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1. Einleitung und Fragestellung 

1.1 Asthma – Epidemiologie und Definition 

Asthma bronchiale ist die häufigste chronische Lungenerkrankung sowohl im 

Kindes- als auch im Erwachsenenalter [1]. Weltweit wird die Anzahl der an Asthma 

erkrankten Menschen auf 300 Millionen geschätzt [2]. Vor allem aufgrund der 

Ausweitung des westlichen Lebensstils und einer zunehmenden Verstädterung wird 

mit einem weiteren Anstieg auf 400 Millionen asthmakranke Menschen bis 2025 

gerechnet [3]. In West Europa tritt Asthma mit einer Prävalenz von 5,9% und in 

Deutschland von 6,9 % auf [3]. Damit sind allein im westlichen Europa rund 17 

Millionen Menschen betroffen. Im Rahmen der ISAAC Studie (International Study of 

Asthma and Allergies in Childhood) wurde für das westliche Europa die Häufigkeit 

für das Auftreten von Asthmasymptomen bei Kindern im Alter von 6-7 Jahren auf 

9,7% und bei Kindern im Alter von 13-14 Jahren auf 15,8% ermittelt [4].  

Asthma ist eine chronisch entzündliche Erkrankung der Atemwege, welche durch 

eine bronchiale Hyperreagibilität und eine variable Atemwegsobstruktion 

charakterisiert wird [5]. Im Rahmen der Erkrankung kommt es zu Symptomen der 

Atemwegsobstruktion wie Giemen, Atemnot, Brustenge und Husten, welche sowohl 

zeitlich als auch in ihrer Intensität variabel sind [2]. Diese sind provoziert durch 

extrinsische oder intrinsische Einflüsse wie z.B. körperliche Belastung, Allergene, 

Wettereinflüsse oder auch Atemwegsinfektionen [6]. Die Symptome und die 

Atemwegsobstruktion können sich sowohl spontan als auch in Ansprechen auf eine 

Medikation zurückbilden [2]. Ein akuter Asthmaanfall beginnt meist mit Husten, 

pfeifender Atmung und Kurzatmigkeit. Das Ausatmen fällt schwer und es kommt zur 

Atemnot, was für viele Betroffene und ihre Angehörigen sehr beängstigend ist [7]. 

Bei einem Kind mit Asthma bronchiale kommt es zudem oft zu einer Einschränkung 

in der Aktivität des Kindes als solche, als auch zu Fehlzeiten in der Schule oder der 

Eltern auf ihrer Arbeitsstelle. Asthma wird damit neben der persönlichen Belastung 

für Patienten und ihren Angehörigen immer mehr auch zu einer gesellschaftlichen 

Bürde [8], [9]. In der europäischen Union wurden beispielsweise im Jahr 2011 die 

direkten Kosten für Krankenhausaufenthalte oder Medikamente auf 19,5 Billionen 

Euro und indirekte Kosten vor allem für Fehlzeiten bei der Arbeit oder der Schule 

auf 14,4 Billionen Euro geschätzt [10]. 
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Insgesamt präsentiert sich das Asthma bronchiale sehr heterogen. Asthma wird 

daher heute zunehmend als ein „Syndrom“ verstanden und weniger als eine 

einzelne Erkrankung betrachtet [11] [12].  

1.2 „Asthma-Syndrom“ 

Beim Asthma bronchiale können Patientengruppen anhand von spezifischen 

Merkmalen unterschieden werden, die als sogenannte „Asthma-Phänotypen“ 

bezeichnet werden (siehe Abbildung 1.1). 

 

 
Abbildung 1.1 Wheeze und Asthma Phänotypen aus Fuchs und Bahmer et al. 2018 [13] 

 

Bereits im ersten Lebensjahr können betroffenen Kinder unter den Symptomen der 

Atemwegsobstruktion (u.a. Husten, Giemen, verminderte körperliche Belastbarkeit) 

leiden. So kann es zu immer wiederkehrenden Bronchitiden mit einhergehender 

Luftnot kommen [14]. Bei den meisten Kindern bilden sich die obstruktiven 

Atemwegsbeschwerden nahezu vollständig zurück. So konnte in der britischen 

Geburtenkohorte gezeigt werden, dass im Alter von 7 Jahren 50% und ab einem 

Alter von 11 Jahren bereits 82% der Patienten in Remission sind. Rund 5% der 

Betroffenen leiden ihr Leben lang an den Symptomen und ca. 60% zeigen einen 

intermittierenden Verlauf [15], [16]. Diese unterschiedlichen Verläufe sind bis heute 

nicht vollständig verstanden. Man hofft mit einer besseren Phänotypisierung von 

Asthmapatienten zukünftig die Frage nach den individuellen Krankheitsverläufen 
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(Resolution versus Persistenz) beantworten zu können. Neben einer genaueren 

Prognose zum Krankheitsverlauf geht es auch darum, in den Krankheitsprozess 

möglicherweise präventiv eingreifen zu können, um das Fortbestehen bzw. 

Fortschreiten der Erkrankung bis ins Erwachsenenalter zu verhindern. Zudem 

zeigen immer mehr Studien, dass Therapieempfehlungen anhand klinischer 

Asthmaphänotypen, wie bisher in den Leitlinien angegeben, zur Krankheitskontrolle 

nicht ausreichend sind und die Notwendigkeit besteht, gezielter zu therapieren [17] 

[18] [19] [20]. 

Um der Heterogenität der Asthmapatienten in Bezug auf ätiologische oder 

pathophysiologische Merkmale gerecht zu werden, wurde über die letzten Jahre 

das bekannte Konzept der „Asthma-Phänotypen“ laufend weiterentwickelt. Die 

Beschreibung von Endotypen rücken immer mehr in den Fokus der Untersuchungen 

[21], [22]. Während ein Phänotyp klinische, genetische und physiologische 

Charakteristika einer Erkrankung ohne Bezugnahme zu pathophysiologischen 

Prozessen beschreibt, wird ein Endotyp gerade anhand eines bestimmten 

zugrundeliegenden Pathomechanismus definiert [23] [24] [25]. Einige Autoren 

grenzen von dem Begriff des Asthma-Endotypen den „molekularen Endotypen“ ab. 

Hierunter versteht man die Einteilung in Patientengruppen über die Beschreibung 

von einheitlichen zu Grunde liegenden Signal- und Stoffwechselwegen anhand von 

Reportergenen [26]. 

Neben dem Begriff der Phänotypen und (molekularen) Endotypen verwenden einige 

Autoren auch den Begriff des „Theratypen“, um damit unterschiedliche 

Patientenkollektive mit differentiellem Therapieansprechen zu beschreiben [27]. In 

wie weit sich diese nicht immer konsistent verwendeten und zum Teil nur 

ungenügend voneinander abgegrenzten Begriffe auch in den nächsten Jahren 

durchsetzen werden, bleibt abzuwarten. 

Gemeinsam ist diesen Ansätzen jedoch die Herangehensweise an Asthma im Sinne 

einer individualisierten oder auch personalisierten Medizin. Ziel ist es, unser 

Verständnis des Asthma-Syndroms auf einer molekularen Ebene zu verbessern und 

so ein einfaches und zuverlässiges Monitoring der Entzündung und der 

Therapiesteuerung des Asthmas zu ermöglichen [28]. 

 

Erste phänotypische Unterscheidungen des Asthmas waren die in ein allergisches 

und ein nicht-allergisches Asthma bzw. extrinsisches und intrinsisches Asthma. So 

fand man unter anderem Unterschiede in der T-Zell-Aktivierung als auch in den 
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Zytokinen im peripheren Blut und in der bronchoalveolären Lavage [29]. Gerade der 

Phänotyp des allergischen Asthmas, bei dem die Entzündung der Atemwege und 

deren Obstruktion durch die Exposition mit Allergenen getriggert wird, wurde 

intensiv studiert. Es konnte ein Zusammenhang zwischen Th2 Zellen sowie den von 

ihnen ausgeschütteten Zytokinen und der Entstehung des allergischen Asthmas 

gezeigt werden [30] [31]. Beim allergischen Asthma kommt es zu einer 

überschießenden Reaktion des eigenen Immunsystems auf bestimmte 

Umweltstoffe (Allergene). Durch die Bindung von Allergenen an spezielle 

Rezeptoren, „pattern recognition receptors“, auf der Zelloberfläche von 

Epithelzellen der Lunge kommt es zur Aktivierung dieser Zellen und zur 

Ausschüttung von Zytokinen [32]. Hierzu gehören unter anderem das TSLP (thymic 

stromal lymphopoietin) und die Interleukine IL-25 und IL-33 [33]. TSLP bewirkt eine 

Einwanderung von Dendritischen Zellen (DCs), welche essentiell für die Induktion 

einer adaptiven Immunantwort sind [34]. Mit Hilfe von Dendritischen Zellen, die zu 

den Antigen-präsentierende-Zellen (APZ) gehören, kommt es zur Proliferation und 

Differenzierung naiver T Zellen in Effektor T Zellen, wie Th1, Th2, Th17 und Tregs 

sowie T-Gedächtniszellen. Hierfür müssen den naiven CD4 T-Zellen 

Antigenfragmente mittels eines Klasse-II-HLA-Moleküls auf der Zelloberfläche der 

APZ präsentiert werden. Welche Zelllinie der T Zellen entsteht, ist maßgeblich 

davon abhängig, welche Zytokine bei der T Zell Aktivierung durch die APZ 

ausgeschüttet werden. So bewirken zum Beispiel die Interleukine IL-4 und IL-2 

vornehmlich die Entstehung von Th2 Zellen [35] [36]. Abbildung 1.2 gibt einen 

Überblick über die Differenzierung naiver T Zellen in die unterschiedlichen Effektor 

T-Zelllinien und ihr jeweiliges Zytokinspektrum. 
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Abbildung 1.2 In Anlehnung an Jutel und Akdis, „T-cell Subset Regulation in Atopy“ Curr Allergy Asthma Rep., 
pp. 139-145, 2011. 

Beim allergischen Asthma kommt es zur Ausbildung einer Th2-Immunantwort. Th2 

Zellen sezernieren u.a. Interleukin 4, 5, 13, 25, 31 und 33 und fördern damit eine 

chronische eosinophile Entzündungsreaktion (insbesondere durch IL-5) und 

induzieren den Klassenwechsel von B-Zellen hin zu IgE produzierenden B-Zellen 

(IL-4, IL-13) [37]. Interleukin 33 fördert die Ausschüttung von IL-4 durch Basophile, 

während sowohl Interleukin 33 als auch IL-25 und TSLP auf angeborene lymphoide 

Zellen (ILCs) wirken [38]. Durch die epitheliale Expression der Interleukine IL-25 

und IL-33 sowie TSLP als Reaktion auf Viren, Allergene oder andere Noxen werden 

ILC2s dazu angeregt Th2 typische Zytokine wie IL-5 und IL-13 zu produzieren und 

führen so zu einer Entzündung der Atemwege und bronchialen Hyperreagibilität [39] 

[40].  

Die Interleukine 4 und 13 sorgen für den Antikörperklassenwechsel, während das 

Interleukin 13 zusätzlich noch zur Rekrutierung von Eosinophilen und Mastzellen 

sowie zu einer vermehrten Mukusproduktion in den Epithelzellen der Atemwege 

führt [38]. Für die Regulierung von Proliferation und Differenzierung eosinophiler 

Granulozyten ist Interleukin 5 mitbestimmend [32] [33]. Eosinophilie ist ein 

charakteristisches Merkmal des Phänotyps des allergischen Asthmas, findet sich 

jedoch auch bei anderen Asthma Phänotypen [41]. Eosinophile Granulozyten 

produzieren Th1 Zytokine wie Interferon-γ und IL-2, und Th2 Zytokine wie IL-4, IL-5 

und IL-13 [42]. Mastzellen sezernieren u.a. Histamin und Leukotriene und bewirken 

eine starke Bronchokonstriktion sowie erhöhte Kapillarpermeabilität [43]. Sie sind 
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somit maßgeblich an den für Asthma typischen Symptomen wie der 

Atemwegsobstruktion beteiligt [44]. Wenn IgE über Fc-Rezeptoren an Mastzellen 

und Basophilen bindet, trägt dies einerseits zur Langlebigkeit dieser Zellen bei, und 

führt andererseits bei einem erneuten Allergenkontakt und der Bindung des 

Allergens an den IgE Antikörper zur Degranulation derselben. Neben Histamin und 

Leukotrienen werden auch proinflammatorische Zytokine (IL-1, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 13, 

16, TNF-α und TGF-β) und Chemokine (CCL1, CCL5, CCL2, CCL3 und 

Lymphotactin) ausgeschüttet [45]. 

 
Abbildung 1.3 In Anlehnung an Locksley, „Asthma and Allergic Inflammation“, Cell, pp. 777-783, 2010. 

 

Das allergische Asthma ist also gekennzeichnet durch eine Infiltration der 

Schleimhäute von Th2 Zellen, Eosinophilen, Basophilen und Mastzellen sowie einer 

erhöhten Ausschüttung von IgE durch aktivierte B-Zellen. Abbildung 1.3 gibt einen 

Überblick über die pathophysiologischen Prozesse beim allergischen Asthma. Das 

allergische Asthma kann zudem in Verbindung mit anderen atopischen 

Erkrankungen vorkommen. So konnten Pols et al. zeigen, dass Kinder mit einem 

Asthma bronchiale ein relatives Risiko von 5,41 haben ebenfalls an einer 

Atopischen Dermatitis und/oder einer Allergischen Rhinokonjunktivits zu erkranken 

[46]. Das Vorliegen einer Atopie, eine übersteigerte IgE-vermittelte Immunantwort, 

kann mit einem Haut-Prick-Test oder der Bestimmung des spezifischen IgEs im 

Serum untersucht werden [23].  
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Die Definition des nicht allergischen Asthmas beinhaltet die Abwesenheit einer 

Atopie in Form eines negativen Prick-Test oder spezifischen IgE Tests. Es wird 

durch unspezifische Reize wie Zigarettenrauch, kalte Luft, körperliche Anstrengung 

oder Infektionen verursacht, wobei es ebenso zu einer Entzündungsreaktion der 

Atemwege kommt [23]. Bereits im Jahr 1999 wurde durch die Arbeitsgruppe um 

Humbert et al. aufgezeigt, dass aus immunopathologischer Sicht wesentliche 

Übereinstimmungen zwischen dem extrinsischen und intrinsischen Asthma 

bestehen [47]. So lassen sich wie beim allergischen Asthma Th2 Zellen und deren 

Zytokine wie IL-4 und oder IL-5, Mastzellen und Eosinophilen nachweisen [48] [49]. 

