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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Die Chronische Rhinosinusitis mit Nasenpolypen (CRSwNP) stellt ein relevantes Krankheits-
bild nicht nur fiir die betroffenen PatientInnen, sondern auch fiir das 6ffentliche Gesundheits-
system verbunden mit erheblichen Kosten und Auswirkungen auf den Allgemeinzustand der
betroffenen PatientInnen dar. In 80 % der europdischen und amerikanischen Félle kann histo-
pathologisch und molekulardiagnostisch eine Typ-2 Inflammation nachgewiesen werden. Der
genaue Pathomechanismus ist allerdings noch ungeklart und Gegenstand aktueller Forschun-
gen. Die Schliisselzytokine dieser Form der chonischen Entziindung sind die Interleukine-4, -5

und -13, welche unter anderem einen Verlust der Zelldifferenzierung induzieren.

Wenn die leitliniengerechte Therapie aus konservativer Medikation und/oder Operation (FESS:
Functional Endoscopic Sinus Surgery) nicht ausreicht, konnen seit 2019 Biologika wie Dupi-
lumab zur Therapie genutzt werden. Diese neue Therapieoption revolutionierte die CRSwWNP
Therapie seither. Dupilumab ist ein monoklonaler Antikdrper, der gegen die Interleukin-4-Re-
zeptor-a-Unterheinheit gerichtet ist und somit das Signaling der Interleukine-4 und -13 inhi-
biert. Nach aktuellen Empfehlungen ist der Nachweis einer Typ-2 Inflammation als Therapiein-
dikation nétig, welche an der Eosinophilen-Zellzahl im Differentialblutbild (> 250 Zellen/pul),
der Gesamt-IgE-Konzentration (=100 IU/ml) oder der Eosinophilen-Zellzahl im Gewebe (=10/
hpf) gemessen werden kann. Demnach sind Blutentnahmen und in einigen Féllen auch invasive

operative Probeentnahmen nétig, um eine Therapieindikation zu stellen.

Die nasale Abstrichzytologie bietet im Gegensatz dazu eine nicht-invasive, einfache und kos-
tenglinstige Methode, um die Zusammensetzung der Nasenschleimhaut zu analysieren. Die na-
sale Abstrichzytologie wurde bisher noch nicht im Zusammenhang mit Biologika untersucht.
Ziel unserer Pilotstudie war es aus diesem Grund, mit der nasalen Abstrichzytologie die zellu-
lare Zusammensetzung der nasalen Schleimhaut- und Entziindungszellen von Patientlnnen mit
chronisch-polyposer Sinusitis (CRSwWNP) zu untersuchen, die eine systemische Therapie mit
Dupilumab erhalten, um die diagnostische Wertigkeit der Abstrichzytologie als pradiktiven
Marker fiir ein Ansprechen auf eine Dupilumabtherapie zu evaluieren und zu untersuchen, ob

die nasale Abstrichzytologie zum Therapiemonitoring genutzt werden kann.

In unserer monozentrischen, prospektiven klinischen Studie wurden 20 CRSwNP-PatientInnen
mit einer Indikation fiir eine Dupilumab- Therapie eingeschlossen und zu insgesamt fiinf Stu-
dienvisiten ab Therapiebeginn im Abstand von jeweils drei Monaten mit einer bei der jeweili-

gen Studienvisite durchgefiihrten nasalen Abstrichentnahme eingeladen. Die Abstriche wurden
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zunichst nach der May- Griinwald- Giemsa (MGG) Methode gefarbt und der prozentuale An-
teil der verschiedenen Zelltypen ausgewertet. AnschlieBend erfolgte eine immunzytochemische
(ICC) ECP-Férbung, um spezifisch die eosinophilen Granulozyten zu detektieren. Zusitzlich
wurden bei jeder Studienvisite der Polypenscore, der SNOT-20 Fragebogen zur Erhebung der
mit einer chronischen Rhinosinusitis assoziierten Symptome, die Serum IgE-Konzentration im
Blut und die eosinophilen Granulozyten im Differentialblutbild erhoben. Der Verlauf der je-
weiligen Parameter wurde iiber ein Jahr evaluiert und die Korrelation zwischen klinischem An-

sprechen und Differentialzytologie getestet.

Es zeigte sich sowohl in der MGG- (p<0,0001) als auch in der ICC-Auswertung (p<0.001) eine
signifikante Abnahme der eosinophilen Zellzahl im Therapieverlauf. AuBlerdem zeigte sich,
dass das Ergebnis statitisch signifikanter war, je weiter die einzelnen Studienvisiten voneinan-
der entfernt waren. Bei der Einteilung der MGG-Préparate in eine Eo-low (<21 %) und Eo-
high-Gruppe (=21 %) anhand der prozentualen eosinophilen Zellzahl vor Therapiebeginn,
zeigte die Eo-high-Gruppe eine stidrkere Abnahme (A17.82) im Vergleich zu der Eo-low-
Gruppe (A10.67). Auch der Polypenscore, der SNOT-20 Fragebogen und die Gesamt-IgE-Kon-
zentration zeigten jeweils eine signifikante Abnahme im Verlauf (p<0.0001). Anhand des Me-
dians der durchschnittlichen Verdnderung im Polypenscore und im SNOT-20 Fragebogen wur-
den die Patienten in “good-responder” und “low-responder” eingeteilt. AnschlieBend wurden
beide Gruppen beziiglich der Eosinophilen im Nasenabstrich, den Eosinophilen im Differenti-
alblutbild und dem Gesamt-IgE Wert verglichen, wobei keine signifikanten Unterschiede beo-

bachtet werden konnten.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass die nasale Differentialzytologie das Potential hat, als
nicht-invasiver pradiktiver Biomarker das Therapieansprechen auf die sehr kostenintensive Be-
handlung mit Dupilumab vorherzusagen und so eine zielgerichtete und personalisierte Thera-
pieplanung und —durchfiihrung von CRSwNP- Patienten zu ermoglichen. Als einfache Methode
kann sie in allen Altersklassen und auch bei Bedarf wiederholt angewendet werden und hat
dadurch auch die Chance in niedergelassenen Arztpraxen genutzt zu werden. Da die Validitét
der nasalen Abstrichzytologie als prognostischer und préadiktiver Marker in unserer Studie auf-
grund der begrenzten Patientenzahl noch eingeschriankt war, sind weitere Studien mit einem
groBeren Patientenkollektiv ndtig, um die Wertigkeit der nasalen Abstrichzytologie und der
zytologisch detektierten eosinophilen Zellzahl als Biomarker in der Biologikatherapie von

CRSwNP-PatientInnen weiter zu evaluieren.
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1.1 Summary

Value of differential nasal swab cytology for therapy monitoring and pre-
diction of therapy response in chronic rhinosinusitis with nasal polyps
treated with Dupilumab

Chronic Rhinosinusitis with nasal polyps (CRSwNP) is a common chronic disease with a high
impact on patients’ quality of life. In 80 % of all CRSwWNP patients in Europe and the US his-
topathological and molecular diagnostics reveal a type-2 inflammation as major driver of this
chronic inflammatory disease. While the detailed pathogenesis is still not fully understood, re-
cent research suggests a host-environmental hypothesis with a dysfunctional host response,
which causes an epithelial barrier dysfunction and leads to a chronic inflammation of the nasal
and sinus mucosa. The key cytokines in this inflammatory cascade are Interleukin-4, -5 and -
13 inducing a loss of cellular differentiation, reduced junctional integrity, and an impaired in-
nate immune defense. If conservative and surgical guideline treatment cannot sufficiently con-
trol disease burden, biologicals can be considered as a comparably new treatment option that
has revolutionized CRSwNP therapy since the first approval of Dupilumab in 2019. Dupilumab
is a monoclonal antibody directed against the IL-4 receptor alpha subunit which inhibits the
signaling of the type-2 cytokines IL-4 and IL-13 and demonstrated clinical efficacy and ac-
ceptable safety in CRSwWNP and other type-2 diseases (e.g. atopic dermatitis and asthma). Ac-
cording to current recommendations type-2-inflammation is evident if one can find a blood
eosinophil cell count > 250/ul, or a total IgE concentration >100 IU/ml, or a tissue eosinophil
cell count >10/ hpf. Accordingly, a peripheral blood sample and in many cases also invasive
surgical tissue sampling is required for therapeutic decision making. With nasal cytology we
herein evaluated a more simple and cost-effective method to study the pattern and profile of
different cell types in the nasal mucosa with the aim to select patients who benefit from this
new treatment. Nasal cytology has not been tested before in the context of biologic therapy and
therefore no comparative literature is available. Against this background, our pilot study aimed
to investigate differential nasal swab cytology as a potential tool for monitoring Dupilumab
treatment and predicting therapy response to Dupilumab in a monocentric prospective clinical
trial including a total of n=20 CRSwNP patients that were monitored with nasal swab cytology
over a one-year period. In total, five study visits (SV) were conducted with ambulatory nasal
differential cytology using nasal swabs starting with the beginning of therapy and followed by
visits every 3 months for 12 months. First, these cytology samples were stained according to

the May-Grunwald-Giemsa method (MGG) and the percentage of ciliated cells, mucinous cells,
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eosinophil cells, neutrophil cells, and lymphocytes were analyzed. Secondly, an immunocyto-
chemical (ICC) ECP-staining was performed to detect eosinophil granulocytes. Additionally,
during each study visit the nasal polyp score, SNOT-20 questionnaire, olfactometry, the total
IgE concentration in peripheral blood as well as the eosinophil cell count in peripheral blood
were recorded. The change of parameters was evaluated over one year and the correlation be-
tween clinical effectiveness and nasal differential cytology was analyzed.

In both MGG (p<0.0001) and ICC analysis (p<0.001) a significant decrease of eosinophils was
seen under Dupilumab treatment. When patients were divided into an Eo-low- (<21 %) and Eo-
high- (=21 %) group according to the percentage of eosinophils in nasal swab catology in the
first study visit, the Eo-high-group showed a greater change of eosinophils over time (A17.82)
compared to the Eo-low-group (A10.67) but, however, no better response to therapy. The nasal
polyp score, SNOT-20 questionnaire, and total IgE concentration in peripheral blood showed a
significant decrease during the observation period, too (p<0.0001). In a next step, we divided
the patients into a “good-responder” and “poor-responder” group according to the median of
the delta changes in nasal polyp-score and the SNOT-20 questionnaire score from SV1 to SV5.
When comparing the initial percentage of eosinophils in nasal swab in MGG- and ICC-staining,
eosinophils in peripheral blood and total serum-IgE level between the “good-responder”- and

“poor-responder”-group, no significant differences were seen.

In summary, nasal swab cytology as an easy-to-apply diagnostic method allows detection and
quantification of the different cell populations within the nasal mucosa at a given time. The
nasal differential cytology showed a significant decrease of eosinophils during Dupilumab ther-
apy and can therefore be used as non-invasvive method for monitoring therapy success of this
cost intensive therapy and potentially can allow an optimized individual therapy planning and
management for CRSWNP patients. Since the validity of initial nasal swab eosinophil cell count
as a predictive biomarker for therapy response was limited in our study, additional studies in-
cluding larger number of participants will be necessary to further evaluate the potential benefits

for clinical practice of this new diagnostic method.
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2 Einleitung

Patienten, die an einer Rhinosinusitis (RS) leiden, zeigen hédufig ausgepriagte Symptome, wel-
che die Produktivitit und Lebensqualitét erheblich einschrianken. So beeinflusst eine chronische
RS die Lebensqualitit der Betroffenen starker als beispielsweise eine Angina pectoris oder eine
chronische Herzinsuffizienz (GLIKLICH, METSON, 1995; KHAN et al., 2019). Im Folgenden
soll dieses Krankheitsbild niher beleuchtet werden. Zunéchst werden die verschiedenen For-
men der RS definiert und anschlieBend die molekularen und pathophysiologischen Grundlagen
dieses Krankheitsbildes ndher beleuchtet, wobei der Schwerpunkt entsprechend des in dieser
Arbeit betrachteten Patientenkollektivs auf der chronischen RS liegt. AnschlieBend wird der

Antikorper Dupilumab vorgestellt und das Verfahren der nasalen Abstrichzytologie erldutert.

2.1 Rhinosinusitis

2.1.1 Definitionen, Klassifikationen, Epidemiologie

Zu unterscheiden ist eine akute von einer chronischen Rhinosinusitis.

Die akute Rhinosinusitis (ARS) hat eine Ein-Jahres-Priavalenz von 6-15 % in der Allgemeinbe-
volkerung und wird in der Regel durch einen viralen Infekt hervorgerufen (MELTZER,
HAMILOS, 2011). Sie ist definiert durch ein plétzliches Auftreten von zwei oder mehr Haupt-
symptomen (u.a. nasale Obstruktion und Sekretion, Riechstorungen; komplette Auflistung der
charakteristischen Symptome s. 2.1.2) fiir unter zwolf Wochen (FOKKENS et al., 2020). Es ist
moglich, dass innerhalb dieser zwolf Wochen auch symptomfreie Intervalle auftreten. Eine
ARS ist zwar in der Regel selbstlimitierend, aber auch einer der hiufigsten Griinde einer Anti-
biotikatherapie (MELTZER, HAMILOS, 2011). Dies ist aufgrund der steigenden Zahl an An-
tibiotikaresistenzen ein erhebliches Problem (CASSINI et al., 2019). Eine rezidivierende akute
Rhinosinusitis (RARS) ist gekennzeichnet durch mindestens vier Episoden einer akuten RS im

Zeitraum von 12 Monaten mit zwischenzeitlich vollstdndiger Riickbildung der Symptomatik.

Die Chronische Rhinosinusitis (CRS) stellt ein relevantes Krankheitsbild nicht nur fiir die be-
troffenen Patienten, sondern auch fiir das 6ffentliche Gesundheitssystem verbunden mit erheb-
lichen Kosten und Auswirkungen auf den Allgemeinzustand der betroffenen Patienten dar. In
der europdischen Bevdlkerung beklagen ca. 13 % der Menschen CRS Beschwerden (HASTAN
et al., 2011). In der US-Bevoélkerung sind es sogar 16 % (SHASHY et al., 2004). Die CRS ist

definiert durch ein anhaltendes Auftreten von zwei oder mehr Hauptsymptomen (u.a. nasale
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Obstruktion und Sekretion, Riechstdrungen; komplette Auflistung der Symptome s. 2.1.2) fiir
einen Zeitraum langer als zwolf Wochen (FOKKENS et al., 2020). Zur weiteren Klassifizierung
von Unterformen der CRS existieren verschiedene Ansétze, die im Folgenden dargestellt wer-
den sollen. Es wird eine CRS mit (with, CRSWNP) oder ohne (sine, CRSsNP) nasale Polypen
unterschieden (KOENNECKE et al., 2018). Polypen sind entziindliche Auswucherungen des
sinonasalen Epithels und manifestieren sich als 6dematdse Raumforderungen vor allem im mitt-
leren Nasengang (SETTIPANE et al., 2013). Der Schweregrad der Polyposis nasi wird anhand
der Polypen-Ausdehnung in der endoskopischen Untersuchung klassifiziert und ist in 4bbil-
dung I veranschaulicht (MELTZER et al., 2006). Wahrend im ersten Stadium kleine Polypen
im mittleren Nasengang zu erkennen sind, fiillen die Polypen im zweiten Stadium den komplet-
ten mittleren Nasengang aus. Im dritten Stadium dehnen sich die Polypen iiber den mittleren
Nasengang hinaus aus, befinden sich aber noch kranial der unteren Nasenmuschel, im Gegen-

satz zum vierten Stadium, wo die komplette Nasenhohle mit Polypen befallen ist (MELTZER
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et al., 2006). Histopathologisch lésst sich in 80 % der Félle in den USA und Europa im Poly-
pengewebe eine Infiltration mit eosinophilen Granulozyten feststellen (SETTIPANE et al.,
2013).

Stage 0 Endoscopy: No polyps visualized Stage 1 Endoscopy: Small polyps noted
and open middle meatus in middle meatus

Stage 2 Endoscopy: Middle meatus Stage 3 Endoscopy: Polyps extending out of
completely filled with polypoid disease middle meatus but above the inferior turbinate

Stage 4 Endoscopy: Massive nasal polyposis
completely filling the entire nasal cavity and
spheno-ethmoid regions.

Abbildung 1 Einteilung der Polyposis Nasi, (MELTZER et al., 2006).
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Bei der CRSsNP handelt es sich um eine chronische Entziindung der Schleimhéute der Nasen-
nebenhdhlen, die nicht mit einer reaktiven Hyperplasie der Schleimhaut im Sinne einer Poly-
penbildung, sondern vermehrter Sekretbildung und einem Schleimhautédem einhergeht. Wei-
terhin wird eine Gruppe an Difficult-to-treat (Schwer-zu-behandeln) RS definiert (LIAO et al.,
2018). Dazu zéhlen Patienten, die trotz addquater Therapie (s.2.2.3) persistierende Symptome
der RS aufweisen (HELLINGS et al., 2013). Die CRS wird im European Position Paper on
Rhinosinusitis and Nasal Polyps 2020 (EPOS2020) wiederum in zwei Gruppen aufgeteilt: die
primédre und die sekundire CRS (s. Abbildung 2, Abbildung 3). Sowohl die primére als auch die
sekunddre CRS werden dann nochmals anhand ihrer anatomischen Verteilung in eine lokale
und diffuse CRS gegliedert. Bei der primdren CRS wird die Dominanz des Endotyps bertick-
sichtigt, also ob eine Typ-2 Inflammation (s. 2.2.7) festzustellen ist oder nicht (Non-type-2).
Eine CRSwWNP ist nach dieser Klassifikation also charakteristischerweise diffus/ bilateral ver-

teilt und weist eine Typ-2 Inflammation auf (FOKKENS et al., 2020).

£POS Anatomic distribution Endotype dominance Examples of phenotypes
| p——
—r AFRS
/v Type 2 .

Localized el
(unilateral) ( \

\ Non-type2 | —> | Isolated sinusitis
Y.

Primary CRS

: e
- CRSwNP/eCRS
Type 2 — AFRS
Diffuse / CCAD
(bilateral) \ o
‘ Nontype2 [ Non-eCRS
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Abbildung 2 Klassifizierung der primiiren CRS nach EPOS 2020, (FOKKENS et al., 2020), AFRS, aller-
gic fungal rhinosinusitis; CCAD, central compartment allergic disease; CRSWNP, chronic rhi-
nosinusitis with nasal polyps; eCRS, eosinophilic CRS.

Die sekundére CRS wird im Gegensatz dazu in lokale Pathologien und mechanische, entziind-
liche und immunologische Faktoren unterteilt (s. Abbildung 3). Im weiteren Verlauf werden
wir uns hauptsichlich mit der CRSwNP beschiftigen, da fiir diese Patienten die Gabe von Du-
pilumab eine Therapieoption darstellt und folglich auch nur diese Patienten in die in dieser

Arbeit vorgestellten Studie eingeschlossen wurden.
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Abbildung 3 Klassifizierung der sekundiren CRS nach EPOS 2020, (FOKKENS et al., 2020), CF, cystic
fibrosis; EGPA, eosinophilic granulomatosis with polyangiitis (Churg-Strauss disease); GPA, granulomatosis with
polyangiitis (Wegener’s disease); PCD, primary ciliary dyskinesia.

2.1.2 Symptome der Rhinosinusitis

Klinisch ist das Krankheitsbild der Rhinosinusitis des Erwachsenen durch folgende drei Krite-

rien definiert, die einzeln oder auch in Kombination auftreten konnen (ORLANDI et al., 2021):

Zunichst muss eine Entziindung der Schleimhaut der Nasenhaupthohle und/oder Nasenneben-
hohlen vorliegen, die charakterisiert ist durch zwei oder mehr der Hauptsymptome. Dazu zdhlen
eine Nasenatmungsbehinderung durch Obstruktion, ein Nasenausfluss (anteriore und/oder
posteriore Sekretion), Gesichtsschmerzen und eine Riechstdrung. Unter Riechstorung wird der
Verlust (Anosmie) oder die verminderte Riechfdhigkeit (Hyposmie) verstanden (CHUNG et
al., 2015; GAINES, 2013; KOHLI et al., 2017; STEVENS et al., 2016). Diese Stérung wird
nicht nur durch die Obstruktion hervorgerufen, sondern auch durch die Entziindung selbst. Fa-
kultative Symptome sind Fieber und Kopfschmerzen (FOKKENS et al., 2020; HIRSCH et al.,
2017). Ein zweites Kriterium neben den von den Patienten berichteten Symptomen ist der en-
doskopische Nachweis von Nasenpolypen, mukopurulenter Verstopfung oder mukdser Ob-
struktion vor allem des mittleren Nasengangs (AGARWAL et al., 2020). Das dritte Kriterium
ist der computertomographische Nachweis von Verdnderungen des ostiomeatalen Komplexes

und/oder der Nasennebenhohlen (HIRSCH et al., 2017).

Abbildung 4 zeigt die Privalenz der Kardinalsymptome der CRS und Abbildung 5 den Schwe-
regrad der Kardinalsymptome. Es ist zu erkennen, dass Nasenatmungsbehinderungen und

Riechstorungen die hdufigsten Symptome bei CRSwNP-Patienten darstellen.
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Abbildung 4 Priivalenz der Kardinalsymptome der CRS, modifiziert nach Hirsch (HIRSCH et al., 2017),
CRS: Chronic Rhinosinusitis.

EPOS Severity of cardinal symptoms of CRS
5
4 . Nasal obstruction
3 . Change in sense of smell
2 . Nasal discharge
1 . Facial pain

CRSWNP in CRSsNP in CRSWNP CRSsNP

outpatient clinic outpatient clinic undergoing undergoing
surgery surgery

Abbildung S Schweregrade der Kardinalsymptome der CRS nach EPOS 2020, (FOKKENS et al., 2020),
CRS: chronic rhinosinusitis; CRSsNP: chronic rhinosinusitis without nasal polyps; CRSwWNP: chronic rhinosinu-
sitis with nasal polyps.

2.1.3 Kosten der Rhinosinusitis

Die Kosten der CRS fiir das Gesundheitssystems sind signifikant hoher als beispielsweise die
Kosten welche durch Magengeschwiire, akutes Asthma oder hohes Fieber verursacht werden
(FOKKENS et al., 2020), was auch die gesundheitspolitische Relevanz dieses Krankheitsbildes

aufzeigt. In den USA belaufen sich die direkten Kosten der CRS auf eine Summe zwischen 6,9
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und 9,9 Billionen Dollar pro Jahr, also ca. 2 609 Dollar pro Patient und Jahr (SMITH et al.,
2015). In Europa belaufen sich die direkten Kosten auf 2 500 Euro pro Patient und Jahr, wobei
diese Kostensummen stetig steigen (VAN AGTHOVEN et al., 2002). Patienten, die nach einer
ersten Operation der Nasennebenhohlen zur chirurgischen Therapie der CRSwNP ein Rezidiv
erleiden, sind dabei fiir die groBBten Kosten verantwortlich (BHATTACHARYYA et al., 2019;
CHEN et al., 2020). Die indirekten Kosten der CRS sind allerdings weit hoher als die direkten
Kosten. Da 85 % der betroffenen Patienten im arbeitsfahigen Alter sind (18-65 Jahre), fallen
erhebliche Kosten fiir fehlende Arbeitstage und eingeschrankte Produktivitét bei der Arbeit an
(CHEN et al., 2003; HELLINGS et al., 2013). Die RS gehort damit insgesamt zu den zehn
teuersten Krankheiten des Gesundheitssystems der USA. So betragen die indirekten Kosten der
CRS etwa 20 Billionen Dollar pro Jahr in der USA (HH et al., 2020).

2.2 Chronische Rhinosinusitis

2.2.1 Epidemiologie, Atiologie, Risikofaktoren

Die Priavalenz der CRS in der Gesamtbevdlkerung betrdgt anamnestisch zwischen 5,5 % und
28 %, wobei Raucher hiufiger betroffen sind (HAN et al., 2021; HIRSCH et al., 2017; REH et
al., 2012). Arztlich bestitigte Fille der CRS, beispielweise durch einen computertomographi-
schen Nachweis einer Verschattung der Nasennebenhdhlen, zeigen eine niedrigere Privalenz
von 3-6 % (FOKKENS et al., 2020). Auffillig ist, dass die CRS mit dem gleichzeitigen Vor-
liegen eines Asthma bronchiale assoziiert ist, da 25 % der CRS-Patienten auch gleichzeitig
diese Diagnose aufweisen (HEDMAN et al., 1999; ZHANG et al., 2017), was sich durch ge-
meinsame auslosende Faktoren in der Pathophysiologie dieser Erkrankungen erkldren ldsst
(ROBINSON et al., 2017). Weitere Faktoren wie Rauchen, Luftverschmutzung und berufliche
Exposition gegeniiber Reizgasen korrelieren ebenfalls mit dem Auftreten von CRS-Symptomen
(CHEN et al., 2003; FOKKENS et al., 2020; HIRSCH et al., 2017). Abhidngig vom Phénotyp
korreliert eine Allergie ebenfalls mit der Diagnose einer CRS und stellt damit einen wichtigen
Risikofaktor dar, der auch in der Behandlung der CRS beriicksichtigt werden sollte
(ROSENFELD, 2007; STEVENS et al., 2017; TOMASSEN et al., 2016; ZHANG et al., 2017).
Der Erkrankungsgipfel liegt zwischen 45-60 Jahren, was eine ,,Host-Environment*“-Hypothese
annehmen ladsst (Abbildung 6), die stark von der Umwelt und der Intensitédt exogener Stressoren

abhingt (KERN et al., 2008). Die genaue Atiologie der CRS wird weiter intensiv erforscht und
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es wird bisher angenommen, dass viele Faktoren bei der Entstehung einer CRS zusammenspie-
len. Eine CRS resultiert nach dem aktuellen Stand der Wissenschaft am wahrscheinlichsten aus

einer dysfunktionalen Interaktion zwischen verschiedenen Umwelteinfliissen und dem Immun-

system (KERN et al., 2008).

EPOS Etiology and Pathogenesis of CRS
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Abbildung 6 Atiologie und Pathogenese der CRS nach EPOS 2020, (FOKKENS et al., 2020), CRS, chronic
rhinosinusitis.

CRS-Patienten weisen eine gestorte Barriere des Nasenschleimhautepithels auf, was zu verein-
fachtem Penetrieren von Pathogenen und dadurch zu chronischen Infektionen fiihrt (s. 2.2.2).
Je nach Endotyp findet dann fakultativ ein Remodelling statt, welches in der Folge zu dem
charakteristischen Phéanotyp der Nasenpolypen fiihrt (AKDIS et al., 2013; TOMASSEN et al.,

2016). Die verschiedenen molekularen Kaskaden, die bei diesem Prozess eine Rolle spielen,

sind in Abbildung 7 veranschaulicht.
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Abbildung 7 Molekulare Wege des Immunsystems bei gestorter Barriere nach EPOS 2020, (FOKKENS et
al., 2020). Néhere Erlduterungen siche Text.
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Aus pathophysiologischer Sicht zeigt der Grofteil der CRSwNP-Patienten das Bild einer Typ-
2 Inflammation (AGARWAL et al., 2020). Die Typ-2 Inflammation ist durch die Interleukine-
4, -5 und -13 charakterisiert und beinhaltet die Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten
und Mastzellen. Klinische Studien konnten zeigen, dass Patienten mit einem schwachen Typ-2
Endotyp weniger erfolgreich auf die Therapie der CRS ansprechen (FOKKENS et al., 2020).
Dies ist durch den verldngerten Heilungsprozess durch unzureichende Rekrutierung von Inter-
leukinen zu erkldren. Gegenstand aktueller Forschung ist nun, die entsprechenden molekularen
Biomarker der Typ-2 Reaktion in der Therapie zu nutzen, um so eine personalisierte und ziel-
gerichtete (,,targeted*) Therapie zu ermoglichen. Bisher gibt es keinen genetischen Marker, den
man zur Diagnose heranziehen kann und der mit guter Zuverléssigkeit das individuelle Risiko,

eine Typ-2 Inflammation zu entwickeln, anzeigt (ROBINSON et al., 2017).

2.2.2 Molekulare Pathogenese der CRSwNP

Durch eine chronisch gestorte Barriere des Nasenschleimhautepithels konnen Pathogene und
Allergene leichter in das Epithel eindringen. Die Griinde der gestorte Barriere sind multifakto-
riell und teilweise noch ungeklirt, doch man geht von genetischen, epigenetischen und umwelt-
bedingten Einfliissen aus (KERN et al., 2008). Das Gleichgewicht des Epithels wird durch die
chronische Entziindung gestort und fiihrt so zu einer geschédigten Integritit der Schleimhaut

(s. Abbildung 8) (SCHLEIMER, BERDNIKOVS, 2017).

