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2 Abstrakt

Die allergenspezifische Immuntherapie ist die einzige kausale Behandlung der IgE-vermittelten
Typ-I-Allergie. Aktuell wird Uber einen Zusammenhang der steigenden Allergieprévalenz zum
global auftretenden Vitamin D-Mangel diskutiert. Neben seiner Bedeutung im Kalziumhaushalt
wird dem Vitamin D eine immunmodulatorische Schlisselrolle bei der Pravention allergischer
Erkrankungen und der Beeinflussung entziindlicher Prozesse zugesprochen. Die Verstarkung der
tolerogenen Effekte der Immuntherapie durch eine parallele Vitamin D3-Gabe wurde in aktuellen
in vitro und in vivo Studien gezeigt. Ziel der vorliegenden Arbeit war die Bedeutung einer
Vitamin D-vermittelten Modulation auf die graserpollenspezifische Immuntherapie placebokon-
trolliert prospektiv zu untersuchen.

In einer dreijahrigen randomisierten Interventionsstudie erfolgte parallel zur prasaisonalen gréa-
serpollenspezifischen subkutanen Immuntherapie eine Supplementation von Vitamin Ds. Der
potentielle Einfluss des Vitamin Dz wurde anhand zuvor definierter klinischer und immuno-
logischer Endpunkte untersucht. Die vorliegende Arbeit basiert auf den Daten und Ergebnissen
des ersten Behandlungsjahres.

Primarer Endpunkt der Studie war der Quaddeldurchmesser in der Intrakutantestung vor und
nach der Behandlung. Als sekundare Endpunkte wurden das graserspezifische IgE und das gré-
serspezifische 1gG4 detektiert. Die retrospektive Symptombetrachtung, die Einnahme
studienrelevanter Medikamente und das Auftreten unerwunschter Ereignisse dienten zur
Beurteilung der klinischen Wirksamkeit.

Nach dem ersten Behandlungsjahr waren keine Vitamin Ds-abhdngigen Veranderungen in den
primaren und sekunddren Endpunkten statistisch nachweisbar. Jedoch zeigte sich in der
Vitamin Ds-supplementierten Gruppe eine graserspezifische Immunglobulinantwort, die auf ein
verbessertes Therapieansprechen hinweisen konnte.

In Zusammenschau der Ergebnisse zeigen die erhobenen klinischen und immunologischen Daten
eine tempordre Toleranzentwicklung gegeniiber dem Graserallergen, die unabhédngig der
Vitamin Ds-Supplementation erfolgte. Hinweise fir eine immunmodulatorische Wirkung des
Vitamin D wurden aufgezeigt. Es bedarf weiterfiihrender Analysen um den Einfluss von
Vitamin D3 in den Folgejahren zu beurteilen. Darlber hinaus sind groRer angelegte Studien
erforderlich, um das immunmodulatorische Potential der adjuvanten Vitamin Ds-

Supplementation weiter zu untersuchen.



Abstract

Allergen specific immunotherapy is the only causal therapy of IgE-induced type | hyper-
sensitivity. An association between the increasing allergy prevalence and the global vitamin D
deficiency has been extensively discussed. Besides its function in calcium homeostasis, vitamin
D has been proposed to play a key role in the prevention of allergic diseases and the modulation
of inflammatory processes. Recent in vitro and in vivo studies suggest an increase of tolerogenic
effects of immunotherapy by vitamin D3 supplementation. In the present study we aimed to
analyze the immune modulatory effects of vitamin D supplementation in the context of grass
pollen specific immunotherapy.

In a placebo controlled randomized three-year study a preseasonal grass pollen specific
immunotherapy was performed in conjunction with vitamin Dz supplementation. The
therapeutical influence of vitamin Dz was analyzed in respect of preassigned clinical and
immunological end points. The results of this thesis represent the data obtained within the first
year of treatment.

The primary end point of this study was the skin wheal diameter decrease of intracutaneous test-
ing before and after one year of therapy. As secondary end points, grass pollen specific IgE and
specific 1gG4 were detected. A retrospective symptom score, a record of antiallergic medication
and the onset of adverse events were used to assess clinical efficacy and tolerability.

After the first year of treatment no significant alterations were detected in the primary and
secondary end points related to vitamin D3z supplementation. However, the grass pollen specific
immunoglobulins suggest an improved treatment response within the vitamin D3 supplemented
group.

In conclusion the clinical and immunological outcomes of this placebo controlled prospective
trial using grass pollen specific immunotherapy suggest a temporary tolerance towards grass
pollen irrespective of vitamin Dz supplementation. Evidence for the potential immune
modulatory role of vitamin Dz has been identified. The vitamin Ds-related effects need to be
confirmed in a follow-up study. Further investigations with an increased number of patients are
required to better define the immunological potential of the adjuvant vitamin D3 supplementation

upon specific immunotherapy.



3 Einleitung

3.1 Typ-I-Allergien

3.1.1 Epidemiologie in Deutschland

GemaR der 2013 erschienenen Folgeerhebung zur Bundesgesundheitsstudie des
Robert-Koch-Instituts liegt die Lebenszeitpravalenz (LZP) allergischer Erkrankungen in
Deutschland bei 30 %. Dabei steht die allergische Rhinokonjunktivitis (ARK, im Volksmund
Heuschnupfen genannt) mit einer LZP von 14,8 % an erster Stelle der Typ-1-Allergien.! Sie zahlt
zum Formenkreis der atopischen Erkrankungen und soll im Folgenden als Hauptvertreter der
Typ-I1-Allergien  thematisiert ~ werden.  Atopie  bezeichnet die  Neigung zu
Immunglobulin E (IgE)-vermittelten Uberempfindlichkeitsreaktionen des adaptiven Immun-
systems auf harmlose Umweltstoffe. Zu den haufigsten Auslosern zahlen Pollen, Katzenhaare,
Hausstaubmilben und Schimmelpilze.?

Neben der ARK gehoren das allergische Asthma bronchiale (LZP von 8,6 %) und die atopische
Dermatitis (LZP von 35 %) zu den hdufigsten Manifestationen Typ-I-allergischer
Erkrankungen. Das Vorliegen einer allergischen Erkrankung begunstigt das Auftreten weiterer
Typ-I-allergischer Erkrankungen. Das Risiko bei bestehender ARK zusatzlich an Asthma zu
erkranken, ist 3,2-fach erhoht.®* Bis zum 39. Lebensjahr ist eine ansteigende und anschliefend
eine abnehmende Pravalenz der ARK zu beobachten. Unter den 0-17 J&hrigen weisen prozentual
mehr Jungen eine ARK-Symptomatik auf, bei den Erwachsenen sind signifikant mehr Frauen
(16,5 %) als Manner (13 %) betroffen.2® Als Teil der westlichen Industrienationen existiert in
Deutschland eine nachweislich hohere LZP atopischer Erkrankungen als in L&ndern eines
geringeren Entwicklungsstands.? Diverse Kausalitdten werden diskutiert. In Folge erhohter
Hygienestandards ist die Konfrontation des kleinkindlichen Immunsystems mit mikrobiellen
Bestandteilen vermindert und fuhrt zu einer mangelnden Aktivierung der spezifischen Abwehr.
Studien belegen, dass der frihzeitige Kontakt mit Parasiten und Mikroben (z.B. beim
Aufwachsen auf einem Bauernhof) mit einer verminderten Allergiepravalenz einhergeht.®’ Die
mit einem modernen Lebensstil assoziierte verkilrzte Stilldauer Neugeborener, passiver und
aktiver Tabakkonsum, Mangel an probiotischen und m3-Fettsaure-haltigen Nahrungsmitteln, die
Belastung mit Umweltnoxen wie Feinstaub und Ozon und der vermehrte Einsatz von Antibiotika
im Kindesalter sind als Risikofaktoren diskutiert worden.®! Die Deutsche Gesellschaft fiir
Allergologie und Kklinische Immunologie (DGAKI) hat diesbeziiglich eine groRRangelegte
Metaanalyse themenrelevanter Studien durchgefihrt und eine aktuelle Leitlinie zur

Allergieprivention erstellt.’> In Anbetracht der unverindert hohen Prévalenz allergischer
9



Erkrankungen ist die Etablierung effizienter Therapiemanahmen notwendig.t314

3.1.2 Pathophysiologie und Symptomatik

Bereits 1963 etablierten die Englander Coombs und Gell eine bis heute angewandte Einteilung
allergischer Erkrankungen nach ihrem Pathomechanismus in vier Allergietypen.®® Dabei stellen
die Typ-I-Allergien, auch Allergie vom Soforttyp genannt, den am hé&ufigsten vorkommenden
Subtyp dar. Kleinste Mengen eines spezifischen Allergens koénnen nach zuvor erfolgter
Sensibilisierung eine IgE-vermittelte tberschiefende Immunantwort auslésen. Die Reaktionen
reichen von milden Heuschnupfensymptomen bis zum anaphylaktischen Schock und somit
potentiell todlichen Verlaufen. Nach Angaben im ,,Weibuch — Allergie in Deutschland* ist die
Allergieneigung zu 70 % genetisch und bis zu 30 % durch die Umwelt bestimmt.? So sind
beispielsweise Mutationen des Barriereproteins Filagrin signifikant mit atopischen Erkrankungen
assoziiert.’® Jede Struktur mit einem Molekulargewicht > 5000 Dalton kann Ausléser einer
Typ-I-Allergie werden. Dabei zdhlen die im Rahmen dieser Studie verwendeten Gréserpollen
(der Spezies Wiesenlieschgras) zu den klassischen Vertretern der Inhalationsallergene.!’
Abbildung 1 stellt den Pathomechanismus der Typ-I-Allergie am Beispiel von Graserpollen

vereinfacht dar.

IL4+ILI3 o o

Mastzelle

Allergen
= Griiser-
pollen

Allergen ~ o @

= Graserpollen

Mediatoren ..

Mastzelle

Abbildung 1: Pathomechanismus der Typ-I-Allergie. (A) Sensibilisierung und (B) Effektor-

phase. lantigenprasentierende Zelle, ?Interleukin (IL) 4 und 13, *Immunglobulin E.

Die Sensibilisierung eines Individuums erfolgt bei Erstkontakt zumeist in den ersten Lebens-
jahren.'® Das inhalierte Allergen wird vom angeborenen Immunsystem als Fremdkorper erkannt
und prozessiert. Das erfolgt durch antigenpréasentierende Zellen (APZ) wie den dendritischen
Zellen der Nasenrachenschleimhaut. Allergenbruchstiicke (Epitope) werden tber den MHC-II-

Rezeptor naiven CD4" T-Zellen prasentiert. Es folgt die Entwicklung allergenspezifischer
10



aktivierter T-Helfer(TH)-2-Zellen.!® Sie synthetisieren proentziindliche Interleukine (IL-), u.a.
IL-4 und 1L-13.2° Zeitgleich werden naive B-Zellen durch eine direkte Bindung des Allergens an
den B-Zell-Rezeptor aktiviert. Die Interaktion der gréserspezifisch aktivierten B- und T-Zellen
unter Stimulation des IL-4 und IL-13 fihrt zur Differenzierung IgE-produzierender Plasma-
zellen.?! Das graserspezifische IgE wird im Folgenden durch sIgE abgekiirzt. Es bindet hochaffin
an den FceRI-Rezeptor auf Mastzellen, basophilen Granulozyten und bestimmten APZ z.B. den
Langerhans-Zellen.?? So liegt es iiberwiegend gebunden vor, kann aber im Blut der sensibilisier-
ten Personen durch in vitro Testverfahren nachgewiesen werden. Die Sensibilisierungsphase
verlauft symptomlos. Kommt es zu einem erneuten Allergenkontakt wéhrend der Graser-
pollensaison?? tritt die Effektorphase als Sofortreaktion ein. Die Graserpollen binden nach dem
Schlissel-Schloss-Prinzip an das sIgE. Werden zwei sIgE auf der Oberflache einer Mastzelle
durch Allergenbindung kreuzvernetzt, kommt es zur Degranulation von praformierten Histamin
und im Verlauf neu gebildeter Mediatoren wie Prostaglandinen und Leukotrienen und der
Bildung weiterer gewebeaktiver Substanzen (initiale Immunantwort).?* Die Entziindungs-
mediatoren bewirken eine erhdhte Permeabilitat der GeféaRe, die zur Rétung und Schwellung der
Schleimhaute fiihrt. Uber Hi-Rezeptoren vermittelt Histamin eine Bronchokonstriktion, was u.a.
die Assoziation von ARK und allergischem Asthma erklirt.?® Die Reizung der Nerven lost
Juckreiz und Brennen mit reflektorisch vermehrter Sekretbildung aus. Das Vollbild der ARK
resultiert phéanotypisch in einer Entziindung der Nasenrachenschleimhaut mit obstruierter
und/oder laufender Nase, Niesattacken, brennenden und trdnenden Augen, und ggf. asthma-
tischen Beschwerden.?® Durch positive Riickkopplungsprozesse (spate Immunantwort) wird die
Entzindungsreaktion potenziert (Priming). Umbauprozesse am beteiligten Gewebe (Remode-
ling) filhren zu irreversiblen Schiden und Chronifizierung der Erkrankung.?>* 40 % aller Be-
troffenen leiden bereits ganzjahrig unter Heuschnupfensymptomen. Resultierende Abgeschla-
genheit, Schlafstérungen und Konzentrationsdefizite bedingen Einschrankungen im Berufsleben
und Alltag. Die zuletzt 1996 von der Gesundheitsberichterstattung des Bundes verdffentlichten
Daten umfassen 239 Millionen Euro an direkten (Behandlung, Fachmaterial, Arzt-besuche) und
indirekten (Arbeitsausfall, Umschulung) Kosten fiir die ARK-Therapie.?’

3.2 Therapie der allergischen Rhinokonjunktivitis

3.2.1 Gegenwartiger Stand

Primér sollte durch Allergenkarenz das Auslésen der tberschieBenden Immunreaktion vermie-

den werden. Ist der Allergenkontakt wie bei der Gréaserpollenallergie unvermeidbar, kann eine
11



gezielte Pharmakotherapie die Symptome mindern. Dabei stellt die Kombination aus Antihista-
minika der zweiten Generation [Inhibition der Hi(Histamin)-Rezeptoren ohne anticholinergische
und sedierende Nebenwirkung] und lokalen Steroiden (Inhibition der Transkription proentziind-
licher Mediatoren) mit einer Symptomminderung von circa 20 % ein Behandlungskonzept
dar.2%% Bei milderen Verlaufsformen der ARK kénnen auch a-Adrenorezeptor-Agonisten (Ab-
schwellen der Schleimhaute) und/oder Nasenspiilungen mit Natriumchlorid angewandt werden.?®
Ein vielversprechender Ansatz zur Behandlung der ARK ist der Einsatz spezifischer Antikdrper
zur gezielten Hemmung proentzindlicher Prozesse. Wahrend verschiedene gegen Zytokine ge-
richtete Antikdrper noch in Tiermodellen untersucht werden, ist unter dem Namen Omalizumab
bereits ein IgE-Antikorper zur Behandlung des schweren Asthmas zugelassen.?® Die Wirksam-
keit von Omalizumab konnte auch zur Behandlung weiterer Allergien, wie der ARK und der
Urtikaria nachgewiesen werden, ist aber kostenintensiv.?>® Einen dhnlichen Ansatz stellt die
Blockade der IgE-Rezeptoren CD23 und FceRI bzw. die Hemmung rezeptorassoziierter Oberfla-
chenmolekiile, die sich auf Mastzellen befinden, dar.3* Obwohl die Pharmakotherapie effizient
ist, so stellt sie dennoch keine kausale Therapieform der ARK dar und kann dem Betroffenen nur

temporar Linderung verschaffen.?®

3.2.2 Subkutane Immuntherapie

Die spezifische Immuntherapie ist seit Uber 100 Jahren die einzig kausale Therapieform einer
Typ-I-Allergie.?* Sie sollte gemaR der S2k-Leitlinie der DGAKI durchgefiihrt werden.'® Diese
Leitlinie wurde durch nationale Fachgesellschaften und Fachverbande mit allergologischem
Anteil (z.B. Dermatologie, Padiatrie, HNO) interdisziplindr entwickelt und im Zuge neuer
Erkenntnisse im internationalen Austausch aktualisiert.*>3? Bei der subkutanen Applikationsform
werden dem Patienten Uber einen empfohlenen Zeitraum von drei bis fiinf Jahren repetitiv hohe
Dosen des spezifischen Allergens in das Unterhautgewebe injiziert.>!® Die Behandlung wird im
Zeitraum der Allergiekarenz (auBerhalb der Graserpollensaison bei Graserpollenallergie) und
nach dem genauen Dosierungsschema des Herstellers (hier: Allergopharma, Deutschland)
durchgefuhrt. Mit Hilfe jahrzehntelanger Forschung konnten essentielle Mechanismen der
spezifischen und unspezifischen Immunantwort als Reaktion auf die subkutane Immuntherapie
(SIT) identifiziert werden. Die wiederholte Gabe eines Allergens beeinflusst sowohl die initiale
als auch die verzégerte Immunantwort.?*3 Bisher ungeklart ist die Modulation der APZ, in
Folge dessen es an Stelle einer pathognomischen TH2-Zellantwort zu einer Aktivierung von