Es können aber auch natürliche Killerzellen (NK-Zellen) in Interaktion mit 

Alveolarmakrophagen treten und so über die Ausschüttung von IL-13 unabhängig 

von Th2 Zellen zu einer Hyperreagibilität der Atemwege führen (siehe Abbildung 

1.4) [50] [51]. 

 

 
Abbildung 1.4 In Anlehnung an Kim et al., „Persistent activation of an innate immune response translates 
respiratory viral infection into chronic lung disease,“ Nat Med, pp. 633-640, 2008. 

Natürliche Killer-T-Zellen (NK-T-Zellen) bilden eine Sonderform der NK-Zellen des 

angeborenen Immunsystems. Charakteristisch für diese Zellen ist, dass sie auf Ihrer 

Zelloberfläche zusätzlich zu den für NK-Zellen typischen Rezeptoren auch T-

Zellrezeptoren tragen und Antigene anders als andere T Zellen nicht anhand der 

typischen MHC I und II Moleküle, sondern anhand eines nicht polymorphischen 

Major Histocompatibility Complex der Klasse I, dem CD1d, erkennen. NK-T-Zellen 
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sind in der Lage eine Reihe von Zytokinen zu produzieren wie IL-4, IL-5, IL-13, IL-

17 und INF-γ [52].  

 

Die Unterteilung in ein allergisches bzw. nicht-allergisches Asthma wurde mit der 

Zeit verlassen und von einer Einteilung in Th2-high und Th2-low assoziierte 

Asthmaphänotypen abgelöst [53], [21], [54]. Gerade in Hinblick auf 

Therapieempfehlungen stellt dieser Phänotypisierungansatz einen entscheidenden 

Vorteil dar. Ein Beispiel ist die Arbeit der Arbeitsgruppe um Woodruff et al. In dieser 

Studie wurden Epithelzellen der Atemwege auf ihre Expression dreier Gene 

(POSTN-Periostin, CLCA1-Chloridkanal Regulator 1, SERPINB2-Serpin-Peptidase 

Inhibitor) hin untersucht, welche durch das Th2 typische Interleukin IL-13 

hochreguliert werden. Anhand dieser Gene erfolgte dann die Zuordnung in eine 

„Th2-high“ und eine „Th2-low“ Patientengruppe. In der „Th2-high“ Patientengruppe 

wurden signifikant höhere Werte für Interleukin 13, Interleukin 5 mRNA und 

Eosinophilen sowie Mastzellen nachgewiesen. Auch zeigte dieses 

Patientenkollektiv einen größeren Anteil an atopischen Patienten. Am 

entscheidendsten aus klinischer Sicht war jedoch der Unterschied im Ansprechen 

auf inhalative Kortikosteroide. Während die Patienten der „Th2-high“ Gruppe ein 

gutes Ansprechen zeigte, taten dies die der „Th2-low“ Patientengruppe nicht [31].  

1.3 Von Asthmaphänotypen zur gezielten Asthmatherap ie 

Die Erforschung neuer Therapieansätze sowie Ermittlung geeigneter Biomarker für 

eine gezielte und personalisierte Therapie des Asthma bronchiale rücken immer 

mehr in den Fokus der Forschung. Aktuell existieren bereits erste Medikamente zur 

Therapie des „Th2-high“ Asthmas. Mit Omalizumab, einem monoklonaler Antikörper 

gegen IgE, steht ein Therapieansatz für Asthmapatienten mit allergischen, 

unkontrollierten Asthma zur Verfügung. Mehrere Studien haben eine Reduktion von 

Asthma-Exazerbationen, eine verbesserte Asthmakontrolle und Lebensqualität 

sowie die Reduktion des Glukokortikoidbedarfs zeigen können [55], [56], [57]. 

Hanania et al. konnten zudem Faktoren identifizieren, denen ein besseres 

Ansprechen auf Omalizumab zuordenbar war. So scheint Omalizumab effektiver bei 

Patienten mit hohen Periostin Werten, hohem FeNO und hohen Eosinophilenzahlen 

zu sein [58]. 

Neuere vielversprechende gezielte Therapeutika für das Th2 assoziierte 

eosinophile Asthma umfassen unter anderem die anti-IL5 Antikörper Mepolizumab 
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und Reslizumab sowie Benralizumab, ein Antikörper gegen die IL-5-Rezeptor-alpha 

Kette. Während die letzten zwei genannten Antikörper bisher nur im 

Erwachsenenalter zugelassen sind, können Omalizumab sowie Mepolizumab 

bereits ab einem Alter von 6 Jahren bei schwerem allergischem Asthma eingesetzt 

werden. Weitere Biologika befinden sich in der Entwicklung. So steht mit Dupilumab, 

ein Antikörper gegen die IL-4-Rezeptoruntereinheit Alpha (IL-4Rα), seit Anfang 

2019 ein weiterer Wirkstoff zur Behandlung des Th2 assoziierten Asthmas für 

Erwachsene und Jugendliche ab 12 Jahren zur Verfügung. Dieser hemmt sowohl 

den IL-13 als auch den IL-4 Signalweg. Zwei aktuelle Studien zeigen bereits eine 

gute Wirksamkeit von Dupilumab bei Erwachsenen mit schwerem Asthma 

bronchiale mit Senkung des Glukokortikoidsbedarf, Verringerung der 

Asthmaexazerbationen sowie einer Verbesserung der Lungenfunktion (FEV1) [59], 

[60]. Tabelle 1.2 gibt einen Überblick über die bisher zugelassenen Biologika in der 

Asthmatherapie. 
 

Tabelle 1.1 Für die Asthmatherapie in Europa zugelassene monoklonale Antikörper (Stand 05/2019) 

 
Antikörper 
(Handelsname)   

 
Target   

 
Zulassung 

 
Applikation  

 
Indikation 

 
Omalizumab 
(Xolair®)  

 
IgE  

 
2005, 
Erwachsene; 2009, 
Kinder >6 Jahre; 
allergisches 
Asthma 
 

 
alle 2-4 
Wochen 
s.c. 

 
Erwachsene und Kinder > 6 Jahre; 
persistierende Symptome und rez. 
Exazerbationen trotz ICS/LABA HD; FEV1 < 
80%, Sensibilisierung gegen ein ganzjähriges 
Aeroallergen; Ges.IgE zw. 30-1500 kU/l i.S. 
 

 
Mepolizumab 
(Nucala®)  

 
IL-5  

 
2015 Erwachsene; 
2018 Kinder >6 
Jahre; 
eosinophiles 
Asthma  
 

 
alle 4 
Wochen 
s.c. 
 

 
Erwachsene und Kinder/Jugendliche ab 6 
Jahren; schweres, therapierefraktäres, 
eosinophiles Asthma 

 
Reslizumab 
(Cinqaero®)  

 
IL-5  

 
08/2016, 
eosinophiles 
Asthma  

 
alle 4 
Wochen i.v. 

 
als Zusatztherapie bei erwachsenen Patienten 
mit schwerem eosinophilem Asthma, das trotz 
hochdosierter inhalativer Kortikosteroide plus 
einem anderen Arzneimittel zur 
Erhaltungstherapie nur unzureichend zu 
kontrollieren ist 
 

 
Benralizumab  
(Fasenra®) 

 
IL-5-
Rezeptor  

 
01/2018, 
eosinophiles 
Asthma 

 
alle 8 
Wochen 
s.c. 

 
Add-on-Erhaltungstherapie bei erwachsenen 
Patienten mit schwerem eosinophilem 
Asthma, das trotz hochdosierter inhalativer 
Kortikosteroide plus lang wirksamer Beta-
Agonisten unzureichend kontrolliert ist 
 

 
Dupilumab 
(Dupixent®) 

 
IL-4Rα 

 
03/2019, Typ-2 
Inflammation 

 
alle 2 
Wochen 
s.c. 

 
Add-on Erhaltungstherapie bei Erwachsenen 
und Jugendlichen ab 12 Jahren für schweres 
Asthma mit Typ-2-Inflammation 
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Auffällig ist, dass bisher ausschließlich Therapeutika des Th2-high Asthmas zur 

Verfügung stehen. Somit besteht aktuell eine große therapeutische Lücke für 

Patienten mit schwerem nicht-allergischen bzw. Th2-low Asthma. Die Suche nach 

geeigneten konstanten Biomarkern zur Identifizierung neuer therapeutischer 

Ansätze eben solcher Patientenkollektive ist damit zu Recht ein wichtiger 

Bestandteil aktueller Forschungsansätze. 

 

1.4 Die ALLIANCE Studie (All Age Asthma Kohorte) 
 
Die ALLIANCE Studie (All Age Asthma Cohort) rekrutiert an initial vier Standorten 

Kinder und Erwachsene mit rezidivierenden obstruktiven Bronchitiden und 

bekanntem Asthma bronchiale sowie gesunde Kontrollen. Bis zum Abschluss der 

ersten Periode im Dezember 2016 waren dies n=209 Wheezer (6 Monate bis < 6 

Jahre: Wheeze mit ≥ 2 Episoden innerhalb von 12 Monaten), n=206 Asthmatiker im 

Alter von 6-18 Jahren und n=208 erwachsene Asthmatiker (ärztlich diagnostiziertes 

Asthma bronchiale entsprechend den aktuellen GINA-Kriterien [2]) sowie n=172 

gesunde Kontrollen.  

Ziel der ALLIANCE Kohorte ist es, verschiedene Phänotypen des Asthma 

bronchiale zu identifizieren und den Krankheitsverlauf vom Kleinkindalter bis in die 

Seneszenz besser zu verstehen. Von den rekrutierten Patienten werden detaillierte 

klinische Informationen erhoben und zusammen mit den Daten zur Person 

standardisiert erfasst. Ziel ist die Etablierung einer klinischen Kohorte mit 

detaillierten Patienteninformationen für eine jederzeit zugängliche Datenbank für 

alle kommenden klinischen Studien. Mittels standardisierter klinischer Instrumente 

soll eine verständliche Charakterisierung der eingeschlossenen Patienten über die 

Zeit erfolgen. Hierzu gehört unter anderem die Probenentnahme und -sammlung 

von biologischen Material. Die gesammelten Daten dienen dann der Integration von 

klinischen und „omics“-Daten mittels Systembiologie zur tiefen Phänotypisierung, 

anhand dessen dann eine Evaluierung möglicher Biomarker vorgenommen werden 

kann. Ein Test der gefundenen Biomarker als klinische Prädiktoren der 

unterschiedlichen Phänotypen soll dann in einer separaten Kohorte erfolgen. Die zu 

testende Hypothese des DZL Projektes ist demnach, dass verschiedene 

Phänotypen bzw. Untergruppen des Asthmas anhand eines Algorithmus von 

klinischen Merkmalen, der Genetik und Biomarkern von zu Grunde liegenden 
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pathophysiologischen Prozessen identifiziert werden können und somit ein 

individualisierter patientenbezogener Therapieansatz möglich ist.  

1.5 Phänotypisierung anhand von Zytokinen 

Ein möglicher Ansatzpunkt zur Unterscheidung von Untergruppen stellt die 

Quantifizierung von Zytokinen dar. Diese spielen in der Pathophysiologie des 

Asthma bronchiale eine wesentliche Rolle und stellen wie oben beschrieben 

Ansatzpunkte für gezielte und personalisierte Therapien dar. Zytokine sind 

extrazelluläre Botenstoffe, die vor allem auto- und parakrin wirken und in erster Linie 

Wachstumsvorgänge sowie die Proliferation und Differenzierung von Zellen 

regulieren [61]. 

In der Literatur finden sich immer mehr Studien zu Phänotypisierungsansätzen und 

Clusteranalysen u.a. anhand von Zytokinen. So hat z.B. die Gruppe um Brown et 

al. 2017 anhand von Serumzytokinkonzentrationen das unkontrollierte Asthma 

bronchiale bei innerstädtischen afroamerikanischen Kindern auf mögliche 

Endotypen hin untersucht und zeigen können, dass sich anhand von 

Zytokinkonzentrationen Untergruppen unterscheiden lassen. Die Zytokine CXCL-1, 

IL-5, IL-8 und IL-17A zeigten einen positiven Zusammenhang mit einem „difficult-to-

control“ Asthma, während IL-4 und IL-13 der Gruppe der „easy-to-control“ 

Asthmatiker zuordenbar war [62]. Auch die Daten der ALLIANCE Kohorte sollen u.a. 

auf Gruppenunterschiede anhand von Zytokinkonzentrationen in Serumproben hin 

untersucht werden.  

1.6 Fragestellung 

Wie auch in anderen Kohortenstudien erfolgt bei der ALLIANCE Kohorte die 

Rekrutierung der Patienten über das ganze Jahr verteilt. Daher stellen saisonale 

Effekte einen möglichen Störfaktor dar, der die Ergebnisse verzerrt, also eventuell 

Gruppenunterschiede anhand von Zytokinkonzentrationen vortäuscht bzw. 

verschleiert. Bislang gibt es allerdings keine Daten zu saisonalen Schwankungen 

von Serumzytokinen bei Asthmatikern und Gesunden.  

Die Ausgangshypothese dieser Arbeit war daher, dass Zytokine jahreszeitlichen 

Schwankungen unterliegen. Zur Überprüfung dieser Hypothese wurden die Daten 

unserer ALLIANCE Kohorte herangezogen und auf folgende Fragestellungen hin 

untersucht: 
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1. Unterliegen die Konzentrationen von Zytokinen im Serum von Kindern und 

Erwachsenen mit rezdivierenden obstruktiven Bronchitiden bzw. Asthma 

bronchiale und von gesunden Kontrollen saisonalen Schwankungen? 