I External environment I
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Irritants Microbiota
Particulate matter Viruses

Injury Allergic
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Parainflammation . :
Predisposition to Genetics Inflammation
allergic sensitization Epigenetics Barrier disruption
Disrupted ® Chronicinjury
homeostasis Repair and remodeling
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metabolism
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Circadian clock
Biomimetics
Changes in commensal microbiome

Abbildung 8 Atiologie der Epithelzellschiidigung, modifiziert nach (SCHLEIMER, BERDNIKOVS, 2017).
Néhere Erlduterungen siehe Text.
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Als Reaktion darauf werden spezielle T-Helferzellen, sog. TH2-Zellen, aktiviert, die Interleu-
kine (IL) ausschiitten und weitere Prozesse aktivieren (s. Abbildung 9) (AGARWAL et al.,
2020; GANDHI et al., 2016).

Chronic rhinosinusitis
with nasal polyposis:

Symptoms include nasal
congestion, discharge,

Activation of
loss of smell Type 2
Th2 Other biomarkers
cells inflammatory
cells —
@ _— TARC
Type 2 inflammation =~ PARC
in sinonasal mucosa
and polyps
) Eosinophil activation/recruitment
Type 2 NI
cytokines w ECP =
ne2
IL-4 /
ILC2 B cell activation/recruitment
——  L-13
IL-5 \ y, SRS
A
Th2 cell Boot
Epithelial cells
/ Nasal secretion
— TARC
— Eotaxins

Abbildung 9 Molekulare und zellphysiologische Grundlagen der chronisch-polypdsen Rhinosinusitis, mo-
difiziert nach (JONSTAM et al., 2019); Néhere Erlduterungen sieche Text.

In erster Linie sind diese Typ-2 Zytokine die Interleukine-4, -5 und -13 (JONSTAM et al., 2019;
WANG et al., 2016). Dadurch kommt es zu einem Remodeling der Schleimhaut und zur Aus-
bildung von Polypen (KATO, 2015). Eine Zellhyperplasie der Becherzellen wird vor allem
durch die Interleukine-4 und -13 ausgeldst und fiihrt zu einer vermehrten Produktion von zdhem
Sekret (GANDHI et al., 2016; RAMANATHAN et al., 2008). Nebenbei sei hier angemerkt,
dass die Interleukine-4 und -13 eine starke strukturelle Ahnlichkeit aufweisen, die sich in einer
vergleichbaren Funktion und einem geteilten Rezeptor widerspiegelt. Diese beiden Interleukine
sind auch fiir die vermehrte Ausreifung der B-Zellen verantwortlich, wodurch eine erhhte Zahl
an Immunglobulin E (IgE) produziert wird (KATO, 2015; SETTIPANE et al., 2013). Auf3er-
dem induzieren sie die Expression des ,,Vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1), welcher
fiir die Adhédsion von Eosinophilen durch den ,,Very late antigen 4°-Rezeptor (VLA-4) verant-
wortlich ist (AGARWAL et al., 2020; HO et al., 2015). So kommt es zu einer vermehrten Ad-
hésion und Migration von Eosinophilen aus den Gefdflen zum nasalen Gewebe (AGARWAL
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et al., 2020; FULKERSON, ROTHENBERG, 2013; RANKIN et al., 2000). Durch die Schadi-
gung der Tight Junctions kommt es zu weiteren Barriere-Storungen, die den Krankheitsprozess
begiinstigen (WISE et al., 2014). AuBlerdem induzieren beide Interleukine die Sekretion der
beiden Th2-Biomarker TARC (tymus and activation-rugulated chemokine) und PARC (pulmo-

nary and activation-regulated chemokine).

In 70-90 % der CRSwNP-Patienten aus Europa und den USA konnte auBlerdem eine Eosino-
philie, also ein erhohter prozentualer Anteil an eosinophilen Granulozyten im peripheren Blut,
nachgewiesen werden (HO et al., 2015; KATO, 2015). Es ist anzumerken, dass aus unbekann-
ten Griinden in der asiatischen Bevolkerung tiberwiegend nicht-eosinophile CRSwNP zu finden
sind (WANG et al., 2014). Auffillig ist auBerdem, dass vor allem Allergie-Patienten eine er-
hohte Ausschiittung von Interleukin-5 aufweisen (KATO, 2015). Interleukin-5 wiederum ist
ein entscheidendes Zytokin beziiglich des Uberlebens der eosinophilen Granulozyten (KATO,
2015).

Diese Ausfithrungen zeigen, wie komplex die molekularen Mechanismen sind, die zu einer
CRSwNP fiihren und diesen Krankheitsprozess aufrechterhalten. Ein besseres Verstindnis die-
ser Prozesse wird entscheidend sein, um weitere Ansétze fiir eine zielgerichtete Therapie zu
finden und die richtigen Patienten fiir diese Therapieansétze auf der Basis eines molekularen,

pradiktiven Markerpanels auszuwihlen.

2.2.3 Diagnostik, Therapie und klinisches Management von CRSwNP-Patienten

In der Diagnostik der akuten wie auch der chronischen CRS steht die klinische Erhebung der
Symptome (s.2.1.2) im Vordergrund (STUCK et al., 2018). Nur bei persistierenden Sympto-
men, geplanter operativer Therapie oder Auftreten von Komplikationen wird eine weiterfiih-
rende Diagnostik empfohlen (FOKKENS et al., 2020). Um die Lebensqualitit (health-related
quality-of-life, HRQL) der betroffenen Patienten messbar zu machen, gibt es mehrere Verfah-
ren (patient reporting outcome measures, PROMS). Einer davon ist der SNOT-22 Fragebogen
(Sino-Nasal Outcome Test), der von den Patienten ausgefiillt wird und Aussagen iiber den
krankheitsspezifischen Gesundheitsstatus und die gesundheitsbezogene Lebensqualitét gibt. Je
hoher der Endwert ist, desto hoher ist die Einschrinkung der Lebensqualitit (J. BOCK, 2018).
Die meisten PROMS decken jedoch nicht das gesamte Spektrum der Symptome ab. So versagt

beispielweise der SNOT-22 Fragebogen darin, die Dauer der Medikamenteneinnahme zu be-

-15-



Einleitung

stimmen (BAUMANN, 2009). Dennoch wird der SNOT-22 in Kombination mit dem endosko-
pisch zu bestimmenden Lund-Kennedy Score und zusétzlicher Anamneseerhebung in den ak-
tuellen Leitlinien und Positionspapieren der Fachgesellschaften fiir Rhiniosinusitis-Patienten
empfohlen (BAUMANN et al., 2007; FOKKENS et al., 2020; HOPKINS et al., 2009). Ein
weiteres Messinstrument ist der ,,Short Form 36 Health Survey (SF-36), welcher aus 36 Ein-
zelfragen besteht und weltweit der am héaufigsten eingesetzte Fragebogen zur Messung der all-
gemeinen gesundheitsbezogenen, jedoch nicht spezifisch an die nasale Funktion gebundene,
Lebensqualitét ist (GARRATT et al., 2002). Die bereits erwédhnte endoskopische Untersuchung
stellt einen weiteren wichtigen Diagnoseschritt dar, um die Polypengroe zu bestimmen
(s.Abbildung 1) (AGARWAL et al., 2020). Eine Computertomographie der Nasennebenhdhlen
ohne die Gabe von Kontrastmittel ist in der radiologischen Evaluation der aktuelle Goldstan-
dard (HIRSCH et al., 2017). Bei Kindern und Schwangeren kann als Alternative auch auf eine
digitale Volumentomographie (DVT) oder Magnetresonanztomographie (MRT) zuriickgegrif-
fen werden. Der meist angewendete und validierte Score zur Befundung der Schnittbildgebung
hinsichtlich des Schweregrades einer sinunasalen Entziindung ist der Lund-Mackay Score
(LMS), welcher Werte bis 24 (12 pro Seite) annehmen kann. Je niedriger der Wert ist, desto
besser ist der negative pradiktive Wert (NPV) fiir das Fehlen einer ARS/CRS. Um eine Allergie
der oberen Atemwege zu diagnostizieren, wird als initiales Screening ein Prick-Test empfohlen
und/oder der Gesamt-Serum-IgE Wert bestimmt. Fakultativ konnen im weiteren Verlauf Aller-
gen-spezifische IgE-Antikorper-Titer mittels RAST (Radio-Allergo-Sorbent Test) bestimmt
werden. Auch Riechtests zur subjektiven Olfaktometrie, beispielsweise unter Verwendung der
European Sniffin’Sticks (s. 3.8 Olfaktometrie), werden im diagnostischen work-up der CRS-
wNP empfohlen. Eine histologische Diagnose steht aktuell noch nicht im Vordergrund, wird
aber vermutlich zukiinftig an Bedeutung gewinnen, um den Endotyp der Entziindung zu be-
stimmen und eine zielgerichtete Therapie, zum Beispiel mit Biologika, zu ermdglichen (AKDIS

etal., 2013; DE GREVE et al., 2017; ORLANDI et al., 2021; STEVENS et al., 2016).

In der Erstlinientherapie der CRSwWNP wird zunédchst das regelméfige Nasenspiilen mit physi-
ologischer Kochsalzldsung, Inhalationen und die Anwendung von topischen Steroiden in Form
von cortisonhaltigen Nasensprays, beispielsweise mit dem Wirkstoff Mometason (SMALL et
al., 2005), iiber einen Zeitraum von mindestens 4-6 Wochen empfohlen (s. Abbildung 10)
(ORLANDI et al., 2021).
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Abbildung 10 Therapie und Empfehlungen fiir Erwachsene Patienten mit CRS nach EPOS 2020,
(FOKKENS et al., 2020), CRS: chronic rhinosinusitis; CT, computed tomography; INCS, intranasal corticoste-

roids spray; OTC, over-the-counter.

Diese MaBnahmen unterstiitzen die Schleimhaut dabei sich zu beruhigen und abzuschwellen,
festsitzende Pathogene herauszuspiilen und durch Cortison die reaktive und/oder endogene Ent-
ziindungsreaktion zu unterdriicken. Zudem sollte in regelmiBigen Abstinden der Therapieer-
folg liberpriift werden, exazerbierende Faktoren eruiert und vermieden sowie eine Aufklérung

bzgl. eines Ubergebrauchs von Antibiotika durchgefiihrt werden (ORLANDI et al., 2021).

Bei Fortbestehen der Symptomatik nach dieser konservativen Therapie fiir 4-6 Wochen sollte
die Diagnostik weitergefiihrt und Komorbidititen ausgeschlossen werden. Bei lokalen/ unila-
teralen Polypen wird bei Versagen der konservativen Therapie in der Regel eine Operation
empfohlen (HELLINGS et al., 2013). Entsprechend des heutigen Goldstandards handelt es sich

dabei um eine endonasal-endoskopische Nasennebenhohlenoperation (Functional Endoscopic
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Sinus Surgery, FESS). Das entziindliche Gewebe kann dadurch entfernt und die Obstruktion
beseitigt werden, damit die Medikamenten besseren Zugang zur Schleimhaut haben und es zu
einem Abheilen des Entziindungsprozesses kommt (KIM et al., 2021). Auch nach der Operation
ist eine Fortfithrung der topischen Steroidtherapie von entscheidender Bedeutung fiir den letzt-
lichen Therapieerfolg (DECONDE et al., 2017). Bei der diffusen/ bilateralen CRS ist eine Ope-
ration (FESS) weniger erfolgsversprechend, hiufig jedoch nicht zu vermeiden (s. Abbildung

11).

Secondary diffuse CRS
(e.g. vasculitis / immune disorder)

Presence of:

Diffuse / bilateral CRS

« Bleeding / crusting
« Severe pain
«Tissue loss

« Serologic investigations
« Consider biopsy
+CTscan

« Involvement of other organs

« Involve appropriate specialists

to treat underlying disease

i dical th,

pProf py (AMT)
« Nasal steroid (drops / spray / rinses) @)

« Saline rinses
6-12 weeks:
improvement?

« Educate technique / compliance
(=)

« Consider OCS
Additional work-up:
CT-scan, SPT, lab; reconsider treatable traits, compliance

Type2

« Main complaint often smell loss
or blockage/congestion

«N-ERD and/or asthma

« Atopy

Non-type 2

« Main complaint often
discharge/facial pain

« Less asthma

« Less atopy

NE: polyps, eosinophilic mucin
Lab: elevated IgE, eosinophilia

NE: purulence
Lab: normal IgE, no eosinophilia

AMT (+ longterm antibiotics)
or
FESS

(+)
(-) (-)

Additional therapy
Consider:

« Biologicals (+)
Additional investigations

« ATAD in case of N-ERD
6-12 weeks:
improvement?
Consider:

« OCS taper
« Revision surgery

« Secondary diffuse CRS (-)

(e.g. vasculitis / immune disorder)

Additional therapy
Consider:

« Xylitol rinses

« Longterm antibiotics
« Revision surgery

ALARM SYMPTOMS

« Periorbital oedema/erythema
« Displaced globe

« Double vision

« Ophthalmoplegia

« Reduced visual acuity
« Severe headache

« Frontal swelling

« Signs of sepsis

« Signs of meningitis

« Neurological signs

« Unilateral symptoms
«Bleeding

« Crusting

- Cacosmia

AFRS

«Young

« Atopy

+Warm humid climate
+ Asthma

« SPT: positive for fungi

Consider:

« MRI of sinuses with contrast

« Ophthalmology and
neurosurgery consultation

« Preoperative OCS

FESS

+ Tailored (extended) surgery
to remove all debris

+ Histopathology
eosinophils, hyphae, CL crystals
« Culture fungus

Saline rinses

Consider immunotherapy

Repeat imaging with
concern for recurrence

Abbildung 11 EPOS 2020 Management Schema der diffusen CRS, (FOKKENS et al., 2020), AMT, appro-
priate medical therapy; ATAD, Aspirin treatment after desensitisation; CRS, chronic rhinosinusitis; CT, computed
tomography; FESS, functional endoscopic sinus surgery.

Zusitzlich zu den lokalen Kortikosteroiden, Inhalationen und der Kochsalzlosung kann vor der

Indikation zu einer FESS noch eine systemische Steroidtherapie erwogen werden (ALOBID et
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al., 2014; ORLANDI et al., 2021). Wegen der erheblichen Nebenwirkungen' sind diese aber
nicht zur Langzeitanwendung geeignet (HOX et al., 2020). Weitere Mallnahmen sind beispiel-
weise eine orale Aspirin-Therapie (aspirin treatment after aspirin desensitation (ATAD)) bei
Patienten mit einem Samter-Trias/Widal-Syndrom? als Ursache der CRSWNP oder eine Gabe
von Antibiotika in niedriger Dosierung iiber mehrere Wochen, wobei bei CRSwNP-Patienten
die Anwendung von Doxycyclin empfohlen wird (KLIMEK et al., 2014; RUDMIK, SOLER,
2015; STEVENS et al., 2017).

Allerdings zeigen diese Verfahren hdufig nur eine kurzzeitige Besserung der Symptome, die
Rezidivrate bleibt bei CRSwNP-Patienten trotz Therapie hoch (DECONDE et al., 2017). Bis
zu 60 % aller CRSwNP-Patienten entwickeln im weiteren Verlauf auch nach chirurgischer The-
rapie ein behandlungsbediirftiges Rezidiv (DECONDE et al., 2017; ROSATI et al., 2020), so
dass bei diesen Patienten nicht selten mehrfache Nasennebenhohlenoperationen im Krankheits-
verlauf notwendig werden. Vor allem Patienten mit Komorbidititen wie Asthma bronchiale
oder Aspirin-Intoleranz neigen zur Entwicklung von Rezidiven (LOFTUS et al., 2020;
MENDELSOHN et al., 2011; ROSATI et al., 2020; STEVENS et al., 2017).

Fiir CRSwNP Patienten, die ein Rezidiv trotz leitliniengerechter Therapie einschlieBlich einer
FESS entwickeln, welches nicht suffizient durch weitere Operationen und/oder systemische
Cortisongaben beherrscht werden kann, kann der Einsatz von Biologika wie Dupilumab als
Therapieoption erwogen werden (BACHERT et al., 2021). Auf diese innovative Therapieform,
die erst seit wenigen Jahren zur Behandlung von CRSwNP Patienten zur Verfiigung steht, wird

im folgenden Kapitel ndher eingegangen.

! Nebenwirkungen bei langfristiger Anwendung von Steroiden: Ubergewicht, Osteoporose, Frakturen, erhdhtes
Infektionsrisiko, Glaukom, Schlafstérungen, Depressionen, Angststérungen etc. (71. Hox V, Lourijsen E,
Jordens A, Aasbjerg K, Agache I, Alobid I, Bachert C, Boussery K, Campo P, Fokkens W, Hellings P, Hopkins
C, Klimek L, Makela M, Mosges R, Mullol J, Pujols L, Rondon C, Rudenko M, Toppila-Salmi S, Scadding G,
Scheire S, Tomazic PV, Van Zele T, Wagemann M, van Boven JFM, Gevaert P (2020) Benefits and harm of
systemic steroids for short- and long-term use in rhinitis and rhinosinusitis: an EAACI position paper. Clin Transl
Allergy 10:1)

2 Samter-Trias/Widal-Syndrom: Trias aus Sensitivitit gegeniiber ASS und anderen NSAIDs, Nasale Polypen und
Bronchialem Asthma (79. Klimek L, Dollner R, Pfaar O, Mullol J (2014) Aspirin desensitization: useful
treatment for chronic rhinosinusitis with nasal polyps (CRSwWNP) in aspirin-exacerbated respiratory disease
(AERD)? Curr Allergy Asthma Rep 14:441)
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2.2.4 Dupilumab

Dupilumab ist ein humaner, monoklonaler Antikorper, der spezifisch die a-Untereinheit des
Interleukin-4 Rezeptors iiber eine direkte Bindung hemmt, und dadurch sowohl das IL-4 als
auch das IL-13 Signaling inhibiert (JONSTAM et al., 2019). Diese Signalwege stellen Schliis-
selelemente der Typ-2-Entzlindungsreaktion dar. Die erste Zulassung erhielt Dupilumab durch
die Europiische Arzneimittelkommission (EMA) im September 2017 zur Behandlung von Er-
wachsenen mit mittelschwerer bis schwerer Neurodermitis (BLAUVELT et al., 2017;
SHIRLEY, 2017). Im Februar 2019 wurde eine weitere Zulassung der EMA zur Behandlung
von Patienten ab 12 Jahren mit schwerem Asthma bronchiale als Add-on Therapie zu inhalati-
ven Kortikosteroiden ausgesprochen (CASTRO et al., 2018; WENZEL et al., 2013). Bei beiden
Erkrankungen stellt wie auch bei der CRSwNP eine chronische Typ-2-Entziindung den wesent-
lichen molekularen Krankheitsmechanismus dar (SHIRLEY, 2017). Grundlage der Zulassung
einer Therapie von CRSwNP-Patienten mit Dupilumab waren zwei multizentrische, randomi-
sierte, Placebo-kontrollierte Doppelblind-Studien (LIBERTY NP SINUS-24 und LIBERTY
NP SINUS-52), deren Ergebnisse im Journal Lancet im Jahr 2019 publiziert wurden (s. Abbil-
dung 12) (BACHERT et al., 2019). In den beiden Phase-3-Studien wurden insgesamt 724 CRS-
wNP-Patienten rekrutiert und in eine Dupilumab-Behandlungsgruppe sowie eine Placebo-
Gruppe randomisiert. Eingeschlossen wurden mindestens 18-jahrige CRSwNP-Patienten, die
Krankheitssymptome trotz topischer Steroidbehandlung zeigten und in den zuriickliegenden 2
Jahren entweder eine systemische Steroidtherapie oder eine Nasennebenhdhlenoperation bend-
tigt hatten. In der SINUS-24 Studie erhielten die Patienten entweder (1:1 Randomisierung)
300mg Dupilumab subkutan oder Placebo subkutan alle 2 Wochen fiir insgesamt 24 Wochen.
In der SINUS-52 Studie erhielten die Patienten entweder (1:1:1 Randomisierung) 300mg Du-
pilumab subkutan alle 2 Wochen fiir 52 Wochen oder 300mg Dupilumab subkutan alle 2 Wo-
chen fiir 24 Wochen und dann fiir weitere 28 Wochen alle 4 Wochen oder Placebo alle 2 Wo-
chen fiir 52 Wochen. Alle Patienten filihrten die topische Steroidbehandlung mit einem corti-
sonhaltigen Nasenspray fort. Als primédre Endpunkte wurden die Verdnderung des nasalen Po-
lypenscores nach 24 Wochen Therapie und die Verdnderung der nasalen Obstruktion nach 24
Wochen definiert. Bei sehr guter Vertriglichkeit des Medikaments zeigte sich letztlich fiir beide
primiren Endpunkte eine signifikante Verbesserung nach 24 Wochen Therapie mit Dupilumab
verglichen mit Placebo (s. Abbildung 12). So zeigten 46 % der Patienten eine Verbesserung
hinsichtlich des nasalen Polypenscores um mindestens zwei Punkte (BACHERT et al., 2019).

Weiterhin waren eine Verbesserung der Riechfdhigkeit, der Symptome und der Lebensqualitét
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sowie die reduzierte Notwendigkeit von oraler Steroidgabe und FESS zu beobachten

(BACHERT et al., 2019).

—a— Placebo —m— Dupilumab every 2 weeks —#— Dupilumab every 2 weeks until week 24 and
---- Treatment ended at week 24 every 4 weeks until week 52

A Nasal polyp score

05+
0

-0-5

SINUS-24

SINUS-52

i Offtreatment i

LS mean change from baseline

0
-0-2
-0-4
-0-6 1
-0-8
-1.04
124
-1.4
-1.6 T

LS mean change from baseline

T T T T 1 T U 1 1 1 1 I 1

> MY PP G
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A

Treatment period (weeks) Treatment period (weeks)

Abbildung 12 Therapieeffekt einer systemischen Dupilumab-Therapie bei Patienten mit chronisch-polypdser
Rhinosinusitis in der SINUS-24- und SINUS-52-Studie. (A) Verdnderung des nasalen Polypenscores unter Du-
pilumab (blaue Linie) bzw. Placebo (violette Linie). (B) Verdnderung der Nasenatmungsbehinderung unter Dupi-
lumab (blaue Linie) bzw. Placebo (violette Linie). LS — least squares. Abbildung modifiziert aus Bachert et al. 2019.

Es zeigte sich dabei im Vergleich des 24-Wochen-Therapiearms und des 52-Wochen-Thera-
piearms in der SINUS-52-Studie, dass ein Absetzen der Therapie nach 24 Wochen mit einer
erneuten Zunahme der Beschwerden und einem erneuten Polypenwachstum einhergeht, so dass
eine Behandlung von CRSwNP-Patienten mit Dupilumab nach dem gegenwirtigen Stand der
Wissenschaft eine Dauertherapie darstellt. Als Folge dieser Studienergebnisse wurde Dupi-
lumab zur Behandlung von CRSwNP-Patienten, deren Krankheitsbild nicht ausreichend ent-
weder durch systemische Steroide oder Nasennebenhohlen-Operationen kontrolliert werden
kann, als Add-On-Therapie zusétzlich zur topischen Steroidbehandlung mit cortisonhaltigem
Nasenspray in Form einer subkutanen Injektion alle 2 Wochen im Oktober 2019 durch die eu-

ropdische Arzneimittelkommission zugelassen.

In Abbildung 13 ist der Wirkmechanismus von Dupilumab bildlich veranschaulicht. Der Anti-
korper hemmt die Typ-2 Inflammation und damit einhergehend die IgE Produktion und die
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Eosinophilie (HH et al., 2020). So wird das Remodelling und die vermehrte Schleimbildung
unterdriickt (HH et al., 2020). Sowohl die Symptome der Patienten als auch die Typ-2-Biomar-
ker im Blut nehmen dadurch unter Dupilumab-Therapie ab (JONSTAM et al., 2019).

Chronic rhinosinusitis
with nasal polyposis:

Symptoms include nasal
congestion, discharge,

Activation of
loss of smell Type 2 1 Polypoid mass
Th”2 O;Iher ; biomarkers — 1
celis Inflammatory Symp[oms
cells — 1
_—~ TARC Type 2 biomarkers
Type 2 inflammation @ =~ PARC Nasal secretions:
Nasal secretions:
in sinonasal mucosa
and polyps
Eosinophil activation/recruitment Dupilumab 1 TR
, “ Type 2 T % IL4Ra | Eotaxin-3
cytokines w e ECP + \ mAb -
e
: Nasal polyp tissue:
IL-4
ILC2 B cell activation/recruitment
—L-13 l Total IgE
IL-5 \ N e EE
Eot
@ )-K l otaxins
Th2 cell £ | PARC
| ece

Epithelial cells
/ Nasal secretion

PSR TARC
— Eotaxins

Abbildung 13 Wirkmechanismus des Antikérpers Dupilumab, modifiziert nach (JONSTAM et al., 2019);
nédhere Erlduterungen siche Text.

Die aktuellen EPOS-Empfehlungen zur Indikation einer Dupilumab-Therapie in Ergdnzung zu
den durch die EMA vorgegeben bedingt verpflichtenden Indikationskriterien sind in Abbildung
14 veranschaulicht. Patienten, die bilaterale Polypen aufweisen und bereits eine operative The-
rapie in Form einer FESS hatten beziehungsweise nicht fit genug fiir eine Operation waren,
sollten drei der folgenden Kriterien erfiillen, um sich fiir eine Dupilumab-Therapie zu eignen
(FOKKENS et al., 2020): Es muss eine Typ-2 Inflammation vorliegen (RAMPI et al., 2022).
Diese kann durch eine Eosinophilie im Blutbild von > 250 Zellen/ul oder Serum-IgE Werten >
100 IU/ml nachgewiesen werden. Ein weiteres Kriterium ist der Einsatz von systemischen Kor-
tikosteroiden von > 2-mal pro Jahr oder eine Langzeitnutzung iiber mehr als drei Monaten.
Kontraindikationen fiir eine systemische Kortikosteroidtherapie werden ebenfalls als Kriterium
akzeptiert. Das dritte Kriterium ist eine signifikante Einschrdnkung der Lebensqualitit, was

beispielweise durch einen Score > 40 im SNOT-22 Fragebogen nachgewiesen werden kann.
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Ein eingeschranktes Riechvermdgen und die Diagnose eines Asthma bronchiale zéhlen eben-
falls zu den Kriterien. Klimek et al. veroffentlichten 2020 ein Dokument zur Orientierung fiir
Fachérzte, um die Indikation einer Dupilumab-Therapie bei CRSWNP evidenzbasiert stellen zu

konnen (s. 9.1 Anhang) (KLIMEK et al., 2020).

Indications for biological treatment in CRSWNP

EPOS

Presence of bilateral polyps in a patient who had ESS*

l THREE criteria are required

/ \

Criteria Cut-off points

- Evidence of type 2 inflammation - Tissue eos =10/hpf, OR blood eos =250, OR total IgE =100

« Need for systemic corticosteroidsor = 2 courses per yr, OR long term (>3 months)
contraindication to systemic steroids low dose steroids

- Significantly impaired quality of life « SNOT-22 =40

« Significant loss of smell - Anosmic on smell test (score depending on test)

« Diagnosis of comorbid asthma - - Asthma needing regular inhaled corticosteroids

*exceptional circumstances excluded (e.g., not fit for surgery)

Abbildung 14 Indikationen einer Biologika Therapie bei CRS nach EPOS 2020, modifiziert nach
(FOKKENS et al., 2020), CRS, chronic rhinosinusitis; CRSwNP: chronic rhinosinusitis with nasal polyps; ESS,
endoscopic sinus surgery; hpf: high power field (x400); SNOT-22, sino-nasal outcome test-22.

Die Tatsache, dass in dem EPOS 2020 Papier eigene Kriterien entwickelt wurden, um geeignete
Patienten fiir eine Dupilumab Therapie auszuwéhlen, zeigt, dass ein reines Erfiillen der Zulas-
sungskriterien der EMA nicht ausreichend fiir eine zielgerichtete und effektive Patientenselek-
tion erscheint. Zusétzliche Kriterien bzw. Marker sind erforderlich, um die wirklich mit einer
hohen Wahrscheinlichkeit von dieser Therapie profitierenden Patienten auszuwihlen. Auch an-
gesichts der enorm hohen Kosten der Dupilumabtherapie (ca. 20.000 Euro pro Patient und Jahr)

wird die korrekte Patientenselektion in Zukunft von entscheidender Bedeutung sein.

