrets aus der Watte bei
4 °C und 3000 U/min fur 10 min (Hettich Zentrifuge Rotina 46 R, Tuttlingen,
Deutschland). Hierzu wurde ein Sieb in das vorhandene Rdhrchen eingelegt, um
das Sekret von der Watte zu trennen. Das so gewonnene Nasensekret wurde bei
-20 °C bis zur weiteren Verarbeitung tiefgefroren.

Die Bestimmung des enthaltenen ECP und der Tryptase erfolgte mittels
Floureszenz Enzym Immuno Assay (FEIA) (ImmunoCap, Phadia, Freiburg,
Deutschland).

2.2.4 Cytobrush und Cytospin

Nach dem Entfernen der Watterdlichen wurde Zellmaterial mittels Cytobrush
(Cytobrush® Plus GT, Medscand Medical, Schweden) an der vorderen, mittleren

Nasenmuschel ohne Anasthesie gewonnen (Abbildung 01). Das Einfuhren des

Abbildung 01: der verwendete
Cytobrush zur Zellgewinnung; der
Nylonbirstenkopf erstreckt sich

Uber eine Lange von etwa 2cm;

die Lange der Nylon-borsten

'\,
UV

variiert zwischen ca. 2 mm an der

Spitze mit der Kunststoff-Kugel

Juummwuuuylumm|umunwlmmwmuu\|n\\\m\m\mu\\\\\\ it ca. 3 mm om Ende ds
1 2 2] 4

Kopfes.

Dargestellte Mal3einheit in cm.
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Cytobrush erfolgte unter direkter Sicht und mit Hilfe eines Nasen-Spekulums.
Mittels einer 180°-Drehung um die Langsachse wurde Zellmaterial von der
mittleren Nasenmuschel und dem Septum entnommen. Der Cytobrush wurde
anschlieRend in einem mit 5 ml steriler PBS-Losung (Tabelle 01) gefillten
Zentrifugenrohrchen (Thermo Fisher Scientific NUNC 15ml, Waltham, USA)
suspendiert. Um die Zellen an die Losung abzugeben, wurde der Cytobrush
innerhalb der Losung mit schnellen Rotationsbewegungen um die Langsachse an

der Zentrifugenréhrchen-Wand gedreht. Analog erfolgte ein zweiter Cytobrush auf
der anderen Nasenseite an korrespondierender Stelle. Dieser wurde in derselben

Ldsung suspendiert, um eine ausreichend hohe Zellzahl zu erzielen.
Herstellung der PBS-LAsung (engl. Phosphate Buffered Saline)

Stocklésung Die Stocklésung (0,1 molar) stellt die Grund-
substanz der verwendeten PBS-Losung dar und
wurde aus folgenden Komponenten hergestellt:
14,7g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat
2,49 Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat
83g NaCl
11 destilliertes H,O

Die Losung wurde auf einen ph von 7,4 eingestellt

Verwendete PBS-Losung Entspricht der Stocklosung in einer Verdunnung von
1:10 (0,01 molar)

Tabelle 01: Herstellung der verwendeten PBS-L6sung

Diese Methode entsprach im Wesentlichen der von Pipkorn beschriebenen
Technik (Pipkorn, Karlsson & Enerback, 1988). Im Labor wurde die Zellsuspension
aufgearbeitet. Zuerst erfolgte das Abzentrifugieren (Hettich Zentrifuge Rotina 46 R,
Tuttlingen, Deutschland) bei 4° Celsius, 1200 U/min fir 15 min. Die
Beschleunigung und das Abbremsen der Zentrifuge geschah bei moderatem
Tempo (Stufe 4 von 10), um das entstandene Zellpellet zu schonen. Die
Uberschussige PBS-Losung wurde nun vorsichtig am Rand abgesaugt, zum
Waschen dann erneut 5 ml PBS-Ldsung hinzugegeben. Mittels Pipette konnte das
Zellpellet resuspendiert werden. AnschlieRend erfolgte die erneute Zentrifugation

mit oben genannten Parametern. Das nun entstandene, von Schleim und anderen
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Fremdkodrpern befreite Zellpellet wurde abermals von der Uberschissigen PBS-
Losung bis auf einen Uberstand von 1 ml befreit. Nun war es mdglich, das
Zellpaket in dieser Rest-Losung schonend zu resuspendieren, bis eine homogene
Trubung zu erkennen war.

Zur Vorbereitung der Cytospins (Hettich Zyto-Winkelkammer Nr.1662, Tuttlingen,
Deutschland) wurden diese mit Objekttragern Superfrost Plus (Gerhard Menzel
GmbH, Braunschweig, Deutschland) und einem darauf liegendem Filterpapier
(Hettich Filterkarte @ 12,4mm, Tuttlingen, Deutschland) bestlckt, beschriftet und
von 1-4 nummeriert. Die Aussparung des Faserpapiers flr die Zellsuspension
betrug im Durchmesser 12,4 mm, was einer Flache von 120 mm? entspricht.
Objekttrager und Faserpapier wurden mittels passender Cytospin-Winkelkammer
fixiert. Die Zellsuspension wurde nun mittels Pipette zu je 200 pl auf die vier
bereitgelegten Cytospins aufgeteilt und sofort nach dem Auftragen in der
Zentrifuge (Hettich Zentrifuge Universal, Tuttlingen, Deutschland) bei
Zimmertemperatur und 500 U/min far 15 min auf den Objekttrager zentrifugiert.
Dies war erforderlich, um eine verfrihte Absorption der Flussigkeit durch das
Faserpapier und damit eine Ansammlung der Zellen am Rand zu verhindern. Auf
ein Abbremsen der Zentrifuge wurde verzichtet, um moglichst grole Homogenitat
bei der Verteilung des Zellmaterials auf dem Objekttrager zu erreichen. Durch das
relativ lange Ausrotieren konnte aullerdem eine vollstandige Absorption der PBS-
Lésung durch das Faserpapier gewahrleistet werden. Dies erwies sich als aulerst
wichtig, da andernfalls Kristallbildungen stattgefunden hatten, die die
anschlieBende Zellbeurteilung erheblich erschwert oder sogar unmaoglich gemacht
hatten.

Im Anschluss wurden die Objekttrager unter dem Abzug fir 1 h luftgetrocknet.
Darauf folgte eine Fixierung fir 10 min in Azeton und wiederum eine Lufttrocknung
fur weitere 10 min. Nun wurden die Praparate bis zur weiteren Verarbeitung
sorgfaltig in Aluminiumfolie eingewickelt, beschriftet und bei -25 °C im

Gefrierschrank gelagert.
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2.2.4 WeiterfUhrende Diagnostik

Gab es in der Allergie-Diagnostik eines Patienten einen Hinweis auf eine
Allergie, wie beispielsweise einen positiven SX1-Test, so wurde in einer zweiten
Sitzung ein Prick-Test zur genaueren Bestimmung der vorliegenden
Sensibilisierung vorgenommen. Hierbei wurde fur jedes zu testende Allergen
jeweils ein Tropfen einer Allergenlosung (Alk-Abello, Harsholm, Denmark) auf ein
vorher gekennzeichnetes Hautareal aufgetragen. Die Lésung enthielt eine genau
standardisierte Allergenextrakt-Konzentration. Zusatzlich zu den zu testenden
Allergenen wurde jeweils ein Tropfen Histamin und allergenfreie Trager-Losung
aufgebracht. Diese dienten als Positiv- bzw. Negativkontrolle. Nach dem Auftragen
der zu testenden Substanzen wurde mit Hilfe einer sterilen Lanzette (Alk-Abelld,
Hersholm, Denmark) durch den Tropfen der jeweiligen Allergenldsung in die
Oberhaut eingestochen. Damit sollte sichergestellt werden, dass das Allergen mit
Zellen des Immunsystems in Kontakt kommt. Nach einer Einwirkzeit von etwa 20
min war das Ergebnis anhand der QuaddelgroRen ablesbar.

Der Test wurde nach dem Standard der HNO-KIinik durchgeflihrt, der spater durch
die GA2LEN-Studie (Heinzerling et al., 2009) bzw. durch die deutsche Leitlinie
(Rueff et al., 2010) veroffentlicht wurde. So lag ein positives Ergebnis vor, wenn
eine QuaddelgroRe von 3 mm Durchmesser erreicht wurde. War eine Quaddel
oval, so wurde der Durchschnittswert der beiden senkrecht zueinander stehenden
Durchmesser genommen. Aulerdem war ein positives Ergebnis von Histamin und
ein negatives der Tragerldsung Voraussetzung fur die Validitdt des gesamten

Tests.
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2.3 Immunzytochemische Aufarbeitung der Cytobrush-Praparate

Zur Farbung der Cytospin-Praparate wurden diese bei Raumtemperatur 30
min. lang aufgetaut. Die Raumtemperatur lag idealerweise bei 24 °C und durfte
25 °C nicht Ubersteigen. Diese Raumtemperatur blieb bis zum Fertigstellen des
Praparates konstant. Um ein Austrocknen der Praparate wahrend der
verschiedenen Inkubationsschritte zu verhindern, wurden alle immunhisto-
chemischen Farbeprozesse in feuchten Kammern durchgeflhrt.

Bevor mit der immunhistochemischen Aufarbeitung begonnen werden konnte,
war es notwendig einige Losungen vorab vorzubereiten, um wahrend der
Aufarbeitung die erforderlichen Inkubationszeiten einhalten zu kdnnen
(Tabelle 02).

Ldsung Herstellung
Paraformaldehyd- Auflésen von 8 g Paraformaldehyd-Pulver in 100 mi
Losung destilliertem Wasser unter Erwarmung fur 20 min mittels

(Herstellung am Vor- Ruhrgerat. Die Losung durfte dabei nicht zum Kochen
tag) gebracht werden. In die entstandene trube Losung wurde
im Anschluss mit Natronlauge (5 N) titriert, bis eine klare
Ldsung entstanden war. Hinzu kamen 100 ml einer doppelt
konzentrierten PBS-LAosung (0,02 molar). Diese wurde im
Anschluss abfiltriert und zur Reifung Uber Nacht im

Kihlschrank aufbewahrt.

PBS-L6sung Siehe Tabelle 01
(0,01 molar)
PBS-Brij-Losung Brij-Stammloésung (35 %) wurde mittels PBS-Lésung auf

0,1 % verdunnt. (Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim,
Deutschland)

PBS-H,0,-Lésung = Herstellung aus 200 ml PBS-Lésung und 2 ml 30 % H,0,.

Peroxidase Blocking

Avidin-PBS-L6sung, Verflugbar als industrielle Blocking-Reagenzien. (Dako,
Biotion-PBS-L6sung Carpinteria, USA)
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Normales 1:20 Verdunnung mit PBS-Losung (Dako, Carpinteria,
Pferdeserum USA)

Avidin-Biotin- Gebrauchsfertiges Kit, bestehend aus den 2 Ldsungen
Complex- Avidin und Biotin (jeweils 0,1 % in Tri-HCI-Puffer mit 0,015
Peroxidase mol/l Natriumazid) (Dako, Carpinteria, USA). Das Ansetzen

erfolgte erst kurz vor Gebrauch der Losung. Die Losung

wurde mit PBS-Losung 1:100 verdunnt
Amino-Ethyl- Herstellung mittels einer 20 mg 3-Amino-9-Ethyl-Carbazole

Carbazole-Losung Tablette, die in 10 ml Dimethylsulfoxid fir 30 min aufgelost

(AEC-L6sung) wurde. Die entstandene Lésung wurde mit 0,1 molarer
Natriumacetat-Puffer-Losung (pH 5.5) auf 100 ml aufgefullt
und anschlieend filtriert. Durch die Zugabe von 150 ul
30%-iger Hy0, -Losung erhielt man schliel3lich die
aktivierte AEC-Farbelosung. (Sigma-Aldrich Chemie,
Steinheim, Deutschland)

Tabelle 02: Die Herstellung der verwendeten Lésungen und ihre Zusammensetzung.

Dem Farbeprozesses lag ein bekanntes Schema zu Grunde (Hsu, Raine &
Fanger, 1981a) und verlief wie folgt: Begonnen wurde der Farbeprozess mit einem
initialen Azetonbad fir 5 min, um die Granulozytengranula zu fixieren und sie so
vor dem Auswaschen zu schiutzen. Hierauf folgte ein erneutes Lufttrocknen der
Praparate. Die getrockneten Objekttrager kamen nun fur 5 min in ein
Paraformaldehyd-Bad, um die Zellmorphologie moglichst gut zu erhalten. Dies
dient der Vernetzung bzw. der Fixierung der Epitope und ermoglicht so eine
bessere Strukturerhaltung ohne die Epitope zu maskieren.