2. Zeigen unterschiedliche Zytokine differentiell ausgeprägte saisonale 

Schwankungen? 

3. Müssen bei dem Vergleich von Asthmatikern und gesunden Kontrollen 

mögliche saisonale Unterschiede in der statistischen Auswertung 

berücksichtigt werden?  

 

Ziel dieser Arbeit war es, für jedes der untersuchten Zytokine beantworten zu 

können, ob saisonale Effekte existieren, sich signifikante Gruppenunterschiede 

zwischen Asthmatikern und Gesunden finden lassen und ob die gefundenen 

saisonalen Effekte einen Einfluss auf die Gruppenunterschiede haben.  
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2. Material und Methoden 

2.1 Studienpopulation 

Die All Age Asthma Cohort (ALLIANCE) Studie wird an den teilnehmenden 

Standorten und den assoziierten Studienzentren des Deutschen Zentrums für 

Lungenforschung (DZL) in Lübeck, Großhansdorf, Hannover, München, Marburg 

und Köln durchgeführt. Die Finanzierung der Studie erfolgt über das 

Bundesministerium für Bildung und Forschung (BMBF). Die Studie wurde der 

federführenden Ethikkommission in Lübeck und von den lokalen Ethik-

kommissionen an allen Standorten genehmigt. Sämtliche Studienteilnehmer, bei 

Minderjährigen vertretend die Eltern, haben sich zur Teilnahme an der Studie 

schriftlich bereiterklärt. Die Registrierungsnummer bei clinicaltrials.gov des 

pädiatrischen Armes, Kinder Register Asthma (KIRA), ist NCT02496468 und die 

des erwachsenen Armes, Erwachsenen Register Asthma (ERA), NCT02419274. 

Eine ausführliche Beschreibung des Studiendesigns, der Studienpopulation und der 

Methoden wurde kürzlich in Detail veröffentlicht [13].Nachfolgend findet sich eine 

kurze Zusammenfassung. 

 

 
Abbildung 2.1 Übersicht über die untersuchten Patientenkollektive (GINA Kriterien entsprechend der „Global 
Strategy for Asthma Management and Prevention“ [2]) und gesunden Kontrollen zur Rekrutierung sowie 
Flussdiagramm zum Ablauf der Studienvisiten  

 
Für die KIRA Studie wurden Säuglinge und Kleinkinder mit immer wieder kehrenden 

obstruktiven Bronchitiden (Einschlusskriterium 6 Monate bis < 6 Jahre: Wheeze mit 

≥ 2 Episoden innerhalb von 12 Monaten) sowie Schuldkinder und Jugendliche mit 
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einem Asthma bronchiale (Einschlusskriterium ≥ 6 Jahre: ärztlich diagnostiziertes 

Asthma bronchiale entsprechend den aktuellen GINA-Kriterien [2]) berücksichtigt. 

Weitere Ein- und Ausschlusskriterien für Kinder finden sich in Tabelle 2.1. Bei 

gesunden Kontrollen darf kein Wheeze oder ein ärztlich diagnostiziertes Asthma 

bronchiale vorliegen, die zusätzlich in Tabelle 2.1 aufgeführten Ein- und 

Ausschlusskriterien müssen ebenfalls erfüllt sein. 

Im erwachsenen Studienarm wurden Patienten > 18 Jahre mit Verständnis der 

deutschen Sprache und ärztlich diagnostiziertes Asthma bronchiale entsprechend 

den aktuellen GINA-Kriterien [2] rekrutiert. Weiteres Einschlusskriterium ist das 

vorliegende schriftliche Einverständnis der Probanden. Zur Vermeidung eines 

Selektionsbias wurden sowohl aktive als auch ehemalige Raucher in die Studie 

eingeschlossen. Bei diesen Patienten erfolgt fortlaufend ein zusätzliches Screening 

anhand von Merkmalen zur Unterscheidung eines Asthma bronchiales von einer 

COPD (Alter bei Manifestation, klinischer Verlauf, erweiterte Anamnese, variable 

oder persistierende Atemwegseinschränkungen, Lungenfunktionsparameter, 

Anzeichen für eine Lungenüberblähung). Bei nicht eindeutiger Abgrenzung zur 

COPD oder Auftreten von COPD typischen Merkmalen wie z.B. eine 

Lungenüberblähung oder einem Lungenemphysem, erfolgt der Ausschluss aus der 

ERA Studie. Weitere Ausschlusskriterien waren ein schwerer Infekt der oberen 

Luftwege oder eine pulmonale Exazerbation innerhalb der letzten 4 Wochen bei 

Einschluss. Gesunde erwachsene Kontrollen durften keine pulmonalen 

Erkrankungen haben, atopische Erkrankungen hingegen waren kein 

Ausschlusskriterium. 
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Tabelle 2.1 Ein-und Ausschlusskriterien der KIRA Studie 

 

 

2.2 Ablauf der Patientenrekrutierung und der Studie nvisiten 

Am Anfang der Rekrutierung steht die Überprüfung der Ein- und Ausschlusskriterien 

sowie eine Aufklärung der Eltern und ab 8 Jahren auch des Studienkindes bzw. des 

teilnehmenden Erwachsenen über die ALLIANCE Studie, bei welcher ein 

Informationsbogen zur Studie mit beigefügter Einverständniserklärung 

ausgehändigt wird. Wenn eine schriftliche Einverständniserklärung vorliegt, findet 

eine Baseline Visite statt und es wird einmal im Jahr zu einer Folgeuntersuchung 

eingeladen.  

Zum ersten Besuch gehört das Ausfüllen eines Basisfragebogens, der Fragen zu 

den Atembeschwerden der letzten Monate und Jahre enthält, andere Beschwerden 

und Krankheitsbilder abfragt und Informationen zur Schwangerschaft, Geburt und 

Neugeborenenperiode sowie Familie, Beruf und Lebensumfeld sammelt. Zusätzlich 

wird ein ergänzender Fragebogen ausgefüllt, der Fragen zu den Atembeschwerden 

der letzten 12 Monate enthält. Dieser enthält zudem Informationen zum Impfstatus, 

der Asthmamedikation als auch zum aktuellen Asthmakontrollstatus.  

Einschlusskriterien: 

• 6 Monate bis < 6 Jahre: Wheeze mit ≥ 2 Episoden innerhalb von 12 Monaten 

• ≥ 6 Jahre: ärztlich diagnostiziertes Asthma bronchiale entsprechend den aktuellen GINA-

Kriterien [2] 

• Reifgeborenes der ≥ 37. Schwangerschaftswoche 

• Verständnis der deutschen Sprache 

• Einverständnis der Eltern 

• Einverständnis des Kindes, falls das Kind älter als 8 Jahre ist 

Ausschlusskriterien: 

• bekannte, angeborene oder perinatale Lungenerkrankungen des Neugeborenen 

• Fehlbildungen der Atemwege 

• Sauerstoffbedarf nach Geburt über mehr als 24 Stunden 

• maschinelle Beatmung oder Atemhilfe (CPAP) nach Geburt 

• bekannte Mukoviszidose 

• bekannte primäre ziliäre Dyskinesie 

• andere schwere Erkrankungen des Respirationstraktes (z.B. interstitielle 

Lungenerkrankungen) 

• angeborener Herzfehler mit Beeinflussung der pulmonalen Zirkulation (u.a. hämodynamisch 

relevanter VSD, Fallot-Tetralogie) 

• Fieber (> 38,5°C rektal) in den letzten 2 Wochen 
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Neben der allgemeinen ärztlichen Untersuchung durch den Studienarzt erfolgen 

eine Blutentnahme, die Asservierung von Biomaterialien sowie eine ausführliche 

Lungenfunktionsdiagnostik. Bei bisher nicht vorhandenem Schweißtest wird im 

pädiatrischen Arm dieser im Rahmen des ersten Besuches durchgeführt.  

Für weitere Details sei auf die Veröffentlichung des Kohorten Profils verwiesen [13]. 

2.3 Datenerhebung/-speicherung/-qualitätssicherung 

Erhoben werden Daten zum Geburtsdatum, medizinische Befunde und 

Behandlungsarten sowie verordnete Medikamente. Alle erhobenen Daten werden 

umgehend pseudonymisiert, das heißt ohne Bezug zum Namen des Studienkindes, 

elektronisch gespeichert und ausgewertet. Personenbezogene Daten, wie zum 

Beispiel die Adresse oder Telefonnummer, werden nicht elektronisch gespeichert. 

Der Zugriff zu den erhobenen Daten obliegt ausschließlich den Mitarbeitern der 

Studie, welche zur Verschwiegenheit verpflichtet sind. 

Zur Qualitätssicherung der Datenerhebung bestehen verschiedene Mechanismen. 

Für sämtliche Abläufe und Methoden innerhalb der ALLIANCE Studie existieren 

entsprechende „Standard Operating Procedures“, kurz SOPs. Der Ablauf einer 

Studienvisite unterliegt zudem einer vorgegeben standardisierten Reihenfolge. In 

regelmäßigen Abständen erfolgen Kontrollen der klinischen und laboratorischen 

Abläufe sowie Zentrumsbesuche und Teammeetings. Die in der Datenbank 

erhobenen Werte werden einer Datenbereinigung unterzogen und es erfolgen 

stichprobenartige Kontrollen der Datensätze. 

2.4 Zytokinbestimmung mittels Multiplex-Bead Array 

Während der Studienvisiten erfolgt eine venöse Blutabnahme zur Gewinnung von 

Vollblut (S-Monovette®, Sarstedt, Deutschland), wobei u.a. ein 1,2ml 

Serumröhrchen zur Zytokinbestimmung abgenommen wurde. Mittels Zentrifugation 

(2000g, 10 min) wurde das Serum abgetrennt und bis zur Weiterverarbeitung bei -

80°C tiefgefroren. 

Zur Zytokinmessung kam ein Multiplex-Bead Array zum Einsatz, der die quantitative 

Analyse mehrerer Zytokine oder Chemokine auf einmal unter Verwendung kleinster 

Probenmengen (hier 25µL) erlaubt. In der ALLIANCE Studie wird der Bio-Plex Pro™ 

Human Cytokine 27-plex Assay (#M50-0KCAF0Y, BioRad, Muenchen, 

Deutschland), siehe Tabelle 2.2, zur Zytokinbestimmung verwendet, welcher mit der 

LUMINEX Technologie arbeitet. Die der Datenauswertung zugrunde liegende 
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Software ist die Bio-Plex Manager MP (Biorad, version 1.0.0.03) und das 

verwendete Messgerät der Bio-Plex MagPix Multiplex Reader von Bio-Rad 

(SerienNO:MAGPX12258701). 

 

Tabelle 2.2 Enthaltene Zytokine im Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 27-plex 

Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 27-plex Assay      #M50-0KCAF0Y 

• FGF basic 
• Eotaxin 
• G-CSF 
• GM-CSF 
• IFN-γ 
• IL-1β 
• IL-1ra 

• IL-2 
• IL-4 
• IL-5 
• IL-6 
• IL-7 
• IL-8 
• IL-9 

• IL-10 
• IL-12 (p70) 
• IL-13 
• IL-15 
• IL-17 
• IP-10 
• MCP-1 (MCAF) 

• MIP-1α 
• MIP-1β 
• PDGF-BB 
• RANTES 
• TNF-α 
• VEGF 

 

Die Serumproben werden in 96er Mikrotiter Platten pipettiert, welche sogenannte 

Beads enthalten (Durchmesser: 6.5 µm). Die Beads unterscheiden sich 

untereinander anhand einer Farbkodierung, welche mittels Mischung zweier 

fluoreszierender Farbstoffe erfolgt. Bis zu 100 verschiedene Farbcodes werden 

dadurch ermöglicht. Beads eines dezidierten Farbcodes sind mit einem Capture-

Antikörper bestückt, welcher ein entsprechendes Zytokin bindet. Ähnlich dem 

Prinzip des Sandwich ELISAs bindet daran wiederum der Detektions-Antikörper, 

anhand dessen im Anschluss die quantitative Bestimmung der Zytokine erfolgt. Die 

Quantifizierung erfolgt durch die Messung der Fluoreszenzintensität des am 

Detektions-Antikörper gebundenen Fluorochromes pro Bead, welche direkt mit der 

Menge an vorhandenem Zytokin korreliert. Nach Inkubation der Proben wird der 

Inhalt aller Wells in das Analysegerät (Bio-Plex MagPix Multiplex Reader von Bio-

Rad) gesogen. Dort werden die Beads durch die Mikrofluidik vereinzelt in 

Sukzession gebracht und nacheinander von zwei Lasern vermessen. Ein roter 

Laser (Wellenlänge, λ=635 nm) dient der Identifizierung des jeweiligen Farbcodes 

des Beads und der Zuordnung der gemessenen Fluoreszenzintensität zu einem 

Zytokin. Die Ermittlung der Fluoreszenzintensität erfolgt mittels eines grünen Lasers 

(Wellenlänge, λ=525 nm). Abbildung 2.2 zeigt schematisch den Ablauf eines 

Multiplex-Bead-Arrays.  
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Abbildung 2.2 Schematische Darstellung der Funktionsweise eines Multiplex-Bead-Arrays 

 

Das Multiplex Verfahren bietet im Vergleich zum traditionellen ELISA einen 

schnelleren und kostengünstigeren Ansatz und benötigt darüber hinaus auch 

insgesamt weniger Probenvolumen. Aus Kostengründen wurden Duplikate 

vermessen und der Mittelwert dieser für die weiteren Berechnungen herangezogen. 

Starke Abweichungen der Duplikate führten zum Ausschluss der Probe von den 

weiterführenden Analysen. Messwerte unter- oder oberhalb der Nachweisgrenze 

wurden auf das jeweilige Detektionslimit gesetzt. 

