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Abstrakt

Abstrakt

Einleitung

Nahrungsmittelallergien sind haufig. Die geschatzte Pravalenz in Europa liegt bei 0,2-
4.2% mit steigender Tendenz. Die doppelt blinde Placebo-kontrollierte
Nahrungsmittelprovokation ist der Goldstandard flr die Diagnose und Klassifizierung
einer Nahrungsmittelallergie. Die Provokationen sind allerdings zeitaufwandig und mit
einem Risiko fur den Patienten behaftet. Zudem kann die korrekte Interpretation der
Testung schwierig sein.

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob sich Mastzellmediatoren wie Histamin,
Tryptase, cys-Leukotriene und 9a,11B-PGF2 im Serum wahrend einer positiven oralen
Provokation verandern und ob sich eine Korrelation mit dem Schweregrad der Reaktion
bestimmen lasst. Zusatzlich wurden die spezifischen IgE-Werte im Serum mit dem

Schweregrad der Reaktion korreliert.

Material und Methoden

Insgesamt wurden 40 doppelt blinde Placebo-kontrollierte Nahrungsmittelprovokationen
bei Erd- und/oder Baumnussallergikern durchgefuhrt, wobei die Schwere der Reaktion
angelehnt an die Skala von Ring&Messmer in drei Grade eingeteilt wurde.
Blutentnahmen fanden unmittelbar vor der Testung (T1), 5-10 min nach der Reaktion (T2)
und 2 h nach der Reaktion (T3) statt. Histamin (LDN, Nordhorn, Deutschland), cys-
Leukotriene (LTC4, LTD4, LTE4) und 9a,11B-PGF2 (beide Cayman Chemical, Ann Arbor,
USA) wurden intern mit ELISA-Messungen bestimmt. Tryptase und slgE wurden von

Thermo Fisher Scientific (Freiburg, Deutschland) gemessen.

Ergebnisse

Es konnte ein signifikanter Anstieg von Tryptase (N=14/19), cys-Leukotrienen (N=15/21)
und 9a,11B-PGF2 (N=16/20), aber nicht von Histamin (N=12/22), zum Zeitpunkt T2 bei
als positiv bewerteten Provokationen gemessen werden. Eine Korrelation mit dem
Schweregrad der Reaktion liel3 sich nur bei den Tryptasewerten feststellen. Die sIgE-
Analysen zeigten eine signifikante Korrelation mit dem Schweregrad fur das slgE
gegenuber dem Erdnuss-Extrakt und den Speicherproteinen der Hasel-, Erd- und

Walnuss.
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Abstrakt

Schlussfolgerung

Um das Ergebnis einer Nahrungsmittelprovokation zu unterstitzen, scheint die Messung
der Mastzellmediatoren Tryptase, cys-LTs und 9a,11B3-PGF2 im Blut geeignet zu sein.
Die Hohe des Anstieges der Serum-Tryptase ist mit dem Schwergrad der Reaktion
assoziiert. Es gab jedoch auch Falle mit schweren Reaktionen ohne eine messbare
Erhdhung der Mediatoren. Durch die Messung von Histamin ergab sich in dieser
Untersuchung kein diagnostischer Informationsgewinn.

Die Fragen, inwieweit der Anstieg der Marker hilfreich flur die Einteilung des
Schweregrades einer Reaktion sein kann, welche Marker-Kombination(en) zu den besten
Ergebnissen flhrt und eine genaue zeitliche Analyse zur Bestimmung des optimalen
Messzeitpunktes des jeweiligen Markers bleiben Gegenstand klnftiger Studien.

Die slgE-Messung liefert Informationen Uber das individuelle Sensibilisierungsmuster.
Vor allem bei der Messung des slgE gegenuber Speicherproteinen finden sich
Assoziationen zum Schweregrad der Reaktion. Fur die korrekte Interpretation der Tests
ist es essentiell, die Ergebnisse immer im Zusammenhang mit der klinischen Relevanz

ZuU bewerten.
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Abstract

Abstract

Introduction

Food allergy is a common disease. The estimated prevalence in Europe ranges between
0,2-4,2% with an increasing trend. The double-blind placebo-controlled food challenge is
the gold standard for the diagnosis and classification. However, these challenges are time
consuming and bear a risk for the patient. Moreover, the interpretation can be difficult.
The aim of this study was to analyze if mast cell mediators like histamine, tryptase, cys-
LTs and 9a,11B-PGF2 in the serum change during a positive food challenge and if there
is a correlation with the severity of the reaction. Additionally specific IgE-antibodies were

correlated with the severity.

Methods

40 oral challenges were performed on patients suffering from peanut and/or tree nut
allergy. Reaction severity was divided in three severity grades by using a grading scale
inspired by the one of Ring&Messmer. Blood samples were collected before DBPCFC
(T1), 5-10 mins after the reaction (T2) and 2 h post-onset (T3). Histamine (LDN,Nordhorn,
Germany), cys-LTs (LTCa4, LTD4, LTE4) and 9a11B3-PGF2 (both Cayman Chemical, Ann
Arbor, USA) were internally determined by ELISA. Tryptase and sIgE were measured by

Thermo Fisher Scientific (Freiburg, Germany).

Results

A significant increase of tryptase, cys-LTs and 9a11B-PGF2, but not histamine, could be
observed at the time point T2 in sera from patients with a positively rated food challenge.
Only tryptase levels correlated significantly with the severity of the reaction.

As for slgE, there was a significant correlation with the severity for sIgE against peanut-

extract and the storage proteins of hazelnut, peanut and walnut.

Conclusion
The measuring of tryptase, cysLTs and 9a,11pB-PGFz in the peripheral blood seems to be
suitable to support the result of a food challenge. The rise of tryptase values correlates

with the severity of the reaction. However, there were severe reactions without a

12



Abstract

measurable rise of the mediators. There was no gain of diagnostic information through
the measurement of histamine.

Whether the total increase of the markers helps to predict the severity of a reaction, which
marker combination(s) leads to optimal results and the determination of the optimal point
in time for the measurement of the single markers needs to be assessed in future studies.
The slgE measurements provide information about the individual pattern of sensitization.
The measuring of sIgE towards storage proteins can be associated with the severity of
the reaction. Nevertheless, for the correct interpretation of the test it is essential that the

results shall always be regarded in connection with the clinical relevance.
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1. Einleitung

1. Einleitunqg

1.1. Einfuhrung zu Nahrungsmittelallergien

Nahrungsmittel und Ernahrung sind zentrale Themengebiete unserer Zeit und sind im
Laufe der letzten Jahrzehnte ein fester Bestandteil von Kultur, Wirtschaft, Kunst und
Geschichte geworden.

Aufgrund der Globalisierung und dem modernen Handel sind auch die internationale
Verbreitung und somit die Vielfalt im Angebot an Nahrungsmitteln stark angestiegen.
Gepaart mit dem erhohten Gesundheitsbewusstsein der Bevodlkerung sind
Nahrungsmittel und Nahrungsmittel-Unvertraglichkeiten auch ein wichtiges Thema in der
Medizin. Diese Monographie beschaftigt sich mit Immunglobulin E (IgE)-vermittelten
Nahrungsmittelallergien (NMA) bei Erwachsenen mit dem Fokus auf Allergien gegenuber

Erd- und Baumnussen (s. Abb.1).

Nahrungsmittel-
Unvertraglichkeiten

nicht-toxisch toxisch
Nahrungsmittelallergie Nahrungsmittelunvertraglichkeit
(immunologisch vermittelt) (nicht immunologisch vermittelt)
IgE-vermittelt gemischt Nicht-IgE-vermittelt
Enzymdeffekte Pseudoallergie
bzw. gegen Aromen
Verwertungs- und
stérungen Zusatzstoffe
Primére Sekundére ;
Nahrungsmittelallergie Nahrungsmittelallergie colilrs
(Kiasse A bzw. I) (Klasse B bzw. ) FRangsTsaiakage

Abb. 1: Einteilung von Nahrungsmittelunvertraglichkeiten, modifiziert nach Ring et al. (1); die in der vorliegenden Arbeit behandelten
Unvertraglichkeiten sind grau hinterlegt

NMA sind auf immunologischen Mechanismen beruhende unerwinschte Reaktionen, die
nach dem Kontakt mit einem Nahrungsmittel auftreten. Es handelt sich um IgE-
vermittelte, allergische Reaktion vom Soforttyp (Typ | nach Coombs und Gell) (2). Die

Starke der Reaktion kann vom ,oralen Allergiesyndrom® (OAS), bestehend aus Juckreiz,
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1. Einleitung

Kribbelgefuhl der oralen Mukosa und/oder einem leichten Anschwellen von Lippen und

Zunge bis hin zum anaphylaktischen Schock mit potentiell fatalem Ausgang reichen (3).

1.1.1 Pathomechanismus IgE-vermittelter Nahrungsmittelallergien

Die IgE-vermittelte NMA beruht auf einer Uberschieffenden Immunreaktion des Korpers
auf fremde Proteine. Es handelt sich um einen mehrstufigen Prozess mit einer
Sensibilisierungs- und einer Auslésungs-Phase. Pathologisch spielt die Bildung von IgE-
Antikérpern eine zentrale Rolle. Sie binden Uber den hochaffinen IgE-Rezeptor an
Mastzellen. Ein erneuter Allergenkontakt bewirkt eine Quervernetzung der IgE/Rezeptor-
Komplexen, woraufhin die Mastzellen degranulieren und ihre Mediatoren freisetzen (s.
Abb. 2).

Sensibilisierung Entwicklung von T,-Zellen Stimulation der
Lymphknoten
zur Produktion

Bindung d. IgE-AK an hochaffine FceRI-Rezeptoren auf von

Mastzellen und basophilen Granulozyten spezifischen

IgE-Antikdrpern

Erneuter Kontakt Bindung des Querverngtzung von FceRl
mit dem Allergen Allergens an IgE und Aktivierung der Zelle

Ausschuttung praformierter Mediatoren (Histamin, Tryptase, Carboxypeptidase A,
einige Proteoglykane und Zytokine) und Neusynthese weiterer
proinflammatorischer Zytokine (Leukotriene, Bradykinine, TNFa, PAF, u.a.)

Abb. 2: Entstehung einer Typ-I-Allergie, modifiziert nach Plewig et al. (2, 4)

IgE-vermittelte NMA werden in primare und sekundare NMA unterteilt (s. Abb. 1).

Die primare Sensibilisierung erfolgt nach oraler Aufnahme des Allergens Uber die
Schleimhaut des Gastrointestinaltraktes (2). Auch eine Sensibilisierung Uber
Hautkontakt, diaplazentare Sensibilisierung oder Sensibilisierung uber die Muttermilch
werden als Wege der primaren Sensibilisierung diskutiert (5). Die sekundare
Sensibilisierung findet nicht Gber die Nahrungsmittel selbst, sondern tUber die Inhalation
strukturell verwandter Pollenallergene und konsekutiver IgE-Bildung statt (2). Aufgrund
der Homologie dieser Allergene zu bestimmten Nahrungsmittelallergenen konnen sie
ebenfalls eine Reaktion auslosen. Das bekannteste Beispiel hierfur sind die sog.

.pathogenesis-related” (PR)-10-Proteine. Der Hauptvertreter dieser Gruppe, das
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Birkenpollen-Majorallergen Bet v 1, kreuzreagiert mit den PR10-Proteinen zahlreicher
Nahrungsmittel  (6). Diese pollenassoziierten  Kreuzreaktionen  gegenuber
Nahrungsmitteln fallen in der Regel mild aus und bleiben in >90% der Falle auf ein OAS
beschrankt (1, 3). Wahrend bei Kindern die Pravalenz der primaren NMA hoher ist als die

der sekundaren (7), sind ca. 60% der NMA im Erwachsenenalter pollenassoziiert (2, 8).

1.1.2 Haufige Ausloser und Risikofaktoren

Es wurden bereits Uber 170 potentiell allergene Nahrungsmittel identifiziert, von denen in
Europa vermutlich im Durchschnitt um die 24 relevant sind (9). Die haufigsten
Nahrungsmittelallergene sind in Tab.1 dargestellt.

Tab. 1: Die haufigsten Ausléser von Nahrungsmittelallergien (4, 10, 11)

Kinder Kuhmilch, Hihnereiweil3, Erd- und Baumnusse, Soja, Fisch
Erwachsene Friichte, Erd- und Baumntisse, Weizen, Fisch, Meeresfriichte

Wahrend sich die Kuhmilch-, Soja-, Weizen- und Huhnereiweil3allergie meist im
Kindesalter entwickelt, kann eine Erd- und Baumnussallergie in jedem Lebensalter
auftreten (3-5). Bei der Kuhmilch- und Huhnereiwei3-Allergie kommt es in 60-80% der
Falle im Laufe der Pubertat zu einer Toleranzentwicklung (3). Bei einer Erdnussallergie
passiert das in 15-20% der Falle, bei der Baumnussallergie nur in 8-9% (12-14).

Als Risikofaktoren fur die Entwicklung einer NMA gelten Atopie in der Familie (3, 4), hoher
Bildungsstand und hohes Einkommen (4), geringe Sonnenexposition, Vitamin D-Mangel
und Ubergewicht (3). In einer in Berlin durchgefiihrten epidemiologischen Studie war es
die Gruppe von Frauen im Alter von 18-39 Jahren mit einem hohem Bildungsstand, in der
die meisten Personen angaben, an einer NMA zu leiden (15).

Bei einigen Patienten kann die Reaktion durch Kofaktoren ausgelOost bzw. verstarkt
werden. Man geht davon aus, dass bei 43% der anaphylaktischen Reaktionen Kofaktoren
eine Rolle spielen (16). Das bekannteste Beispiel hierfir ist die sog.
anstrengungsinduzierte nahrungsmittelabhangige Anaphylaxie, die vor allem in
Verbindung mit einer Weizenallergie, aber auch mit Allergien gegen Erd- und Baumnusse
auftritt (17). Weitere mdgliche Kofaktoren sind Infektionen, Menstruation, Medikamente
(z.B. NSAR) und Alkoholabusus (2-4). Da das Vorhandensein von Kofaktoren teilweise
schwer nachzuvollziehen ist, ist eine sorgfaltige Anamnese und ggf. der Miteinbezug der
Faktoren in einer Provokationstestung wichtig fur die korrekte Diagnosestellung.

16



1. Einleitung

1.2. Klinische Aspekte der Nahrungsmittelallergie

1.2.1 Epidemiologie

Allergische Reaktionen auf Nahrungsmittel
Es gibt zahlreiche Studien zur Pravalenz von NMA. Die epidemiologische Datenerhebung
ist dennoch schwierig, da die Analysen selten nach einem standardisierten Protokoll
durchgefuhrt wurden (4). Die Tatsache, dass teilweise immunologische und nicht-
immunologische Reaktionen nicht voneinander abgegrenzt wurden, sowie die grol3e
Diskrepanz zwischen der von Patienten angegebenen und der arztlich bestatigten NMA
erschweren den Datenvergleich (18). Tab. 2

Spannweite der Pravalenzangaben zur

. .. . Nahrungsmittelallergie in Europa von 2001-2016 (18)
Grabenhenrich et al. fihrten eine Analyse

Diagnose aufgrund Préavalenzangaben
von in Europa [%)]

Selbstreport 5,7-61,6

von europaischen Pravalenzsstudien der
letzten 25 Jahre durch (18). Die ermittelten
Spannweiten fur die Pravalenz von NMA

o Arztliche Diagnose 0,2 —4,2
sind in Tab. 2 zusammengefasst. Laut der

europaischen Behdrde fur Lebensmittel- DBPCFC 00-22

sicherheit liegt die Pravalenz von NMA in

Europa derzeit bei 1,0% (19).

In Deutschland liegt die Lebenszeitpravalenz fir NMA nach einer 2013 vom Robert-Koch-

Institut durchgefuhrten Analyse zwischen 4,1-5,4% (20).

Anaphylaktische Reaktionen auf Nahrungsmittel

Nahrungsmittel sind bei Kindern der haufigste und bei Erwachsenen nach Insektengiften
der zweithaufigste Ausldser einer anaphylaktischen Reaktion (21). Die weltweite
Pravalenz von anaphylaktischen Reaktionen im Allgemeinen liegt schatzungsweise bei
0,1-3,0% (17). Mit dem europaischen Anaphylaxie-Register (engl.: network of severe
allergic reactions, NORA) wurde 2011 ein Online-System zur Dokumentation
anaphylaktischer Reaktionen eingerichtet. In einem 2014 erschienenen Bericht umfasste
das Register 3333 Falle, von denen mindestens 793 durch Nahrungsmittel bedingt waren
(10).

Fatale Reaktionen auf Nahrungsmittel
Fatalitaten aufgrund von einer allergischen Reaktion auf Nahrungsmittel sind selten, aber
mdglich. Das hochste Risiko hierfur haben Patienten, die unter (allergischem) Asthma

bronchiale leiden (22). Laut Umasunthar et al. liegt die weltweite Inzidenz von fatalen
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Reaktionen auf ein Nahrungsmittel bei 1,81 pro eine Million Nahrungsmittelallergiker pro
Jahr, wobei am haufigsten die Altersgruppe der 0-19-jahrigen (3,25 pro Million
Nahrungsmittelallergiker pro Jahr) betroffen ist (23). In der Datensammlung des NORA
wurden bis November 2015 sieben fatale Falle durch eine NMA (dreimal Erdnuss, einmal
Haselnuss, zweimal Kuhmilch, einmal Schnecken) registriert (10, 17). Die tatsachliche
Anzahl von fatalen Reaktionen ist vermutlich hoher, da eine anaphylaktische Reaktion
post mortem nicht immer eindeutig festgestellt werden kann (24) und da nicht alle Falle
an die fur die epidemiologische Datenerhebung zustandigen Tertiar-Zentren gemeldet
werden (23).

1.2.2 Symptomatik

Die Symptome einer allergischen Reaktion betreffen vor allem Organsysteme, in denen
gehauft Mastzellen vorkommen (s. Tab. 3) (25). Untersuchungen von Patienten mit
anaphylaktischen Reaktionen zeigen, dass am haufigsten (in ca. 84% der Falle) die Haut
betroffen ist, gefolgt von den respiratorischen (66%) und kardiovaskularen (63%)
Systemen und dem Gastrointestinaltrakt (39%) (10, 22, 26).