Auf das Paraformaldehyd-Bad folgten zwei Bader fur je 10 min in PBS-
Lésung. Dieser Schritt dient der Pufferung des pH-Wertes und der Spuilung, um
Kreuzreaktionen der einzelnen Reagenzien zu verhindern. Im Anschluss wurden
die Objekttrager mit PBS-H,O,-Losung bedeckt. Dies dient der Elimination von
endogener Peroxidase. Diese kommt naturlicherweise in vielen Gewebeformen vor
und wirde ohne Deaktivierung zu einer ganzlich unspezifischen Farbung fuhren.
Nach 6 min Einwirkzeit folgten wiederum zwei 10-minttige Waschgange in PBS-

Losung.
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Antikorper (AK) Beschreibung/Hersteller

Monoclonaler Maus Anti-Human Mastzell

Tryptase Antikorper IlgG+ (Dako, Glostrup,

Erst-Antikorper: AA1 P per lgG1 { ' g
Denmark), verwendete Verdinnung

1:1000

Monoclonaler Maus Anti-Human

Eosinophil Cationic Protein (ECP)
Erst-Antikorper: ECP Antikorper IgG+ (Pharmacia&Upjohn
Diagnostics AB, Uppsala, Schweden),

verwendete Verdinnung 1:500

verwendeter Bruckenantikorper biotinylierter Pferd Anti-Maus IgG (Heavy
(BAK) + Light chain), (Vector, Burlingame, USA),
(Verwendung fur ECP und AA1) verwendete Verdinnung 1:200

Tabelle 03: Die verwendeten Antikérper der Einzelfarbung und ihre Verdiinnung

Nun folgte die Benetzung mittels 200 pl normales Pferdeserum. Das Normalserum
richtet sich dabei nach dem zweiten Antikdorper. Es muss also dem Tier
entsprechen in dem der BAK produziert bzw. welchem er entnommen wurde
(Pferd). Das Normalserum dient der Absattigung bzw. Abdeckung von
vorhandenen Gewebeproteinen, die fur den BAK potentielle Bindungsstellen
darstellen kdonnten. Dieser Vorgang ist deshalb sehr wichtig, weil ohne diesen
Schritt unspezifische Strukturen angefarbt wirden. Es entstiinde eine Hintergund-
farbung oder eine unspezifische Einfarbung anderer Strukturen. Gleichzeitig senkt
das Normalserum die Oberflachenspannung. Hierdurch ist es mdglich, den
nachfolgenden Antikérper in einer definieten Menge zu applizieren. Diese
Methode - mit standardisierten Mengen auf definierten Flachen bei festgelegter
Zeit - gewabhrleistet eine gute Reproduzierbarkeit unter zuvor genannten
Bedingungen. Nach einer Einwirkzeit von 30 min wurde das Normalserum
abgeklopft. Im Anschluss folgte nun der Avidin- und Biotin-Block. Hierzu wurden
die Praparate fur 10 min mit 200 pl Avidin-PBS-Lésung bedeckt. Der direkt
folgende Biotin-Block mit Biotin-PBS-Lésung wurde analog zum Avidin-Block
durchgefuhrt. Ein erneutes Bad in PBS-Lésung fir 10 min beendete diesen
Arbeitsschritt.
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Abbildung 02: Der Primarantikdper und das entsprechende Epitop auf der Zellmembran.

Nun folgte die Applikation des ersten Antikdrpers. Dieser richtet sich spezifisch
gegen vorhandene Epitope der Zellen. Somit kann diese Reaktion als eine
Antigen-Antikorper-Reaktion angesehen werden (Abbildung 02). Verwendet
wurden hierfur die Antikdrper AA1 und ECP, jeweils spezifisch fur Mastzellen bzw.
eosinophile Granulozyten (Tabelle 03). Die applizierte Menge war in beiden Fallen
80 ul auf 2,5 cm? Flache. Die Verweildauer betrug 60 min. Im Anschluss folgten 2
Bader in Brij-Losung fur 10 min.
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Abbildung 03: Der biotinylierte Sekundarantikérper bindet an das Epitop des Primarantikorpers.

Im nachsten Schritt erfolgte die Applikation des Brickenantikorpers (BAK
entspricht dem 2. Antikorper). Die Brickenantikorper sind als Kit vom Hersteller
bereits fertig vorgegeben und biotinyliert. Er bindet nun an den zuerst applizierten
Antikorper und bildet einen Antikdrper-Antikorper-Komplex (Abbildung 03 und 04).
Auch vom BAK wurden 80 pl aufgetragen. Dieser verblieb fir 30 Minuten dort.

Es folgten abermals 2 Bader in Brij-Losung fur 10 min. Im Anschluss wurde mit
Avidin-Biotin-Komplex-Peroxidase (ABC-Po) inkubiert. 80 uyl wurden fur 30 min
aufgetragen. Bei dieser Methode richtet sich der Komplex gegen den biotinylierten
BAK. Hierbei nutzt man die starke Affinitat von Avidin gegenlber Biotin (Hsu,
Raine & Fanger, 1981b). Die ABC-PO fungiert dabei als Bindeglied zwischen dem
BAK und dem anschlie3end applizierten AEC-Farbstoff (Abbildung 05).

-32.



Abbildung 04: Nach Bindung des Sekundarantikérpers an den Primarantikérper bildet die Avidin-

gebundene Peroxidase mit dem Biotin des Sekundarantikérpers einen Komplex.

Bevor der Farbeprozess erfolgen konnte, wurden ein weiteres Mal 2 Bader in Brij-
Lésung fur 10 min durchgefuhrt.

Nachster Schritt war die Applikation von 80 pl AEC-L6sung. Um eine Bindung mit
der ABC-Po einzugehen, waren 10 min Verweildauer ausreichend (Abbildung 05
und 06). Das in der AEC-Lésung enthaltene Wasserstoffperoxid (dient als
Katalysator) ist essenziell fur die Farbgebung, da erst durch die
Peroxidasereaktion die Farbung auftritt. Erneut folgte ein Bad in Brij-Losung fur 5
min und anschlieRend fur die gleiche Zeit eine Spllung unter flieRendem

Leitungswasser.
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Abbildung 05: AEC-L6sung wird fiir die Farbreaktion zugesetzt.

Eine 1-2-mindtige Gegenfarbung des Zellkerns mit Mayer's Hamalaunlésung
(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) sorgte nun fur einen besseren Kontrast
und eine bessere Beurteilbarkeit. Die Dauer dieser Prozedur kann etwas variiert
werden, um die Intensitat der Farbung zu steuern und somit einen mdglichst guten
Kontrast zu erreichen.

Die verwendete Losung ist als Fertiglosung verfugbar. An die Gegenfarbung
schloss sich ein 15-minutiges Bad unter flieRendem Leitungswasser an, was dem
Blauen diente (Farbanderung in Richtung blau).

Zuletzt wurden die Praparate fir 1 min. in destilietem Wasser gespult. Die
Farbung war hiermit abgeschlossen und konnte unter dem Mikroskop gepruft

werden.
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Abbildung 06: Durch die Peroxidsereaktion kommt es Farbumschlag des AEC-Farbstoffs.

Es folgte nur noch das Eindeckeln mit Kaiser's Glyceringelatine (Merck KGaA,
Darmstadt, Deutschland) und Glasdeckel (Menzel-Glaser 24 x 32 mm, Gerhard
Menzel GmbH, Braunschweig, Deutschland). Nach dem Ausharten waren die

Praparate bereit zum Auswerten und Archivieren.
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2.4 Immunzytochemische Doppelfarbung

Zusatzlich zur in Teil 2.3 beschriebenen Farbung wurde eine
immunhistochemische  Doppelfarbung  angefertigt.  Ahnlich dem  zuvor
beschriebenen Verfahren wurden anhand zweier aufeinander folgender
Farbeprozesse zwei Epitope farblich unterschiedlich markiert (Chen, X., Cho &
Yang, 2010). Da es sich bei den Nasenbrush-Praparaten neben der
dominierenden Epithelzellpopulation hauptsachlich um neutrophile und eosinophile
Granulozyten handelte, zielte diese Farbung auf die eindeutige Unterscheidung

dieser beiden Granulozytenpopulationen ab.

Antikorper (AK) Beschreibung/Hersteller

Monoklonaler Maus Anti-Human

Eosinophil Cationic Protein (ECP)
AK1: ECP Antikérper IgG4 (Pharmacia&Upjohn
Diagnostics AB, Uppsala, Schweden),

verwendete Verdunnung 1:500

Polyklonaler Kaninchen Anti-Human
_ neutrophile Elastase Antikorper (Abcam,
AK2: neutrophile Elastase .
Cambridge, USA), verwendete

Verdunnung 1:200
Biotinylierter Pferd Anti-Maus IgG
(Heavy + Light chain), (Vector,

Brickenantikorper 1 (BAK1): _
Burlingame, USA), verwendete

Verdunnung 1:200

Streptavidin Alexa Fluor 488

Detektionsantikorper 1 .
verwendete Verdinnung 1:200

Alexa Fluor® 647 Ziege Anti-Kaninchen
Detektionsantikdrper 2 (beinhaltet IgG (Heavy + Light chain) (Invitrogen
BAK2): Corporation, Carlsbad, USA),
verwendete Verdunnung 1:500

Tabelle 04: Liste der verwendeten Antikérper der immunhistochemischen Doppelfarbung
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Durch den Einsatz spezifischer Antikérper von unterschiedlichen Wirten kann eine
Kreuzreaktion verhindert werden. Die anschlieRende andersartige Farbgebung
ermoglicht eine gezielte Unterscheidung der beiden Granulozytenpopulationen.

Begonnen wurde, wie auch bei der Einfachfarbung, mit dem langsamen
Auftauen bei Zimmertemperatur fir 30 min. Ebenso folgten die Schritte der
Fixierung mit Azeton fur 5 min und die Paraformaldehyd Applikation fur 5 min.
Auch die Schritte des 2-fachen Waschens in PBS-Losung fur 10 min ist bekannt.
Die Eliminierung von endogenem H,O, ist nicht notwendig, da keine Peroxidase
verwendet wird. Es folgte der Avidin-Block der Blocking-Reagenz fur 10 min und
unmittelbar anschlieBend analog hierzu der Biotin-Block in gleicher Dauer. Beide
Ldsungen wurden zu je 200 pl aufgetragen.

Das weitere Procedere war die Applikation des Normalserums (normales
Pferdeserum) in einer Verdinnung von 1:20 mit PBS-Lésung. Nach 30 min wurde
dieses abgeklopft. Als erster Antikérper (AK1) kam ECP zum Einsatz (siehe
Tabelle 04). Dieser entsprach dem gleichen Antikorper wie dem der
Einfachfarbung. Wieder wurden 80 pl fur 60 min auf dem Praparat belassen. Es
folgten zwei Waschgange in Brij-Losung flr je 10 min. und im Anschluss der erste
Briickenantikérper (BAK1). Dieser wurde in einer Verdinnung von 1:200 fir 30 min
aufgetragen, bevor wiederum zwei je 10-minutige Waschgange in Brij-Losung den
Vorgang beendeten. AnschlieBend wurde mit dem Detektionsantikorper
Streptavidin Alexa Fluor 488, in 1:200 Verdinnung (Invitrogen Corporation,
Carlsbad, USA) fur 30 min gefarbt. Die Applikation des Fluoreszenzfarbstoffs
erfolgte in der Dunkelkammer. Nach dem darauf folgenden Waschen in PBS-
Losung war der erste Farbeprozess fur ECP beendet. Unmittelbar darauf begann
nun das Verfahren fur die neutrophile Elastase als Marker fir neutrophile
Granulozyten. Zunachst wurden 200 ul Ziegenserum 1:20 verdunnt aufgetragen.
Nach der erforderlichen Einwirkzeit von 30 min wurde dieses abgeklopft und 80 pl
des neutrophilen Elastase Antikdrpers (AK2) in einer Verdinnung von 1:200 fur 60
min aufgetragen. Wie bereits bei den oben beschriebenen Schritten folgten 2
Waschgange in Brij-Losung flr je 10 min.

Im weiteren Verlauf wurde nun der Detektionsantikorper 2 verwendet, welcher den
Brickenantikdrper (BAK2) und den fluoreszierenden Farbstoff als Fertiglosung

(Direkt-Konjugat) vereint. 80 pl von diesem wurde in einer Verdinnung von 1:500
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fur 30 min wiederum in einer Dunkelkammer aufgetragen. Zwei Waschgange in
Brij-Losung von je 10 min Dauer sowie eine Konservierung mit 100 pl des
Eindeckmittels Vectashield w/DAPI, H-1200 (Vector, Burlingame, USA) beendeten
den Vorgang. Fur eine optimale Farbgebung war es notwendig, das Eindeckmittel,
das bereits den Farbstoff fur die Zellkernfarbung (DAPI) enthalt, in der
Dunkelkammer zu applizieren und Uber Nacht bei 4 °C dunkel zu lagern. In dieser
Zeit konnte der Farbstoff in den Zellkern ziehen und dort vorhandene DNA-

Bestandteile blau farben. Die Farbeprozedur war damit abgeschlossen.

2.5 Auswertung der Cytobrush-Praparate

Die Auswertung der Praparate in Einfachfarbung erfolgte unter dem
Lichtmikroskop (Zeiss Standard L5, Jena, Deutschland). Dabei wurden pro Patient
jeweils zwei immunhistochemisch gefarbte Cytospins ausgewertet, von denen je
eines nach anti-human ECP und ein zweites nach anti-human Mastzell-Tryptase
entsprechend obiger Anleitung gefarbt worden war.

Der Auszahlung ging eine Beurteilung des Gesamtpraparates und der
Zellmorphologie mit einem 20-fach vergréRernden Objektiv voraus. AulRerdem war
das Mikroskop mit einem 10-fach vergroRernden Okular incl. Gitteraufteilung
bestlickt. Dies ermoglichte es ein Gesichtsfeld in Ubersichtlichen quadratischen
Kammern, und zwar in 10x10 kleinen bzw. 5x5 grofien Feldern, untersuchen zu

kénnen. Insgesamt ergab sich daraus eine 200-fache VergdRerung.
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Abbildung 07: Graphische Darstellung der Gesichtsfeldanordnung und der Auswertung

Die ausgezahlte Flache unter der oben erwahnten VergroRerung betrug damit 1
mm? Da der gesamte Cytospin eine Flache von 120 mm? aufwies und die
Zellverteilung des Cytospins durch die Rotation der Zentrifuge nicht absolut
homogen war, wurden zur Auswertung 5 dieser Gesichtsfelder ausgezahlt. Um
einen realistischen Durchschnitt und eine aussagekraftige Gesamtzellzahl zu
bekommen, wurden sie auf 0, 3, 6 und 9 Uhr sowie zentral gelegt (Abbildung 07).
Hierdurch war gewahrleistet, dass dunn und dicht besiedelte Gebiete des
Cytospins gleichermal3en berlcksichtigt wurden.