 2.5 Statistische Methoden 

Die statistische Analyse der gewonnenen Daten wurde mit R (Version 3.4.0) 

vorgenommen. Zur weiteren Analyse wurde aus den Messungen der Duplikate ein 

Durchschnittswert gebildet, welcher für alle weiteren Analysen herangezogen 

wurde. Es wurden für jedes Zytokin Minimum, Maximum, Median, 1. und 3. Quartil 

erfasst sowie die Anzahl der Proben bestimmt, deren Serumkonzentrationen unter 

bzw. über der Nachweisgrenze lag. Wenn letzteres der Fall war, wurde der Wert für 

die weiteren Analysen auf den Wert der Nachweisgrenze gesetzt. Lagen mehr als 

20% aller gemessenen Proben außerhalb der Nachweisgrenzen wurde das Zytokin 

bei den weiteren Analysen nicht berücksichtigt.  

Um gängige Verfahren zur Analyse statistischer Daten verwenden zu können, 

wurde zudem eine Normalverteilung der Messdaten angestrebt. In Form von 

Balkendiagrammen erfolgte die Darstellung der Verteilung der 

Zytokinkonzentrationen für jedes einzelne Zytokin in vier unterschiedlichen 

Varianten: unangepasst, winsorisiert, boxcox-transformiert, kombiniert winsorisiert 

und boxcox-transformiert. Auf Grundlage der vorliegenden Histogramme wurde 
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entschieden, die boxcox-transformierten Daten zu verwenden, da hiermit insgesamt 

über alle Zytokine hinweg die Normalverteilung am besten realisiert werden konnte.  

Zur Ermittlung etwaiger saisonaler Schwankungen in den Zytokinkonzentrationen 

wurde das Cosinor Model auf die Daten angewendet, wobei der nummerische Wert 

des Monats der Probenabnahme als Zeitvariable dient. Das Cosinor Model stellt 

eine Form der linearen Regressionsanalyse dar, welche die Methode der kleinsten 

Quadrate verwendet, um eine Sinuskurve an die untersuchten Beobachtungen 

anzupassen. Das Model spiegelt also eine lineare Darstellung eines zeitlichen 

Verlaufs von Daten in Form einer Sinuskurve mit Amplitude, Frequenz und Phase 

wieder, welches zur Ermittlung und Veranschaulichung von saisonalen Effekten 

dient. Die Amplitude wird definiert als der Abstand vom Durchschnittswert zum Max- 

bzw. Minimum und erlaubt eine Abschätzung über das Ausmaß saisonaler 

Unterschiede. Die Phase ist der Punkt auf der X-Achse, der dem Höchstwert 

entspricht, gleichbedeutend mit dem Monat mit dem höchsten 

Zytokinkonzentrationen. Sowohl Amplitude als auch die Phase können über die 

Regressionskoeffizienten des Cosinor Models geschätzt werden. [63].  

Da trotz erfolgter Boxcox-Transformation weiter eine leichte linkslastige Verteilung 

der Zytokinkonzentrationen zu verzeichnen war, wurde zur Bestimmung möglicher 

Gruppenunterschiede zwischen Asthmatikern/Wheezern und Gesunden ein Mann-

Whitney U-Test verwendet. Dieser gehört zur Gruppe der Lagetests und stellt eine 

Alternative zum t-Test für zwei unverbundene Stichproben dar. Bei diesem 

Verfahren werden die Werte in eine Rangfolge gebracht und anschließend die 

Rangsummen der beiden Gruppen miteinander verglichen. Eine Normalverteilung 

oder gleiche Stichprobenumfänge sind bei diesem Test keine Grundvoraussetzung. 

Auf eine Korrektur, z.B. mittels Bonferroni-Korrektur, bei multiplen Testen wurde 

bewusst verzichtet, da der Fokus der Untersuchungen auf der Ermittlung von 

saisonalen Effekten sowie deren Einfluss auf Gruppenunterschieden lag und nicht 

auf der Ermittlung von Gruppenunterschieden an sich. Gegenübergestellt wurden 

die Mediane inklusive p-Wert von Asthmatikern bzw. Wheezern und Gesunden vor 

und nach Anpassung an Saisonalität mittels des Cosinor-Models.  
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3. Ergebnisse 

3.1 Studienpopulation 

In der ALL-Age-Asthma Kohorte (ALLIANCE) wurden seit Studienbeginn im 

September 2013 bis zum Abschluss der ersten Periode im Dezember 2016 

insgesamt 795 Patienten und gesunde Kontrollen von anfangs 813 gescreenten 

Erwachsenen und Kindern rekrutiert. Im pädiatrischen Arm umfasst diese Kohorte 

n=209 Wheezer, n=206 Asthmatiker und n=125 gesunde Kontrollen. In der 

erwachsenen Kohorte wurden n=208 Asthmatiker und n=47 gesunde Kontrollen 

rekrutiert. Davon wurden die Ergebnisse der Zytokindaten aus Serumproben von 

514 Patienten sowie gesunden Probanden in dieser Arbeit ausgewertet und 

analysiert. Abbildung 3.1 gibt einen Überblick über den Rekrutierungsprozess. 

Die Charakteristika der Studienpopulation der ALLIANCE Kohorte sind in Tabelle 

3.1 dargestellt. Dabei sind alle bis zum Zeitpunkt 31.12.2016 rekrutierten Patienten 

und Kontrollen dargestellt sowie die Subpopulation, in der bereits Serumzytokine 

analysiert wurden. Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der 

gesamten Kohorte und der analysierten Subpopulation bezüglich Alter, 

Geschlechterverteilung, BMI und Anteil an aktiven Rauchern. Es zeigen sich jedoch 

Unterschiede im Anteil der Atopiker und Patienten ohne ein Steroid als Medikation 

(steroidnaive Patienten). Zwischen Erkrankten und gesunden Kontrollen zeigen sich 

in der untersuchten Subpopulation ebenfalls Unterschiede im Atopiestatus und der 

Anzahl der Probanden, welche zum Zeitpunkt der Untersuchung steroidnaiv waren. 

Erwartungsgemäß war der Anteil männlicher Probanden bei Wheezern (n=79, 

68,1%) und Asthmatikern (n=101, 67,3%) im pädiatrischen Studienarm größer als 

in der erwachsenen Kohorte (n=66, 45,5%). Während es unter den erwachsenen 

Asthmatikern 8,3% Raucher gab (gesunde Kontrollen 0%), gaben nur 2 Jugendliche 

an, aktiv zu rauchen. Der Anteil von Atopikern in der Gruppe der Wheezer lag bei 

34,5%, bei Asthmatikern zwischen 6 und 18 Jahren bei 78,7% und bei erwachsenen 

Asthmatikern bei 62,8%. Insgesamt waren bei den gesunden Kontrollen weniger 

Atopiker zu finden: 4,5% der Kinder unter 6 Jahre, 22% der Kinder zwischen 6 und 

18 Jahren und 22,6% der Erwachsenen. Der Anteil Steroid-naiver Patienten war mit 

44% in der Gruppe der Wheezer am höchsten. Bei Asthmatikern älter als 5 Jahre 

lag der Anteil bei 17,5% und im erwachsenen Studienarm bei 11,7%. 
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Abbildung 3.1 Diagramm über die Details zum Rekrutierungprozess der ALLIANCE Kohorte (Stand Dezember 
2016) 
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Tabelle 3.1 Studienpopulation Charakteristika der ALLIANCE Kohorte bei Baseline Visite (Stand Dezember 
2016) 
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3.2 Ergebnisse der Zytokinbestimmungen 

Die Ergebnisse der Zytokinmessungen sind in Tabelle 3.2-3.4 dargestellt. Da die 

Zytokinkonzentrationen nicht normalverteilt waren, erfolgte eine Transformation der 

Messwerte mittels Boxcox-Transformation. In einem nächsten Schritt wurde 

überprüft, ob eine gepoolte Analyse der Zytokinwerte bei Patienten aus dem 

pädiatrischen Studienarm mit denen aus dem erwachsenen Studienarm der 

ALLIANCE Kohorte möglich ist. Die zusammengeführten Datensätze wurden dann 

mit Hilfe des Cosinor Modells daraufhin überprüft, inwieweit saisonale Effekte 

darstellbar sind und der Einfluss dieser Saisonalität auf mögliche 

Gruppenunterschiede analysiert. 

3.2.1 Gemessene Zytokinkonzentrationen der KIRA und  ERA Kohorte 

Die Tabellen 3.2 bis 3.4 zeigen die gemessenen Rohwerte der KIRA und der ERA 

Kohorte für jedes der 27 gemessenen Zytokine: Eotaxin, FGF basic, G-CSF, GM-

CSF, IFN-γ, IL-10, IL-12(p70), IL-13, IL-15, IL17A, IL-1β, IL-ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, 

IL-7, IL-8, IL-9, IP-10, MCP-1(MCAF), MIP-1α, MIP-1β, PDGF-bb, RANTES, TNF-α 

und VEGF. Dabei sind Minimum, Maximum, Median, 1. und 3. Quartil getrennt nach 

Altersgruppen und Wheezer/Asthmatiker bzw. gesunde Kontrollen dargestellt. 
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Tabelle 3.2 Rohwerte der gemessenen Zytokine KIRA <6 Jahre (G=Gesund, W=Wheeze) in pg/ml. Darstellung 
von Minimum (Min.), Maximum (Max.), 1. und 3. Quartil (Qu.) und Median (Med.). 

 

G_Min. W_Min. G_1st Qu. W_1st Qu. G_Med. W_Med. G_3rd Qu. W_3rd Qu. G_Max. W_Max.

Eotaxin 35,39 12,48 43,04 45,49 57,22 60,33 68,09 70,53 145,65 130,61

FGF basic 3,86 1,14 14,94 4,02 39,99 14,94 68,6 64,51 160,41 192,12

G-CSF 23,09 3,53 51,98 59,43 66,8 77,3 92,17 107,7 160,69 272,58

GM-CSF 0,68 0,67 3,22 2,97 3,3 8,94 11,17 11,22 58,93 65,75

IFN-g 89,33 5,74 99,8 88,25 156,68 160,2 194,89 207,01 375,17 480,24

IL-10 2,13 1,91 4,04 2,16 12,36 13,47 15,66 18,45 38,29 65,59

IL-12(p70) 2,34 2,31 15,75 14,4 21,35 23,2 38,4 49,81 60,87 258,25

IL-13 0,43 0,38 3,69 3 4,64 4,76 5,15 7,68 19,09 20,86

IL-15 1,13 1,13 5,66 1,29 5,89 5,13 6,17 6,07 35,48 79,11

IL-17A 32,15 1,37 73,09 42,48 172,9 63,33 292,49 104,11 442,34 584,37

IL-1b 0,5 0,47 2,42 2,44 4,34 5,01 6,48 6,09 12,44 12,33

IL-1ra 50,04 4,86 85,35 66,89 101,57 104,2 130,07 144,46 247,66 440,04

IL-2 1,22 1,11 1,23 1,23 3,61 3,61 4,61 4,72 4,72 183,58

IL-4 4,1 0,25 6,89 3,9 7,87 7,14 9,57 9,2 12,9 13,5

IL-5 1,37 1,23 8,43 6,42 10,61 11,13 18 17,36 51,42 5070,02

IL-6 2,3 1,61 2,3 2,3 11,93 12,93 15,45 15,66 28,53 384,88

IL-7 0,89 0,89 8,39 7,2 10,28 10,24 14,46 13,96 22,92 90,35

IL-8 15,05 2,4 25,56 22,93 32,67 35 49,67 46,66 65,33 78,89

IL-9 18,32 5,24 32,02 21,06 47,1 30,21 72,06 58,2 94,63 113

IP-10 130,49 15,64 219,96 231,38 282,38 349,55 401,09 571,85 1507,87 3094,28

MCP-1(MCAF) 1,3 1,3 1,39 1,57 9,68 16,49 23,52 23,52 45,56 85,86

MIP-1a 1,65 0,14 4,6 4,34 5,62 6,22 7,82 7,57 12,24 167,89

MIP-1b 59,16 3,79 77,8 81,84 100,66 116,25 178,83 160,32 299,27 338,27

PDGF-bb 1212,31 9,2 2235,37 2621,57 3031,77 3281,03 3683,73 4059,15 5312,09 8183,87

RANTES 10741,97 4,01 13348,67 4107,45 17086,24 11223,92 22574,2 14323,46 33029,74 50385,37

TNF-a 25,83 3,76 45,16 27,47 66,64 60,86 89,09 83,41 126,88 147,42

VEGF 1,87 1,88 22,25 14,68 44,99 32,34 74,78 76,21 136,63 268,94
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Tabelle 3.3 Rohwerte der gemessenen Zytokine KIRA >6 Jahre (G=Gesund, A=Asthma) in pg/ml. Darstellung 
von Minimum (Min.), Maximum (Max.), 1. und 3. Quartil (Qu.) und Median (Med.). 

 

G_Min. A_Min. G_1st Qu. A_1st Qu. G_Med. A_Med. G_3rd Qu. A_3rd Qu. G_Max. A_Max.