Die Wirksamkeit von Dupilumab bei CRSwNP Patienten wurde in mehreren weiteren Studien
nachgewiesen, wie beispielweise das State of the Art Review von Kim et al. zeigt (BACHERT
et al., 2019; HH et al., 2020; HOFFMANN et al., 2022; JONSTAM et al., 2019; KIM et al.,
2021). Abbildung 15 zeigt den Verlauf verschiedener Parameter im Laufe der SINUS-52 Studie
und veranschaulicht dabei sehr gut, dass vor allem Patienten von der Dupilumab-Therapie pro-
fitieren, die vor kurzem eine Operation hatten oder die Komorbidititen Asthma, NSAID-ERD?
oder allergische Rhinitis aufweisen (HELLINGS et al., 2022). Man erkennt auerdem, dass der

3 NSAID-ERD/ N-ERD: Nonsteroidal anti-inflammatory drug exacerbated respiratory disease
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Unterschied im Vergleich zur Placebo-Gruppe signifikant ist und dass die Wirkung des Anti-
korpers sehr schnell nach Therapiebeginn Eintritt (HELLINGS et al., 2022).

m w
] </)1O'0
K} a
3 3
wn € Ee
a8 [
N o <
Zc 5 ©
[ [ =
© ©
Q (]
€ €
) (2]
- -

("'5' Placebo (N) Dupilumab (N)
- ‘:,I' All patients: ---[J--- (153) —{1— (150)
N2 Prior surgery: ---O--- (88) —O— (88)
58 Asthma: ==-O-= (91) —O— (85)
z % NSAID-ERD: ---x--: (44) —x— (35)

GE) Allergic rhinitis: ---A... (88) —A— (92)

4

048 16 24 40 52
Weeks

Abbildung 15 Verinderung der Werte der CRSwNP-Patienten bis Woche 52 der SINUS-52 Studie, modifi-
ziert nach (HELLINGS et al., 2022), LS, least squares; NSAID-ERD, nonsteroidal anti-inflammatory drug-exa-
cerbated respiratory disease; SNOT-22, 22-item Sino-Nasal outcome Test.

Mehrere Studien zeigen, dass Dupilumab nicht nur erfolgreich wirkt, sondern auch eine gute
Anwendbarkeit und Vertriglichkeit bei geringem Nebenwirkungsprofil zeigt (BACHERT et
al., 2019; HOFFMANN et al., 2022; SAKMEN et al., 2022; SEUTHE et al., 2022). Die am
hiufigsten berichteten Nebenwirkungen waren Félle von Nasopharingitis, Reaktionen an der
Injektionsstelle (z.B. Rétungen, Schwellungen und Juckreiz), Uberempfindlichkeitsreaktionen
bis hin zu einem allergischen Schock und Kopfschmerzen (BACHERT et al., 2016; ORLANDI
et al., 2021). Zudem wurden Félle einer Eosinophilie hdufig (>1/100, <1/10) beschrieben
(AEDA, 2019; BACHERT et al., 2021; SANOFI, 2022). Bei Patienten mit atopischer Derma-
titis wurden unter Dupilumab-Therapie Fille von systemischen Uberempfindlichkeitsreaktio-
nen und Konjunktivitiden beschrieben (KLIMEK et al., 2020). Bei Asthma Patienten wurden
eosinophile Pneumonien und Vaskulitiden beobachtet (MENZELLA et al., 2019; SANOFI,
2022). Da eine eosinophile Granulomatose mit Polyangiitis (EGPA) eine Differentialdiagnose
der schweren CRSWNP ist, muss bei einer Eosinophilie von mehr als 10 % besonders auf Ne-

benwirkungen wie vaskulitische Hautausschldge, Verschlechterung der Lungensymptomatik,
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Neuropathie und kardiale Komplikationen geachtet werden (KLIMEK et al., 2020). Kontrain-
dikationen sind aufgrund der fehlenden Datenlage Schwangerschaft, Stillzeit sowie schwere
Nieren- beziehungsweise Leberfunktionsstorungen (AEDA, 2019; KLIMEK et al., 2020). In
diesen Féllen muss die Indikationsstellung sorgféltig mit dem behandelnden Arzt/ der behan-

delnden Arztin abgewogen und individuell diskutiert werden (SANOFI, 2022).

Wurde die Indikation zu einer Dupilumab-Therapie bei CRSwWNP gestellt, sollte in regelméaBi-
gen Abstinden evaluiert werden, wie und ob die Antikorper-Therapie wirkt (s.Abbildung 16)
(FOKKENS et al., 2019; KLIMEK et al., 2020). Man spricht von einem Ansprechen der The-
rapie, wenn sich die Polypengrofle reduziert, der Bedarf an systemischen Steroiden abnimmt,
sich die Lebensqualitit und das Riechvermogen verbessern und die Auswirkungen der Komor-
biditidten abnehmen. Bei keinem ausreichenden Ansprechen sollte die Antikdrper-Therapie ab-
gebrochen und entweder eine Operation oder der Wechsel auf ein alternatives Biologikum er-

wogen werden (s. Abbildung 16 und Abbildung 17) (BACHERT et al., 2021).

Defining response to biological treatment in CRSWNP 905

Evaluation of 5 criteria
5 criteria

« Reduced nasal polyp size

« Reduced need for systemic corticosteroids
« Improved quality of life prep——
« Improved sense of smell C12citeria

« Reduced impact of co-morbidities No response

Evaluate treatment response after 16 weeks O
I e
Discontinue
¢ treatment
if no response
Evaluate treatment response after 1 year inany
. [ } . —~ of the criteria

Abbildung 16 Ansprechkriterien der Biologika Therapie bei CRSWNP nach EPOS 2020, modifiziert nach
(FOKKENS et al., 2020); Erléduterungen siche Text.
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(——< Selection of a biologic drug and monitoring of its effectiveness >——ﬂ

prediction of response in an individual patient is not possible today
a4 )
v'Confirm diagnosis of uncontrolled severe CRSwWNP
v'Check for comorbidity (asthma, N-ERD) and consequences
v'Check that type 2 inflammation is highly likely
v Inform patient on treatment options, perspectives and risks
v'Take decision on surgery or biologic drug with an informed
patient
v'Select biologic drug (note limitations applicable for specific
drugs)
& % J
/—C After 6 months of treatment )ﬁ
a R
Improvement of at least one symptom/score: No Stop - change to surgery or
* Sense of smell: from anosmia to hyposmia/ another biologic drug
normosmia, smell score increase > 0.5
* NCS: decrease by > 0.5 or objective testing
* NPS: decrease by > 1 by nasal endoscopy
. sNOT-22: rgductlon of > 8.9 (minimal clinically Salvage surgery under
important difference) biologic protection
& VAS total symptoms: reduction of > 2 cm
J
Improvement not Additional short course of
acceptable to the patient systemic GCS
Yes
Improvement acceptable to Continue with biologic
< the patient treatment L
(—C After 12 months of treatment )ﬁ
£ i Consider another biologi
Adequate response (all of these definitions is e a;ot o
fulfilled): 8
* NPS < 4 (total of both sides) No
* NCS<2
* VAS total symptoms < 5 Surgery
* SNOT-22 score < 30
Further, there should be no current need for surgery
or sxs[emic GCS Yes Continue with biOlOgiC
\ J treatment
- p/

Abbildung 17 Monitoring bei Dupilumab-Therapie, modifiziert nach (BACHERT et al., 2021); CRSwNP,
chronic rhinosinusitis with nasal polyps; N-ERD, nonsteroidal anti-inflammatory drug-exacerbated respiratory
disease; NCS, nasal congestion score; NPS, nasal polyp score; SNOT-22, 22-item Sino-Nasal Outcome Test; VAS,
visual analog scale; GCS, glucocorticosteroid.
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2.2.5 Weitere Biologika in der Therapie der CRSwNP

Seit der Zulassung von Dupilumab 2019 wurden zwei weitere Biologika in der Therapie der

CRSwNP zugelassen (BORISH et al., 2022; KOSKI et al., 2022):

Omalizumab ist ein humaner monoklonaler Antikdrper, der frei zirkulierende Immunglobuline
der Klasse E bindet und dadurch deren Signaling und biologische Effekte inhibiert
(AGARWAL et al., 2020). Die erste Zulassung erlangte Omalizumab 2003 fiir Patienten, die
unter einem therapieresistenten Asthma leiden (AGARWAL et al., 2020; BUSSE et al., 2001).
Auch fiir den Einsatz bei unkontrollierter, chronisch idiopathischer Urtikaria folgte die Zulas-
sung (PFAAR et al., 2021). In den folgenden Jahren wurde beobachtet, dass der Einsatz des
Antikorpers auch zu einer Reduktion der nasalen Polypen bei Asthma-Patienten und zu einem
reduzierten Einsatz von intranasalen kortisonhaltigen Nasensprays fiihrt (PENN, MIKULA,
2007). Omalizumab ist seit 2020 auch als Add-on Therapie der CRSWNP basierend auf den
beiden Phase III Studien POLYP 1 und POLYP 2 mit den gleichen Indikationskriterien wie
Dupilumab zugelassen (GEVAERT et al., 2020).

Mepolizumab ist ein humaner Anti-IL-5 Antikorper, der 2015 das erste Mal zur Add-on The-
rapie bei Patienten mit schwerem Asthma vom eosinophilen Phédnotyp zugelassen wurde
(ORTEGA etal., 2014). Die Wirkung besteht darin, die Differenzierung und das Uberleben von
Eosinophilen zu verhindern (AGARWAL et al., 2020). Auch im Einsatz gegen nasale Polypen
konnte eine Wirkung beobachtet werden, die vor allem eine Reduktion der Polypengréfie und
die Symptomreduktion betrifft (GEVAERT et al., 2011). Die Notwendigkeit von Nasenneben-
hohlen-Operationen nahm unter einer Antikdrpertherapie mit Mepolizumab ebenfalls signifi-
kant ab (BACHERT et al., 2017; HAN et al., 2021). Seit der Veroffentlichung der Phase III
Studie SYNAPSE im Jahr 2021 ist Mepolizumab ebenfalls als Add-on Therapie bei therapie-
refraktdrer CRSwNP zugelassen (HAN et al., 2021).

Abbildung 18 fasst die Targets der drei genannten Antikorper bildlich zusammen.
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Abbildung 18 Zusammenfassung der Pathophysiologie und Targets der monoklonalen Antikdérper bei Na-
salen Polypen, modifiziert nach (AGARWAL et al., 2020).

Welche der inzwischen drei zur Behandlung von Patienten mit therapierefraktarer CRSwWNP
zugelassenen Biologika primér zur Anwendung kommen sollte, ist bisher nicht abschlieend
geklirt und wird gegenwirtig auch nicht in Studien untersucht. Hier ist es immer eine von ver-
schiedenen Faktoren abhéngige Einzelfallentscheidung, die gemeinsam mit dem betroffenen
Patienten getroffen werden sollte, um zu klidren welches Biologikum primédr zum Einsatz

kommt.

2.2.6 Ziele der Therapie der CRSwNP

Das primére Ziel der Therapie der CRSWNP ist es, ein Stadium der klinischen Kontrolle zu
erreichen, in dem der Patient keine Symptome mehr hat oder die Symptome die Lebensqualitét
nicht mehr wesentlich einschrinken (FOKKENS et al., 2020). In Abbildung 19 wird die Be-

wertung der klinischen Kontrolle zusammengefasst.
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EPOS

Nasal blockage’

EPOS 2020: Assessment of current clinical control of CRS (in the last month)

Not present or not bothersome?

Present
on most days of the week?

Present
on most days of the week?

Rhinorrhoea / Postnasal drip?

Little and mucous?

Mucopurulent
on most days of the week3

Mucopurulent
on most days of the week3

Facial pain / Pressure’

Not present
or not bothersome?

Present
on most days of the week?

Present
on most days of the week?

Smell

Normal
or only slightly impaired?

Impaired?

Impaired?

Sleep disturbance or fatigue'

Not present?

Present?

Present®

Nasal endoscopy
(if available)

Healthy
or almost healthy mucosa

Diseased mucosa*

Diseased mucosa*

Rescue treatment
(in last 6 months)

Not needed

Need of 1 course of
rescue treatment

Symptoms (as above) persist
despite rescue treatment(s)

1Symptoms of CRS; 2 For research VAS < 5; 3 For research VAS > 5; 4 Showing nasal polyps, mucopurulent secretions or inflamed mucosa

Abbildung 19 Bewertung der klinischen Kontrolle der CRS nach EPOS 2020, (FOKKENS et al., 2020);
CRS, chronic rhinosinusitis; VAS, visual analogue scale.

In Abbildung 20 wiederum sind die Schwéchen, Stirken, Mdglichkeiten und Gefahren der
CRS-Therapie veranschaulicht, die aus der SWOT*-Analyse von Hellings stammen
(HELLINGS, 2022). Der neue Einsatz von Biologika und die dadurch gewonnene Lebensqua-
litat sind dabei ganz klar als Vorteile genannt. Leider sind allerdings auch viele Schwichen

aufgelistet, an denen es in Zukunft noch zu arbeiten gilt (s. Abbildung 20) (HELLINGS, 2022).

4 SWOT-Analyse: strenght, weakness, opportunities and threat
-29.



Einleitung

STRENGTHS WEAKNESSES
Good insight into pathophysiology Incomplete understanding of disease and
Available guidelines with effective treatment responders to treatment, often without cure
options Limited epidemiologic data
Precision medicine applicable in reality Underdiagnosis & undertreatment
Endoscopic sinus surgery well developed with 3D Limited treatment options

guided surgery Lack of coordinated care

New era with available biologicals Inconsistency in guidelines and criteria
Lack of personalized care in daily practice

Limited political awareness
OPPORTUNITIES
Implementation of optimal care THREATS
Prevention, mainly secondary and tertiary

Biomarkers predicting therapeutic response Confusion by overload of information

Gain in quality of life Inconsistency in guidelines
Health-economic savings

Patient advisory board & awareness

Lack of coordination between surgical and non-
surgical approaches

Abbildung 20 Uberblick iiber die Stirken, Schwichen, Moglichkeiten und Gefahren der CRS-Therapie,
modifiziert nach (HELLINGS, 2022); SWOT, strenght, weakness, opportunities and threat.

2.3 Nasale Abstrichzytologie

Die nasale Abstrichzytologie ist ein diagnostisches Werkzeug, das dazu genutzt werden kann
Zellverdnderungen des nasalen Epithels zu analysieren und so Aussagen iiber beispielweise
entziindliche Vorgénge zu machen (FERRARA et al., 2012; GELARDI et al., 2007). Zum Ver-
gleich dient dabei das Wissen iiber die natiirliche Zusammensetzung der nasalen Mukosa, die
in der Regel aus Flimmerzellen, Becherzellen, und Basalzellen besteht (GELARDI et al., 2007).
Das Verhéltnis der Flimmerzellen und Becherzellen ist in der Regel 4:1 (GELARDI et al.,
2016). Nur selten werden noch basophile Granulozyten und Bakterien beobachtet. So kann das
Auffinden von anderen Zellen Aufschluss liber mogliche Pathologien geben. Insgesamt ist die
nasale Abstrichzytologie jedoch sehr wenig verbreitet und findet in der klinischen Praxis keine
relevante Anwendung. Mogliche Griinde sind die hohen Anforderungen an den befundenden
Zytologen, die Komplexitdt der zytologischen Fiarbungen und ein mangelndes Wissen um die
Nutzbarkeit dieser Methode. Dabei bietet die nasale Abstrichzytologie zahlreiche Vorteile so-

wohl fiir den behandelnden Arzt als auch den Patienten:

Dieses diagnostische Tool ist einfach anzuwenden und kann als nicht-invasives Verfahren auch
bei Bedarf nach Belieben wiederholt werden (FERRARA et al., 2012; GELARDI et al., 2007).
AuBerdem stellt es ein sehr giinstiges Verfahren dar. Die genannten Faktoren ermdglichen so-

mit die Anwendung der Nasenabstriche auch im ambulanten Setting und die Nutzung in allen
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Altersklassen (GELARDI et al., 2016). Bereits 1889 wurden erste Versuche mit der nasalen
Abstrichzytologie durchgefiihrt (GELARDI et al., 2007). Man stellte fest, dass Asthma-Patien-
ten eine erhdhte Anzahl an eosinophilen Granulozyten in der Nasenschleimhaut aufweisen
(GELARDI et al., 2007). Im Jahre 1927 wies man dieses Phdnomen auch bei Allergie-Patienten
nach (FERRARA et al., 2012). Seit dem wurden weitere Forschungen betrieben und erkannt,
dass die nasale Abstrichzytologie einen relevanten Nutzen in der Rhinologie aufweisen kann.
So konnte beispielweise mithilfe der nasalen Abstrichzytologie die nicht-allergische Rhinitis
besser unterteilt werden: nicht-allergische Rhinitis mit eosinophilen Zellen (NARES), mit
Mastzellen (NARMA), mit neutrophilen Granulozyten (NARNE, neutrophile Granulozyten >
20 %, assoziiert mit physikalischen und chemischen Irritation, Bsp. GER- Gastrodsophagealer
Reflux) oder gemischten Zellen (NARESMA) (GELARDI et al., 2016). In der klinischen Rhi-
nologie hat sich diese Klassifikation auf Basis der nasalen Abstrichzytologie jedoch nicht

durchsetzen konnen.

Aus technischer Sicht wird empfohlen den mittleren Abschnitt der unteren Nasenmuschel ab-
zustreichen, da dort das Flimmerzellen/Becherzellen-Verhiltnis am ehesten ausgeglichen er-
wartet wird (GELARDI et al., 2016). Als bevorzugte Farbemethode wird die May-Griinwald-
Giemsa Fiarbung gewahlt, da mit dieser Farbung die verschiedenen Zelltypen am besten darge-
stellt werden (FERRARA et al., 2012; GELARDI et al., 2016). Bei einer Infektion nehmen in
erster Linie die Flimmerzellen ab und werden durch Becherzellen ersetzt (Becherzellen Meta-
plasie) (GELARDI et al., 2016). Dadurch lésst sich auch die vermehrte Schleimproduktion im
Rahmen einer Infektion erkldren. Die Flimmerzellen brauchen in der Regel drei Wochen, um
sich wieder zu regenerieren und dies gibt den Bakterien die Chance sich zu vermehren
(GELARDI et al., 2016). Bei einem bakteriellen Infekt sind auBBerdem die neutrophilen Gra-
nulozyten vermehrt und Bakterien in der mikroskopischen Auswertung zu erkennen
(GELARDI et al., 2016). Bei einer allergischen Rhinitis kann man vermehrt eosinophile Gra-
nulozyten und Mastzellen nachweisen (GELARDI et al., 2016). Trotz dieser Erkenntnisse und
dem nachgewiesenen, potentiellen klinischen Nutzen findet die nasale Abstrichzytologie aktu-
ell keine routineméfBige Anwendung in der klinischen Praxis. Nur wenige Arbeitsgruppen welt-
weit beschéftigen sich wissenschaftlich mit der Weiterentwicklung dieser Technik und einer

Ausweitung des Anwendungsspektrums (GELARDI et al., 2018b).
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2.4 Ziele der Arbeit / Fragestellung

Ziel der vorgestellten Arbeit war es, mit der Technik der nasalen Abstrichzytologie die zelluldre
Zusammensetzung der nasalen Schleimhaut- und Entziindungszellen bei Patienten mit einer
CRSwWNP zu untersuchen, die eine systemische Therapie mit dem Antikérper Dupilumab er-
halten. Abstrichentnahmen sollten vor Einleitung sowie wihrend der Durchfiihrung der Anti-
korpertherapie zu mehreren Zeitpunkten erfolgen. Durch die Korrelation der nasalen Differen-
tialzytologie mit dem Therapieansprechen der Patienten sollte so zum einen die diagnostische
Wertigkeit der Abstrichzytologie als priadiktiver Marker fiir ein Ansprechen auf eine Dupi-
lumab-Therapie evaluiert und zum anderen untersucht werden, ob die nasale Abstrichzytologie

zum Therapiemonitoring bei dieser Therapieform genutzt werden kann.

In den beiden SINUS-Studien (Dupilumab Zulassungsstudien) zeigte sich bei den eingeschlos-
senen Patienten eine Ansprechrate hinsichtlich der Verbesserung der klinischen Symptomatik
und der Reduktion der Anwendungshiufigkeit systemischer Steroide von ca. 70-75 %, wobei
die Patienten in unterschiedlichem Ausmal profitierten. Daher stellt es auch vor dem Hinter-
grund der immens hohen Therapiekosten eine wesentliche Herausforderung dar, die Patienten
gezielt und moglichst genau identifizieren zu kdnnen, die von einer Dupilumab-Therapie pro-
fitieren (HH et al., 2020). Nach einheitlicher Meinung der bisher zur Anwendung von Dupi-
lumab in den verschiedenen Indikationen publizierten Studien stellt der Nachweis einer Typ-2
Entziindung den wesentlichen pradiktiven Marker dar, was auch in den Formulierungen der
Zulassungsberichte der EMA entsprechend beriicksichtig wird. Bisher stehen hierzu allerdings
nur Surrogatparameter wie die Serum-IgE-Konzentration oder aber invasive Untersuchungen
wie die histologische Analyse des Polypengewebes zur Verfiigung, so dass ein gro3er Bedarf
an einer validen und in der klinischen Praxis einfach anzuwendenden Diagnostik zur Vorher-
sage des voraussichtlichen Therapieansprechens und zum Therapiemonitoring besteht. Mit der
vorliegenden Arbeite soll ein nicht-invasiver und in der klinischen Praxis einfach anzuwenden-
der Test etabliert werden, der zu einem mdglichst zielgerichteten und kostensparenden Einsatz

von Dupilumab in der Behandlung von CRSwNP-Patienten fiihren kdnnte.
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3 Material und Methoden

3.1 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1 Verbrauchsmaterialien

Material Hersteller Katalognummer
Entfettete Objekttriger mit | R. Langenbrinck GmbH, 03-0060
Mattschild Labor- und Medizintechnik
Medscand Cytobrush Cooper Surgical Co121
Cell Mark Schreiber CellPath MEA-0500-00A
Safety-Multifly-Kaniile Sarstedt 85.1638.235
EDTA K3E/2,7 ml Mono- Sarstedt 05.1167
vetten
Serum-Gel Monovette (4,7 Sarstedt 0034022
ml)
Alkoholisches Hautantisep- | Schiilke 1582673
tiku
May-Griinwald Eosin-Me- Merck KGaA 1.01424.2500
thylenblauldsung modifiziert
Giemsa Azur-Eosin-Methyl- | Merck KGaA 1.09204.2500
enblaulésung
Phosphatpuffer pH 7,2 Herstellung der Apotheke

des UKS
Aqua purificata UKS Anlage

Essigsdure 10% Ph. Eur.,
reinst. aus 100%-iger Essig-

saure

Carl Roth GmbH + Co. KG

6755.1
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Deckgliser R. Langenbrinck GmbH, 01-2450/1
Labor- und Medizintechnik

Entellan Neu Merck KGaA 1.07961.0500

Xylol Otto Fischar GmbH + Co. PZN 09208860
KG

Ethanol 99 % vergéllt mit SAV Liquid Production ETO- 5000-99-1

MEK + Bitrex + IPA GmbH

Formaldehyd- Losung 4,0 % | Otto Fischar GmbH + Co. PZN 02653025

neutral gepuffert KG

Phosphate buffered saline

Sigma- Aldrich Co.

P4417-100TAB

tablet

Target Retrieval Solution pH | Dako Denmark ApS S1699

6,0 (Tris/EDTA- Puffer)

Bovine Serum Albumine Sigma Life Science A2153-50G
Anti-Ribonuclease 3/ECP abcam EPR20357
antibody

Dako Real Detection System | Dako Denmark ApS K5005
Alkaline Phosphatase/RED,

Rabbit/Mouse

Mayer’s Hematoxylin Solu- | MDSS GmbH MHS-32-1L
tion, Sigma Aldrich

GranuloSep™ GSM 1119 HiMedia LS004-100ML
HiSep™ LSM 1077 HiMedia LS001-100ML
Roéhre 15 ml, 120x17mm, Sarstedt 622.554.502
PP

Phosphate Buffered Saline Gibco 20012-019

pH 7,2

Serologische Pipette Sarstedt 86.1253.001
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Cytopsin Filterkarten Shandon Inc. 190005
Cytospin Kiivetten Shandon Inc. 5991040
3.1.1 Chemikalien, Puffer und Losungen
Tabelle 2 Chemikalien, Puffer und Lésungen
Losungen und Puffer Zusammensetzung

Giemsa Azur-Eosin-Methylenblauldsung

25 ml Giemsa-Ldsung + 225 ml Phosphat-
puffer pH 7,2 + 400 pl 10%-ige Essigsiure-
konzentrat

Phosphatpuffer pH 7,2

1,63 g Kaliumhydrogenphosphat + 3,2 g Di-
Natriumhydrogenphosphat + Aqua dest ad
1000 ml (Herstellung der Apotheke des
UKS)

10%-ige Essigsdurekonzentrat

1 ml 100%-ige Essigsdure + 9 ml Aqua dest.

Ethanol 95 %

950 ml Ethanol ad 990 ml Aqua dest.

Ethanol 80 % 800 ml Ethanol ad 990 ml Aqua dest.
Ethanol 70 % 700 ml Ethanol ad 990 ml Aqua dest.
PBS pH 7,4 10 PBS-Tabletten ad 2000 ml Aqua dest.

Demaskierungslosung pH 6,0

25 ml Retrieval Puffer 10x konzentriert +
225 ml Aqua dest.

3 % BSA in PBS

3 g Bovines Serum Albumin Granulat ad 100
ml PBS Waschpuffer

1% BSA in PBS

1,7 ml BSA-PBS + 3,3 ml PBS

Chromogenldsung

750 ul Chromogensubstratlosung + 30 pl
Chromogen Red 1 + 30 pl Chromogen Red 2
+ 30 pl Chromogen Red 3
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3.1.2 Gerite und zugehorige Software
Tabelle 3 Geriite und zugehorige Software

Gerat Firma Modellnummer, Seriennum-
mer

Reiskocher Clatronic express cook RK2925

Thermometer TD11 VWR International bvba Cat. No. 620-1638

Pipetten (verschiedene

Grofen)

Tranferpette Firma Brand

100-1000 pl: 21H25699
2-20 pl: 21A01694

0,5-10 pl: 21H30701

Durchlichtmikroskop

Olympus Europa, Hamburg

BX61
Model U-LH100-3

Kamera: Olympus SC30

ProgRes MF Digitalkamera

Jenoptik, Jena; Laser, Optik,

S/N: 2407-27-0225

Version 8.4.3

Systeme GmbH

Imaging Software CellSens Standard Version 1.12
Magnetriihrer Ikamag Typ RCT, 318826
Filterpapier VWR European Cat. No. 516-0300
Accu-Jet Pro Brand 20E80514
Zentrifuge (Rotina 380) Hettich REF 1701-30

SN 0001738-07
Cytospin 3 Shandon Cat. No. 74000201

Serial No. MA5459-06V
Statistiksoftware GraphPad Software, Prism San Diego, CA, USA
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3.2 Patienten und Studienvisiten

Alle fiir diese Studie rekrutierten Patienten wurden in der Klinik fiir Hals-Nasen-Ohrenheil-
kunde (HNO) des Universititsklinikums des Saarlandes betreut und behandelt. Patienten, die
eine Dupilumab-Therapie bei CRSwNP erhalten, werden in der Klinik fiir Hals-Nasen-Ohren-
heilkunde im Rahmen der Allergiesprechstunde regelmifig, in der Regel alle drei Monate, &rzt-
lich gesehen. Innerhalb eines Jahres wurden von den in die Studie eingeschlossenen Patientin-
nen und Patienten insgesamt fiinf Studienvisiten dokumentiert. Die erste Studienvisite ent-
spricht dem Stadium vor Beginn der Dupilumab-Therapie. Die folgenden vier Studienvisiten
erfolgten jeweils im Abstand von 12 Wochen. So wurden insgesamt Daten von den Zeitpunkten
0, 12, 24, 36 und 48 Wochen nach Therapiebeginn bei allen eingeschlossenen Patienten erho-
ben. Bei jeder Studienvisite wurde eine Blutprobe entnommen (vendses Blut, Serum-Rdhrchen
mit 4,7 ml und EDTA-R6hrchen mit 2,7 ml). Zudem erfolgte jeweils eine Abstrichentnahme
der Nasenschleimhaut, das Ausfiillen eines SNOT-20-Fragebogens, ein Riechtest und die en-
doskopische Beurteilung der Polypengrofle. Alle in die Studie eingeschlossenen Patientinnen
und Patienten hatten nach ausfiihrlicher, medizinischer Beratung und Aufkldrung durch einen
HNO-Facharzt der Klinik schriftlich eingewilligt an der Studie teilzunehmen (s. Anhang Stu-
dienaufkldrung und Datenschutzerklarung). Die Durchfiihrung der Studie wurde von der Ethik-

kommission der Arztekammer des Saarlandes bewilligt (Kennziffer 166/20).