Tab. 3: Typische Symptome einer allergischen Typ-I-Reaktion (3, 5, 7)
Organsystem Symptombeispiele
Haut Juckreiz, Flush, Erythem, Exanthem, Ekzem, Urtikaria, Angioddem

Schleimhaut Juckreiz, Taubheitsgefihl, Rétung, Schwellung, Blasenbildung
Augen Juckreiz, Tranen, konjunktivale Injektionen, periorbitales Odem

Gastrointestinal- Dysphagie, Ubelkeit, Erbrechen, Schmerzen/Krampfe, Flatulenz,
trakt Durchfall

Respiratorisches Schnupfen, thorakales Engegefiihl, Stridor, Giemen, Husten,
System Heiserkeit, Dyspnoe, Bronchokonstriktion, Atemstillstand

Herz-Kreislauf- Schwindel, Kopfschmerzen, Hypotension, Tachykardie,
System Vigilanzminderung, Synkope, Kreislaufstillstand

Meist treten die Symptome bei einer Anaphylaxie sofort bis wenige Minuten nach dem
Verzehr des Auslosers auf. Sie kdnnen sich aber auch mit einer Latenz von ein bis zwei,
in seltenen Fallen sogar bis zu 12 Stunden entwickeln (3, 10). Auch undulierende

Verlaufe mit schweren Reaktionen nach anfanglicher Besserung wurden beschrieben
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(10, 27). Deshalb ist nach einer schweren allergischen Reaktion eine engmaschige
Uberwachung der Vitalparameter fiir mindestens 24h erforderlich (7).

Die Reaktionsstarke einer Anaphylaxie kann sich bei den Betroffenen im Verlauf
verandern: Nur ca. 21% der Folgereaktionen gleichen der Primarreaktion (10). Eine
Zunahme kann durch Kofaktoren (s. Kap. 1.1.2) bedingt sein, eine Abnahme durch sog.
,host compensation® (2, 4, 10, 28). Dies ist ein Uberbegriff fiirimmunologische, endokrine
und vaskulare Schutzreflexe (z.B. eine vermehrte endogene Katecholamin-Produktion),
die in manchen Fallen aktiviert werden konnen. Die genauen Mechanismen dieser
Schutzreflexe sind Gegenstand aktueller Forschung (28).

Oftmals ist die Veranderung in der Reaktionsstarke jedoch unklarer Genese.

1.2.3 Diagnostik und ihre Grenzen

Die Diagnose einer NMA kann mit starken Einschrankungen im Alltag und einer
Verminderung der Lebensqualitat einhergehen, so dass sie erst nach einer eingehenden
klinischen Prufung gestellt werden sollte (29). Zur Diagnose einer NMA liegen aktuelle
Leitlinien der Europaischen Akademie fur Allergologie und klinische Immunologie
(EAACI) und der Deutschen Gesellschaft fur Allergologie und klinische Immunologie
(DGAKI), die in Zusammenarbeit mit dem Arzteverband deutscher Allergologen und der
Gesellschaft flr padiatrische Allergologie entstanden sind, vor (7, 26). Die Bausteine der

allergologischen Diagnostik sind im Folgenden aufgefuhrt.

Anamnese

Bei einer Unvertraglichkeitsreaktion nach dem Verzehr eines Nahrungsmittels ist eine
ausfuhrliche Eigen- und Fremdanamnese notwendig. Das Fuhren eines
Ernahrungstagebuchs inkl. der Dokumentation von potentiellen Kofaktoren ist sinnvoll,

um den/die Ausloser einzugrenzen (2, 7).

In-vivo-Testungen

Die gangige in-vivo-Methode zur Diagnostik einer NMA ist der sog. ,skin-prick-test” (SPT)
(1). Die Testung kann entweder mit dem nativen Nahrungsmittel oder mit einem
kommerziell hergestellten Extrakt durchgefuhrt werden. Aufgrund der Instabilitat einiger
allergener Komponenten sowie der z.T. fehlenden Standardisierung der Extrakte wird bei
einigen Nahrungsmitteln die native Testung bevorzugt (30).

Der SPT hat eine hohe Sensitivitat und einen negativen pradiktiven Wert von >90% (3),

aber einen positiven pradiktiven Wert von nur ca. 50% (31). Daher muss die klinische
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Relevanz der im SPT nachgewiesenen Sensibilisierung in die Auswertung der
Ergebnisse immer miteinbezogen werden. Kontraindikationen sind schwerste
anaphylaktische Reaktionen in der Vorgeschichte oder eine gestorte Hautbarriere (z.B.
beim akuten atopischen Ekzem) (7).

Der Intrakutantest und der Patch-Test werden bei der NMA-Diagnostik aufgrund der
fehlenden Standardisierung nicht empfohlen (3, 22, 30).

In-vitro-Testungen

Die Messung von slgE-Antikérpern im Patientenserum kann in manchen Fallen wichtige
Hinweise auf die Art der Sensibilisierung liefern. Die Messung von anderen Parametern
im Blut von Patienten als Biomarker allergischer Reaktionen ist Gegenstand der aktuellen

Forschung. Auf beide Methoden wird in den Kapiteln 1.5. und 1.6. genauer eingegangen.

Orale Provokationen

Der Goldstandard der NMA-Diagnostik ist die doppelt blinde Placebo-kontrollierte
Nahrungsmittelprovokation (engl.: double-blind placebo-controlled food challenge,
DBPCFC). Sie wird eingesetzt, um den Verdacht auf eine NMA zu bestatigen und den
Schweregrad der Reaktion zu bestimmen. Nachteile dieser Methode sind der hohe
Zeitaufwand und das potentielle Risiko fur den Patienten.

Offene Provokationen konnen durchgefuhrt werden, um nach negativen SPT und/oder

einer negativen slgE-Bestimmung eine Toleranz zu bestatigen (3).

Weitere diagnostische Verfahren

Zellulare Laborverfahren, wie z.B. der Histamin-Release-Test, der
Leukotrienfreisetzungstest, der Lymphozytenstimulationstest oder der
Basophilenaktivierungstest sind nur bedingt zur Diagnose einer NMA geeignet und
werden zum heutigen Zeitpunkt vor allem zu Forschungszwecken eingesetzt (22).

Die Kombination von in-vivo- und in-vitro-Methoden erhdht Sensitivitat und Spezifitat (31)
und ist daher sinnvoll, bietet jedoch (noch) keine Alternative zur DBPCFC. Regelmalige
Folgeuntersuchungen mit wiederholter Durchfuhrung von SPT und sIgE sind zu
empfehlen, um die Entwicklung der NMA zu verfolgen (3).

1.2.4 Therapie

Die effektivste Methode zur Vermeidung einer Reaktion bei der NMA ist die absolute

Karenz des allergenen Nahrungsmittels (4, 11). Hierflr ist eine Ernahrungsberatung
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sinnvoll. Des Weiteren sollte eine ausfuhrliche Aufklarung von Patienten und
Angehorigen Uber das Vorkommen des Auslosers in Alltagssituationen (z.B. in
Restaurants, auf Feiern 0.a.) erfolgen (3, 14). Seit 2011 ist in der Europaischen Union die
Lebensmittelinformationsverordnung (LMIV) 1169/2011 gultig. Sie enthalt 14
deklarationspflichtige Nahrungsmittel, deren Kennzeichnungspflicht seit 2014 auch auf
unverpackte Waren ausgeweitet wurde (32).

Die medikamentdose Therapie der NMA bezieht sich hauptsachlich auf die
symptomatische Behandlung von Akutsituationen. Hierbei werden folgende Substanzen

eingesetzt:

Antihistaminika

Durch einen inversen Agonismus am Histamin-H1-Rezeptor bewirken die klassischen
Antihistaminika eine Minderung einiger der fur eine allergische Reaktion typischen
Symptome, vor allem an Haut und Schleimhaut (4).

Antihistaminika wirken allerdings nicht bei respiratorischen oder kardiovaskularen
Beschwerden. Deshalb reichen sie nicht aus, um eine anaphylaktische Reaktion zu
therapieren (4). Zudem koénnen sie frihe Symptome verschleiern und somit den Einsatz

lebensrettender Mallnahmen verzogern (7).

Glucocorticoide

Glucocorticoide blockieren die Neusynthese proinflammatorischer Mediatoren, sind
effektiv gegen Asthma und wirken in hohen Dosen membranstabilisierend (1, 7). Sie
werden aufgrund ihres verzogerten Wirkeintritts vor allem zur Pravention von

Spatreaktionen eingesetzt (4).

Adrenalin

Adrenalin bewirkt durch Agonismus an den adrenergen Rezeptoren (a1, B1, B2) eine
Kreislaufstabilisierung und wirkt der allergischen Symptomatik schnell entgegen. Deshalb
ist es als intramuskulare Injektion in den Musculus vastus lateralis laut den aktuellen
Leitlinien das Mittel der Wahl bei einer anaphylaktischen Reaktion (2, 26). Eine mdglichst
frihe Adrenalingabe geht nachgewiesenermal3en mit einer verbesserten Prognose
einher (5). Die Daten des NORA zeigen allerdings, dass die Empfehlungen der Leitlinie
im klinischen Alltag nicht oft umgesetzt werden: Haufig werden an erster Stelle
Antihistaminika und Glucocorticoide gegeben, bzw. selbst von den Patienten eingesetzt
(17). Sowohl von Seiten der Patienten als auch der behandelnden Arzten besteht

Aufklarungsbedarf bezuglich der korrekten Anwendung der Adrenalin-Autoinjektoren.
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Jeder Patient mit Verdacht auf NMA sollte mit einem medikamentdosen Notfallset,
bestehend aus einem oralen Antihistaminikum, einem oralen Glucocorticoid und einem

Adrenalin-Autoinjektor, ausgestattet und in dessen Gebrauch geschult werden (26).

Weitere medikamentése Therapiemoglichkeiten

Versuchsweise werden der anti-IgE-Antikorper Omalizumab, Leukotrien-Antagonisten
wie Montelukast und Mastzell-Stabilisatoren wie Cromoglycinsaure bei Anaphylaxie-
Patienten eingesetzt. Hierfir lassen sich allerdings noch keine einheitlichen
Empfehlungen abgeben (2, 7). In Studien werden derzeit die orale und die sublinguale
spezifische Immuntherapie u.a. fur Erd- und Haselnlsse getestet (3, 4). Vor allem bei
Erdnuss konnten hier bereits erste Erfolge verzeichnet werden (33). Allerdings kam es
unter der Therapie teilweise zu schweren systemischen Reaktionen und es fehlen bislang

Daten zur langfristigen Wirksamkeit (2).

1.3. Die Erd- und Baumnussallergie

1.3.1 Epidemiologie

Die Angaben zur Pravalenz der Erdnussallergie beruhend auf Selbsteinschatzung
und/oder arztlicher Diagnose reichen von 0,5-3,0% (4, 34-36).

Pravalenzangaben auf Basis einer DBPCFC sind selten. Zwei bei Kindern durchgefiihrte
Studien ergaben Pravalenzen von 1,5% und 1,6% (37, 38).

Far die Pravalenz von Baumnussallergien nach Selbsteinschatzung kann man in
internationalen Metaanalysen der letzten Jahre Angaben zwischen 0,05-7,3% (bzw. bis
11,4% bei Einschluss von Patienten mit pollenassoziierter Baumnussallergie) finden (4,
35, 39, 40). Die Pravalenz der durch DBPCFC bewiesenen Allergie gegen Baumnulsse
liegt bei <2,0% (40). Die Reaktionen bei der NMA gegenuber Erd- und Baumnussen sind
in der Regel starker als bei einer NMA gegenuber anderen Nahrungsmitteln (4, 40).

Die Daten von NORA zeigen fur Europa, dass Erdnusse die haufigsten und Haselnusse
nach Weizen die dritthaufigsten Ausloser einer anaphylaktischen Reaktion gegenlber
Nahrungsmitteln sind (10). Auch Macadamia- und Paranisse wurden als seltene
Ausloser von anaphylaktischen Reaktionen gefunden (17).

Erdnusse gehoren mit einem Anteil von 50-70% und Baumnusse von 18-40% zu den
haufigsten Auslosern einer NMA mit fatalem Ausgang (11, 40-42).
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1.3.2 Regionale Unterschiede der Allergikerprofile

Aufgrund von Unterschieden der landesspezifischen Ernahrungs-Gewohnheiten variiert
die Haufigkeit von Erd- und Baumnussallergien weltweit (5). Von allen
Baumnussallergien ist in Europa die Allergie gegen Haselnlisse am haufigsten, in den
USA dominieren Walnuss und Cashew, in GroRbritannien Walnuss und Paranuss (3, 4,
39, 43). Der Konsum von Erdnussen ist in den USA, England und Australien sehr hoch,
in Landern wie Italien und Spanien eher niedrig (44). Dies spiegelt sich in der Pravalenz
der Erdnussallergie wieder, die in den letztgenannten Landern geringer ist.

Auch die Zubereitungsweise hat einen Einfluss, da die Verarbeitung und das Erhitzen der
rohen Nusse verschiedene chemische und physikalische Prozesse induziert, die die
Struktur und damit das allergene Potential der einzelnen Proteine beeinflussen kdnnen
(28, 45): In den USA werden Erdnusse bei 150°C gerdstet, in China bei 100°C gekocht
oder bei 120°C frittiert (4). Wahrend das Kochen von Erdnussen deren allergenes
Potential vermindert, fUhren die hohen Temperaturen beim Rdsten zur Bildung neuer
Epitope, wodurch sich das allergene Potential erhdht (3, 5). So hat China einen ahnlich
hohen pro-Kopf-Konsum von Erdnissen wie die USA, allerdings eine geringere
Pravalenz der Erdnussallergie (4).

Im sIgE-Sensibilisierungsmuster lassen sich ebenfalls regionale Unterschiede erkennen
(14, 46). Wahrend im Mittelmeergebiet Sensibilisierungen gegenlber sog. Lipid-Transfer-
Proteinen (LTPs) vorherrschen, sind in Nord- und Mitteleuropa eher Sensibilisierungen

gegenuber PR10- und Speicherproteinen relevant (46).

1.3.3 Kreuzreaktionen zwischen Niissen

Eine Monosensibilisierung gegenuber einer einzelnen Nuss kann vorkommen, ist aber
selten. Die Wahrscheinlichkeit, dass ein Patient, der auf eine Baumnuss allergisch ist,
auch auf mindestens eine weitere reagiert, liegt bei 30-40% (3, 4, 40). Dies kann an Ko-
oder Kreuzsensibilisierungen liegen. Mit steigendem Lebensalter steigt bei
Nussallergikern auch die Rate an klinisch relevanten Kreuzreaktionen (47).

Ein Grund flr Kreuzsensibilisierungen zwischen Nussen kann die botanische
Verwandtschaft sein. So leiden z.B. 1/3 der Cashew-Allergiker auch an einer Allergie
gegenuber der verwandten Pistazie (4, 48). Des Weiteren fuhrt die Homologie von
allergenen Proteinen zu Kreuzreaktionen, z.B. zwischen Haselnlssen und Mandeln (47,
49, 50).
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Erd- und BaumniUsse gehoren entwicklungsgeschichtlich zwar unterschiedlichen
Pflanzenfamilien an, Kosensibilisierungen sind dennoch haufig (51). Von Personen mit
einer Allergie gegenuber Erdnussen sind 20-30% auch mindestens gegenuber einer
Baumnuss allergisch (40), wobei die Wahrscheinlichkeit hierfir bei Atopikern deutlich
hoher ist, als bei Nicht-Atopikern (4).

1.4 Erd- und Baumnisse in der Nahrungsmittelindustrie

1.4.1 Botanische Grundlagen

Nisse im botanischen Sinne sind die

@) < :
0 . “’— (1)
Haselnuss, die Walnuss und die W
: . ™
Macadamianuss (47). Eine Sonderform © .
G

o

gewandelt, da ihre Schale im Gegensatz Abb. 3: Die im Rahmen der Testungen verwendeten Erd- und
Baumndsse; fur die Beschriftungen s. Tab. 4

(4)

stellt die Erdnuss dar, die zur Familie der

(2)
Leguminosen zahlt (3). Sie war ‘ ®

ursprunglich eine Hulsenfrucht, hat sich

aber entwicklungsgeschichtlich zur Nuss

zu echten Hulsenfrichten im Laufe des

Reifungsprozesses geschlossen bleibt (52). Cashew, Pekannuss, Mandel und Pistazie
sind Steinkerne einer Steinfrucht, die Paranuss der Samen einer Kapselfrucht (47). Die
in der vorliegenden Untersuchung verwendeten Sorten sind in Abb. 3 und Tab. 4
dargestellt.

Tab. 4: Informationen zu den verwendeten Erd- und Baumnussen (5, 52, 53)

lateinische . Verwendung in der
Nuss Bezeichnung Herkunft Besonderheiten Naturheilkunde

Westafrika |1 Handel nur gerdstet

Erdnuss Arachis China grgf‘;},"f;’ni? sonstdie -
(1) hypogeae Indien Schimmelpilzvergiftung
Amerika besteht
Reich an Fett, Proteinen Agslringens
Haselnuss Corylus Weltweite  ynd Starke Antipyretikum
(2) avellana Verbreitung Enthalten Flavonoide Senkung des

Cholesterinspiegels
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Walnuss

3)

Pekannuss

(4)

Macadamia

)

Paranuss

(6)

Cashew

(7)

Pistazie

(8)

Mandel
9)

Juglans
regia

Carya
illinoiensis

Macadamia
integrifolia

Bertholletia
excelsa

Anacardium
occidentale

Pistacia
vera

Prunus
dulcis

Ost- und
Mittel-
europa

Asien

Nord-
amerika

Australien

Sid-
amerika

Sid-
amerika

Tropische
Klimazonen

Siideuropa
Tarkei

Iran

USA

v.a. Asien

Reich an Proteinen,
Mineralsalzen und Vit.
A/B1/B2/B5

Enthalten Linolensaure
und Tocopherole

Gehdren zur Familie der
Walnussgewachse

Hoher Fettgehalt (~73%)

Reich an Calcium, Eisen,
Phosphat und Vit. B

Reich an Fett, Proteinen
und Mineralstoffen

Der lange, fleischige
Fruchtstiel (,Cashew_-
Apfel”) ist ebenfalls
essbar

Mdussen vor der
Weiterverarbeitung
gerostet werden, da die
Schale ein toxisches Ol
enthalt

Reich an Magnesium und
Tryptophan

Gehdren zur gleichen
botanischen Familie wie
die Cashew-Nusse

Reich an Proteinen und
Folsaure

1.4.2 Die Verwendung von Erd- und Baumnissen

Adstringens
Antiseptikum
Antidiabetikum

Senkung des
Cholesterinspiegels

Senkung des
Cholesterinspiegels

Nusse gelten aufgrund ihres hohen Anteils von ungesattigten Fettsauren, essenziellen

Aminosauren, Spurenelementen und Vitaminen als gesunde Nahrungsmittel, die sich

positiv auf Blutdruck, Cholesterinwerte und Muskelaufbau auswirken kénnen (5, 53).

100 g Nuss haben je nach Sorte einen Brennwert zwischen 2000 und 3000 kJ (53). Nusse

konnen -entweder roh oder gerostet und gewdurzt- im Ganzen verzehrt werden. Sie

kommen auch in zerkleinerter oder gemahlener Form in diversen Siuf3speisen oder als

Warzmittel fur Salziges vor (53). Kaltgepresstes Nussol wird in der Speise-, aber auch in

der Kosmetik- und Handwerksindustrie (z.B. als Basis fur Farben) angewandt (52).