Eotaxin 25,01 1,72 39,99 40,8 50,68 51,04 60,36 62,97 139,89 305,77

FGF basic 1,14 1,14 25,47 14,94 63,52 63,14 85,58 90,59 135,76 226,43

G-CSF 50,88 3,53 69,73 60,21 84,63 83,84 130,15 121,94 266,29 979,93

GM-CSF 0,67 0,67 3,22 2,97 3,69 6,35 11,01 12,71 14,28 95,53

IFN-g 25,56 33,68 70,23 85,29 99,8 124,5 144,24 228,97 311 6447,84

IL-10 2,1 1,91 2,15 8,87 12,34 13,7 16,8 24,5 699 1658,24

IL-12(p70) 2,31 2,31 21,59 25,5 32,89 44,31 51,81 70,39 716,94 1060,38

IL-13 0,42 0,38 3,18 3,81 4,5 6,4 5,92 9,43 11,02 126,88

IL-15 1,13 1,13 1,25 1,39 5,13 5,13 5,89 6,17 6,17 23,51

IL-17A 23,01 1,37 65,68 53,16 85,02 89,05 187,24 172,47 387,42 497,52

IL-1b 0,47 0,47 2,45 2,04 3,02 3,34 5,35 5,14 9,27 151,18

IL-1ra 41,97 4,86 79,64 56,89 94,29 99,97 112,29 151,19 333,61 14867,43

IL-2 1,11 1,11 1,22 1,23 4,11 4,61 4,72 4,74 33,89 467,04

IL-4 1,5 0,25 2,54 3,36 5,17 5,06 8,27 7,02 11,63 28,67

IL-5 1,23 1,27 6,53 6,42 9,84 15,2 13,23 29,18 29,78 5070,02

IL-6 1,64 1,61 2,3 1,75 7,19 6,55 14,38 13,69 46,51 1141,84

IL-7 4,5 1,03 8,07 9,63 9,16 11,89 11,85 17,06 18,86 66,38

IL-8 11,21 2,4 21,68 19,32 26,44 27,93 37,34 38,57 73,1 69,24

IL-9 8,16 1,22 27,37 25,06 40,47 52,14 61,53 66,78 128,06 128,89

IP-10 90,23 58,2 169,3 191,93 217,71 258,44 444,77 402,15 763,07 2055,54

MCP-1(MCAF) 1,3 1,3 1,72 1,57 8,1 12,71 23,25 26,8 40,35 185,46

MIP-1a 0,62 0,5 5,1 4,11 5,93 5,88 7,94 7,96 19,48 682,47

MIP-1b 36,65 23,76 64,44 60,79 81,97 83,69 102,69 107,62 339,4 248,27

PDGF-bb 1226,68 1058,75 2009,36 2467,89 2556,72 3055,25 3359,35 3712,17 4661,98 6818,85

RANTES 1009,93 1009,93 11950,39 4107,45 19862,26 4812,81 28877,46 17509,68 54629,77 59343,24

TNF-a 18,76 3,76 36,23 21,5 46,16 44,02 66,69 62,88 322,15 762,21

VEGF 1,88 1,87 14,42 18,5 27,52 41,37 45,92 75,54 120,04 269,71
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Tabelle 3.4 Rohwerte der gemessenen Zytokine ERA (G=Gesund, A=Asthma) in pg/ml. Darstellung von 
Minimum (Min.), Maximum (Max.), 1. und 3. Quartil (Qu.) und Median (Med.). 

 

3.2.2 Transformation der Daten 

Mit dem Ziel gängige Verfahren zur Analyse statistischer Daten verwenden zu 

können, wurde eine Normalverteilung der Messdaten angestrebt. Einige Zytokine 

(u.a. IL-7, IL-17A und G-CSF, siehe Abbildung 3.2) zeigen aufgrund insgesamt sehr 

niedriger Serumkonzentrationen eine linksverschobene Häufung der Messwerte. 

Diese linkslastigen Verteilungen können durch statistische Transformation geglättet 

werden. 

In Form von Balkendiagrammen erfolgte die Darstellung der Verteilung der 

Zytokinkonzentrationen für jedes einzelne Zytokin in vier unterschiedlichen 

Varianten: unangepasst, winsorisiert, boxcox-transformiert, kombiniert winsorisiert 

und boxcox- transformiert. Abbildung 3.3 zeigt beispielhaft die Verteilung der 

Serumkonzentrationen für G-CSF in den vier Varianten. 

G_Min. A_Min. G_1st Qu. A_1st Qu. G_Med. A_Med. G_3rd Qu. A_3rd Qu. G_Max. A_Max.

Eotaxin 17,44 6,25 39,03 35,62 55,04 48,33 63,14 66,09 133,47 330,38

FGF basic 2,88 2,88 3,18 2,88 3,8 4,03 4,03 32,17 71,4 290,05

G-CSF 25,67 1,76 41,24 38,1 50,37 57,44 76,61 75,01 435,74 725,22

GM-CSF 2,32 2,32 2,72 2,72 10,67 12,12 39,94 39,94 39,95 39,95

IFN-g 31,92 17,47 41,65 42,9 46,63 50,14 53,66 54,3 71,38 327

IL-10 3,33 3,33 3,4 3,44 3,51 3,83 9,22 16,95 25,83 867,53

IL-12(p70) 2,27 2,25 2,37 2,37 2,56 10,08 17,93 22,48 55,77 634,06

IL-13 0,34 0,32 0,35 0,35 1,71 1,72 2,34 3,03 5,46 49,64

IL-15 1,45 1,45 1,92 1,92 6,21 6,21 6,99 6,99 7,69 177,07

IL-17A 8,96 1,71 29,89 30,68 41,41 47,01 59,95 67,79 96,78 225,01

IL-1b 2,42 0,32 2,83 2,87 3,18 3,37 3,65 3,97 4,94 41,86

IL-1ra 39,08 7,27 48,92 55,11 56,19 66,6 63,36 81,15 79,35 1652,04

IL-2 0,53 0,53 2,04 2,04 2,08 2,08 9,39 9,39 34,35 131,83

IL-4 3,57 0,77 5,03 4,8 5,77 5,56 6,1 6,26 6,92 8,82

IL-5 0,69 0,69 3,38 3,11 4,52 4,25 6,26 6,4 27,36 49,77

IL-6 6,09 1,4 7,36 8,03 8,5 9,3 8,98 10,95 10,81 110,52

IL-7 2,43 0,56 5,08 5,01 7,11 7,62 8,69 10,53 30,6 171,38

IL-8 22,25 11,56 29,06 29,8 35,13 34,68 38,73 42,42 177,97 89,43

IL-9 1,33 1,33 9,04 9,81 12,42 12,57 14,73 17,44 28,91 1564,68

IP-10 139,45 74,08 218,74 187,7 240,18 262,44 295,04 369,88 483,2 1336,46

MCP-1(MCAF) 3,22 3,22 3,35 3,35 3,98 3,83 13,48 13,48 13,72 415,31

MIP-1a 1,1 0,25 3,64 3,81 4,49 5,5 6,7 7,76 22,2 34,93

MIP-1b 22,43 28,2 70,47 69,62 89,39 86,3 118,72 112,16 162,21 254,65

PDGF-bb 1045,02 582,41 2461,74 2419,9 3042,83 2924,53 3739,68 3657,96 8156,22 7892,73

RANTES 895,81 895,81 906,53 906,53 14586,24 8984,54 24586,93 25353,05 38634,34 51027,42

TNF-a 30,75 2,95 38,7 40,16 45,69 46,96 49,33 53,39 66,28 709,33

VEGF 2,01 2,01 2,44 2,51 2,83 9,96 31,34 39,08 107,79 163
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Abbildung 3.2 Beispiel Histogramme der Rohwerte von IL-7, IL-17A und G-CSF mit linksverschobener 
Verteilung der Messwerte aufgrund insgesamt sehr niedriger Serumkonzentrationen. Darstellung der 
Zytokinkonzentration in pg/ml auf der x-Achse und Frequenz auf der der y-Achse. 

 

 
Abbildung 3.3 Histogramme G-CSF: unangepasst, winsorisiert, boxcox-transformiert, kombiniert winsorisiert 
und boxcox-transformiert. Darstellung der Zytokinkonzentration auf der x-Achse und Frequenz auf der der y-
Achse. 
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Auf Grundlage der vorliegenden Histogramme wurde entschieden, für die weiteren 

Analysen die boxcox-transformierten Daten zu verwenden, da hiermit insgesamt 

über alle Zytokine hinweg die Normalverteilung am besten realisiert werden konnte.  

 

3.2.3 Vergleich der KIRA und ERA Daten 

Zur Überprüfung, ob eine gemeinsame Analyse der Daten inhaltlich sinnvoll 

umsetzbar ist, wurden die Zytokindaten Erwachsener und Kinder bzw. Jugendlicher 

miteinander verglichen. Hierfür wurden die jeweiligen Zytokinkonzentrationen der 

ERA und KIRA Probanden in Form von Boxplots dargestellt (Abbildung 3.4). 

Aufgrund der guten Übereinstimmung der Zytokinkonzentrationen wurden für die 

Saisonalitätsanalysen die Zytokindaten der gesamten ALLIANCE Kohorte 

verwendet.  
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Abbildung 3.4 Boxcox-transformierte Zytokinkonzentrationen in ERA (rot) und KIRA (türkis). Boxplots zeigen 
die medianen Serumkonzentrationen als schwarze vertikale Linie. Die Box entspricht dem Bereich, in dem die 
mittleren 50% der Werte liegen, begrenzt durch das untere und obere Quartil. Die Antennen zeigen das 
Maximum bzw. Minimum oder den 1.5-fachen Interquartilsabstand und die Ausreißer in Form von Punkten. In 
der rechten Spalte (x/y/z) finden sich die Angaben für x = Anzahl der Proben unterhalb der unteren 
Nachweisgrenze, y = Anzahl der Proben oberhalb der oberen Nachweisgrenze und z = Gesamtanzahl. 
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In Tabelle 3.5 sind die zusammengeführten Zytokindaten der KIRA und ERA Kohorte 

über die gemessenen Serumkonzentrationen der jeweiligen Zytokine sowie deren 

Verteilung nach erfolgter Boxcox-Transformation dargestellt. 

 

Tabelle 3.5 Überblick über die gemessenen, boxcox-transformierten Zytokinkonzentrationen – Median, 
Mittelwert, Minimum, Maximum, 1. Und 3. Quartil und Anzahl der Proben insgesamt sowie Anzahl der Proben 
mit einem Wert unter bzw. oberhalb der Nachweisgrenze (<, > LOD). 

 

 

3.2.4 Saisonalitätsanalysen mittels Cosinor Model 

Die Zytokinkonzentrationen wurden im Folgenden auf Saisonalität hin mittels 

Cosinor Model getestet. Ein Messwert über- oder unterhalb der Nachweisgrenze 

wurde für die weiteren Analysen auf den Wert der Nachweisgrenze gesetzt. 

Folgende Zytokine wurden aufgrund eines über 20%igem Anteils von Messungen 

über- oder unterhalb der Nachweisgrenze für die weiteren Analysen nicht weiter 

untersucht: IL-2, -5, -6, -10, -12, -15, FGF-basics, GM-CSF, IFN-γ, MCP-1, RANTES 

und VEGF. Signifikante saisonale Effekte mit einem Signifikanzlevel von 0.025 

konnten für das Th2 typische Zytokin IL-4, welches für die Differenzierung und die 

Expression von IgE von Bedeutung ist, aber auch für die proinflammatorischen 

Zytokine IL1β und TNF-α gezeigt werden [2]. Auch die Th9 bzw. Th17 typischen 

Zytokine IL-9 und IL-17A sowie das antiinflammatorische IL-1ra und MIP-1β zeigen 
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saisonale Schwankungen im Cosinor Model. Die Abbildungen 3.5 und 3.6 zeigen 

den zeitlichen Verlauf der gemessenen Serumkonzentrationen.  

 

  

  
Abbildung 3.5 Saisonalität von IL-4, IL-1β und TNF-α Konzentrationen in 514 Probanden bei Baseline Visite. 
Boxplots zeigen die medianen Serumkonzentrationen als schwarze horizontale Linie. Die Box entspricht dem 
Bereich, in dem die mittleren 50% der Werte liegen, begrenzt durch das untere und obere Quartil. Die 
Antennen zeigen das Maximum bzw. Minimum oder den 1.5-fachen Interquartilsabstand und die Ausreißer in 
Form von Punkten. Die Sinuskurve wurde mittels Cosinor Model ermittelt und spiegelt die jährlichen 
durchschnittlichen Konzentrationen je nach Monat wieder (Significant seasonality based on adjusted 
significance level of 0.025=TRUE). 
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Abbildung 3.6 Saisonalität von IL-9, IL-17A, IL-1ra und MIP-1β Konzentrationen in 514 Probanden bei 
Baseline Visite. Boxplots zeigen die medianen Serumkonzentrationen als schwarze horizontale Linie. Die Box 
entspricht dem Bereich, in dem die mittleren 50% der Werte liegen, begrenzt durch das untere und obere 
Quartil. Die Antennen zeigen das Maximum bzw. Minimum oder den 1.5-fachen Interquartilsabstand und die 
Ausreißer in Form von Punkten. Die Sinuskurve wurde mittels Cosinor Model ermittelt und spiegelt die 
jährlichen durchschnittlichen Konzentrationen je nach Monat wieder (Significant seasonality based on 
adjusted significance level of 0.025=TRUE). 

 

Es sei darauf hingewiesen, dass bei den oben angeführten Analysen die 

Zytokindaten aller 514 untersuchten Serumproben sowohl von Patienten mit 

Asthma bronchiale als auch Gesunden herangezogen wurden. Ergänzend wurden 

daher die Zytokindaten getrennt für Asthmatiker/Wheezer als auch für gesunde 

Probanden mittels Cosinor Model auf saisonale Schwankungen hin untersucht. 

Hierbei zeigt sich, dass sowohl bei Asthmatikern als auch gesunden Probanden 

jahreszeitliche Schwankungen der Zytokine mittels Cosinor Model zu finden sind. 

Während sich für die Zytokine IL 1ß, IL 4, IL 9, IL 13, IL 17A, Eotaxin, IP 10 und TNF 

α einheitliche Resultate finden lassen, zeigen IL 7, IL 8 und MIP 1α erst bei 

Untersuchung der Daten ausschließlich für Asthmatiker eine Saisonalität. 

Unterschiedliche Ergebnisse zwischen Asthmatikern und Gesunden ergeben sich 

für die Zytokine IL 1ra, IL 7, G-CSF, MIP 1α, PDGF-bb und MIP 1ß (siehe 
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Abbildungen 3.7 bis 3.9). Für das Interleukin 8, welches insbesondere eine 

chemotaktische Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten bewirkt und damit vor 

allem als Entzündungsmediator fungiert, findet sich eine gegenläufige saisonale 

Schwankung in den Zytokindaten. In der Analyse der Daten von Interleukin 8 für 

Gesunde und Asthmatiker zusammen, ließ sich die Saisonalität mittels Cosinor 

Model nicht mehr aufzeigen (Siehe Abbildung 3.10). Tabelle 3.6 gibt einen Überblick 

über die gefundenen Ergebnisse. Aufgrund der geringen Probandenzahl an 

Gesunden, im Mittel mit einem n kleiner als 10 Probanden pro Monat, wurden für 

die weiteren statistischen Untersuchungen ausschließlich die Saisonalitätsanalysen 

der gesamten Subpopulation herangezogen. 