In der folgenden Abbildung ist das Studienschema (study flow chart) dargestellt:

Week 0 12 24 36 48
Screening + inclusion svi sv2 sv3 sv4 SV5
CBSWNP nasal nasal nasal nasal nasal
Indication for swab, swab, swab, swab, swab,
Dupilumab- Polyp Polyp Polyp Polyp Polyp
therapy, Score, Score, Score, Score, Score,
218y’ SNOT-20, SNOT-20, SNOT-20, SNOT-20, SNOT-20,
B blood blood blood blood blood
tolerating nasal
o 4 sample sample sample sample sample
al
. ) . )/ R S

Dupilumab 300mg s.c. every 2 weeks

Abbildung 21 Studienprotokoll; SV, Studienvisite; s.c., subkutan; y, years.

-37-



Material und Methoden

3.3 Patientenrekrutierung und Begutachtung

Der Rekrutierungszeitraum erstreckte sich von Juni 2020 bis Oktober 2021. Durch das Moni-
toring der Patienten von einem Jahr erstreckte sich das Patienten-Follow-up bis einschlieBlich
Oktober 2022. Als Einschlusskriterien wurden ein Alter von mindestens 18 Jahren, das Vorlie-
gen einer CRSwNP mit Indikation fiir eine Dupilumab-Therapie entsprechend der Zulassung
des Medikaments, ein Tolerieren der ambulanten nasalen Abstrichentnahme und eine Einwilli-
gung in die Teilnahme der Studie definiert. Ausschlusskriterien umfassten eine fehlende Ein-
willigung zur Teilnahme an der Studie, eine nicht durchfiihrbare Abstrichentnahme, ein Alter
<18 Jahre, eine fehlende Geschéftsfahigkeit, das Vorliegen einer Schwangerschaft sowie eine
fehlende Indikation zu einer Dupilumab-Therapie entsprechend der Zulassung des Medika-
ments. Alle Untersuchungen der Studienpatienten sowie die Abstrichentnahmen wurden von
HNO-Fachirzten der Klinik fiir Hals-Nasen-Ohrenheilkunde des Universitétsklinikums des

Saarlandes durchgefiihrt.

Um ein signifikantes Ergebnis zu erreichen, wurde zu Beginn eine Poweranalyse durchgefiihrt.
Zu vergleichen waren jeweils zwei Gruppen: low-responder/Eosinophil-low und good-respon-
der/Eosinophil-high. Die Nullhypothese geht davon aus, dass kein signifikanter Unterschied
festzustellen ist. Im Gegensatz dazu besagt die Alternativhypothese, dass die Eosinophil-high
Gruppe mit mindestens 25% mehr Respondern als die Eosinophil-low Gruppe (75% versus
50%) besser anspricht. Folgende Rechnung wurde daraufthin mit dem ,,Power and Sample Size

Calculator* der Firma HyLown Consulting LLC durchegfiihrt:

Formel 1 Poweranalyse, Erliiuterungen siehe Text

Hy : pa —pp < 6Hy:py—pp<9o
Hy| :pa—pp>06H;:p,~pp>9

pa(l = pa) Zl—a + 21-p \ 2

ny = kng and ng = (— + pp(1 — B)) (—>

g ’ K P P pa—pp—9
pA—pB— 96

[ =f=@ (2~ 21-an) + P (-2~ 21-an) , 2=

pa(1=py) + pe(1—pp)
na ng
Legende:

Group A = Eosinophil-high; Group A proportion = Pa
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Group B = Eosinophil-low; Group B proportion = Pg
Superiority Margin = § = +/- 0,25

Sampling Ratio k = na/ng = 1

o =0,05; Power=1-=0,8

O = normal distribution function

Formel 2 Berechnung der Fallzahl

2
Zi—a + 21-8 pa(l —pa)
1="n2 (pA-—pB-—5) ( . ps(1 —pB)
2
Za + 28 pA(l —pa)
= +pp(l -
(pA—pB—5) ( - pe(1—pB)

2
. 1,645 + 0.842 0,750(1 — 0, 750)
~ 10,750 — 0,500 + 0.250 1

~ 11

+0,500(1 — 0, 500))

Nach dem Einsetzen der verschiedenen Parameter in die entsprechende Formel, stellte sich her-
aus, dass eine Gruppengrofe von mind. n=11 fiir die Eosinophil-high und —low Gruppe not-

wendig ist.

3.4 Abstrichzytologie

Zur Gewinnung von zytologischem Material wurden mithilfe des Medscand Cytobrush (Cooper
Surgical) im Rahmen einer ambulanten Untersuchung der Patienten Abstrichpréparate angefer-
tigt. Hierzu wurde der Kopfund der mittlere Anteil der unteren Nasenmuschel mit der Abstrich-
biirste mehrfach und in verschiedenen Richtungen abgestrichen. AnschlieBend wurde die
Biirste gleichméafBig iiber einen Objekttrager abgerollt, um die Zellen auf diesem gleichmiBig
aufzubringen, und dann verworfen. Der Objekttriger wurde darauthin luftgetrocknet und an-

schlieBend lichtgeschiitzt und bei Raumtemperatur bis zur weiteren Verwendung verwahrt.

Zuvor wurde auch das Verfahren der fliissigkeitsbasierten Abstrichzytologie ausprobiert. Die-
ses Verfahren ergab aber Asbtriche, bei denen viele Zellen verloren gingen und daher nicht
mehr reprisentative Ergebnisse zeigten. Aus diesem Grund sind wir bei der konventionellen

Methode geblieben.
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3.4.1 Farbung zytologischer Priparate nach einer modifizierten May-Griinwald-
Giemsa Methode

Angesetzte Losungen:

Giemsa-Losung 25 ml Giemsa + 225 ml Phosphatpuffer + 400 pl
10 % Essigséure
Phosphatpuffer pH 7,2 1,63 g Kaliumhydrogenphosphat + 3,2 g Di-Natri-

umhydrogenphosphat + Aqua dest ad 1000 ml
(Herstellung der Apotheke des UKS)

Eine Féarbung zytologischer Préparate nach May-Griinwald-Giemsa (MGG)® dient der Darstel-
lung der Zellmorphologie und ermoglicht somit eine mikroskopische Beurteilung des jeweili-
gen Abstrichmaterials. Es handelt sich um einen zweistufigen Farbeprozess, der in jedem Labor
einfach anzuwenden ist. Im ersten Schritt wurden die luftgetrockneten Priparate in einer Fér-
bekiivette fiir drei Minuten in die unverdiinnte May-Griinwald Farblosung, die aus eosinsaurem
Methylenblau besteht, eingestellt. Die May-Griinwald Farbelosung wurde alle zwei Wochen
erneuert und zwischen den Farbeprozessen kiihl gelagert und verschlossen, da der Methylalko-
hol seine fixierende Wirkung durch Verdunsten an der Luft rasch verlieren kann. AnschlieBend
wurden die Priparate entnommen und abtropfen gelassen. Es folgte die Inkubation der Préipa-
rate fiir 20 Minuten in der vorher gefilterten und modifizierten Giemsa-Losung, die alle zwei
Tage frisch angesetzt werden musste. Im letzten Schritt wurden die Praparate fiir etwa sieben
Minuten flieend gewissert. Die Préparate wurden stehend auf einem Filterpapier getrocknet
und anschlieBend mit dem Eindeckmedium Entellan eingedeckt. Die ausgehédrteten Priaparate
wurden dann lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur gelagert und konnten danach mikroskopisch

beurteilt werden.

3.4.2 Etablierung der MGG-Farbung

Damit die eosinophilen Granulozyten noch besser zu identifizieren waren, wurde im Rahmen
dieser Arbeit eine Etablierung der Fiarbung an Blutausstrichen von Nicht-Studienpatienten

durchgefiihrt und jeweils verschiedene Mengen an Essigsdure der Giemsa-Losung hinzugefiigt.

5 Auch Pappenheim-Fiirbung genannt
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Es wurden hierbei jeweils Farbungen mit 100 pl, 200 pl, 300 pl und 400 pl Essigsdurezusatz
verglichen. Es zeigte sich, dass durch die Farbung mit 400 pl Essigsédure die besten Ergebnisse

erzielt werden konnen (s. Abbildung 22).

A £ o B “Tomm

C 100 pm D Toopm

Abbildung 22 MGG-Etablierung an Blutausstrichen, A: Zusatz von 100 pl Essigsdure, B: Zusatz von 200 pl
Essigséure, C: Zusatz von 300 ul Essigséure, D: Zusatz von 400 pl Essigsdure; Pfeil zeigt auf eosinophile Gra-
nulozyten, 60-fache VergroBerung.

3.4.3 Zytomorphologische Auswertung und Beurteilung der Zelldifferenzierung

Bisher existiert kein einheitlicher methodischer Standard in der Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde
zur zytologischen Beurteilung von Nasenabstrichen. Folglich wurde gemeinsam mit dem Be-
treuer dieser Doktorarbeit, Herrn Prof. Dr. Maximilian Linxweiler, und einer langjdhrig in der
Zytodiagnostik erfahrenen MTA des Zytologielabors der Klinik fiir Frauenheilkunde, Geburts-
hilfe und Reproduktionsmedizin des Universitéitsklinikums des Saarlandes, Frau Barbara
Linxweiler, ein Schema erarbeitet, nach dem die nasalen Abstrichpridparate im Rahmen dieser
Arbeit ausgewertet wurden. Wichtigste Orientierungspunkte waren die Grof3e und Farbe der
Zellen sowie die Chromatindichte und -struktur der Kerne. Jede Zelllinie zeigt hierbei ihre spe-
zifischen Erkennungsmerkmale (s. Abbildung 23). So sind die Flimmerzellen gut an ihren cha-
rakteristischen Flimmerhaaren sowie ihrem eher ldnglichen, polygonalen Zytoplasma zu erken-
nen. Becherzellen haben stets eine kleine Vakuole und stellen sich kelchartig dar, wobei der
Nukleus basal gelegen ist. Die Kerne der Leukozyten sind rotviolett, wobei die Granula der

neutrophilen Granulozyten hellviolett und die Granula der eosinophilen Granulozyten rot bis
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braunrot sind. AuBBerdem kann man bei den neutrophilen Granulozyten den segmentartigen
Kern gut erkennen, wéhrend er bei den eosinophilen Granulozyten meist durch die Granula
verdeckt wird. Die Lymphozyten sind im Vergleich zu den anderen Zellen kleiner und zusétz-
lich an ihrer eher bldulichen Farbe zu erkennen. Die genaue Auswertemethode der MGG-

Priparate ist in Kapitel 3.10.1.1 ndher beschrieben.
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Abbildung 23 MGG-gefirbte Beispiel-Bilder, Dreieck:Eosinophile Granulozyten, #:Becherzelle, *: Neutro-
philer Granulozyt, Pfeil: Flimmerzelle, 60-fache Vergroferung.

3.5 Untersuchungen an Patientenblut

Von allen in die Studie eingeschlossenen Patienten wurde bei jeder Studienvisite eine Blutprobe
venodses Blut entnommen. Es handelte sich dabei um ein Serum-Rdhrchen (4,7 ml) zur Bestim-
mung des Gesamt-Serum-IgEs und ein EDTA-R&hrchen (2,7 ml) zur Erstellung eines Diffe-
rentialblutbilds. Die Proben wurden durch das Zentrallabor des Universitétsklinikums des Saar-
landes am gleichen Tag analysiert. Besonderer Augenmerk im Rahmen dieser Arbeit lag hierbei
auf der Serum-IgE-Konzentration und dem prozentualen Eosinophilen-Anteil im Differential-

blutbild.
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3.6 Polypenscore

Zu jeder Studienvisite wurde der Polypenscore von einem Facharzt fiir Hals-Nasen-Ohrenheil-

kunde nach dem folgenden Schema erhoben:

Tabelle 4 Endoskopische Gradeinstellung Polyposis nasi (MELTZER et al., 2006)

Endoskopisches Bild Gradeinstellung

Keine Polypen sichtbar 0

Kleine Polypen im Bereich des mittleren Na- | 1

sengangs

Multiple Polypen verlegen den mittleren Na- | 2

sengang

Polypenwachstum {iiberschreitet den mittle- | 3

ren Nasengang

Polypen verlegen die Nasenhaupthoéhle 4

0 1 2 3 4

Abbildung 24 Endoskopische Gradeinstellung Polyposis nasi (MELTZER et al., 2006).

Abbildung 24 veranschaulicht den Polypenscore schematisch und Abbildung 1 in Abschnitt 2.1

zeigt endoskopische Beispielaufnahmen.

3.7 SNOT-20 Fragebogen

Im Rahmen jeder Studienvisite wurde von den Patienten der Sino-Nasal Outcome Test-20
(SNOT-20) ausgefiillt, welcher der Symptomerfassung dient (s. Abbildung 25). Im Anschluss

wurden die einzelnen Werte addiert und die Endwerte im Verlauf verglichen. Je hoher der Wert
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ist, desto gravierender ist die Lebenseinschrankung und eine Abnahme der Werte ist somit po-

sitiv zu werten.

Um beurteilen zu kdnnen, wie stark die ) g § E g % 3" % 5 § ﬁ
einzelnen Symptome ausgepragt sind, 51 § & a| =8| 53882
kreuzen Sie bitte bei jeder einzelnen g_ 3% S| 35 3 g = g g.'
Frage die entsprechende Ziffer an. o a ) & 3 o
) = Q -5
3 “w ) o o = 3
Einzelfragen 3 =
1 Nasenatmungsbehinderung 0 ] 2 3 4 5
2 Niesreiz 0 1 2 3 4 5
3 | Standiges Naselaufen 0 1 5 3 4 5
4 .
Sekretfluss in den Rachen o 1 2 3 4 5
5 Dickes, schleimiges Nasensekret 0 ] 2 3 4 5
6 | Rausperzwang, trockener Hals B 3 2 3 4 5
7 Husten 0 1 ) 3 4 5
8 | Druckgefiihl auf den Ohren 0 1 2 3 4 5
9 | Ohrenschmerz o 1 2 3 4 5
10 | Riechminderung 0 1 5 3 4 5
11 | Schwindelgefiihl 0 1 2 3 2 5
12 Ges!chtsschmerz, Druckgefiihl im 0 1 2 3 4 5
Gesicht
13 | Probleme beim Einschlafen 0 1 2 3 4 5
14 | Nachtliches Aufwachen 0 1 2 3 4 5
15 | Tagesmudigkeit 0 1 2 3 4 5
16 | Verminderte Leistungsfahigkeit 0 1 5 3 4 5
17 | Konzentrationsschwache 0 1 2 3 4 5
18 | Frustrationen/ Rastlosigkeit/
Reizbarkeit o ! ‘ . B :
19 | Traurigkeit 0 1 2 3 4 5
20 | Nebenhohlenbeschwerden sind mir
peinlich 0 ! 2 3 n 3

Abbildung 25 SNOT-20 Fragebogen, Sino-Nasal Outcome Test, modifiziert nach (BAUMANN, 2009).
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3.8 Olfaktometrie

Zur weiteren Symptomerfassung wurde bei jeder Studienvisite ein Riechtest (subjektive Olfak-
tometrie) durchgefiihrt. Hierzu wurde der 12er-SNIFFIN-Stick Test verwendet. Dabei wurden
dem Patienten abwechselnd jeweils an die rechte und linke Nasenoffnung Geruchsstifte vorge-
halten. Der Patient hatte die Aufgabe einen jeweils vordefinierten Geruch (z.B. Orange, Laven-
del, Leder, Fisch) aus insgesamt 4 Riechstiften zu erkennen. Dieses Verfahren wurde dann sei-
tengetrennt insgesamt 12 mal fiir 12 Geruchsstoffe wiederholt. AnschlieBend wurde ausgewer-
tet, wie viele von insgesamt 12 Geruchsstoffen auf der linken und auf der rechten Seite richtig

erkannt wurden.

3.9 Proteinbiochemische Methoden

3.9.1 Antikorper

Als Primérantikdrper fiir die immunzytochemischen (ICC) Farbungen der nasalen Abstrichpra-
parate wurde der Antikdrper Anti-Ribonuclease 3/ECP antibody [EPR20357] der Firma abcam
genutzt. Alle nasalen Abstrichpraparate wurden sowohl nach der MGG-Methode geférbt
(Grundlage fiir eine zytomorphologische differentialzytologische Auswertung) als auch im-
munzytochemisch mit dem genannten Antikdrper gefédrbt, um so eine noch spezifischere Iden-

tifikation der eosinophilen Granulozyten zu erlauben.

3.9.2 Immunzytochemie

Angesetzte Losungen:

PBS (pH 7,4): 10 PBS-Tabletten ad 2000 ml Aqua dest.
Blockierlosung: 3%-ige BSA in PBS 3 g Bovines Serum Albumin Granulat ad 100 ml
PBS Waschpuffer

Antikorperlosung: 1%-ige BSA in PBS 1,7 ml BSA-PBS + 3,3 ml PBS

Demaskierungslosung pH 6,0 25 ml Retrieval Puffer 10 x konzentriert + 225 ml
Aqua dest.
Alkoholreihe alle Konzentrate wurden aus 99%-igem Ethanol-

konzentrat hergetsellt
70% Ethanol 700 ml Ethanol ad 990 ml Aqua dest.
80 % Ethanol 800 ml Ethanol ad 990 ml Aqua dest.
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95 % Ethanol 950 ml Ethanol ad 990 ml Aqua dest.

Chromogenlosung 750 ul Chromogensubstratlosung + 30 pul Chro-
mogen Red 1 + 30 pl Chromogen Red 2 + 30 ul
Chromogen Red 3

Himatoxylin bei jedem Firbegang filtern

Um die MGG-gefdrbten Préparate auch fiir eine immunzytochemische Farbung nutzen zu kon-
nen, ohne dafiir einen zweiten Abstrich vom Patienten entnehmen zu miissen, wurden die
MGG-Pridparate zunéchst fiir mehrere, in der Regel fiinf Tage, in Xylol eingelegt, damit sich
die Deckgliser 16sen konnen. Mittels einer absteigenden Alkoholreihe (99%, 95%, 80%, 70%
Ethanol, jeweils vier Minuten) wurden die Priparate dann in ein wéssriges Milieu {iberfiihrt.
Anschliefend wurden die Priparate mehrmals in Aqua dest. und dann in PBS-Waschpuffer fiir
jeweils zwei Minuten gespiilt. Als nichstes erfolgte eine Fixierung der Priparate fiir 15 Minuten
in gepuffertem Formalin. Darauthin wurden die Préparate dreimal in PBS-Waschpuffer fiir je-

weils zwei Minuten gesplilt und in Aqua dest. eingestellt.

Als néchster Schritt erfolgte die Demaskierung der Epitope. Dazu wurde eine Kiivette mit dem
Retrieval-Puffer (Demaskierungslosung) in einem Dampfgarer bei 95°C fiir 20 Minuten einge-
stellt. Anschliefend wurde die Kiivette entnommen und die Préparate wurden mit offenem De-

ckel auf < 50 °C abgekiihlt.

Es folgte ein dreimaliges Spiilen der Priparate fiir jeweils zwei Minuten in PBS-Waschpuffer.
Unspezifische Bindungsstellen wurden im néchsten Schritt durch eine Inkubation mit 3 %-
BSA-PBS-Puffer fiir 40 Minuten bei Raumtemperatur in einer feuchten Kammer geblockt. An-
schlieBend wurde der Puffer ablaufen gelassen und die beschichteten Priparate mit der Anti-
korperlosung, die den Primérantikorper beinhaltete, fiir 50 Minuten bei Raumtemperatur eben-
falls in der feuchten Kammer inkubiert. Hierbei wurde darauf geachtet, dass alle Priaparate wiéh-
rend des gesamten Prozesses komplett von Antikdrperlosung bedeckt waren. Eine Negativ-
Kontrolle wurde mit 1 %igem BSA-PBS-Puffer inkubiert. AnschlieBend erfolgte ein viermali-
ges Spiilen aller Praparate fiir jeweils drei Minuten mit PBS-Waschpuffer, die Negativ-Kon-
trolle wurde in einer gesonderten Standkiivette gespiilt. Im nichsten Schritt wurden die Prépa-
rate mit biotinyliertem Sekundédrantikorper flir 30 Minuten in der feuchten Kammer beschichtet,
wozu das DakoReal-Kit 5005 verwendet wurde. Nach weiterem dreimaligem Spiilen fiir jeweils
zwei Minuten folgte die Inkubation mit Streptavidin-alkalischer Phosphatase fiir weitere 30

Minuten. Nach erneutem dreimaligem Spiilen in PBS wurden die Priparate fiir 15 Minuten mit
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frisch angesetzter Substrat-Chromogenldsung beschichtet. Durch griindliches und mehrmaliges
Spiilen mit Aqua dest. wurden die Chromogenreste entfernt und dann mit nichtalkoholischer
Hamatoxylinlosung fiir sechs Minuten gegengeférbt. Daraufhin wurden die Priparate fiir eben-
falls sechs Minuten flieBend gewissert. In den letzten Schritten durchliefen die Préparate fiir
jeweils zwei Minuten eine aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%, 95%, 99% Ethanol) und drei-
malig fiir jeweils drei Minuten eine Xylol-Kiivette. Eingedeckt wurde mit dem Eindeckmedium
Entellan. Eine Lagerung der nach einigen Tagen ausgehérteten Priparate erfolgte lichtgeschiitzt
bei Raumtemperatur. Jede Férbeserie umfasste zusétzlich geeignete Negativ- (Durchfiihrung
ohne Primirantikorper) und Positivkontrollen, wofiir wir eigens hergestellte Préparate aus Gra-
nulozyten-Konzentraten nutzten (s. 3.9.4). Abbildung 26 zeigt einige beispielhafte Bilder der
ICC-Férbung.

»
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Abbildung 26 ICC-gefirbte Beispiel-Bilder, A,B,C: Eosinophile Granulozyten, D: negativ Kontrolle; 60-fache
Vergroferung.

In der folgenden Tabelle ist der Féarbeprozess in den einzelnen Schritten iibersichtlich darge-

stellt.
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Tabelle 5 ICC Firbung
Zeitangabe Durchgefiihrte Mafinahme
Ca. 5 Tage vor der Féarbung Einlegen in Xylol

Jeweils 4 min

Absteigende Alkoholreihe (99%, 95%, 80%,
70%)

3 x 30 sec Aqua dest

2 x 2 min Waschen in PBS-Puffer

15 min Formalin-Fixation

3 x 2 min Waschen in PBS-Puffer

20 min Kochen im Retrievalpuffer

20 min Abkiihlen unter 50 °C

3 x 2 min Waschen in PBS-Puffer

40 min Blocken mit 3%- BSA-PBS- Puffer

50 min Inkubation des Primérantikorpers

4 x 3 min Waschen in PBS-Puffer

30 min Inkubation mit Sekunddrantikorper

3 x 2 min Waschen in PBS-Puffer

30 min Inkubation mit Streptavidin-alkalische Phos-
phatase

3 x 2 min Waschen in PBS-Puffer

15 min Inkubation mit Substrat-Chromogenldsung

5x 30 sec Aqua dest.

6 min Férben in Hamatoxylin

6 min FlieBend wissern

Jeweils 2 min

Aufsteigende Alkoholreihe (70%, 80%, 95%,
99%)
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3 x 3 min Xylol

Eindecken mit Entellan

3.9.3 Etablierung der immunzytochemischen ECP-Farbung

Bevor die Farbung an den Abstrich-Préparaten der Studienpatienten durchgefiihrt werden
konnte, wurde eine Etablierung der immunzytochemischen Férbung an eigens hergestellten
Priparaten von Granulozyten-Konzentraten durchgefiihrt (s. 3.9.4), um mdglichst viele eosino-
phile Granulozyten darstellen und deren Férbereaktion beurteilen zu konnen. Als Grundlage
diente ein Standardprotokoll des Zytologielabors der Klinik fiir Frauenheilkunde und Geburts-
hilfe, welches durch Modifizierung einzelner Teilschritte fiir die Bediirfnisse dieser Studie

adaptiert wurde.
Folgende Féarbebedingungen wurden im Rahmen des Etablierungsverfahrens getestet:

- pH 6, 25 min. Demaskierung, Fixierung mit Zamboni-Losung (10 min.) und Formalin

(15 min.)

- pH 6, 20 min. Demaskierung, Fixierung mit Zamboni-Losung (10 min.) und Formalin

(15 min.) (s.Abbildung 27, B)

- pH9, 20 min. Demaskierung, Fixierung mit Zamboni-Losung (10 min.) und Formalin

(15 min.)

- pH9, 15 min. Demaskierung, Fixierung mit Zamboni-Losung (10 min.) und Formalin

(15 min.) (s. Abbildung 27, E)
- pH 6, 25 min. Demaskierung, Fixierung mit Formalin (15 min.)
- pH 6, 20 min. Demaskierung, Fixierung mit Formalin (15 min.) (s. Abbildung 27, A)
- pH 9, 20 min. Demaskierung, Fixierung mit Formalin (15 min.)
- pH9, 15 min. Demaskierung, Fixierung mit Formalin (15 min.) (s. Abbildung 27, C)
- pH 6, 25 min. Demaskierung, Fixierung mit Formalin (10 min.)
- pH 6, 20 min. Demaskierung, Fixierung mit Formalin (10 min.)
- pH 9, 20 min. Demaskierung, Fixierung mit Formalin (10 min.)

- pH9, 15 min. Demaskierung, Fixierung mit Formalin (10 min.)
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- pH 6, 25 min. Demaskierung, Fixierung mit Zamboni-Losung (10 min.) und Formalin

(15 min.), Blocking mit 6%-BSA-PBS-Puffer

- pH9, 20 min. Demaskierung, Fixierung mit Zamboni-Losung (10 min.) und Formalin

(15 min.), Blocking mit 6%-BSA-PBS-Puffer

Abbildung 27 zeigt Bilder der ICC-Etablierung an Granulozyten-Konzentraten, wobei vier ver-
schiedene Firbeverfahren dargestellt sind. Da die Methode, die in Abbildung 27 A abgebildet

ist, am spezifischsten reagiert hat, haben wir uns letztendlich fiir dieses Verfahren entschieden.

A 100 pm B 100 pm

C 100 pm D 100 pm

Abbildung 27 Bilder der ICC-Etablierung an Granulozyten Konzentraten; A: pH 6, 20 min. Demaskierung,
Fixierung mit Formalin (15 min.); B: pH 6, 25 min. Demaskierung, Fixierung mit Zamboni-Losung (10 min.) und
Formalin (15 min.); C: pH 9, 15 min. Demaskierung, Fixierung mit Formalin (15 min.); D: pH 9, 15 min. Demas-
kierung, Fixierung mit Zamboni-Ldsung (10 min.) und Formalin (15 min.)