Die Auszahlung positiv gefarbter Mastzellen bzw. eosinophiler Granulozyten
erfolgte pro Gesichtsfeld in dem gesamten Gitter, also in allen 10x10 Quadraten
des Gitternetzes. Fur die Gesamtzellzahl hingegen wurden aufgrund der oft
enormen Anzahl nur die 5 grolRen diagonalen Felder ausgezahlt. Diese

verminderte Anzahl an ausgezahlten Feldern wurde spater rechnerisch
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ausgeglichen. Die Gesamtzellzahl und die Anzahl positiv gefarbter Zellen wurde
unter dem Mikroskop mit Hilfe von manuellen Zahluhren ermittelt.

Die Praparate der Doppelfarbung wurden mit Hilfe eines konfokalen
Lasermikroskops (Leica TCS SP2 mit Objektiv 63 blue, Leica Microsystems
Heidelberg GmbH, Germany) ausgewertet. Eine quantitative Auszahlung der
immunhistochemischen Farbung erfolgte hier nicht. Vielmehr lag das Augenmerk
auf der spezifischen simultanen Anfarbung von eosinophilen und neutrophilen

Granulozyten in ein und demselben Praparat.

2.6  Statistik

Die Patientendaten (Alter und Geschlecht) sowie die Werte der erhobenen
Blutuntersuchung, des Nasensekrets und die Auszahlung der Cytospins wurden
mittels Excel-Tabelle archiviert. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem
Programm SigmaPlot 11.0. Dabei galten p-Werte <0,05 als signifikant.
Signifikanzen sind in den Graphiken mit Symbolen (*,**,***) gekennzeichnet, wobei
den verschiedenen p-Werten durchwegs jeweils ein Symbol fest zugeordnet
wurde. So wurden p-Werten <0,05 als signifikant bezeichnet und mit (*), p-Werte
<0,01 als hoch signifikant mit (**) und p-Werte <0,001 als hochst signifikant und mit
(***) gekennzeichnet. Die Berechnung der Signifikanzen erfolgte mittels der Holm-
Sidak Methode. Fur die Korrelationen wurde das Pearson-Produkt verwendet. Die
graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte als Mittelwert (MW) =
Standardabweichung (SD).
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3. Ergebnisse

3.1 Alters- und Geschlechterverteilung

In die Studie wurden insgesamt 120 Patienten aufgenommen und in folgende
Gruppen aufgeteilt: Allergie, CRS, Polyposis und Kontrolle. Die Allergie- und
Kontrollgruppe waren dabei zahlenmafig am starksten mit jeweils 34 Probanden.
Die Gruppe Polyposis-Gruppe war mit 25 am schwachsten vertreten, die CRS-
Gruppe lag mit 27 knapp dariber (Tabelle 05). Die Gruppenstarken der einzelnen
Auswertungen schwanken aufgrund sog. 'Ausreifl3er'. Diese weisen Werte auf, die
Aulderhalb von 2 Standardabweichungen liegen (+/- 2 SD) und wurden bei der

entsprechenden Auswertung der entsprechenden Gruppe nicht bertcksichtigt.

Allergie CRS Polyposis Kontrolle Gesamt
Anzahl (n) 34 27 25 34 120
Anteil (%) 28,3 22,5 20,9 28,3 100

Tabelle 05: Anzahl der Patienten in den einzelnen Grupen

Die Alters- und Geschlechterverteilung kann Tabelle 06 enthommen werden.
Die Gruppe der Allergiker wies dabei das geringste Durchschnittsalter mit 31
Jahren auf, die der Polyposis das hdchste mit 46 Jahren. Die beiden Gruppen CRS
und Kontrolle lagen mit durchschnittlich 39 und 35 Jahren im Mittelfeld.

Die Geschlechterverteilung erwies sich als sehr ausgeglichen. Insgesamt war
das mannliche Geschlecht dem weiblichen zahlenmaflig mit nur zwei Probanden
Uberlegen. Auch innerhalb der Gruppen war die Geschlechterverteilung

ausgewogen.
Allergie CRS Polyposis Kontrolle Gesamt

Alter [Jahre] MW 31 39 46 35 37
SD +/- 11 +/- 17 +/- 14 +/- 14 +/- 15

Geschlechterverteilung
1717 15/12 14/11 15/19 61/59
(m/w)

Tabelle 06: Mittleres Alter und die Geschlechterverteilung der einzelnen Gruppen
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3.2 Systemische in-vitro Parameter

3.2.1 Eosinophile Granulozyten im Blut

Im vendsen Vollblut wurden die eosinophilen Granulozyten bestimmt. Der
Normbereich des Labors fur diesen Wert lag zwischen 80 und 350 Eosinophilen
pro upl. Die Anzahl der eosinophilen Granulozyten ist mit 310 + 226/ul Blut in der
Polyposis-Gruppe am hdchsten, gefolgt von der Allergie-Gruppe mit 177 + 104/ul
und der Kontrollgruppe mit 159 + 108/ul. Der niedrigste Wert wurde in der CRS-
Gruppe gefunden. Hier waren 139 * 89/ul eosinophile Granulozyten zu finden.
Damit gab es signifikante Unterschiede zwischen der Polyposis-Gruppe und der
CRS- bzw. Kontrollgruppe (p<0,001). Auch gegenuber der Allergie-Gruppe war ein
signifikanter Unterschied festzustellen (p<0,01). Zwischen den drei anderen

Gruppen gab es keine signifikanten Unterschiede (Abbildung 08, Tabelle 07 & 08).

600
MW £ SD

*k *kk

500

400

300

200 A -‘V

100 A

Eosinophile [/ul]

0 -

I 1

Allergie CRS Polyposis Kontrolle
Abbildung 08: Anzahl eosinophiler Granulozyten/ul Blut in den verschiedenen Gruppen.

Normbereich grau hinterlegt. Signifikanzen: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001
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Gruppe Anzahl [n] MW [x] SD [o]

Allergie 26 177 104
CRS 25 139 89
Polyposis 24 310 226
Kontrolle 29 159 108

Tabelle 07: Gruppenstarken und Anzahl der eosinophilen Granulozyten im Blut

Vergleich Differenz der MW Signifikanz [p]
Polyposis vs. CRS 170,8 <0,001
Polyposis vs. Kontrolle 151,0 <0,001
Polyposis vs. Allergie 133,5 <0,01
Allergie vs. CRS 37,3 n.s.
Kontrolle vs. CRS 19,8 n.s.
Allergie vs. Kontrolle 17,6 n.s.

Tabelle 08: Vergleich der Gruppen bezuglich der eosinophilen Granulozyten im Blut

3.2.2 Gesamt IgE im Serum

Aus dem Serum wurde das Gesamt-IgE ermittelt. Der Norm-Grenzwert des

Labors lag hier bei 100 U/ml. Die Auswertung des Gesamt-IgE zeigte die hochsten

Werte bei der Allergie-Gruppe. Hier wurden im Schnitt 181 + 228 U/ml gemessen.

Auch die Polyposis-Gruppe war im Schnitt mit etwa 129 £ 133 U/ml erhoht. Die

CRS-Gruppe sowie die Kontrollgruppe waren mit Werten von 77 £ 111 U/ml und 40
+ 38 U/ml deutlich niedriger (Tabelle 09 & 10). Somit gab es signifikante
Unterschiede der Allergie-Gruppe gegenuber der Kontrollgruppe (p=0,001) sowie

der CRS-Gruppe (p<0,05) (Abbildung 09). Zwischen den ubrigen Gruppen waren

keine signifikanten Unterschiede festzustellen.
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Abbildung 09: Gesamt-IgE der einzelnen Gruppen, Normbereich grau hinterlegt,

Signifikanzen: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001

Gruppe

Allergie
CRS

Polyposis

Kontrolle

Anzahl [n]

32
26
24
32

MW [X ]
181
77
129
40

Tabelle 09: Gruppenstarken und Gesamt-IgE im Serum

Vergleich

Differenz der Mittelwerte

Allergie vs. Kontrolle

Allergie vs. CRS

Polyposis vs. Kontrolle

CRS vs. Kontrolle

Polyposis vs. CRS

Allergie vs. Polyposis

140,8
104,0
88,5
36,7
51,8
52,2

Tabelle 10: Vergleich der Gruppen beziglich des Gesamt-IgE
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SD [o]
228
111
133
38

Signifikanz [p]
<0,001
<0,05
n.s.
n.s.
n.s.

n.s.




3.3 Lokale in-vitro Parameter

3.3.1 ECP im Nasensekret

Aus dem gewonnenen Nasensekret erfolgte die Bestimmung des ECP. Der
Norm-Grenzwert des Labors lag hier bei 100 ng/ml (Kramer, Burow, Pfrogner &
Rasp, 2004). Fur die Polyposis-Gruppe wurde ein Wert von 368 * 362 ng/ml
ermittelt, der mit Abstand héchste Wert der Gruppen. Auch die Allergie-Gruppe
wies einen leicht erhdhten Mittelwert auf mit 122 + 183 ng/ml (Tabelle 11). Deutlich
unterhalb dieser Grenze lagen die Mittelwerte der CRS-Gruppe (77 £ 100 ng/ml)
und der Kontrollgruppe (28 + 33 ng/ml). Damit zeigten sich deutlich signifikante
Unterschiede der Polyposis-Gruppe gegentber den ubrigen Gruppen (p<0,001)
(Abbildung 10). Keine Signifikanzen waren hingegen zwischen der CRS-, Allergie-

und Kontrollgruppe festzustellen (Tabelle 12).
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Abbildung 10: Mittlere ECP-Konzentrationen im Nasensekret der verschiedenen Gruppen,

Normbereich grau hinterlegt. Signifikanzen: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001
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Gruppe Anzahl [n] MW [ x ] SD [o]

Allergie 30 122 183
CRS 21 77 100
Polyposis 24 368 362
Kontrolle 29 28 33

Tabelle 11: Gruppenstarken und ECP-Konzentration im Nasensekret

Vergleich Differenz der Mittelwerte Signifikanz [p]
Polyposis vs. Kontrolle 339,1 <0,001
Polyposis vs. CRS 290,6 <0,001
Polyposis vs. Allergie 245,6 <0,001
Allergie vs. Kontrolle 93,6 n.s.
Allergie vs. CRS 45,0 n.s.
CRS vs. Kontrolle 48,6 n.s.

Tabelle 12: Vergleich der Gruppen bezlglich der ECP-Konzentration im Nasensekret

3.3.2 Tryptase im Nasensekret

Neben der ECP-Konzentration wurde im gewonnenen Nasensekret auch die
Tryptase-Konzentration bestimmt. Der Norm-Grenzwert des Labors betrug 20
ng/ml (Kramer et al., 2004). Die Tryptase im Nasensekret war mit durchschnittlich
32 = 35 ng/ml in der Allergie-Gruppe am hdchsten (Tabelle 13). Die Polyposis-
Gruppe zeigte im Mittel einen Wert von 20 + 18 ng/ml, was genau dem
vorgegebenen Norm-Grenzwert des Labors entsprach. Die CRS-Gruppe und die
Kontrollgruppe lagen beide mit 11 + 15 ng/ml bzw. 11 + 12 ng/ml deutlich niedriger.
Damit ergaben sich signifikante Unterschiede zwischen der Allergie- und der
Kontrollgruppe (p<0,01) bzw. der CRS-Gruppe (p<0,01) (Abbildung 11) Ein
Vergleich mit der Polyposis-Gruppe ergab keine signifikanten Unterschiede
(Tabelle 14). Auch die Ubrigen Gruppen untereinander wiesen keine signifikanten

Unterschiede auf.
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Abbildung 11: Mittlere Tryptase-Konzentration im Nasensekret der einzelnen Gruppen,

Normbereich ist grau hinterlegt. Signifikanzen: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001

Gruppe
Allergie
CRS
Polyposis

Kontrolle

Tabelle 13: Gruppenstarken und Tryptase-Konzentration im Nasensekret

Anzahl [n] MW [X ]
31 32
22 11
22 20
30 11

Vergleich Differenz der Mittelwerte
Allergie vs. Kontrolle 21,5
Allergie vs. CRS 20,6
Allergie vs. Polyposis 11,7
Polyposis vs. Kontrolle 9,8
Polyposis vs. CRS 9,0
CRS vs. Kontrolle 0,9

SD [o]
35
15
18
12

Signifikanz [p]
<0,01
<0,01

n.s.
n.s.
n.s.

n.s.

Tabelle 14: Vergleich der Gruppen bezlglich der Tryptase-Konzentration im Nasensekret
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3.4 Immunzytochemische Einzelfarbung
3.4.1 Eosinophile Granulozyten im Cytobrush

Die Auszahlung der immunzytochemischen Praparate nach ECP ergaben die
mit Abstand hochsten Werte in der Polyposis-Gruppe. Hier waren im Durchschnitt
1979 = 3703 eosinophile Granulozyten pro 100.000 Zellen vorhanden. In der
Allergie-Gruppe waren im Mittel noch 135 + 277 eosinophile Granulozyten zu
finden, wahrend in der CRS-Gruppe nur noch 66 + 135 gezahlt werden konnten
(Tabelle 15). Damit lag die CRS-Gruppe nur knapp uber der Kontrollgruppe mit 62
1 139 eosinophilen Granulozyten pro 100.000 Zellen. Signifikant erhoht war damit
die Anzahl eosinophiler Granulozyten der Polyposis-Gruppe gegenuber den drei
anderen Gruppen (p<0,001) (Abbildung 12). Zwischen der Allergie-, der CRS- und
der Kontrollgruppe waren keine signifikanten Unterschiede feststellbar (Tabelle
16).
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Abbildung 12: Anzahl der nach ECP gefarbten eosinophilen Granulozyten der einzelnen Gruppen,

Signifikanzen: (*) p<0,05; (**) p<0,01; (***) p<0,001
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Gruppe Anzahl [n] MW [x ] SD [o]
Allergie 32 277
CRS 26 135
Polyposis 24 1979 3703
Kontrolle 33 139

Tabelle 15: Gruppenstarken und Anzahl eosinophiler Granulozyten im Cytospin

Vergleich Differenz der Mittelwerte Signifikanz [p]
Polyposis vs. Kontrolle 1915,9 <0,001
Polyposis vs. Allergie 1844,2 <0,001
Polyposis vs. CRS 1912,9 <0,001
Allergie vs. CRS 68,7 n.s.
CRS vs. Kontrolle 3,1 n.s.
Allergie vs. Kontrolle 71,7 n.s.