TH1-Zellen und regulatorischen T-Zellen (Treg) kommt.>3** Diese produzieren ihrerseits ein
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antiallergisches  Zytokinmilieu.?* Dabei nehmen die (ber den Transkriptionsfaktor
Foxp3*-gesteuerten Treg eine Schlusselrolle ein.?>*® Sie mindern ber die Ausschiittung von
IL-10 und dem transformierenden Wachstumsfaktor (TGF-p, transforming growth factor B) die
TH2-Zellantwort.*** 1L-10 und TGF-B bewirken eine Suppression von Mastzellen, basophilen
und eosinophilen Granulozyten sowie slgE-produzierenden Plasmazellen.?® Die verstérkte
Proliferation spezifisch 19G4 (slgG4)-sekretierender Plasmazellen mit verstarkter 1gG4-Bildung
fuhrt zu einem Abfangen der Allergene und unterbindet somit eine slgE-vermittelte Immun-
reaktion.?2* Bereits wahrend der SIT sind in der Schleimhaut des Nasenrachenraumes und im
Patientenserum eine verringerte Anzahl proinflammatorischer Zellen und erhéhte Zellzahlen von
Treg und humoralen slgG4 nachweisbar. Die allergiebedingte initiale Erhdhung des sIgE im
Rahmen der primaren Immunantwort ist im Verlauf der Behandlung regredient.?® Neben der
Ausbildung einer anhaltenden allergenspezifischen immunologischen Toleranz wird mit Hilfe
der SIT das Risiko fur allergisches Asthma und/oder einer weiteren Typ-1-Allergie
vermindert.?*%% Dem gegeniber stehen der hohe zeitliche Aufwand der SIT und die damit ver-
bundenen hohen indirekten Kosten und begrenzte Adhérenz der Patienten.?3” Zudem treten bei
0,1-5 % der Patienten in Folge der subkutanen Injektionen systemische Nebenwirkungen wie
allergische Rhinokonjunktivitis, Urtikaria oder auch anaphylaktische Reaktionen auf.?%3® So ist
es fir die Allergieforschung eine groRe Herausforderung, die spezifische Immuntherapie in
Bezug auf die hohe immunmodulatorische Effizienz mit schnellen und langandauernden
Effekten bei moglichst geringen Nebenwirkungen zu optimieren.®*° Ein Ansatzpunkt ist die
chemische Modifikation der zu injizierenden Allergene anhand ihrer chemischen Struktur. Die
so genannten Allergoide enthalten immunstimulatorische T-Zell-Epitope, interagieren jedoch
nicht mit sIgE, da die Proteine durch eine chemische Behandlung z.B. mit Glutaraldehyd in ihrer
Struktur beeinflusst werden. 333

Des Weiteren werden natirliche Allergensequenzen und/oder ihre Derivate mit Nukleotiden,
synthetischen Strukturproteinen oder weiteren immunmodulatorischen Substanzen wie Mono-
phosphoryl-Lipid-A (MPL) fusioniert bzw. gemeinsam appliziert, um die immuno-logische Po-
tenz zu verstarken.*®*2 Die zur Injektion zugelassenen Allergenextrakte unterliegen den Richtli-
nien des Paul-Ehrlich-Instituts.*® In dieser Arbeit wurde ein 6-Graserpollen-Allergoid (Allergo-
vit®, Allergopharma, Deutschland) in einer Aluminiumhydroxidsuspension verwendet.** Ein
weiterer Ansatzpunkt fur die Optimierung der spezifischen Immuntherapie ist die
Darreichungsform. Neben der subkutanen Applikation erwies sich die sublinguale

Immuntherapie in zahlreichen Studien als wirksam bei einfacherer Durchfiihrbarkeit.?®
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Insbesondere bei Kindern kann die h&usliche Einnahme von Tabletten mit einer hoheren
Anwendungsrate einhergehen.*® Mit der intralymphatischen oder epidermalen Gabe von
Allergenextrakten gibt es zwei weitere Alternativen zur SIT, die mit weniger Injektionen und

verringerter Allergendosis in ersten klinischen Studien positive Therapieresultate zeigten.*146

3.2.3 Adjuvanzien

Der dritte Ansatzpunkt der Allergieforschung in Bezug auf die spezifische Immuntherapie bein-
haltet die Kombination mit immunmodulatorisch wirksamen Adjuvanzien. Dazu gehéren Sub-
stanzen, die durch ihre Wirkung auf das Immunsystem die Effektivitat der Therapie optimieren
sollen. Aluminiumsalze sind das am langsten verwendete und weltweit meist genutzte
Depotadjuvans der SIT.*” Durch seine adsorbierenden Eigenschaften wird die Allergenfrei-
setzung in das Gewebe verzogert, Unvertraglichkeitsreaktionen seitens des Patienten gemindert
und der Bedarf an subkutanen Injektionen reduziert.** Bedenken gegeniiber einer Langzeit-
anwendung von Aluminiumsalzen werden aufgrund vermehrter Entziindungen an der Injektions-
stelle sowie einer moglichen Akkumulation im Gewebe mit u.a. neuronalen Folgeschéden
kontrovers diskutiert.*® Eine 2015 vom Paul-Ehrlich-Institut initiierte dreijahrige Studie soll die
Risikobewertung der Aluminiumexposition durch Impfstoffe und biomedizinische Arzneimittel
klaren.®® Alternativ wird die Aminosdure L-Tyrosin als Kurzzeitdepotadjuvans der SIT ein-
gesetzt. Es fuhrt zu einer verlangerten Bioverfligbarkeit der Allergene mit einer verbesserten
Vertraglichkeit der Immuntherapie und einer verstarkten Induktion von IgG4-Antikorpern.®t
Gegenuber Aluminiumhydroxid konnte bei dem Einsatz von L-Tyrosin als Adjuvans ein
verringerter initialer IgE-Anstieg nachgewiesen werden.®? Zudem besitzt das L-Tyrosin eine
geringere Halbwertszeit, wodurch das Risiko einer Akkumulation vermindert ist.> In einer
zweiten Generation von Adjuvanzien ist seit 2011 das unter 3.2.2 erwahnte Lipopolysaccharid-
derivat MPL auf dem Markt. Als Toll-like-Rezeptor-4-Agonist supprimiert das MPL die
TH2-Zellantwort zu Gunsten einer verstiarkten Antwort von TH1-Zellen und Treg.>® Dariiber
hinaus zeigte sich im Rahmen der SIT bereits nach vier subkutanen Injektionen eine signifikante
Verbesserung der klinischen und immunologischen Daten.*>> Weiterhin gibt es vielverspre-
chende Ergebnisse zum Einsatz von MPL bei der SLIT sowie zur Kombination der Adjuvanzien
MPL und L-Tyrosin.%-’

Eine weitere Anwendung ist die praventive Verabreichung von Omalizumab vor und wéhrend
der Immuntherapie. Es wurde gezeigt, dass IgE-Antikérper im Kontext der SIT das Risiko fir

anaphylaktische Reaktionen und den Bedarf an Antiallergika senken sowie die Lungenfunktion
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und die Vertraglichkeit hoherer SIT-Dosen verbessern.®® Auch Patienten mit schwerem Bronchi-
alasthma waren unter Omalizumabeinnahme in der Lage, eine Immuntherapie zu erhalten.>

Die Forschungsgruppe um Hadi Maazi konnte in einem Asthma-Mausmodell zeigen, dass die
Aktivierung des inhibierenden Oberflachenrezeptors zytotoxisches T-Lymphozyten-assoziiertes
Antigen 4 (CTLA-4, cytotoxic T-lymphocyte-associated protein 4) auf naiven T-Zellen durch die
Gabe von CTLA-4-Agonisten die Positiveffekte der SIT deutlich verstarkt.®® In einem anderen
Mausmodell wurde durch adjuvant eingesetzte Laktobazillen (Lactobacillus paracasei) der
SIT-induzierte Therapieerfolg ebenfalls verstarkt. Gegentiber der Kontrollgruppe war bei der SIT
kombiniert mit Laktobazillen ein signifikanter Anstieg von Treg und IL-10 zu verzeichnen.®! Ein
Effekt von Adjuvanzien aus dem Bereich der Komplementér- und Alternativmedizin konnte
nach den Anforderungen der evidenzbasierten Medizin nicht nachgewiesen werden.®2% Weiter-
hin wird vielen Nahrungsmitteln wie Obst und Gemdise, Pestwurz und Fischdl mit einem hohen
Anteil an o3-Fettsauren ein protektiver Einfluss auf das Immunsystem zugesprochen.26465 |n-
wiefern diese Nahrungsbestandteile eine adjuvante Funktion neben der SIT einnehmen koénnen,

muss in weiterfiihrenden klinischen Studien untersucht werden.

3.3 Vitamin D

3.3.1 Bedeutung und Stoffwechsel

Vitamin D gehort zur Gruppe der fettloslichen Vitamine. In seiner biologisch aktiven Form, dem
Calcitriol (1,25-Hydroxyvitamin D3, im Folgenden Calcitriol genannt), fungiert es im Korper als
Steroidhormon mit pleiotroper Wirkung.®® Die Bereitstellung erfolgt zu tiber 90 % durch die
UV-induzierte endogene Synthese in der Haut. Das in der Epidermis physiologisch gespeicherte
7-Dihydrocholesterol wird in einer fotochemischen Reaktion mittels UVB-Strahlung zu
Vitamin D3 (Cholecalciferol) umgewandelt. Mit dem geringen Anteil des tiber die Nahrung auf-
genommenen Vitamin Dz und Vitamin D2 (Ergocalciferol) wird es mit dem Vitamin D-
bindendem Protein (VDBP) (ber die Blutbahn in die Leber transportiert. Dort wird es durch
Vitamin D-25-Hydroxylase zu 25-Hydroxyvitamin D3 Katalysiert.?” 25-Hydroxyvitamin D3
fungiert als Speichermetabolit im Fettgewebe und dient als laborchemischer Indikator des mittel-
bis langerfristigen Vitamin D-Status.®® VDBP-gebunden gelangt es zum Zielgewebe, wo die
bedarfsabhédngige Umwandlung zum biologisch aktiven Calcitriol erfolgt. Als Agonist des nuk-
ledren Vitamin D-Rezeptors (VDR) greift Calcitriol in die Proteinbiosynthese der Zellen ein. Die
Aktivierung ist streng tber das Cytochrom P450-Enzym 1a-Hydroxylase reguliert und durch

negative  Ruckkopplungsprozesse limitiert. Durch die gleichzeitige Induktion der
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24-Hydroxylase wird Calcitriol zur wasserloslichen Calcitroinsdure abgebaut und Uber die
Gallewege eliminiert.®” Somit wird eine konstante Serumkonzentration von 50,4-245 pmol/l des
reaktiven Calcitriol gewahrleistet.®® Mit einer Halbwertszeit von finf bis acht Stunden ist es
starker reguliert als das 25-Hydroxyvitamin Dz mit Referenzwerten zwischen 50-150 nmol/l und
einer Halbwertszeit von 96 Tagen.”®’ In Abbildung 2 ist der Vitamin D-Metabolismus grafisch

dargestellt.

B-Zellen
7-Dehydro- o -
Cholesterol > Vitamin D; —— 25-Hydroxyvitamin D; » (Calcitriol
Vitamin Dy I% U

Vitamin DZ 2 S-Hy dl'OX}'lﬂS e 1o-Hydroxylase

Serun-K?: 50-150 nmol/1 Serum-K: 50,4-245 pmol/l

Abbildung 2: Exemplarische Darstellung des Vitamin D-Metabolismus. lantigen-

prasentierende Zelle, 2Konzentration.

Die grofte Bedeutung besitzt Vitamin D fiir die Kalziumhomdgostase. In einem Regelkreis mit
Parathormon, Kalzium und Phosphat reguliert es tber bestimmte Organsysteme wie dem Darm,
den Knochen, der Niere und der Nebenschilddriise den Kalziumhaushalt.”’2 Seit Beginn des
20. Jahrhunderts ist die Relevanz von Vitamin D zur Pravention von Rachitis, Osteomalazie und
Osteoporose bekannt.” Dariiber hinaus ist die Beteiligung von Vitamin D bei kardiovaskularen,
autoimmunen, atopischen und myeloproliferativen Erkrankungen von groRem Interesse.’”’* So
gibt es zahlreiche Studien, die einen Mangel von Vitamin D unter anderem mit einem erhéhten
Risiko fir Myokardinfarkt, Bluthochdruck, multipler Sklerose, rheumatoider Arthritis, atopi-
scher Dermatitis und verschiedenen Karzinomen in Verbindung bringen.”>®° Ein Vitamin D-
Mangel ist definiert als eine Serumkonzentration von 25-Hydroxyvitamin Dz < 50,0 nmol/l, wo-
bei in aktuellen Metaanalysen ein Wert von > 80,0 nmol/l fiir einen optimalen Vitamin D-
Haushalt genannt wird.®”8 Um diesen langerfristiy zu gewdhrleisten, ist eine tagliche
Versorgung von insgesamt 2000-4000 I.E. erforderlich.828% Zur Abdeckung von Vitamin D3
und D (ber die Nahrung empfiehlt die Deutsche Gesellschaft fir Erndhrung (DGE) eine tagliche

Aufnahme von 400 I.E. fir S&uglinge und 800 I.E. fir alle Kinder und Erwachsenen ab dem
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zweiten Lebensjahr.3* Vitamin Ds-haltige Lebensmittel wie Lebertran und Fisch als auch
Vitamin Do-haltige Produkte wie Shiitaken (Pilzart aus Ostasien) decken durch ihren geringen
hiesigen Verzehr nur einen Bruchteil des taglichen Bedarfs.®”#2 Die obligatorische Sonnenexpo-
sition wird durch vermehrte Innenraumtatigkeit, erhéhte Abschirmung vor UVB-Strahlung durch
Sonnenschutz und innerstadtischen Smog stark reduziert. Insbesondere tber die Wintermonate
bleibt eine Kompensation durch die endogene Synthese aus.®” Dazu kommen eine verminderte
Féhigkeit zur endogenen 25-Hydroxyvitamin Ds-Bildung mit zunehmenden Alter sowie eine
Assoziation von Vitamin D-Defizienz und Fettleibigkeit.®> Als Konsequenz leiden 61,6 % der
deutschen Bevolkerung den GroRteil des Jahres an einem relativen Vitamin D-Mangel.® In
anderen von Vitamin D-Mangel betroffenen Landern wie Australien, GroRbritannien, Kanada
oder den USA ist bereits eine Anreicherung vielverzehrter Lebensmittel wie der Trinkmilch und
Margarine zur zusatzlichen Vitamin Ds-Supplementation etabliert.”® Ab einer taglichen Zufuhr
von 40.000-100.000 I.E. uber ein bis zwei Monate kann es zu einer Vitamin D-Intoxikation
kommen.”? Dabei kann der VDR direkt durch zu hohe Calcitriolgaben oder indirekt durch
Uberdosierung des Vitamin D3 und dem resultierenden Uberangebot an 25-Hydroxyvitamin Ds
aktiviert werden. Trotz geringerer Affinitat als Calcitriol ist 25-Hydroxyvitamin D3 ebenfalls in
der Lage an den VDR zu binden.®” Primére Folge der Hypervitaminose D ist die Hyperkalzamie
mit Hyperkalzurie. Diese kann ihrerseits zu Herzrhythmusstorungen, Niereninsuffizienz und
Verkalkungen parenchymatdser Organe fithren.”® Aus diesem Grund sollte eine therapeutische
Vitamin Ds-Supplementation ab 5000 I.E. pro Tag unter drztlicher Beobachtung mit regelmé&Ri-
ger Kontrolle des Kalzium-, Phosphat- und 25-Hydroxyvitamin Ds-Serumspiegels erfolgen. Je
nach Schweregrad der Intoxikation muss die Vitamin D3z-Supplementation gestoppt, eine kalzi-
umarme Diat mit forcierter Diurese eingeleitet, die Gabe von Calcitonin und Glukokortikoiden in

Betracht gezogen und die Therapie notfalls zur Himodialyse eskaliert werden.”