Da in groRen Produktionswerken verschiedenste Nahrungsmittel verarbeitet werden,

enthalten prozessierte Nahrungsmittel (z.B. Schokolade, Kekse, Musli, etc.) nicht selten
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Spuren von Nussen (5). Aufgrund der LMIV gehoren Erd- und Baumnisse zu den
gesetzlich deklarationspflichtigen Nahrungsmitteln (7, 32). Die Angabe von mdglichen

Spuren auf dem Nahrungsmitteletikett ist allerdings freiwillig (54).

1.5 Spezifisches IgE als diagnostisches Hilfsmittel

1.5.1 Relevante Proteinfamilien

Innerhalb der letzten 40 Jahre wurden zahireiche Typ I-Allergene identifiziert (49, 55).

Diese Allergene sind fast ausschliel3lich : i
Die ersten drei Buchstaben des ersten

Proteine und koénnen anhand ihrer Wortes der lateinischen Gattung
+

die ersten ein bis zwei Buchstaben des

von Familien zugeordnet werden (55, 56). zweiten Wortes der lateinischen Gattung
+

FUI’ NMA Wurden b|Sher 27 relevante Nummerierung nach Reihenfo|ge der
Entdeckung

Tertiarstruktur einer begrenzten Anzahl

Proteinfamilien beschrieben (2), den
gré')Bten Anteil machen hierbei die Samen- Z.B. heil3en die AI/ergene“ der Haselnuss (lateinischer

Name: ,Corylus avellana“) Cora 1, Cor a 2, efc.
speicherproteine aus (5, 7). Allgemein

Kasten 1: Das Prinzip der Namensgebung fiir potentiell
werden die Proteine in Major- und Minor-  allergene Proteine [55]

Allergene eingeteilt. Erstere sind dadurch definiert, dass sie bei >50% der betroffenen
Allergiker eine Sensibilisierung auslésen (55). Die Benennung von Allergenen erfolgt
nach dem im Kasten 1 beschriebenen Prinzip. Zwischen Proteinen der gleichen
Molekiilfamilie kann es aufgrund ihrer strukturellen und sequenziellen Ahnlichkeit zu
Kreuzreaktionen kommen (56). Da viele Allergene Glykoproteine sind, kann die
strukturelle Ahnlichkeit auch tber die Familienangehérigkeit hinausgehen und auf sog.
kreuzreaktiven Kohlenhydrat-Epitopen (cross-reactive carbohydrate determinants,
CCDs) beruhen (57). Diese Kreuzreaktionen sind klinisch nicht relevant, fihren aber zu
falsch-positiven Ergebnissen und erschweren somit die korrekte Interpretation der
Testung (7, 56).

In Tab. 5 sind die Proteinfamilien der bisher identifizierten und diagnostisch relevanten
Allergene der Erdnuss (,Ara h x*), der Haselnuss (,Cor a x“) und der Walnuss (,Jug r x“)

und ihre Grundeigenschaften aufgefuhrt.
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Tab. 5: Die Allergene von Haselnuss, Erdnuss und Walnuss und ihre Proteinfamilien (46, 49, 55, 57-60)

Familie

PR-10-Proteine

PR-14-Proteine
(nsLTPs)

Speicherproteine:

- 11S-Globuline
(Legumine)

- 7S-Globuline
(Viciline)

- 2S-Albumine

Profiline

Oleosine

Defensine

Eigenschaften

Homologe des
Birkenpollenmajorallergens Bet v 1

Thermo- und saurelabil

Thermo- und saurestabil

Kreuzreaktionen untereinander sind
haufig

Hauptallergen: Pfirsichprotein Pru p 3
Oft liegen Monosensibilisierungen vor
V.a. in Sudeuropa relevant

Gastrointestinale Sensibilisierung

Hdchster prozentualer Anteil am
Gesamtprotein

Thermo- und saurestabil

Eine Sensibilisierung auf
Speicherproteine spricht meist fur
eine primare Sensibilisierung auf das
Nahrungsmittel

Geringster prozentualer Anteil am
Gesamtprotein

Thermo- und saurelabil

Panallergene: ubiquitares
Vorkommen in Pollen und
Nahrungsmitteln, oft verantwortlich
fur Kreuzreaktionen

Lipophilie

In wassrigen Extrakten nicht
vorhanden

Proteine der unspezifischen
Immunabwehr

Reaktion
Symptomatik meist auf
OAS beschrankt

Systemische Reaktionen
selten

Erhdhtes Risiko fur
systemische Reaktionen

Haufigste Ausldser von
anaphylaktischen
Reaktionen

Erhdhtes Risiko fur
systemische Reaktionen

Selten klinisch relevant

Systemische Reaktionen
nur in Einzelfallen

Unklare klinische
Relevanz

Unklare klinische
Relevanz

Allergen

Arah 8

Cora1

Arah 9
Arah 16
Arah 17
Cora8
Jugr3

Ara h 1
Arah 2
Arah 3
Arah 5
Arah 6
Arah 7
Cora9
Cor a 11
Cor a 14
Jugr1
Jugr?2
Jugr4

Arah 5
Cora?
Jugrb

Arah 10
Arah 11
Arah 14
Arah 15
Cora 12
Cora 13

Arah 12
Arah 13

e
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1.5.2 Der Einsatz von rekombinant hergestellten Einzelallergenen

Das Wissen uber die Molekulfamilien und die rasant wachsende Anzahl an verfugbaren
Einzelallergenen bilden die Basis der molekularen Allergologie. Im Laufe der letzten 20
Jahre entwickelt, ermdglicht sie heute durch den Einsatz von rekombinant hergestellten
Allergenen und ihren zugehorigen monoklonalen Antikorpern eine spezifische Diagnostik
(55, 57). Durch die sog. ,Komponenten-basierte Diagnostik“ (engl.: component-resolved
diagnostic, CRD) kann eine Serumprobe von ca. 30 ul im Microarray auf >100
Einzelallergene getestet werden, um individuelle IgE-Profile und Sensibilisierungsmuster
zu erstellen (2, 56, 57, 61). Es konnen Ein- oder Mehrfachtestungen vorgenommen
werden. Aullerdem werden Allergenmischungen als Ersatz von kommerziellen Extrakten
eingesetzt (56). Eine weitere Anwendungsmdglichkeit ist das sog. ,Spiken®, die
Anreicherung von kommerziellen Extrakten mit relevanten Einzelallergenen. Die beiden
letztgenannten Varianten erhohen im Vergleich zum reinen Extrakt die
Testempfindlichkeit (14, 62). Allerdings steigt hierdurch auch die falsch-positiv-Rate

durch den vermehrten Nachweis irrelevanter Sensibilisierungen (6, 56).

1.6 Biomarker allergischer Reaktionen

Ein weiteres in der Diagnostik der NMA einsetzbares in-vitro-Verfahren ist die
Bestimmung von Mediatoren, die im Zuge einer allergischen Reaktion im Korper
freigesetzt werden. Dies wird zum heutigen Zeitpunkt vor allem im Rahmen von
Forschungsprojekten und (noch) nicht im klinischen Alltag durchgefuhrt.

Durch die Bestimmung dieser Mediatoren und ihren Veranderungen im Laufe einer
allergischen Reaktion erhofft man sich, die Art und den Schweregrad der Reaktion zu
objektivieren und somit z.B. eine DBPCFC unabhangig von den Einschatzungen von
Patient und Untersucher zu bewerten.

Die Symptome einer allergischen Reaktion beruhen auf dem Zusammenspiel zahlreicher
Botenstoffe(63, 64). Es handelt sich vor allem um Mediatoren der Mastzell-Degranulation
wie Prostaglandine (PGs), Leukotriene (LTs), Interleukine und andere
proinflammatorische Zytokine (s. Abb. 4) (65). Neben Mastzellen sind auch basophile und
eosinophile Granulozyten, dendritische Zellen, T-Zellen u.a. an der Symptomentstehung
beteiligt (25). Die verschiedenen Mediatoren werden zu unterschiedlichen Zeitpunkten

aus den Mastzellen freigesetzt. Einige Botenstoffe (z.B. Histamin und Tryptase) liegen in
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@ @ spezifisches Antigen
IL-8

CCL-2,-5,-7und -13 L S
TNF-qa ENA-78
IL-1,-2, 3, Hi ;
5 B 7. istamin
?3 61gun% Chemakinen
1 Tryptase
-33
Chymase

"_ Phospholipasen

Vi ik e Ca?*-abhangige Ausschuttung

GM-CSF -
Kinogenasen
SCF § vorgeformter Mediatoren aus :
\I:IECF;F Aktivierung von Phospholipasen sekretorischen Granula Carboxypeptidase A

Cholinesterase

Bildung neuer Mediatoren aus

membranstandiger Arachidonsaure

LTB: mit anschlieRender Freisetzung
LTCa

PGD2

Abb. 4: Vereinfachte Darstellung der Mastzell-Aktivierung: slgE bindet an seinen spezifischen Rezeptor FceRI. In Anwesenheit
des spezifischen Antigens aggregieren diese Komplexe und setzen diverse Signalkaskaden in Gang, die sowohl zur
Degranulation und zur Ausschuttung praformierter Mediatoren, als auch zur Neubildung und konsekutiven Freisetzung anderer
Mediatoren (nahere Ausfiihrungen s. Text) filhrt (Ca?* = Kalzium, PAF = Pléttchen aktivierender Faktor, NO = Stickstoffmonoxid,
NGF = Nerven-Wachstumsfaktor, VEGF = vaskuldrer endothelialer Wachstumsfaktor, SCF = Stammzellfaktor, GM-SCF =
Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor, IL = Interleukin, TNF = Tumor Nekrose Faktor, ENA = epitheliales
aktiviertes Peptid, CCL = CC-Chemokin-Ligand)

den ruhenden Mastzellen in Vesikeln gespeichert vor und werden bei Aktivierung direkt

ausgeschdittet (2). Andere werden neu gebildet (63): Z.B. nach 5-30 min, wie PGs und

LTs oder nach 2-6 h wie TNF-a und Chemokine (25). Aufgrund der unterschiedlichen

Halbwertszeiten (HWZ) variiert die Zirkulationsdauer der einzelnen Botenstoffe im

peripheren Blut.

Nicht alle Botenstoffe kommen als Biomarker allergischer Reaktionen infrage. Folgende

Bedingungen mussen erfullt sein:

- Abgabe des Mediators in die periphere Blutbahn: Man geht z.B. bei TNF-a davon aus,
dass es bei der allergischen Reaktion nur lokal an seinem Wirkungsort dem
Respirationstrakt freigesetzt wird, was eine Bestimmung in Serum oder Urin
unmadglich macht (63).

- Langsamer Metabolismus: Mediatoren mit einer sehr kurzen HWZ sind fur den
klinischen Alltag ungunstig.

- Ein etabliertes Verfahren zur in-vitro-Messung sollte vorhanden sein.

1.7 Die differenzierte Betrachtung der gemessenen Marker

Es wurde gezeigt, dass beinahe jeder IgE-abhangigen immunologischen Reaktion eine

Aktivierung von Mastzellen zugrunde liegt (66-68). Daher ist es naheliegend, die
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Produkte dieser Zellen als mogliche Biomarker einer allergischen Reaktion zu testen. Im
Folgenden werden die in der der Arbeit bestimmten Botenstoffe Histamin, Tryptase, cys-
LTs und 9a,11B-PGF2 genauer betrachtet. Tab. 6 bietet eine Ubersicht Uber ihre

wichtigsten Eigenschaften.

Tab. 6: Die Grundeigenschaften der gemessenen Biomarker (25, 69-75)

. Nachweisbarkeit
sezernierende

Biomarker im Serum nach vermittelte Symptome
gL Reaktion
periphere Vasodilatation
erhdhte Gefallpermeabilitat
Bronchokonstriktion
) ) Mastzellen . .
Histamin . bis 60min koronare Vasokonstriktion
Basophile
Erhéhung der Herzfrequenz
gesteigerte Sekretion der
peripheren Drlsen
Mastzellen .
Tryptase . bis 2,5h unklar
(Basophile)
Mastzellen
Eosinophile erhohte Gefalkpermeabilitat
Cys-LTs Leukozyten bis 2h Bronchokonstriktion
Makrophagen koronare Vasokonstriktion
Thrombozyten
Bronchokonstriktion
koronare Vasokonstrikiton
pulmonale Vasokonstriktion,
PGD, Mastzellen wenige Minuten  periphere Vasodilatation,
Alveolarmakrophagen Hemmung der
Thrombozytenaggregation
Hemmung der
Fettgewebsdifferenzierung
Bronchokonstriktion
koronare Vasokonstriktion
9a,118-PGF; Stoffwechselprodukt bis 2h
von PGD> Hemmung der

Thrombozytenaggregation
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1.7.1 Histamin

Histamin gilt seit Anfang des 20. Jahrhunderts als wichtiger Botenstoff einer IgE-
vermittelten allergischen Reaktion (63). Die Uber die H1-Rezeptoren vermittelten Effekte
sind fur einen Grol3teil der typischen Symptome (s. Tab. 6) verantwortlich.

Der Nachteil von Histamin als Biomarker ist seine kurze HWZ. Der maximale
Plasmaspiegel wird ca. 10-15 min nach Auftreten der Reaktion erreicht (25). In den
meisten Fallen ist er nach spatestens 60 min wieder auf den Basalwert abgesunken (76).
In der Regel dauert es in der Akutsituation langer als 15 min, bis der Patient sich in einem
klinischen Umfeld befindet. Umstritten ist, ob die Werte auch durch den Verzehr von
histaminhaltigen ~ Nahrungsmitteln  (z.B. Rotwein oder  Schokolade) oder

histaminbildenden Bakterien verfalscht sein kénnen (2).

1.7.2 Tryptase

Tryptase gilt als ein verlasslicher Biomarker fur die Mastzelldegranulation (77). Von
erhdhten Tryptase-Werten spricht man ab einem Blutplasmalevel von 211,4 ug/l (73).
Eine ruhende Mastzelle hat ca. 10-35 pg Tryptase gespeichert. Tryptase wird in zwei
Formen sezerniert. Wahrend a-Tryptase kontinuierlich in geringen Mengen freigesetzt
wird und somit immer nachweisbar ist, ist B-Tryptase im Komplex mit einem Proteoglykan
(z.B. Heparin) in intrazellularen Granula gespeichert und wird nur bei Mastzellaktivierung
ausgeschittet (74, 76, 78). Ob die Tryptase eine eigene Aktivitat aufweist und fur
bestimmte Symptome verantwortlich ist, ist bis heute nicht hinreichend geklart. Es wird
ein Zusammenhang mit Antikoagulation, Fibrinolyse, GefalRpermeabilitdt, Angiogenese
und inflammatorischen Prozessen vermutet (74).

Tryptase diffundiert langsamer durch das Gewebe als Histamin, hat somit eine langere
HWZ und erreicht seinen Maximalwert spater (ca. 15-20 min nach einer allergischen
Reaktion) (2, 74). Man geht davon aus, dass die Serumtryptase bei den meisten
anaphylaktischen Reaktionen erhoht ist. Dennoch koénnen schwere allergische
Reaktionen auch mit normalen Tryptasewerten einhergehen (74, 77). Dies scheint bei
NMA etwas haufiger der Fall zu sein als bei anderen allergischen Reaktionen (76, 77).
Daher sind Serumtryptasewerte im Normbereich kein Ausschlusskriterium fur eine
Allergie (77). Es gilt aulerdem zu beachten, dass Erhohungen auch bei anderen
Erkrankungen mit Mastzellbeteiligung (z.B. Mastozytose oder hamatogene

Erkrankungen) vorkommen (2, 76).
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1.7.3 Cys-LTs

Die Botenstoffe aus der Gruppe der Leukotriene wurden in den spaten 70er Jahren
entdeckt (79). Sie werden folgendermal3en gebildet: In den zustandigen Zellen (s. Tab.
6) wird nach deren Aktivierung Arachidonsaure durch das Enzym 5-Lipoxygenase (5-LO)
zu LTA4 umgesetzt (70). 5-LO ist ein Ca?*-abhangiges, zytosolisches Enzym (80) und
wird durch das five-lipoxygenase activating protein (FLAP) aktiviert (81). LTA4 hat eine
kurze HWZ (<3 s) und wird entweder durch die LTA4-Hydrolase zu LTB4, oder durch das
Enzym LTCs-Synthase bzw. andere Enzyme der MAPEG (,membran-associated proteins
in the eicosanoid and glutathione metabolism®) — Familie Uber die Konjugation mit
Glutathion zu LTC4 weiter verstoffwechselt (80, 81) (s. Abb. 5).

Welcher Leukotrien-Typ

hierbei vorherrscht, Arachidonsaure

scheint von der Art der

FLAP
aktivierten Zelle 5-LO
abzuhangen: Periphere
, LTB, LTA, LTC,

neutrophile Granulo- LTA,- LTC,

; Hydrolase Synthase +
zyten generieren GSH t Glutar?zl-
vorzugsweise LTBa4, ranspeplidase
eosinophile dahingegen LTD,
mehr LTC4 (80).
LTC4 wird durch das Dipeptidase
membranassoziierte
Enzym y-Glutamyl- LTE,
transpeptidase Uber Abb. 5: Vereinfachte Darstellung des Leukotrien-Stoffwechsels [80, 81]

einen Austausch von

L-Cystein mit D-Cystein zu LTDs4 und weiter durch Dipeptidasen (teils aus dem
Blutplasma, teils aus zellularen Granula) zu LTE4 verstoffwechselt (80-82). Dieser
Prozess dauert ca. zehn Minuten. AnschlieRend werden die LTs durch spezifische
Carrier-Proteine in den Extrazellularraum geschleust (81). LTC4, LTD4 und LTE4 werden
aufgrund des Cystein-Anteils in ihren Seitenketten als ,Cysteinyl-Leukotriene® (Cys-LTs)
bezeichnet (70, 81). Sie gelten als ,slow reacting substance of anaphylaxis® (SRS-A) (82),
da sie als stark wirksame endogene Bronchokonstriktoren bei der Entstehung von

(allergischem) Asthma bronchiale eine wichtige Rolle spielen (80, 81, 83). Aulierdem sind
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sie an einer Vielzahl von anderen Pathologien (z.B. Karzinome, Myokardinfarkt,
Vaskulitiden) beteiligt (66).

Biologisch aktiv sind hauptsachlich LTC4 und LTDa4. Sie induzieren Symptome (s. Tab. 6)
in gleicher Potenz, allerdings findet die Reaktion auf LTD4 schneller statt (80). Die
biologische Aktivitat von LTE4 ist geringer. Es ist primar diagnostisch bedeutsam, da es
den prozentual groften Anteil an den mit dem Urin ausgeschiedenen cys-LTs hat und
dort gut bestimmt werden kann (80, 81).