Tabelle 16: Vergleich der Gruppen bezlglich der Anzahl eosinophiler Granulozyten im Cytospin

Neben der quantitativen Auswertung war auch die qualitative Bewertung der
Praparate von grof3er Bedeutung, da hiermit die Spezifitdt der Farbung Uberpruft
wurde. Diese erfolgte direkt im Anschluss an den Farbeprozess unter dem
Mikroskop und zwar durch Prifung der Spezifitat der positiv markierten Zellen
anhand ihrer Morphologie. Dies war auch fur die exemplarischen Doppelfarbungen
von grosser Bedeutung. Die Anzahl der positiv markierten Zellen in einem Praparat
wurde mittels einer einfachen semi-quantitativ Skala beschrieben und dient
lediglich der Demonstration. Diese reichte von 0 (negativ) bis +++ (sehr stark
positiv) (Abbildung 13). Eine weitere Auswertung dieser Daten erfolgte nicht, da die

Paraparate einzeln nach oben genanntem Schema ausgezahlt wurden (vig. 2.5).
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Abbildung 13:
Cytospins gefarbt nach ECP
(VergroRerung: 200x)

Bild I: (negativer Befund):

morphologisch gut
erhaltene Epithelzellen
(schwach blau gefarbtes
Zytoplasama, stark
gefarbter Zellkern)
allerdings ohne eosinophile

Granulozyten.

Bild Il: (schwach positiver

Befund):

ein einzelner eosinophiler

Granulozyt umgeben von

zahlreichen Epithelzellen

Bild Ill: (positiver Befund):

mehrere eosinophile

Granulozyten innerhalb
eines Gesichtsfeldes er-
kennbar, umgeben von

Epithelzellen



Bild IV ¢ Bild IV: (stark positiver
(+++) Befund):

zahlreiche eosinophile Gra-

nulozyten innerhalb eines
Le y

& a ® . Gesichtsfeldes. Die zahl-
reichen Granula im

% . » Zytoplasma sind deutlich zu

@ o erkennen.

50 um

3.4.2 Mastzellen im Cytobrush

Die Auswertung der Mastzellen wurde analog zu den eosinophilen
Granulozyten durchgefuhrt. Hierbei zeigte sich bei der Polyposis-Gruppe abermals
der hochste Wert mit durchschnittlich 413 + 1317 Mastzellen pro 100.000 Zellen,
gefolgt von der Allergie-Gruppe mit 36 £+ 68 positiven Zellen (Tabelle 17). Die
Anzahl von Mastzellen war in der CRS- und Kontrollgruppe mit durchschnittlich 8 +
16 bzw. 8 + 15 positiven Zellen pro 100.000 Zellen deutlich niedriger und nahezu
identisch (Abbildung 14). Aufgrund der hohen Standardabweichung war trotz der
hohen Anzahl an Mastzellen in der Polyposis-Gruppe keine Signifikanz gegenuber
der Kontrollgruppe oder der CRS-Gruppe feststellbar (Tabelle 18). Auch die
Unterschiede zwischen den Ubrigen Gruppen untereinander zeigten keine
Signifikanzen.
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Abbildung 14: Anzahl der nach Tryptase gefarbten Mastzellen der einzelnen Gruppen;

es fanden sich keine signifikanten Unterschiede

Gruppe Anzahl [n] MW [ x ] SD [o]
Allergie 32 36 68
CRS 25 8 16

Polyposis 23 413 1317
Kontrolle 33 8 15

Tabelle 17: Gruppenstarken und Anzahl der Mastzellen im Cytospin
Vergleich Differenz der Mittelwerte Signifikanz [p]

Polyposis vs. Kontrolle 405,4 n.s.
Polyposis vs. Allergie 377,2 n.s.
Polyposis vs. CRS 404,9 n.s.
Allergie vs. CRS 27,7 n.s.
Allergie vs. Kontrolle 28,2 n.s.
CRS vs. Kontrolle 0,5 n.s.

Tabelle 18: Vergleich der Gruppen bezlglich der Anzahl an Mastzellen im Cytospin
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Analog zur Auswertung der eosinophilen Granulozyten
Auswertung der Mastzellen eine Prifung der Spezifitat.

schon zuvor, die Anzahl positiver Zellen semi-quantitativ

erfolgte auch bei der
Aullerdem wurde, wie

erfasst und mittels der

gleichen Skala von 0 (negativ) bis +++ (sehr stark positiv) beschrieben (Abbildung

15).
- 8 c
“Bild | 'Y %‘! 3
0 - "
- @ -
. a v -
b ¥
! o Y ¥
2
»
@ i . . (¥
® o ey
& a .
[4 %“ ,
Al . .
@
, ©
’s 50 pm
[ - A Tﬁ‘
Bild Il ®
(+) H
) P
& ¢ 9, y
&
¢
¥
\‘ J E.-‘.‘
o .
50 pm

-5h3.

Abbildung
gefarbt nach Tryptase

15: Cytospins

(VergréRerung: 200x)

Bild I: (negativer Befund):

Die morphologisch gut
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Eine einzelne Mastzelle ist

zu erkennen.
Die gefarbten Granula sind

deutlich zu erkennen.
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Bild Ill: (positiver Befund):

Mehrere Mastzellen

sind
innerhalb eines Gesichts-

feldes erkennbar.

Bild IV: (stark positiver
Befund):
Hier sind zahlreiche
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3.5. Korrelationen

Bei der weiteren Auswertung der Daten wurden die gemessenen Werte
untereinander verglichen. Dabei wurden die Werte kumulativ und damit
unabhangig von der Gruppenzuteilung zueinander betrachtet. Hierbei waren einige
signifikante Korrelationen, wie zwischen dem Gesamt-IgE und der Anzahl
eosinophiler Granulozyten im Blut festzustellen (p<0,05). Des Weiteren waren
signifikante Unterschiede zwischen den eosinophilen Granulozyten im Blut und
den gemessenen ECP-Werten im Nasensekret (p<0,05) sowie der Anzahl
eosinophiler Granulozyten der Cytospins (p<0,01) erkennbar. Ebenso war dies bei
den ECP-Werten im Nasensekret und den eosinophilen Granulozyten des
Cytospins der Fall (p<0,01). Der Korrelationskoeffizient bewegte sich bei allen
genannten Gruppen zwischen 0,215 und 0,310. Diese Werte lassen daher nur
bedingt den Ruckschluss einer Korrelation zu. Der deutlichste Zusammenhang
bestand zwischen den eosinophilen Granulozyten aus Blut und Cytospin. Hier war
der hochste Korrelationskoeffizient (r=0,310) bei niedrigstem p zu finden
(Tabelle 19).

Ein Zusammenhang zwischen der gemessenen Tryptase aus der Nasenwatte und
den Mastzellen des Cytospins oder auch dem Gesamt-IgE konnte nicht gefunden
werden (Tabelle 20).

Eosinophile im ECP der Eosinophile im

Blut Nasenwatte Cytospin

IgE r 0,215 0,152 0,0215
p <0,05 n.s. n.s.

Eosinophile r 0,228 0,310
im Blut D ) <0,05 <0,01
ECP der r 0,287
Nasenwatte p ) ) <0,01

Tabelle 19:  Korrelation der Werte IgE, ECP, eosinophiler Granulozyten im Blut und im Cytospin
Korrelationskoeffizient [r] (max. Wert fur lineare pos. Korrelation +1; max. Wert far

lineare neg. Korrelation -1); Signifikanz-Wert [p] (Signifikanz bei p<0,05)
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Tryptase Mastzellen Cytospin

IgE r -0,0162 -0,0542
) n.s. n.s.

Tryptase r 0,00317
p ) n.s.

Tabelle 20: Korrelation der Werte IgE, Tryptase und der Mastzellen im Cytospin
Korrelationskoeffizient [r] (max. Wert fir lineare pos. Korrelation +1; max. Wert fur

lineare neg. Korrelation -1); Signifikanz-Wert [p] (Signifikanz bei p<0,05)

3.6 Immunzytochemische Doppelfarbung

In der Literatur finden sich Hinweise, dass auch in neutrophilen Granulozyten
ECP gefunden wurde (Abu-Ghazaleh et al., 1992; Bystrom et al., 2002; Sur et al.,
1998). Aufgrund dieser Tatsache erschien eine Unterscheidung genau dieser
beiden Zellpopulationen als wichtig, um neutrophile Granulozyten als potentielle
Quelle des ECP auszuschlielen. Daher lag bei der Auswertung der Doppelfarbung
das Augenmerk auf der Spezifitdt der Farbung. Bewusst wurde bei der
Doppelfarbung der gleiche Antikorper (ECP) und dasselbe Verfahren wie bei der
Einzelfarbung verwendet. Bei der Doppelfarbung musste allerdings auf einen
anderen Farbstoff (Fluoreszenzfarbstoff) zurlickgegriffen werden. Dieser farbte
unter dem Fluoreszenzmikroskop die durch Antikorper markierten eosinophilen
Granulozyten grun. Der zweite Fluoreszenzfarbstoff markierte im gleichen Praparat
die neutrophilen Granulozyten rot. Diese waren zuvor, wie oben beschrieben,
durch den entsprechenden AntikOrper gegen neutrophile Elastase, einen
spezifischen Marker fur neutrophile Granulozyten, markiert worden (Lammers, van
de Kerkhof, Schalwijk & Mier, 1986; Venge, 1994). Da sich die beiden Farben nicht
gleichzeitg an ein und derselben Zelle befanden, konnten die beiden
Granulozytenpopulationen eindeutig unterschieden werden. Um dies zu
verdeutlichen wurden die einzelnen Farbtone auch in der Auswertung separat und
akkumuliert dargestellt. Damit konnte verhindert werden, dass eine schwache

Farbung durch einen anderen, starkeren Farbton Uberlagert und somit Ubersehen
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wird. Die zusatzliche Kernfarbung diente dem besseren Kontrast und der besseren
Visualisierung aller enthaltenen Zellen. Hierdurch wurden auch die Kerne der
zahlreich vorhandenen Epithelzellen sichtbar. Erst zum Schluss wurden die
Einzelbilder Uberlagert. Das jeweilige Bild im rechten unteren Quadranten
entspricht somit der Summe der geschossenen Einzelaufnahmen (Abbildungen 16
bis 20). Zusatzlich wurde eine Gewebeprobe einer unteren Nasenmuschel als
Referenz analysiert.

Die Ergebnisse dieser Studie geben somit keinen Hinweis darauf, dass ECP
auch in neutrophilen Granulozyten vorkommen kénnte. Die Farbemethoden nach
ECP und Elastase stellen damit spezifische Verfahren dar, um die einzelnen

Granulozytenpopulationen zuverlassig zu unterscheiden.

11.4 um

Abbildung 16 : Flimmerepithelzelle aus einem Nasenbrush-Praparat. Die Kernfarbung ist blau
dargestellt. Ein Nachweis von ECP (griin) oder neutrophiler Elastase (rot) ist nicht

zu finden.
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Abbildung 17: Dargestellt ist ein eosinophiler Granulozyt aus einem Cytobrush-Praparat. Die

Granula sind griin gefarbt, der Kern ist blau dargestellt
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Abbildung 18: Dargestellt ist ein neutrophiler Granulozyt aus einem Cytobrush-Praparat. Im

Zytoplasma ist der Bereich der Granula rot gefarbt.
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Abbildung 19:

Dargestellt sind sowohl ein eosinophiler (griin, Bild oben links) als auch ein

neutrophiler Granulozyt (rot, Bild unten links) aus einem Cytobrush-Praparat. Die
Farben markieren, wie schon oben beschrieben, die Granula im Zytoplasma. Die
Kerne sind blau dargestellt (Bild oben rechts). Da die Farben der markierten
Zellen nicht ineinander Ubergehen sondern klar voneinander abgrenzbar sind,
lassen sich die neutrophilen von den eosinophilen Granulozyten eindeutig von
einander unterscheiden

(Das Bild unten rechts stellt die Summe der drei Einzelbilder dar).
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Abbildung 20:

Abgebildet ist der Ausschnitt eines Nasenmuschelepithels. Der Gewebeschnitt

wurde derselben Farbeprozedur unterzogen wie die Cytobrush-Praparate. Die
zahlreichen blau markierten Zellkerne in der jeweils rechten oberen Ecke bilden die
Epithelschicht der Nasenmuschel ab. Darunter gelegen (im linken unteren Bereich
der vier Bilder) finden sich drei Granulozyten, von denen zwei neutrophile (rot) und
einer eosinophile (grin) Granula aufweisen. Eine Vermengung der beiden
Farbmarkierungen ist auch hier nicht erkennbar, wodurch die markierten Zellen den

jeweiligen Granulozytenpopulationen eindeutig zugeordnet werden konnten.
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4. Diskussion

Chronische nasale Erkrankungen sind ein haufiges Krankheitsbild in der Hals-
Nasen-Ohren-Heilkunde. Einen grof3en Anteil daran haben die in dieser Studie
behandelten Gruppen. Sie sind deshalb oft Grund flir Arztkonsultationen. Die
Ursachen einiger Krankheiten und deren moglicher Zusammenhang mit anderen
Erkrankungen sind dabei vielfach noch ungeklart. In der Diagnostik gibt es deshalb
oft viele unterschiedliche Ansatze. Neben der Bestimmung von systemischen
Parametern stehen besonders die lokalen krankheitsbezogenen Parameter im
Fokus der Aufmerksamkeit, da man sich von diesen eine genauere Diagnostik
erhofft.