3.3.2  Vitamin D als Immunmodulator

Calcitriol ist ein potenter Immunmodulator. Diese Aussage beruht auf der Erkenntnis, dass
verschiedene Zellen des angeborenen und erworbenen Immunsystems (ber einen VDR verfligen
und gleichzeitig mittels der 1a-Hydroxylase Calcitriol aus seiner inerten Vorstufe synthetisieren
kénnen.®” Dazu zédhlen aktivierte T-Zellen, B-Zellen, myeloide dendritische Zellen und
Makrophagen.®®%2 Auto- und parakrin zur Verfiigung gestelltes Calcitriol moduliert die
Transkription von tiber 290 Genen, die ihrerseits iiber 80 Stoffwechselwege kontrollieren.” Im

Rahmen antigenvermittelter Entziindungsreaktionen reguliert es tolerogene Funktionen des
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angeborenen und erworbenen Immunsystems, vermindert die TH1- und TH2-abh&ngige
Sekretion proinflammatorischer Mediatoren und moduliert die humorale Immunantwort.
Calcitriol verbessert durch die Synthese von Bindungsproteinen die Epithelbarriere und den
Schutz vor dem Eindringen von Allergenen durch das Epithel.®®* Die von myeloiden
dendritischen Zellen abhdngige TH1/TH2-Aktivierung wird dosisabhdngig inhibiert und die
Rekrutierung von Foxp3*-Treg u.a. durch Chemokinsekretion geférdert.®®% Das filhrt zu einer
verminderten Ausschiittung von entziindungsfordernden Zytokinen (IL-4, IL-13, IFN-y) und
einer geringeren Transkription der aktivierungsinduzierten Cytidin-Desaminase (AID), die fur
die Immunglobulinproduktion und den Klassenwechsel eine wichtige Rolle spielt. Die
Proliferation IgE-produzierender Plasmazellen wird unterbunden.®® Entsprechend zu den Treg
produzieren VDR-aktivierte B-Zellen verstérkt tolerogenes 1L-10.8%% Die autokrine Stimulation
durch VDR-Aktivierung erhoht die Prasenz von IL-10- und TGF-B-sekretierender Foxp3*-Treg,
die ihrerseits ein antiinflammatorisches Milieu begtinstigen.?*%" Dariiber hinaus kommt es zur
Hochregulation IgG4-produzierender Plasmazellen und Verdrangung von IgE-Plasmazellen.®®
Zur Veranschaulichung ist der Wirkmechanismus des Calcitriols in Abbildung 3 vereinfacht dar-

gestellt.

»1L-10 7

' . ~TGF-p1
25-Hydroxyvitamin D; 4 N =sIgG4 1
= l¢-Hydroxylase |
= Epitheliale

o W Bindungsproteine |
Calcitriol * Proentziindliche
] Zytokine (z.B. 1L-4) |

T P -AD|
AQ = sIgE |

Abbildung 3: Wirkmechanismus des Calcitriols. myeloide dendritische Zelle, 2exemplarisch

fur alle VDR-exprimierenden Zellen.

In Anbetracht der vielfaltigen dem Calcitriol zugeschriebenen immunmodulatorischen Eigen-
schaften ist das wissenschaftliche Interesse beziiglich Vitamin D und dessen Einfluss zur Praven-
tion und Behandlung IgE-vermittelter Erkrankungen stetig gewachsen.®® In bisherigen in vitro
und invivo Studien (am Mausmodell) konnte ein inverser Zusammenhang zwischen
25-Hydroxyvitamin Ds und IgE-Bildung durch periphere Plasmazellen gezeigt werden.%1%

Auch epidemiologische Studien legen nahe, dass eine suffiziente Vitamin Ds-Zufuhr wéhrend
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der Schwangerschaft und tber die ersten Lebensjahre das Risiko an ARK, atopischer Dermatitis
und allergischem Asthma zu erkranken, vermindern kann.'%-1% Des Weiteren wurde ein
Vitamin D-Mangel mit vermehrten Sensibilisierungsraten, schweren Verldufen und erhéhtem
Medikamentenbedarf (vor allem an Steroiden) Betroffener assoziiert.!°>1% Im Rahmen einer
allergenspezifischen Immuntherapie kann geméald der oben genannten Wirkung des Vitamin D
auf das Immunsystem die adjuvante Vitamin Dz-Gabe die Ausbildung einer langerfristigen
immunologischen Toleranz gegenuber dem Allergen begunstigen. Die initiale IgE-vermittelte
Immunantwort wird vermindert und somit eine schnellere Symptomreduktion gefordert.105-107
Evidenzbasierte Studien zur Effektivitat einer gréserpollenspezifischen SIT mit adjuvant-
therapeutischer Vitamin Ds-Supplementation sind bisher nicht im groRen Umfang durchgefiihrt
und veroffentlicht worden und sollte mit der vorliegenden ProGIT-Studie erstmals prospektiv

placebokontrolliert untersucht werden.

3.4 Fragestellung

Die im Zuge der graserpollenspezifischen Immuntherapie repetitiv verabreichten Allergendosen

aktivieren allergenspezifische Immunzellen. Durch die gleichzeitige Vitamin Ds-

Supplementation in therapeutischen Dosierungen wird den Immunzellen geniligend

25-Hydroxyvitamin D3 zur Metabolisierung in aktives Calcitriol zur Verfiigung gestellt.1% Ba-

sierend auf dieser Annahme und der zuvor beschriebenen immunmodulatorischen Eigenschaften

des Calcitriols sollten folgende Fragen mit Hilfe der vorliegenden Arbeit beantwortet werden:

e Ldsst sich bei einer Vitamin Dz-supplementierten Gruppe im Vergleich zu einer Placebo-
Kontrollgruppe eine veranderte primére Immunantwort in der Intrakutantestung nachweisen?

e Ist gegenuber der Placebo-Kontrollgruppe eine Reduktion der ARK-spezifischen Symptome
in der retrospektiven Symptombetrachtung, die Einnahme von Bedarfsmedikation und das
Auftreten von (SIT)-assoziierten Nebenwirkungen zu beobachten?

e Verstarkt Calcitriol die Effektivitat der SIT durch einen schnelleren Wirkeintritt der
Allergentoleranz und einer nachhaltigen Modulation der humoralen Immunantwort (sIgE und

slgG4) mit verlangerter Remission der ARK?
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4 Material und Methoden
4.1 Probanden

Anhand der in Tabelle 1 aufgefiihrten Ein- und Ausschlusskriterien konnten 34 von insgesamt
51 rekrutierten Probanden als Teilnehmer der Studie ausgewéhlt und mit einer Randomnummer
R-01 bis R-34 anonymisiert werden. Alle Probanden haben nach zuvor erfolgter miindlicher und
schriftlicher Aufklarung eine Einverstandniserklarung (gem. AMG § 40 (1) 3b) unterzeichnet.
Die Kohorte setzte sich zu Studienbeginn aus 22 ménnlichen und 12 weiblichen Probanden im
Alter von 19-53 Jahren zusammen. Ein bereits randomisierter Proband wurde vor
Therapiebeginn aufgrund exazerbierten Asthmas von der Studie ausgeschlossen. Die
verbleibenden 33 Probanden wurden auf zwei Subgruppen aufgeteilt. Bei 16 Probanden erfolgte
parallel zur SIT eine Vitamin Ds-Supplementation, 17 Probanden erhielten ein Placebo.

Zum Nachuntersuchungstermin lag bei einer Probandin eine Schwangerschaft vor, zu einem
Probanden war der Kontakt abgebrochen und die Serumprobe eines weiteren Probanden konnte
in Folge eines technischen Fehlers nicht ausgewertet werden.

Eine vollstandige Analyse war von 30 Probanden mdglich. Abbildung 7 unter 5.1 zeigt die
Studienpopulation gema CONSORT 2010 ,,Standard fiir Transparenz klinischer Studien* (The
CONSORT Group, USA).

Tabelle 1: Ein- und Ausschlusskriterien zur Studienteilnahme. *ausgenommen Hypothyreose

Nr. | Einschlusskriterium Ausschlusskriterium
1. | Einwilligungserkl&rung vorhanden Verstéarkte UV-Exposition
2. | Erforderliches Alter: 18-55 Jahre Immuntherapie vor < 2 Jahren

3. | 25-Hydroxyvitamin Ds-Konzentration Anwendung verschreibungspflichtiger

im Probandenserum < 80,0 nmol/I Substanzen'

4. | Graserpolleninduzierte Rhinokonjunkti- | Bestehen einer schweren Grund-

vitis > 2 Jahre oder Begleiterkankung?

5. | Positive Prick-Testung auf Graserpollen | Schwangerschaft oder Stillzeit

(>3mm)

6. | Positive Intrakutantestung auf Graser- | Impfung <7 Tage vor SIT

pollen (> 5mm)

7. | Gréaserspezifisches IgE (SIgE) Abweichung der erhobenen Laborwerte
> 0,7 kU/ml (CAP > 2) um den Faktor 2
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8. | Lungenfunktion: FEV1>70 %

Instabiles allergisches Asthma (GINA I111-1V)

9. | Retrospektive Symptombetrachtung
(rSB) > 12 Punkte

Bestehen einer Kontraindikation gegenuber

der verabreichten Medikation

4.2 Studienmedikamente

Medikament Wirkstoff Dosierung Hersteller
Allergovit® Gréserpollen 100 %, Injektion subkutan, Allergopharma,
Gréser Allergoide in Aufdosierung nach Deutschland
Depotform Herstellervorgabe
Neutralol Mittelkettige Triglyceride | Oral, 8 Tropfen Fagron,
(ohne Wirkung) pro Tag Niederlande
Vigantol® Ol, Cholecalciferol, Oral, 8 Tropfen Merck,
GI-L/00, 500 pg =133 ug Deutschland
Fachinformation | (20.000 I.E.)/ml (5.333 I.E.) pro Tag
September 2010 | = 30 Tropfen

4.3 Gebrauchsmaterialien
4.3.1 Antikorper

Antikorper Klon Katalognr. | Hersteller
Anti-human IgE, biotinyliert | HP6029 9250-08 Southern Biotec, USA & Canada
Anti-human 1gG4, HRP Polyklonal | MH 1742 Caltag, UK

4.3.2 Reagenzien
Reagenz Spezifikation CAS-Nr. Hersteller
3,3',5,5"-Tetramethylbenzidin | 1,0 mg/Tablette 64285-73-0 Sigma-Aldrich, USA
(TMB)
Bovine Serum Albumin (BSA) | Fraktion V, pH 7,0 | 9048-46-8 Serva, Deutschland
Diethanolamin >98 % 111-42-2 Sigma-Aldrich, USA
para-Nitrophenylphosphat 15,0 mg/Tablette 333338-18-4 | Sigma-Aldrich, USA
(PNPP)
Saccharose 5% 57-50-1 Merck, Deutschland
Schwefelsaure > 96 %, 1,0 mol/l 7664-93-9 Merck, Deutschland
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Streptavidin-gekoppelte 50-245Z2 ZYMED, Osterreich
alkalische Phosphatase
Tween 20 0,05 % 9005-64-5 Sigma-Aldrich, USA
Wasserstoffperoxid 30 % 7722-84-1 Merck, Deutschland
4.3.3 Pufferlésungen

Puffer Zusammensetzung Konzentration
BSA- Blockpuffer 3 %-iges BSA

1x TBS

0,05 %-iges Tween 20 0,003 mmol/l
Beschichtungspuffer, Natriumhydrogencarbonat, NaHCO3 350 mmol/l
pH 9,6 Natriumchlorid, NaCl 150 mmol/I

Natriumcarbonat, Na,CO3 15 mmol/l
Saccharose-Blockpuffer 5 %-ige Saccharose

1xTBS

0,05 %-iges Tween 20 0,003 mmol/l
Substratpuffer (AP), Diethanolamin, (HOCH2CH)2NH 5,1 mmol/Il
pH 9,9 Magnesiumchlorid, MgCl> 1,0 mmol/I
TBS (10 x), Trizma Base, 100 mmol/I
pH 7,4 Natriumchlorid, NaCl 1,5 mol/l
TMB-Substratpuffer, Dinatriumhydrogenphosphat, NazHPO4 51,3 mmol/l
pH 5,5 Zitronensaure, CeHgO7 24,8 mmol/Il

4.3.4 Testlésungen
Testlosung Allergen/Wirkstoff Konzentration | Hersteller
Antigen Phleum pratense, g6 5,0 pug/mi Allergopharma,
Deutschland
Intrakutan- 006 Graser, Lyophilisat 500 SBE/mI Allergopharma,
testlosung, Deutschland
Prick- 006 Gréser 50.000 SBE/ml | Allergopharma,
Testlosung 129 Hasel 50.000 BE/ml Deutschland
115 Erle 50.000 BE/ml
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108 Birke 50.000 SBE/mlI

106 Beiful} 50.000 SBE/ml

725 Dermatophagoides 50.000 SBE/ml

pteronyssinus

400 Alternaria alternata | 10.000 SBE/ml

309 Katzenhaar 50.000 SBE/ml
Negativkontrolle | 901 Natriumchlorid 9,0 mg/mi Allergopharma,

Deutschland

Positivkontrolle | 902 Histamin Allergopharma,

Prick-Testung 1,0 mg/mi Deutschland

Intrakutantestung 0,1 mg/ml

4.3.5 Laborgerate

Laborgerat

Spezifikation

Hersteller

ELISA Platten Lesegerét

MRX Microplate Reader

Dynex Technologies, USA

Gefrierschrank

-20°C, TKF380
-80°C, HeraFreeze

EUREKA, Deutschland

Heraeus, Deutschland

Inkubator

Heracell®

Heraeus, Deutschland

Kuhlschrank

4°C

EUREKA, Deutschland

Pipetten

10 pl, 100 pl, 1000 pl

Eppendorf, Brand, Deutschland

Schiittler

KS 501

IKA®, Deutschland

Vortex-Mixer

Reax 2000

Heidolph, Deutschland

Zentrifuge

Multifuge 4 KR

Heraeus, Deutschland

4.3.6 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial

Spezifikation

Hersteller

Allergie Lanzetten

Herenz, Deutschland

BD Microlance™ 3

27%",0,4 x 13,0 mm

Becton Dickenson, USA

Lithium HeparinM

BD Plastikpak™ 1,0 ml Becton Dickenson, USA
BD Vacutainer® K;EDTA 2,0 ml Becton Dickenson, USA
BD Vacutainer® 6,0 ml Becton Dickenson, USA
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BD Vacutainer® Safety-Lok™ Becton Dickenson, USA

BD Vacutainer® 8,5 ml, Silikapartikel Becton Dickenson, USA
SST™ 11 Advance

Biosphere® Pipettenspitzen 0,5-20 pl, 2-100 pl, 100-1000 ul | Sarstedt, Deutschland

ELISA Platten Nunc Immuno 96 MicroWell™ | Thermo Scientific, USA
Ndd EasyOne™ Spirometer ndd Medical
Technologies, USA
Quaddelmesslineal Hal Allergy, Deutschland
Reaktionsgefal 0,2ml, 0,5ml, 1,5 ml, 50 ml Sarstedt, Deutschland
Becton Dickenson, USA
hCG Einstufen- Testkassette fur Urin und Serum | Innovacon, USA
Schwangerschaftstest
Serologische Einmalpipette 5ml, 10 ml, 25 ml Becton Dickenson, USA
Softasept® N 74 % Ethanol, 10 % 2-Propanol | Braun, Deutschland

4.4 Computersoftware

Computersoftware Version Entwickler

EasyWare® 2.7.1.0 ndd Medical Technologies, USA
EndNote® X7 Clarivate Analytics, USA
Microsoft Office® 2003 und 2010 Microsoft Corporation, USA
Prism® 5.00 GraphPad Software Inc., USA
Revelation™ G3.2 Dynex Technologies, USA

4.5 Klinische Methoden

45.1 Studiendesign

Zu Studienbeginn lag die Einwilligung der lokalen Ethikkommission (gem. AMG 8§ 42 (1) und
GCP-V 8§ 7), die Genehmigung der Bundesoberbehdérde, einschlielich dem Paul-Ehrlich-Institut
und dem Bundesinstitut fur Arzneimittel und Medizinprodukte (gem. AMG § 42 (2) und
GCP-V § 7), sowie die Meldung bei der zustdndigen Landesbehérde (gem. AMG 8 67) vor. Die
ProGIT-Studie ist ein Investigator-initiated-trial unter der Leitung von Frau Professor Worm von
der Klinik fir Dermatologie, Venerologie und Allergologie der Charité — Universitatsmedizin
Berlin. Sie wurde durch Mittel des SFB650 (TP5) zum Teil unterstiitzt. Die SIT-Gréserprodukte
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wurden freundlicherweise von der Firma Allergopharma unentgeltlich bereitgestellt. Uber einen
Zeitraum von drei Jahren, beginnend im Oktober 2011, wurde die doppelblinde placebokontrol-
lierte prospektive Studie durchgefiihrt. Im Rahmen dieser Dissertation wurden die Daten des
ersten Studienjahres erhoben, ausgewertet und dargestellt. Primarer Endpunkt war die Reaktivi-
tat in der Intrakutantestung vor und nach Einleitung der spezifischen Immuntherapie. Sekundare
Endpunkte der ProGIT-Studie, die in der vorliegenden Arbeit ausgewertet wurden, waren die
retrospektive Symptombetrachtung, die Produktion der gréaserspezifischen Immun-globuline IgE
und IgG4 sowie die Evaluation der Vertraglichkeit. Der zeitliche Verlauf der Untersuchung ist in
Abbildung 4 dargestellt. Vor Beginn der 17-wdchigen Behandlungsphase erfolgte die verblindete
Zuteilung der Probanden mit Hilfe der externen Etikettierung der Studienmedikation (gem. GCP-
V § 5) durch die Charité Apotheke in die Vitamin Ds-supplementierte Gruppe (VD™) und eine
Placebo-Kontrollgruppe (VD).