Die cys-LTs entfalten ihre Wirkung Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren, von denen
zwei Subtypen bekannt sind: CysLT1 und CysLT2. Fir die bronchokonstriktorischen
Effekte ist vor allem der Cys-LT1-Rezeptor verantwortlich, der von Monozyten,
Makrophagen, Granulozyten, Mastzellen, T- und B-Lymphozyten, CD34-positiven
Stammzellen, bronchialen glatten Muskelzellen und Fibroblasten sowie Endothelzellen
exprimiert wird (81). Auch der Cys-LT2-Rezeptor scheint allergische Symptome zu
induzieren, da er u.a. in nasalen eosinophilen Granulozyten und Mastzellen bei Patienten
mit allergischer Rhinitis vorkommt (84), seine genaue Rolle ist aber noch weitestgehend
unklar (85).

Die Cys-LTs steigen bis zu zwei Stunden nach Auftreten einer allergischen Reaktion
systemisch und sind im Urin und im Blutplasma messbar (70). Bei Patienten mit Asthma
bronchiale kdnnen sie auch im Sputum, im bronchialen Sekret und im Atemkondensat
nachgewiesen werden (86). Der Abbau der Cys-LTs findet extrazellular und in der
Prasenz von hypochloriger Saure statt (80).

Die Stoffwechselvorgange der LTs sind Gegenstand aktueller Forschung zur
medikamentésen Behandlung des allergischen Asthmas. Erste therapeutische Erfolge
konnten mit 5-LO-Hemmern (z.B. Zileuton) und LT-Rezeptor-Hemmern (z.B.
Montelukast) bereits erzielt werden (78). Beide Medikamenttypen werden als
Begleitmedikation zur Behandlung des Asthma bronchiale eingesetzt (87). Jedoch sind
sie bezlglich ihrer Effizienz den inhalativen Glukokortikoiden unterlegen (88).

1.7.4 9a,11B8-PGF2

9a,11B-PGF2 ist ein Stoffwechselprodukt von PGD2 (69), welches als Modulator von
Zellfunktionen unter verschiedenen physiologischen und pathologischen Bedingungen
gilt. Es wird durch das Enzym Cyclooxygenase (COX) aus Arachidonsaure gebildet (65,
71, 78, 89). PGD2 spielt als potenter Bronchokonstriktor eine wichtige Rolle bei der
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Entstehung von asthmatischen Anfallen. Es ist erwiesenermallen bei allergischen
Reaktionen und hierbei vor allem flr die respiratorische Symptomatik relevant (65, 71).
Da PGDz2 nur eine HWZ von wenigen Minuten hat, ist es als diagnostischer Biomarker
nicht geeignet (71). Es wird in der Leber und in der Lunge Uber PGF2« NADPH-abhangig
uber B-Oxidation zu 9a,11B-PGF2 verstoffwechselt (s. Abb. 6) (72, 78). Die HWZ von
9a,11B-PGF2 betragt ca. 120 min, anschlieBend wird es intakt im Urin ausgeschieden
(71). Darum lasst es sich gut im peripheren Blut oder im Urin bestimmen.
Im Gegensatz zu Vvielen
Arachidonsaure anderen Stoffwechsel-
produkten ist 9a,11B3-PGF2
COX auch selbst biologisch aktiv
(s. Tab. 5) (89). Zu seiner
PGD, PGF,, Wirkstarke  lassen  sich
11-Ketoreduktase unterschiedliche ~ Angaben

15- finden: In manchen Quellen

Hydroxyprostaglandin-

Dehydrogenase wird es als equipotent zu

PGD:2 beschrieben (75, 90),
9a,11B-PGF, in anderen als ca. 40x
schwacher (72, 89).

NADPH

Abb. 6: Vereinfachte Darstellung des Prostaglandin D,-Stoffwechsels [72, 78]

1.8 Zielsetzung

Die DBPCFC ist der diagnostische Goldstandard einer NMA. Nachteile der Methode sind
der zeitliche Aufwand, das Risiko fur den Patienten und die Gefahr der subjektiven
Fehlinterpretation von Untersucher und/oder Patienten. Fuir die Verbesserung der
diagnostischen Standards bedarf es neuer, einfach messbarer, objektiver Parameter. Ziel
der vorliegenden Untersuchung war es, die oben beschriebenen Mastzellmediatoren bei
Patienten mit einer Erd- und/oder Baumnussallergie vor und im Verlauf einer DBPCFC
zu untersuchen. Hierbei sollte gepruft werden, ob sie einerseits zur Bestatigung einer
positiven DBPCFC und damit einer abgelaufenen Reaktion, andererseits zur Feststellung
des Schweregrades der Reaktion tauglich sind. Durch die Bestimmung der sIgE-Werte
bei den gleichen Probanden sollten gleichzeitig die Sensibilitat und die Spezifitat dieser

Erhebungsparameter im untersuchten Kollektiv bestimmt werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Probandenkollektiv

V.a. Erd- und/oder Baumnussallergie (N=362):

Rekrutierung
- Patienten des Charité-Allergiecentrums
- Datenbank des Studienzentrums des
Allergiecentrums
- Durch Aushange geworbene Interessenten
Ausschluss (N=265):
- Kein Interesse an Teilnahme (N=187)
- Zutreffen von Ausschlusskriterien
(N=50)
- Andere Grinde (N=28)
[Randomisierung (N=97)]
Screening:
- Anamnese / \ N
- SPT Allergiker (N=78) || klinische irrelevante Nicht-allergisch
- IgE-Bestimmung Sensibilisierung (N=6) (N=13)

=(Ausscheidung im Verlauf (N=46):

- Anamnestische Reaktion zu

N gering (N=31)
DBPCFC Durchfiihrung DBPCFC (N=40): - Fehlendes Einverstandnis
N=15
- Haselnuss (N=17) ( ) .
- Erdnuss (N=16)
- Walnuss (N=6)
- Mandel (N=1)
//\A
-
Systemische Reaktion (N=23): OAS Keine Reaktion
. . (N=4) (N=13)
- maRige Reaktion (N=8)
- schwere Reaktion (N=15)
-

v

Bestimmung der Biomarker im Serum basal (T1; N=23), 10min nach Reaktion
(T2; N=23), 2h nach Reaktion (T3; N=23) und bei den gesunden
Kontrollprobanden (K; N=13)

Labor-
analyse

- Histamin: T1 (N=23), T2 (N=22), T3 (N=23), K (N=10)
- Tryptase: T1 (N=21), T2 (N=19), T3 (N=19), K (N=10)
- cys-LTs: T1 (N=23), T2 (N=21), T3 (N=22), K (N=11)
- 90,11B-PGF2: T1 (N=22), T2 (N=22), T3 (N=22), K (N=11)

-

Abb. 7: Flussdiagramm der Datenerhebung
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Die Rekrutierung der Probanden und die Datenerhebung erfolgten im Zeitraum Mai 2014
bis einschlieRlich Juni 2015. Samtliche Testungen fanden im Allergiecentrum der Klinik
fur Dermatologie und Allergologie am Charité Campus Mitte, Luisenstr. 2, Ebene 2, Raum
67 statt. Die Untersuchung wurde im Rahmen des Ethik-Antrags EA 2/143/11 von der
Ethik-Kommission der Charité genehmigt.

Gesucht wurden Probanden mit Verdacht auf oder bereits bestatigter Allergie gegentber
Erd- und/oder Baumnissen, Probanden mit einer Kklinisch nicht relevanten
Sensibilisierung gegenuber den genannten und nicht-allergische Kontrollprobanden. Um
die Personen zu identifizieren nutzten wir das Patientenverzeichnis des Allergiecentrums
und das Probandenverzeichnis des zugehorigen Studiencentrums.

Aulerdem wurde mit Aushangen und Flyern fur die Studienteilnahme geworben. Diese
hingen oder lagen fur die Dauer der

. . - - Sch haft tillzeit
Datenerhebung in Universitaten, Arztpraxen Schwangerschaft und Stillzel

) . . ) - laufende spezifische Immuntherapie
und Bio-Supermarkten in Berlin aus und L .
- regelmafige Einnahme von B-Blockern

wurden online uber den Charité- oder ACE-Hemmern

Semesterverteiler und das Charité-Intranet

Antihistaminika bis 5 d vor der Testung
verschickt. Die in Frage kommenden

systemische Immunsuppression
Personen wurden telefonisch kontaktiert und

schlecht eingestelltes Asthma
bei bestehendem Interesse und dem Fehlen - parallele Teilnahme an einer anderen

von Ausschlusskriterien (s. Kasten 2) zur Interventionsstudie
Screening-Untersuchung in das Allergie- Kasten 2: Ausschlusskriterien fiir die Studienteilnahme
centrum eingeladen.

Von 362 potentiell als Probanden in Frage kommenden Personen wurden 78
anamnestisch als Allergiker eingestufte Probanden, sowie sechs sensibilisierte und 13
nicht-allergische Kontrollprobanden eingeschlossen (s. Abb. 7).

Als allergisch galten Personen mit positivem SPT und korrespondierender Anamnese mit
Allergie auf eine oder mehrere Baumnusse und/oder Erdnuss. Als nicht-allergisch wurden
Probanden mit negativer Anamnese und negativem SPT klassifiziert. Als sensibilisiert
ohne klinische Relevanz galten Probanden mit positivem SPT, jedoch ohne Symptomatik
beim Verzehr von Erd- oder Baumnussen.

Angelehnt an die Klassifikation von Ring&Messmer (dargestellt in Tab. 7) (91) wurde die

Gruppe der Allergiker, ausgehend von den beschriebenen Symptomen, unterteilt in:
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- Grad 1:

Zunge und Rachen)

- Grad 2:
- Grad 3:" anaphylaktische

Reaktion

lebensbedrohlichen Folgen)

(systemische

Reaktion mit

OAS (orales Allergiesyndrom: Juckreiz und ,Kribbelgefuhl* an Gaumen,

systemische Reaktion (ein oder mehrere Organsysteme betroffen)

potentiell

Die Patienten, deren Reaktion als Grad 1 eingestuft wurden, litten unter nur subjektiv

wahrgenommenen Symptomen, wahrend bei Grad 2 und 3 objektive Symptome sichtbar

waren.

Tab. 7: Schweregradskala zur Klassifizierung allergischer Reaktionen, modifiziert nach Ring&Messmer (91)

Grad

Haut

Pruritus
Flush/Erythem
Urtikaria

Angioddem

Pruritus
Flush/Erythem
Urtikaria

Angiobdem

Pruritus
Flush/Erythem
Urtikaria
Angiobdem
Pruritus
Flush/Erythem
Urtikaria

Angioddem

Gastrointestinal-
trakt

Ubelkeit

Bauchschmerzen/
-krampfe

Diarrhoe
Erbrechen

Inkontinenz

Diarrhoe
Erbrechen

Inkontinenz

Respirationstrakt

Rhinitis/
Konjunktivitis
Heiserkeit/Husten
KloRgefihl

Dyspnoe

Giemen
Stridor

Bronchospasmus

Atemstillstand

Herz-Kreislauf-
System

Blutdruckabfall/Kollaps
Schwindel

Herzklopfen/
Tachykardie

Brustschmerz

Bewusstlosigkeit

Kreislaufstillstand

Diejenigen Allergiker, die in der Anamnese eine systemische oder anaphylaktische

Reaktion auf mindestens eine Erd- oder Baumnuss angegeben hatten und bei denen

eine entsprechende Sensibilisierung im SPT nachgewiesen werden konnte, wurden zur

Teilnahme an einer DBPCFC eingeladen. Die finale Einteilung jeweiligen Schweregrades

der Allergie erfolgte auf der Basis der Ergebnisse von Anamnese, SPT und -falls
vorhanden- DBPCFC.
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2.2. Screening-Untersuchung

In der Screening-Untersuchung wurde die Anamnese erhoben, Blut abgenommen und
ein SPT durchgefuhrt (CFR-Protokoll s. Anhang 3). Die Dauer des Termins betrug ca.

eine Stunde. Hierfur erhielten die Probanden eine Aufwandsentschadigung.

2.2.1 Anamnese

Mithilfe eines standardisierten Anamnesebogens (s. Anhang 2) wurden die Ein- und
Ausschlusskriterien Uberpruft, personenbezogene Daten erfasst, Grunderkrankungen
und regelmallige Medikamenteneinnahme abgefragt und eine detaillierte Auflistung der
allergischen Vorgeschichte erstellt. Hierbei gaben die Probanden an, ob und wenn ja seit
wann atopische Vorerkrankungen (atopische Dermatitis, allergische Rhinokonjunktivitis,
allergisches Asthma) vorliegen und welche aktuellen Allergien bekannt sind. Dabei wurde
insbesondere auf die Art (Zeitraum, Symptomatik, verstarkende Faktoren und die zum
Auslésen einer Reaktion erforderliche Menge/Verarbeitungsart) der Erd-
/Baumnussallergie(n) eingegangen. AulRerdem wurde die Anzahl der durch die Allergie
bedingte Krankenhausaufenthalte und der Anwendungen eines Notfallsets (falls
vorhanden) dokumentiert. Die angegebenen Symptome wurden in sieben
Symptomkomplexe unterteilt (s. Tab. 8).

Tab. 8: Symptome allergischer Reaktionen

Organsystem Symptome

Juckreiz, Geflihl der trockenen Haut, Flush, Erythem, Urtikaria,

7B Angio6dem, Ekzemverschlechterung
OAS (Kribbeln, Brennen, Juckreiz, Pelzgeflihl), Rétung, Papeln,
Mucosal ..
Blaschen, Blasen, Schwellung
Oberer . s . .. . s
. .. Juckreiz, Rhinitis, Niesen, Geflihl der verstopften Nase, Konjunktivitis,
Respirationstrakt/ _ .
A tranende Augen
ugen
Unterer thorakales Engegeflihl, Heiserkeit, Husten, Dyspnoe, Giemen, Stridor,

Respirationstrakt Atemstillstand

Gastrointestinal- AufstoRen, Dysphagie, Globusgefiihl, Ubelkeit, Krampfe, Blahbauch,
trakt Flatulenz, Obstipation, Durchfall, Erbrechen, Inkontinenz

Kopfschmerzen, Schwindel, Midigkeit, Tachykardie, Blasse,
KaltschweiBigkeit, Vigilanzminderung, Kollaps, Bewusstlosigkeit,
Atemstillstand

Herz-Kreislauf-
System
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2.2.2 Blutentnahme

Jedem Probanden wurden zwei Serum-Rohrchen und ein Ethylendiamintetraessigsaure
(EDTA)-Réhrchen Blut abgenommen. Die Serumrohrchen wurden nach einer Ruhezeit
von 20 min bei 3000 g fur 10 min zentrifugiert und das Serum in 500 ul Eppendorf-Gefalde
umgefullt. Diese wurden wie auch die EDTA-Rohrchen bei -20°C eingefroren gelagert.
Das zentrifugierte Serum wurde fur die Messung von sIgE und den Biomarkern (s. Kap.
2.4.) verwendet. Die EDTA-Ro6hrchen wurden fur die der Arbeit zugrundeliegenden

Testungen nicht verwendet.

2.2.3 Skin Prick Test

Wir untersuchten im Hauttest 22 verschiedene Allergene sowie Histamin als Positiv- und

Natrium-Chlorid (NaCl) als Negativkontrolle (s.
Extrakte

_ _ ) Kasten 3). Die Atopene und ein Erdnuss-Extrakt
Histamin, NaCl, Erdnuss, Birke,

Sk B (alle von ALK-Abello, Hgrsholm, Danemark)

Alternaria, Katze, wurden in flissiger Form auf die Haut aufgetragen,

Dermatophagoides pteronyssinus | Und ~ mit  einer sterilen Lanzette (Allergy

Therapeutics, Worthing, UK) leicht eingeritzt. Fur

Nisse nativ die Nativtestungen wurde die sog. prick-to-prick

Haselnuss, Erdnuss, Walnuss, Technik angewandt, bei der mit der Lanzette
Pekanuss, Cashew, Pistazie, . ) )

zunachst das frische Nahrungsmittel und
Macadamia, Paranuss, Mandel

anschliel3end die obere Hautschicht des Probanden

Andere Nahrungsmittel nativ angestochen wird. Es wurden Erdnusse,
Apfel, Karotte, Sellerie, Tomate, Haselnusse, Pekanisse und Paranisse der Marke
Soja, Weizen Rapunzel Naturkost (Legau, Deutschland),

Kasten 3: Die im SPT getesteten Allergene Macadamianiisse, Walniisse, Cashewniisse und

Mandeln der Marke Lihn Reformkontor (Zarrentin, Deutschland), sowie Pistazien der
Marke Seeberger (Ulm, Deutschland) verwendet, da diese im Vergleich mit anderen
Produkten den geringsten Grad an Kontamination (z.B. durch Konservierungsstoffe,
Spuren anderer Nahrungsmittel 0.a.) aufwiesen.

Alle Baumnusse wurden roh und ungewurzt verwendet. Die einzige Ausnahme hiervon
bilden die Erdnisse, die im kommerziellen Handel ausschlie3lich in in der Schale

gerosteter Form erhaltlich sind. Die dbrigen Nahrungsmittel wurden dem
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Standardbestand des Studiencentrums entnommen, der wochentlich durch frische
Produkte aus gangigen Supermarkten aufgefullt wird.

Der SPT wurde nach 20 Minuten abgelesen und wie folgt ausgewertet:

QuaddelgréRe =  [langster Langsdurchmesser] + [l&ngster Querdurchmesser]
2

Kasten 4: Formel zur Berechnung der QuaddelgrofRe im SPT

Ab einer Quaddelgrofde von 3 mm galt der Test als positiv und somit eine Sensibilisierung
als nachgewiesen. Voraussetzung fur die Gultigkeit des Tests waren korrekte Ergebnisse

der Positiv- und Negativkontrolle.

2.3. Die doppelt blinde Placebo-kontrollierte Nahrungsmittelprovokation

2.3.1 Ablauf

Die DBPCFCs wurden entsprechend der Leitlinie (7), adaptiert an Erwachsene,
durchgefuhrt. Das bedeutet, dass die Probanden an zwei verschiedenen Terminen
mehrere Portionen eines Breis zu essen erhielten. Dieser war an einem der beiden Tage
nusshaltig, am anderen nussfrei. Zwischen den beiden Terminen musste mindestens ein
Tag Pause liegen. Der Verzehr fand unter der Aufsicht von geschultem medizinischem
Personal statt. Sowohl der Proband als auch die Aufsichtsperson waren verblindet. Das
bedeutet, dass beide nicht wussten, an welchem Termin welcher Brei verabreicht wurde.
Der Geschmack des Breis und der Ablauf der Provokation waren an beiden Terminen
identisch. Um die Verblindung zu gewahrleisten wurde der Brei von einer dritten, am
Ablauf der Provokation selbst nicht beteiligen Person, hergestellt. Fur die Dauer der
Provokation wurde den Probanden ein intravendser Zugang gelegt.