4.1 Diskussion der Methodik

4.1.1 Gruppeneinteilung

Wie oben beschrieben, gingen der Gruppeneinteilung eine eingehende HNO-

arztliche Untersuchung sowie eine grundliche Beurteilung der Laborergebnisse
anhand der klinisch relevantesten Befunde voraus. Die klinisch dominierende
Erkrankung lie sich anhand des Fragebogens mit den vorherrschenden
Symptomen identifizieren. Entscheidend fir die Eingruppierung war aber
letztendlich das Gesamtbild aus Symptomen und Untersuchungsergebnissen.
Da die Einteilung in die beschriebenen vier Gruppen erfolgte und keine
zusatzlichen Parameter bestimmt wurden, konnte allerdings bei der Interpretation
keine Rucksicht auf eventuell vorhandene systemische Erkrankungen genommen
werden. Mogliche systemische Erkrankungen kdnnten aber somit die Ergebnisse
beeinflusst haben. So zeigen eine ganze Reihe von Erkrankungen ebenfalls eine
erhdhte eosinophile Granulozytenanzahl, wie beispielsweise latente Infektionen
oder gestdrte Interaktionen mit anderen Immunzellen (Kita, 2011).

Neben dem eventuellen gleichzeitigen Auftreten von nicht diagnostizierten
Krankheiten bzw. Anomalien waren auch simultane Erkrankungen aus mehreren

Gruppen mdglich. Dementsprechend wurde beispielsweise bei hochgradiger
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Polyposis nasi und einer simultanen schwach ausgepragten saisonalen Allergie
der Proband der Polyposis-Gruppe zugeordnet. Zusatzlich zeigten Prick-Tests bei
allen Dbetroffenen Allergikern deren spezifische Sensibilisierungen. Hierdurch
konnten die Probanden hinsichtlich ihrer Allergie in perenniale und saisonale
Allergiker unterteilt werden. Dies war bei der Auswertung der Ergebnisse sehr
wichtig, da sich die Studie uber einen langeren Zeitraum erstreckte. Somit wurden
z.B. saisonale Allergiker nicht zwangslaufig der Allergie-Gruppe zugeordnet, wenn
sie deutlich auRerhalb der Expositionszeit getestet worden waren. Auf diese Weise
sollten falsche Gruppenzuordnungen vermieden werden. Auch Stoop et al. kamen
zu der Erkenntnis, dass simultane Erkrankungen zu stark erhdhten
Messergebnissen fluhren koénnen. Die genannte Studie bezog sich dabei auf
allergisches Asthma und COPD in Verbindung mit Polyposis nasi. Daher muss
davon ausgegangen werden, dass auch andere Krankheitsbilder die Anzahl
eosinophiler Granulozyten beeinflussen kédnnen.

Auch innerhalb einer Gruppe war die Krankheits- und Symptomauspragung
nicht homogen. Sowohl der Grad als auch die Dauer der Erkrankung konnte
deutlich schwanken. So wurden beispielsweise Patienten mit Polyposis nasi
unabhangig vom Grad der Erkrankung gleichermalien in die Polyposis-Gruppe
aufgenommen, sofern es sich um die dominierende Erkrankung handelte. Auch in
der Erkrankungsdauer waren deutlich Unterschiede festzustellen. In der Allergie-
Gruppe befanden sich damit sowohl saisonale als auch perenniale Allergiker
gleichermallen. Eine weitere Unterteilung der Gruppen in beispielsweise
perenniale und saisonale Allergiker oder Polyposis Grad 1-2 versus Grad 3-4
erschien aufgrund der zu geringen Fallzahl als nicht sinnvoll. Ebenso galt dies fur
Patienten mit simultanen Erkrankungen aus mehreren Gruppen, wie z.B. Polyposis

nasi und Allergie oder CRS und Polyposis.
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4.1.2 Materialgewinnung

Um die Messergebnisse spater miteinander vergleichen zu kdnnen, war eine
exakt durchgeflihrte Materialgewinnung von grof3er Wichtigkeit. Bei der
Nasenwatte war sowohl die Grdélke als auch die genaue Lokalisation des
Watterdlichens entscheidend. Ein zu grold gedrehtes Watterdllchen hatte aus dem
mittleren Nasengang in den Bereich des Nasenvorhofs und bis an die untere
Nasenmuschel geragt. Die Nasenwatte hatte dann moglicherweise auch Sekret
aus dem unteren Bereich der Nasenhdhle aufsaugen kdnnen. Da hier der Ductus
nasolacrimalis in die Nasenhaupthdhle mindet, ware dadurch die Konzentration
von ECP und Tryptase verdinnt worden, was zu falschen, namlich zu niedrigen
Ergebnissen gefuihrt hatte. Da bei samtlichen Probanden ausschliellich eine
untersuchende Person die Nasenwatte einlegte, war ein hoher Grad an
Standardisierung bzw. eine hohe Reproduzierbarkeit gewahrleistet. Auch beim
Sammeln von Schleimhautzellen mittels Cytobrush war auf eine exakte
Ausfuhrung zu achten. Der Brush sollte in demselben Bereich erfolgen wie das
Sammeln des Nasensekrets. Auch wenn der Brush unter direkter Sicht erfolgte,
begann durch akzidentelles Berihren weiter anterior gelegener Schleimhaut das
Sammeln von Zellen mitunter schon vor dem Zielbereich - wenn auch nur in
geringem Ausmal3. Aufgrund von anatomischen Engstellen, wie beispielsweise bei
starken Nasenseptumdeviationen, konnte ein vollstandig berGhrungsfreies
Einfihren des Cytobrush bis an die gewlnschte Stelle an der mittleren
Nasenmuschel nicht immer gewahrleistet werden. Somit ist wahrscheinlich, dass
sich an einigen Cytobrushs auch eine geringe Anzahl von Zellen aus dem
Nasenvorhof und/oder des vorderen Nasenseptums befinden. Auch wurden
aufgrund der GréRRe des Cytobrushs nicht nur Zellen vom angepeilten Zielbereich
der mittleren Nasenmuschel gewonnen, sondern zwangslaufig auch Zellen vom
gegenuberliegenden Septum und vom Rulcken der unteren Nasenmuschel. Um
diese Fehlerquelle maglichst klein zu halten, wurde auch der Cytobrush immer von
derselben Person durchgefiihrt. Die genaue Lokalisation der Probenentnahme im
Bereich der mittleren Nasenmuschel ist wichtig, um spater sinnvolle Referenzwerte
zu bekommen. So belegen diverse Studien, dass die Konzentration eosinophiler

Granulozyten eines Patienten im Bereich der mittleren Nasenmuschel hoher ist als
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beispielsweise an der unteren Nasenmuschel (Bernstein, Gorfien, Noble &
Yankaskas, 1997; Jahnsen, Haraldsen, Aanesen, Haye & Brandtzaeg, 1995;
Stoop, van der Heijden, Biewenga & van der Baan, 1993). Bernstein et al.
untersuchten und verglichen verschiedene Regionen von Schleimhautbiopsien an
16 Patienten, die sich einer FESS unterzogen hatten. Keiner der Probanden wurde
mit systemischen oder lokalen Glukokortikoiden behandelt, allerdings befanden
sich unter den Probanden 4 Allergiker, die durch einen Prick-Test bestatigt wurden.
Die Schleimhautproben wurden mittels Hamatosin-Eosin und einer 'vital new red
stain for Eos'-Technik (Duffy, 1993) gefarbt und unter dem Lichtmikroskop (400-
fache VergrolRerung) ausgewertet. Die drei Entnahmeorte der Biopsien waren
dabei genau festgelegt: 1,5 cm dorsal der unteren Nasenmuschelspitze, mittlerer
Abschnitt der mittleren Muschel und ein Polyp von der lateralen Nasenwand bzw.
der mittleren Nasenmuschel. Die Ergebnisse zeigten eine stetige Zunahme an
eosinophilen Granulozyten in den Schleimhautbiopsien: ausgehend von der
unteren Nasenmuschel mit nur vereinzelten eosinophilen Granulozyten Uber die
mittlere Nasenmuschel mit einer deutlich groReren Anzahl positiver Zellen -
allerdings weniger als 50 pro Gesichtsfeld - bis zur héchsten Konzentration an
eosinophilen Granulozyten im Polypengewebe. Hier waren die eosinophilen
Granulozyten der vorherrschende Immunzell-Typus, der allerdings stark
degranuliert vorlag. Zu einem ahnlichen Ergebnis kam eine Studie von Jahnsen et
al., die 15 Patienten mit Polyposis nasi untersuchte. Hier waren allerdings topische
Glukokortikoide (7 Patienten) und Antihistaminika (2 Patienten) kein Ausschluss-
kriterium. Analog zu der Studie von Bernstein et al. wurden aber auch hier
Schleimhautbiopsien von der unteren und mittleren Nasenmuschel sowie von
Nasenpolypen genommen. Hier kam eine komplexe Dreifachfarbung von
Leukozyten, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten zur Anwendung. Die
Ergebnisse zeigten eine nur sehr gering erhdhte Anzahl von eosinophilen
Granulozyten in der Schleimhaut der mittleren gegenuber der unteren
Nasenmuschel. Ein signifikanter Anstieg der eosinophilen Granulozytenanzahl war
allerdings auch hier im Polypengewebe festgestellt worden. Etwas weiterfihrender
und mit detaillierteren Ergebnissen ist eine Studie von Stoop et al., die 46 an
Polyposis nasi erkrankte Patienten sowie 10 Kontrollen untersuchte. Topische

Glukokortikoide waren hier ein Ausschlusskriterium. Die Patienten hatten neben
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einer Polyposis nasi auch andere Erkrankungen wie Allergien (35%), COPD (24%)
oder Asthma (22%). Fast zwei Drittel der Patienten wiesen aul3erdem eine erhdhte
Anzahl eosinophiler Granulozyten in der Blutprobe auf. Wie bei den beiden vorher
genannten Studien waren auch hier Schleimhautbiopsien von der unteren und
mittleren Nasenmuschel sowie Polypengewebe Gegenstand der Untersuchung.
Zusatzliche Biopsien zur Verlaufskontrolle wurden noch nach 6 und 12 Monaten
entnommen. Die Anfarbung eosinophiler Granulozyten erfolgte mit drei
unterschiedlichen Antikérpern, von denen einer spezifisch nur aktivierte
eosinophile Granulozyten markierte. Die Ergebnisse aller untersuchten Biopsien
zeigten einen Anstieg eosinophiler Granulozyten von unterer zu mittlerer
Nasenmuschel und zu Polypengewebe. Interessanterweise konnten im Gegensatz
zu der Patientengruppe bei der Kontrollgruppe keine aktivierten eosinophilen
Granulozyten in den Nasenmuschelbiopsien nachgewiesen werden. Insgesamt
waren bei der letztgenannten Gruppe auch signifikant weniger eosinophile
Granulozyten nachweisbar. Auffallend war auch das Ergebnis, dass die Biopsien
der unteren Nasenmuschelschleimhaut keine Unterschiede zwischen der
Patienten- und Kontrollgruppe aufwiesen. Ebensowenig war ein Unterschied
zwischen mittlerer und unterer Nasenmuschelbiopsie innerhalb der Kontrollgruppe
feststellbar. All diese Ergebnisse unterstitzen die These, dass dem Entnahmeort
von Zellproben oder Biopsien entscheidende Bedeutung zukommt. Vor allem wird
hierdurch aber deutlich, dass die zur Probengewinnung vielfach verwendete untere
Nasenmuschel kaum relevante Ergebnisse bezuglich der eosinophilen
Inflammation liefern kann. Das Nichtbeachten dieser Beobachtungen bezuglich der
Probengewinnung wurde auch bereits von anderen Autoren kritisiert (Rinia et al.,
2007). Trotz nahezu gleichartiger Probengewinnung und grundsatzlich
Ubereinstimmender Ergebnisse in Bezug auf die eosinophilen Granulozyten der
drei beschriebenen Studien mussen diese differenziert betrachtet werden. So war
z.B. bei Jahnsen et al. der Gebrauch topischer Glukokortikoide kein
Ausschlusskirterium. Es muss deshalb davon ausgegangen werden, dass dies im
Zusammenhang mit der nur gering erhéhten Anzahl eosinophiler Granulozyten im
Bereich der mittleren gegenlber der unteren Nasenmuschel steht. Demgegenuber
wurde in selbiger Studie darauf geachtet, keinen Allergiker in der entsprechenden

Pollensaison in die Studie aufzunehmen. Diese Tatsache wurde bei Bernstein et
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al. und Stoop et al. zwar nicht auflder Acht gelassen, doch waren Allergiker kein
Ausschlusskriterium. Dabei konnte gerade in zuletzt genannter Studie gezeigt
werden, dass z.B. Patienten mit Asthma oder einer COPD eine signifikant hohere
Anzahl an eosinophilen Granulozyten in Polypen aufwiesen.

Eine andere Studie konnte zeigen, dass das Gewebe, von dem aus
Nasenpolypen gewachsen waren, sogar eine hohere Anzahl von eosinophilen
Granulozyten aufwies als die Nasenpolypen selbst (Larsen et al., 1998). Diese
Studie bezog ihre Gewebeproben aus Leichenpraparaten. Insgesamt wurden
dabei 350 Leichen auf Nasenpolypen untersucht. Bei 24 hiervon fanden sich
Nasenpolypen, die zusammen mit einer angrenzenden Schleimhautprobe
entnommen wurden. Es erfolgte sowohl eine Farbung mit Hamatoxylin-Eosin (HE)
zum Nachweis von eosinophilen Granulozyten als auch eine Naphtol-AS-D-
Chloracetat Farbung zum Nachweis von Mastzellen. Es fand eine semiquantitative
Auswertung unter dem Lichtmikroskop statt. Angaben uUber Begleiterkrankungen
oder Medikamenteneinnahmen wurden nicht gemacht. Die Ergebnisse dieser
Untersuchung zeigten aber, dass erhdhte Zahlen von eosinophilen Granulozyten in
der Region von Nasenpolypen zu finden sind. Bezlglich der Mastzellen und
neutrophilen Granulozyten konnten keine Unterschiede zu den Kontrollen oder
dem Polypengewebe festgestellt werden. Da diese Studie auf Leichenpraparaten
beruhte, ist fraglich, inwiefern die Ergebnisse auf andere Studien Ubertragbar sind
und ob die Leichenpraparate eine reprasentative Gruppe darstellen. AuRerdem
muss davon ausgegangen werden, dass es aufgrund der unspezifischen
Farbetechnik und der ausschlieRlich semiquantitativen Auswertung zu groferen
Abweichungen bei den Ergebnissen kommen kann. Trotzdem wird auch aus dieser
Studie deutlich, dass der Lokalisation des entnommenen Materials entscheidende
Bedeutung zukommt.