Nach-

Rekrutierung Griserpollen-spezifische Inmuntherapie \ Grisersaison
\
untersuchung

und \ mit/ohne Vitamin D-Supplementation \\-\_
\
\ V1! v2 V3 V4 V5 V6 V7 V8 V9 V10 VII \
/ W12 W2 W3 W4 W5 W6 W7 W9 W13 W17 WIS )
"""" 5333 L.E. Cholecaleiferol/ Tag =-7==-5

Randomisierung

10/2011 11/2011-05/2012 05/2012-10/2012 11/2012

Abbildung 4: Zeitlicher Verlauf der ProGIT-Untersuchung. *Visite; 2Woche.

4.5.2 Erhebungsparameter

45.2.1 Allergieanamnese und Gesundheitsstatus

Die allgemeine Anamnese wurde zur Erhebung von Alter, Geschlecht, KoérpergrélRe und
-gewicht, worlber sich der BMI (Body Mass Index) berechnen lie}, durchgefiihrt, sowie zur
Erfassung moglicher Ausschlusskriterien. Bei der detaillierten Allergieanamnese wurden alle
studienrelevanten Parameter erhoben. Dazu z&hlten die Dauer und die subjektiv empfundene
Intensitat der bestehenden Gréserpollenallergie. Ein besonderer Fokus lag auf der Erfragung bis-
heriger Therapieansatze einschlieBlich bereits erfolgter Immuntherapien oder der symptomati-
schen bzw. chronischen Einnahme von antiallergisch wirksamen Medikamenten sowie das Be-
stehen parallel aufgetretenen allergischen Asthma bronchiale und/oder einer atopischer Dermati-
tis. Bei der korperlichen Untersuchung wurden bei jedem Probanden die Vitalparameter (Blut-
druck und Puls) und ein individueller Ganzkdrperstatus erhoben, ein Lungenfunktionstest mittels

Spirometer zur Bestimmung der Einsekundenkapazitat (FEV1, forciertes exspiratorisches
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Volumen in einer Sekunde) durchgefuhrt und bei allen Frauen eine Schwangerschaft mit Hilfe
eines standardisierten Urin-Schwangerschaftstests ausgeschlossen. Zur Eingangsuntersuchung,
bei Visite 5, bei Visite 10 und zur Nachuntersuchung wurde den Probanden vendses Blut peri-
pher entnommen und auf die in Tabelle 2 aufgefuhrten Sicherheitslaborparameter Gberpruft. Die

Blutanalyse erfolgte durch das zertifizierte Labor Berlin — Charité Vivantes GmbH.

Tabelle 2: Sicherheitslaborparameter mit zugehdrigem Referenzbereich. Angaben des

Instituts ~ flr  Laboratoriumsmedizin,  Klinische = Chemie und  Pathobiochemie,
Charité-Universitatsmedizin Berlin.
Parameter Material Referenzbereich?
Manner Frauen
Kalzium Heparin-Plasma 2,15-2,65 mmol/l
Phosphor Heparin-Plasma 0,8-1,5 mmol/l
Kreatinin Heparin-Plasma < 1,2 mg/dl < 1,0 mg/di
Leukozyten EDTA-Blut 4,5-11,0 /nl
Neutrophile Granulozyten EDTA-Blut 1,8-7,7 Inl
Eosinophile Granulozyten EDTA-Blut <0,7/nl
Basophile Granulozyten EDTA-Blut 0,01-0,1 /nl 0,01-0,09 /nl
Monozyten EDTA-Blut 0,2-1,0 /nl
Erythrozyten EDTA-Blut 4,6-6,2 /pl 3,9-5,4 /pl
H&moglobin EDTA-Blut 14,0-17,5 g/dI 12,0-15,7 g/dl
Hématokrit EDTA-Blut 0,4-0,52 I/l 0,35-0,47 I/l
Thrombozyten EDTA-Blut 150-400 /nl

Zur Absicherung einer gesundheitsvertraglichen Studienteilnahme fand neben den regelmaRigen
Blutkontrollen zu Beginn jeder Visite die Erhebung einer aktuellen Kurzanamnese statt. Diese
bezog sich auf das mogliche Vorliegen gesundheitsbeeintrachtigender Ereignisse (unerwiinschtes
Ereignis, UE), die Einnahme von Medikamenten, die Vertraglichkeit der Studienmedikation, die
Wahrung der Ein- und Ausschlusskriterien sowie der Bereitschaft zur Studienteilnahme. Lag ein
solches Ereignis vor, insofern es nicht zum sofortigen Ausschluss aus der Studie fiihrte, wurde
dieses gemaR der Auspragung einem Schweregrad (leicht, moderat, schwer) zugeordnet und ein

maoglicher kausaler Zusammenhang zum Studienablauf dokumentiert.
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4.5.2.2 Retrospektive Symptombetrachtung

Die retrospektive Symptombetrachtung (rSB) diente der subjektiven Bewertung der individuell
erlebten Rhinokonjunktivitisbeschwerden durch den Probanden selbst. Dabei sollten die einzel-
nen Symptome zum Zeitpunkt ihrer schwersten Auspragung wahrend der vergangenen Gréser-
pollensaison 2011 mit einer Punktzahl bemessen werden. Dazu z&hlten eine laufende Nase, eine
juckende Nase, eine verstopfte Nase, Niesen, juckende Augen, rote Augen und trdnende Augen,
Husten, Giemen und Atemnot. Die Bewertung erfolgte von ,,0“ - keine Be-schwerden, iiber ,,1° -
leichte Beschwerden, ,,2* - mittlere Beschwerden bis ,,3 - starke Beschwerden. Die Summe der
Punkte stellte den subjektiv empfundenen Leidensdruck dar. Bei der Nachuntersuchung wurde
die rSB erneut erhoben, nun als subjektive Symptombewertung der Gréserpollensaison 2012. Die
beiden Ergebnisse wurden im Anschluss verglichen und als Indikator des subjektiven Therapie-

erfolgs herangezogen.

4.5.2.3 Prick-Testung

Die Prick-Testung ist das Standard-Hauttestverfahren bei der Diagnostik IgE-vermittelter
Typ-1-Reaktionen. Bei der Eingangsuntersuchung wurden alle Probanden beziiglich einer Sensi-
bilisierung gegenuber Grasern, Hasel, Birke, Beifu3, Erle, Katzenhaar, Dermatophagoides pte-
ronyssinus (Hausstaubmilbe) und Alternaria alternata (Schimmelpilz) getestet. Die Durchfih-
rung erfolgte nach den Empfehlungen des Global Allergy and Asthma European Network
(Ga?len) und Allergic Rhinitis and its Impact on Asthma (ARIA).?>1% Als Positivkontrolle wur-
de Histamin und als Negativkontrolle Natriumchlorid verwendet. Die fiir die Testung vorgesehe-
ne Unterarminnenseite wurde vor und nach der Testung groRziigig mit Softasept® N desinfiziert.
Das Durchdringen der Hautbarriere erfolgte mittels einer Lanzette. Zur Quantifizierung der
allergischen Reaktion wurde die QuaddelgroBe mit Hilfe eines Quaddelmesslineals ermittelt.
Zeigte sich bei der Negativkontrolle keine Reaktion sowie eine > 3 mm gro3e Quaddel bei der
Positivkontrolle wurde die Untersuchung beurteilt. Ab einem Quaddeldurchmesser von 3 mm
wurde die Reaktion auf das jeweilige Allergen als positiv eingestuft. Im weiteren Verlauf wurde
die Prick-Testung mit dem Gréaserallergen, der Positivkontrolle und der Negativkontrolle zur

Visite 10 und zur Nachuntersuchung wiederholt.

45.2.4 Intrakutantestung
Die Intrakutantestung besitzt eine hohere Sensitivitat gegenliber der Prick-Testung. Dement-

sprechend wurde in dieser Studie die in vivo IgE-Reaktivitat bei der Intrakutantestung als
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Primdrparameter verwendet. Zugleich stellte die Intrakutantestreaktion den priméren Endpunkt
der Studie dar. Die Testung erfolgte zu drei Zeitpunkten, bei der Eingangsunter-
suchung (Woche 0), zur Visite 11 (Woche 18) und zur Nachuntersuchung (Woche 44). Nach
Vorgabe der DGAKI*® verlief die Testung in folgenden Schritten:

1. Desinfektion einer (zuvor unbehandelten) Unterarminnenflache mit Softasept® N

2. Aufziehen der Testlosung in eine sterile BD Plastikpak ™-Spritze

3. Streng intrakutane Injektion von 0,02-0,05 ml iiber eine BD Microlance™ 3-Kaniile
4. Titration und Injektion der Allergenlésung in den Stufen 0,5, 5, 50 und 500 SBE/ml
5. Injektion von Histamin als Positiv- und Natriumchlorid als Negativkontrolle

6. Ablesen der Quaddelgrolie mittels Quaddelmesslineal nach 15 Minuten

Ab einem Quaddeldurchmesser von > 5 mm galt das Ergebnis als positive Reaktion. Fir jede
Injektion wurden neue Spritzen und Kanulen verwendet. Der Abstand zwischen den jeweiligen
Injektionen betrug 3 cm, bei den hdchsten Konzentrationen 50 und 500 SBE/ml 5 cm. Die

Allergenkonzentrationen wurden in SBE/ml und BE/ml angegeben.

45.2.5 Bestimmung von Gesamt-IgE und gréaserspezifischen IgE

Bei der Eingangsuntersuchung wurden bei allen Probanden Gesamt-IgE und gréserspezifisches
IgE (sIgE) Uber das interdisziplindre Allergie-Speziallabor der Charité — Universititsmedizin
Berlin mittels ImmunoCAP Technologie, ein Sandwich-ELISA von Thermo Scientific, be-
stimmt. Zur Detektion des sIgE wurde Phleum pratense (g6, Lieschgras) als Antigen verwendet.
Im Anschluss lieR sich jeder Proband anhand seiner slgE-Konzentration in eine in Tabelle 3 auf-
gelistete durch Phadia® etablierte Klassifizierung in CAP-Klassen einordnen. Die Referenzwerte
fir Gesamt-IgE liegen bei einem Erwachsenen bei 25-94 kU/I. Die darauffolgenden Messungen
des sIgE zu Visite 1, Visite 5, Visite 10 und zur Nachuntersuchung erfolgten im Forschungslabor

von Prof. Dr. med. M. Worm.
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Tabelle 3: CAP-Klassifizierung der slgE-Serumkonzentration.
CAP-Klasse | Serum-Konzentration in kU/I
0 < 0,35 kU/I
1 0,35-0,7 kU/I
2 0,7-3,5 kU/I
3 3,5-17,5 kU/I
4 17,5-50 kU/I
S)
6

50-100 kU/l
>100 ku/i

45.2.6 25-Hydroxyvitamin Ds-Bestimmung

Die Referenzwerte fur den im Blutserum nachgewiesenen Speichermetaboliten des Vitamin D
25-Hydroxyvitamin D3 liegen bei 50,0-150,0 nmol/I.”* Bei einem Wert < 80,0 nmol/l konnte der
Proband in die ProGIT-Studie eingeschlossen werden. Dafiir wurde die 25-Hydroxyvitamin Ds-
Konzentration im Blutserum jedes Probanden bei der Eingangsuntersuchung im zertifizierten
Labor Berlin — Charité Vivantes GmbH mittels Bindungsassay mit tritiummarkiertem Vitamin
ermittelt. Zur Vermeidung eines unkontrollierten 25-Hydroxyvitamin Ds-Anstiegs bei
Vitamin Ds-Supplementation sowie zur Sicherung der Studienkonformitét durch die Probanden
wurde die Messung zur Visite 5, zur Visite 10 und zur Nachuntersuchung wiederholt. Die

Begutachtung der Werte fand durch eine studienunabhéngige qualifizierte Person statt.

4.5.3 Studienmedikation
45.3.1 Graserpollenspezifische subkutane Immuntherapie
Fur die gréserpollenspezifische SIT wurde eine Injektionslésung mit chemisch modifizierten
Gréserallergenen (Allergoide) verwendet. Aufgrund der weiteren Bestandteile Natriumchlorid,
Natriumhydrogencarbonat, Aluminiumhydroxid, Wasser und Phenol lagen die Pollenallergene in
Depotform als Adsorbat vor. In zwei 3,0 ml Glasflaschen (Flasche A und B) unterschiedlicher
Allergenkonzentration wurde die Injektionslésung bei 2°C-8°C im Kihlschrank gelagert. Nach
dem obligatorischen Aufschutteln der Suspension zeigte die Losung eine deutliche Tribung.
Innerhalb der présaisonalen 17-wodchigen Behandlungsphase erhielt jeder Proband nach Vorgabe
des Herstellers (Allergopharma, Deutschland) die SIT. Das Dosierungsschema ist in Abbildung 5
dargestellt. Die Injektion erfolgte Gber eine steril aufgezogene 1,0 ml BD Plastikpak ™.-Spritze
mit BD Microlance™ 3-Kaniile nach vorheriger groRziigiger Desinfektion der Injektionsstelle
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mit Softasept® N tief subkutan an der Streckseite des Oberarms. Im Anschluss wurde die Ein-
stichstelle fur funf Minuten komprimiert und der Proband zum Ausschluss anaphylaktischer

Reaktionen fiir 30 Minuten Uiberwacht.

Flasche A Flasche B
1 =1.000 TEVml o =10.000 TE/ml

[a—
.
—

o
oo
|

0,6 0,6 006 0.6

Injektionsvolumen [ml]

| 2 3 4 5 6 7 9 13 17
Injektionszeitpunkte [Wochen]
Abbildung 5: Dosierungsschema der SIT. Modifiziert nach der Allergopharma Gebrauchs-

information. ‘Therapieeinheiten.

Die Dosissteigerung erfolgte bei jedem Probanden entsprechend der individuellen Vertraglich-
keit. Nach Anbruch der SIT-Flasche war diese 12 Monate haltbar. Die SIT wurde durch einen

qualifizierten allergologisch erfahrenen Facharzt durchgefuhrt.