Insgesamt wurden sieben Portionen des Breis verabreicht. Mit jeder Provokationsstufe
stieg der Proteinanteil im Brei. Zwischen den einzelnen Portionen wurde jeweils eine
halbe Stunde gewartet. Bei dem Auftreten von objektiven Symptomen wurde die
Provokation abgebrochen und der Reaktion entsprechend ihrer Starke medikamentos
entgegengewirkt. Trat keine Reaktion auf, wurde der Proband 30 Minuten nach dem
Verzehr der letzten Breiportion entlassen. Wahrend der jeweiligen Provokation erfolgten

mehrere Blutentnahmen (jeweils zwei Serumrdhrchen):

40



2. Material und Methoden

- T1: vor dem Beginn der Provokation

- T2: ca. 5-10 min nach der zum Abbruch fihrenden Reaktion (falls vorhanden)

- T3: vor der Entlassung des Probanden (ca. 2 h nach der Reaktion bzw. 30 min nach

der siebten Breiportion

Wenn alle Portionen verzehrt wurden, betrug die Dauer eines Termins ca. 4 h. Fir jeden

Termin wurde eine Aufwandsentschadigung entrichtet.

2.3.2 Die Zusammensetzung der Provokationsmahizeit

Die Verblindung erfolgte in einem Basisbrei (s. Kasten 5)
Samtliche Zutaten wurden in gangigen Supermarkten
kommerziell erworben. Dem Basisbrei wurde am Tag der
Verum-Testung die zu testende Nuss in Mehlform
hinzugefugt. Wir verwendeten Haselnuss-Mehl der Marke
Muhle Schlingemann (Waltrop, Deutschland), alle

anderen Mehle wurden aus den rohen Nussen (Hersteller

Basisbrei:

- Allergenarmer Babybrei
- Reisflocken

- Zucker

- Kakao

- Pfefferminzsirup

- Wasser

Kasten 5: Die Zusammensetzung des
Basisbreis

s. Kap. 2.2.3) vor Ort hergestellt. Sowohl die Breimenge als auch der prozentuale Anteil

von Nussprotein stieg mit jeder Portion. Mit der ersten Portion wurden 0,003 g

Nussprotein verzehrt. Dies wurde gesteigert bis zu 1,8 g Nussprotein bei Haselnuss bzw.

3,0 g Protein bei Walnuss, Erdnuss und Mandel in der siebten Portion. Wurden samtliche

Portionen des Verums verzehrt, entsprach das dem Konsum von ungefahr einer Handvoll

Nussen. Falls hierbei keine Symptome auftraten, wurde die Provokation als negativ

bewertet. Fur den genauen Nussgehalt der einzelnen Breie s. Anhang 1.
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2.3.3 Reaktionsmanagement

Wahrend der Provokation wurden die
Probanden von geschultem
medizinischem Personal beaufsichtigt.
Start der

Provokation war ein korrekt liegender

Voraussetzung fur den

intravendser Zugang, um eine schnelle
Volumen- und Medikamentenapplikation
zu gewahrleisten. Die verfugbaren
Medikamente sind im Kasten 6

dargestellt.

2.4. Laboranalysen

241 Messung des sigE

Notfallmedikation:

Dimentidenmaleat (4mg)
i.v.-L6sung

Prednisolon (250mg)
i.v.-Lésung

Cetirizin (10mgq)
p.o. Tabletten

Prednisolon (50mg)
p.o. Tabletten

Salbutamol (0,1mg/Sprihstof3)
Spray zur Inhalation

Adrenalin (300ug)
Pen zur Autoinjektion

Kasten 6: Die wahrend der Untersuchung verfligbaren
Notfallmedikamente und ihre Darreichungsform

Die IgE-Messungen wurden extern von Thermo Fisher Scientific (Freiburg, Deutschland)

durchgefuhrt. Bei allen Probanden wurde das Gesamt-IgE bestimmt. Aullerdem wurde

bei den allergischen Probanden das sIgE und einige ausgewahlte Einzelkomponenten

fur die Nusse bestimmt, gegenuber welchen sie nach dem SPT-Ergebnis sensibilisiert

waren (s. Tab. 9). Fur die Bestimmungen wurde der ImmunoCAP-Assay verwendet.

Tab. 9: Panel der gemessenen IgE-Werte [Thermo Fisher Scientific (Freiburg, Deutschland)]

Nuss gemessene IgE-Werte

Haselnuss

Erdnuss — rrah 9 (f427)

Walnuss WN-IgE (f256), rdug r 1 (f441), rdug r 3 (f442)
Cashew Cas-IgE (f202)

Paranuss Para-IgE (f18), rBer e 1 (f354)

Macadamia Mac-IgE (f345)

Mandel MD-IgE (f20)

Pekanuss Peka-IgE (f207)

Pistazie Pist-IgE (f203)

HN-IgE (f17), rCor a 1 (f428), rCor a 8 (f425), nCor a 9 (f440), rCor a 14 (f439)
EN-IgE (f13), rAra h 1 (f422), rAra h 2 (f424), rAra h 3 (f424), rAra h 8 (f352),
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Ab einem Schwellenwert von 0,35 kU/I galt der gemessene Wert als erhoht.

In den Analysen zur Korrelation mit dem Schweregrad und bei der Berechnung von
Sensitivitat und Spezifitat wurden nur die Ergebnisse der Probanden berlcksichtigt,
deren Schweregrad entweder durch die DBPCFC oder im Allergiecentrum bekannte
Vorgeschichte gesichert war. Die Probanden, bei denen die Einteilung nur auf Anamnese
und SPT beruhte, wurden in diese Analysen nicht eingeschlossen.

2.4.2 Bestimmung der Biomarker

In den Seren von Probanden mit einer positiven DBPCFC haben wir die Biomarker
Histamin, Tryptase, cys-LTs und 9a-,11B-PGF2 bestimmt. Das Substrat samtlicher
Messungen war das im Kapitel 2.2.2 beschriebene Blutserum.

Tryptase wurde extern von Thermo Fisher Scientific (Freiburg, Deutschland) gemessen.
Die anderen drei Marker im wurden im internen Labor bestimmt. Die Durchfihrung
erfolgte nach den Angaben der Hersteller. Fur Histamin wurde der ELISA BA E-1000 der
Marke LDN (Nordhorn, Deutschland) eingesetzt. Die untere Detektionsgrenze betragt
hier 0 ng/ml, der hdchste Standard liegt hier bei 50 ng/ml. Cys-LTs und 9a-,11B-PGF2
wurden mit ELISAS der Marke Cayman Chemical (Ann Arbor, Michigan, USA)
gemessen. Die Detektionsgrenzen fur cysLTs liegen hiermit bei 8,6 — 2500 pg/ml (70)
und fur 9a-,11pB-PGF2 bei 1,6 — 1000 pg/ml (69).

Definitionsgemal gilt Histamin gilt ab einem Plasmalevel 20,3 ng/ml (24) und Tryptase
ab einem Wert 211,4 ug/l als erhdht (92).

2.5. Auswertung und Grafiken

Die fur das Verfassen der Arbeit, der statistischen Analysen und der Erstellung von

Graphen und Tabellen verwendeten Programme waren:

- Microsoft Office 2013 (Microsoft Cooperation, Redmond, USA)
- EndNote X7 (Thomson Reuters, New York City, USA)

- IBM SPSS Statistics 23.0 (SPSS Inc., Chicago, USA)

- GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, San Diego, USA)

Die statistischen Berechnungen wurden mit IBM SPSS Statistics 23.0 (SPSS Inc.,

Chicago, USA) durchgefuhrt. Die folgenden statistischen Tests kamen zur Anwendung:
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- Kolmogorov-Smirnov-Test zur Untersuchung der Verteilungskurve bei Alter und
Geschlecht (s. Kap. 3.1.2).

- Korrelationskoeffizient nach Spearman bei dem Vergleich von SPT-Quaddelgrélien
und der Korrelation der Messergebnisse mit dem Schweregrad und der Korrelation
der Biomarker untereinander (s. Kap. 3.2.2, Kap. 3.3.2, Kap. 3.3.4, Kap. 3.4.2, Kap.
3.4.3, Kap. 3.5.2, Kap. 3.5.3, Kap. 3.5.4).

- Mann-Whitney-U-Test, um Unterschiede in den jeweiligen Messergebnissen
zwischen den einzelnen Schweregraden festzustellen (s Kap. 3.4.3, Kap. 3.5.1. Kap.
3.5.4).

- Wilcoxon-Test fur verbundene Stichproben zur Feststellung, ob signifikante
Unterschiede in den Serumlevel der Biomarker zwischen den einzelnen

Messzeitpunkten bestehen (s. Kap. 3.5.2).
Ergebnisse galten als signifikant, wenn p<0,05. Die Receiver Operating Characteristic

der Biomarker (S. Kap. 3.5.5) wurde mit GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, San
Diego, USA) erstellt.
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3. Ergebnisse

3.1. Anamnestische Angaben

3.1.1 Identifikation der Probanden und Unterteilung in Gruppen

Insgesamt nahmen 97 Probanden an der klinischen Untersuchung teil. Anhand der in der
Anamnese beschriebenen Symptomatik, friheren Befunden und dem SPT-Ergebnis

wurden sie in funf verschiedene Gruppen eingeteilt (s. Tab. 10).

Tab. 10: Einteilung der Probanden nach dem anamnestisch ermittelten Schweregrad ihrer Reaktion

Gruppe Schweregrad Symptome laut Anamnese SPT N
K 0 keine neg. 13
S 0 keine pos. 6
1 ausschlie8lich OAS pos. 30
> moderate systemische Reak_tion (eines oder pOS. o5
A mehrere Organsysteme sind betroffen)
3 schwere systemische Reaktion mit potentiell pOS. 23

lebensbedrohlichen Folgen

Die Gruppe der gesunden Kontrollprobanden (K) umfasste 13 Personen. Diese gaben
keinerlei Symptome beim Verzehr von Erd- und Baumnussen an und reagierten nicht im
SPT. Sechs Probanden wiesen eine klinisch nicht relevante Sensibilisierung im SPT auf
und wurden als ,Sensibilisiert” (S) klassifiziert. Der Gruppe der Allergiker (A) wurden
insgesamt 78 Personen mit einer anamnestisch klinisch relevanten Erd- und/oder
Baumnussallergie zugeteilt. Diese wurden anhand des Schweregrades der Reaktion
noch einmal in drei Untergruppen unterteilt. Bei 30 Probanden war die Reaktion auf ein
OAS beschrankt, was dem Schweregrad 1 entspricht (A1). 25 Personen gaben eine
systemische, jedoch nicht lebensbedrohliche Reaktion (z.B. Flush, Urtikaria, Ubelkeit,
Schwindelgefuhl u.a.) an und wurden somit als Grad 2 eingestuft (A2). Falls die
systemische Reaktion mit potentiell lebensbedrohlichen Folgen (z.B. akute Dyspnoe,
Blutdruckabfall, laryngeales Odem) einherging und/oder bereits mindestens einmal eine
notfallmedizinische Behandlung erfordert hatte, wurden die Probanden mit Schweregrad
3 klassifiziert (A3). Dies war bei 23 Probanden der Fall.
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3.1.2 Alters- und Geschlechtsverteilung

Es nahmen 29 mannliche und 68 weibliche Probanden an der Untersuchung teil (s. Tab.
11). Die Altersspanne der Probanden lag zwischen 18 und 71 Jahren mit einem

durchschnittlichen Alter von Tab. 11: Die Geschlechtsverteilung innerhalb der Gruppen

33 Jahren. Bezuglich der
9 Gruppe N méannlich N weiblich N gesamt

Altersverteilung konnte zwischen K 6

7 13

den einzelnen Gruppen kein S 3 3 6
signifikanter  Unterschied nach- A1 8 22 30
gewiesen werden. A2 4 21 25
Laut dem Kolmogorov-Smirnov- A3 8 15 23
Test entsprach die Altersverteilung 2L - £ 2
in allen Gruppen aufder A1 der Normalverteilung (s. Abb. 8).

K S

Mittebwert = 27.93 KoK = 3617

HN=13 =0
z | =

0 0 10 ;Ot.r 30 40

10 A1 6 A2 61 A3

Mittelwert = 34 97 St A = 13789 S A, = 3403

o Std-Abw. = 1255 5 N=25 S N=23

z z Z

40 0
Alter Alter Alter

Abb. 8: Die Altersverteilung innerhalb der Gruppen

3.1.3 Atopische Begleiterkrankungen

Die von uns abgefragten atopischen Begleiterkrankungen waren Rhinokonjunktivitis,
atopische Dermatitis und allergisches Asthma. In der Gruppe A1 litten alle Probanden
unter mindestens einer atopischen Begleiterkrankung. Die sechs Probanden der Gruppe
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S litten alle unter saisonaler RK mit Birkenpollenallergie. Auch unter den Nussallergikern
war der Anteil an Birkenpollenallergikern sehr hoch (insg. 88,5%) - nur sieben Probanden
litten an einer NMA ohne Atopie. All diese Probanden gaben beziglich ihrer NMA
Symptome der Starke 2 (N=2) oder 3 (N=5) an. Den mit 73,9% geringsten Anteil an
Birkenpollenallergikern findet man bei den stark systemisch reagierenden
Nussallergikern der Gruppe A3. Von den Probanden der Gruppe K litten zwei Personen

unter Pollen-bedingter Rhinokonjunktivitis (s. Tab. 12).

Tab. 12: Die atopischen Begleiterkrankungen innerhalb der Gruppen

Gruppe Atopische I_Rhinq-_ _ Atopisc_h_e Asthma SPT I?i_rke
Erkrankung konjunktivitis Dermatitis positiv
K (N=13) 2 (15,4%) 2 (15,4%) 0 (0,0%) 0 (0,0%) 1(7,7%)
S (N=6) 6 (100%) 6 (100%) 2 (33,3%) 3 (50,0%) 6 (100%)
A1 (N=30) 30 (100%) 29 (96,7%) 15 (50,0%) 8(26,7%) 28 (93,3%)
A2 (N=25) 23 (92,0%) 22 (88,0%) 9(36,0%) 14 (56,0%) 24 (96,0%)
A3 (N=23) 18 (78,3%) 15 (65,2%) 11 (47,8%) 11 (47,8%) 17 (73,9%)
%ﬁiagr;‘)t 79 (81,4%) 74 (76,3%)  37(38,1%) 36 (37,1%) 76 (78,4%)

3.1.4 Die anamnestisch geschilderte Symptomatik

Der mit 73,1% insgesamt am haufigsten angegebene Symptom-Komplex war ,Mucosal*
und somit das OAS, gefolgt von Hauterscheinungen mit 60,3%. Samtliche Angaben und
ihre prozentuale Verteilung innerhalb der Gruppen sind in Tab. 13 dargestellt. Fur die

genaue Beschreibung der einzelnen Symptom-Komplexe s. Tab. 8 im Kapitel 2.2.1.

Tab. 13: Das Vorkommen der geschilderten Symptomkomplexe innerhalb der Gruppen

Symptom-Komplex A1 (N=30) A2 (N=25) A3 (N=23) A gesamt (N=78)

Haut 9(30,0%) 16 (64,0%) 22 (95.7%) 47 (60,3%)

Mucosal 30 (100%) 10 (40,0%) 17 (73,9%) 57 (73,1%)
Oberer

Respirationstrakt/ 2 (6,7%) 3(12,0%) 8 (34.8%) 13 (16,7%)
Augen
Unterer

I U 0 (0,0%) 8 (32,0%) 17 (73,9%) 25 (32,1%)

Gastrointestinaltrakt 0 (0,0%) 7(28.0%) 14 (60,9%) 21 (26,9%)

Herz-Kreislauf- 0 (0,0%) 3(12,0%) 14 (60,9%) 17 (21,8%)

System
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3.2. Skin Prick Test

3.2.1 Anzahl an positiven Testergebnissen

Die Haufigkeiten von positiven Reaktionen im SPT auf Erd- und BaumnUsse sowie die
Atopene sind in Tab. 14 und Tab. 15 dargestellt. Die weiteren im SPT getesteten, nicht-
nusshaltigen Nahrungsmittel wurden hier nicht weiter berlcksichtigt, da sie fur die in der

Arbeit behandelten Fragestellung keine Rolle spielen.

Tab. 14: Die Anzahl an positiven Ergebnisse im SPT mit Erd- und Baumnussen

N (%) mit positivem SPT N (%) mit positivem SPT

Erd- / Baumnuss

aus [A] (N=78)

aus [S] (N=6)

Haselnuss (nat.) 67 (85,9%) 6 (100%)
Erdnuss (nat.) 27 (34,6%) 0 (0,0%)
Erdnuss (Extr.) 42 (53,8%) 3 (50,0%)
Walnuss (nat.) 24 (30,8%) 0 (0,0%)
Pekanuss (nat.) 23 (29,5%) 0 (0,0%)
Cashew (nat.) 13 (16,7%) 1(16,7%)
Pistazie (nat.) 13 (16,7%) 0 (0,0%)

Macadamia (nat.) 41 (52,6%) 3 (50,0%)
Paranuss (nat.) 8 (10,3%) 0 (0,0%)

Mandel (nat.) 48 (61,5%) 2 (33,3%)

Tab. 15: Die Anzahl an positiven Ergebnisse im SPT mit Atopenen

N (%) mit positivem SPT

N (%) mit positivem SPT
UEPET aus [A] (N=78)

aus [S] (N=6)

Birke 69 (88,5%) 6 (100%)
Grasermix 64 (82,1%) 6 (100%)
Beifu 34 (43,6%) 1(16,7%)
Alternaria 21 (26,9%) 0 (0,0%)
Katze 43 (55,1%) 3 (50,0%)
Derm. pteron. 50 (64,1%) 3 (50,0%)
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Von den 78 Probanden der Allergiker-Gruppen waren 12 Probanden gegenuber nur einer
Nuss (siebenmal Haselnuss und funfmal Erdnuss) sensibilisiert. Nur ein Proband wies
eine reine Erdnuss-Allergie (Schweregrad 2) ohne eine Sensibilisierung gegentber
Pollen auf. Bei allen anderen Erd- und Baumnussallergikern war die Testung auf

mindestens ein oder mehrere Pollen-Atopen(e) positiv.