Im Gegensatz zu den eben beschriebenen Studien, untersuchte eine andere
Studie 16 ausschliel3lich auf Lieschgras allergische Patienten (Varney et al., 1992).
Jegliche Medikation oder friihere Hyposensibilisierung wurde ausgeschlossen. Bei
allen Patienten fand eine nasale Provokation durch ein allergen-getranktes
Filterpapier auf der unteren Nasenmuschel statt. Analog hierzu wurde auf der
anderen Nasenseite ein Filterpapier mit einer Kontrollldsung appliziert. Beide

Filterpapiere verblieben dort fur 10 min. Nach 24 Std. wurden von den beiden
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Applikationsorten Schleimhautbiopsien entnommen und nach MBP
immunhistochemisch fur eosinophile Granulozyten gefarbt. MBP kann, je nach
verwendetem Antikorper, als spezifischer Marker fur eosinophile Granulozyten
verwendet werden (Plager et al., 2006). Die Auswertung von Varney et al.
erbrachte auf der Nasenseite, an der mit Allergenlésung provoziert wurde,
signifikant erhohte eosinophile Granulozytenzahlen im Vergleich zur Kontrollseite.
Aus diesen Ergebnissen wird deutlich, dass auch eine allergische Rhinitis die
Anzahl eosinophiler Granulozyten beinflussen kann. Unter normalen Bedingungen
ware ein homogenerer und grol¥flachigerer Allergenkontakt auf der Schleimhaut
realistisch. Unklar bleibt allerdings, inwiefern, ahnlich der Polyposis nasi, auch die
allergische Rhinitis zu einer regional unterschiedlichen eosinophilen Granulozyten-

ansammlung fuhren kann.

In unserer vorliegenden Studie war neben der erwahnten Lokalisation des
Brush auch die aktuelle Konstitution der Schleimhaut des Patienten
ausschlaggebend fur Qualitat und Quantitat des gesammelten Materials. Bei
starker Sekretproduktion wurden die Nylonborsten des Brush schnell mit Schleim
verlegt und die Zellausbeute sank deutlich. Durch Schneuzen konnte der Patient
selbst teilweise Abhilfe schaffen oder aber der Untersuchende beseitigte
Uberschussiges Sekret vor der Durchfihrung des Cytobrush durch Absaugen. Um
in jedem Fall brauchbare Zellmengen mittels Cytobrush zu sammeln, wurde der
Brush, wie oben beschrieben, immer auf beiden Seiten der Nase durchgefihrt.
Hierdurch konnte sichergestellt werden, dass immer ausreichend Zellen gewonnen
wurden.

Ein weiteres Problem bestand bei Patienten mit atropher oder sehr trockener
Nasenschleimhaut. Hier konnte mit dem Brush zwar leicht eine sehr grol3e Menge
an Zellmaterial gewonnen werden, doch gab es hierdurch auch ein groReres
Verletzungsrisiko der Schleimhaut. Daher musste der Brush mit groRer Vorsicht
durchgefuhrt werden, um eine Kontamination des Zellmaterials mit Blut zu
verhindern. AufRerdem war die Spitze des Cytobrush selbst eine potentielle
Gefahrenquelle. Diesem Risiko wurde mit der Auswahl des Cytobrush GT Plus mit

einer stumpfen Kunststoffkugel an der Spitze entgegengesteuert (Abbildung 01).
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Ein versehentliches Einstechen in die Schleimhaut konnte hierdurch verhindert
werden.

Die gesamte Methodik ist ausschlaggebend fur die Menge und Art der
gewonnenen Zellen. Dies muss spater bei der Beurteilung der einzelnen
Zellpopulationen und vor allem beim Vergleich von Ergebnissen unterschiedlicher
Studien berucksichtigt werden. Aufgrund der Tatsache, dass die verschiedenen
Vertreter der Immunzellen nicht homogen in der Schleimhaut verteilt sind, sondern
vielmehr eine bevorzugte Lokalisation an bzw. im Gewebe haben, besitzt jedes
Zellgewinnungsverfahren gewissermalien ein eigenes Profil. Die in dieser Studie
vielfach genannten eosinophilen Granulozyten befinden sich dabei vorwiegend im
Bereich der Basalmembran (Lamina propria) (Bernstein et al.,, 1997) bzw.
subepithelial in der Nahe von kleinen Gefalten und Driisen (Stoop et al., 1993;
Varney et al., 1992). Damit stimmen diese drei Autoren bezlglich der Lokalisation
dieser Immunzellen Uberein. Noch etwas detaillierteren Aufschluss gibt eine
andere Quelle (Heppt, 1995). Auch hier wird die obere Schicht der Submukosa als
bevorzugter Ort von eosinophilen Granulozyten und Mastzellen genannt,
wohingegen neutrophile Granulozyten an der Epitheloberflache dominieren und
sich dadurch vermehrt im Nasensekret befinden. Dies wird auch anhand der
jeweils einzeln beschriebenen Zellgewinnungsmethoden deutlich. Demzufolge
haben Schneuzpréaparate und Praparate mittels Lavage beide einen sehr hohen
Anteil an immunologischen Zellen. Die neutrophilen Granulozyten haben hierbei
mit Uber 75% den grolten Anteil an der Gesamtzellzahl. Die
Zellgewinnungsverfahren mittels Kurette und Cytobrush haben ein ganzlich
anderes Profil. Hier bilden die Zellen des Epithels den Hauptanteil mit ca. 80-90 %.
Auch wenn die beiden erstgenannten Verfahren eine deutlich héhere Anzahl an
immunologischen Zellen férdern, ist dies trotzdem nicht unbedingt von Vorteil, da
hier hauptsachlich die im Nasensekret vorhandenen neutrophilen Granulozyten
gewonnen werden, nicht aber die im Gewebe befindlichen eosinophilen
Granulozyten und Mastzellen. AulRerdem findet sich hierbei auch ein hohes Mal}
an Staubpartikeln und Zellen in morphologisch schlechtem Zustand. Dartber
hinaus lasst sich der Entnahmeort nicht festlegen, dem, wie oben beschrieben,
eine entscheidende Bedeutung zukommt. Das Verfahren mittels Cytobrush bietet

gegenuber dem der Kurette den Vorteil einer hoheren Zellausbeute bei gleichzeitig

-70 -



héherem Anteil an immunologischen Zellen. Aul3erdem ist das Verletzungsrisiko
der Schleimhaut mit den weichen Nylonborsten des Cytobrush sehr gering und fur
den Patienten am wenigsten invasiv. Der Cytobrush stellte damit fur die Ziele
dieser Studie das bestmdgliche Zellgewinnungsverfahren dar, weswegen dieser

Methode der Vorzug gegeben wurde.

4.1.3 Zytologische Farbemethoden

Es gibt unzahlige verschiedene Farbemethoden, die alle mehr oder weniger
auf den Nachweis bestimmter Zellpopulationen ausgelegt sind. Bei dem
Zellmaterial, das mittels Brush gesammelt wurde, handelt es sich um sehr
heterogenes Material. Teilweise befindet sich dieses Material nicht mehr in
optimalem Zustand, da der Brush hauptsachlich an der Oberflache erfolgt und
damit die alteren Zellen sowie totes Zellmaterial gleichermalien aufsammelt.
Aullerdem handelt es sich nicht um zusammenhangendes Gewebe, sondern um
einzelne Zellen und stellt damit sehr empfindliches Material dar. Darauf musste bei
der Farbung Rucksicht genommen werden, um die Zellstrukturen moglichst zu
erhalten. Weit verbreitete Farbemethoden sind die Farbungen nach May-
Grunwald-Giemsa (MGG) und Hamatoxilin-Eosin (HE). Beide Methoden liefern bei
Uberschaubarem Aufwand gute Ergebnisse zur Zellbeurteilung. In Vorversuchen
wurden diese beiden Methoden in Erwagung gezogen und getestet. Epithelzellen
waren damit gut darstellbar und anhand ihrer Morphologie auch gut gegen andere
Zellpopulationen abgrenzbar. Die Farbunterschiede der einzelnen
Granulozytenpopulationen waren an unserem Zellmaterial allerdings oft nur
minimal. Auch die Morphologie der verschiedenen Granulozyten lie keine
eindeutige Unterscheidung zu. Damit war eine zweifelsfreie und eindeutige
Unterscheidung der verschiedenen Granulozytenpopulationen nicht mdglich. In der
Literatur finden sich aber durchaus Autoren, die Farbungen nach May-Griinwald-
Giemsa und Hamatoxilin-Eosin bzw. Methylenblau-Eosin zum Auswerten  flr
ausreichend erachteten und diese daher auch in Studien verwendeten (Braun, H.
et al., 2003; Sood, 2005; Zhang, Liu, Han & Zhang, 2011). Diese Ansicht konnten

wir nicht teilen, weshalb wir, wie oben beschrieben, stattdessen eine
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immunzytochemische Farbung angefertigt haben, um eosinophile Granulozyten
eindeutig identifizieren und zahlen zu konnen. Die zusatzlich angefertigte
immunzytochemische Doppelfarbung nach ECP und neutrophiler Elastase machte
deutlich, dass die durchgeflihrte Einzelfarbung spezifisch nur eosinophile
Granulozyten anfarbt. Somit war eine sichere Unterscheidung der beiden
Granulozytenpopulationen maoglich. Einige Untersuchungen bezweifeln allerdings
die alleinige strikte Zuweisung von ECP zu eosinophilen Granulozyten. So gibt es
Hinweise, dass auch neutrophile Granulozyten ECP enthalten kénnen (Monteseirin
et al., 2007; Venge, 1994). Auch wenn dies nicht primar Gegenstand dieser Studie
war, so konnte fur diese These kein Hinweis gefunden werden. Wir fanden keine

Zellen, die sowohl neutrophile Elastase- als auch ECP-positiv waren.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

Eosinophile Granulozyten werden schon seit langerer Zeit mit einigen
Erkrankungsbildern in Verbindung gebracht. Neben systemischen Erkrankungen
wie Parasitenbefall sind unter anderem allergische Erkrankungen und die
Polyposis nasi von einer Eosinophilie gekennzeichnet. Auch in dieser Studie
konnte gezeigt werden, dass v.a. die Polyposis nasi mit einer deutlich erhéhten
Anzahl von eosinophilen Granulozyten im Blut einhergeht (Abbildung 08). Obwohl
sich diese Erkrankung nur auf einen kleinen Teil des menschlichen Koérpers
beschrankt, war trotzdem eine signifikant erhdohte Anzahl eosinophiler
Granulozyten im Blut feststellbar. Diese Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen
anderer Studien Uberein und sind damit eine vielfach belegte Feststellung (Bryson,
Tasca & Rowe-Jones, 2003; Kramer et al., 2004; Wong, 1992). Stoop et al. konnte
zudem zeigen, dass bei Patienten mit einer erhdhten Anzahl eosinophiler
Granulozyten im Blut und Rezidiv-Polyposis die Anzahl aktivierter eosinophiler
Granulozyten im Polypengewebe signifikant erhoht ist - gegenltber Patienten mit
Blut-Normwerten. Auch in der Allergie-Gruppe war eine erhdhte Anzahl
eosinophiler Granulozyten gegenuber der Kontrollgruppe feststellbar. Anders als in
vergleichbaren Studien (Beppu et al., 1994; Chen, S. T. et al., 2006; Di Lorenzo et
al., 1997) konnte in unserer Studie allerdings kein signifikanter Unterschied
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gegenuber der Kontroligruppe festgestellt werden. Eine mogliche Erklarung fur
diese unterschiedlichen Ergebnisse kdnnte sein, dass in unserer Allergie-Gruppe
nicht zwischen perennialer und saisonaler Allergie unterschieden wurde. Da die
Anzahl der eosinophilen Granulozyten von dem Grad der vorliegenden
Entziindung abhangt (Amperayani & Kuravi, 2011), sind bei saisonalen Allergikern
deutliche jahreszeitliche Schwankungen zu erwarten. Aufgrund des sich taglich
andernden Pollenfluges, der eng mit den Ortlichen Wetterbedingungen
zusammenhangt, kann es somit zu stark unterschiedlich ausgepragten
Entzindungsreaktionen kommen. Somit waren auch Allergiker in dieser Gruppe
vertreten, die eine verhaltnismalig niedrige Anzahl an eosinophilen Granulozyten
im Blut aufwiesen. Dies konnte in dieser Gruppe zu einem niedrigeren Mittelwert
und gleichzeitig zu groReren Differenzen der einzelnen Messwerte flhren.
Bezlglich der Anzahl an eosinophilen Granulozyten in der CRS-Gruppe ware, wie
schon in anderen Studien gezeigt, eine gegenlber der Kontrollgruppe erhdhte
Anzahl zu erwarten gewesen (Braun, H. et al., 2003; Bryson et al., 2003; Kaliner,
M. A. et al., 1997). Dies konnten unsere Ergebnisse nicht zeigen. Ein mdglicher
Grund hierfir kénnte die genaue Unterteilung des Patientenguts in die zwei
Gruppen Polyposis bzw. CRS sein, da bei HNO-arztlichen Untersuchung
besonders auf die Existenz von Nasenpolypen geachtet wurde.