 

Tabelle 3.6 Überblick über Saisonalität der Zytokine mit einem unter 20%igem Anteil von Messungen über- 

oder unterhalb der Nachweisgrenze mittels Cosinor Model (Significant seasonality based on adjusted 

significance level of 0.025=TRUE) – gesamte Subpopulation, Asthmatiker/Wheezer und Gesunde 
Zytokine Saisonalität gesamte 

Subpopulation (n=514) 

Saisonalität 

Asthmatiker/Wheezer (n=411) 

Saisonalität  

Gesunde (n=103) 

IL 1ß Ja Ja Ja 

IL 1ra Ja Ja Nein 

IL 4 Ja Ja Ja 

IL 7 Nein Ja Nein 

IL 8 Nein Ja Ja 

IL9 Ja Ja Ja 

IL 13 Nein Nein Nein 

IL 17A Ja Ja Ja 

Eotaxin Nein Nein Nein 

G-CSF Nein Nein Ja 

IP 10 Nein Nein Nein 

MIP 1α Nein Ja Nein 

PDGF-bb Nein Nein Ja 

MIP 1ß Ja Nein Ja 

TNF α Ja Ja Ja 
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Asthmatiker/Wheezer IL 1ra    Gesunde Probanden IL 1ra 
(Significance level of 0.025=TRUE)    (Significance level of 0.025=FALSE) 

  
 
Asthmatiker/Wheezer IL 7     Gesunde Probanden IL 7 
(Significance level of 0.025=TRUE)    (Significance level of 0.025=FALSE) 

  
 
Abbildung 3.7 Saisonalität von IL-1ra und IL 7 Konzentrationen bei Baseline Visite - links n=411 Asthmatiker 
und rechts n=103 gesunde Probanden. Boxplots zeigen die medianen Serumkonzentrationen als schwarze 
horizontale Linie. Die Box entspricht dem Bereich, in dem die mittleren 50% der Werte liegen, begrenzt durch 
das untere und obere Quartil. Die Antennen zeigen das Maximum bzw. Minimum oder den 1.5-fachen 
Interquartilsabstand und die Ausreißer in Form von Punkten. Die Sinuskurve wurde mittels Cosinor Model 
ermittelt und spiegelt die jährlichen durchschnittlichen Konzentrationen je nach Monat wieder. 
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Asthmatiker/Wheezer G-CSF    Gesunde Probanden G-CSF 
(Significance level of 0.025=FALSE)    (Significance level of 0.025=TRUE) 

  
 
Asthmatiker/Wheezer MIP 1α    Gesunde Probanden MIP 1α 
(Significance level of 0.025=TRUE)    (Significance level of 0.025=FALSE) 

  
 
Abbildung 3.8 Saisonalität von G-CSF und MIP 1α Konzentrationen bei Baseline Visite - links n=411 
Asthmatiker und rechts n=103 gesunde Probanden. Boxplots zeigen die medianen Serumkonzentrationen als 
schwarze horizontale Linie. Die Box entspricht dem Bereich, in dem die mittleren 50% der Werte liegen, 
begrenzt durch das untere und obere Quartil. Die Antennen zeigen das Maximum bzw. Minimum oder den 
1.5-fachen Interquartilsabstand und die Ausreißer in Form von Punkten. Die Sinuskurve wurde mittels Cosinor 
Model ermittelt und spiegelt die jährlichen durchschnittlichen Konzentrationen je nach Monat wieder. 
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Asthmatiker/Wheezer PDGF-bb    Gesunde Probanden PDGF-bb 
(Significance level of 0.025=FALSE)   (Significance level of 0.025=TRUE) 

  
 
Asthmatiker/Wheezer MIP 1ß    Gesunde Probanden MIP 1ß 
(Significance level of 0.025=FALSE)   (Significance level of 0.025=TRUE) 

  
Abbildung 3.9 Saisonalität von PDGF-bb und MIP 1ß Konzentrationen bei Baseline Visite - links n=411 
Asthmatiker und rechts n=103 gesunde Probanden. Boxplots zeigen die medianen Serumkonzentrationen als 
schwarze horizontale Linie. Die Box entspricht dem Bereich, in dem die mittleren 50% der Werte liegen, 
begrenzt durch das untere und obere Quartil. Die Antennen zeigen das Maximum bzw. Minimum oder den 
1.5-fachen Interquartilsabstand und die Ausreißer in Form von Punkten. Die Sinuskurve wurde mittels Cosinor 
Model ermittelt und spiegelt die jährlichen durchschnittlichen Konzentrationen je nach Monat wieder. 
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Asthmatiker/Wheezer IL 8     Gesunde Probanden IL 8 
(Significance level of 0.025=TRUE)    (Significance level of 0.025=TRUE) 

  
 
Gesamte Subpopulation (Asthmatiker/Wheezer und Gesunde) - (Significance level of 0.025=FALSE) 

 
Abbildung 3.10 Saisonalität von Interleukin 8 Konzentrationen bei Baseline Visite – oben links n=411 
Asthmatiker, oben rechts n=103 gesunde Probanden, unten n=514 gesamte Subpopulation. Boxplots zeigen 
die medianen Serumkonzentrationen als schwarze horizontale Linie. Die Box entspricht dem Bereich, in dem 
die mittleren 50% der Werte liegen, begrenzt durch das untere und obere Quartil. Die Antennen zeigen das 
Maximum bzw. Minimum oder den 1.5-fachen Interquartilsabstand und die Ausreißer in Form von Punkten. 
Die Sinuskurve wurde mittels Cosinor Model ermittelt und spiegelt die jährlichen durchschnittlichen 
Konzentrationen je nach Monat wieder. 

 

3.2.5 Untersuchung von Gruppenunterschieden und Sai sonalität 
Im nächsten Schritt erfolgte eine Untersuchung der Daten in Hinblick auf 

Gruppenunterschiede zwischen Erkrankten und gesunden Kontrollen mittels U-

Test, wobei wie in Kapitel 2.5 angeführt auf eine Korrektur bei multiplen Testen 
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bewusst verzichtet wurde. Gegenübergestellt wurden die Mediane von 

Asthmatikern/Wheezern und Gesunden. Zur Überprüfung eines Einflusses 

jahreszeitliche Schwankungen auf die Gruppenunterschiede wurden diese Werte 

mit den Ergebnissen von Asthmatikern/Wheezern und Gesunden nach Anpassung 

an Sasionalität mittels Cosinor Model verglichen. Letzteres wurde ausschließlich für 

die Zytokine mit positiver Saisonalitätsanalyse der gesamten Subpopulation 

durchgeführt. Hierbei haben sich dreierlei Einflussmöglichkeiten gezeigt. Zum einen 

können bei einigen Zytokinen bestehende Gruppenunterschiede nach Prüfung auf 

Saisonalität nicht mehr aufgezeigt werden und zum anderen können durch 

Saisonalitätsanpassung Gruppenunterschiede nachträglich sichtbar werden. Es 

zeigten sich jedoch auch Zytokine, bei denen zwar eine Saisonalität vorhanden ist, 

diese jedoch keinen Einfluss auf die gefundenen Gruppenunterschiede hatte (siehe 

auch Tabelle 3.7-3.10). 

Die Zytokine PDGF-bb und das Interleukin 7 haben Gruppenunterschiede im U-Test 

bei Asthmatikern zwischen 6 und 18 Jahren aufgezeigt, eine Saisonalität mittels 

Cosinor Model konnte hier jedoch nicht gefunden werden (siehe Abbildung 3.11).  

  
Abbildung 3.11 Gruppenunterschiede für PDGF-bb und IL-7 Serumkonzentrationen zwischen Asthmatikern und 
Gesunden in KIRA >6 Jahre basierend auf boxcox-transformierten Daten. Boxplots zeigen die medianen 
Serumkonzentrationen als schwarze horizontale Linie. Die Box entspricht dem Bereich, in dem die mittleren 
50% der Werte liegen, begrenzt durch das untere und obere Quartil. Die Antennen zeigen das Maximum bzw. 
Minimum oder den 1.5-fachen Interquartilsabstand und die Ausreißer in Form von Punkten. 
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In den Th2 typischen Zytokinen IL-4 und IL-13 konnten signifikante 

Gruppenunterschiede (p< 0.05) zwischen Kindern mit Asthma bzw. Wheeze und 

gesunden Kontrollen gezeigt werden. Der Gruppenunterschied bei IL-4 ist nach 

Anpassung an Saisonalität nicht mehr nachweisbar. Bei Erwachsenen gab es keine 

nachweisbaren Gruppenunterschiede in den Th2 typischen Zytokinen. Im 

erwachsenen Studienarm konnte ein signifikanter Gruppenunterschied für das IL-

1ra, einem endogenen Inhibitor des pro-inflammatorischen IL-1, gefunden werden. 

Ebenfalls fanden sich Unterschiede bei Kindern in Zytokinen, die für andere T-Zellen 

charakteristisch sind, wie z.B. IL-9 und IL-17A. TNF-α, ein Th1 typisches Zytokin, 

zeigte erst nach Anpassung an Saisonalität einen Gruppenunterschied im 

pädiatrischen Studienarm. Die Abbildungen 3.12 bis 3.17 zeigen die 

Gegenüberstellung der Zytokinkonzentrationen von Wheezern/Asthmatikern im 

Vergleich zu Gesunden. Ein detaillierter Überblick über die Gruppenunterschiede 

und die jeweiligen Zytokinwerte findet sich in den Tabellen 3.7-3.9. 

 

 
Abbildung 3.12 Gruppenunterschiede für IL-4 Serumkonzentrationen zwischen Wheezern und Gesunden in 
KIRA <6 Jahre basierend auf boxcox-transformierten Daten vor und nach Anpassung an Saisonalität. Boxplots 
zeigen die medianen Serumkonzentrationen als schwarze horizontale Linie. Die Box entspricht dem Bereich, in 
dem die mittleren 50% der Werte liegen, begrenzt durch das untere und obere Quartil. Die Antennen zeigen 
das Maximum bzw. Minimum oder den 1.5-fachen Interquartilsabstand und die Ausreißer in Form von Punkten. 
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Abbildung 3.13 Gruppenunterschiede für IL-9 Serumkonzentrationen zwischen Wheezern und Gesunden in 
KIRA <6 Jahre basierend auf boxcox-transformierten Daten vor und nach Anpassung an Saisonalität. 
Boxplots zeigen die medianen Serumkonzentrationen als schwarze horizontale Linie. Die Box entspricht dem 
Bereich, in dem die mittleren 50% der Werte liegen, begrenzt durch das untere und obere Quartil. Die 
Antennen zeigen das Maximum bzw. Minimum oder den 1.5-fachen Interquartilsabstand und die Ausreißer in 
Form von Punkten. 

 
Abbildung 3.14 Gruppenunterschiede für IL-17A Serumkonzentrationenl zwischen Wheezern und Gesunden 
in KIRA <6 Jahre basierend auf boxcox-transformierten Daten vor und nach Anpassung an Saisonalität. 
Boxplots zeigen die medianen Serumkonzentrationen als schwarze horizontale Linie. Die Box entspricht dem 
Bereich, in dem die mittleren 50% der Werte liegen, begrenzt durch das untere und obere Quartil. Die 
Antennen zeigen das Maximum bzw. Minimum oder den 1.5-fachen Interquartilsabstand und die Ausreißer in 
Form von Punkten. 
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Tabelle 3.7 Darstellung von Gruppenunterschieden mittels U-Test in Zytokinkonzentrationen (Mediane 
inklusive p-Werte; boxcox-transformiert) der KIRA Wheezer vor und nach Saisonalitätsanpassung der Daten.  

      saisonalitätsangepasst 

Zytokin   Wheeze Kontrolle Wheeze Kontrolle 

IL-4 N 116 22 116 22 

  median (IQR) 7.15 (5.31) 7.87 (2.68) 1.07 (5.63) 1.87 (2.82) 

  p healthy vs. wheeze 0.038 0.055 

IL-9 N 116 22 116 22 

  median (IQR) 3.41 (1.02) 3.85 (0.82) 0.22 (0.97) 0.5 (0.52) 

  p healthy vs. wheeze 0.018 0.076 

IL-17A N 116 22 116 22 

  median (IQR) 8.24 (3.17) 12.26 (6.24)  -0.3 (3.94) 2.67 (4.55) 

  p healthy vs. wheeze 3.508e-04 3.144e-04 

 
 

 
Abbildung 3.15 Gruppenunterschiede für IL-13 Serumkonzentrationen zwischen Asthmatikern und Gesunden 
in KIRA >6 Jahre basierend auf boxcox-transformierten Daten vor und nach Anpassung an Saisonalität. 
Boxplots zeigen die medianen Serumkonzentrationen als schwarze horizontale Linie. Die Box entspricht dem 
Bereich, in dem die mittleren 50% der Werte liegen, begrenzt durch das untere und obere Quartil. Die 
Antennen zeigen das Maximum bzw. Minimum oder den 1.5-fachen Interquartilsabstand und die Ausreißer in 
Form von Punkten. 
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Abbildung 3.16 Gruppenunterschiede für TNF-α Serumkonzentrationen zwischen Asthmatikern und 
Gesunden in KIRA >6 Jahre basierend auf boxcox-transformierten Daten vor und nach Anpassung an 
Saisonalität. Boxplots zeigen die medianen Serumkonzentrationen als schwarze horizontale Linie. Die Box 
entspricht dem Bereich, in dem die mittleren 50% der Werte liegen, begrenzt durch das untere und obere 
Quartil. Die Antennen zeigen das Maximum bzw. Minimum oder den 1.5-fachen Interquartilsabstand und die 
Ausreißer in Form von Punkten. 