3.9.4 Herstellung der Granulozyten-Konzentrate

Von einer unabhingigen Versuchsperson wurde 6 ml vendses Blut in einem EDTA-RShrchen
entnommen. Zur Herstellung des Gradienten wurde 3,0 ml GranuloSep™ GSM 1119 aseptisch
in ein 15 ml sauberes konisches Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt und dieses vorsichtig mit 3,0
ml HiSep™ LSM 1077 Ldsung iiberschichtet. AnschlieBend wurde der obere Gradient des
Rohrchens mit 6,0 ml Vollblut tiberschichtet. Dabei musste besonders darauf geachtet werden,
dass beim Uberfithren der jeweiligen Phasen das Rohrchen schriig gehalten wird und diese

langsam eingelaufen lassen wurden, damit es nicht zu einer Vermischung der jeweiligen Phasen
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kommt. Um eine aseptische Arbeit zu gewédhrleisten, sollte man die genannten Schritte am bes-
ten in einer Sterilbank vornehmen und diese vorher desinfizieren. Ohne die verschiedenen Pha-
sen miteinander zu vermischen, wurde das R6hrchen nun in die Zentrifuge gestellt. Das Rohr-
chen wurde dann bei 700 x g fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur (15-25 °C) zentrifugiert. Ein
Zentrifugieren bei niedrigeren Temperaturen als 4 °C kann zu Zellverklumpung oder schlechter
Erholung fiihren und sollte deshalb verhindert werden. Die Bremse der Zentrifuge sollte bei
diesem Schritt immer ausgeschaltet sein und die Zentrifugation sollte Erythrozyten sedimentie-
ren. Zellen der granulozytdren Reihe finden sich an der 1077/1119-Interphase, wéhrend Lym-
phozyten, mononukleare Zellen und Blutplittchen an der Plasma/1077-Interphase gefunden
werden (s. Abbildung 28). Nach der Zentrifugation wurde das Zentrifugenrdhrchen vorsichtig
entfernt und es konnten zwei unterschiedliche durchsichtige Schichten beobachtet werden
(Schichten A und B). Schicht A (mononukleédre Zellen) wurde fiir den weiteren Versuchsablauf
nicht weiter bendtigt und nach Aspiration verworfen, so dass Schicht B als Rest verblieb (Gra-
nulozyten). Die Zellen aus Schicht B wurden dann in ein separates Rohrchen {iberfiihrt. In das
Rohrchen wurden 10 ml isotonische phosphatgepufferte Kochsalzlosung hinzugefiigt, um die
Zellen zu waschen. AnschlieBend erfolgte ein weiteres Zentrifugieren fiir 10 Minuten bei 200
x g. Der entstehenden Uberstand wurde entfernt. Die Zellen wurden anschlieBend durch vor-
sichtiges Ansaugen mit einer Pipette resuspendiert und der bereits beschriebene Waschvorgang
zwei weitere Male wiederholt. Nach insgesamt drei Waschvorgidngen wurde der entstandene
Uberstand verworfen und es wurde dem Granulozyten-Konzentrat erneut 2,5 ml isotonische
phosphatgepufferte Kochsalzlosung zugefiigt, um die Zellen zu resuspendieren. Im letzten
Schritt wurden einzelne Priparate hergestellt, indem Objekttriager in die Cytospin Zentrifuge
eingestellt und fiir 5 Minuten mit einer Geschwindigkeit von 1 800 RFM mit der Suspension
bedeckt wurden. Jedes Priparat enthilt dabei 200 pl der Suspension. Bis zur weiteren Nutzung

wurden die Préparate eingefroren.
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— Plasma Layer

A - Layer of
Blood nggl:u:e = Monoguclear
Cell / Platelets|
30 Minutes
|__ B-Layer of
Granulocyte

HiSep™ Pelleted
LSM1077 Erythrocytes
GranuloSep™
1119

Abbildung 28 Herstellung der Granulozyten Konzentrate, modifiziert nach (HIMEDIA).

3.10Analytische Methoden

3.10.1Semiquantitative Auswertung der zytologischen Priparate

Sowohl die MGG-Farbung als auch die ICC-Féarbung der nasalen Abstrichpriaparate wurden mit
dem Olympus BX61 Mikroskop und der Software CellSens Standard ausgewertet. Der Aus-

werteprozess ist im Folgenden einzeln fiir die beiden Férbungen beschrieben.

3.10.1.1 MGG- Préparate

Wie unter 3.4.3 beschrieben, wurden die einzelnen Zelltypen anhand ihrer charakteristischen
zytomorphologischen Merkmale identifiziert. Zur Auswertung wurden in jedem nasalen Ab-
strichpraparat 20 Gesichtsfelder in 60-facher Vergroferung ausgezihlt, wobei die Gesamtzell-
zahl sowie die prozentualen Anteile der Flimmerzellen, Becherzellen, eosinophilen Granulozy-
ten, neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten ausgewertet wurden. Tabelle 6 zeigt ein
Muster des fiir diese Auswertung verwendeten Schemas. Jedes Préparat wurde in einem glei-
chen Schema ausgewertet und von einer unabhidngigen Zytologin mit mehrjahriger Erfahrung

verblindet begutachtet.
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Tabelle 6 Mustertabelle der MGG-Auswertung; FZ, Flimmerzellen; BZ, Becherzellen; Eo, eosinophile Gra-
nulozyten, N= neutrophile Granulozyten, L, Lymphozyten; SV, Studienvisite.

Patientennummer Svi1
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Gesamt

3.10.1.2 Immunzytochemisch gefdrbte Préparate

In der immunzytochemischen Fiarbung wurden ebenfalls pro nasalem Abstrichpriparat 20 Ge-
sichtsfelder bei 60-facher VergroBerung analysiert. Allerdings wurden bei der ICC-Farbung nur
die Zellen ausgezéhlt, die eine spezifische Farbereaktion zeigten und somit spezifisch als eo-
sinophile Granulozyten identifiziert werden konnten. Hierbei wurde nicht der prozentuale An-
teil der eosinophilen Granulozyten, sondern die Gesamtzahl dieser Zellen fiir die weitere Ana-
lyse genutzt. Tabelle 7 zeigt ein Muster des fiir diese Auswertung verwendeten Schemas. Jedes
Priparat wurde in einem gleichen Schema ausgewertet und von einer unabhédngigen Zytologin

mit mehrjdhriger Erfahrung verblindet begutachtet.
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Tabelle 7 Mustertabelle der ICC- Auswertung; SV, Studienvisite.
Patientennummer SV1 SV2 SV3 Sv4a SV5
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3.10.2 Statistische Analyse

Die statistischen Auswertungen wurden mit der Software Prism des Herstellers GraphPad in
der Version 8.4.3 durchgefiihrt. In unserer Langsschnittstudie handelte es sich um abhingige
Stichproben, da der Verlauf einzelner Parameter iiber ein Jahr untersucht wurde. Zunéchst wur-
den die jeweils betrachteten Parameter mit dem Shapiro-Wilk Test und dem Kolmogorov-Smir-
nov Test auf Normalverteilung tiberpriift. Bei einer Normalverteilung wurde der One-way
ANOVA und bei keiner Normalverteilung der Friedman Test benutzt, um den Unterschied zu
analysieren und somit die Signifikanz zu testen. Als Signifikanzniveau (o) wurde ein Wert von

0,05 festgelegt, womit p-Werte kleiner als 0,05 als signifikante Ergebnisse angesehen wurden.

In den Grafiken werden Symbole genutzt, um die Signifikanz zu veranschaulischen. Die Defi-

nition der Symbole ist in der folgenden Tabelle dargestellt:
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Tabelle 8 Definition der Signifikanz-Symbole

P-Wert Bedeutung Symbol
<0,0001 Hochsignifikant otk
0,0001 bis 0,001 Hochsignifikant ek
0,001 bis 0,01 Sehr signifikant ok

0,01 bis 0,05 Signifikant *
>0,05 Nicht signifikant Ns

Um eine Korrelation zu untersuchen wurden die Parameter ebenfalls zundchst auf Normalver-
teilung getestet. Bei einer Normalverteilung wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient be-

stimmt und bei keiner Normalverteilung der Spearman Korrelationskoeffizient. AnschlieBend

wurde jeweils die lineare Regression angewendet.

Um zwei Gruppen auf einen signifikanten Unterschied zu testen (good-responder vs. low-res-

ponder) wurde in Abhéngigkeit von der Normalverteilung der t-Test (Normalverteilung) oder

der Mann-Whitney-U-Test (keine Normalverteilung) angewendet.

- 55 -




Ergebnisse

4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung des Patientenkollektivs

In der Studie wurden 25 Patientinnen und Patienten aufgenommen, von denen fiinf im. Verlauf
ausgeschlossen werden mussten, da bei fehlendem Ansprechen (n=2) bzw. schlechter Vertriag-
lichkeit (n=1) die Dupilumab-Therapie frithzeitig abgebrochen werden musste. Zwei weitere
Patienten bekamen weiterhin die Dupilumab-Therapie, wurden allerdings ausgeschlossen, da
sie den ersten Studienbesuch verpasst hatten. Unter den 20 verbliebenen Patienten handelte es
sich um 14 ménnliche und 6 weibliche Patienten. Das Durchschnittsalter der Frauen betrug 62
Jahre, das der Ménner 54 Jahre, sodass sich ein Gesamtdurchschnitt von 56 Jahren zeigte (s.

Abbildung 29)

80
60 mannlich | weiblich | gesamt
c < Number of values | 14 6 20
T o
E £ 40
<S5 Minimum 25.00 36.00 25.00
20 Maximum 70.00 79.00 79.00
Range 45.00 43.00 54.00
0= —T 1 Mean 5357 | 6217 |56.15
& & & [Sid Deviat 1188 | 1533 |13.22
& ‘é\ P td. Deviation . . )
&é\ & ¢ Std. Error of Mean | 3.174 6.258 2.955
A B

Abbildung 29 Statistische Auswertung der Geschlechterverteilung und des Durchschnittalters. A: Punkte
entsprechen den einzelnen Werten, Antenne markiert das obere (97,5 %) und untere (2,5 %) Quartil, die Saule
zeigt den Median an, Punkte auflerhalb des Interquartiles sind Ausreifler; B: Tabelle, deskriptive Statistik der
minnlichen und weiblichen Patienten.

Alle 20 Patienten hatten die Diagnose einer chronischen Rhinosinusitis mit Nasenpolypen
(CRSwNP). 14 von 20 Patienten (70 % der Patienten) hatten in den Jahren vor der Dupilumab-
Therapie bereits eine systemische Kortisontherapie erfahren, bei keinem der Patienten war nach
Einleitung der Dupilumab-Therapie eine erneute systemische Kortisontherapie erforderlich.

Bei 18 von 20 Patienten war ein Asthma bronchiale bekannt (90 % der Patienten) und 9 von 20
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Patienten (45 % der Patenten) litten zusitzlich unter einer Allergie. Bei 4 von 20 Patienten (20
% der Patienten) wurde zudem eine Samter-Trias festgestellt. Ein Patient (5 % der Patienten)
hatte auBerdem die Nebendiagnose einer eosinophilen Granulomatose mit Polyangiitis
(EGPA). 14 von 20 Patienten (70 % der Patienten) hatten in der Vergangenheit mindestens eine
Nasennebenhohlen-Operation (s. Abbildung 30). Alle Patienten gaben an, dass sie seit Thera-
piebeginn ihre jeweilige Medikation (Bedarf an cortisonhaltigem Nasenspray; Ashma Bedarfs-

medikation, Antihistaminikum bei Allergie) reduziert haben.

[ systemische CS = Asthma 3 Allergie

@ Samter-Trias 3 EGPA 3 mind. 1x FESS in der Vergangenheit

Abbildung 30 Klinische Charakteristika des Patientenkollektivs; CS, Corticosteroide; EGPA, Eosinophile
Granulomatose mit Polyangiitis; FESS, Functional Endoscopic Sinus Surgery. Nahere Erlduterungen siehe Text.

4.2 Ergebnisse der immunzytochemischen Etablierung

Um die eosinophilen Granulozyten in der immunzytochemischen Farbung identifizieren zu
konnen, wurde an eigens hergestellten Granulozytenkonzentraten eine Etablierung durchge-
fiihrt. Als Grundlage diente ein Standardprotokoll des Zytologielabors der Klinik fiir Frauen-
heilkunde und Geburtshilfe, welches durch Modifizierung einzelner Teilschritte fiir die Bediirf-
nisse dieser Studie adaptiert wurde. Dabei wurde die Fixierung, der pH-Wert des Retrieval-

Puffers und die Demaskierungszeit variiert (s. Abbildung 31).
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Fixierung

Zamboni-Losung
(10 min) und
Formalin (15 min)

Formalin (15 min) Formalin (10 min)

J
| |

Retrieval-Puffer
pH9

Retrieval-Puffer
pH6

25 min 20 min 15 min 20 min
Demaskierung Demaskierung Demaskierung Demaskierung

Abbildung 31 Etablierung der geeigneten Fixierung und Demaskierung, Orangener Pfad wurde letzendlich
zur Farbung gewihlt. Nahere Erlduterungen siehe Text.

Nach der Auswertung der verschiedenen Etablierungsversuche stellte sich heraus, dass der pH
6 Puffer am Besten geeignet ist, da die Préparate darunter die schonsten Férbeergebnisse zeig-
ten (s. Abbildung 27). Da auffiel, dass die Préparate, die mit Zamboni-Losung fixiert wurden,
eine verdnderte Zellmorphologie mit zum Teil nicht mehr intakten Zellen zeigten, wurde be-
schlossen diesen Schritt wegzulassen und nur Formalin zur Fixierung zu nutzen. Auflerdem
zeigte sich, dass eine kiirzere Demaskierungszeit weniger unspezifische Reaktionen aufwies,
so dass eine Demaskierungszeit von 20 Minuten fiir das spatere Standardprotokoll gewéhlt
wurde. Im letzten Schritt wurde die zu verwendende Antikdrperkonzentration titriert, um eine
zu schwache oder umgekehrt auch iiberschiefende Farbereaktion zu vermeiden. Verglichen
wurden die Farbungen mit einer Verdiinnung von jeweils 1:6000 und 1:4000, wobei die Far-
bung mit einer Verdiinnung von 1:4000 deutlich bessere Ergebnisse zeigte. Nach erfolgreicher
Etablierung der Versuchsprotokolle wurde anschlieend mit der Farbung der Patientenabstriche

nach dem neu entwickelten Standardprotokoll begonnen.

4.3 Auswertung der einzelnen Parameter

Innerhalb eines individuellen Follow-up von jeweils einem Jahr pro Patient nach Beginn der
Dupilumab-Therapie wurden in insgesamt fiinf Studienvisiten verschiedene Parameter gemes-
sen und der Verlauf dieser Parameter beobachtet. Nachfolgend werden diese Daten im zeitli-

chen Verlauf dargestellt und ausgewertet.
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4.3.1 Zytomorphologische Auswertung der MGG-Préparate

In Abbildung 32 ist die Gesamtauswertung der MGG-Firbung fiir alle Patienten als Gesamt-
kollektiv zu sehen. Jede Farbe steht fiir eine Zellart und beinhaltet jeweils die fiinf Studienvisi-
ten. Innerhalb der Flimmerzellen konnte ein Anstieg im zeitlichen Verlauf beobachtet werden.
Ein leichter Anstieg war auch innerhalb der Becherzellen zu erkennen. Die eosinophilen Gra-
nulozyten waren signifikant gesunken, wihrend bei den neutrophilen Granulozyten keine be-
stimmte Tendenz im Verlauf der Studienvisiten beobachtet werden konnte. Der prozentuale

Lymphozytenanteil zeigte ebenfalls eine sinkende Tendenz.

Gesamtauswertung MGG
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Abbildung 32 Graphische Auswertung der einzelnen Zellreihen im Verlauf; FZ, Flimmerzellen; BZ, Becher-
zellen; Eo, eosinophile Granulozyten; N, neutrophile Granulozyten, L: Lymphozyten. Der Whisker zeigt die Stan-
dardabweichung und die mittlere Markierung den Mittelwert an. Die p-Werte sind mit den Symbolen ** fiir p-
Wert <0,01 und **** fiir p-Wert < 0,0001 gekennzeichnet. Erlduterung siehe Text.

Fiir die statistische Testung in Abbildung 32 wurde fiir die einzelnen Zellreihen je nach Nor-

malverteilung entweder ein One-way ANOVA oder ein Friedman-Test verwendet.

Da die eosinophilen Granulozyten in einer von fiinf Studienvisite nicht normalverteilt waren,
wurde der Friedman-Test angewendet. Es ergab sich insgsamt ein statistisch signifikantes Er-
gebnis (p<0,0001) (s.Abbildung 33). Beim direkten Vergleich der Mittelwerte jeder einzelnen
Studienvisite mithilfe des Dunn’s multiple comparison Tests, zeigte sich, dass direkt aufeinan-
derfolgende Studienvisiten keinen signifikanten Unterschied zeigten, aber der Unterschied

umso signifikanter wurde je weiter die einzelnen Studienvisiten voneinander entfernt waren (s.
Tabelle 9).

-59.-



Ergebnisse

Eosinophile Granulozyten MGG

s 409 skakskk
\lq—, I )
g7 Eo-1 Eo-2 Eo-3 Eo-4 Eo-5
£ Minimum 11.00 | 13.00 | 9.000 | 5.000 | 3.000
? 30 25% Percentile 18.25 | 1500 | 1125 | 7.250 | 5.000
é Median 21.00 | 1750 | 13.00 | 9.000 | 6.000
) 75% Percentile | 25.00 | 20.50 | 17.00 | 12.75 | 8.000
o
= i Maximum 37.00 | 31.00 | 23.00 | 24.00 | 16.00
s 20
€
< Mean 2175 | 1815 | 1430 | 10.35 | 7.150
2 10 Std. Deviation 6.016 | 4200 | 3.895 | 4416 | 3.376
- } Std. Error of Mean | 1.345 | 0.9411 | 0.8709 | 0.9875 | 0.7549
8
£ o Lower 95% CI 1893 | 16.18 | 12.48 | 8.283 | 5570

! ! ! ! ! Upper 95% CI 2457 | 2012 | 1612 | 1242 | 8.730

Eo-1 Eo-2 Eo-3 Eo-4 Eo-5
Study visit Mean ranks 4700 | 3975 | 2975 | 2.075 | 1.275

A B
Abbildung 33 Auswertung der eosinophilen Granulozyten im Verlauf. Graph A: Der Whisker zeigt die Stan-
dardabweichung und die mittlere Markierung den Mittelwert an. Der p-Wert ist mit den Symbolen **** fiir p <
0,0001 gekennzeichnet. Bei dem statistischen Test handelt es sich um einen Friedman Test. Tabelle B: Deskriptive
Statistik; Eo:eosinophile Granulozyten.

Tabelle 9 Multiple Comparisons Test der einzelnen Studienvisiten, bei dem statistischen Test handelt es sich
um den Dunn‘s multiple Comparisons Test.

Dunn's multiple comparisons test | Rank sum diff. | Significant? | Summary
Eo-1 vs. Eo-2 14.50 No ns
Eo-1 vs. Eo-3 34.50 Yes ol
Eo-1 vs. Eo-4 52.50 Yes i
Eo-1 vs. Eo-5 68.50 Yes ek
Eo-2 vs. Eo-3 20.00 No ns
Eo-2 vs. Eo-4 38.00 Yes o
Eo-2 vs. Eo-5 54.00 Yes bk
Eo-3 vs. Eo-4 18.00 No ns
Eo-3 vs. Eo-5 34.00 Yes bl
Eo-4 vs. Eo-5 16.00 No ns

Die Flimmerzellen ergaben in allen statistischen Tests (D'Agostino & Pearson Test, Anderson-
Darling Test, Shapiro-Wilk Test, Kolmogorov-Smirnov Test) eine Normalverteilung, sodass
der One-way ANOVA Test angewendet wurde. Trotz einem tendenziellen Anstieg im Graphen,
konnte kein signifikantes Ergebnis statistisch festgestellt werden. Um einen Multiplen Ver-
gleich durchzufiihren, wurde der Tukey's multiple comparisons test angewendet. Dieser ergab,
dass sich auch die Mittelwerte der einzelnen Studienvisiten im direkten Vergleich nicht signi-

fikant voneinander unterscheiden.
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Da die Becherzellen keine Normalverteilung in den statistischen Tests (D'Agostino & Pearson
Test, Anderson-Darling Test, Shapiro-Wilk Test, Kolmogorov-Smirnov Test) aufwiesen,
wurde der Friedman-Test angewendet. Er ergab ein statistisch signifikantes Ergebnis (p<0,01),
also eine signifikante Steigung im Verlauf. Im Vergleich der einzelnen Studienvisiten war eine

Signifikanz vor allem zwischen dem ersten und vierten Studienbesuch zu beobachten.

Die neutrophilen Granulozyten zeigten zwar im D'Agostino & Pearson Test eine Normalver-
teilung, diese spiegelte sich allerdings im Anderson-Darling Test, Shapiro-Wilk Test und Kol-
mogorov-Smirnov Test nicht wider, sodass der Friedman-Test angewendet wurde. Es konnte

keine Signifikanz innerhalb der neutrophilen Granulozyten festgestellt werden.

Auch beziiglich der Lymphozyten wurde der Friedman Test aufgrund der fehlenden Normal-
verteilung (D'Agostino & Pearson Test, Anderson-Darling Test, Shapiro-Wilk Test, Kolmo-
gorov-Smirnov Test) angewendet. Es zeigte sich ein signifikantes Ergebnis (p<0,01). Im Ver-
gleich der einzelnen Studienvisiten war die Signifikanz vor allem zwischen dem zweiten und

fiinften Studienbesuch zu beobachten.

Da der Fokus dieser Arbeit auf den eosinophilen Granulozyten liegt, wurden die detaillierten

statistischen Ergebnisse fiir die weiteren Zelltypen nicht graphisch in dieser Arbeit dargestellt.

Zusammenfassend konnte damit beobachtet werden, dass die Becherzellen (p<0,01) im zeitli-
chen Verlauf der Studienvisiten unter Dupilumab-Therapie signifikant gestiegen sind und die
eosinophilen Granulozyten (p<0,0001) und Lymphozyten (p<0,01) signifikant gesunken sind.
Die Signifikanz war dabei umso hoher, je weiter die einzelnen Studienvisiten voneinander ent-
fernt waren. Beziiglich der Flimmerzellen und der neutrophilen Granulozyten konnte keine sig-

nifikante Verdanderung im zeitlichen Verlauf beobachtet werden.
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4.3.2 Auswertung der Blutuntersuchung
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Abbildung 34 Auswertung von Serum-IgE Werten und dem prozentualen Eosinophilenanteil im Differen-
tialblutbild im zeitlichen Verlauf. A: Serum-IgE in IU/ml (Friedman-Test), B: Eosinophile Granulozyten in %
im Differentialblutbild; SV, Studienvisite. Der Whisker zeigt die Standardabweichung und die mittlere Markie-

rung den Mittelwert. Der p-Wert ist mit dem Symbol **** fiir p < 0,0001 gekennzeichnet. Nihere Erlduterungen
siche Text.

In Abbildung 34 sind die Ergebnisse der Blutuntersuchungen im zeitlichen Verlauf dargestellt,
wobei im einzelnen die Serum-IgE Konzentration (in IU/ml) und die eosinophilen Granulozy-
ten im Differentialblutbild (in %) betrachtet wurden. Beziiglich der Serum-IgE Werte konnte
eine deutliche Abnahme festgestellt werden, die sich im Friedman-Test auch als signifikant
(p<0,0001) bestitigen lieB. Auch hier zeigte sich, dass die Signifikanz umso hdher war, je wei-
ter die Studienvisiten voneinander entfernt waren. Die eosinophilen Granulozyten zeigten einen

eher unregelméBigen Verlauf und es konnte im Friedman-Test keine signifikante Tendenz fest-

gestellt werden.
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4.3.3 Polypenscore und SNOT-20 Fragebogen
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Abbildung 35 A: Polypenscore (Friedman-Test), B: SNOT-20 Fragebogen (Friedman-Test); SV, Studienvis-
ite. Der Whisker zeigt die Standardabweichung und die mittlere Markierung den Mittelwert. Die p-Werte sind mit
den Symbolen **** fiir p < 0,0001 gekennzeichnet. Nahere Erlduterungen siehe Text.

Auch im Polypenscore (p<0,0001) und im SNOT-20 Fragebogen (p<0,0001) zeigte sich ein
jeweils hochsignifikantes Sinken der jeweiligen Parameter im zeitlichen Verlauf der Studien-
visiten (Friedman-Test). Besonders deutlich wurde, dass die groBBte Differenz bei beiden Para-
metern gerade zu Beginn der Therapie (zwischen SV1 und SV2) festzustellen ist (s. Abbildung
35).

Beziiglich des Polypenscores war ein Mittelwert von 5 [95% KI: 3,63; 5,37] bei der ersten
Studienvisite zu beobachten, der schon bei der zweiten Studienvisite bei 1,5 [95% KI: 1,06;
2,64] und bei der fiinften Studienvisite bei 1 [95% KI: 0,55; 1,86] lag. Beim SNOT-20 Frage-
bogen betrug der Mittelwert zu Beginn 52,5 [95% KI: 41,68; 58,22] und bei der zweiten Studi-
envisite 15 [95% KI: 13,6; 21,9], um dann bei der fiinften Studienvisite weiter auf 11,5 [95%
KI: 10,17; 20,93] zu fallen.
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4.3.4 Auswertung der Olfaktometrie

Olfaktometrie
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Abbildung 36 Auswertung der Riechtests; SV, Studienvisite. Der Whisker zeigt die Standardabweichung und
die mittlere Markierung den Mittelwert. Der p-Wert ist mit dem Symbol **** fiir p < 0,0001 gekennzeichnet.
Néhere Erlduterungen siehe Text.

Die Auswertung der 12er-SNIFFIN-Stick Tests ergab eine Verbesserung der Riechfdhigkeit im
zeitlichen Verlauf der Studienvisiten. Es war eine nahezu identische Zunahme der erkannten
Gertiiche sowohl auf der linken als auch der rechten Nasenseite zu beobachten, die im Friedman-

Test auch signifikant war (p<0,0001).

4.3.5 Auswertung der immunzytochemischen Farbungen

Die zuvor gefarbten MGG-Préparate wurden anhand im Vorfeld etablierter Standardprotokolle
immunhistochemisch mit einem Antikérper umgeféarbt, um zu ermitteln, ob der Verlauf der
eosinophilen Zellzahl noch exakter darzustellen ist. Um den Patienten einem mdoglichst gerin-
gen Aufwand auszusetzen, wurden hierfiir die bereits ausgewerteten MGG-Préparate genutzt.
Von insgesamt 100 Prdparaten (20 Patienten mal 5 Studienvisiten) konnten wir 80 ICC-
Priparate (80 %) erfolgreich auswerten. 20 von 100 Praparaten (20 %) ergaben nach der Fér-

bung Préparate, die nicht spezifisch reagiert hatten.

- 64 -



Ergebnisse

ICC Deskriptiv ICC Statistik
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Abbildung 37 Auswertung der Immunzytochemischen Firbung im Verlauf, A: Deskriptive Statistik, B: Sta-
tistische Auswertung. Die Box kennzeichnet die mittleren 50 % der Werte, begrenzt von dem unteren und oberen
Quartil (25 %- und 75 %-Quantil). Der Median ist als horizontaler Strich in der Box dargestellt. Der Whsiker
(vertikaler Strich) stellt die Verbindung zwischen den extremen Nicht-Ausreifler-Werten dar. Der P-Wert ist mit
*** fiir < 0,001 gekennzeichnet.

So kommt es, dass man in Abbildung 37 Graph A die deskriptive Statistik erkennen kann, in
der alle in die Studie eingeschlossenen Patienten dargestellt sind und in Graph B nur die Pati-
enten dargestellt sind, deren Préparate in allen Studienvisiten erfolgreich gefarbt wurden. Nach-
dem die Werte auf Normalverteilung getestet wurden (D'Agostino & Pearson Test, Anderson-
Darling Test, Shapiro-Wilk Test, Kolmogorov-Smirnov Test) wurde der One-way ANOVA
Test durchgefiihrt, der ein hochsignifikantes Ergebnis (p= 0,0004) lieferte. Da in der Daten-
sammlung der deskriptiven Statistik Liicken zu finden sind, konnte dort kein statistischer Test

angewandt werden.

4.4 Unterteilung des Patientenkollektivs anhand der eosinophilen Gra-
nulozyten in eine Eo-low und Eo-high Gruppe
Der Median der Eosinophilen Granulozyten in der MGG-Auswertung beim ersten Studienbe-
such betrdgt 21 %. Wenn man nun die Patienten unter- bzw. oberhalb des Medians bzgl. der
jeweiligen Verdnderungen im zeitlichen Verlauf vergleicht, ldsst sich erkennen, dass der Abfall
der eosinophilen Granulozyten im Verlauf in der Eo-high-Gruppe stérker ist als in der Eo-low-
Gruppe (ASV1-SV5= 17,822 (Eo-high) vs. 10,67 (Eo-low)) (s. Abbildung 38). Der Friedman
Test wurde angewendet, um die Signifikanz zu priifen und ergab in beiden Gruppen ein hoch-

signifikantes Ergebnis.
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Abbildung 38 Eo-low (links, braun) vs Eo-high (rechts, griin) im Verlauf; Die Patienten wurden anhand ihres
Eosinophilen-Anteils in der ersten Studienvisite und dem Median von 21% in die Gruppen Eo-low und Eo-high
eingeteilt. Die Box kennzeichnet die mittleren 50 % der Werte, begrenzt von dem unteren und oberen Quartil (25
%- und 75 %-Quantil). Der Median ist als horizontaler Strich in der Box dargestellt. Der Whsiker (vertikaler
Strich) stellt die Verbindung zwischen den extremen Nicht-Ausreier-Werten dar. Die P-Werte sind mit **** fiir
<0,0001 gekennzeichnet.