Ein anderes Ergebnis erbrachte die Auswertung der Gesamt IgE-Werte im
Serum. Hier zeigte sich der hochste Wert in der Allergiker-Gruppe. Er war
gegenuber der CRS- und der Kontrollgruppe signifikant erhéht. Erhohte IgE-Werte
bei Allergikern konnten auch schon in anderen Studien nachgewiesen werden
(Chen, S. T. et al., 2006; Kramer et al., 2004; Zhang et al., 2011). Diese Erkenntnis
beruht vor allem auf der anfangs erwahnten IgE-vermittelten Entzlindungsreaktion
durch die jeweiligen Allergene. Ebenso konnten erhdhte IgE-Werte bei Polyposis
nasi gezeigt werden (Gevaert et al., 2005; Kramer et al., 2004). Diese Ergebnisse
entsprechen im Prinzip auch den Resultaten unserer Studie. Dartber hinaus
konnten Chen et al. ahnliche Ergebnisse bei der Korrelation der IgE-Werte zu
anderen Parametern feststellen. So gab es dort ebenfalls eine moderate
Korrelation zwischen Gesamt-IgE und den eosinophilen Granulozyten im Blut.
Weiterhin konnten Korrelationen zwischen einigen anderen Markern gezeigt

werden, wie z.B. dem Gesamt-IgE und der Anzahl von eosinophilen Granulozyten
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der Nasenschleimhaut. Inwiefern die Ergebnisse dieser Studie mit den unseren
vergleichbar sind, ist fraglich, da das Patientengut in genannter Studie Kinder im
Alter von 2 bis 12 Jahren waren und die Methodik der lokalen Zellgewinnung auf
einem Abstrich beruhte. Da das Gesamt-IgE einen systemischen Parameter
darstellt, kann dieser auch einer ganzen Reihe von Einflussfaktoren unterliegen.
Ein Uberblick von mdglichen EinflussgroRen wurde von Omenaas et al.
beschrieben (Omenaas, Bakke, Elsayed, Hanoa & Gulsvik, 1994). Demzufolge
deuten verschiedene Studien darauf hin, dass Alter, Rasse, Geschlecht,
Zigarettenrauch, Allergene, berufliche Exposition und auch Erbfaktoren Einfluss
auf das Gesamt-IgE haben koénnen. Daher sollten, wie von Omenaas et al.
beschrieben, Gesamt-IgE-Werte bei der Diagnostik allergischer Erkrankungen
nicht isoliert betrachtet werden.

Ebenso sind die Marker eosinophiler Granulozyten und Mastzellen, das ECP
und die Tryptase, bereits seit langerem Gegenstand intensiver Forschung. Seit
ihrer Entdeckung erhoffte man sich genauere Informationen Uber die ablaufende
Immunreaktion in dem betroffenen Gewebe zu finden. Auch in unserer Studie
konnte gezeigt werden, dass ECP als zuverlassiger Marker sowohl zum Anfarben
von Geweben und Zellen mittels Immunhistochemie als auch zu diagnostischen
Zwecken im Nasensekret erfolgreich dienen kann. Doch obwohl die Graphiken des
ECP im Nasensekret und der eosinophilen Granulozyten im Cytospin ahnliche
Verteilungsmuster aufweisen, kann trotzdem anhand der statistischen Werte nur
bedingt von einer Korrelation gesprochen werden. In der Literatur gibt es allerdings
Hinweise, dass ECP und eosinophile Granulozyten korrelieren kdnnen. Beppu et
al. konnten zeigen, dass die ECP-Werte sowohl mit der Anzahl der eosinophilen
Granulozyten im Cytobrush als auch mit den eosinophilen Granulozyten im Blut
korrelierten (Beppu et al.,, 1994). Der Zusammenhang dieser Grof3en ist dabei
aber durchaus umstritten, da das Exprimieren von ECP auch entscheidend vom
Aktivierungszustand der eosinophilen Granulozyten abhangt. Wie bereits oben
erwahnt, konnte dies von Stoop et al. nachgewiesen werden, da hier an ein und
demselben Gewebe eines Probanden drei verschiedene Antikdrper zum Nachweis
von eosinophilen Granulozyten verwendet wurden. Zwischen den verwendeten
Nachweismethoden war ein deutlicher Unterschied in Bezug auf die Anzahl positiv

markierter Zellen erkennbar. Dies ergibt folgende Problematik: Erstens muss bei
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einem Vergleich verschiedender Studienergebnisse auf die verwendete
Nachweismethodik geachtet werden bzw. welche eosinophile
Granulozytenpopulation nachgewiesen wurde (aktiviert oder nicht aktiviert) und
zweitens stellt sich die Frage, welche Granulozytenpopulation entscheidend flr die
Diagnostik ist. Stoop et al. empfehlen eine Bestimmung der aktivierten
eosinophilen Granulozyten, da nach deren Meinung nur diese an der aktuellen
Entzindungsreaktion beteiligt sind. Diese Schlussfolgerung wurde aus den
Ergebnissen der Kontrollgruppe gezogen, weil hier zwar eosinophile Granulozyten
nachweisbar waren, nicht aber in aktiviertem Zustand. Die Ursache einer solchen
Aktivierung kann dabei z.B. sowohl eine Allergie als auch eine banale Infektion
sein (Kampe et al., 2011).

Uneinheitlich sind dagegen die Ergebnisse einiger Studien bezlglich der
Lokalisation und Ausbreitung der eosinophilen Granulozyten bei atopischen
Erkrankungen. So wird in der Literatur beschrieben, dass sich bei alleiniger
allergischer Rhinitis auch erhdhte eosinophile Granulozytenzahlen in Sputum
finden lassen (Alvarez et al., 2000). In dieser Studie wurden insgesamt 46
Patienten untersucht, die entweder an allergischem Asthma oder an einer
allergischen Rhinitis litten. Beide Patientengruppen wiesen dabei eine isolierte
Sensibilisierung gegenuber Hausstaubmilben (D. pteronyssinus) auf. Zehn
zusatzliche nicht-sensibilisierte Probanden dienten als Kontrolle. Alle 56
Probanden wurden mit einem Metacholin-Test auf bronchiale Hyperreagibilitat
untersucht. Darlber hinaus fand die Bestimmung einer ganzen Reihe von Markern
statt. Darunter waren unter anderem: ECP, Tryptase und eosinophile Granulozyten
im Sputum sowie ECP und eosinophilen Granulozyten im Blut. Die Auswertung
ergab die hochsten Werte von eosinophilen Granulozyten in Blut und Sputum in
der Asthma-Gruppe, gefolgt von der Allergie-Gruppe und der Kontroll-Gruppe.
Dabei korrelierten diese beiden GroRen untereinander und mit dem ECP im Blut in
der jeweiligen Gruppe. Die ECP-Werte aus Sputum korrelierten dabei nur in der
Asthma-Gruppe mit der darin bestimmten Anzahl eosinophiler Granulozyten, nicht
aber in der Allergie-Gruppe. Das Vorhandensein von vermehrten eosinophilen
Granulozyteninfiltraten in der Bronchialschleimhaut bei Allergikern gilt als gesichert
und wird hier mehrfach belegt. Alvarenz et al. vermuten, dass diese Diskrepanz

der Korrelation zwischen den Gruppen auf die verminderte Aktivitat von
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eosinophilen Granulozyten in den unteren Atemwegen bei Allergikern
zuruckzufihren ist.

Umgekehrt gibt es ebenso Berichte, dass eosinophile Infiltrate in der
Nasenschleimhaut bei Patienten mit Asthma aber ohne nasale Beschwerden
gefunden wurden (Gaga et al., 2000). In dieser Studie wurden 17 Patienten mit
allergischem Asthma untersucht, von denen 9 simultan an einer allergischen
Rhinitis litten. Als Kontrolle dienten 10 Patienten ohne atopische Erkrankung.
Ausschlusskriterien waren Zigarettenrauch, orale oder Ilokale Medikation
(Ausnahme waren [-Agonisten) sowie eine Infektion der oberen Atemwege
innerhalb der letzten 4 Wochen. Die Bestimmung der eosinophilen Granulozyten
erfolgte mittels einer immunhistochemischen Farbung von Schleimhautbiopsien
des unteren Nasenganges und aus den Hauptbronchien. Es fanden sich in der
Nasenschleimhaut signifikant héhere eosinophile Granulozytenzahlen bei allen
Patienten mit allergischem Asthma gegentber der Kontroll-Gruppe. Es machte
dabei nur einen geringen Unterschied, ob die Patienten an allergischer Rhinitis
litten oder nicht. Allerdings konnte bei Patienten mit allergischem Asthma ein
deutlicher Zusammenhang bezlglich der eosinophilen Inflammation zwischen der
Nasen- und Bronchialschleimhaut gefunden werden. Beide Studien zeigen damit,
dass sich sowohl das allergische Asthma als auch die allergische Rhinitis nicht nur
auf eine bestimmte Region des Respirationstraktes beziehen. Vielmehr sollten
daher, wie auch Gaga et al. beschreiben, die beiden genannten Erkrankungen
einheitlich klassifiziert und behandelt werden, da der obere und untere
Respirationstrakt eine zusammenhangende Einheit darstellen. Somit kann
zwischen der Lokalisation der eosinophilen Granulozyten und einem bestimmten
atopischen Erkrankungsbild nur schwer ein direkter Zusammenhang hergestellt
werden. Aufgrund der ahnlichen zellularen Immunantwort bei allergischem Asthma
und allergischer Rhinitis wandern pro-inflammatorische Zellen auch in andere
Gewebsregionen ein, was ebenfalls das Bild einer One-Airway-Disease
befurwortet (Borish, 2003). In unserer Studie konnte, wie oben bei den
Ergebnissen bereits beschrieben, nur bedingt ein Zusammenhang von ECP aus
Nasensekret und der lokal vorhandenen Anzahl von eosinophilen Granulozyten der
Nasenschleimhaut gezeigt werden. Ebenso lieRen unsere Werte aus dem Blut nur

bedingt Ruckschlisse auf lokale Parameter zu, wobei die eosinophilen

-76 -



Granulozyten aus dem Blut noch am besten mit der lokalen Eosinophilenanzahl
der Nasenschleimhaut korrelierten. Einen deutlicheren Zusammenhang konnten
dagegen andere Studien zeigen. Hier korrelierte die erhdhte Anzahl eosinophiler
Granulozyten im Blut mit dem ECP aus lokal gewonnenem Material (Beppu et al.,
1994; Kampe, Stalenheim, Janson, Stolt & Carlson, 2007). Wegen der Vielzahl
unterschiedlicher Ergebnisse und Studien und den nur teilweise bekannten
EinflussgroRen sollte deshalb die Bestimmung des ECP wie auch die
Gewebseosinophilie nur als Indiz fur eine vorliegende Erkrankung gewertet werden
(Braunstahl, 2005).

Neben dem vielfach erwahnten ECP gilt auch die eosinophile Peroxidase
(EPO) als spezifischer Marker fur eosinophile Granulozyten (Venge, 1994). Der
weitaus meistgenutzte ist dabei jedoch ECP. Doch gerade die Spezifitat von ECP
ist immer wieder Gegenstand von Diskussionen. Wie oben bereits erwahnt, wird in
der Literatur von einigen Autoren das Vorkommen von ECP als nicht spezifisch flr
eosinophile Granulozyten angesehen. So sollen vor allem auch neutrophile
Granulozyten ECP enthalten kdnnen und auch in der Lage sein, vorhandenes ECP
aufzunehmen (Abu-Ghazaleh et al., 1992; Bystrom et al., 2002; Monteseirin &
Vega, 2008; Sur et al.,, 1998). Die beiden Studien von Abu-Ghazaleh et al. und
Bystrom et al. arbeiteten mit neutrophilen Granulozyten aus dem Blut, welche bis
auf 99% bzw. 100% angereichert wurden. In beiden Fallen konnte ECP in sehr
geringen Mengen nachgewiesen werden. Bystrom et al. verwendeten bei diesem
Experiment neutrophile Granulozyten mit einem Reinheitsgrad von 100%. Die
Konzentration von ECP bezifferten sie auf 123 ng/10° Zellen, was etwa 1% der
mittleren Konzentration von eosinophilen Granulozyten (13,5 pg/10° Zellen)
entspricht. Analog hierzu zeigten die lichtmikroskopischen Nachweise der
immunzytochemischen Farbung extrem schwach angefarbte neutrophile
Granulozyten.

Neben der Erkenntnis, dass neutrophile Granulozyten geringe Mengen von
ECP enthalten kdnnen, belegt eine andere Studie auch eine Eigensynthese von
ECP in dieser Zellpopulation. Eine Synthese war allerdings erst nach erfolgtem
'Priming' mdglich (Monteseirin et al., 2007). Der Nachweis dieser Eigensynthese
erfolgte dabei an Zellkulturen aus hochgereinigten neutrophilen Granulozyten von

Patienten mit allergischem Asthma. Die Zellkulturen wurden dabei einem Antigen,
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auf das der Patient sensibilisiert war, oder dem Platelet-Activating-Factor (PAF)
ausgesetzt. Dieser als 'Priming' bezeichnete Vorgang bewirkte eine Aktivierung der
Zelllinie. Der anschliefende Nachweis von ECP in der Zellkultur erfolgte mittels
ELISA-Technik. Auch wenn die Ergebnisse dieser Studie eine Synthese in
neutrophilen Granulozyten belegen, muss hinterfragt werden, inwiefern dieses
Studienmodell realistischen in-vivo Bedingungen gerecht wird. Die hochgereinigten
neutrophilen Granulozyten wurden dabei direkt kinstlichen Stimulationsfaktoren in
Konzentrationen ausgesetzt, wie sie in der Natur sehr wahrscheinlich nicht
vorkommen. Ein ECP Nachweis war auflerdem erst nach 3 bis 18-stliindigem
Priming feststellbar, wohingegen eosinophile Granulozyten bereits nach 20-30
minutigem Priming ECP freisetzten (Simon et al., 2000). Die verschiedenen
Granulozytenpopulationen reagierten zudem jeweils nur auf bestimmte Priming-
Reagenzien, darunter fand sich allerdings kein Reagenz, mit dem beide
Granulozytenpopulationen gleichzeitig stimuliert werden konnten (Monteseirin et
al., 2007).