4.5.3.2 Gabe von Vitamin D3 und Neutraldl

Alle Probanden erhielten doppeltblind und placebokontrolliert eine Vitamin D3-Supplementation
mit Vigantol® Ol bzw. dessen Tragersubstanz Neutralél im Verhaltnis 1:1. Vigantol® Ol enthalt
Vitamin D3 (Cholecalciferol), welches zum Speichermetabolit 25-Hydroxyvitamin Dz metaboli-
siert wird. Es wurden téglich acht Tropfen der Medikation oral mit einem Loffel Fllssigkeit ver-
dunnt eingenommen. Das entsprach einer Menge von 133 pg Vitamin D3 (5.333 L.E.) pro Tag
Uber einen Zeitraum von 17 Wochen. Die Tragersubstanz bestand aus mittelkettigen Fettsauren,
gewonnen aus Kokosol, die gleichzeitig das dem Vigantol® Ol in Geruch und Aus-sehen identi-
sche Neutral6l bildete. Die Einnahme des Placebos erfolgte nach gleichem Schema. Beide Sub-
stanzen wurden Uber die Charité Apotheke bezogen und als Studienpréparate in einheitliche
Tropfflaschen umgefillt. Die Aufbewahrung war drei Jahre moglich und geschah bei Raumtem-

peratur (RT) und lichtgeschitzt.
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4.5.4 Blutentnahme und Aufbereitung der Blutproben

Die Blutentnahme bei den Probanden richtete sich nach den allgemein geltenden Leitlinien zur
Gewinnung peripheren vendsen Blutes. Zur experimentellen Bestimmung der Immunglobulin-
konzentration von sIgE und slgG4 im Forschungslabor von Frau Prof. Dr. med. M. Worm
wurden zu den Visiten 1, 5, 10 und zur Nachuntersuchung zwei Serumrohrchen Blut entnommen
und im Anschluss bei 20°C und 2200 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Das berstehende

Serum wurde abgenommen und auf Aliquots a 50 pl pro 0,2 ml ReaktionsgefaR aufgeteilt.

4.6 Experimentelle Methoden

4.6.1 Enzyme-linked Immunosorbent Assay

Das Prinzip des indirekten enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) beruht auf der
Detektion von spezifischen Antikorpern (Erstantikorper), die an die auf der Mikrotiterplatte
gebundenen kongruenten Antigene binden. Durch Zugabe eines Detektionsantikérpers werden
die Erstantikdrper markiert und die quantitativ proportionale Umsetzung eines Substrats
ausgelost. Letzteres wird durch einen Farbumschlag angezeigt und mittels eines ELISA-
Lesegerates in Laboreinheiten (LU/mlI, laboratory unit) berechnet. In Abbildung 6 ist der Aufbau
eines indirekten ELISA grafisch veranschaulicht.

6 @ Substratumsatz kormreliert mut Farbumschlag

Enzym-gekoppelter Detektionsantikérper

Spezifischer Antikérper

) Antigen-beschichtete ELISA-Platte

Abbildung 6: Schematische Darstellung eines indirekten ELISA.

4.6.2 Graserspezifischer IgE-ELISA

Eine Immuno 96 MicroWell™-Platte wurde mit 5 pg/ml Phleum pratense (Lieschgras) Extrakt
in 100 pl/Loch Puffer tber Nacht bei 4°C beschichtet. Im Anschluss an die Beschichtung und
nach jedem weiteren Inkubationsschritt wurde die Platte mit 200 pl/Loch TBST dreimalig ge-

waschen. Zur Blockierung der unspezifischen Proteinbindungsstellen erfolgte die Inkubation mit
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300 ul/Loch BSA-Blockpufferlosung bei Raumtemperatur fur zwei Stunden. Die spezifische
Bindung des sIgE an das Graserallergen fand nach Verdinnung der Proben in 100 pl/Loch TBST
bei 4°C (ber Nacht statt. Die Detektion des gebundenen slgE erfolgte mittels eines Zweit-
antikorpers (biotinyliertes anti-IgE). Anschliefend wurde die Platte mit Streptavidin-gekoppelter
Alkalischer Phosphatase fur eine Stunde bei RT inkubiert. Fur die Farbreaktion wurde Substrat-
puffer verwendet und die Menge an umgesetztem Substrat bei einer Wellenlange von 405 und
690 nm gemessen. Als Negativkontrollen wurden Plattenlécher ohne Antigenbeschichtung und

ohne Serumzugabe mit untersucht.

4.6.3 Graserspezifischer 1gG4-ELISA

Der slgG4-ELISA verlief nahezu analog zum sIgE-ELISA. Verwendet wurde Blockpuffer,
HRP-gekoppeltes anti-lgG4 als Detektionsantikorper sowie TMB-Substrat-Puffer ohne Strep-
tavidin-Alkalische Phosphatase. Der einsetzende Farbumschlag wurde unter VVerwendung von
Schwefelsdure abgestoppt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe des ELISA-Lesegerates bei 450
und 560 nm.

4.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde auf Grundlage der im ersten Jahr der ProGIT-Studie
erstellten ProGIT-Datenbank durchgefuhrt. Die Studienpopulation umfasst 33 Probanden, die die
Behandlungsphase protokollgemaR (definiert im ProGIT-Protokoll nach erfolgter Intrakutantes-
tung zur Woche 18) abgeschlossen haben. In Tabelle 4 ist die Gruppenstarke mit den darauf ba-

sierenden statistisch ausgewerteten Endpunkten dargestellt.

Tabelle 4: Gruppenstarke zur statistischen Auswertung der Endpunkte. *Kontaktverlust,
2Schwangerschaft (Blutentnahme zur Immunglobulinanalyse erfolgt), Stechnischer Fehler,

“unerwiinschtes Ereignis.

Endpunkt Zeitpunkt Probanden [Anzahl]
[Woche] | Gesamt | VD* | VD~ | Ausschluss
25-Hydroxyvitamin Ds- 0 33 16 17 0
Bestimmung [nmol/l] 5 33 16 17 0
17 33 16 17 0
44 32 15 17 1t
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Intrakutantestung [mm], 0 33 16 17 0
primérer Endpunkt 18 33 16 17 0
44 31 14 17 212
IgE [LU/mI], 1 33 16 17 0
sekundarer Endpunkt 5 33 16 17 0
17 33 16 17 0
44 31 14 17 213
1gG4 [LU/mlI], 1 33 16 17 0
sekundarer Endpunkt 5 33 16 17 0
17 33 16 17 0
44 31 14 17 213
rSB [Punkte], 0 33 16 17 0
sekundarer Endpunkt 14 32 15 17 1t
Vertraglichkeit [Anzahl an UEs?] 1-18 33 16 17 1
Einnahme [Anzahl] )
studienrelevanter Medikamente 1-44 32 15 17 1

Die Zuordnung jedes Probanden zur Vitamin Dz- und Placebo-Gruppe erfolgte nach offizieller
Entblindung am 22.01.2015 durch die Charité Apotheke. Die Auswertung der Datenmenge er-
folgte mit dem Statistikprogramm GraphPad Prism®. Zunachst wurde eine Probandencharakteri-
sierung mit Hilfe der deskriptiven Statistik erstellt. Die auszuwertenden Merkmale wurden
innerhalb einer Subgruppe mittels D 'Agostino-Pearson-Test auf ihre Normalverteilung hin tber-
pruft und der Mittelwert plus Standardabweichung bzw. bei nicht normal verteilten Daten der
Median plus Datenintervall dargestellt. Im Anschluss konnte jedes Merkmal zwischen den Sub-
gruppen (intergruppal) auf signifikante Unterschiede hin tberpriift werden. Daftir wurde der un-
gepaarte t-Test (Normalverteilung) und der Mann-Whitney-U Test (keine Normalverteilung) an-
gewandt. Ein signifikantes Ergebnis lag vor, wenn ein berechneter Zusammenhang zwischen
zwei Daten bzw. Datenmengen mit einer Wahrscheinlichkeit von p < 0,05 fehlinterpretiert
wurde. Die Darstellung des Immunglobulinverlaufs der gesamten Kohorte tber vier Zeitpunkte
mit abhangigen, nicht normalverteilten Daten erfolgte Gber die 1 Way ANOVA mittels Friedman
Tests. Die Auswertung der Intrakutantestung fir die gesamte Kohorte in Abhangigkeit der Zeit
erfolgte mittels 1 Way ANOVA mit Tukey's multiplen Vergleichstest flir normalverteilte Daten.

Zur differenzierten Betrachtung der klinischen und laborchemischen Ergebnisse in Abhangigkeit
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der Vitamin Da/Placebo-Supplementation wurde die 2 Way ANOVA mit Sidak’s Korrektur
durchgefihrt. Analog erfolgte die Auswertung der rSB. Signifikanzberechnungen innerhalb einer
Subgruppe (intragruppal) wurden bei normalverteilten Daten mittels 1 Way ANOVA RM (repea-
ted measures) mit Tukey's multiplen Vergleichstest und bei nicht normalverteilten Daten mittels
Friedman Test mit Dunn’s multiplem Vergleichstest durchgefiihrt. Korrelationen wurden nach
Spearman berechnet. Dabei zeigt der Korrelationskoeffizient r einen positiven Zusammenhang (r
> 0), keinen Zusammenhang (r = 0) oder einen negativen Zusammenhang (r < 0) zwischen zwei
Parametern an. Die Monografie wurde mit Hilfe des Textverarbeitungsprogramms Microsoft

Word® und dem Literaturverwaltungsprogramm EndNote® X7 erstellt.
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5 Ergebnisse
5.1 Beschreibung der Studienpopulation

Rekiutierung (n=51)

Ausschluss (n=17)

* Emschlusskriterien nicht erfiillt (n=9)
* Emwilligung zurtickgezogen (n=>35)

* Sonstige Grinde (n=3)

Randomisierung (n=34)

|, Ausschluss (n=1)
» Ansgchluggkriterivm erfullt

A\ 4

h J [ Zuordnung ] y
Vitamin D;-Supplementation (n=16) | | Placebo-Supplementation (n=17)
Ausschluss (n=2)
+ Ausschlusskriterium erfullt (n=1) [+
» Kontaktverlust (n=1) [ ]
y { Nachuntersuchung | v
Studienabgchluss (n=14) | | Studienabschluss (n=17)
Ausschluss (n=1) -«
* Technischer Fehler [ ]
hJ Auswertung | v
Intention-to-treat- Analyse (n=16) Per-Protocol-Analyse (n=17)

Per-Protocol-Analyse (n=13)

Abbildung 7: Darstellung der Studienpopulation gemals CONSORT 2010.

Abbildung 7 veranschaulicht die Studienpopulation lber den einjahrigen Erhebungszeitraum.
Anhand definierter Ein- und Ausschlusskriterien (siehe 4.1, Tabelle 1) konnten von 51 rekrutier-
ten Probanden 34 randomisiert werden. VVon den 17 ausgeschlossenen Probanden zogen flnf ihre
Einwilligung zurlick, neun erfullten die Einschlusskriterien nicht und bei drei Probanden lagen
sonstige Ausschlussgriinde vor. Ein bereits randomisierter Proband musste aufgrund exazerbier-
ten Asthma bronchiale (FEV1 < 70 %) noch vor Behandlungsbeginn gemé&fR Protokoll von der
Studie ausgeschlossen werden. Die 18-wdchige graserpollenspezifische SIT erfolgte mit
33 Studienteilnehmern. Davon erhielten 16 Probanden eine parallele Vitamin Ds-
Supplementation (VD*) und 17 Probanden das Placebo (VD"). Uber den Behandlungszeitraum
traten keine Studienabbriiche auf. Zum Nachuntersuchungstermin schlossen 31 der 33 Probanden

das erste Studienjahr protokollgemaf ab. Innerhalb der VD*-Gruppe ging zu einem Probanden
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der Kontakt verloren, bei zwei weiteren konnten aufgrund von Schwangerschaft und eines tech-
nischen Fehlers nur partiell Daten erhoben und in die finale Auswertung inkludiert werden. In
die Intention-to-treat-Analyse konnten abhangig vom analysierten End- und Zeitpunkt (siehe 4.7,
Tabelle 4) 31 bis 33 Datensatze einbezogen werden. Die Abbruchrate der Gesamtkohorte tber
den betrachteten Studienzeitraum lag bei 11,8 %. Damit ergab sich fur die VD*-Gruppe ein Ver-
lust von -18,8 % der Gruppenstarke. Die Per-Protocol-Analyse war mit 30 Datenséatzen moglich.

Tabelle 5: Probandencharakterisierung. Statistik: Test auf Normalverteilung nach
D’Agostino-Pearson, Normalverteilung (NV) mit Mittelwert + Standardabweichung
(MW £ SD), nicht NV mit Median und Intervall, Signifikanzberechnung mittels ungepaartem
t-Test und Mann-Whitney-U-Test. Vitamin Ds-supplementierte Gruppe, 2Placebo-Gruppe,
3Signifikanzwert, “Body-Mass-Index, °allergische Rhinokonjunktivitis, Sretrospektive Symptom-

betrachtung, “graserspezifisches IgE.

Merkmal VD*(n=16)! | VD (n=17)2 | p-Wert?
Geschlecht Mannlich 9 (56%) 12 (71%) 0,41
Alter [Jahre] MW + SD 339 32+10 0,83
BMI* [kg/m?] MW + SD 24 + 4 23+3 0,87
Dauer der ARK®
[Jahre bis 2012] MW + SD 20+ 10 18+8 0,44
rSB® Saison 2011 [Punkte] Median (Intervall) 21 (12-25) 16 (14-25) 0,18
Gesamt-IgE [kU/I] Median (Intervall) | 83,7 (16-611) | 130,0 (39-1636) 0,22
sIgE’ [kU/ Median (Intervall) | 14,3 (1-100) 21,3 (1-100) 0,34
Gréserpollensensitivitat
in Prick-Testung [mm] MW + SD 8,6 +3,0 9,0+3,6 0,68
Sensitivitat weiterer Haselnuss 8 (50) 10 (59) 0,63
Allergien in Prick-Testung Erle 10 (63) 11 (65) 0,91
[Anzahl (%)] Birke 9 (56) 11 (65) 0,64
Dermatophagoides pteronyssinus 3(19) 4 (24) 0,60
Katzenhaar 5(31) 6 (35) 0,83
Alternaria alternata 1 (6) 2 (12) 0,61
Beiful} 6 (38) 8 (47) 0,60
Sensitivitat in der Intrakutantestung W+ SD 162+ 4.2 172+36 0.47

bei 500 SBE/mI [mm]
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25-Hydroxyvitamin Dsz-

MW +SD | 40,3+16,2 42,5+ 145 0,69
Ausgangswert [nmol/l]
Nebendiagnosen Asthma bronchiale 8 (50) 6 (35) 0,41
[Anzahl (%)] Atopische Dermatitis 5(31) 2 (12) 0,19

Die in Tabelle 5 dargestellten demografischen und klinischen Parameter dienen zur Charakteri-
sierung der Subgruppen VD" (n = 16) und VD™ (n = 17) zu Studienbeginn. Im Vergleich der
Ausgangswerte konnten keine statistisch signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
nachgewiesen werden. Die einzelnen Merkmale wurden mittels D ’Agostino-Pearson auf ihre
Normalverteilung hin tberprift. Normalverteilte Daten sind durch den Mittelwert (£ Stan-
dardabweichung), nicht normal verteilte Daten durch den Median (Intervall) dargestellt. Das
mittlere Alter der Gesamtkohorte (n = 33) lag bei 32 (+ 9,5) Jahren, der Frauenanteil lag bei 36
% und 94 % der Probanden waren kaukasischer Herkunft. Der durchschnittliche BMI ergab
23 (* 3,6) kg/m?. ARK-bezogene Parameter beschrieben unter den Studienteilnehmern eine
mittlere Erkrankungsdauer von 19 (£ 9) Jahren, eine Beurteilung der Graserpollensaison 2011
mit durchschnittlichen 18 (12-25) Punkten in der rSB sowie eine Bestimmung des Gesamt-IgE
von 101 (16-1636) kU/I und des sIgE von 17,6 (1-100) kU/I. Die in der Probandencharakterisie-
rung in Tabelle 5 gezeigten Gesamt-IgE und sIgE-Werte wurden im Interdisziplinaren Allergie-
Speziallabor der Charité — Universitatsmedizin Berlin erhoben. Die Intrakutantestung ergab eine
im Mittel 8,8 (+ 3,2) mm groRe Quaddel. 42,4 % der Kohorte litten parallel an einem Asthma
bronchiale, 21,2 % an einer atopischen Dermatitis. Die anfangliche mittlere 25-Hydroxy-
vitamin Dz-Serumkonzentration aller Studienteilnehmer lag bei 40,7 (£ 15,4) nmol/l.