3.2.2 Vergleich von nativer Erdnuss und Erdnuss-Extrakt als Allergenquelle
Eine Sensibilisierung gegenliber Erdnuss

wurde im SPT sowohl mit nativer Erdnuss

(N=97) als auch mit einem kommerziellen ~ \  Erdnuss-
: Extrakt
Erdnuss-Extrakt (N=94) getestet. | ) Nx=r25

Es reagierten mehr Probanden auf den
Extrakt als auf die native Nuss (s. Abb. 9).
Das konnte daran liegen, dass man beim

Prick-to-Prick Test mit der nativen Nuss

Abb. 9: Anzahl an positiven Ergebnissen im SPT mit nativer

nicht sicher alle potentiellen Allergene mit der ¢ s und mit Erdnuss-Extrakt

Nadel erfasst, wahrend der Extrakt

20,0
. . N=84 ]
samtliche herstellbaren Erdnuss-Allergene

enthalt. Von den 24 Probanden, die im SPT . &
auf beide Tests reagiert hatten, gaben 23

(95,8%) eine klinisch relevante Allergie an.
Von den 46 auf den Extrakt sensibilisierten
Probanden hatten 37 (80,4%) eine klinisch

relevante Erdnuss-Allergie, von den 27 auf

Erdnuss nativ [mm]

native Erdnuss sensibilisierten waren es 25
(92,6%).
Far den Extrakt betrug die Sensitivitat

T | T
0 a0 100 150 200

Erdnuss Extrakt [mm]
92’5% und die Spe2|f|tat 83,3%- Far die Abb. 10: Korrelation der Quaddel-Durchmesser aus dem SPT

Testung mit der nativen Nuss lag die it der nafiven Erdnuss und dem Erdnuss-Bxrald

Sensitivitat bei 62,5% und die Spezifitat bei 96,3%. Insgesamt kann also die Testung mit
der nativen Erdnuss als genauer bewertet werden, da es im SPT mit dem kommerziellen
Extrakt zu einer hohen Rate an falsch-positiven Ergebnissen kommt. Der Vergleich der
Quaddelgroflen miteinander ergab eine signifikante Korrelation (p<0,01) mit einem

Korrelationskoeffizienten nach Spearman (rs) von 0,589 (s. Abb. 10).
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3.3. Identifikation und Klassifikation der Nahrungsmittelallergiker mittels DBPCFC

3.3.1 Ergebnisse der durchgefiihrten Provokationen

Insgesamt willigten 32 Probanden mit einer gemal der Anamnese und des SPT klinisch
relevanten Sensibilisierung zur Durchfuhrung einer DBPCFC ein. Sechs Probanden
wurden auf zwei und ein Proband auf drei verschiedene Nusse provoziert, sodass sich
eine Gesamtzahl von 40 Provokationen ergab. Eine Ubersicht tiber die Provokationen
liefert Tab. 16.

Tab. 16: DBPCFCs — Aufteilung nach Testergebnis und getesteter Nuss

Nuss N (insgesamt) N (negativ) N (Grad 1) N (Grad 2) N (Grad 3)

Haselnuss 17 6 4 5 2
Erdnuss 16 5 0 3 8
Walnuss 6 1 0 2 3

Mandel 1 1 0 0 0
gesamt 40 13 4 10 13

13 Testungen (32,5%) waren negativ und vier Probanden (10%) reagierten nur mit einem
Schweregrad 1. Zehn Probanden wurden mit Schweregrad 2 und 13 Probanden mit
Schweregrad 3 klassifiziert. Somit ergibt sich eine Gesamtzahl von 27 (67,5%) positiven
Provokationen, davon 23 (57,5%) mit einer systemischen Reaktion (Grad 2 oder 3). In
einem Fall (DBPCFC mit Erdnuss, Schweregrad 2) wurde ein undulierender Verlauf der
Reaktion beobachtet. In einem Fall konnten wir eine Reaktion mit Schweregrad 2 in der

Placebo-Testung beobachten.

3.3.2 Vergleich des bei der DBPCFC beobachteten mit dem anamnestisch

geschilderten Schweregrad

Von den 13 negativen Testungen hatten 12 Probanden anamnestisch Schweregrad 2
und ein Proband Schweregrad 1 angegeben. Drei der vier Probanden, die mit
Schweregrad 1 eingestuft wurden, hatten zuvor eine Reaktion entsprechend
Schweregrad 2 geschildert. Drei Probanden, die nach ihren Angaben als Grad 2
klassifiziert wurden, wurden aufgrund des Ergebnisses in der DBPCFC auf Grad 3

hochgestuft. In den anderen Fallen stimmten die anamnestisch geschilderten mit den bei
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3. Ergebnisse

der DBPCFC beobachteten Schweregraden uberein und es ergab sich eine signifikante
Korrelation (p<0,01) mit rs=0,734 (s. Abb. 11 und Tab. 17).

3 N=40 L
L 1]
w
L 1]
| =
E
[ ]
=
e
=
s
e
o
1]
z 1@ °
=
L
L% ]
w
U-—
] ] ] ]
1] 1 2 d

Schweregrad DBPCFC

Abb. 11: Korrelation des anamnestisch angegebenen mit dem

bei der DBPCFC festgestellten Schweregrad

Tab. 17: Vergleich der Schweregrade aus Anamnese und

DBPCFC

Schweregrad laut
Anamnese (A)
vs.
Schweregrad laut
Provokation (P)

A<P

A=P

A>P
gesamt

21
16
40

3.3.3 Vergleich der bei der DBPCFC beobachteten mit der anamnestisch

geschilderten Symptomatik

40

30

207

N
N

10 20

0 T T T T

Haut_A Haut_P Muc_A Muc_P oRT_A oRT_P uRT_A

GIT_A GIT_P HKS_A HKS_P

schen

anamnestisch

[%]

7,5
52,5
40
100

Bei dem Vergleich
der Symptome aus
Anamnese und
DBPCFC ergab sich
die grofte

Diskrepanz zwi-

angegebener und
bei DBPCFC

beobachteter

Symptomatik bei

Abb. 12: Vergleich der Symptomkomplexe aus Anamnese ("A", erste Saule) und DBPCFC ("P",

zweite Saule). Muc=Mucosal, oRT=oberer Respirationstrakt, uRT= unterer Respirationstrak,

GIT=Gastrointestinaltrakt, HKS=Herz-Kreislauf-System. Die Symptomkomplexe sind in Tab. 8

im Kapitel 2.2.1 beschrieben

»,Mucosal“ und ,unterer Respirationstrakt”.

den Symptom-

komplexen
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Hier konnten nur 54,1% bzw. 48,4% der beschriebenen Ereignisse tatsachlich wahrend
der Provokation beobachtet werden. Bei ,Haut“ stimmten 75,9% und bei
»Rhinokonjunktivitis“ 78,6% der Angaben uberein. Die Angaben von ,Herz-Kreislauf-
System® und ,Gastrointestinaltrakt® deckten sich interessanterweise zu 100% mit den
Beobachtungen (s. Abb. 12).

3.3.4 Korrelation des bei der DBPCFC festgestellten Schweregrades mit dem SPT-
Ergebnis

Bei dem Vergleich des klinisch 200

ermittelten Schweregrades mit dem N=40 g

SPT-Quaddeldurchmesser konnten wir  _ ;504 o

keinen signifikanten Zusammenhang E, ¢

feststellen. Zwar reagierten die sechs % . ®

Probanden aus unserem Datensatz, die :? : . ———

eine QuaddelgroRe >10 mm hatten, 7 $ !//fl/—

auch in der Provokation  mit G S'D'ff: = !

Schweregrad 3 (s. Abb. 13). Allerdings °

lie3 sich bezuglich einer Quaddelgrofle Ul

<10 mm keine Tendenz feststellen. 0 1| 2 3
Schweregrad

Abb. 13: Korrelation von SPT-QuaddelgréRe und
dem bei der DBPCFC festgestelltem Schweregrad

3.4. Analyse der spezifischen IgE-Werte

3.4.1 Deskriptive Statistik

Das Gesamt-IgE wurde bei allen 97 Probanden bestimmt. Die slgE-Werte wurden bei
allen auf die jeweilige Erd-/Baumnuss sensibilisierten Probanden, die Einzel-

komponenten bei den Probanden mit klinisch relevanter Sensibilisierung bestimmit.

Haselnuss
Die deskriptive Statistik der slgE-Messungen gegenlber Haselnuss-Extrakt und -

Einzelkomponenten sind in Tab. 18 dargestellt.
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Tab. 18: Anzahl der gemessenen erhéhten Werte beim sIgE gegenliber Haselnuss-Extrakt und —Einzelkomponenten (A = Einteilung
nach Anamnese, D = Einteilung nach DBPCFC bzw. gesicherter klinischer Vorgeschichte, MW = Mittelwert, SD =
Standardabweichung).

Nachweis- MW der
. Grad0 Grad1 Grad2 Grad3 "
slgE barin N erhohten SD

(%) Fallen [A/Dl [A/DI [AID] [AID] \yore neum
'(E,il‘t:’?(')‘)t 63(90,0%) 10/7 26/6 17/6 10/3 13,78 18,38
‘(:,\‘1’255'5; 49 (89,0%) 2/1 26/6 14/5 7/3 13,88 17,12
Cora8 4 109y 2/1 M1
(N=55) (10,9%) - 3 0 0,5 0,05
Corad = 7 1579 2/1 412  2/2 4 77
(N=55) (12,7%) - 63 6,
C&ng)“ 4 (7,3%) ; i 2/0 272 5,29 8,90

Das slgE gegenltber dem Haselnuss-Extrakt und dem Bet v 1-Homologon Cor a 1 war
bei der Mehrzahl der getesteten Probanden positiv. Bei 47 der 49 Patienten mit erhdhten
Werten fur sIgE gegenliber dem Cor a 1 konnte im SPT ebenfalls eine Sensibilisierung
gegenuber Birkenpollen beobachtet werden. Interessanterweise war bei zwei Probanden
mit einer systemischen Reaktion (einmal Grad 2, einmmal Grad 3) keine Reaktivitat
gegenuber dem Haselnuss-Extrakt nachweisbar. Es scheint also noch weitere, im Extrakt
nicht enthaltene, relevante Allergene zu geben.

Alle Probanden mit Cor a 14-Reaktivitat litten unter einer NMA mit Schweregrad 2 oder
3. Allerdings zeigten 21 der 23 Probanden, die in der Haselnuss-DBPCFC systemisch

reagierten, keine Erhéhung von Cor a 14.

Erdnuss
In Tab. 19 sind die Werte der deskriptiven Statistik der Messungen des Erdnuss-sigEs
abgebildet.
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Tab. 19: Anzahl der gemessenen erhdhten Werte beim sIgE gegenuber Erdnuss-Extrakt und —Einzelkomponenten (A = Einteilung
nach Anamnese, D= Einteilung nach DBPCFC bzw. gesicherter klinischer Vorgeschichte, MW = Mittelwert, SD =
Standardabweichung).

el Grad0 Grad1 Grad2 Grad3 sl el

slgE barin N erhohten SD
(%) Fallen [A/Dl [A/DI [A/D] [A/Dl \yorte kum

Extrakt 9 604%) 4/4 5/2  7/4 1378 25,82 39,06
(N=43)

Arah1 &

(Noowy 13 (54.2%) - - 2/1  11/8 35,40 39,79
Arah 2 o

(Neoay 13 (54.2%) ; ; 2/1  11/7 36,65 37,35
Arah 3 &

(Neoay 11(45.8%) ; ; 2/1 9/6 18,79 24,94
Arah 8 o

(Ne23) 16(696%) 2/2 111 471 9/5 9,27 11,35
Arah9

(Ne23) 3 (13.0%) - - 1/0  2/1 0,94 0,43

Mit N=16 war das PR-10 Protein Ara h 8 das am haufigsten nachgewiesene Erdnuss-
Einzelallergen. Alle 16 Probanden hatten im SPT eine Sensibilisierung gegenuber
Birkenpollen. Auffallig ist, dass die Speicherproteine Ara h 1, 2 und 3 ausschliellich bei
Probanden mit systemischen Reaktionen nachweisbar waren, was fur eine hohe klinische
Relevanz der Sensibilisierung spricht. Es gab allerdings auch drei Falle mit schweren
systemischen Reaktionen in der Erdnuss-DBPCFC, bei denen keine Reaktivitat

gegenuber den Speicherproteinen nachweisbar war.

Walnuss
Die deskriptive Statistik des Walnuss-sIgE ist in Tab. 20 zu finden.

Tab. 20: Anzahl der gemessenen erhdhten Werte beim sIgE gegenuber Walnuss-Extrakt und —Einzelkomponenten (A = Einteilung
nach Anamnese, D= Einteilung nach DBPCFC bzw. gesicherter klinischer Vorgeschichte, MW = Mittelwert, SD =
Standardabweichung).

Nachweis- MW der
sIgE bar in N ([;;a;do‘]’ ?ﬂdo] f;a;dD? f;a;dD‘;’ erhohten  SD
(%) Fallen Werte [kU/I]
Extrakt o
(N=18) 9 (50,0%) - 1/0 4/3 4/3 10,92 23,90
Jugr1 (N=8) 3 (37,5%) : - : 3/3 11,23 18,33
Jugr3(N=8) 2 (25,0%) : - 1/1 1/1 3,05 3,61

Sensibilisierungen gegenltber den Speicherproteine Jug r 1 und Jug r 3 waren

ausschlieBlich bei objektiv systemisch reagierenden Probanden nachweisbar. Ein

54
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Proband mit bestatigter Anaphylaxie in der Vorgeschichte wies mit sIgE gegenuber
Walnuss-Extrakt = 74,4 kU/l und Jug r 1 = 32,4 kU/l im Vergleich zu den anderen sehr
hohe Werte auf. SIgE gegenuber Jug r 3 lag bei diesem Probanden allerdings unterhalb

der Nachweisgrenze.

Andere Baumniisse

Zusatzlich zu den Nuss-spezifischen IgE-Werten wurde das Paranuss-Speicherprotein
Ber e 3 bei drei Probanden mit Paranuss-Anaphylaxie in der Vorgeschichte bestimmt. In
allen drei Fallen lie® sich sIgE nachweisen. Dies und die Ergebnisse der anderen Nuss-

spezifischen IgE-Messungen sind in Tab. 21 dargestellt.

Tab. 21: Anzahl der gemessenen erhdhten Werte beim sIgE gegenuber den anderen Baumnussen (A = Einteilung nach Anamnese,
D= Einteilung nach DBPCFC bzw. gesicherter klinischer Vorgeschichte), MW = Mittelwert, SD = Standardabweichung).

Nachweis- = 10 Grad1 Grad2 Grad3  MWder

sigE bar in N erhohten SD
(%) Fillen [A/D1 [A/D] [A/DI [A/DI oo pum
Paranuss- e
Extrakt (N25) | “ (B0.0%) ] ] ] 473 8.75 5.85
Bere1(N=3) 3 (100%) i ] i 3/3 12,47 4.96
Cashew-
Extrakt (No7) | 2 (286%) i ] i 2/0 20,44 26,11
Macadamia-
B © (31.0%) ] 2/0 4/0  3/0 1,66 2.29
Mandel-Extrakt ;4 430y 2/1  6/0 6/0 4/0 1,80 2.00
(N=28)
Pekanuss-
Extrakt (Notg)  © (50.0%) ] ] 3/1  5/2 5.08 9.62
R 4 (57,1%) ] ] 211 271 12,40 20,81

Extrakt (N=7)

3.4.2 Korrelation der slgE-Werte mit der QuaddelgroBe im SPT

Haselnuss

Der Vergleich des slgE gegenuber dem Extrakt und den Einzelkomponenten der
Haselnuss mit der SPT-Quaddelgrél3e ergab die in Abb. 14 dargestellten Ergebnisse.
Signifikante Korrelationen mit der QuaddelgroRe konnten fur das slgE gegenuber
Haselnuss-Extrakt (rs=0,307) und Cor a 1 (rs=0,375) festgestellt werden. Der p-Wert
betrug in beiden Fallen 0,01.
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sIgE gegeniiber Cor a 1 [kUIL]
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Abb. 14: Korrelationen der Haselnuss-sIgE-Werte mit den QuaddelgréRen im SPT mit nativer Haselnuss (die blaue

durch-gezogene Linie ist die lineare Anpassungslinie der Gleichung, die gestrichelte Linie zeigt den Schwellenwert von
0,35 kU/L an)
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Erdnuss

Im Vergleich des sIgE gegenuber dem Erdnuss-Extrakt und den -Einzelkomponenten mit
den QuaddelgréRen des SPT mit der nativen Erdnuss korrelierten das sIgE gegenuber
dem Erdnuss-Extrakt mit rs=0,625 (p<0,01), gegentber Ara h 1 mit rs=0,559 (p=0,05),
gegenuber Ara h 2 mit rs=0,620 (p=0,01), gegenuber Ara h 3 mit rs=0,570 (p=0,04) auf
signifikantem Niveau. Bei dem Vergleich mit den SPT-QuaddelgrolRen des Erdnuss-
Extrakts konnten signifikante Korrelationen flr das slgE gegenuber Erdnuss-Extrakt
(rs=0,588, p<0,01) und Ara h 2 (rs=0,496, p=0,014) festgestellt werden. Die Ergebnisse
sind in Abb. 15 fur den SPT mit nativer Erdnuss und Abb. 16 fir den SPT mit Erdnuss-
Extrakt dargestellt.
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Abb. 15: Korrelationen der Erdnuss-sIgE-Werte mit den QuaddelgréfRen im SPT mit nativer Erdnuss (die blaue
durchgezogene Linie ist die lineare Anpassungslinie der Gleichung, die gestrichelte Linie zeigt den Schwellenwert

von 0,35 kU/L an)
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durchgezogene Linie ist die lineare Anpassungslinie der Gleichung, die gestrichelte Linie zeigt den Schwellenwert
von 0,35 kU/L an)
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Walnuss

Bei den Vergleichen des sIgE gegenuber Walnuss-Extrakt und den Einzelkomponenten
mit der SPT-QuaddelgroRe handelt es sich in der vorliegenden Untersuchung um eine
explorative Analyse. Zwar korrelierte das sIgE gegenuber dem Walnuss-Extrakt
signifikant mit dem Schweregrad, dies ist jedoch aufgrund der geringen Fallzahl (N=18)
nicht aussagekraftig.

Paranuss

Auch die Analyse der Paranuss-slgE-Werte in Bezug auf ihre Korrelation mit der
Quaddelgroflie ist explorativ. Bei der Fallzahl von N=5 lassen sich keine allgemein
gultigen Aussagen treffen.

Andere Baumniisse

Bei dem Vergleich der slgE-Werte der anderen Nusse mit der jeweiligen QuaddelgroRe
im SPT ergaben sich keinerlei signifikante Korrelationen. Auch bei diesen Testungen gilt,
dass die Fallzahlen insgesamt zu gering sind, um eine klinisch relevante Aussage zu
treffen. Erwahnenswert ist, dass die slgE-Werte gegenuber Cashew- und Pistazie-Extrakt
mit einem rs von 1,0 signifikant miteinander korrelierten, was durch die beschriebene

botanische Verwandtschaft (s. Kap. 1.1.3.) erklarbar ist.