Trotz dieser Studie kann man bei ECP von einem spezifischen Marker fur
eosinophile Granulozyten ausgehen, da das von Abu-Ghazaleh et al. und Bystrom
et al. in neutrophilen Granulozyten nachgewiesene ECP nur von diesen
aufgenommen wurde. Damit stellen diese Zellen eine Art 'Puffer' oder 'Reservoir'
fur ECP dar. Nur nach einer Zellstimulation konnte laut Bystrom et al. ECP auch
wieder sezerniert werden. Bei einer Bestimmung von ECP wirde dieses ECP zwar
mitbestimmt, allerdings entstammt dieses urspringlich ebenfalls eosinophilen
Granulozyten. Daruber hinaus sind die beschriebenen Konzentrationen so gering,
dass diese die Ergebnisse kaum beeinflussen durften. Die von Monteseirin et al.
erwahnte Mdglichkeit der ECP-Produktion war auRerdem nur nach mehrstindiger
Zellstimulation in einer Zellkultur méglich. Vor diesem Hintergrund und aufgrund
unserer eindeutigen Ergebnisse der Doppelfarbung erscheinen neutrophile
Granulozyten als 'falsch positiv' in unserer Auswertung als sehr unwahrscheinlich.

Ahnlich dem Vergleich von ECP zu eosinophilen Granulozyten wurde mit
Tryptase und Mastzellen verfahren. In unserer Studie konnten allerdings keine
Zusammenhange zwischen den Tryptase-Werten des Nasensekrets und der
Anzahl lokaler Mastzellen in der Schleimhaut gefunden werden. Ebenso wenig war

zwischen den Werten des Gesamt-IgE und der Tryptase eine Korrelation
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feststellbar. Auch wenn in unserer Studie keine Korrelation zwischen diesen
Grolden hergestellt werden konnte, gilt die Tryptase im Nasensekret trotzdem als
sehr hilfreicher Marker zur Diagnostik der allergischen Rhinitis (Church & Levi-
Schaffer, 1997; Di Lorenzo et al., 1997; Rasp & Hochstrasser, 1993). Di Lorenzo et
al. konnten zeigen, dass die Symptomenstarke der Patienten sowohl mit der
Tryptase- als auch mit der ECP-Konzentration des Nasensekrets korreliert. 20
saisonale Pollenallergiker ohne weitere Allergien und 10 nicht-allergische
Probanden zur Kontrolle wurden hierbei untersucht. Systemische und topische
Glukokortikoide sowie Antihistaminika waren ein Ausschlusskriterium. Mittels Jet-
Vernebler wurde NaCl-Losung in die Nase eingebracht und anschliefend
aufgefangen, woraus im Anschluss die Konzentrationen von Tryptase und ECP
ermittelt wurden. Es fielen erstaunlich konstant niedrige Werte bei den
Kontrollpatienten und bei den Allergikern auf3erhalb der Pollensaison auf. Dies traf
gleichermalen fir ECP und Tryptase zu. Ein deutlicher Anstieg war nur bei der
Allergiker-Gruppe wahrend der Pollensaison zu beobachten. Dies fuhrt zu der
Erkenntnis, dass Tryptase, aber auch ECP als Marker zum Diagnostizieren einer
vorliegenden allergischen Erkrankung hilfreiche Hinweise bieten kénnen.

Bei einer anderen chronischen nasalen Erkrankung, der Polyposis nasi, fielen
bei unserer Auswertung aullerdem stark erhohte Mastzellzahlen auf, welche
ebenfalls nicht mit den Tryptase-Werten korrelierten. In der Literatur werden
ahnliche Ergebnisse beschrieben. Es wurde beispielsweise eine deutlich erhdhte
Anzahl an allerdings stark degranulierten Mastzellen beobachtet. (Drake-Lee,
Barker, et al., 1984; Mygind, 1999). Drake-Lee et al. untersuchten
elektronenmikroskopisch Polypengewebe von 6 Patienten. Hierunter waren sowonhl
Patienten mit simultanen atopischen Erkrankungen als auch Patienten, die nur an
einer Polyposis nasi erkrankt waren. Antihistaminika oder andere Medikamente zur
intranasalen Applikation wurden nicht verabreicht. Die Polypenentnahme erfolgte
unter lokaler Anasthesie. Nach dem Waschen in NaCl-Losung und einer 4-
stiindigen Fixierung in Karnovsky's-Losung fand eine schrittweise Dehydrierung in
einer Ethanol-Reihe statt und schlieBlich eine Einbettung in Harz. Die
Untersuchung der Gewebeschnitte zeigte eine Vielzahl von Mastzellen, wovon ein
Groliteil teilweise oder vollstandig degranuliert war. Allerdings variierte dieser

Zustand von Patient zu Patient. Mygind et al. erwahnten in ihrer Publikation sehr
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hohe Tryptase-Werte in Polypengewebe. Die dort gemessenen Konzentrationen
entsprachen ahnlich hohen Werten, wie sie auch in Prickldsungen zur positiv-
Kontrolle verwendet werden. Aufgrund der stark variierenden Degranulation der
Mastzellen von Patient zu Patient, aber auch innerhalb einer Gewebeprobe, sind
viele Degranulationsfaktoren denkbar. Die Diskrepanz in unseren prasentierten
Daten bezuglich der gemessenen Tryptase-Werte und der ermittelten Anzahl von
Mastzellen konnte damit erklart werden. Derzeit scheinen noch zu viele
unbekannte Faktoren Einfluss auf den Degranulationszustand der Mastzellen zu
haben. Auch wenn die Tryptase bei einzelnen Krankheitsbildern wie der
allergischen Rhinitis offenbar gut zur Diagnostik herangezogen werden kann, ist

dies anscheinend nicht unbedingt auf andere Krankheitsbilder Ubertragbar.
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5. Zusammenfassung

Chronische nasale Erkrankungen wie die allergische Rhinitis, die chronische
Rhinosinusitis (CRS) und die Polyposis nasi haben eine hohe Pravalenz in der
westlichen Welt. Die allergische Rhinitis ist dabei eine der haufigsten chronischen
Krankheitsbilder dberhaupt. Bei Jugendlichen und Erwachsenen werden
Pravalenzen von 15% bis 20% angegeben (Hermann-Kunz, 2000; Langen et al.,
2013; Schlaud, 2007). Gleichermalten werden auch bei der CRS hohe Fallzahlen
beobachtet. 2,5 Millionen chronische und 6 Millionen akute Rhinusinusitiden sowie
220.000 Falle einer Polyposis nasi wurden innerhalb eines Jahres festgestellt
(Quelle: IMS HEALTH 2001, Frankfurt).

Allen drei Erkrankungen gemein ist eine z.T. deutlich erhdhte Anzahl von
eosinophilen Granulozyten bzw. erhdhte Werte von eosinophilem kathionischen
Protein (ECP), einem Marker flur aktivierte eosinophile Granulozyten. Ebenso
konnen erhdhte Mastzellenzahlen bzw. erhdohte Werte an Tryptase als Marker fur
aktivierte Mastzellen gefunden werden. Die genaue Rolle dieser erhdhten
Zellzahlen bzw. Marker und der zugrundeliegende pathophysiologische
Mechanismus ist hierbei jedoch weiterhin unklar.

Ziel dieser Studie war es, mittels ausgewahlter Messverfahren sowohl
systemische als auch lokale Parameter miteinander zu vergleichen und damit
deren Aussagekraft hinsichtlich der differentialdiagnostischen Einordnung der
zugrundeliegenden Erkrankung zu bestimmen.

Untersucht wurden 120 Patienten, die an einer der drei genannten
chronischen nasalen Erkrankungen litten oder als Kontrolle dienten. Die
Gruppenstarken waren wie folgt: 34 'Allergie', 27 'CRS', 25 'Polyposis' und 34
'‘Kontrolle'. Von jedem Individuum wurde eine Zellprobe mittel Cytobrush von der
mittleren Nasenmuschel, Nasensekret mit Hilfe eines Watterdlichens aus dem
mittleren Nasengang und eine venose Blutprobe entnommen. Die Zellproben
wurden mittels Cytospintechnik aufgearbeitet, immunzytochemisch nach ECP bzw.
Tryptase gefarbt und unter dem Lichtmikroskop ausgewertet. Aus dem
Nasensekret wurde die Konzentration von ECP und Tryptase bestimmt. Im Blut
wurden das Gesamt-IgE und die Anzahl eosinophiler Granulozyten gemessen.
Zusatzlich wurde an einigen Zytospins eine immunzytochemische Doppelfarbung
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nach ECP und simultan nach neutrophiler Elastase durchgeflihrt. Dies diente dem
Ausschluss von ECP in neutrophilen Granulozyten und bestatigte damit die
Spezifitat der verwendeten Immunzytochemie.

Die Ergebnisse zeigten signifikante Unterschiede (p<0,001) der Polyposis-
Gruppe (MW 368 + 362) gegenlber den Ubrigen Gruppen (Kontrolle: MW 28 £33)
in der gemessenen ECP-Konzentration im Nasensekret und der eosinophilen
Granulozyten im Cytospin (MW 1979 £ 3706 vs. Kontrolle MW 62 £139 ) sowie im
Blut (MW 310 + 226 vs. Kontrolle MW 159 * 108). Die Allergie-Gruppe wies
signifikant erhohte Werte (p<0,01) der Tryptase im Nasensekret (MW 32 + 35)
gegenuber der CRS- (MW 11 + 15) sowie Kontroll-Gruppe (MW 11 = 12) und des
Gesamt-IgE's im Serum (MW 181 + 228) gegenuber der CRS- (MW 77 £ 111;
p<0.05) und Kontrollgruppe (MW 40 + 38; p<0,001) auf. Bei der Auswertung der
Mastzellen konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden.
Schwache Korrelationen bestanden zwischen ECP im Nasensekret und
eosinophilen Granulozyten im Blut (p<0,05) sowie den Eosinophilen im Cytospin
(p<0,01).

Eine grundsatzliche Problematik ergibt sich bei der Diagnostik von lokalen
Erkrankungen der Nase durch die Kombination der komplexen zellularen Vorgange
mit den verschiedenen Moglichkeiten der Materialgewinnung und Auswertung. Da
die zellularen Zusammenhange in-vivo noch nicht vollstandig erforscht sind, gibt es
derzeit noch zu viele unbekannte Groflen und deren Einfluss ist nur schwer
abschatzbar. Immunologisch aktive Zellen wie eosinophile Granulozyten,
Lymphozyten und Mastzellen verweilen zudem nicht direkt an der Oberflache der
Schleimhaut. Vielmehr sind sie hauptsachlich innerhalb der Mukosa und damit in
tieferen Schichten aufzufinden. Zudem konzentriert sich deren Vorkommen
teilweise auf einen nur kleinen Teil der Nasenhdhle, wie beispielsweise die
Polypen. Der akkuraten Probengewinnung kommt dadurch entscheidende
Bedeutung zu. In der vorliegenden Studie wurde versucht, die Aspekte einer
exakten Zellgewinnung einzuhalten und mittels der gewahlten immunzyto-
chemischen Farbung eine moéglichst hohe Sensitivitat und Spezifitdt zu erreichen.

Unterschiedliche Studiendesigns und die nicht vollstandig geklarten zellularen
Zusammenhange bei der Immunantwort der oberen Atemwege erschweren eine

Standardisierung und damit die Vergleichbarkeit von Studienergebnissen. Unsere
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Ergebnisse zeigen, dass die Bestimmung von ECP und Tryptase im Nasensekret
einfacher und fur den Patienten schonender zu bewerkstelligen ist als eine
zytologische Untersuchung. Die gemessenen Werte spiegeln die zellularen
pathophysiologischen Aspekte zuverlassig wieder und konnen damit bei der
differentialdiagnostischen Einordnung der zugrundeliegenden Erkrankungen
hilfreich sein. WeiterfUhrende Forschung ist jedoch noétig, um die immunologischen

Ablaufe bei chronischen Erkrankungen der Nase besser verstehen zu konnen.
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6.

Abkurzungsverzeichnis:

ABC-Po -
AEC -
AK -
ASS -
BAK -
CF -
CRS -
COPD -
CT -

ECP -
EDN -
EDTA -
ELISA -
EPO -
EPX -
FEIA -
FESS -
GM-CSF -

GRO-a -
H202 -
HE -
HNO -
IL-3 -
IL-4 ;
IL-5 ;

MBP -
MGG -

Arteria
Avidin-Biotin-Complex-Peroxidase
Amino-Ethyl-Carbazol

Antikorper

Azetylsalizylsaure

Bruckenantikorper

Zystische Fibrose

Chronische Rhinosinusitis

Chronic Obstructive Pulmonary Disease
Computer Tomograph
Dermatophagoides

Eosinophilic Cathionic Protein
Eosinophil Derived Neurotoxin
Ethylendiamin-tetraacetat

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
Eosinophile Peroxidase

Eosinophile Protein X

Floureszenz Enzym Immuno Assay
Functional Endoscopic Sinus Surgery
Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating
Factor

Growth-Related Oncogene a
Wasserstoffperoxid

Hamatoxilin-Eosin

Hals-Nasen-Ohren

Interleukin-3

Interleukin-4

Interleukin-5

Immunglobulin E

Major Basic Protein

May-Grunwald-Giemsa
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MW

N.

NP

PAF
PBS
RANTES

SD
USA
VCAM-1

Mittelwert

Nervus

nasal Polyposis
Platelet-Activating-Factor

Phosphate Buffered Saline

Regulated Upon Activation Normal T-cell
Expressed and presumably Secreted
Standardabweichung

United States of America

Vascular Cell Adhesion Molecule 1
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