Parallel zur 17-wdchigen graserpollenspezifischen SIT erfolgte in der VD*-Gruppe eine
Vitamin Ds-Supplementation von 5.333 L.E. pro Tag. Die Placebo-Kontrollgruppe erhielt eine
aquivalente Menge Neutral6l. Die Behandlungsphasen sind in Abbildung 8 (A) dargestellt. Der
zeitliche Verlauf dient zur Orientierung der unter (B) grafisch veranschaulichten Entwicklung
des 25-Hydroxyvitamin Ds-Serumspiegels in Abhangigkeit der Vitamin Das/Placebo-Gabe. Zu
Studienbeginn (Woche 0) lag der 25-Hydroxyvitamin Ds-Ausgangswert innerhalb der Kohorte
bei 40,7 (x 15,4) nmol/l. Unter Vitamin Ds-Supplementation (n = 15, siehe 4.7, Tabelle 4) stieg
der Wert in den ersten fiinf Wochen von 40,3 nmol/l auf 98,4 nmol/l an, bis zum Abschluss der
graserpollenspezifischen SIT (Woche 17) auf 140,0 nmol/l. Die Behandlung sistierte ber die
Graserpollensaison.  Der erneut zur  Nachuntersuchung (Woche 44)  erhobene

25-Hydroxyvitamin Ds-Wert war in der VD*-Gruppe auf 73,3 nmol/l abgefallen. In der
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Placebo-Gruppe (n = 17) fiel der 25-Hydoxyvitamin Ds-Spiegel von initialen 42,5 nmol/l
(Woche 0) auf 27,7 nmol/l (Woche 5) ab, stieg tber den weiteren Behandlungsverlauf auf
39,8 nmol/l (Woche 17) an und erreichte zur Nachuntersuchung (Woche 44) den Héchstwert von
51,4 nmol/l. Ein signifikanter Unterschied in der Beeinflussung des 25-Hydroxyvitamin Ds-
Spiegels konnte zu jedem Zeitpunkt zwischen den Subgruppen nachgewiesen werden
(Interaktion der Subgruppen, *p < 0,05, ****p < 0,0001).
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Abbildung 8: Vitamin Ds/Placebo-Supplementation. (A) Behandlungsphasen im Studien-
verlauf und (B) 25-Hydroxyvitamin Ds-Serumspiegel bei der Vitamin Ds-supplementierten
Gruppe (VDY) zur Placebo-Gruppe (VD). Statistik: 2 Way ANOVA mit Sidak’s multiplem
Vergleichstest, NV mit MW + SD, *p < 0,05, ****p <0,0001.

5.2 Einfluss von Vitamin D auf die klinische Immunantwort

5.2.1 Entwicklung der klinischen Immunantwort tber den Erhebungszeitraum

Die Reaktivitat mit 500 SBE/ml Graserextrakt in der Intrakutantestung stellte den primaren End-
punkt der Studie dar. Nach der lokalen Injektion von 500 SBE/ml Graserlésung entstand eine
Quaddel, dessen Durchmesser erhoben wurde. Die Intrakutantestung wurde vor der Behandlung
(Woche 0), nach erfolgter Behandlung (Woche 18) und zur Nachuntersuchung (Woche 44)
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durchgefuhrt. Abbildung 9 veranschaulicht die Ergebnisse der Intrakutantestreaktion tber den
Erhebungszeitraum. Grafik (A) zeigt den Verlauf der Gesamtkohorte (n = 31, siehe 4.7, Tabelle
4) mit einem initialen Quaddeldurchmesser von 16,8 (+ 4,0) mm. Zur zweiten Messung (Woche
18) verringerte sich der Quaddeldurchmesser signifikant (**p < 0,01) tber den Behandlungszeit-
raum auf 13,7 (x 4,7) mm. Das entspricht einem Abfall von -18,5 % vom Ausgangswert (Woche
0). Wahrend der Gréaserpollensaison stieg der Quaddeldurchmesser um 26 % auf 17,3 (x 3,6) mm
an. Der erneute Anstieg war ebenfalls signifikant (**p < 0,01). Ein messbarer Unterschied
zwischen dem Ausgangswert (Woche 0) und dem Wert der Nachuntersuchung (Woche 44)

konnte nicht ermittelt werden (p = 0,83).
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Abbildung 9: Intrakutantestreaktion Uber den Erhebungszeitraum. Quaddeldurch-
messer [mm] bei Injektion von 500 SBE/ml Graserldsung; (A) Gesamtkohorte (n = 31) und (B)
in Abhéngigkeit der Vitamin Da/Placebo-Supplementation. Statistik: (A) 1 Way ANOVA
repeated measures (RM) mit Tukey’s multiplem Vergleichstest, NV mit MW + SD, **p <0,01.
(B) 2 Way ANOVA mit Sidak’s multiplem Vergleichstest, keine NV mit Median und Intervall.
Signifikanzberechnung intragruppal mittels 1 Way ANOVA RM (VD") mit Tukey’s multiplem
Vergleichstest und Friedman Test (VD, keine NV) mit Dunn’s multiplem Vergleichstest,
*p < 0,05, **p <0,01.

5.2.2 Abhéngigkeit zur Vitamin Ds/Placebo-Supplementation

Grafik (B) der Abbildung 9 zeigt die Entwicklung der Reaktivitat in der Intrakutantestung in

Abhéangigkeit der Vitamin Dgz-/Placebo-Gabe. Die zu Studienbeginn (Woche 0) ermittelte

Reaktivitéat in der Intrakutantestung ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen den Sub-

gruppen (p = 0,53). Der initiale Quaddeldurchmesser betrug in der VD*-Gruppe 17,0 (9-23) mm

und in der VD -Gruppe 16,5 (12,5-25) mm. Der zeitliche Verlauf der Messwerte innerhalb einer
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Subgruppe (intragruppal) gestaltete sich analog zur Gesamtkohorte. In der VD*-Gruppe verklei-
nerte sich der initiale Quaddeldurchmesser um -14,7 % auf 14,5 (0-24,5) mm zur zweiten Mes-
sung (Woche 18) und vergroRerte sich erneut um 15,9 % auf 16,8 (10-21) mm zur Nachuntersu-
chung (Woche 44) an. Die Ab- und Zunahme der Messwerte waren zu den einzelnen Zeitpunk-
ten nicht statistisch signifikant. In der VD -Gruppe verkleinerte sich der initiale Quaddeldurch-
messer signifikant (**p < 0,01) um -18,2 % auf 13,5 (8-23,5) mm (Woche 18) und vergroRerte
sich erneut signifikant (*p < 0,05) um 18,5 % auf 16,0 (13-27,5) mm zur Nachuntersuchung
(Woche 44) an. In beiden Subgruppen liel3en sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Ausgangs- und den Nachuntersuchungswerten ermitteln. In der Betrachtung der Subgruppen
zueinander (intergruppal) lieRen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der
VD*-Gruppe und der VD -Gruppe darstellen (Interaktion der Subgruppen, p = 0,55).

5.3 Einfluss von Vitamin D auf die retrospektive Symptombetrachtung
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Abbildung 10: Retrospektive Symptombetrachtung in Abhéngigkeit der Vitamin
Ds/Placebo-Supplementation. Vergleich der Gréserpollensaison 2011 (vor SIT) und 2012 (nach
SIT). Statistik: 2 Way ANOVA mit Sidak’s multiplem Vergleichstest, keine NV mit Median und
Intervall.  Signifikanzenberechnung intragruppal mittels gepaarten t-Test (VD") und

Mann-Whitney-U-Test (VD"), ****p < 0,0001. 'retrospektive Symptombetrachtung.

Bei der rSB wurde in einer nachtraglichen subjektiven Bewertung der vergangenen
Graserpollensaison jedem individuell erlebten ARK-Symptom (siehe 4.5.2.2) ein Punktewert

von ,,0 — keine Beschwerden bis ,,3* — starke Beschwerden zugeordnet. Die Summe der Punkte
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stellte den subjektiv empfundenen Leidensdruck jedes Probanden dar. Dabei wurde die rSB der
vergangenen Graserpollensaison 2011 mit der sich an die Behandlung anschlie}enden Gréserpol-
lensaison 2012 verglichen. Die Erfragung der rSB in der Gesamtkohorte (n = 33) von 2011 ergab
zu Studienbeginn einen Punktewert von 18 (12-25). Dieser fiel in der darauffolgenden rSB der
Gréserpollensaison 2012 auf 9 (0-26) Punkte ab. Der ARK-bedingte Leidensdruck konnte signi-
fikant (****p < 0,0001) um -50 % in der Gesamtkohorte reduziert werden. In Abbildung 10 ist
die rSB in Abhé&ngigkeit der Vitamin Da/Placebo-Gabe dargestellt. Die Ausgangswerte der Sub-
gruppen waren mit 21 (12-25) Punkten bei der VD*-Gruppe (n = 15, siehe 4.7, Tabelle 4) und 16
(14-25) Punkten bei der VD -Gruppe (n = 17) ohne statistisch messbaren Unterschied (p = 0,18,
in Grafik nicht gezeigt). In der VD*-Gruppe fiel die rSB um -57 % auf 9 (0-21) Punkte ab, in der
VD -Gruppe um -56 % auf 7 (0-26) Punkte. Ein signifikanter Unterschied in Abhédngigkeit der
Vitamin Da/Placebo-Supplementation war nicht nachweisbar (Interaktion der Subgruppen, p =
0,68).

5.4 Einfluss von Vitamin D auf die Produktion von sIgE und slgG4
5.4.1 slgE
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Abbildung 11: Korrelation der slge-Messung im Forschungslabor und Standardlabor.
Statistik: Korrelationsberechnung nach Spearman, n = 33, ****p < 0,0001. Yim Forschungslabor
von Prof.Dr.med. M. Worm, Z2im Interdisziplindren  Allergie-Speziallabor  der
Charité — Universitatsmedizin Berlin.

Die Serumkonzentrationen der graserspezifischen Immunglobuline IgE und IgG4 wurden mittels
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eines indirekten ELISA (siehe 4.6.1) im Forschungslabor von Prof. Dr. med. M. Worm bestimmit.
Vier Zeitpunkte wurden gemessen: Vor der Behandlungsphase (Woche 1), wahrend der SIT-
Aufdosierungsphase (Woche 5), nach Abschluss der SIT (Woche 17) und zur Nachunter-
suchung (Woche 44).

Zur Validierung der im Forschungslabor etablierten Methoden erfolgte eine externe Messung
identischer Proben (der Woche 1) im Interdisziplindren Allergie-Speziallabor der
Charité — Universitatsmedizin Berlin. In Abbildung 11 ist die Korrelation der im Forschungs-
und Standardlabor erhobenen sIgE-Werte dargestellt. Es liegt eine signifikante Ubereinstimmung
(****p < 0,0001) der Werte bei einem Korrelationskoeffizienten von r = 0,92 vor. Parallel er-
folgte die Zuordnung der analysierten Probandenseren (n = 33) in die durch Phadia® etablierte
Klassifizierung in CAP-Klassen (siehe 4.5.2.5). Es lielRen sich 18 % (n = 6) in CAP 2, 30 %
(n=10) in CAP 3, 33 % (n = 11) in CAP 4 und jeweils 9 % (n = 3) in CAP 5 und CAP 6
einordnen. Die Entwicklung der viermalig tber den Erhebungszeitraum gemessenen sIgE-Werte

ist in Abbildung 12 grafisch veranschaulicht.
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Abbildung 12: slgE-Serumkonzentration Gber den Erhebungszeitraum. (A) Gesamtkohorte
(n = 31) und (B) in Abhéngigkeit der Vitamin Da/Placebo-Supplementation. Statistik:
(A) Friedman Test mit Dunn’s multiplem Vergleichstest, keine NV mit Median und Intervall,
**p < 0,01, ***p <0,001. (B) 2 Way ANOVA mit Sidak’s multiplem Vergleichstest, keine NV
mit Median und Intervall. Signifikanzberechnung intragruppal mittels Friedman Test mit Dunn’s

multiplem Vergleichstest, *p < 0,05, **p < 0,01.

Der unter (A) abgebildete sIgE-Verlauf der Gesamtkohorte (n = 31, siehe 4.7, Tabelle 4) zeigt
einen signifikanten Anstieg (***p < 0,001) der slgE-Konzentration vom Ausgangswert

(Woche 1) mit 8598 (192-358.000) LU/mI (Laboreinheit pro ml) zum zweiten Messzeitpunkt
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(Woche 5) mit 19.400 (227-1.210.000) LU/ml. Das entspricht einem prozentualen Anstieg von
125,6 %. Zum Abschluss der SIT (Woche 17) fiel die slgE-Konzentration signifikant
(**p <0,01) um -15,51 % unter den Ausgangswert auf 7264 (378-1.030.000) LU/ml. Uber die
Gréserpollensaison war ein erneuter Anstieg auf 7501 (295-748.000) LU/mI (Woche 44) zu ver-
zeichnen. Zwischen dem Ausgangswert (Woche 1) und der slgE-Konzentration zur Nachunter-
suchung (Woche 44) konnte kein signifikanter Unterschied ermittelt werden (p = 0,79). In
Abbildung (B) ist der slgE-Verlauf in Abhdngigkeit der Vitamin Das/Placebo-Supplementation
dargestellt. Die Ausgangswerte (Woche 1) der VD*-Gruppe und VD -Gruppe waren ohne statis-
tisch messbaren Unterschied (p = 0,14). In beiden Subgruppen war der Verlauf zu dem, der unter
(A) gezeigten Gesamtkohorte, vergleichbar. Bei Betrachtung der intragruppalen Entwicklung
war fir die VD*-Gruppe ein signifikanter Abfall (*p < 0,05) der slgE-Konzentration von
8691 (311-199.000) LU/mlI (Woche 5) auf 3959 (437-143.000) LU/ml (Woche 17) zu verzeich-
nen. Das entspricht einer verringerten slgE-Konzentration von -46,9 % zum Ausgangswert
(Woche 1). In der VD -Gruppe war kein signifikanter Abfall der slgE-Konzentration Uber
denselben Zeitraum (Woche 5 zu Woche 17) statistisch nachweisbar. Jedoch kam es zu einem
signifikanten Anstieg (**p < 0,01) des slgE-Ausgangswerts (Woche 1) von
20.000 (192-358.000) LU/mI auf 32.900 (227-1.210.000) LU/ml zum zweiten Messzeitpunkt
(Woche 5). Das entspricht einem Anstieg von 64,5 %. In der VD*-Gruppe war Uber denselben
Zeitraum ein Anstieg von 16,6 % statistisch nicht signifikant. In beiden Subgruppen lieRen sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Ausgangs- (Woche 1) und den
Nachuntersuchungswerten (Woche 44) ermitteln. Daruber hinaus war kein intergruppaler
Vitamin Ds-assoziierter Unterschied zwischen den Subgruppen nachzuweisen (Interaktion der

Subgruppen, p = 0,19).

542 slgG4

Analog zu der in Abbildung 12 veranschaulichten sIgE-Entwicklung ist in Abbildung 13 der
slgG4-Verlauf Uber den Erhebungszeitraum grafisch dargestellt. Die unter (A) abgebildete
Gesamtkohorte (n = 31, siehe 4.7, Tabelle 4) zeigt einen kontinuierlichen und signifikanten
(***p < 0,001, ****p < 0,0001) Anstieg der slgG4-Serumkonzentration ber die Behandlungs-
phase (Woche 1 bis Woche 17). Dabei stiegen die slgG4-Werte von anfanglichen
3008 (117-265.000) LU/ml auf 218.000 (2096-6.610.000) LU/ml an. Uber die
Graserpollensaison  (zur  Woche 44)  fiel die slgG4-Serumkonzentration  auf
33.506 (1945-681.000) LU/ml ab, blieb jedoch im Vergleich zum Ausgangswert (Woche 1) ber
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das 11-fache erhéht (****p < 0,0001). Der unter (B) dargestellte sligG4-Verlauf in Abhangigkeit
der Vitamin Ds/Placebo-Supplementation ist mit dem, der unter (A) gezeigten Gesamtkohorte,
vergleichbar. Die Ausgangswerte (Woche 1) der Subgruppen waren ohne statistisch messbaren
Unterschied (p = 0,48). In der VD*-Gruppe zeigte sich ein signifikanter (**p < 0,01) in-
tragruppaler Anstieg der slgG4-Konzentration von 18.875 (140-588.000) LU/ml (Woche 5) auf
90.338 (2096-6.610.000) LU/ml, dem 54-fachen des Ausgangswerts (Woche 1). In der
VD™-Gruppe lieR sich ein signifikanter (**p < 0,01, *p < 0,05) intragruppaler Anstieg Uber die
gesamte Behandlungsphase (Woche 1 bis Woche 17) nachweisen. Zur Beendigung der SIT
(Woche 17) ist der slgG4-Wert in der VD -Gruppe um das 61-fache von 4021 (278-65.900) auf
249.000 (2989-3.370.000) angestiegen. Der Abfall der slgG4-Konzentration (ber die Graserpol-
lensaison (Woche 17 bis Woche 44) war in der VD -Gruppe im Gegensatz zur VD*-Gruppe sig-
nifikant (*p < 0,05). Fiir beide Subgruppen konnte ein signifikanter (**p < 0,01) intragruppaler
Anstieg, fur die VD"-Gruppe um das 18-fache und fiir die VD -Gruppe um das 8-fache, der
slgG4-Konzentration uber den gesamten Erhebungszeitraum (Woche 1 bis Woche 44) nachge-
wiesen werden. Ein intergruppaler Unterschied zwischen der VD*-Gruppe und der VD -Gruppe

ergab keinen signifikanten Unterschied (Interaktion der Subgruppen, p = 0,39).
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Abbildung 13: slgG4-Serumkonzentration Uber den Erhebungszeitraum. (A) Gesamt-
kohorte (n = 31) und (B) in Abhéangigkeit der Vitamin Ds/Placebo-Supplementation. Statistik:
(A) Friedman Test mit Dunn’s multiplem Vergleichstest, keine NV mit Median und Intervall,
**kp < 0,001, ****p < 0,0001. (B) 2 Way ANOVA mit Sidak’s multiplem Vergleichstest, keine
NV mit Median und Intervall. Signifikanzberechnung intragruppal mittels Friedman Test mit

Dunn’s multiplem Vergleichstest, *p < 0,05, **p <0,01.
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5.4.3 slgE/slgG4-Ratio
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Abbildung 14: slgG4/slge-Ratio in  Abhangigkeit der Vitamin Ds/Placebo-

Supplementation. Statistik: 2 Way ANOVA mit Sidak’s multiplem Vergleichstest, keine NV

mit Median und Intervall, **p < 0,01. *Maximalwert mittels Extremwertanalyse nach Tukey als

kein AusreiRer definiert.