3.4.3 Korrelation der slgE-Werte mit dem bei der DBPCFC festgestellten

Schweregrad

In 40 Fallen wurde der Schweregrad der Reaktion durch die im Rahmen der
Untersuchung durchgefuhrten DBPCFC festgelegt. In funf weiteren Fallen, bei denen
zwar keine DBPCFC durchgefihrt wurde, konnte der Schweregrad jedoch durch die
klinische Vorgeschichte im Allergiecentrum als bewiesen angesehen werden. Fur diese

45 Falle wurde ein Vergleich des Schweregrades mit den jeweiligen sIgE-Werten erstellt.

Haselnuss

Bei den beschriebenen Probanden wurde das slgE gegenuber dem Extrakt 22-mal und
gegenuber den Einzelkomponenten 18-mal bestimmt. Die Aufstellung im Vergleich mit
dem Schweregrad ist in Abb. 17 dargestellt. Signifikante positive Korrelationen ergaben
sich fur Cor a 9 (rs=0,515, p=0,029) und Cor a 14 (rs=0,499, p=0,035). Mit dem Mann-
Whitney-U-Test konnten zwischen den einzelnen Schweregraden erwartungsgemalf}

keine signifikanten Unterschiede der slgE-Werte festgestellt werden.
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Die Sensitivitat und Tab. 22: Sensitivitdit und Spezifitit des sIgE gegeniber Haselnuss bei einem
Schwellenwert von 0.35 kU/L
Spezifitat  fir  einen - — —
slgE gegeniiber N Sensitivitit [%]  Spezifitat [%]
Schwellenwert von 0,35

HN-Extrakt 22 100 15,3

kU/L sind in Tab. 22 Cor a 1 18 100 11.1

dargestellt. Die besten Coras 18 11,1 88.8

Ergebnisse erzielten wir Cora9 18 50,0 88,8
mit einer Sensitivitat von Cora14 18 11,1 100

88,8% bei einer Spezifitat Cora9+ 18 50 88.8
Cora14 ’

von 50% mit Cor a 9. Eine
Kombination der Messungen des slgE gegenuber Cor a 9 und Cor a 14 ergab die

gleichen Ergebnisse wie die Messung des sIgE gegenuber Cor a 9 alleine.

Erdnuss

Das sIgE gegenuber dem Erdnuss-Extrakt wurde bei den oben beschriebenen
Probanden in 18 Fallen bestimmt. Das sIgE gegenuber Ara h 1, 2 und 3 bei jeweils 13
Probanden und gegenuber Ara h 8 und 9 bei je 12. Eine signifikante Korrelation mit dem
Schweregrad ergab sich beim Erdnuss-sigE (rs=0,699, p=0,01) und den
Speicherproteinen Ara h 1 (rs=0,665, p=0,013), Ara h 2 (rs=0,730, p=0,05) und Ara h 3
(rs=0,598, p=0,031) (s. Abb. 18). Fur das sIgE gegenuber dem Erdnuss-Extrakt konnte

mit dem Mann-Whitney-U-

Test ein Signiﬁkanter Tab. 23: Sensitivitat und Spezifitat des sIgE gegenuiber Erdnuss bei einem Schwellenwert
von 0,35 kU/L

Unterschied zwischen den

Schweregraden 0 und 3 slgE gegeniiber N  Sensitivitat [%] Spezifitat [%)]

. EN-Extrakt 18 91,6 50,0
ermittelt werden.
_ Arah1 13 75,0 100
Andere Unterschiede Ara h 2 13 66.6 100
wurden nicht festgestellit. Arah 3 13 58 3 100
Die Werte fur Sensitivitat Arah 8 12 63,6 -
und Spezifitat bei einem Arah9 12 9,1 100
Schwellenwert von 0,35 Arah1+
o Arah2 + 13 75 100
kU/L sind in Tab. 23 zu Arah 3
finden. In den

Einzelmessungen ergab sich mit einer Spezifitat von 100% bei einer Sensitivitat von
66,6% das besten Ergebnisse fur das sIgE gegenuber Ara h 2. Durch die kombinierte
Messung von Ara h 1, Ara h 2 und Ara h 3 erhohte sich die Sensitivitat auf 75,0%.
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Walnuss

Das sIgE gegenuber Walnuss-Extrakt wurde in sechs, gegenuber Jug r 1 und 3 in funf
Fallen mit dem Schweregrad verglichen werden. Jug r 1 korrelierte signifikante mit dem
Schweregrad (rs=0,889, p=0,044), jedoch sind auch hier die durchgefuhrten Analysen
aufgrund der geringen Fallzahl nur explorativ. Mit dem Mann-Whitney-U-Test konnten
keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Schweregraden festgestellt

werden.

3.5. Biomarker

3.5.1 Deskriptive Statistik

Die Mastzellmediatoren bzw. deren Abbauprodukt Histamin, Tryptase, cys-LTs und
9a-,11B-PGF2 wurden bei den 23 positiven DBPCFCs mit Schweregrad 2 (N=8) und 3
(N=15) jeweils zu den Zeitpunkten T1, T2 und T3, sowie bei elf der 13 gesunden
Kontrollprobanden (K) bestimmt. Verwertbare Ergebnisse konnten wir flr Histamin zu
den Zeitpunkten T1 und T3 von 23 und zum Zeitpunkt T2 von 22 Probanden messen.
Tryptase-Werte lagen bei 21 Probanden zu T1 und bei jeweils 19 Probanden zu T2 und
T3 vor. Cys-LTs konnten zu T1 bei 23, zu T2 bei 21 und zu T3 bei 22 Probanden und 9a-
,11B-PGF2 zu allen Zeitpunkten bei je 22 Probanden bestimmt werden. Eine Ubersicht
uber die ermittelten Werte liefern Abb. 19 und Tab. 24. Die fehlenden Messergebnisse
beruhten auf einem zu geringen Serum-Volumen oder Ergebnissen, die sich aulerhalb
der ELISA — Detektionsgrenzen befanden.

Mit dem Mann-Whitney-U-Test konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Allergikergruppen und der Kontrollgruppe festgestellt werden. Der einzige Marker, bei
dem bei keinem Probanden der Kontrollgruppe erhdhte Werte gemessen wurden, war
90-,11B-PGF2. Bei den Histamin-Messungen liegen Mittelwert und Median in der
Kontrollgruppe sogar oberhalb der Messwerte in den Allergikergruppen. In sechs Fallen
konnte ein Anstieg aller vier Marker bei der Reaktion beobachtet werden. In allen Fallen
reagierten die Probanden mit einem Schweregrad 3. Bei den meisten Probanden, die in
der DBPCFC mit Schweregrad 3 reagierten, stiegen mindestens drei der vier Biomarker.
Interessanterweise gab es aber einen Probanden mit einem Schweregrad 3, bei dem

keiner der Marker anstieg.
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Abb. 19: Messwerte der Biomarker in den positiven Provokationen zu den einzelnen Messzeitpunkten im Vergleich mit der
Kontrollgruppe (die lilafarbene Linie stellt den Median dar)

Tab. 24: Mittelwert (MW), Median und Standardabweichung SD der Serumlevel der Biomarker zu den einzelnen Messpunkten

Biomarker Messpunkt Median MW SD
Histamin [ng/ml] T 1,14 1,28 0,58
T2 1,18 1,46 0,92
T3 1,15 1,26 0,42
K 1,96 1,76 1,08
Tryptase [ug/L] T 3,12 3,82 2,53
T2 3,81 4,99 3,65
T3 3,91 5,21 3,93
K 3,02 5,02 5,42
cys-LTs [pg/ml] T 1042,8 1015,2 419,7
T2 1185,7 1201,2 340,2
T3 1079,5 1052,9 336,0

K 819,2 936,7 425,5
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9a-,11B-PGF2 [pg/ml] ™ 48,5 65,9 60,6
T2 64,4 117,2 93,7
T3 72,1 121,0 136,5
K 39,3 41,9 14,0

3.5.2 Die Entwicklung der Plasmaspiegel der Biomarker im Verlauf der DBPCFC

Bei der Betrachtung der Serumwerte im Verlauf der Provokationen wird deutlich, dass die
Serumspiegel aller vier Marker wahrend einer allergischen Reaktion nicht immer
ansteigen (s. Abb. 20 und 21). Vor allem bei Histamin entspricht der zeitliche Verlauf
oftmals nicht der erwarteten Kurve: Zum Zeitpunkt T2 konnte man im Vergleich zu T1 nur
bei 12 Probanden einen Anstieg beobachten, bei einem Probanden blieb der Wert gleich,
bei neun fiel er im Vergleich zum Basalwert sogar ab. Am zuverlassigsten bezlglich des
Ansteigens war zu beiden Zeitpunkten 9a-,11B-PGF2. Aber auch hier konnte bei drei
Probanden ein Abfall der Werte von T1 auf T2 beobachtet werden. Einzig bei den
Tryptase-Werten konnten signifikante Korrelationen des prozentualen Anstiegs/Abfalls
mit dem Schweregrad der Reaktion festgestellt werden: Der Korrelationskoeffizient
betrug hierbei rs=0,742 (p<0,01) fur T1-T2 bzw. rs=0,703 (p=0,01) fur T1-T3.
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Abb. 20: Der prozentuale Vergleich der Entwicklung (Anstieg bzw. Abfall) der Serumspiegel der Biomarker von T1 bis T2
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Abb. 21: Der prozentuale Vergleich der Entwicklung (Anstieg bzw. Abfall) der Serumspiegel der Biomarker von T1 bis T3

Die Zeitkurve der einzelnen Marker ist in Abb. 22 dargestellt. Signifikante Unterschiede
wurden fur Tryptase zwischen T1/T2 (p=0,004) und T1/T3 (p=0,002), fur 9a-,11B3-PGF2
zwischen T1/T2 (p=0,002) und T1/T3 (p=0,007) und fir cys-LTs zwischen T1/T2
(p=0,017) festgestellt. Diese wurden mit dem Wilcoxon-Test fir verbundene Stichproben

berechnet. Bemerkenswert ist, dass zwischen den Zeitpunkten T2 und T3 keiner der

Marker mehr signifikant anstieg.
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Abb. 22: Die Zeitkurven der Serumwerte im Verlauf der DBPCFC (n.s. = nicht signifikant)

3.5.3 Korrelation der Biomarker untereinander
Weder zwischen den Absolutwerten der Marker zu den einzelnen Messzeitpunkten, noch
zwischen dem prozentualen Anstieg/Abfall von T1 auf T2 bzw. T3 konnten signifikante

Korrelationen eines Biomarkers mit einem oder der anderen Markern festgestellt werden.

3.5.4 Korrelation der Biomarker mit dem bei der DBPCFC festgestellten
Schweregrad

Histamin

Bezuglich der Histamin-Werte konnten zu keinem Mess-Zeitpunkt signifikante
Korrelationen der Serumwerte mit dem Schweregrad der Reaktion in der DBPCFC
festgestellt werden (s. Abb. 23). Es wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Histaminwerten mit dem Mann-Whitney-U-Test ermittelt, wenn die Gruppen nach

dem Schweregrad der Reaktion differenziert wurden.
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Abb. 23: Histamin-Werte zu den Mess-Zeitpunkten T1, T2 und T3 in Relation zum Schweregrad der Reaktion in der DBPCFC
(n.s. = nicht signifikant)

Tryptase

Die Vergleiche der Tryptase-Werte mit dem durch die DBPCFC ermittelten Schweregrad
sind in Abb. 24 dargestellt. Es zeigten sich signifikante Korrelationen zu den Zeitpunkten
T2 (rs=0,676, p=0,001) und T3 (rs=0,724, p<0,001), wenn die Gruppen nach dem
Schweregrad differenziert wurden. Signifikante Unterschiede zwischen den

Schweregrad-Gruppen konnten mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet werden.
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Abb. 24: Tryptase-Werte zu den Mess-Zeitpunkten T1, T2 und T3 in Relation zum Schweregrad der Reaktion in der DBPCFC
(n.s. = nicht signifikant)

Cys-LTs
Fur die Werte der cys-LTs konnten keine signifikanten Korrelationen mit dem
Schweregrad oder signifikante Unterschiede in den Serumwerten zwischen den

Schweregraden ermittelt werden (s. Abb. 25).
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Abb. 25: Cys-LTs-Werte zu den Mess-Zeitpunkten T1, T2 und T3 in Relation zum Schweregrad der Reaktion in der DBPCFC
(n.s. = nicht signifikant)
9a-,11B-PGF:
Auch fur 9a-,113-PGF2 waren in keiner der angewandten Analysen signifikante

Korrelationen oder Unterschiede bzgl. der Schweregrade nachweisbar (s. Abb. 26).
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Abb. 26: 9a,11B3-PGF,-Werte zu den Mess-Zeitpunkten T1, T2 und T3 in Relation zum Schweregrad der Reaktion in der DBPCFC
(n.s. = nicht signifikant)

3.5.5. Receiver Operating Characteristic

Die Receiver Operating Characteristic (ROC)-Kurven zur Analyse der diagnostischen
Testsicherheit sind in Abb. 27 dargestellt. Die Analyse wurde fur die Biomarker-
Messungen zu den Zeitpunkten T2 und T3 jeweils im Vergleich zum Basalwert (T1)
durchgefuhrt. Die héchsten AUC-Werte ergaben sich mit 0,6281 (T2) und 0,6508 (T3) fur
9a-,11B-PGF2, allerdings nicht auf signifikantem Niveau.
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Messzeitpunkten T2 und T3 im Vergleich zum Basalwert T1
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden die Mediatoren Histamin, Tryptase, cys-LTs und
9a,11B-PGFz2im peripheren Blut bei Erd- und Baumnussallergikern vor und nach einer
DBPCFC untersucht. Es wurde zum einen geprift, ob die Marker mit dem Ausgang einer
DBPCFC assoziiert sind und zum anderen, ob eine Korrelation mit dem Schweregrad der
Reaktion vorliegt. Zusatzlich wurde bei den Probanden spezifisches IgE untersucht, um
unter Berlcksichtigung der klinischen Daten festzustellen, ob und in welchem Ausmal}

eine nachgewiesene Sensibilisierung mit der klinischen Relevanz korreliert.

4.1. Die doppelt blinde Placebo-kontrollierte Nahrungsmittelprovokation —

Die kritische Betrachtung von Durchfiihrung und Auswertung

Der Vergleich verschiedener Studien, die auf einer DBPCFC basieren, ist nicht immer
einfach. Auch wenn Uber die letzten Jahre versucht wurde die Protokolle fur die DBPCFC
zu standardisieren -nicht zuletzt mit der aktuell geltenden Leitlinie (7)- sind die
publizierten Studienergebnisse schwer zu vergleichen (18). Parameter wie
Patientenkollektiv, Anzahl und Allergengehalt der einzelnen Portionen, Art der
Verblindung, Definition von Symptomatik und Schweregrad, Stoppkriterien und die Form
der statistischen Auswertung sind oft unterschiedlich.

Die bisher grofte standardiesierte Untersuchung von Nahrungsmittelallergikern erfolgte
innerhalb des EuroPrevall-Projekts. Hier wurden Nahrungsmittelallergiker aus 12
verschiedenen europaischen Landern eingeschlossen (9). Das dort verwendete
DBPCFC-Protokoll sieht vor die Portionen wahrend der Provokation in einem Intervall
von 20 min zu verabreichen, wahrend in der vorliegenden Untersuchung gemaR der
Leitlinie 30 min als Expositionsintervall verwendet wurden. Zusatzlich waren die
Gesamtzahl der verabreichten Portionen und die maximale Dosis des Haselnuss-
Proteins mit 3,0 g hoher als bei uns. Die in der vorliegenden Untersuchung verwendete
Maximalmenge von 1,8 g wurde gewahlt, weil es einer Ublichen Portion Haselnusse (ca.
eine Hand voll) entspricht.

Auch im Vergleich mit anderen DBPCFC-basierten Studien finden sich haufig gering- bis
mittelgradige Unterschiede zu unserem Protokoll (14, 93, 94). Jedoch ist hierbei zu

berticksichtigen, dass einige der Vergleichsstudien mit Kindern durchgefuhrt wurden und
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nicht wie im vorliegenden Fall mit Erwachsenen (14, 93-95). Dies kann bei den
auslésenden Mengen, aber auch bei der Analyse von slgE-Profilen zu unterschiedlichen
Ergebnissen flihren (34).

Unterschiede im Ablauf und der Interpretation von DBPCFCs beeinflussen die
Ergebnisse (93, 96). Die Einhaltung eines standardisierten Protokolls ist somit von
besonderer Bedeutung, um einen sinnvollen Datenvergleich zu gewahrleisten.

In der vorliegenden Untersuchung wurde eine DBPCFC positiv bewertet und beendet bei
dem Auftreten von objektiven Symptomen. Bei samtlichen positiven oralen Provokationen
gingen der objektiven Symptomatik bereits subjektive Symptome (z.B. OAS) bei einer
vorhergehenden Stufe voraus. Dies erschwert die Definition des ,Startpunktes® der
Reaktion. Mdglicherweise begann die immunologische Reaktion und damit die Mastzell-
Aktivierung schon mit dem Beginn der subjektiven Symptomatik. Dies ware eine mdgliche
Erklarung fur die teilweise ungewohnlich niedrigen Histamin-Werte zum Zeitpunkt T2 (s.
Kap. 4.3.1). Um diese Theorie zu uberprufen kdnnte in einer ahnlich aufgebauten Studie
im Verlauf der DBPCFC standardmafig und unabhangig von der Symptomatik nach jeder
Provokationsstufe Blut abgenommen werden und somit eine detaillierte Verlaufskurve
uber den Anstieg und ggf. Abfall der Biomarker-Serumwerte erfolgen.

Eine andere Herangehensweise ware die Durchfiuhrung einer sog. ,single-shot"
Provokation. Dies wird bereits in einer in Irland, Australien und den USA durchgefihrten
Erdnuss-Provokationsstudie (peanut allergy threshold study ,PATS") getestet (97). Hier
erfolgen Erdnuss-Provokationen mit einer einfachen Gabe der EDos (engl. ,Eliciting Dose®
= die Dosis, bei der 5% der entsprechenden Allergiker eine Reaktion haben). Allerdings
ist diese Form der Provokation zum einen mit einem erhdhten Risiko fur die Patienten
assoziiert und zum anderen nur beschrankt auf die Allgemeinheit anwendbar, da
Reaktionsschwellen individuell sehr unterschiedlich sind (98).