4.5 Korrelation der einzelnen Parameter

In Abbildung 39 ist der Zusammenhang zwischen den eosinophilen Granulozyten in der MGG-
Féarbung und dem Polypenscore veranschaulicht. Der Spearman Korrelations-Koeffizient ergab

mit r= 0,25 eine schwach positive Korrelation und kein signifikantes Ergebnis (p>0,05).
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Abbildung 39 A: Eosinophile Granulozyten in der MGG-Firbung (in %, rote Kreise) vs. Polypenscore
(blaue Quadrate). Der Verlauf der jeweiligen Werte wurde graphisch dargestellt. Der Whisker zeigt die Stan-
dardabweichung und die mittlere Markierung den Mittelwert. SV:Studienvisite. B: Korrelation der Eosinophilen
Granulozyten in der MGG-Firbung (%-Anteil pro Gesichtsfeld) und dem Polypenscore. Als Test wurde der
Spearman Korrelations-Koeffizient Test genutzt (r=0,29). Die Korrelation ergab kein signifikantes Ergebnis
(p>0,05). Die rote Linie gibt die lineare Regression an (Y=0,04982*X+1,376).
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Die folgende Abbildung (Abbildung 40) zeigt den Zusammenhang zwischen den eosinophilen
Granulozyten in der MGG-Firbung und den Ergebnissen im SNOT-20 Fragebogens. Es zeigte
sich keine Korrelation (r=0) und kein signifikantes Ergebnis (p=0,4).
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Abbildung 40 A: Eosinophile Granulozyten in der MGG-Firbung (in %, rote Kreise) vs. SNOT-20-Score
(blaue Quadranten). Der Verlauf der jeweiligen Werte wurde graphisch dargestellt. Der Whisker zeigt die Stan-
dardabweichung und die mittlere Markierung den Mittelwert. SV:Studienvisite. B: Korrelation der Eosinophilen
Granulozyten in der MGG-Firbung (%-Anteil pro Gesichtsfeld) und dem SNOT-20-Score. Als Test wurde
der Spearman Korrelations-Koeffizienz Test genutzt (r= 0). Es zeigte sich kein signifikantes Ergebnis (p>0,05).

Auch der Zusammenhang zwischen den eosinophilen Granulozyten in der MGG-Farbung und
den Serum-IgE-Werten wurde verglichen. Dabei stellte sich keine signifikante Korrelation her-

aus (s.Abbildung 41).
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Abbildung 41 A: Eosinophile Granulozyten in der MGG-Firbung (in %, rote Kreise) vs. Serum-IgE-Werte
(in IU/ml, blaue Quadranten). Der Verlauf der jeweiligen Werte wurde graphische dargestellt. Der Whisker zeigt
die Standardabweichung und die mittlere Markierung den Mittelwert. SV:Studienvisite. B: Korrelation zwischen
Serum-IgE-Werten (IU/ml) und den eosinophilen Granulozyten in der MGG-Firbung (%-Anteil pro Ge-
sichtsfeld). Der Spearman Korrelations-Koeffizient ergab r=-0,05. Es zeigte sich kein signifikantes Ergebnis
(p>0,05).
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4.6 Untersuchung des Therapieansprechens

Um zu untersuchen, ob ein klinisches Ansprechen mit den Ergebnissen der MGG-Férbung kor-
reliert, wurden zunéchst die Differenzen der jeweiligen Parameter in der ersten und letzten Stu-
dienvisite berechnet. Der SNOT-20- Score wurde dabei als MaB fiir ein subjektiv empfundenes
Ansprechen des Patienten gewertet und der Polypenscore als ein objektiv bestimmtes Maf3 des

Arztes. Die Differenz wurde folgendermallen berechnet:
ASNOT-20-Score = SV5 - SV1 Median: -36
APolypenscore = SV5 - SV1 Median: -3
AnschlieBend wurde der Median aller Differenzen bestimmt.

So konnen nun alle Patienten die eine grofere oder gleiche Abnahme um den Median aufweisen
in eine ,,good responder Gruppe eingeteilt werden und alle Patienten, die eine geringere Ab-

nahme zeigen, in eine ,,Jow-responder* Gruppe.

Die jeweiligen Patienten werden dann beziiglich der Differenz der eosinophilen Granulozyten
in der MGG-Férbung in den beiden Gruppen verglichen. Bei einer Normalverteilung wurde ein

t-Test durchgefiihrt, bei keiner Normalverteilung der Mann-Whitney-U-Test.

Abbildung 42 zeigt nun die verschiedenen Ergebnisse beziiglich der ,,SNOT good responder*-
und ,,SNOT low responder“-Gruppe und Abbildung 43 die Ergebnisse beziiglich der ,,Po-

lypscore good responder* und ,,Polypscore low-responder*.
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Abbildung 42 Die Graphen vergleichen verschiedene Parameter zwischen SNOT good-respondern und low-
respondern anhand von Estimation plots. Angezeigt sind die jeweiligen Daten mit ihren Konfidenzinterval-
len im linken Teil der Graphen in Form von Geigendiagrammen und die Effektstirke mit den entsprechen-
den 95%-Konfidenzintervallen auf der rechten Seite der Graphen (nur fiir t-tests moglich). A: Dargestellt
sind AEosinophile in der MGG-Férbung im Vergleich. Ein ungepaarter t-test wurde durchgefiihrt und ergab mit p=0,025
ein signifikantes Ergebnis; B: Dargestellt sind AEosinophile im Differentialblutbild im Vergleich. Ein ungepaarter t-
test wurde durchgefiihrt und ergab mit p>0,05 kein signifikantes Ergebnis; C: Dargestellt sind AEosinophile in der ICC-
Farbung im Vergleich. Ein ungepaarter t-test wurde durchgefiihrt und ergab mit p>0,05 kein signifikantes Ergebnis; D:
Dargestellt sind ASerum-IgE-Werte im Vergleich. Ein Mann-Whitney-U-test wurde durchgefiihrt und ergab mit p>0,05
kein signifikantes Ergebnis.
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Abbildung 43 Die Graphen vergleichen verschiedene Parameter zwischen Polypenscore good-responder
und low-responder anhand von Estimation plots. Angezeigt sind die jeweiligen Daten mit ihren Konfiden-
zintervallen im linken Teil der Graphen in Form von Geigendiagrammen und die Effektstirke mit den
entsprechenden 95%-Konfidenzintervallen auf der rechten Seite der Graphen (nur fiir t-tests moglich). A:
Dargestellt sind AEosinophile in der MGG-Firbung im Vergleich. Ein ungepaarter t-test wurde durchgefiihrt und ergab
mit p>0,05 kein signifikantes Ergebnis; B: Dargestellt sind AEosinophile im Differentialblutbild im Vergleich. Ein
ungepaarter t-test wurde durchgefiihrt und ergab mit p>0,05 kein signifikantes Ergebnis; C: Dargestellt sind AEosino-
phile in der ICC-Farbung im Vergleich. Ein ungepaarter t-test wurde durchgefiihrt und ergab mit p>0,05 kein signifi-
kantes Ergebnis; D: Dargestellt sind ASerum-IgE-Werte im Vergleich. Ein Mann-Whitney-U-test wurde durchgefiihrt
und ergab mit p>0,05 kein signifikantes Ergebnis.
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4.7 Zusammenfassende Darstellung der Ergebnisse

Es zeigte sich sowohl in der MGG- (p<0,0001) als auch in der ICC- Auswertung (p<0.001) eine
signifikante Abnahme der Eosinophilen-Zellzahl im Therapieverlauf. Aullerdem zeigte sich,
dass das Ergebnis statitisch signifiknater war, je weiter die einzelnen Studienvisiten voneinan-
der entfernt waren. In der MGG-Férbung konnte beobachtet werden, dass die Becherzellen im
zeitlichen Verlauf der Studienvisiten unter Dupilumab-Therapie signifikant gestiegen sind
(p<0,01) und die eosinophilen Granulozyten (p<0,0001) und Lymphozyten (p<0,01) signifikant
gesunken sind. Die Signifikanz war dabei ebenfalls umso hoher, je weiter die einzelnen Studi-
envisiten voneinander entfernt waren. Beziiglich der Flimmerzellen und der neutrophilen Gra-
nulozyten konnte keine signifikante Verdnderung im zeitlichen Verlauf beobachtet werden. Bei
der Einteilung der MGG-Préparate in eine Eo-low (<21%) und Eo-high-Gruppe (>21 %) an-
hand der prozentualen eosinophilen Zellzahl vor Therapiebeginn, zeigte die Eo-high-Gruppe
eine stirkere Abnahme (A17.82) im Vergleich zu der Eo-low-Gruppe (A10.67). Auch der Po-
lypenscore, der SNOT-20 Fragebogen und die Gesamt-IgE-Konzentration zeigten jeweils eine
signifikante Abnahme im Verlauf (p<0.0001). Dabei zeigte sich die groBBte Differenz gerade zu
Beginn der Therapie. Beziiglich der Eosinophilen im Differentialblutbild zeigte siche kein sig-
nifikantes Ergebnis, da die Werte zunéichst stiegen und dann ab der dritten Studienvisitie wieder
fielen. Bei der Korrelation der einzelnen Werte untereinander (MGG vs. Polypenscore; MGG
vs. SNOT-20-Fragebogen; MGG vs. Serum-IgE-Werte) zeigte sich trotzt tendenzieller Korre-
lation in den Graphen kein signifikantes Ergebnis. Anhand des Medians der durchschnittlichen
Verdnderung im Polypenscore und im SNOT-20 Fragebogen wurden die Patienten in “good-
responder” und “low-responder” eingeteilt. AnschlieBend wurden beide Gruppen beziiglich der
Eosinophilen im Nasenabstrich, den Eosinophilen im Differentialblutbild und dem Gesamt-

IgE-Wert verglichen, wobei kein signifikantes Ergebnis zu beobachten war.
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5 Diskussion

Die chronische Rhinosinusitis mit Nasenpolypen (CRSwNP) stellt eine der hdufigsten chroni-
schen Erkrankungen in unserer Gesellschaft dar, wobei die Privalenz tendentiell weiter ansteigt
und man davon ausgehen kann, dass die Dunkelziffer noch hoher ist (CHAABAN et al., 2013).
Die genaue Atiologie ist noch unklar und Gegenstand aktueller Forschungen, es wird aber eine
Host-Environment-Hypothese angenommen, die zu einer chronischen Inflammation und Sché-
digung der Nasenschleimhaut fiihrt (KERN et al., 2008). In 80 % der CRSwNP-Fille ist eine
chronische Typ-2-Infektion nachzuweisen (CHAABAN etal., 2013; KATO, 2015; MILONSKI
et al., 2015). Es wurden aullerdem Assoziationen mit einem Asthma bronchiale oder einer Al-
lergie beobachtet- beides Komorbiditéten, die ebenfalls mit einer Typ-2-Inflammation einher-
gehen (HEDMAN et al., 1999; ROSENFELD, 2007; TOMASSEN et al., 2016; ZHANG et al.,
2017). Auch wir stellten in unserer Studie diese Komorbiditdten fest. Betroffene Patientinnen
und Patienten zeigen einen enormen Leidensdruck, da die Symptome die Lebensqualitit und
die Leistungsfahigkeit stark einschrinken (KHAN et al., 2019; MILONSKI et al., 2015). Nicht
nur die blockierte Nasenatmung und das starke Druckgefiihl durch die Polypen stellen ein Prob-
lem dar, sondern auch die Auswirkungen, die damit einhergehen, wie zum Beispiel Riech- und
Schlafstorungen (BACHERT et al., 2014; CHUNG et al., 2015; KOHLI et al., 2017). Da Poly-
pen langsam wachsen, gew6hnen sich Betroffene meistens an diese Beschwerden und suchen
erst spat einen Arzt auf, wenn die Lebensqualitdt schon sehr stark eingeschrinkt ist. Das ist der
Grund, warum eine rein medikamentdse Therapie meistens nicht mehr ausreicht und Polypen
meist nur noch operativ im Rahmen einer FESS entfernt werden konnen (KIM et al., 2021).
Eine Operation bringt allerdings das Risiko postoperativer Komplikationen wie Wundheilungs-
storungen, Wundinfektionen oder Lungenarterienembolien mit sich und durch die anatomische
Lage sind orbitale und intrakraniale Komplikationen mdglich (HOSEMANN, DRAF, 2013).
Es ist auBBerdem bekannt, dass die Rezidivrate nach einer FESS mit 60% immer noch sehr hoch
ist, wodurch nicht selten mehrfache Nasennebenhohlenoperationen im Krankheitsverlauf not-
wendig werden (DECONDE et al., 2017; ROSATI et al., 2020; TEVIS, KENNEDY, 2013).
Vor allem Patienten mit Komorbiditdten wie Asthma bronchiale oder einer Aspirinintoleranz
neigen dabei zur Entwicklung von Rezidiven (LOFTUS et al., 2020; MENDELSOHN et al.,
2011; ROSATI et al., 2020). Jeder Behandlungsverlauf wird daher individuell auf den Patienten
abgestimmt und nicht selten sind mehrere Therapieansitze notig. Fiir CRSWNP Patienten, die

ein Rezidiv trotz leitliniengerechter Therapie einschlielich einer FESS entwickeln, welches
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nicht suffizient durch weitere Operationen und/oder systemische Cortisongaben beherrscht
werden kann, kann der Einsatz von Biologika als Therapieoption erwogen werden. Diese inno-
vative Therapieform, die erst seit wenigen Jahren zur Behandlung von CRSwNP Patienten zur
Verfiigung steht, blockiert zielgerichtet einzelne molekulare Signalwege im Kdorper. Je nach
Endotyp sind derzeit drei Biologika in der Therapie der CRSwWNP zugelassen, wobei Dupi-
lumab einer davon ist, der speziell die IL-4-Rezeptor-a-Untereinheit blockiert (BACHERT et
al., 2019; JONSTAM et al., 2019). Durch die strukturelle Ahnlichkeit der beiden Interleukine
4 und 13 wird das Signaling beider Schliisselenzyme der Typ-2-Entziindung blockiert und die
damit einhergehenden Symptome gelindert. Dupilumab ist als Fertigspritze verfiigbar und kann
vom Patienten selbststindig alle zwei Wochen subkutan appliziert werden. Eine Therapie mit
Dupilumab ist mit ca. 20.000 Euro Therapiekosten pro Patient und Jahr sehr teuer weshalb es
dringend erforderlich ist, Patienten gezielt identifizieren zu konnen, die von einer Therapie mit
dem Antikdrper am  wahrscheinlichsten profitieren (BACHERT et al., 2021;
BUNDESAUSSCHUSS, 2019). Nach einheitlicher Meinung der bisher zur Anwendung von
Dupilumab in den verschiedenen Indikationen publizierten Studien stellt der Nachweis einer
Typ-2-Entziindung den wesentlichen priadiktiven Marker dar, was auch in den Formulierungen
der Zulassungsberichte der EMA entsprechend beriicksichtig wird (FOKKENS et al., 2020).
Bisher stehen hierzu allerdings nur Surrogatparameter wie die Serum-IgE-Konzentration oder
aber invasive Untersuchungen wie die histologische Analyse des Polypengewebes zur Verfii-
gung, so dass die Suche nach geeigneten Biomarkern, die eine Priadiktion des Therapieanspre-
chens und ein Therapiemonitoring ermdglichen, von groBem Interesse fiir das klinische Ma-
nagement ist (ROBINSON et al., 2017). Vor diesem Hintergrund stellt die nasale Abstrichzy-
tologie eine giinstige und nicht-invasive Methode dar, um im Rahmen einer ambulanten Vor-
stellung der Patienten und ohne die Notwendigkeit einer Narkose, potentiell Aussagen iiber das
Therapieansprechen und den Therapieverlauf geben zu kénnen. Vor diesem Hintergrund wurde
die im Rahmen dieser Doktorarbeit vorgestellte Studie konzipiert, deren zuvor dargestellte Er-

gebnisse nun im Detail vor dem Hintergrund der aktuellen Literatur diskutiert werden sollen.

5.1 Untersuchung der Nasenabstriche

Im Rahmen der Studie wurden 20 Patientinnen und Patienten innerhalb eines Jahres insgesamt
fiinfmal im Abstand von 12 Wochen nasal abgestrichen und der prozentuale Anteil der Zellen
der Nasenschleimhaut ausgewertet. Dabei zeigte sich eine signifikante Abnahme der Eosino-

philenzellzahl im Nasenabstrich im Verlauf. Nach Betrachtung methodischer Aspekte der Ana-
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lyse der MGG und ICC Priparate, stellt sich zunéchst die Frage, wie die experimentell nachge-
wiesene Abnahme der Eosinophilenzellzahl in den untersuchten Nasenabstrichen in den Kon-
text der bisherigen Erkenntnisse liber Eosinophilie bei CRSWNP sowie die natiirliche Variation
der Eosinophileninfiltration einzuordnen ist und ob sich die Abnahme der Zellzahl als potenti-

eller diagnostischer Marker fiir ein Therapieansprechen eignet.

5.1.2 Technik der nasalen Abstrichzytologie

Die Technik der nasalen Abstrichzytologie geht auf erste Versuche im Jahre 1889 zuriick
(GELARDI et al., 2007). Man stellte damals schon fest, dass Asthma-Patienten im Vergleich
zu Gesunden eine erhdhte Anzahl an eosinophilen Granulozyten in der Nasenschleimhaut auf-
weisen (GELARDI et al., 2007). Im Jahre 1927 stellte man diesen Nachweis auch bei Allergie-
Patienten fest (FERRARA et al., 2012). Rutland et al. beschrieben 1980 erneut die nicht-inva-
sive Methode, um nasale Epithelzellen zu gewinnen und an der Zilienschlagfrequenz im Zu-
sammenhang mit der Mukoviszidose und der Ziliendyskinesie zu forschen (RUTLAND,
COLE, 1980). Bis dato wurde nasales Gewebe hauptsdchlich durch Biopsien entnommen, wo-
bei der Patient sediert werden musste. Schon damals sahen die Forscher den hohen Nutzen der
nasalen Abstrichzytologie beziiglich chronischer Nasen- und Lungenerkrankungen (BRIDGES
et al.,, 1991; RUTLAND et al., 1982). Seitdem wurden weitere Forschungen betrieben und es
stellte sich heraus, dass die nasale Abstrichzytologie einen potentiell grolen Nutzen in der Rhi-
nologie aufweist. So konnte beispielweise mithilfe der nasalen Abstrichzytologie die nicht-al-
lergische Rhinitis besser charakterisiert und in verschiedene Subtypen unterteilt werden: nicht-
allergische Rhinitis mit eosinophilen Zellen (NARES), mit Mastzellen (NARMA), mit neutro-
philen Granulozyten (NARNE) oder gemischten Zellen (NARESMA) (GELARDI et al., 2016).
In der klinischen Rhinologie hat sich diese Klassifikation auf Basis der nasalen Abstrichzyto-
logie jedoch nicht durchsetzen kdnnen. Anhand von klinischen und zytologischen Kriterien
verdffentlichten Gelardi et al 2017 auch ein Clinical-Cytological Grading der CRSwNP-Pati-
enten in drei Gruppen, um den prognostischen Index eines Riickfalls an Nasenpolypen zu be-
stimmen: low (< 3), medium (4-6), high (> 7) (GELARDI et al., 2017). Der Score stellt sich
zusammen aus klinischen Komorbidititen (1: ASS-Intoleranz; 2: Asthma; 3: Allergie; 3: ASS-
Intoleranz und Asthma) und dem zytologisch dominierendem Zellbild (1: neutrophile Gra-
nulozyten; 1: Mastzellen; 2: eosinophile Granulozyten; 4: eosinophile Granulozyten und Mast-
zellen). Ein hoheres Ergebnis im Clinical-Cytological Grading bedeutet eine hohere Wahr-
scheinlichkeit, ein Polypen-Rezidiv zu erleiden und damit eine Operation zu benétigen. Tat-

sachlich fanden Gerladi et al. nach einem Follow-up von 5 Jahren heraus, dass die Patienten in
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der ,,low* Gruppe signifikant weniger Operationen bendtigten, als Patienten in der ,high*
Gruppe (GELARDI et al., 2017). Dieses eindriickliche Ergebnis ldsst erkennen, wie wertvoll
die Forschung an Nasenabstrichen fiir die Zukunft der Hals-, Nasen-, Ohrenheilkunde sein
kann. Denn die nasale Abstrichzytologie bietet eine einfache, nicht-invasive und schmerzfreie
Methode, um nasale Epithelzellen zu gewinnen (RUTLAND, COLE, 1980). AuBlerdem wird
die Methode gut von den Patienten toleriert und es wird keine Anésthesie bendtigt (BRIDGES
et al.,, 1991). Bei Bedarf kann die Nase lokal mit beispielweise Lidocain betdubt werden
(RUTLAND, COLE, 1980). Es wurden nur geringe Irritationen der Schleimhaut festgestellt,
die in wenigen Féllen ein Niesen oder eine kleinere Blutung verursachten (BRIDGES et al.,
1991). Somit stellt die nasale Abstrichzytologie eine Methode dar, die in allen Altersklassen,
auch bei Kindern, und vor allem wiederholt genutzt werden kann (CARUSO et al., 2022).

In der Gynékologie wird die Abstrichzytologie bereits seit vielen Jahren genutzt. Dort wird sie
in der Diagnostik zur Fritherkennung des Zervixkarzinoms angewendet (GIBB, MARTENS,
2011). Auch in der Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde gibt es Versuche, die Zytologie der Mund-
schleimhaut mittels Abstrichen zu untersuchen, um Hinweise auf Mundhohlenkarzinome zu

erlangen (BROCKLEHURST et al., 2013; PARK et al., 2016).

Da die Nasenschleimhaut ebenfalls gut erreichbar ist, stellt sie eine gute Moglichkeit dar, die
Zellverdnderungen des nasalen Epithels als diagnostisches Werkzeug zu nutzen und diagnosti-
sche Riickschliisse iiber beispielweise entziindliche Vorginge treffen zu konnen (FERRARA
et al., 2012; GELARDI et al., 2007). Aus technischer Sicht wird empfohlen den mittleren Ab-
schnitt der unteren Nasenmuschel abzustreichen, da dort das Flimmerzellen/Becherzellen-Ver-
hiltnis am ehesten ausgeglichen erwartet wird (GELARDI et al., 2018a; GELARDI et al.,
2016). Dies ist der aktuelle Standard. Boccioloni et al verdffentlichten 2022 allerdings eine
Studie, in der sie zeigten, dass die mittlere Nasenmuschel besser im Hinblick auf eine valide
zytologische Auswertung geeignet ist (BOCCIOLINI et al., 2022). Da dies jedoch ein neuer
Ansatz ist, gibt es noch nicht viele Quellen dazu und es sind leider auch kaum Studien mit
dieser Methode zu finden. Es gilt zu beachten, dass die Nasenschleimmhaut je nach Lokalisa-
tion Unterschiede in der Zell- und Rezeptorexpression aufweist, wie Deprez et al. 2020 in ihrer
Arbeit verodffentlichten (DEPREZ et al., 2020). Mitroi et al. stellten wiederum einen Unter-
schied zwischen der Zell- und Rezeptorexpression von normalem Zellepithel und Polypeng-
webe fest (MITROI et al., 2019). So wiesen sie einen erhdhten Anteil an eosinophilen Gra-
nulozyten und T-Lymphozyten in Polypengwebe nach (MITROI et al., 2019). Aus diesem

Grund spielt es eine entscheidende Rolle, wo man die Nasenschleimhaut abstreicht. Da uns vor
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allem die Entiindungsprozesse im Abstrich interessierten strichen wir in unserer Studie in erster
Linie vorhandene Polypen ab. Bei nicht vorhandenen Polypen strichen wir, wie die Mehrheit
der aktuellen Literatur empfiehlt, den mittleren Abschnitt der unteren Nasenmuschel ab. Um
reprisentative Ergebnisse zu erhalten achteten wir vor allem darauf, bei jedem Patienten mog-

lichst die gleiche Lokalisation abzustreichen.

Um die Préparte herzustellen, gingen wir nach der konventionellen und bekannten Methode
vor, indem wir die Abstrichbiirste iiber ein Praparat rollten und so die Zellen gleichméBig tiber
das Priparat verteilten. Zuvor hatten wir auch die fliissigkeitsbasierte Abstrichzytologie aus-
probiert, mussten aber feststellen, dass bei dem Prozess viele Zellen verloren gingen und somit
keine reprédsentativen Priparate gewahrleistet werden konnten. Aus diesem Grund entschieden
wir uns fiir die konventionelle Methode. Auch angesichts des praktischen Aspektes bietet diese
Methode einen klaren Vorteil, da sie im ambulanten Setting einfach angewendet werden kann

im Gegensatz zu der fliissigkeitsbasierte Abstrichzytologie.

Als bevorzugte Farbemethode wird in der Regel die May-Griinwald-Giemsa Farbung gewdhlt,
da mit dieser Farbung die verschiedenen Zelltypen am besten dargestellt werden kdnnen
(FERRARA et al., 2012; GELARDI et al., 2016). Auch wir wihlten die MGG-Farbung, modi-
fizierten sie allerdings mit 400 pl Essigséure nach einer erfolgreichen Etablierung, um die eo-
sinophilen Granulozyten besser darzustellen zu konnen. Uns half dies bei der Auswertung sehr,
weshalb wir diese Methode empfehlen konnen. Um die eosinophilen Granulozyten noch ge-
nauer identifizieren zu konnen, farbten wir die MGG-geféarbten Priparate immunzytochemisch
um. Bei diesem Prozess konnten wir 80 % der zuvor mit MGG- gefarbten Priaparate umférben,
20 % der Préaparate wurden im Prozess beschidigt. Trotz mehrere Versuche, konnten wir den
genauen Grund dafiir nicht finden, vermuten aber, dass dies mit dem pH-Gehalt des Nasen-
schleims und die unterschiedliche Dicke der Préparate zusammenhéangt. Bei der Umférbung der
granulozyten Konzentrate, an denen wir die Etablierung durchgefiihrt hatten, gingen keine Pri-
parate im Féarbeprozess verloren. Aus diesem Grund wissen wir, dass eine Umfarbung prinzi-
piell moglich ist. Es bleibt Gegenstand zukiinftiger Forschungen, den Grund zu finden, weshalb
einige Nasenabstriche bei der Umférbung von MGG-gefarbten zu ICC-gefirbten Préparaten

nicht spezifisch reagieren.

Die natiirliche Nasenschleimhaut besteht hauptsidchlich aus Flimmerzellen, Becherzellen und
Basalzellen und nur selten werden basophile Granulozyten und Bakterien, beispielweise bei
einem Infekt, beobachtet (GELARDI et al., 2007). Deprez et al wiesen in ihrer Studie beispiel-

weise bei gesunden Probanden ein durchschnittliches Verhéltnis von 89 % an Flimmerzellen
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nach (DEPREZ et al., 2020). Auch wir stellten diese Zusammensetzung in unseren mit MGG-
gefdarbten Praparaten fest. So liberwog in der Regel der prozentuale Anteil der Flimmerzellen
(s. Abbildung 32). Bei einem Infekt des Patienten beobachteten wir ebenfalls eine Zunahme

der neutrophilen Granulozyten.

Trotz der Erkenntnisse und dem nachgewiesenen, potentiellen klinischen Nutzen findet die na-
sale Abstrichzytologie aktuell keine routineméfige Anwendung in der klinischen Praxis (REN
et al.,, 2019; SINGHVI et al., 2019). Nur wenige Arbeitsgruppen weltweit beschéftigen sich
wissenschaftlich mit der Weiterentwicklung dieser Technik und einer Ausweitung des Anwen-
dungsspektrums (GELARDI et al., 2018b). Ciofalo et al nutzen die nasale Abstrichzytologie
beispielweise, um die verschiedenen Phanotypen der Rhinitis (allergische, nicht-allergische und
chronische Rhinitis) zu differenzieren (CIOFALO et al., 2022). Auch Gelardi et al forschen seit
einigen Jahren an der nasalen Abstrichzytologie, da sie ebenfalls den Nutzen dieser Methode
erkannt haben (GELARDI et al., 2021). Um die nasale Abstrichzytology in der tdglichen Praxis

zu etablieren, sind allerdings noch weitere Forschungen mit dieser Methode notig.