In  Abbildung 14 sind die Uber vier Zeitpunkte ermittelten slgG4- wund sl-
gE-Serumkonzentrationen zueinander ins Verhéltnis gesetzt und in Abhangigkeit der
Vitamin Ds/Placebo-Gabe grafisch dargestellt. Dabei lieR sich eine statistisch signifikant
(**p <0,01) groRere slgG4/slgE-Ratio in der VD™-Gruppe zum Abschluss der SIT (Woche 17)
nachweisen. Zu den weiteren Zeitpunkten war kein Unterschied zwischen den Subgruppen

messbar.

5.5 Vertraglichkeit
Zur Evaluation einer gesundheitsvertraglichen Studienteilnahme wurden das Auftreten von UEs
sowie die bedarfsabhangige Einnahme studienrelevanter Medikamente dokumentiert. In
Tabelle 6 sind alle SIT-bedingten UEs aufgelistet, die durch ihr zeitliches und ph&notypisches
Auftreten als Reaktion auf die Studienmedikation Allergovit® Graser (Allergopharma, Deutsch-
land) wahrscheinlich waren. Anhand der Auspragung wurde das UE einem Schweregrad von
leicht Gber moderat bis schwer zugeordnet. Uber den Zeitraum der SIT-Aufdosierung (Woche 1
bis Woche 5) waren in der VD*-Gruppe sechs UEs, davon zwei leichte und vier moderate zu
verzeichnen. In der VD -Gruppe war ein moderates UE aufgetreten. Wahrend der
SIT-Erhaltungsphase (Woche 5 bis Woche 18) sind in beiden Subgruppen sieben UEs
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dokumentiert worden, davon ein leichtes und sechs moderate in der VD*-Gruppe, zwei leichte
und finf moderate in der VD -Gruppe. Anhand statistischer Berechnungen lieR sich in der
VD™-Gruppe eine signifikant (*p < 0,05) erhohte Anzahl an UEs in der Erhaltungsphase gegen-
Uber der Aufdosierungsphase nachweisen. In der VD*-Gruppe zeigte sich hingegen keine in-
tragruppale signifikante (p = 0,50) Ab- oder Zunahme von UEs. Intergruppal konnte wahrend der
Aufdosierungsphase ein signifikanter (*p < 0,05) Unterschied zwischen den Subgruppen be-
stimmt werden. Unter Beachtung des Schweregrads war das Auftreten eines moderaten UE in
der VD*-Gruppe drei Mal und das eines leichten UE zwei Mal haufiger als in der VD -Gruppe.
Wahrend der Erhaltungsphase konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Subgruppen
bestimmt werden (p = 0,79). Eine Unvertraglichkeit gegenlber den Studienpraparaten Vigan-
tol® Ol (Merck, Deutschland) oder dessen Tragersubstanz Neutral6l (Fagron, Deutschland) wur-
de nicht ermittelt (siehe 4.5.3.2).

Tabelle 6: Vertraglichkeit der Studienmedikation. Statistik: Signifikanzberechnung in-
tragruppal mittels Wilcoxon-Test und intergruppal mittels Mann-Whitney-U-Test, keine NV,
*p < 0,05. Unerwiinschtes Ereignis: leicht (lokale Schwellung der SIT-Injektionsstelle < 8 cm,
milde ARK-Symptomatik bis 30 Minuten nach SIT), moderat (lokale Schwellung der
SIT-Injektionsstelle > 8 cm, ARK-Symptomatik bis 48 Stunden nach SIT), schwer

(lebensbedrohliche systemische Reaktion, anaphylaktischer Schock, Angioddem).

VD* (n = 16) VD™ (n=17)
Woche 1-5 5-18 1-5 5-18
Gesamtanzahl UE?! 6 7 1 7
leicht 2 1 0 2
moderat 4 6 1 5
schwer 0 0 0 0
San ks =050 003+
Intergruppale  1-5 0,04*
Signifikanz
5-18 p=0,79

In Tabelle 7 ist der Bedarf an studienrelevanten Medikamenten dargestellt. Dabei wurde die Ein-
nahmehdufigkeit von Antiallergika, Antiasthmatika und topischen Steroiden Uber den

Erhebungszeitraum dokumentiert. In der VD*-Gruppe (n = 15, siehe 4.7, Tabelle 4) war wéhrend
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der SIT-Aufdosierungsphase (Woche 1 bis Woche 5) die sechsmalige Einnahme von Antialler-
gika, die zweimalige Anwendung von Antiasthmatika und der einmalige Gebrauch von topi-
schen Steroiden protokolliert worden. Das steigerte sich wéhrend der SIT-Erhaltungsphase (Wo-
che 5 bis Woche 18) auf die achtmalige Einnahme von Antiallergika, zweimalige Anwendung
von Antiasthmatika und den dreimaligen Gebrauch von topischen Steroiden. Uber die Gréserpol-
lensaison kam es zur zweimaligen Anwendung topischer Steroide. Der Bedarf an studienrelevan-
ten Medikamenten zeigte einen signifikanten (*p <0,05) intragruppalen Unterschied Uber den
Erhebungszeitraum. In der VD -Gruppe wurden zweimalig Antiallergika wahrend der SIT-
Aufdosierungsphase und sechsmalig wéhrend der SIT-Erhaltungsphase angewandt. Uber die
Graserpollensaison war kein Gebrauch von studienrelevanten Medikamenten protokolliert
worden. Der Bedarf dieser nahm in der VD -Gruppe ebenfalls einen signifikanten intragruppalen
Verlauf (**p < 0,01) uber den Erhebungszeitraum. Es konnte kein signifikanter intergruppaler

Unterschied zwischen den Subgruppen festgestellt werden (p = 0,31).

Tabelle 7: Einnahme studienrelevanter Medikamente. Statistik: Signifikanzberechnung in-
tragruppal mittels Friedman Test mit Dunn’s multiplem Vergleichstest und intergruppal mittels 2
Way ANOVA, keine NV, *p <0,05, **p <0,01.

VD*(n =15) VD™ (n=17)
SIT + Vitamin Ds/Placebo SIT + Vitamin Ds/Placebo
D et > € mmm e >

Woche 1-5 5-18 18-44 1-5 5-18 18 - 44
Antiallergika 6 8 0 2 6 0
Antiasthmatika 2 2 0 0 0 0
topische Steroide 1 3 2 0 0 0
Intragruppale 0,02%* 0,009%*
Signifikanz
Intergruppale p=0,31
Signifikanz
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6 Diskussion

Die Bedeutung von Vitamin D wird sowohl bezlglich der Pravalenz als auch der Therapie von
allergischen Erkrankungen kontrovers diskutiert. Reprasentative klinische Studien zur kritischen
Beurteilung des Vitamin D als Immunmodulator liegen bisher nur sehr begrenzt vor.*'® Im Rah-
men der hier vorgelegten ProGIT-Studie erfolgte eine dreijahrige graserpollenspezifische Im-
muntherapie mit adjuvanter Vitamin Ds-Supplementation in einem randomisierten placebokon-
trollierten Studiendesign. Die vorliegende Arbeit basiert auf den Daten und Ergebnissen des ers-
ten Studienjahres. Die erhobenen klinischen und immunologischen Parameter werden im Fol-

genden kritisch bewertet und im Kontext vergleichbarer Studien diskutiert.

6.1 Evaluation der Kohorte

Die Untersuchungsgruppe umfasste 33 randomisierte Probanden, die in einem doppeltblind Ver-
fahren in eine Vitamin Ds-supplementierte Gruppe (VD*, n = 16) und in eine Placebo-
Kontrollgruppe (VD™, n = 17) aufgeteilt wurden. Die jeweilige Gruppenstarke war mit denen
fritherer subkutaner explorativer Immuntherapiestudien vergleichbar.®>1%41% Die zur Probanden-
rekrutierung erhobenen demografischen und klinischen Charakteristika zeigten keinen signifi-
kanten Unterschied zwischen den Subgruppen. Dabei war die vergleichbare Auspragung der
ARK in ihrer Qualitat (rSB 2011) und Quantitat (sIgE und Sensitivitat in der Intrakutan- und
Prick-Testung) flr eine reprasentative Verlaufsanalyse von besonderer Bedeutung. Eine mdg-
liche Datenverzerrung durch chronisch-entziindliche Erkrankungen, eine systemische
Steroideinnahme oder eine zeitnah erfolgte Immuntherapie wurden durch die Ausschlusskriterien
vermieden. Beide Subgruppen wiesen zu Studienbeginn einen Vitamin D-Mangel auf. Wie
erwartet, stieg die 25-Hydroxyvitamin Ds-Serumkonzentration in der VD*-Gruppe signifikant
an. Dabei erreichte sie innerhalo von finf Wochen ein Vitamin D-suffizientes Level
>80 nmol/I®” und nach 17 Wochen einen 25-Hydroxyvitamin Ds-Spiegel im oberen Referenz-
bereich. In der VD -Gruppe fiel der Wert bis zur 5. Woche kontinuierlich ab und stagnierte tiber
den Behandlungszeitraum im Vitamin D-defizienten Bereich. Der mit Hilfe der
25-Hydroxyvitamin Dz-Bestimmung objektivierbare Erfolg der Vitamin Ds-Supplementation in
der VD*-Gruppe ermdglicht eine Aussage Uber die Effektivitat der graserpollenspezifischen SIT
bei Vitamin D-suffizienten im Vergleich zu Vitamin D-defizienten Individuen. Der
Kurvenverlauf mit Anstieg des 25-Hydroxyvitamin Dz-Spiegels in der VD*-Gruppe weist auf
eine hohe Einnahmezuverléssigkeit innerhalb der aktiv supplementierten Gruppe hin. Die zur

Nachuntersuchung gemessenen 25-Hydroxyvitamin D3-Spiegel in der VD*-Gruppe bestatigen
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die Beobachtung, dass ein Groliteil der Bevolkerung den Vitamin Ds-Bedarf auch wahrend der
UV-reichen Phase des Jahres nicht ausreichend erzielt und sich auch keine Reserve fir die UVB-
strahlungsarmen  Wintermonate aufbaut.” Die genauen Wechselwirkungen zwischen
Vitamin Ds-Aufnahme, 25-Hydroxyvitamin Ds-Séttigung und der tatséchlichen Calcitriol-
bereitstellung sind bisher ungeklart.®2 Zahlreiche Umstande konnen einen Einfluss auf den
25-Hydroxyvitamin D3-Spiegel haben. Hierzu gehtren genetische Faktoren wie die
VDBP-Konzentration, VDR-Polymorphismen oder Faktoren, die die la-Hydroxylase- und
24 Hydroxylase-Aktivitit beeinflussen sowie das Lebensalter und der Korperfettanteil 8”1 In
welcher Weise diese Einflussfaktoren das Ergebnis der vorliegenden Studie beeinflusst haben
konnten, bleibt zum jetzigen Zeitpunkt unbeantwortet. Hinsichtlich Lebensalter und Korperfett-
anteil ist jedoch festzustellen, dass bei einem durchschnittlichen Probandenalter von 32 Jahren
und einem mittleren BMI von 23 kg/m? beziiglich dieser Faktoren eine negative Beeinflussung

der endogenen Calcitriolsynthese als unwahrscheinlich anzunehmen ist.°

6.2 Einfluss von Vitamin D auf die klinische Immunantwort
Sowohl in der Vitamin Ds- als auch in der Placebo-Gruppe kam es zu einer signifikanten Reduk-
tion der Hauttestreaktivitat Gber den Behandlungszeitraum. Diese duf3erte sich in einer Abnahme
des Quaddeldurchmessers nach wiederholter Injektion des Allergenextraktes (Intrakutantestung)
nach Abschluss der Behandlungsphase. Das spricht fir eine erfolgreiche Unterdriickung der
initialen slgE-abhé&ngigen Immunantwort nach Einleitung der Immuntherapie und bestétigt die
Erkenntnisse fritherer Immuntherapiestudien.®® Ein analoger Abfall des sIgE zum Ausgangswert
war nicht signifikant, hingegen konnte ein deutlicher slgG4-Anstieg tUber den gesamten Behand-
lungszeitraum verzeichnet werden. Diese Beobachtung entsprache dem zuvor beschriebenen
Wirkmechanismus, nach dem SIT-induzierte tolerogene APZ iber die Induktion Foxp3*-Treg
zur Bildung antiinflammatorischer Zytokine wie IL-10 und TGF-f fiihren. Sie bewirken eine
Suppression von Mastzellen und slgE-produzierenden Plasmazellen.?®8! Gleichzeitig kommt es
zur vermehrten Proliferation slgG4-spezifischer Plasmazellen, welche die intrakutan injizierten
Allergene ,,abfangen.!*2 Die dem Calcitriol zugeschriebene Verstarkung dieser immunmodifi-
zierenden Prozesse®1%1% wurde Gber den betrachteten Zeitraum nicht deutlich. In einer ver-
gleichbaren Studie thematisierten Baris und Kollegen, dass ein Vitamin D-Defizit zu Beginn der
SIT die potentielle supportive Wirkung des Calcitriols tber die ersten Behandlungswochen ver-
z6gere.X%* Demnach ware von einer signifikant verstarkten Hemmung der priméaren Immunant-
wort erst in den Folgejahren auszugehen, in denen die erneute SIT-Gabe bei -einer
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Vitamin D-suffizienten gegeniber einer Vitamin D-defizienten Subgruppe erfolgt. Francis und
Kollegen zeigten, dass die Wirkung der SIT von der injizierten Allergendosis abhangig ist.!** Ein
derartiger Zusammenhang ware fiir die immunmodulatorische Wirkung des Calcitriols ebenfalls
denkbar. In Folge einer vermehrten Aktivierung VDR-exponierender Immunzellen durch hohe
Allergeninjektionen konnten die u.a. durch Holick beschriebenen auto- und parakrinen
Wirkungen des Calcitriols verstarkt werden.” Dies sollte neben der Untersuchung der genauen
Mechanismen der endogenen Calcitriolbereitstellung, in weiterfuhrenden Studien, untersucht
werden. Betrachtet man die Entwicklung der Intrakutantestreaktion von Beendigung der Behand-
lung Uber die Graserpollensaison bis zum Nachuntersuchungstermin stieg die Reaktivitat erneut
an. Im Sinne einer transienten Toleranzentwicklung blieb ein Langzeiteffekt aus. Diese Befunde
entsprechen den Beobachtungen friiherer Untersuchungen, die zeigen, dass die immunmodulato-
rischen Effekte der SIT besonders nach dem zweiten und dritten Behandlungsjahr deutlich wer-
den.®®* Erst die repetitive Stimulation des adaptiven Immunsystems durch wiederholte Aller-
genexposition fihrt zu anhaltenden immunologischen Effekten.!'* In einer vierjéhrigen SIT-
Studie von Walker und Kollegen zeigte sich die primédre Immunantwort im Gegensatz zur verzo-
gerten Reaktion in der Intrakutantestung sogar unbeeinflusst tber den gesamten Studienzeit-
raum.*> An Stelle einer prasaisonalen Immuntherapie ist denkbar, dass eine perenniale Zufuhr
kontrollierter Allergendosen die Aufrechterhaltung der immunogenen Toleranz fordert und die
Calcitriolwirkung optimiert.1116 Dariiber hinaus wére in zukiinftigen Studien eine Fortfiinrung
der Vitamin Da/Placebo-Supplementation mit engmaschiger Kontrolle des 25-Hydroxyvitamin
D3-Serumspiegels auch wéhrend der Sommermonate (Uber die Gréserpollensaison) sinnvoll, um
dem erneuten Abfall der 25-Hydroxyvitamin Ds-Konzentration in der VD*-Gruppe entgegenzu-
wirken und den Einfluss eines ganzjahrig suffizienten Vitamin D-Haushalts auf die Ergebnisse
der Nachuntersuchung beurteilen zu kénnen. Zum jetzigen Zeitpunkt lasst sich anhand der
erhoben Daten des ersten Studienjahres zwar keine Vitamin D-abhéngige Modulation des
priméren Endpunktes in der Intrakutantestung nachweisen, jedoch fand sich ein Einfluss suffizi-

enter Vitamin D-Level auf die humorale Immunantwort.