 
Tabelle 3.8 Darstellung von Gruppenunterschieden mittels U-Test in Zytokinkonzentrationen (Mediane 
inklusive p-Werte; boxcox-transformiert) der KIRA Asthmatiker vor und nach Saisonalitätsanpassung der 
Daten 

      saisonalitätsangepasst 

Zytokin   Asthma Kontrolle Asthma Kontrolle 

IL-7 N 150 50   

  median (IQR) 3.67 (1.23) 3.15 (0.76)   

  p healthy vs. Asthma 4.852e-04  

IL-13 N 150 50 150 50 

  median (IQR) 2.25 (1.3) 1.75 (0.83) 0.8 (1.39) 0.38 (0.81) 

  p healthy vs. Asthma 0.001 0.007 

PDGF-bb N 150 50   

  median (IQR) 203.86 (50.19) 183.02 (57.73)    

  p healthy vs. Asthma 0.002  

TNF-α N 150 50 150 50 

  median (IQR) 7.04 (3.18) 7.19 (1.97)  -0.24 (2.61) 0.21 (2.08) 

  p healthy vs. Asthma 0.225 0.035 
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Abbildung 3.17 Gruppenunterschiede für IL-1ra Serumkonzentrationen zwischen Asthmatikern und Gesunden 
in ERA basierend auf boxcox-transformierten Daten vor und nach Anpassung an Saisonalität. Boxplots zeigen 
die medianen Serumkonzentrationen als schwarze horizontale Linie. Die Box entspricht dem Bereich, in dem 
die mittleren 50% der Werte liegen, begrenzt durch das untere und obere Quartil. Die Antennen zeigen das 
Maximum bzw. Minimum oder den 1.5-fachen Interquartilsabstand und die Ausreißer in Form von Punkten. 

 
Tabelle 3.9 Darstellung signifikanter Gruppenunterschiede in der ERA Kohorte vor und nach 
Saisonalitätsanpassung der Daten. 

      saisonalitätsangepasst 

Zytokin   Asthma Kontrolle Asthma Kontrolle 

IL-1ra N 145 31 145 31 

  median (IQR) 4.199 (0.387) 4.029 (0.259)  -0.106 (0.511)  -0.259 (0.417) 

  p healthy vs. Asthma 0.001 0.055 

 
 
Interleukin 1β und MIP 1β scheinen zwar einer saisonalen Schwankung zu 

unterliegen, zeigen jedoch keinerlei Gruppenunterschiede, so dass eine 

Untersuchung des Einflusses der Saisonalität auf Gruppenunterschiede hier nicht 

möglich war. Eine Zusammenfassung der gefundenen Ergebnisse zeigt Tabelle 

3.10.  
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Tabelle 3.10 Zusammenfassung der Analyse der Zytokinkonzentrationen der ALLIANCE Kohorte – 
Saisonalität, Gruppenunterschiede vor und nach Adjustierung an Saisonalität (na= nicht anwendbar; j= 
Gruppenunterschied vorhanden; n= kein Gruppenunterschied vorhanden). 

 ERA KIRA >6 Jahre KIRA <6 Jahre 

Zytokine <
2
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IL 1β Ja Ja n n n n n n 

IL 1ra Ja Ja j n n n n n 

IL 2 Nein na n na n na n na 

IL 4 Ja Ja n n n n j n 

IL 5 Nein na n na j na n na 

IL 6 Nein na j na n na n na 

IL 7 Ja Nein n na j na n na 

IL 8 Ja Nein n na n na n na 

IL 9 Ja Ja n n n n j n 

IL 10 Nein na n na j na n na 

IL 12 Nein na n na n na n na 

IL 13 Ja Nein n na j na n na 

IL 15 Nein na n na j na n na 

IL 17A Ja Ja n n n n j j 

Eotaxin Ja Nein n na n na n na 

FGF basic Nein na n na n na n na 

G-CSF Ja Nein n na n na n na 

GM-CSF Nein na n na n na n na 

IFN-γ Nein na n na j na n na 

IP 10 Ja Nein n na n na n na 

MCP-1 Nein na n na n na n na 

MIP 1α Ja Nein n na n na n na 

PDGF-bb Ja Nein n na j na n na 

MIP 1β Ja Ja n n n n n n 

RANTES Nein na n na j na j na 

TNF-α Ja Ja n n n J n n 

VEGF Nein na n na j na n na 
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4. Diskussion 

Zytokine sind Proteine, die als extrazelluläre Botenstoffe das Wachstum sowie 

Differenzierung von Zellen regulieren und maßgeblich an immunologischen 

Reaktionen und Entzündungsprozessen beteiligt sind [61]. Für das Asthma 

bronchiale spielen sie eine Rolle zum Verständnis der Pathophysiologie, zur 

Beschreibung von Endotypen und zur Vorhersage des Ansprechens auf bestimmte 

Therapien (z.B. monoklonale Antikörper). 

Für eine gezielte und personalisierte Therapie des Asthma bronchiale rücken vor 

allem die Beschreibung von Endotypen in den Fokus der Forschung und damit auch 

die Quantifizierung von Zytokinen in verschiedensten Biomaterialien wie z.B. 

Serum, Zellkulturüberständen, induzierten Sputum oder einer bronchoalveolären 

Lavage.  

Hierbei ist die Saisonalität in der Analyse von Zytokinen bislang nicht berücksichtigt 

worden. Ungeachtet eventuell bestehender saisonaler Schwankungen in 

Zytokinkonzentrationen wurden die Messwerte zur Ermittlung etwaiger 

Gruppenunterschiede verwendet. Unsere Arbeit konnte jedoch zeigen, dass ein 

Einfluss saisonaler Effekte auf Serumzytokinkonzentrationen von 

Asthmatikern/Wheezern und gesunden Kontrollen sowohl im Kindes- als auch 

Erwachsenenalter besteht. Darüber hinaus zeigt sich, dass eine Anpassung der 

Zytokinkonzentrationen an Saisonalität einen entscheidenden Einfluss auf die 

Aussage über Gruppenunterschiede zwischen Asthmatikern/Wheezern und 

gesunden Kontrollen hat (z.B. IL-4 und TNF-α). Die Evaluation geeigneter 

statistischer Methoden zur Anpassung an Saisonalität von Zytokinkonzentrationen 

ist demnach wichtig. 

Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Hypothese, dass saisonale Schwankungen 

der Zytokinkonzentrationen existieren und die Berücksichtigung einer solchen 

Saisonalität eine wichtige Bedeutung für die Untersuchung von 

Gruppenunterschieden zukommt. Dabei wurde das Cosinor Model auf seine 

Eignung zur Ermittlung eben solcher saisonaler Effekte hin untersucht. Hierfür 

haben wir die Daten unserer All-Asthma-Age-Kohorte (ALLIANCE) auf saisonale 

Schwankungen von Serumzytokinen hin untersucht.  

Die Alliance-Kohorte hat seit 2013 über das ganze Jahr verteilt Patienten und 

gesunde Kontrollen rekrutiert. Für die Analyse der Serumzytokine wurden 514 

Serumproben mit dem Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 27-plex Assay untersucht, 
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der die Analyse von 27 verschiedenen Zytokinen umfasst. Von den 27 Zytokinen 

lagen bei 15 Zytokinen mindestens 80% der Messergebnisse innerhalb der 

Nachweisgrenzen. Die 12 Zytokine, bei denen weniger als 80% innerhalb der 

Nachweisgrenzen lagen wurden für die weiteren Analysen ausgeschlossen. Für 

diese 12 Zytokine, zu denen u.a. IL-2, -5, -6, -10, -12 und IFN-γ zählten, kann hier 

keine valide Aussage zu einer eventuell vorhandenen Saisonalität getroffen werden. 

Die boxcox-transformierten Werte des pädiatrischen sowie erwachsenen 

Studienarmes zeigten insgesamt eine gute Übereinstimmung, so dass für die 

Folgeanalysen die Zytokindaten der gesamten Studienpopulation verwendet 

wurden. Hierbei zeigte sich eine Saisonalität bei sieben der 15 untersuchten 

Zytokine: IL-4, IL1β, TNF-α, IL-9, IL-17A, IL-1ra und MIP-1β (Signifikanzniveau von 

0.025 im Cosinor Model).  

In einer differenzierteren Betrachtung der Daten auf Saisonalität, getrennt für 

Asthmatiker/Wheezer und gesunde Probanden, konnten wir nachweisen, dass 

sowohl für Asthmatiker als auch Gesunde jahreszeitliche Schwankungen der 

Serumzytokine mittels Cosinor Model nachweisbar sind. Bei einem n von 103 

gesunden Probanden ergibt sich bei der Untersuchung mittels Cosinor Model 

allerdings ein durchschnittliches n von unter 10 pro Monat, so dass für die weiteren 

statistischen Analysen ausschließlich die Saisonalitätsanalysen der gesamten 

Subpopulation herangezogen wurden. Die geringe Anzahl an gesunden Probanden 

stellt zudem eine wesentliche Limitation hinsichtlich der Aussagekraft unserer 

Ergebnisse der Analyse saisonaler Schwankungen ausschließlich von Gesunden 

dar. Eine zukünftige Analyse saisonaler Schwankungen getrennt für 

Asthmatiker/Wheezer und gesunde Probanden mit einer größeren 

Probandenanzahl scheint jedoch erstrebenswert. So fanden wir in unseren 

Untersuchungen unter anderem Hinweise auf gegenläufige saisonale Verläufe 

(Interleukin 8) als auch gegensätzliche Ergebnisse für Saisonalität (IL 1ra, IL 7, G-

CSF, MIP 1α, PDGF-bb und MIP 1ß) von Zytokinkonzentrationen im Serum 

zwischen Gesunden und Asthmatikern. 

 

Im Rahmen einer Untersuchung auf Unterschiede in inflammatorischen 

Chemokinen bei Kindern mit Diabetes mellitus Typ 1 als auch ihren gesunden 

Geschwistern konnte die Arbeitsgruppe um Thorsen S. 2014 bereits saisonale 

Effekte von CCL2, CCL3, CCL4 und CXCL8 aufzeigen. So zeigten sich erhöhte 

Konzentrationen in den Sommermonaten Juni bis August. Ebenso konnte eine 
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signifikante inverse Korrelation zwischen dem Alter und CCL4 Konzentrationen 

nachgewiesen werden [64]. Auch wir konnten eine saisonale Schwankung von MIP-

1β (CCL4) zeigen. Im Gegensatz dazu zeigte sich in unseren Daten jedoch keine 

saisonale Variabilität für IL-8 (CXCL8) unter Betrachtung der gesamten 

Subpopulation. Eine separate Analyse von Asthmatikern/Wheezern sowie 

Gesunden zeigte jedoch ebenfalls saisonale Schwankungen. Auf die Untersuchung 

von Alterseffekten war unsere Studie nicht ausgelegt. So ist in unserer 

Studienpopulation u.a. keine gleichmäßige Verteilung der Probanden über die 

Altersklassen gegeben. Auch wurden wie oben angeführt die Daten des 

pädiatrischen und erwachsenen Studienarms bei guter Übereinstimmung der 

Messdaten für die Analysen zusammengeführt. Nichtsdestotrotz erfolgte im 

Rahmen der Analysen der Daten mittels U-Test eine Korrektur der Daten für das 

Alter als möglichen Einflussfaktors. 

Die saisonale Variabilität von MIP-1β konnte in Übereinstimmung mit unseren Daten 

durch Spath et al. gezeigt werden. Ebenfalls im Einklang mit unseren Ergebnissen 

konnte zusätzlich eine saisonale Variabilität für TNF-α aufgezeigt werden. Nicht 

kongruent zu unseren Ergebnissen war eine Saisonalität für Eotaxin, IL-8, G-CSF, 

MIP-1α und PDGF-bb. Spath und Kollegen haben in ihrer Arbeit die Zytokine von 

n=32 Patienten mit chronisch venöser Insuffizienz (CVI) untersucht, um eine 

mögliche Erklärung für die vermehrten Beschwerden bei CVI im Frühjahr und 

Sommer zu finden. Hierfür wurden die Zytokinkonzentrationen einer „Herbst-

Gruppe“ (n=17; Oktober bis Dezember) und einer „Frühjahrs-Gruppe“ (n=15; April 

bis Juni) miteinander verglichen [65]. Die unterschiedlichen Ergebnisse zwischen 

unserer Kohorte und Patienten mit CVI mögen u.a. auf die relativ niedrige 

Patientenzahl als auch die verschiedenen Grunderkrankungen zurückzuführen 

sein. Zusätzlich wurden in der Studie von Spath et al. ausschließlich zwei der vier 

Jahreszeiten mittels t-test miteinander verglichen. Eine Untersuchung auf 

monatliche Schwankungen der Zytokinkonzentrationen ist hier nicht erfolgt. 

Auch Ter Horst et al. haben in ihrer Arbeit den Einfluss von Saisonalität auf 

Entzündungsreaktionen und Zytokine untersucht. Dabei wiesen sie kongruent zu 

unseren Ergebnissen einen saisonalen Effekt für TNF-α als auch IL-1β nach. Zudem 

zeigte sich auch hier das Alter als ein entscheidender Einflussfaktor. Untersucht 

wurden die Daten von n=534 gesunden Probanden [66]. 

Es ist anzunehmen, dass der saisonalen Variabilität von Zytokinkonzentrationen 

mehrere Einflussfaktoren zu Grunde liegen. So zeigte bereits die Arbeitsgruppe um 
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Ulmer et al 1996, dass in Patienten mit allergischer Sensibilisierung saisonale 

Effekte durch erhöhte Pollenexposition verursacht sein können. Hierbei zeigten sich 

saisonale Verläufe des Eosinophil-Cationischem Protein (ECP) mit erhöhten 

Messwerten bei sensibilisierten Kindern während der Pollensaison im Vergleich zu 

gesunden Kindern [67]. Da das ECP mit einer erhöhten Eosinophilenzahl einhergeht 

und die Differenzierung sowie Aktivierung von Eosinophilen im Zusammenhang mit 

Interleukin 5 und 13 stehen, lassen die Ergebnisse von Ulmer et al. Indirekt auch 

einen Effekt einer erhöhten Pollenexposition auf die Zytokinkonzentrationen 

vermuten.  