5.1.3 Prognostische Implifikationen einer Eosinophilie bei CRSwNP

Wie bereits in der Einleitung erldutert, weisen 80 % der CRSwNP-Patienten eine Typ-2-Ent-
zlindungsreaktion auf (CHAABAN et al., 2013). Die Schliisselenzyme sind dabei IL-4, -5 und
13, wobei IL-4 und -13 eine strukturelle und funktionelle Ahnlichkeit aufweisen (JONSTAM
et al., 2019). So sind sie beispielsweise fiir die Zellhyperplasie der Becherzellen und die damit
einhergehende Produktion von zdhem Schleim (GANDHI et al., 2016) und fiir die vermehrte
Ausreifung der B-Zellen und der damit erhdhten Anzahl an Immunglobulin E verantwortlich
(KATO, 2015; SETTIPANE et al., 2013). AuBBerdem induzieren beide Interleukine die Sekre-
tion der beiden Th2-Biomarker TARC (tymus and activation-rugulated chemokine) und PARC
(pulmonary and activation-regulated chemokine). Im Rahmen unserer Studie ist vor allem ent-
scheidend, dass die genannten Interleukine die Expression der ,,Vascular cell adhesion
molecule 1 (VCAM-1) induzieren, welche fiir die Adhdsion von Eosinophilen durch den VLA-
4 Rezeptor verantwortlich sind (AGARWAL et al., 2020; HO et al., 2015). So kommt es zu
einer vermehrten Adhésion und Migration von Eosinophilen aus den Gefdflen zum nasalen Po-
lypengewebe (AGARWAL et al., 2020; FULKERSON, ROTHENBERG, 2013; RANKIN et
al., 2000). Aus diesem Grund ist bei den meisten CRSwNP-Patienten eine erhohte Eosinophi-
len-Invasion im Polypengewebe zu finden. Die Eosinophilie der CRS-Patienten konnte auch

durch Gallo et al nachgewiesen werden, indem Blutwerte, Biopsien und Abstriche von CRS-
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und Kontrollpatienten miteinander verglichen wurden und ein signifikanter Unterschied fest-
gestellt werden konnte (GALLO et al., 2020). Auch Zhu et al. und Mitroi et al. stellten diesen
Zusammenhang fest (MITROI et al., 2019; ZHU et al., 2020). Je intensiver dabei die Inflam-
mation ist, desto hoher ist auch der Eosinophilen-Anteil im Abstrich (MYSZKOWSKA et al.,
2022). AuBlerdem konnte beobachtet werden, dass eine erhohte eosinophilen Zellzahl mit einer
schlechteren Prognose als eine nicht-eosinophile CRSwNP einhergeht (IKEDA et al., 2013).
Vor diesem Hintergrund erscheint die abstrichzytologische Detektion der eosinophilen Gra-
nulozyten in der Nasenschleimhaut als eine durchaus vielversprechende Methode. In der Lite-
ratur ist eine Abnahme der eosinophilen Granulozyten im peripheren Blut als Zeichen der ab-
nehmenden Typ-2 Reaktion unter Dupilumab Therapie bereits bekannt (BACHERT et al.,
2019; FOKKENS et al., 2020). Ob dies auch im Gewebe der Nasenschleimhaut in dhnlicher
Weise nachvollzogen werden kann, ist bisher nicht bekannt. Es ist also von entscheidendem
Interesse die Patienten zu erkennen, die diese Eosinophilie aufweisen. Auch in den aktuellen
Leitlinien ist unter anderem der Nachweis einer Typ-2-Inflammation anhand einer Eosinophilie
im Blutbild von > 250 Zellen/ul oder Serum-IgE Werte > 100 IU/ml fiir die Indikation einer
Dupilumab-Therapie empfohlen (FOKKENS et al., 2020; STUCK et al., 2018). Die Tatsache,
dass in dem EPOS 2020 Papier eigene Kriterien entwickelt wurden, um geeignete Patienten fiir
eine Dupilumab Therapie auszuwéhlen, zeigt, dass ein reines Erfiillen der Zulassungskriterien
der EMA nicht ausreichend fiir eine zielgerichtete und effektive Patientenselektion erscheint.
Zusatzliche Kriterien bzw. Marker sind erforderlich, um die wirklich mit einer hohen Wahr-
scheinlichkeit von dieser Therapie profitierenden Patienten auszuwihlen. Auch angesichts der
enorm hohen Kosten der Dupilumabtherapie (20 000 Euro pro Patient und Jahr) wird die kor-
rekte Patientenselektion in Zukunft von entscheidender Bedeutung sein. Diese Ausfithrungen
zeigen, wie komplex die molekularen Mechanismen sind, die zu einer CRSwNP fiihren und
diesen Krankheitsprozess aufrechterhalten. Ein besseres Verstindnis dieser Prozesse wird ent-
scheidend sein, um weitere Ansétze fiir eine zielgerichtete Therapie zu finden und die richtigen
Patienten fiir diese Therapieansétze auf der Basis eines molekularen, pradiktiven Markerpanels

auszuwahlen.

In diesem Kontext ist es unser Ansatz, die Eosinophilie in der nasalen Abstrichzytologie als
Biomarker zu nutzen und mit der Abnahme der Eosinophilenzellzahl sowohl in der MGG- als
auch in der ICC-Auswertung den Therapieerfolg mit Dupilumab zu verfolgen. Bisher wurde
die Eosinophilie durch invasiv gewonnene Untersuchungsmaterialien (z.B. histologische Un-

tersuchung des Gewebes nach Nasennebenhohlen-Operation, Blutentnahmen) untersucht. Die

-78 -



Diskussion

nasale Abstrichzytologie erscheint uns durch die vorher genannten Vorteile geeigneter, vor al-
lem aufgrund der nicht-invasiven Anwendung fiir den Patienten. In unserer Studie zeigte sich
in den Abstrich-Préparaten eine signifikante Abnahme der Eosinophilen im Therapieverlauf,
sowohl auf Grundlage der MGG- (p<0,0001) als auch der ICC-Féarbung (p<0,001). Dabei stell-
ten wir fest, dass das Ergebnis signifikanter war, je weiter die Studienvisiten voneinander ent-
fernt waren. Aulerdem beobachteten wir eine stirkere Abnhame bei Patienten, die zu Beginn
sehr hohe Eosinophilen-Werte aufwiesen, also zu der Eo-high-Gruppe ( > 21 % Eosinophile in

SV1) gehorten.

Aus diesem Grund kann festgestellt werden, dass die Abnahme der Eosinophilen-Konzentra-
tion in der nasalen Abstrichzytologie ein hohes Potential hat, als nicht-invasiver Biomarker fiir
ein Therapieansprechen unter Dupilumabtherapie bei CRSwNP-Patienten genutzt zu werden.
Um diesen potentiellen Nutzen weiter zu erhirten und statistisch besser belegen zu konnen,
sind zweifelsohne weitere Studien unter Verwendung dieser Technik an deutlich grofleren Pa-

tientenkollektiven erforderlich.

5.2 Vergleich der klinischen Ergebnisse mit dem aktuellen Stand der
Literatur
Innerhalb eines Jahres stellten wir beziiglich der klinischen Parameter dhnliche Ergebnisse fest,
wie sie in bisherigen aktuell ver6ffentlichten Studien ebenfalls zu beobachten sind. So nahm
unter Dupilumab Therapie der Serum-IgE-Wert signifikant im Verlauf ab (p<0,0001), so wie
es auch in der Zulassungsstudie und weiteren Studien zu beobachten ist (BACHERT et al.,
2019; HOFFMANN et al., 2022; IKEDA et al., 2013; JONSTAM et al., 2019; KATO, 2015;
MULLER etal., 2022; ROBINSON et al., 2017; TOMASSEN et al., 2016; WANG et al., 2016).
Die Eosinophilen Granulozyten im Differentialblutbil zeigten dagegen einen unregelméfigen
Verlauf mit einer kurzfristigen Steigung und anschlieBenden Abnahme nach Therapiebeginn.
Auch dieses Ergebnis ist bereits in aktuellen Studien beschrieben (ABBASPOUR et al., 2022;
BACHERT et al., 2019; HEIDEMANN et al., 2022). In diesem Zusammenhang gilt es, die
Unterschiede einer lokalen und systemischen Inflammationen zu diskutieren. Bei einer lokalen
Inflammation reagiert das Immunsystem vor Ort auf einen pathologischen Reiz, indem die
Durchblutung gesteigert wird und zelluldire Abwehrmechanismen vor Ort aktiviert werden. Fiir
die Entziindungsreaktion sind vor allem Granulozyten, Makrophagen, Mastzellen und Lym-
phozyten verantwortlich, die Zytokine freisetzten. Die typischen Merkmale einer Inflammation
sind Rétung, Uberwiirmung, Schwellung, Schmerz und eingeschriinkte Funktion- welche bei

einer lokalen Inflammation auf das lokale Gebiet beschriankt bleiben. Eine lokale Inflammation
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kann beispielweise bei unzureichender Abwehrlage des Wirtes in eine systemische Inflamma-
tion iibergehen (MARKER-HERMANN, 2013). Im Gegensatz zu einer loaklen wirkt sich eine
systemische Inflammation auf den gesamten Organismus aus. Es sind erhohte Leukozyten, ein
erhoter CRP (Aktute-Phase-Protein) und in der Regel Fieber zu finden, welches sich durch den
beschleunigten Stoffwechsel mit rascher Bildung von u.a. Antikorpern erklidren ldsst
(MANGALESH et al., 2022). Die systemische Inflammation geht mit einem allgemeinen
Krankheitsgefiihl einher.

Eine CRSwNP ist nach diesem Verstidndnis in erster Linie als lokale Inflammation zu werten.
Die Dupilumab-Therapie wirkt als Antikorper systemisch. Vor diesem Hintergrund lassen sich
unsere Beobachtungen erkldren. Durch die Blockierung des Signalwege der Interleukine-4 und
-13, werden die damit einhergehenden Prozesse inhibiert- so auch die Produktion von IgE‘s
durch Blockierung der Produktion von Antikdrpern der B-Zellen. Aus diesem Grund konnte
eine signifikante Abnahme von IgE‘s beobachtet werden, der ab Therapiebeginn zu beobachten
war. Die eosinophilen Granulozyten spielen in Bezug auf die lokale Inflammation ebenfalls
eine wichtige Rolle. Diese werden im Knochenmark produziert und die Wirkung der Dupi-
lumab Therapie zeigt aus diesem Grund eine zeitliche Verzogerung der Abnahme (JONSTAM
etal., 2019).

Beziiglich des Polypenscores und des SNOT-20-Scores stellten wir ebenfalls eine hochsignifi-
kante Abnahme im Verlauf fest (p<0,0001), wobei der groB3te Unterscheid zwischen dem Stu-
dienbesuch vor Therapiebeginn und derm ersten Studienbesuch nach Therapiebeginn zu be-
obachten war. Dieses Ergebnis wurde ebenfalls in anderen Studien beobachtet und spiegelt die
klinische Wirksamkeit des Antikdrpers Dupilumab wider (BACHERT et al., 2019;
HEIDEMANN et al., 2022; HOFFMANN et al., 2022; JONSTAM et al., 2019; KOSKI et al.,
2022; SAKMEN et al., 2022). Auch die Riechfihigkeit verbesserte sich bei unseren Patienten
hochsignifikant (p<0,0001) nach Therapiebeginn, was ebenfalls bereits in anderen Studien be-
kannt ist (BACHERT et al., 2019; FOKKENS et al., 2019; HOFFMANN et al., 2022).

Zusammenfassend lésst sich schlieBen, dass unsere Studienteilnehmer auf die Dupilumab-The-
rapie mit einem klinischen Asprechen reagierten und dieses Ansprechen mit den aktuellen Er-

gebnissen anderer aktueller Forschungen iibereinstimmt.

5.3 Korrelation der einzelnen Parameter

Beziiglich der Korrelation der Werte untereinander konnten wir nur ein unzufriedenes Ergebnis

feststellen. Wir konnten beziiglich der Ergebnisse in der MGG-Farbung und dem Polypenscore
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nur eine gerine Korrelation (r=0,25) nachweisen. Auch konnten wir keine Korrelation zwischen
den Ergebnissen in der MGG-Férbung, dem SNOT-20 Score und den Serum-IgE-Werten fest-
stellen. Dies, obwohl bei all diesen Parametern eine signifikante Abnahme im Verlauf festzu-
stellen war. Dies kann sich nur dadurch erklédren lassen, dass durch eine Korrelation der ledig-
lichen Werte, viele Faktoren verloren gehen. Nur weil statistisch keine Korrelation nachgewie-
sen werden konnte, muss das nicht zwangsldufig bedeuten, dass kein Zusammenhang zwischen
den Werten besteht. Um bessere Aussagen iiber die Korrelation machen zu kdnnen und statis-
tisch besser belegen zu konnen, sind dementsprechend weitere Studien unter Beobachtung die-

ser Parameter an deutlich groBeren Patientenkollektiven erforderlich.

Auch die Unterteilung der Priparate in SNOT good- und low- responder bzw. Polypenscore
good- und low- responder lieferte kein eindeutiges Ergebnis. Der im EPOS Papier empfohlene
Parameter der Serum-IgE-Konzentration zeigte ebenfalls in unserer Studie keine Korrelation
mit dem SNOT-20- und dem Polypenscore, was zudem die deutlich eingeschrinkte Aussage-
kraft dieses Markers vor Augen fiihrt. Da sich keine eindeutige Tendenz beobachten lésst, lasst
sich dies ebenfalls nur damit kommentieren, dass weitere Studien an einem grof3eren Patienten-

kollektiv und eventuell iiber einen langeren Zeitraum notwendig sind.

5.4 Kiritische Betrachtung methodischer Aspekte der eigenen Untersu-
chung und Verbesserungsmoglichkeiten
Zunidchst ist anzumerken, dass unsere Studie an einer vergleichsweise kleinen Gruppe von
CRSwNP-Patienten durchgefiihrt wurde, was sich zum einen aufgrund des hohen experimen-
tellen Aufwands der zytologischen Féarbungen und der anschlieBenden Auswertung und zum
anderen aufgrund der geringen Zahl an CRSwNP-Patienten die sich fiir eine Dupilumab-The-
rapie qualifizieren per se erkldren ldsst. Zudem sollte den an der HNO-Klinik des UKS behan-
delten Patienten mit therapierefraktdrer CRSwNP auch eine Behandlung mit den beiden ande-
ren zugelassenen Biologika Omalizumab und Mepolizumab angeboten werden, was die Mog-
lichkeiten der Patientenrekrutierung weiter eingeschrénkt hat. Um bessere Aussagen iiber die
Sensitivitdt und Spezifitdt der Methode machen zu kdnnen, muss die Studie an einem groBeren
Patientenkollektiv und gegebenfalls iiber einen ldngeren Zeitraum als ein Jahr durchgefiihrt
werden, auch wenn die Ergebnisse bzgl. der von uns formulierten Hauptfragestellungen bereits
an dem vergleichsweise kleinen Patientenkollektiv von n=20 Patienten schon statistisch sehr

deutlich sind.
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Daneben miissen potentielle Confounder in der Datenanalyse durch individuelle Lebensge-
wohnheiten als Fehlerquellen berticksichtigt werden. Faktoren wie zum Beispiel Nikotinkon-
sum, das soziale Lebensumfeld, Essgewohnheiten, Stoffwechselkrankheiten und Risikofakto-
rexpositionen kdnnen zu einer Verzerrung der statistischen Datenanalyse sowohl hinsichtlich
der zelluldren Zusammensetzung der Nasenschleimhaut wie auch der von den Patienten berich-
teten Lebensqualitdt und damit auch der Schlussfolgerung der Studie fithren (CHEN et al.,
2003). So beschreiben sowohl Hirsch et al. als auch Reh et al. einen Zusammenhang zwischen
Nikotinkonsum und der CRS (HIRSCH et al., 2017; REH et al., 2012). Es ist bekannt, dass ein
Tabakkonsum erhebliche Asuwirkungen auf die Nasenschleimhaut und die mukozilidre
Clearance ausiibt (PAGLIUCA et al., 2015). Pagliuca et al. beobachteten beispielweise eine
reduzierte Anzahl an Flimmerzellen in der Nasenschleimhaut von Rauchern (PAGLIUCA et
al., 2015). Es wurden auflerdem erhohte Konzentrationen von nasalem Stickstoffmonoxid (NO)
bei Rauchern im Vergleich zu Nichtrauchern festgestellt. NO wiederum bewirkt eine vermehrte
Schleimproduktion der Becherzellen und Schleimhautstérungen (ZHOU et al., 2011). Auch
Sridhar et al. stellten einen Nachweis von Zell- und Rezeptorschiden durch Zigarettenrauch
fest (SRIDHAR et al., 2008). Andere Irritantien wie Staubbelastung im Lebensumfeld, Luft-
verschmutzung, kalte Luft oder auch bestimmte Antigene, haben ebenfalls einen Einfluss auf
die nasale Schleimhaut und spielen aus diesem Grund auch eine Rolle, wenn es um die Analyse
dieser geht (BASCOM, 1991). Um solche Confounder identifizieren zu kénnen, wére es von
Vorteil, weitere Faktoren in der Studie zu beriicksichtigen. Man konnte die Studienteilnehmer
beispielweise bitten, ein Studientagebuch zu flihren, in dem sie bestimmte Ereignisse (z.B. Er-
kiltungen, Medikamenteneinnahmen etc.) notieren, um so zusétzliche Informationen iiber den
Patienten sammeln zu kénnen. So konnte man zusitzliche Subgruppen definieren und entspre-
chende Subgruppenanalysen durchfiihren, um den Einfluss dieser potentiellen Confounder er-
fassem zu konnen. Hierfiir fehlt allerdings im Rahmen der hier vorgestellten Studie sowohl die
anamnestische Datengrundlage als auch der zur Subgruppenbildung erforderliche deutlich gro-

Bere Umfang der Stichprobe.

Weiterhin ist anzumerken, dass die Auswertung der Nasenabstriche immer im Kontext des Pa-
tienten zu betrachten ist. In vereinzelten Féllen waren beispielweise Patienten bei Ihrem Sprech-
stundenbesuch erkiltet. Um den Patienten keinem zusitzlichen Aufwand auszusetzen, fiihrten
wir die Nasenabstriche dennoch jeweils an ihren ambulanten Kontrollterminen durch unabhén-
gig davon, ob sie erkéltet oder gesund waren. Dieser Zustand beeinflusst allerdings die Ergeb-

nisse der Nasenabstriche. In Studien anderer Arbeitsgruppen konnte nachgewiesen werden,
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dass bei einem Infekt entziindliche Zellinfiltrate aus neutrophilen und eosinophilen Granulozy-
ten sowie Lymphozyten vermehrt in nasalen Abstrichpréparaten zu finden waren und dadurch
das prozentuale Ergebnis verfdlscht werden kann. Dem zufolge sollten auch Faktoren wie
Symptome und die Krankheitsgeschichte bei der Studienvisite erfasst werden (GELARDI et
al., 2016). Ein Verbesserungsvorschlag wire zudem, die Patienten darauf aufmerksam zu ma-
chen, dass sie bei einem Infekt einen zeitnahen Ausweichtermin vereinbaren konnen, was al-
lerdings auf Kosten der Einheitlichkeit der Zeitrdume zwischen den einzelnen Studienvisiten

gehen wiirde und damit andere potentielle Verzerrungsquellen generieren wiirde.

Des weiteren ist zu beriicksichtigen, dass die morphologische Beurteilung eines Nasenabstrich
stark abhéngig vom jeweiligen Untersucher und dessen Erfahrung ist (GELARDI et al., 2016).
Dies ist vor allem wichtig, wenn man die Anzahl der Zellen im zeitlichen Verlauf auswerten
mochte. Deshalb ist es notig, dass die Auswertung stets einheitlich und standartisiert unter dem
gleichen Schema und am besten von der gleichen Person durchgefiihrt wird. Au3erdem ist ge-
eignetes Fachpersonal mit langjdhriger Erfahrung in der Zytologie von grolem Vorteil, da die
morphologische Beurteilung nasaler Abstriche einen gewissen Einarbeitungsprozess mit ent-
sprechender Lernkurve erfordert und in den meisten Féllen anspruchsvoller ist als die Auswer-
tung immunhistochemischer Farbungen. Dies konnte die potenziell routinemafige Anwendung
in der klinischen Praxis niedergelassener Arzte einschrinken. Derzeit diirften die wenigsten
niedergelassenen wie auch klinisch titigen Pathologen in der Bewertung nasaler Abstrichzyto-
logie geschult und trainiert sein, so dass hier erst ein entsprechender Ausbildungsprozess erfor-

derlich wire.

Daneben muss angemerkt werden, dass sich die Préparate in einigen Féllen in der zelluldren
Zusammensetzung und dem Schleimgehalt deutlich unterschieden, was sowohl Patienten- als
auch Erkrankungs-spezifische Ursachen haben kann. Diese Heterogenitdt schrinkte die Genau-
igkeit der Auswertung in bestimmten Féllen ein. Umso wichtiger ist ein einheitliches Protokoll
in der zytomorphologischen Auswertung, um den qualitativen Unterschied der Praparate mog-
lichst wenig Einfluss auf das Auswertungsergebis nehmen zu lassen. Hierbei kann es hilfreich
sein, darauf zu achten, dass die Patienten vor dem Nasenabstrich die Nase sdubern, damit we-
niger Schleim auf den Préparaten zu finden ist. Trotz dieser MaBnahmen konnten einige Prépa-
rate schwieriger ausgewertet werden als andere. Nicht unberiicksichtigt bleiben darf auch die
subjektive Auswahl der einzelnen Gesichtsfelder (20 pro Préparat) durch den Untersucher, die
Grundlage der zytomorphologischen Auswertung sind. Auch wenn der Untersucher in unserer

Studie bzgl. der klinischen Daten des Patienten und auch dem Zeitpunkt der Studienvisite (SV1-
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5) verblindet war und damit ein Rosenthal-Effekt groBteils ausgeschlossen werden kann, bleibt
die Auswahl der Gesichtsfelder eine potentielle Fehlerquelle, die zu Verzerrungen in der Aus-

wertung fithren kann.

Hinzu kommt, dass saisonale Veridnderungen im Rahmen unserer Arbeit nicht beriicksichtigt
wurden, diese aber durchaus in der Literatur in der nasalen Abstrichzytologie beschrieben wur-
den (CANAKCIOGLU et al., 2009; GELARDI et al., 2014). Ein moglicher Ansatz um diese
potentielle Fehlerquelle zumindest besser bei der Auswertung beriicksichtigen zu kdnnen, wére
es, gesunde Kontrollpatienten ebenfalls abzustreichen, um saisonale und physiologische Ver-

anderungen in der Zellzahl zu identifizieren.

Dariiber hinaus ist die Nasenschleimhaut in stdndigem Kontakt mit der Umwelt und so konnen
Noxen Verdnderungen in der Schleimhaut verursachen, die nicht direkt mit dem Krankheitsbild
der CRSWNP bzw. deren medikamentdser Therapie in Verbindung stehen und die nasalen Ab-
striche somit verfdlschen (CANAKCIOGLU et al., 2009). Auch darauf konnte im Rahmen von

Studien-Tagebiichern geachtet werden.

Im Rahmen unserer Studie wurde in erster Linie Polypengewebe abgestrichen und bei fehlen-
den Polypen die untere Nasenmuschel, was auch in der Mehrzahl der bisher zur nasalen Ab-
strichzytologie veroffentlichten Studien analog durchgefiihrt wurde (GELARDI et al., 2016).
In ihren Studien beschreiben jedoch beispielsweise Boccioloni et al. und Gallo et al., dass die
mittlere Nasenmuschel besser im Hinblick auf eine valide zytologische Auswertung geeignet
ist (BOCCIOLINI et al., 2022; GALLO et al., 2020). Gallo et al. veroffentlichten 2020 erstmals
die Studie, in der die mittlere Nasenmuschel untersucht wurde. An einer kleinen Patienten-
gruppe von 33 Patienten stellten sie fest, dass die mittlere im Gegensatz zur unteren Nasenmu-
schel besser geeignet ist, um Gewebeeosinophilie nachzuweisen (GALLO et al., 2020). Darauf
aufbauend, untersuchten Bocciolini et al. ebenfalls die mittlere Nasenmuschel an 107 Patienten
und beobachteten ebenfalls eine Uberlegenheit der mittleren Nasenmuschel beziiglich der Ana-
lyse von entziindlichem Gewebe (BOCCIOLINI et al., 2022). Da dies ein neuer Ansatz ist, der
zum Zeitpunkt des Starts unserer Studie noch nicht verdffentlicht wurde, orientierten wir uns
an der konventionellen Methode. Auflerdem existierten mehr Forschungen an der unteren Na-
senmuschel und diese Methode ist allgemein anerkannt, was uns in unserer Entscheidung be-
kréftigte. Die untere Nasenmuschel bietet auch den Vorteil, dass dort das Flimmerzellen/Be-
cherzellen-Verhiltnis am ehesten ausgeglichen ist und aus diesem Grund nur geringe Verfil-
schungen zu erwarten sind (GELARDI et al., 2016). Beziiglich der mittleren Nasenmuschel

sind noch weitere Studien ndtig, um dieses Verfahren zu etablieren. Zweifelsohne spielt es eine
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entscheidende Rolle, wo man abstreicht, da die Nasenschleimhaut sich in seiner Zusammenset-
zung je nach Lokalisation unterscheidet (DEPREZ et al., 2020). Wichtig ist es deshalb vor allem

darauf zu achten, bei jeder Studienvisite die gleiche Lokalisation abzustreichen.

In unserer Auswertung wurden pro Préparat 20 Blickfelder in einer 60-fachen VergroBerung
ausgewertet. Andere Autoren haben in ihren Arbeiten z.B. bei 1000-facher-Vergroferung je-
weils 50 Gesichtsfelder ausgewertet (CARUSO et al., 2022). Auch hier lassen sich Argumente
fiir beide Auswertemethoden finden: Eine hohere VergroBerung erlaubt eine vereinfachte Aus-
wertung. Die damit einhergehende Erhhung der Anzahl der Gesichtsfelder versucht die dabei
enstehende Verzerrung zu minimieren, die bei einer solchen Vergroferung entsteht. Allerdings
ist diese VergroBerung mit einer vermehrten Arbeit verbunden, da nicht nur mehr Gesichtsfel-
der fotografiert werden miissen, sondern auch ausgewertet werden miissen. Fiinfzig Gesichts-
felder pro Priparat sind fiir den Befundenden Kollegen definitiv mit mehr Aufwand verbunden
als 20 Gesichtsfelder pro Priparat. Eine weitere Option wire es gewesen, bei 10-facher Ver-
groBerung 10 Gesichtsfelder auszuwerten. Allerdings stellte sich dabei die Asuwertung der ein-
zelnen Zellen als zu schwierig dar. Um ein annéhernd reprisentatives Ergebnis gewihrleisten
zu konnen entschieden wir uns aus diesem Grund fiir eine 60-fache Vergroferung und werteten

20 Gesichtsfelder pro Préparat aus.

5.5 Vergleich der eigenen Ergebnisse mit der aktuellen Literatur

Um die nasale Abstrichzytologie in der klinischen Praxis einfiihren zu kdnnen, bedarf es wei-
terer Forschungen, beispielweise an einem grofleren Patientenkollektiv. Um das Verfahren in
der Hals-Nasen-Ohren-Heilkunde realisieren zu konnen, bedarf es eines einheitlichen Stan-
dards zur zytologischen Beurteilung von Nasenabstrichen im Zusammenhang mit der individu-
ellen Krankengeschichte. Erste Ansétze einer Empfehlung geben Heffler et al. in ihrem 2018
verdffentlichen Paper, in dem sie einige Beispielfille mit dazugehorigen Auswertungsempfeh-
lungen von MGG-Préparaten zeigen (HEFFLER et al., 2018). AuBlerdem ist eine flichende-

ckende Schaffung der notwendigen Infrastrukturen nétig.