6.3 Einfluss von Vitamin D auf die retrospektive Symptombetrachtung

Die retrospektive Betrachtung der ARK-Symptome hat sich in beiden Subgruppen von der Gra-

serpollensaison 2011 (vor Behandlung) zur Graserpollensaison 2012 (nach Behandlung)

signifikant verbessert. Die Probanden bewerteten ARK-typische Beschwerden der

oberen Atemwege und Augen als regredient oder ausbleibend, was in einem deutlich
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verringerten personlichen Leidensdruck sowie einem subjektiven Therapieerfolg resultierte.
Ubereinstimmende Ergebnisse erzielten vorherige Immuntherapiestudien mit analoger Bewer-
tung der ARK-Symptome.'*'" Eine Symptomreduktion durch eine verminderte Allergen-
exposition seitens der Probanden oder eine geringere Pollenbelastung 2012 im Vergleich zu den
Vorjahren lag nicht vor. Geméal der Daten von der Stiftung Deutscher Polleninformationsdienst
nahm die Graserpollenkonzentration von 2011 zu 2012 sogar um 11 % zu.® Darlber hinaus
spiegelte sich die Abnahme der ARK-Beschwerden in dem signifikant verminderten Bedarf von
studienrelevanten symptomlindernden Medikamenten in der Gréserpollensaison 2012 wider.
Unsere Ergebnisse bestéatigen die Beobachtungen von Calderon und Kollegen, die in einer repré-
sentativen Metaanalyse eine SIT-induzierte signifikante Reduktion der ARK-Symptome sowie
des Medikamentenbedarfs durch eine SIT zeigen.*® Ein signifikanter Unterschied zwischen den
Subgruppen war nicht nachweisbar. Entsprechend der anfanglich wahrgenommenen ARK-
Symptome der vorangegangenen Graserpollensaison 2011 profitierte die Vitamin Ds-
supplementierte Subgruppe in analoger Weise von der SIT wie die Placebo-Gruppe. In der be-
reits zuvor erwéhnten Studie von Baris und Kollegen mit einer Dermatophagoides pteronyssinus
(Hausstaub)-spezifischen SIT bei asthmatischen Kindern mit/ohne Vitamin Ds-Supplementation
konnte eine Vitamin Ds-assoziierte Symptomminderung nachgewiesen werden.®* Majak und
Kollegen bestétigten die Erkenntnisse der 25-Hydroxyvitamin Dz-abhangigen verstarkten Symp-
tomreduktion und des verminderten Steroidbedarfs in zwei randomisierten SIT-Studien bei
asthmatischen Kindern. In den Untersuchungen von Baris und Majak erfolgte die
Symptombetrachtung jedoch zeitgleich zum Behandlungszeitraum.%41% Anstelle einer retro-
spektiven Symptombetrachtung wére bei einer zeitnahen Erhebung der Beschwerden unter un-
mittelbarer Allergenexposition von einer realeren und reprasentativeren Einschatzung auszuge-

hen. Mdgliche Subgruppenunterschiede waren leichter zu erfassen gewesen.

6.4 Einfluss von Vitamin D auf die Produktion von slgE und slgG4
Im Rahmen der SIT lieRBen sich Verdnderungen der spezifischen humoralen sIgE- und
slgG4-Antwort nachweisen. Die Validierung der zur slgE-Bestimmung etablierten Methode
erfolgte durch eine externe Kontrollmessung identischer Proben. Bei Betrachtung des
slgE-Kurvenverlaufs war ein Subgruppenunterschied in den slgE-Ausgangswerten sichtbar,
jedoch statistisch nicht signifikant. Wahrend der ersten finf Behandlungswochen war erwar-
tungsgemald ein deutlicher slgE-Anstieg nach Einleitung der SIT zu verzeichnen. Ursachlich
konnte die durch Erazo und Kollegen beschriebene allergeninduzierte Aktivierung von
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slge-Gedachtniszellen und deren reaktive Umwandlung in slgE-produzierende Plasmazellen
sein.!®® Der initiale sIgE-Anstieg war unter Vitamin Ds-Supplementation nicht signifikant. Bei
vergleichbarer Ausgangssituation der Subgruppen konnte das auf eine bereits durch Heine und
Kollegen beschriebene calcitriolinduzierte Hemmung IgE-produzierender Plasmazellen und auf
eine vermehrte Produktion des tolerogenen Zytokins I1L-10 hindeuten.®® In den darauffolgenden
Wochen der Behandlung verringerte sich die sIgE-Konzentration beider Subgruppen Uberein-
stimmend mit den Erkenntnissen zahlreicher vorheriger Immuntherapiestudien.'* In der
VD*-Gruppe lag ein statistisch signifikanter Abfall der slgE-Werte vor, dessen mdgliche
Kausalitat zu einer supportiv antientzundlichen Vitamin Ds-Wirkung in den Folgejahren tber-
pruft werden muss. Der Anstieg des slgG4-Serumspiegels verlief in beiden Subgruppen
signifikant (ber den gesamten Betrachtungszeitraum. Das bestatigt den von Nouri-Aria
beschriebenen Effekt der SIT-induzierten IL-10-abhangigen 1gG4-Immunantwort.!® Die
slgG4-Konzentration ist noch zum Nachuntersuchungstermin signifikant erhoht und somit nach-
haltig in beiden Subgruppen verandert. Dabei sind die slgG4-Werte in der VD*-Gruppe stéarker
angestiegen und im Gegensatz zur VD -Gruppe nicht signifikant wahrend der Graserpollensai-
son abgefallen. Das ist ein mdglicher Hinweis darauf, dass es wéhrend der Vitamin Ds-
Supplementation in Folge erhohter 1L-10-Ausschittung zu einer vermehrten Differenzierung zu
slgG4-produzierenden Plasmazellen kommt.8 In der intergruppalen Betrachtung lieB sich ein
signifikanter Unterschied in der slgG4/slgE-Ratio nach Durchfiihrung der SIT bestimmen. Die
unter Vitamin Ds-Supplementation zu slgG4 verschobene humorale Immunantwort kénnte mog-
licherweise auf ein besseres Therapieansprechen hinweisen.'?

In Zusammenschau der klinischen und laborchemischen Ergebnisse tber den Behandlungszeit-
raum ergab sich folgendes Bild: Eine sich im Rahmen der SIT entwickelnde immunologische
Toleranz gegenuber dem Graserallergen lasst sich anhand der erhobenen Daten bestétigen. Die
slge-Abnahme bei kontinuierlichem slgG4-Anstieg sowie die abgeschwachte primére Immunan-
twort in der Intrakutantestung stimmen mit den Beobachtungen friiherer SIT-Studien
tiberein.?>!2 Die zum Nachuntersuchungstermin erhobenen Daten zeigten, ausgenommen dem
slgG4, einen reversiblen Verlauf der priméren und sekundaren Endpunkte. So wiesen Ali und
Kollegen nach, dass die Langzeitwirkung der allergenspezifischen immunologischen Toleranz
mit der Dauer der spezifischen Immuntherapie korreliert.>® Um eine nachhaltige immunologische
Toleranz gegeniiber dem Allergen zu erzielen, ist deshalb in aktuellen Leitlinien die repetitive
Gabe hoher Allergendosen iiber drei bis fiinf Jahre empfohlen.®® Dariiber hinaus zeigte die

Arbeitsgruppe um Louisa E. Jeffery in einer in vitro Studie mit humanen Immunzellen, dass flr
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eine dauerhafte calcitriolabhangige Immunmodulation in Form IL-10-vermittelter anti-
entziindlicher Prozesse eine kontinuierliche Restimulation mit Antigenen erforderlich sei.!'* Eine
Vitamin Ds-assoziierte Beeinflussung der im Rahmen der SIT eintretenden Immunreaktionen
liel3 sich in keiner der studienrelevanten Endpunkte mit statistischer Signifikanz nachweisen. Die
Frage nach einem objektiven und subjektiven Therapievorteil unter Vitamin D3-Supplementation
ist aufgrund der vorliegenden Daten nicht mdglich. Beide Subgruppen profitierten in vergleich-
barem Ausmal’ von der SIT. Jedoch lieRen sich interessante Befunde in der intragruppalen Be-
trachtung der Subgruppen aufzeigen, insbesondere in Bezug auf die humorale Immunantwort,
die auf ein verbessertes Therapieansprechen ber einen Behandlungszeitraum von drei Jahren

hinweisen kénnten.

6.5 Vertraglichkeit der spezifischen Immuntherapie
Die im Rahmen der ProGIT-Studie durchgefuhrte SIT erfolgte mit einem zugelassenen Studien-
praparat nach Darreichungs- und Aufdosierungsschema des Herstellers. Trotz der Verwendung
modifizierter Allergene mit reduzierter slgE-Affinitat traten UES im Sinne einer Soforttyp-
reaktion auf.** Um die Vertraglichkeit der SIT zu objektivieren, wurden einerseits die Gber den
Behandlungszeitraum aufgetretenen UEs in ihrem Schweregrad dokumentiert, andererseits der
Bedarf von symptomlindernden Medikamenten Uber den Beobachtungszeitraum protokolliert.
Interessanterweise spiegelte die Anzahl an UEs den abgeschwéchten initialen slgE-Anstieg in
der VD"-Gruppe nicht wider. Wahrend der Aufdosierungsphase sind in der VD*-Gruppe signifi-
kant haufiger SIT-assoziierte UEs aufgetreten als in der VD -Gruppe. Eine daraufhin untersuchte
Kausalitat zu den anfanglich erhobenen personenbezogenen Daten lie} sich nicht ermitteln.
Jedes aufgetretene UE konnte durch die Anwendung von Antiallergika unproblematisch
therapiert werden. Ausgepréagte systemische Reaktionen traten zu keinem Zeitpunkt der Studie
auf. Das stimmt mit den Beobachtungen von Calderon und Kollegen Uberein, bei denen die
mittels Metaanalyse bewerteten Studien sehr selten das Auftreten von schweren UEs zeigten.
Auch unerwiinschte Langzeitfolgen einer SIT wurden bisher nicht dokumentiert.*® Wahrend der
Erhaltungsphase kam es nur in der VD -Gruppe zu einem signifikanten Anstieg der UEs.
Maoglicherweise konnte das Folge einer in der VD*-Gruppe zu diesem Zeitpunkt signifikant ver-
besserten slgE/slgG4-Ratio mit resultierender Toleranzentwicklung gegeniiber dem Gréseraller-
gen sein. Ubereinstimmend mit den Erkenntnissen friiherer Studien nahm der Bedarf an symp-
tomlindernden Medikamenten in beiden Subgruppen nach der SIT signifikant ab.!*®
Die tagliche Supplementation von 5.333 IE Vitamin Dz pro Tag wurde ohne klinische oder
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laborchemische Hinweise auf eine potenzielle Hyperkalzidmie toleriert. Anhand des an-
fanglichen 25-Hydroxyvitamin Ds-Defizits, der streng gewéhlten Ein- und Ausschlusskriterien,
der zu Grunde liegenden Hersteller- und Sicherheitsanweisungen’? sowie der engmaschigen
Kontrollen von Blutbild und Befinden des Probanden war das Eintreten einer Vitamin D-
Intoxikation nicht zu erwarten. Zumal in aktuellen Studien deutlich hohere Vitamin Dgz-
Supplementationen als unbedenklich eingeschatzt wurden.8212 In Zusammenschau der
Ergebnisse fand sich kein Hinweis auf eine Vitamin D-assoziierte Beeinflussung der
SIT-Vertraglichkeit. Jedoch lasst sich anhand der Daten, die von Holick beschriebene durch
Steroide bewirkte Inaktivierung lokal bereitgestellten Calcitriols nicht ausschlieRen.’” Die
potentiell antiinflammatorische Wirkung des supplementierten Vitamin D3z konnte bei den be-
troffenen Asthmatikern gehemmt worden sein. Die bisherigen Ergebnisse miissen weitergehend
untersucht werden, um die dem Vitamin D in vergleichbaren Studien zugesprochenen toleroge-
nen Effekt zu bestatigen.10419.107 Indessen gab es keine Hinweise fiir die durch Wijst beschriebe-

ne Rolle des Vitamin D als proinflammatorische Substanz.1?2

6.6 Ausblick

Die bisherigen Erkenntnisse werden durch die Fortfuhrung der Studie um zwei Jahre erweitert.
GemaR friherer SIT-Studien sowie aktueller Leitlinien ist nach drei Jahren mit einer Langzeit-
wirkung der immunologischen Toleranz gegeniiber dem Gréserallergen zu rechnen.'®! Die
unter Vitamin Ds-Supplementation nachgewiesen intragruppalen Verénderungen erscheinen
vielversprechend fur mogliche signifikante intergruppale Unterschiede in den Folgejahren. Dabei
konnte sich der suffiziente 25-Hydroxyvitamin Dz-Spiegel und die signifikant erhohte
slgG4-Konzentration in der VD*-Gruppe als forderlich erweisen. An Stelle des Quaddeldurch-
messers in der Intrakutantestung erscheint die slgE-Konzentration als primarer Endpunkt und
Verlaufsparameter geeigneter. Auch ware die Erhebung eines konjunktivalen Provokationstest
vor und nach der Therapie als zusétzlicher klinischer Vergleichstest sinnvoll.
Daruber hinaus ist die Etablierung grofRer multizentrischer SIT-Studien fur eine reprasentative
Gruppenstérke erforderlich. Dabei wére die Umstellung auf alternative Applikationsverfahren
flr eine hohere Teilnahmebereitschaft der Probanden und die mégliche Ausweitung der graser-
pollenspezifischen Immuntherapie auf eine perenniale Applikation nutzlich. Es gibt Hinweise
darauf, dass die Kkontinuierliche Allergenexposition die Effektivitdt des Calcitriols
verstarkt, 195114116 Dje syblinguale Immuntherapie ist neben der SIT eine etablierte Darreichungs-
form.*® Zusétzlich werden in randomisierten Studien die vielversprechenden Resultate der
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intralymphatischen und epikutanen Immuntherapie geprift. Diese zeigten bisher eine starkere
immunmodulatorische Effizienz, weniger Nebenwirkungen und im Fall der epikutanen
Applikation eine patientenfreundlichere Handhabung als die SIT.}?® Des Weiteren bedarf es
optimierter Studienprotokolle, die ein genaueres Verstandnis der calcitriolabhdngigen immun-
modulatorischen Prozesse erlauben. Beispielsweise kdnnte eine kontinuierliche (ganz-jahrige)
Supplementation von Vitamin Dz, gegebenenfalls in hoherer Dosierung, mit eng-maschigen
Kontrollen des 25-Hydroxyvitamin Ds-Spiegels den Einfluss eines suffizienten Vitamin D-
Haushalts auf die SIT realistischer aufzeigen. Es gibt bereits neue Ansétze, bei denen die Gabe
ko-adjuvanter synergistisch wirkender Substanzen (z.B. IL-2) die Calcitriolwirkung nachweis-
lich verbessern konnte und die direkte Calcitriol-Antigen-Kopplung einen gezielteren therapeuti-
schen Effekt zeigte.!'*'* Diese vielversprechenden Erkenntnisse sollten in pro-spektiven kon-

trollierten Studien weiter untersucht und gegebenenfalls bestatigt werden.
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