Eggo et al. untersuchten in ihrer Arbeit den Zusammenhang zwischen viralen 

respiratorischen Infekten und der Anzahl an Asthmaexazerbationen. So konnte man 

im Kindes- und Jugendlichenalter ein „back to school“ Asthma mit erhöhten 

Exazerbationsraten nach Rückkehr zur Schule nachweisen, während sich bei 

Erwachsenen vor allem in den Wintermonaten im Zusammenhang mit dem 

Influenza-Virus erhöhte Hospitalisationsraten zeigten [68]. Da Virusinfekte einen 

Einfluss auf die Zytokinausschüttung bei Asthmatikern nehmen, ist ein saisonaler 

Einfluss respiratorischer viraler Infektionen wahrscheinlich [69].  

In der ALLIANCE Kohorte führte eine Temperatur von über 38,5°C in den letzten 2 

Wochen oder eine eindeutige Symptomatik zu einer Verschiebung des 

Studientermins, um den Einfluss von Virusinfektionen zu minimieren. Ein Bias durch 

Virusinfektionen ist demnach in unserer Kohorte weniger wahrscheinlich.  

Ein weiterer saisonaler Einflussfaktor ist die variable Sonnenexposition über das 

Jahr und die damit einhergehenden Schwankungen der Vitamin D Konzentrationen 

im Körper. Vitamin D wirkt antiinflammatorisch, indem es in die T-Zell Proliferation 

und Differenzierung eingreift und die Zytokinproduktion moduliert [70], [71]. So 

konnten z.B. Khoo et al. einen erniedrigten Anteil von IL-2 und IL-17 produzierenden 

CD4+T-Zellen im Sommer nachweisen [72]. Batmaz et al. haben in einer kleinen 

Gruppe von 30 Asthmatikern einen saisonalen Zusammenhang von Vitamin D 

Konzentrationen und dem Asthmakontrollstatus, der Lungenfunktion (FEV1) sowie 

Zytokinkonzentrationen zeigen können. Hierbei zeigten sich verbesserte FEV1 

Werte und eine gebesserte Asthmakontrolle (ACT) sowie niedrigere 

Serumkonzentrationen von Th2 Zytokinen wie Interleukin 4 in den Sommermonaten 

[71].  

Ein Einfluss saisonaler Effekte auf Zytokinkonzentrationen ist also mehr als 

wahrscheinlich und wie oben angeführt bereits in zahlreichen Arbeiten aufgezeigt 
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worden. Auch wir haben Saisonalität in Zytokinkonzentrationen bei Kindern und 

Erwachsenen mit Asthma bronchiale sowie gesunden Kontrollen nachweisen 

können.  

 

Für weiterführende Untersuchungen und für eine exakte Zuordnung von 

Asthmatikern zu unterschiedlichen Phänotypen bzw. Endotypen ist entscheidend, 

ob die Saisonalität einen Einfluss auf die Diskriminierung von Asthmatikern und 

Gesunden hat. Hierfür haben wir in einem zweiten Schritt mittels U-Test untersucht, 

in wie weit sich Asthmatiker/Wheezer und gesunde Kontrollen im Hinblick auf die 

Konzentration der Serumzytokine unterscheiden.  

Bei Wheezern waren die Serumzytokinkonzentrationen von IL-4, IL-9 und IL-17A 

signifikant niedriger und bei Asthmatikern die Zytokinkonzentrationen von IL-13, IL-

1ra, PDGF-bb und IL-7 signifikant höher als bei gesunden Kontrollen. Von den 

Zytokinen mit Gruppenunterschieden im U-Test zeigten IL-4, IL-9, IL-17A, IL-1ra und 

TNF-α eine Saisonalität. In einem dritten Schritt wurden nun die 

Gruppenunterschiede für Saisonalität kontrolliert. Hierbei zeigte sich je nach Zytokin 

ein unterschiedlicher Einfluss auf die Gruppenunterschiede. So konnte für 

Interleukin 4, welches v.a. für die Differenzierung und die Expression von 

Immunglobulin E von Bedeutung ist und ein Schlüsselzytokin der Asthma-

pathogenese darstellt, der ursprünglich ermittelte Gruppenunterschied nach 

Anpassung an Saisonalität nicht mehr nachgewiesen werden. Erst nach Anpassung 

an Saisonalität konnten für TNF-α, ein Th1-Zytokin, signifikant niedrigere 

Serumkonzentrationen bei Wheezern/Asthmatikern im Vergleich zu gesunden 

Kontrollen aufgezeigt werden. Für Interleukin 17A wiederum zeigte sich kein 

Einfluss der Saisonalität auf die gefundenen Gruppenunterschiede.  

Unsere Arbeit hat damit den Nachweis erbracht, dass nicht nur saisonale 

Schwankungen in Zytokinkonzentrationen bestehen, sondern dass diese Effekte für 

spezifische Zytokine einen wesentlichen Einfluss auf mögliche Gruppen-

unterschiede darstellen. Daher ist es für zukünftige Arbeiten wichtig, Saisonalität als 

Korrekturfaktor bei Analysen von Gruppenunterschieden anhand von Serum-

zytokinen zu berücksichtigen. Hierfür sollten idealerweise die Daten jedweder 

Kohortenstudien jeweils neu auf Saisonalität hin getestet und anschließend dafür 

kontrolliert werden. 

 



58 
 

Die ALLIANCE Studie ist eine in ihrem Ablauf hochstandardisierte Kohortenstudie, 

die durch zahlreiche Qualitätskontrollen gekennzeichnet ist. Dies wird durch 

einheitliche Leitlinien und SOPs sowie regelmäßige Kontrollen der klinischen und 

laboratorischen Arbeit, Zentrumsbesuche und Teammeetings sichergestellt. Auch 

ist es eine unserer Stärken, dass Daten sowohl zu Kindern als auch Erwachsenen 

über eine weite Altersspannweite hinweg gesammelt werden konnten. Die Messung 

der Zytokine im Serum erfolgte zentral an einem Ort. Jede Probe wurde in 

Duplikaten gemessen. Zytokine mit einem Anteil von über 20% über- bzw. unterhalb 

der Nachweisgrenzen wurden für die weiteren Analysen saisonaler Effekte 

ausgeschlossen. Somit wurde bereits vor der Analyse der Zytokinkonzentrationen 

auf Saisonalität auf ein hohes Maß an Qualität der Messwerte geachtet. Zusätzlich 

konnte in unserer Arbeit der Einfluss saisonaler Effekte auf Serumzytokin-

konzentrationen in zwei voneinander unabhängigen statistischen Verfahren belegt 

werden.  

Eine Limitation unserer Studie ist, dass die Ergebnisse ausschließlich für 

Zytokinbestimmungen im Serum gelten. Es ist jedoch anzunehmen, dass Zytokine 

auch in anderen Biomaterialien wie z.B. einer nasalen oder bronchialen Lavage 

saisonalen Effekten unterliegen. Die Ergebnisse unserer Studie können jedoch 

sicher nicht 1:1 auf andere Biomaterialien übertragen werden. Es ist daher 

empfehlenswert, einen möglichen Einfluss saisonaler Effekte grundsätzlich in 

Studien zu bedenken, auf diese zu testen und ggf. dafür zu adjustieren. 

Obgleich unsere Studienpopulation mit einem n von 514 analysierten Serumproben 

eine vergleichsweise große Kohorte darstellt, hat die Unterteilung in die 

verschiedenen Altersklassen und das Analysieren der Daten über das Jahr verteilt 

die Anzahl der vorhandenen Messwerte pro Monat deutlich reduziert. Auch war die 

Verteilung der analysierten Proben über die einzelnen Monate ungleichmäßig. 

Beide Punkte limitieren die Aussagekraft unsere Daten. Weitere Studien sollten 

folgen, um die Reproduzierbarkeit unsere Ergebnisse anhand von größeren 

Fallzahlen zu überprüfen.  

Die Zytokinkonzentrationen im Serum von Asthmatikern/Wheezern und gesunden 

Kontrollen können wie bereits oben angeführt zusätzlich von äußeren Faktoren 

beeinflusst werden. Hierzu gehören unter anderem der aktuelle 

Asthmakontrollstatus, die aktuelle Asthmamedikation oder der Atopiestatus. Diese 

Informationen wurden in unserer Studie mittels eines Fragebogens erfasst. Eine 

Korrektur der Daten für alle diese Einflussfaktoren hätte jedoch die Problematik 
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multipler Testungen nach sich gezogen und zu Subpopulationen mit zu geringer 

Anzahl an untersuchten Proben geführt. Eine Untersuchung u.a. getrennt für 

Atopiker und nicht-Atopiker sowie steroidnaive und nicht-steroidnaive Patienten 

sollte mit einer größeren Fallzahl jedoch zukünftig angestrebt werden.  

Der Einfluss des Zeitpunktes der Probenentnahme auf Biomarker scheint darüber 

hinaus nicht nur jahreszeitlich sondern auch tageszeitlich zu bestehen. So konnten 

Mattes et al Hinweise auf einen zirkadianen Rhythmus inflammatorischer Marker 

wie dem exhalatorischen Stickstoffmonoxid (FeNO) und dem eosinophilem Protein 

X im Urin finden. Dabei zeigte sich ein Minimum in den Abend- sowie ein Maximum 

in den Morgenstunden [73]. Die Rekrutierung von Patienten in Kohortenstudien zu 

gleichen Tageszeitpunkten stellt eine große logistische Herausforderung dar und 

gestaltet sich in der praktischen Umsetzung meist schwierig. In unserer Kohorte 

wurden die Probanden überwiegend am Nachmittag und Abend gesehen. Daher ist 

der eventuelle Einfluss einer zirkadianen Rhythmik in unserer Kohorte eher als 

gering anzusehen.  

 

Zusammenfassend können wir festhalten, dass saisonale Schwankungen in 

Zytokinkonzentrationen existieren und dass das Cosinor Model ein sensitives 

Instrument zur Objektivierung dieser Schwankungen darstellt. In unseren 

Untersuchungen zeigte sich zudem, dass die Korrektur der Messwerte für 

Saisonalität einen Einfluss auf die Untersuchung von Gruppenunterschieden hatte. 

Dies konnte u.a. für zwei Schlüsselzytokine des Asthma bronchiale, Interleukin 4 

und TNF-α aufgezeigt werden. Der Gruppenunterschied bei Interleukin 4 ist nach 

Anpassung an Saisonalität nicht mehr nachweisbar während er bei TNF- α erst nach 

erfolgter Korrektur für Saisonalität nachweisbar ist. 

In Anbetracht der Tatsache, dass im Rahmen personalisierter Therapieansätze 

vermehrt monoklonale Antikörper zum Einsatz kommen und dass bei der 

Therapieentscheidung Asthmaendotypen eine immer größere Rolle spielen, kommt 

der Berücksichtigung der Saisonalität von Biomarkern eine wichtige Bedeutung zu. 

Die Ermittlung geeigneter statistischer Verfahren zur Anpassung von Daten an 

Saisonalität in Kohortenstudien mit Rekrutierung von Patienten verteilt über das 

Jahr, ist demnach essentiell. 
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5. Zusammenfassung 

Nach unserem aktuellen Verständnis ist Asthma ein „Syndrom“, bestehend aus 

einer Vielzahl von Phänotypen und Endotypen. Die Differenzierung von 

Patientengruppen anhand von Biomarkern wie z.B. Zytokinen bietet neue 

Ansatzpunkte für personalisierte Therapieansätze. In Kohortenstudien werden 

Patienten über das ganze Jahr verteilt rekrutiert. Saisonale Effekte stellen hierbei 

einen möglichen Bias dar. Bis heute gibt es jedoch keine Studiendaten zu 

saisonalen Schwankungen in Zytokinkonzentrationen bei Asthmatiker und 

Gesunden. Ausgangshypothese dieser Arbeit war es, dass Zytokine 

jahreszeitlichen Schwankungen unterliegen. Hierfür haben wir die Daten unserer 

ALLIANCE-Kohorte auf saisonale Schwankungen von Serumzytokinen hin 

untersucht. Ziel war es, für jedes untersuchte Zytokin beantworten zu können, ob 

saisonale Effekte existieren, sich signifikante Gruppenunterschiede zwischen 

Asthmatikern und Gesunden finden lassen und ob die saisonalen Effekte einen 

Einfluss auf die Gruppenunterschiede haben. 

Insgesamt wurden die Daten von 514 Asthmatikern und gesunden Kontrollen 

untersucht. 25 µl Serum wurden zur Bestimmung der Zytokinkonzentrationen mittels 

Multiplex-Bead Array verwendet. Zur Erreichung einer Normalverteilung wurden die 

Daten boxcox-transformiert. Die Ermittlung etwaiger saisonaler Schwankungen in 

den Zytokinkonzentrationen erfolgte mittels Cosinor Model und die Testung auf 

Gruppenunterschiede mithilfe des Mann-Whitney U-Tests. 

Eine Saisonalität konnte für die Zytokine IL-4/1β/9/17A/1ra, TNF-α und MIP-1β 

(Signifikanzniveau von 0.025) nachgewiesen werden. Gruppenunterschiede 

zwischen Asthmatikern und Gesunden waren für IL-4/9/13/17A/1ra/7 und PDGF-bb 

zu finden. Die Anpassung der Zytokinkonzentrationen an Saisonalität führte zu einer 

Beeinflussung der gefundenen Gruppenunterschiede. So war der Gruppen-

unterschied bei IL-4 nach Anpassung an Saisonalität nicht mehr nachweisbar 

während er bei TNF- α erst nach erfolgter Korrektur vorhanden war.  

Insgesamt konnten wir mit unserer Arbeit zeigen, dass spezifische Serumzytokine 

saisonalen Schwankungen unterliegen und diese einen Einfluss auf die 

Interpretation von Gruppenunterschieden zwischen Asthmatikern und Gesunden 

nehmen. In Kohortenstudien sollte daher generell auf Saisonalität getestet und 

anschließend diese bei der Analyse von Gruppenunterschieden berücksichtigt 

werden.  
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