In Zukunft wird es wahrscheinlich auch Gegenstand weiterer Forschung sein, ein computerge-
stlitztes System zu entwickeln, welches die Priparate objektiv und automatisch auswerten kann.
In unserer Arbeitsgruppe wird derzeit dhnliches in Zusammenarbeit mit dem Lehrstuhl fiir In-
formatik der Hochschule Trier beziiglich der Diagnostik von Plattenepithelkarzinomen unter-

sucht. In der Gynikologie ist ein solches System namens Bethesda zur Beurteilung dysplasti-
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scher Lasionen der Zervix bereits etabliert (NAYAR, WILBUR, 2015). Da wir gro3e Fort-
schritte in der Entwicklung der kiinstlichen Intelligenz im Kontext biomedizinischer Fragestel-
lungen sehen, scheint die Mdglichkeit der Ubertragung derartiger Methoden auf die nasale Ab-
strichzytologie moglich. Erste Versuche, die nasale Zytologie maschinell auszuwerten, gibt es
bereits, wie Dimauro et al. 2019 verdftentlichten (DIMAURO et al., 2019). Dabei nutzten sie
die Technik des ,,deep learnings* und die Software ,,Python*, um mikroskopische Bilder von
nasalen Abstrichen automatisch zu analysieren. Es wurden 14 Priparate mit jeweils 50 Blick-
feldern und 1000-facher VergroBerung ausgewertet. Im ersten Schritt wurden die Zellen iden-
tifiziert (Sensitivitiat > 97%) und anschlieBend im zweiten Schritt klassifiziert (Sensitivitidt 99%)
(DIMAURO et al., 2019). Dies ist ein grofler Fortschritt in der nasalen Zytologie und kann
damit die bisher semiquantitative Auswertung zu einer quantitativen Auswertung weiterentwi-
ckeln, welche wissenschaftlich gesehen préziser ist. Von Vorteil ist dies auch, da es zeitsparend
ist und man nicht von qualifiziertem Fachpersonal abhingig ist, die dieser ermiidenden Tétig-

keit ausgesetzt werden.

Die Suche nach Biomarkern der CRS wird auch in Zukunft weiterhin Teil der Forschung sein
(BACHERT et al., 2020). Auch im diesjdhrigen Kongress der Deutschen Gesellschaft HNO
(DGHNO 2022) wurden diesbeziiglich einige Vortrage gehalten. So beschiftigte sich beispiel-
weise eine Forschungsgruppe in Erlangen mit der ,,Vorhersage von Phénotypen der chronischen
Rhinosinusitis mittels nicht-invasiver Biomarker und Machine Learning* und stellte dabei fest,
dass anhand von Interleukin-5 und der Kombination aus vier Proteinmarkern (Periostin, CST-
2, ECP und PAPP-A) im Nasensekret die beiden Phénotypen CRSwNP und CRSsNP unter-
schieden werden konnen (MULLER et al., 2022).

Da es immer wichtiger wird, Biomarker in der Diagnostik und Therapie der CRSwWNP zu fin-
den, stellten Bachert et al. im diesjéhrigen Kongress der DGHNO ein Poster aus, in dem sie die
»Priavalenz von Typ-2-inflammatorischen Signaturen in Patienten mit chronischer Rhinosinu-
sitis mit Nasenpolypen aus zwei Phase 3 klinischen Studien, SINUS-24 und SINUS-52* zu-
sammenfassten. Dabei stellte sich heraus, dass 95 % der Studienteilnehmer eine Typ-2-Inflam-

mation aufwiesen (BACHERT et al., 2022).

Auch weitere Arbeitsgruppen beschéftigen sich derzeit mit der Suche nach nasalen Biomarkern
unter Dupilumab-Therapie, um den Therapieeffekt vorhersagen zu kdnnen. So beispielweise
auch eine Arbeitsgruppe in Miinster, die anhand von nasalem Sekret IL-15, IL-1b, IL-4, IL-5,
IL-6, IL-8, INFy, IL-18 und TLSP quantifiziert, bisher jedoch kein signifikantes Ergebnis fest-
stellen konnte (ABBASPOUR et al., 2022).
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Obwohl die nasale Abstrichzytologie die bereits genannten Vorteile bietet und damit groB3es
Potential in der Diagnostik und Nachsorge der CRSwNP hat, wird sie in der klinischen Praxis
kaum angewendet und findet auch in den bisherigen Leitlinien keine Beriicksichtigung
(STUCK et al., 2018). Als nicht-invasive Methode, ist sie zur wiederholten und regelmiBigen
Uberpriifung der Therapie moglich. Als risikoarmes und schmerzfreies Verfahren kénnen somit
auch frithzeitig Verdnderungen der Schleimhaut beobachtet werden. Es ist auch moglich, meh-
rere Abstriche pro Patienten an einem Tag durchzufiihren. Um den Aufwand fiir unsere Stu-
dienteilnehmer moglichst gering zu halten, fithrten wir pro Studienbesuch allerding nur einen
Nasenabstrich durch und fiihrten eine Zweitfarbung der Préparate durch. Dabei zeigten wie

bereits erwdhnt 80% der Zweitfarbung ein gutes Ergebnis.

5.6 Schlussfolgerungen und Ausblick

Ziel der vorgestellten Arbeit war es, mit der Technik der Abstrichzytologie die zelluldre Zu-
sammensetzung der Nasenschleimhaut bei Patienten mit einer CRSWNP zu untersuchen, die
eine systemische Therapie mit dem Antikérper Dupilumab erhalten. Die erste Analyse einer
reprasentativen Gruppe von 20 CRSwNP-Patienten ergab eine signifikante Abnahme der im
Abstrich detektierten eosinophilen Zellzahl im zeitlichen Verlauf unter Dupilumab-Therapie
sowohl in der MGG- als auch in der ICC-Farbung. Durch die Korrelation der nasalen Differen-
tialzytologie mit dem Therapieansprechen der Patienten versuchten wir diese Ergebnisse zu
unterstreichen und die diagnostische Wertigkeit der Abstrichzytologie als pradiktiven Marker
fiir ein Ansprechen auf eine Dupilumab-Therapie zu evaluieren. Leider zeigte sich dabei noch
kein signifikantes Ergebnis. Um die nasale Abstrichzytologie als nicht-invasiven Test zum The-
rapiemonitoring bei dieser Therapieform etablieren zu kdnnen, sind demnach weitere klinische
und experimentelle Forschungsansétze sowie eine umfassende multivariante Datenanalyse mit
einem groferen Patientenkollektiv ndtig. Die nasale Abstrichzytologie bietet durch ihre giins-
tige und nicht-invasive Methode viele Vorteile, um im Rahmen einer ambulanten Vorstellung
der Patienten und ohne die Notwendigkeit einer Narkose, potentiell Aussagen iiber das Thera-
pieansprechen und den Therapieverlauf geben zu konnen. Trotz der Erkenntnisse und dem
nachgewiesenen, potentiellen klinischen Nutzen findet die nasale Abstrichzytologie aktuell
keine routineméfige Anwendung in der klinischen Praxis und nur wenige Arbeitsgruppen welt-

weit beschéftigen sich wissenschaftlich mit der Weiterentwicklung dieser Technik und einer
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Ausweitung des Anwendungsspektrums. Auflerdem existieren nach aktuellen Stand keine ein-
heitlichen Methoden, um eine zielgerichtete und effektive Patientenselektion der Dupilumab-
Therapie zu gewihrleisten. Zusétzliche Kriterien bzw. Marker sind erforderlich, um die wirk-
lich mit einer hohen Wahrscheinlichkeit von dieser Therapie profitierenden Patienten auszu-
wihlen. Es ist entscheidend, weitere Ansétze fiir eine zielgerichtete Therapie zu finden und die
richtigen Patienten fiir diese Therapieansétze auf der Basis eines molekularen, pradiktiven
Markerpanels auszuwéhlen, auch angesichts der enorm hohen Kosten der Dupilumab-Therapie
(20 000 Euro pro Patient und Jahr). Unser Ansatz, die Eosinophilie in der nasalen Abstrichzy-
tologie als Biomarker zu nutzen und mit der Abnahme der Eosinophilenzellzahl sowohl in der
MGG- als auch in der ICC-Auswertung den Therapieerfolg mit Dupilumab zu verfolgen, stellt
erste Ansdtze in dieser Hinsicht dar. Die Abnahme der Eosinophilen-Konzentration in der na-
salen Abstrichzytologie hat ein hohes Potential, als nicht-invasiver Biomarker fiir ein Thera-
pieansprechen unter Dupilumab-Therapie bei CRSwNP-Patienten genutzt zu werden. Um die-
sen potentiellen Nutzen weiter zu erhérten und statistisch besser belegen zu konnen, sind zwei-
felsohne weitere Studien unter Verwendung dieser Technik an deutlich groferen Patientenkol-

lektiven erforderlich.
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9 Anhang

9.1 Patienteninformation
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Patientenetikett

Patienteninformation zur Erlangung der Einwilligung in die Teilnahme an einer
wissenschaftlichen Studie sowie die wissenschaftliche Verwendung personen-

bezogener Daten zu Forschungszwecken

“ Therapiemonitoring einer systemischen Dupilumab-Therapie bei Patienten mit
chronisch-polypdser Rhinosinusitis (CRSwWNP) mittels nasaler Abstrichzytologie ”

Studienleiter:

PD Dr. med. Maximilian Linxweiler, MHBA
HNO-KIinik, Universitatsklinikum des Saarlandes
Kirrbergerstr. 100, Geb. 6; 66421 Homburg

maximilian.linxweiler@uks.eu; 06841-1622942

Dr. med. Sabrina Berndt
HNO-KIinik, Universitatsklinikum des Saarlandes
Kirrbergerstr. 100, Geb. 6; 66421 Homburg

sabrina.berndt@uks.eu; 06841-1622942
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Sehr geehrter Patient/ Sehr geehrte Patientin,

als Mitarbeiter einer Universitatsklinik sind wir als Arzte/Arztinnen der Hals-Nasen-Oh-
renklinik neben unserer Aufgabe Ihrer medizinischen Behandlung auch um ein best-
mogliches Engagement in der studentischen Ausbildung und medizinischen Wissen-
schaft bemuht. Es ist uns ein grol3es Anliegen, zum einen die Begeisterung fur unseren
Beruf auch an den medizinischen Nachwuchs weitergeben zu kbnnen und zum ande-
ren durch wissenschaftliche Arbeiten den medizinischen Fortschritt voranzutreiben,
um eine immer bessere medizinische Versorgung fur unsere Patienten zu ermogli-
chen. Vor diesem Hintergrund fuhren wir derzeit eine klinische Studie mit dem Titel
» 1 herapiemonitoring einer systemischen Dupilumab-Therapie bei Patienten mit chro-
nisch-polypdser Rhinosinusitis (CRSwWNP) mittels nasaler Abstrichzytologie® durch. Im
Folgenden wollen wir Sie Uber die Zielsetzung sowie den zeitlichen und inhaltlichen
Ablauf dieser Studie informieren.

Stand der Forschung

Bei einem Teil der Patienten mit einer chronischen Nasennebenhohlenentziindung bil-
det die erkrankte Schleimhaut sogenannte Polypen aus, die als Folge eines chroni-
schen Entzindungsprozesses entstehen und haufig ein kontinuierliches Wachstum bis
hin zur kompletten Verlegung der inneren Nase zeigen. Als Folge entwickeln die be-
troffenen Patienten als Symptome u.a. chronische Kopfschmerzen, ein Druckgefuhl im
Bereich der Nasennebenhohlen, eine Riech- und Schmeckminderung, eine Nasenat-
mungsbehinderung und eine chronische Nasensekretion. Als Therapieverfahren ste-
hen seit vielen Jahrzehnten die lokale Therapie mit einem cortisonhaltigen Nasenspray
sowie eine endoskopische Entfernung der Polypen (Nasennebenhdhlen-Operation)
zur Verfugung. In einzelnen, schweren Fallen muss sogar auf eine systemische Corti-
sonbehandlung zurlckgegriffen werden. Dennoch gibt es immer wieder Patienten mit
einer chronisch-polypdsen Sinusitis, bei denen die Erkrankung auch durch eine lokale
und/oder systemische Cortisontherapie und durch mehrfache Nasennebenhdéhlenope-

rationen nicht ausreichend kontrolliert werden kann und immer wieder zurtickkehrt. In
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klinischen Studien konnte gezeigt werden, dass der Bildung von Nasenpolypen eine
chronische sogenannte Typ-llI-Entzindung zugrunde liegt. Schlisselmolekile dieses
Entzindungsprozesses sind die Botenstoffe IL-4 und IL-13. Mit dem Antikorper Dupi-
lumab wurde ein therapeutischer Antikorper entwickelt, der die Aktivitat dieser Schlus-
selmolekule der Typ-ll-Entzindung unterdrickt und der bereits bei Patienten mit chro-
nischem Asthma und Neurodermitis eingesetzt wird — Krankheitsbilder deren moleku-
lare Grundlage ebenfalls von einer chronischen Typ-ll-Entzindung gepragt wird.
Nachdem in weiteren klinischen Studien auch gezeigt wurde, dass Patienten mit einer
chronisch-polypésen Nasennebenhohlenentziindung von Dupilumab hinsichtlich des
Polypenwachstums und der Symptome profitieren, wurde der Antikdrper im November
2019 zur Behandlung dieser Patienten in einer Kombinationsbehandlung mit lokalen
Steroiden zugelassen, sofern die Erkrankung durch eine systemische Behandlung mit
Cortison und durch Nasennebenhdhlenoperationen nicht ausreichend kontrolliert wer-

den kann.

Ziele der Studie

Um nun sehen zu kdnnen, ob eine chronische Typ-llI-Entzindung bei einem Patienten
mit einer chronisch-polypdsen Nasennebenhdhlenentziinung vorliegt, ist man entwe-
der auf eine Gewebeprobe oder auf Surrogatparameter wie bestimmte Blutwerte an-
gewiesen. Da diese Parameter entweder nur invasiv bestimmt werden konnen oder fur
die Fragestellung nicht ausreichend aussagekraftig sind, fehlen derzeit noch zuverlas-
sige Marker, die anzeigen ob tatsachlich eine Typ-lI-Entzindung der Nasenschleim-
haut vorliegt und damit eine Dupilumab-Therapie vielversprechend ist. Mit der nasalen
Abstrichzytologie steht an unserer Klinik eine nicht-invasive und nicht bis nur sehr we-
nig schmerzhafte Methode zur Gewinnung nasaler Zellen zur Verfugung. Mit dieser
Methode kdnnen die Schleimhaut- und Entzinungszellen der Nase auf das Vorliegen
einer Typ-llI-Entzindung untersucht werden. Wir erhoffen uns daher in dieser Studie
zeigen zu konnen, dass durch die Untersuchung der Schleimhaut- und Entzinungs-
zellen der Nase vor und wahren einer Dupilumab-Therapie zum einen das Therapie-
ansprechen vorhergesagt werden kann und zum anderen eine Uberwachung des An-
sprechens der Entzindung auf zellularer Ebene unter der Therapie mdglich ist. So
konnten in Zukunft noch gezielter die Patienten mit einer chronisch-polyposen Nasen-
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nebenhohlenentzindung ausgewahlt werden, die wahrscheinlich von einer Dupi-
lumab-Therapie profitieren und das Ansprechen auf die Therapie kdnnte besser tber-

wacht werden.

Ablauf der Studie

Sollten Sie sich fur eine Teilnahme an unserer Studie entscheiden, erfolgt die Durch-
fuhrung eines Nasenabstrichs vor Beginn der Dupilumab-Therapie sowie insgesamt
viermal wahrend der Therapie (in einem zeitlichen Abstand von je 3 Monaten). Durch
die Teilnahme an der Studie werden keine zusatzlichen Krankenhausbesuche erfor-
derlich, die jeweilige Untersuchungszeit im Rahmen des ambulanten Termins verlan-

gert sich um maximal 5 Minuten.

Nutzen-Risiko-Abwagung

Da es sich bei der nasalen Abstrichzytologie um eine rein diagnostische, nicht invasive
Malnahme handelt, mit der wir an unserer Klinik bereits eine langjahrige Erfahrung
haben, entstehen fur Sie durch die Teilnahme an der Studie keinerlei Nachteile. Prin-
zipiell ist es denkbar, dass wahrend der Abstrichentnahme die Nasenschleimhaut ver-
letzt wird und es in der Folge zu einem Nasenbluten kommen kann. Sollte sich dieses
nicht durch eine bipolare Elektrokoagulation oder reine Kompression bzw. die Anwen-
dung von Nasenspray stillen lassen, kann im schlimmsten Fall auch die Einlage von
Nasentamponaden verbunden mit einer stationaren Aufnahme notwendig sein. Dies
haben wir jedoch in den vergangen Jahren bei weit Uber 250 Abstrichen noch nie be-
obachtet.

Pseudonymisierung der Daten und Datenschutz

Alle im Rahmen der Studie gewonnen, personenbezogenen Daten werden fur die wei-
tere wissenschaftliche Auswertung und eine mogliche Veroffentlichung der Daten
pseudonymisiert, was bedeutet, dass keinerlei Ruckschlisse von aul3enstehenden
Personen auf personliche Daten der Studienteilnehmer moglich sind. Lediglich der
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Studienleiter kennt die Zuordnung der verwendeten Pseudonyme zu den personenbe-
zogenen Daten der Studienteilnehmer. Ausfuhrliche Erlauterungen zur Pseudonymi-
sierung der Daten und dem Datenschutz finden Sie in einer gesonderten ,Datenschut-

zerklarung®, die Ihnen zusammen mit dieser Aufklarung ausgehandigt wird.

Widerrufbarkeit der Einwilligung

Ihre Einwilligung in die Teilnahme an der Studie kdnnen Sie jederzeit widerrufen. In
einem solchen Falle werden alle bis dahin fur wissenschaftliche Zwecke generierten,
personenbezogenen klinischen Daten vernichtet und nicht mehr fur die Auswertung
der Studie verwendet. Eine primare Verweigerung der Teilnahme an der Studie ist fur
Sie mit keinerlei Nachteilen hinsichtlich der medizinischen Behandlung in unserer Kili-

nik verbunden.

Wir hoffen, Sie mit dieser Aufklarung in ausreichendem Male Uber den Inhalt, die Ziele
und die praktische Durchfuhrung unserer Studie informiert zu haben und waren lhnen
sehr dankbar, wenn Sie uns durch eine Teilnahme an der Studie in unserem Bemuhen
um den medizinischen Fortschritt und die Verbesserung der Patientenversorgung un-
terstitzen. Sollten sie weitere Fragen haben konnen Sie uns jederzeit telefonisch
(06841/1622942) oder per email (sabrina.berndt@uks.eu; maximilian.linxwei-

ler@uks.eu) kontaktieren.
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9.2 Einwilligungserklarung
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Einwilligung in die Teilnahme an einer wissenschaftlichen Studie sowie die
wissenschaftliche Verwendung personenbezogener Daten zu Forschungszwe-

cken

“ Therapiemonitoring einer systemischen Dupilumab-Therapie bei Patienten mit

chronisch-polypdser Rhinosinusitis (CRSwWNP) mittels nasaler Abstrichzytologie ”

Studienleiter:

PD Dr. med. Maximilian Linxweiler, MHBA
HNO-KIinik, Universitatsklinikum des Saarlandes
Kirrbergerstr. 100, Geb. 6; 66421 Homburg

maximilian.linxweiler@uks.eu; 06841-1622942

Dr. med. Sabrina Berndt
HNO-KIinik, Universitatsklinikum des Saarlandes
Kirrbergerstr. 100, Geb. 6; 66421 Homburg

sabrina.berndt@uks.eu; 06841-1622942
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Mit meiner Unterschrift willige ich in die Teilnahme an der Studie “Therapiemonitoring
einer systemischen Dupilumab-Therapie bei Patienten mit chronisch-polyposer Rhino-
sinusitis (CRSwWNP) mittels nasaler Abstrichzytologie” ein. Ich wurde zuvor ausfuhrlich
uber den Inhalt, die Ziele und die praktische Durchfuhrung der Studie sowie evtl. mit

einer Teilnahme verbundene Risiken informiert.

Ort, Datum
Name des Studienteilnehmers Unterschrift Studienteilnehmer
Name des aufklarenden Arztes Unterschrift aufklarender Arzt
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9.3 Datenschutzaufklarung

UKS
Universitatsklinikum
des Saarlandes

Datenschutzerklarung

“ Therapiemonitoring einer systemischen Dupilumab-Therapie bei Patienten
mit chronisch-polypéser Rhinosinusitis (CRSwWNP) mittels nasaler Abstrichzy-

tologie ”

Studienleiter:

PD Dr. med. Maximilian Linxweiler, MHBA
HNO-KIinik, Universitatsklinikum des Saarlandes
Kirrbergerstr. 100, Geb. 6; 66421 Homburg

maximilian.linxweiler@uks.eu; 06841-1622942

Dr. med. Sabrina Berndt
HNO-KIinik, Universitatsklinikum des Saarlandes
Kirrbergerstr. 100, Geb. 6; 66421 Homburg

sabrina.berndt@uks.eu; 06841-1622942

Mir ist bekannt, dass bei dieser Studie personenbezogene Daten, insbesondere medi-
zinische Befunde, Uber mich erhoben, gespeichert und ausgewertet werden sollen. Die
Verwendung der Angaben uber meine Gesundheit erfolgt nach gesetzlichen Bestim-
mungen und setzt vor der Teilnahme an der Studie folgende freiwillig abgegebene
Einwilligungserklarung voraus, d.h. ohne die nachfolgende Einwilligung kann ich nicht

an der Studie teilnehmen.
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Einwilligungserklarung zum Datenschutz

1) Ich willige ein, dass im Rahmen dieser Studie erhobene Daten, insbesondere An-
gaben Uber meine Gesundheit, in Papierform und auf elektronischen Datentragern in
der HNO-Klinik des Universitatsklinikums des Saarlandes aufgezeichnet werden.

2) AuRerdem willige ich ein, dass autorisierte und zur Verschwiegenheit verpflichtete
Beauftragte der Studienleiter (Priv.-Doz. Dr. med. M. Linxweiler, MHBA; Dr. med.
Sabrina Berndt) in meine beim Prifarzt vorhandenen personenbezogenen Daten, ins-
besondere meine Gesundheitsdaten, Einsicht nehmen, soweit dies fir die Uber-
prufung der ordnungsgemalfien Durchfuhrung der Studie notwendig ist. FUr diese Mal3-
nahme entbinde ich den Prufarzt von der arztlichen Schweigepflicht.

3) Die Einwilligung zur Erhebung und Verarbeitung meiner personenbezogenen Da-
ten, insbesondere der Angaben Uber meine Gesundheit, ist prinzipiell widerruflich. Ich
bin bereits daruber aufgeklart worden, dass ich jederzeit die Teilnahme an der Studie
beenden kann. Im Fall eines solchen Widerrufs meiner Einwilligung, an der Studie teil-
zunehmen, erklare ich mich damit einverstanden, dass die bis zu diesem Zeitpunkt
gespeicherten Daten in anonymisierter Form weiterhin verwendet werden durfen, so-

weit dies erforderlich ist, um

a) den diagnostischen Nutzen der zu prifenden diagnostischen Methode der nasalen
Abstrichzytologie festzustellen

b) sicherzustellen, dass meine schutzwirdigen Interessen nicht beeintrachtigt werden

4) Ich willige ein, dass meine Daten nach Beendigung oder Abbruch der Studie min-
destens zehn Jahre aufbewahrt werden, wie es die Vorschriften fur klinische Studien
bestimmen. Danach werden meine personenbezogenen Daten geldscht, soweit nicht
gesetzliche, satzungsmalige oder vertragliche Aufbewahrungsfristen entgegenste-
hen.

- 118 -



Anhang

5) Ich bin Uber folgende gesetzliche Regelung informiert: Falls ich meine Einwilligung,
an der Studie teilzunehmen, widerrufe, mussen alle Stellen, die meine personenbezo-
genen Daten, insbesondere Gesundheitsdaten gespeichert haben, ohne weitere Pru-

fung der Grunde unverzuglich I6schen.

Ort, Datum Name des Studienteilnehmers

Unterschrift Studienteilnehmer

Name des aufklarenden Arztes

Unterschrift aufklarender Arzt

-119 -



Anhang

9.4 Indikationsstellung zur Therapie der CRSwNP mit Biologika

Arzteverband
Deutscher
Allergologen eV.

Indikationsstellung zur Therapie der chronischen RhinoSinusitis
mit Nasenpolypen (CRSwWNP; Polyposis nasi) mit Biologika'

nach Klimek L. et al.: Positionspapier Anwendung von Biologika bei chronischer RhinoSinusitis mit Polyposis nasi (CRSWNP) im deutschen Gesundheitssystem von AeDA und
DGHNOKHC, LRO 2020

Allgemeine Daten:

Name Vorname: ... Geburtsdatum: ..

Indikation (ICD-10):  ...[1J33.1...11J33.8 11J33.9... CRSWNP bestehtseit: ................ccccoooooine
(Mehrfachnennung maglich)

Eignungskriterien:

Gemal des Positionspapiers Anwendung von Biologika bei chronischer RhinoSinusitis mit Polyposis nasi (CRSwWNP) im

I hen G ih tem’ besteht die Indikation zur Behandlung mit Biologika fiir Patienten, bei denen nachfolgende Kriterien
erfllt sind:
Alter: > 18 Jahre Nein Ja

Diagnose: schwere CRSWNP Nein Ja
Aktuelle Behandlung mit nasalen GKS: Nein Ja

Einschrénkung der Lebensqualitét (QoL): Nein Ja, ggfls. SNOT-22 Score: ..........
Vorbehandlung mit systemischen GKS und/oder vorausgehende NNH-OP: Nein Ja

(Indikationsstellung nur, wenn 5mal ,,Ja“ angekreuzt wurde)

Spezifizierung der Eignungskriterien:

Vorbehandlung mit systemischen GKS: Nein [1 Ja,
ca. ...... mal in den letzten 5 Jahren, zuletzt: ............ Wirkstoff:........oooooiiiiis ,Dosismg:.......c.coouen uber ...... Tage
NNH-Operationen: Nein (1 Ja, insgesamt:...mal, davon in den letzten 10 Jahren:....mal, zuletzt: ........

Zusitzliche Klinische Eignungskriterien:

Nachweis / Hinweis auf eine zugrundeliegende Typ-2-Inflammation: Nein Ja
Nasaler Polypen-Score >4 von 8 (NPS: ........... ) Nein Ja
Kontraindikationen fiir NNH-Operation trotz gegebener OP-Indikation: Nein Ja
Kontraindikationen fiir systemische GKS trotz gegebener Indikation: Nein Ja
beidseitige Polyposis nasi: Nein Ja
Nachweis signifikante Riechstérung: Nein Ja

Sniffin” Sticks Score: ...

UPSIT Score: ...

anderer Riechtest: ............ (Welcher? .......ooiiiiiiiiieeees )
bekanntes Asthma bronchiale: Nein Ja
bekannte Neurodermitis: Nein Ja
bekanntes ASS-Intoleranz-Syndrom (N-ERD, M. Samter): Nein Ja
,Early onset* CRSWNP: Nein Ja
Ausschlul andere Ursache: Nein Ja

(wie z.B. Mukozelen; Mukoviszidose etc.)

SONStiges (Z.B. relEVaANtE e
Begleiterkrankungen etc.)

Indikation ist gegeben: Nein Ja

Therapieeinleitung mit: ........................

Datum:......coooiiiiiiiiiii Unterschrift: ...
CRSWNP: Chronische RhinoSinusitis mit Nasenpolypen // GKS: Glukokortikosteroide // UPSIT: University of Pennsylvania Smell Identification Test // N_ERD: Non-steroidal anti-
inflammatory Drugs // QoL: Quality of Life

© Professor L. Klimek, Wiesbaden
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9.5 MGG- und ICC-Bilder
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Patlent Nummer 3

e,
a”&‘ : ®

@
Y
,/g‘a &

sv1 100

100 pm

.
%
® 2.8 o
p o
¥ ista
sv3 @
L W S -
ST -
' . 1 E e -.
L)
-, N
:‘, - M
; 1
SV4.. - 4. Vel
® .
P 0
i .: =
‘g. 2L
svs'. ‘. 100 um SV5 100 um

- 123 -



Anhang

Patie_r]t Nummer 4
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Patient Nummer 5
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Patient Nummer 8
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Patient Nummer 10 .
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Bei Interesse kann unter folgendem QR-Code auf weitere MGG- und ICC-Bilder zugegriffen

werden:
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