Die im Rahmen der vorliegenden Untersuchung durchgefuhrten DBPCFCs waren in 40%
negativ bzw. waren bezuglich der klinischen Reaktion schwacher als aufgrund der
Anamnese erwartet. Dies konnte auch in anderen Studien beobachtet werden (94). Nicht
selten Ubersteigt der subjektiv. wahrgenommene Leidensdruck den klinisch
nachweisbaren Schweregrad (29, 99). Gemal einer aktuellen Metaanalyse ist die
Pravalenz der selbsteingeschatzten NMA etwa sechsmal so hoch wie die der durch eine
DBPCFC  bestatigten NMA (22). Dadurch, dass Nahrungsmittel und
Nahrungsmittelunvertraglichkeiten heutzutage mehr im Fokus der Offentlichkeit stehen

denn je, Uberschatzen manche Personen ihre Beschwerden im Sinne einer Allergie.
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Neuere Analysen bzgl. der Epidemiologie der NMA schlagen vor, dass die in den letzten
Jahren gestiegene Pravalenz der NMA nicht nur einem tatsachlichen Anstieg der
Erkrankung geschuldet ist, sondern auch ein Resultat des starkeren Bewusstseins in der
Bevolkerung und der veranderten Diagnosestandards sein konnte (13, 100). Eine
psychologische Komponente ist bei der DBPCFC nie ganz auszuschlielen. Die
subjektiven Wahrnehmungen von Patient und Untersucher sind potentielle Fehlerquellen.
In der vorliegenden Untersuchung wurde in einem Fall eine Reaktion wahrend der
Placebo-Testung beobachtet. Auch Ahrens et al. und Vlieg-Boerstra et al. konnten bei
Testungen mit Kindern positive Placebo-Reaktionen beobachten (101, 102).

Alle oben angesprochenen Aspekte verdeutlichen den Bedarf nach einer zusatzlichen
Methode zur Validierung des Ausgangs der DBPCFC und zur Einschatzung der Schwere
der NMA. Somit kdnnte die Genauigkeit der epidemiologischen Daten verbessert und den
Betroffenen eindeutige Hinweise Uber die Art ihrer Unvertraglichkeit und die damit
eventuell einhergehenden Einschrankungen im Alltag gegeben werden.

4.2. Die Bedeutung des spezifischen IgE

Es gibt bereits zahlreiche klinische Studien, bei denen die slgE-Messung als
diagnostisches Hilfsmittel zur Bestatigung einer NMA eingesetzt wurde. Im Folgenden
werden unsere Ergebnisse bezlglich ihrer diagnostischen Zuverlassigkeit diskutiert und
mit den Ergebnissen anderer Studien verglichen. Der Datenvergleich ist nicht immer ganz
einfach, da die Studien teilweise sehr unterschiedlich aufgebaut sind. Bei vielen grol3er
angelegten Studien beruht die Einteilung des Schweregrads auf Selbstangaben und/oder
dem Nachweis einer Sensibilisierung im SPT. Eine Sicherung durch die DBPCFC wurde
nicht immer durchgeflhrt. Daher ist die Unterscheidung zwischen klinisch relevanten

Allergien und stummen Sensibilisierungen manchmal nicht eindeutig.

4.2.1 Uberblick und Datenvergleich

In der vorliegenden Untersuchung wurden das slgE gegenuber den Erd-/Baumnuss-
spezifischen Extrakten, sowie gegenuber den rekombinanten Einzelkomponenten der
Haselnuss (Cora 1, Cor a 8, Cor a 9, Cor a 14), der Erdnuss (Ara h 1, Ara h 2, Ara h3,
Ara h 8, Ara h 9), der Walnuss (Jug r 1, Jug r 3) und der Paranuss (Ber e 1) bestimmt.
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Ein positives slgE gegenuber den Extrakten weist eine immunologische Sensibilisierung
gegen die jeweilige Nuss nach. Uber die Art der Sensibilisierung und die klinische
Relevanz lasst sich jedoch in der Regel keine Aussage ableiten. In unserer Untersuchung
korrelierten nur die Werte des sIgE gegentber dem Erdnuss-Extrakt signifikant mit dem
Schweregrad, bei dem sIgE gegenuber den Baumnuss-Extrakten war dies nie der Fall.
Insgesamt sind die slgE-Werte gegenuber den Einzelkomponenten mit ihren teilweise
bereits bekannten spezifischen Eigenschaften besser geeignet, um eine Allergie zu
bewerten (94, 103).

Die Sensibilisierung gegenuber den PR10-Proteinen Cor a 1 und Ara h 8 sind klassisch
fur die pollenassoziierte NMA und haufig positiv bei erwachsenen Birkenpollen-
Allergikern in Nord- und Mitteleuropa (34, 104). Auch in der vorliegenden Untersuchung
waren es die prozentual am haufigsten nachweisbaren sIgE-Reaktivitaten.

Wahrend die Sensibilisierung gegentber Ara h 8 im vorliegenden Kollektiv immer mit
einer Sensibilisierung gegenuber Birkenpollen assoziiert war, gab es Probanden mit
erhdhtem slgE gegentber Cor a 1 ohne eine Birkenpollen-Sensibilisierung im SPT.
Dieses Phanomen wurde auch in anderen Studien beobachtet (8, 105). Eine mdgliche
Erklarung hierfur ist, dass eine andere Pollenart als die Birke fur diese Kreuzreaktion
verantwortlich ist (8). Wie in anderen Analysen (8, 14, 46, 104-107) sind slgE-
Reaktiviaten gegenuber Cor a 1 und Ara h 8 auch in unserer Population bzgl. des
Schweregrades unspezifische Marker. Die Messung kann wertvoll sein um
Kreuzallergien aufzudecken (12), der klinische Nutzen zur Einschatzung von Art und

Schwere der Allergie ist aber beschrankt.

Eine Sensibilisierung gegenuber den LTPs Cor a 8, Ara h 9 und Jug r 3 findet sich vor
allem in Sudeuropa (60, 106, 108). Als primare Sensibilisierungsquelle ist hierbei das
Pfirsich-Majorallergen Pru p 3 zu nennen (60). Insgesamt ist die Haselnuss-Allergie in
Sudeuropa seltener als in den mittel- und nordeuropaischen Birkenpollen-endemischen
Gebieten (8, 106, 109). In der vorliegenden Untersuchung war LTP-Reaktivitat nur bei
wenigen Probanden nachweisbar. Die Assoziation einer Sensibilisierung gegenuber
LTPs mit schweren Reaktionen wurde in einigen friheren Analysen beschrieben (34, 94,
105, 106). In unserem, eher kleinem, Kollektiv konnten wir eine solche Tendenz nicht
feststellen, weshalb sich eine Aussage bzgl. der klinischen Relevanz der Sensibilisierung
auf der Basis der vorliegenden Daten nicht treffen lasst.

Die Messung der LTP-Reaktivitat ist natzlich, um regionale Sensibilisierungsmuster zu
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erkennen, ist aber in Nord- und Mitteleuropa aufgrund ihrer Seltenheit zur Interpretation
der klinischen Erscheinungsform einer Allergie eher nicht geeignet.

Die vielversprechendsten Ergebnisse bzgl. der diagnostischen Aussagekraft wurden
bisher mit dem sIgE gegenuber Speicherproteinen gefunden (14, 94, 95, 106).

Das slgE gegenuber dem 2S Albumin Cor a 14 war in der vorliegenden Untersuchung
nur bei 7,3% der Haselnuss-Allergiker nachweisbar, aber in allen Fallen klinisch relevant
und signifikant mit dem Schweregrad assoziiert. Aufgrund der geringen Fallzahl sind
diese Befunde allerdings kritisch zu bewerten. Kattan et al., deren Probandenkollektiv
aus 42 padiatrischen Patienten bestand, gaben -basierend auf offenen
Nahrungsmittelprovokationen- fur Cor a 14 21,0 kU/I eine Sensitivitat von 92% und eine
Spezifitdt von 93% an (110).

Auch in anderen Studien konnte bei Testungen mit Kindern eine gute diagnostische
Treffsicherheit fur das sIgE gegenuber Cor a 14 ermittelt werden. Die berechneten
optimalen Schwellenwerte unterscheiden sich allerdings stark:

Bei Beyer et al. wurde eine 90%-Wahrscheinlichkeit flir eine positive Provokation bei
einem Schwellenwert von Cor a 14 247,8 kU/l angegeben (14), bei Masthoff et al. mit
>5,0kU/I (Kinder) bzw. 21,0 kU/I (Erwachsene) (104).

Die bisher publizierten Daten in Zusammenhang mit den hier vorliegenden Ergebnissen
weisen darauf hin, dass aktuell Kinder haufiger als Erwachsene gegenuber Cor a 14
sensibilisiert sind.

Es wurde mehrfach in der Literatur beschrieben, dass eine Sensibilisierung gegenuber
dem 11S Globulin Cor a 9 ebenfalls mit systemischen Reaktionen einhergehen kann
(104). Auch in der vorliegenden Untersuchung war eine Sensibilisierung gegentber Cor
a 9 zumeist mit einer systemischen Reaktion assoziiert.

Bezlglich der Qualitat als diagnostischer Marker wird das sIgE gegenuber Cor a 9 von
einigen Autoren als vergleichbar oder besser als das sIgE gegenuber Cor a 14 bezeichnet
(104, 106, 110), in anderen Studien wurde letzteres als Uberlegen beschrieben (14, 95,
111). Fur das hier getestete Probandenkollektiv ergab sich eine signifikante Korrelation
mit dem Schweregrad und einer hdheren Sensitivitat fur slgkE gegenuber Cor a 9 als fur
slgE gegenuber Cor a 14.

Das 2S Albumin Ara h 2 gilt als das Erdnuss-slgE mit der vielversprechendsten
diagnostischen Aussagekraft (94, 106). Auch bei uns lag die Spezifitat fir sIgE gegentber
Ara h 2 bei 100%. Ein Serumwert = 0,16 kU/I ging mit einer 100% Wahrscheinlichkeit fur
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eine positive DBPCFC einher. Solche hohen Spezifitaten von sIgE gegeniber Ara h 2
konnten in fast allen vergleichbaren Studien festgestellt werden, was fur die hohe
klinische Relevanz der Sensibilisierung spricht. Die publizierten optimalen
Schwellenwerte unterscheiden sich jedoch. Eine Auswahl aus Publikationen der letzten
Jahre und den jeweiligen ermittelten Werten fur Sensitivitat, Spezifitat und den optimalen
Schwellenwert ist als Ubersicht in Tab. 25 zu finden.

Tab. 25: Der Vergleich von Sensitivitat, Spezifitdt und Schwellenwert des slgE gegenuber Ara h 2 in verschiedenen Publikationen

Jahr der Probanden- Sensitivitit Spezifitit Schwellenwert

S Publikation alter [Jahre] [%] [%] [KU/I
METHEL Gt el 2016 3-13 94.4 100 >0.35
(12)
Ballmer-Weber
ot al. (34) 2015 16-40 n.a. 97.0 >1.0
Beyer et al. (14) 2015 <18 86,0 86,0 20,35
Eller et al. (107) 2013 1-26 70,0 100 > 1,63
Codreanu et al.
(103) 2011 1-18 96.0 85.0 > 0,1
Mg e £ 2l 2011 7-14 93 1 100 > 0,55

(112)

Die Uberwiegende Anzahl der in Tab. 24 aufgefuhrten Studien wurden mit padiatrischen
Patienten durchgefuhrt. Auffallig ist die bei uns die im Vergleich mit den dargestellten
Studien niedrige Sensitivitat von 66,6%. Auch Eller et al., die neben Kindern auch junge
Erwachsene einschlossen, beobachteten eine niedrigere Sensitivitat fur slgE gegenuber
Ara h 2 als die Arbeitsgruppen, die ausschlieR3lich mit Kindern arbeiteten (107). Das lasst
sich durch die Annahme erklaren, dass mit steigendem Lebensalter der prozentuale
Anteil von Sensibilisierungen gegenuber PR10-Proteinen steigt und gegenuber
Speicherproteinen sinkt (34). In unsere Analyse korrelierten die Werte des sIgE
gegenuber Ara h 2 signifikant mit dem Schweregrad. Das war auch bei Eller et al. der Fall
(107). Blumchen et al. fanden zwar eine negative Korrelation von Ara h 2 und der Hohe
der auslésenden Proteindosis, aber keine Korrelation mit dem Schweregrad (93).

Aufgrund der Datenlage kann man davon ausgehen, dass hohe slgE-Werte gegenuber
Ara h 2 mit einem grof3en Risiko fur eine schwere Reaktion einhergehen und die
Sensibilisierung so gut wie immer Klinisch relevant ist. In Kombination mit der

entsprechenden Anamnese kann somit in Einzelfallen auf eine DBPCFC verzichtet
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werden. Allerdings kamen sowohl in unserer Analyse als auch in einigen
Vergleichsstudien (14, 107) positive DBPCFCs bei negativem Ara h 2-sIgE vor. Eine
geringe Ara h 2-Reaktivitat schlie3t also eine schwere Erdnuss-Allergie nicht aus.

Fir das slgE gegenliber dem 7S Globulin Ara h 1 und dem 2S Albumin Ara h 3 konnte
im vorliegenden Kollektiv ebenfalls haufig eine klinische Relevanz der Sensibilisierung
und eine signifikante Korrelation mit dem Schweregrad nachgewiesen werden. Dies
wurde auch in anderen Studien beobachtet (106). Es konnte gezeigt werden, dass die
Messung dieser Parameter zusatzlich zu Ara h 2 die Testsensitivitat (34) bzw. -spezifitat
(94, 106) erhoht. Diese Ergebnisse konnten aber nicht immer reproduziert werden (107).
Bei uns wurde die Spezifitat durch die kombinierte Messung ebenfalls von 66,6% auf
75,0% erhoht, die Sensitivitat blieb mit 100% gleich. Die Datenlage zu diesen beiden
Proteinen ist bisher noch nicht so umfangreich wie zu Ara h 2.

Das 2S Albumin Jug r 1 gilt zusammen mit dem Vicilin Jug r 2 und dem 11S Globulin Jug
r 4 als Majorallergen der Walnuss (113-115). Wir konnten in unserem — jedoch sehr
kleinem — Kollektiv haufig eine klinische Relevanz der Sensibilisierung sowie eine
signifikante Korrelation mit dem Schweregrad feststellen. Auch Teuber et al. konnten mit
Jug r 1 gute Ergebnisse erzielen (115). In einer retrospektiven Analyse von Mew et al.
war es im Vergleich mit den anderen Einzelkomponenten und dem Extrakt der Marker
mit der hdéchsten Spezifitat (116). Das slgE gegenuber Jug r 1 scheint somit ein
vielversprechender Marker fur das Vorliegen einer schweren Walnuss-Allergie zu sein.
Seine genaue Bedeutung muss allerdings noch in weiteren Studien mit hoheren
Probandenzahlen analysiert werden.

Bei allen Paranuss-Anaphylaktikern war das slgE gegentber dem 2S Albumin Ber e 1
signifikant erhoht. Auch in einer neueren Studie von Rayes et al. konnten bei der
Messung von sIgE gegenuber Ber e 1 vielversprechende Ergebnisse mit einer hohen
klinischen Relevanz und mit einer hoheren Sensitivitat als gegentiber dem Paranuss-
Extrakt gefunden werden (117). Eine retrospektive Analyse von Alcocer et al. (118) liefert

einen guten Uberblick liber die aktuelle Datenlage zu Paranuss-Allergenen.

4.2.2 Moglichkeiten und Limitationen im klinischen Alltag

Die Messung von slgE im Rahmen der Diagnostik allergischer Erkrankungen liefert
Informationen Uber das individuelle Sensibilisierungsmuster und kann zur Prognose des

Schweregrades beitragen (14). Aullerdem unterstlitzen slgE-Reaktivitaten als
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Verlaufsparameter die Dokumentation der zeitlichen Entwicklung einer Allergie (55). Vor
allem die CRD-Methode erhoht die Testsensitivitat und —spezifitat (46, 57, 119). Durch
die Zuordnung von Einzelallergenen zu Proteinfamilien lassen sich regionale
Sensibilisierungsmuster erkennen und Kreuzallergien identifizieren (57).

Es wurden noch nicht alle relevanten Nahrungsmittel-Allergene identifiziert (119). Jedes
Jahr werden neue Allergene rekombinant hergestellt und in die Testsysteme
aufgenommen. Einen aktuellen Uberblick liefern detaillierte Allergen-Datenbanken im
Internet (50, 58, 120).

Die gewonnenen Ergebnisse mussen immer im Zusammenhang mit der Anamnese und
der klinischen Relevanz fir den Patienten betrachtet werden (55, 59). Bis zu 2/3 der
nachgewiesenen Sensibilisierungen bleiben klinisch stumm. Die Uberbewertung einer
Sensibilisierung im Sinne einer Allergie ist einer der haufigsten Fehler, die in der
Interpretation von  Befunden gemacht werden (22). Risikofaktoren  fur
Fehlinterpretationen sind auRerdem die unterschiedliche Qualitat der Extrakte (7) und der
Einfluss der CCDs (s. Kap. 1.5.1), die zu falsch-positiven Ergebnissen bei der Messung
mit Extrakten (nicht aber mit den Einzelkomponenten) fihren kénnen (119).

Laut der aktuellen Leitlinie (7) wird eine routinemafige und alleinige Messung des slgE
nicht empfohlen. Ein Grund hierfir sind auch die hohen Kosten der Testung (119). Die
Bestimmung kommt im klinischen Alltag vor allem bei besonderen Fragestellungen sowie

bei Patienten mit Kontraindikationen fur den SPT (s. Kap. 1.2.3) infrage.

4.3. Die Bedeutung der gemessenen Biomarker

4.3.1 Histamin

Histamin war in unseren Messungen der Mediator mit der geringsten diagnostischen
Aussagekraft im Vergleich zu den anderen. Nur bei ca. 50% der Probanden konnte bei
T2 ein Anstieg des Histamin-Serumwertes im Vergleich zu T1 festgestellt werden. Dies
ist insofern erstaunlich, da Histamin seinen Maximalwert ca. zehn Minuten nach einer
Reaktion erreichen sollte (64, 76, 121). Diese Eigenschaft der kurzen Halbwertszeit
macht eine zeitgerechte Bestimmung im klinischen Alltag kaum madglich, sollte jedoch im
Rahmen der bei der DBPCFC hergestellten kontrollierten Bedingungen kein Hindernis
darstellen. Eine mogliche Erklarung flir den dennoch ausbleibenden Anstieg der

Histamin-Werte im peripheren Blut hangt eventuell mit dem bereits angesprochenen

79



4. Diskussion

Zeitintervall zwischen subjektiver und objektiver Symptomatik zusammen (s. Kap. 4.1.):
Es kann sein, dass die Histamin-Freisetzung zum Teil mit den ersten subjektiven bzw.
nicht-objektiv ersichtlichen Symptomen begann und die Serum-Konzentration zum
Messzeitpunkt T2 bereits wieder gesunken war. Um diese Theorie zu Uberprifen, sollte
in einer ahnlich aufgebauten Untersuchung der Serumspiegel nach jeder Stufe und nicht
erst bei einer objektiven Reaktion gemessen werden. Eine andere Moglichkeit einen
Histamin-Anstieg darzustellen koénnte die Messung von den Abbauprodukten des
Histamins im Urin sein.

Bei einigen der gesunden Kontrollprobanden konnten wir ebenfalls erhohte Histamin-
Werte feststellen. Eine Erhohung des Serumwertes ist also nicht zwangslaufig die Folge
einer allergischen Reaktion, sondern kann auch noch von anderen Faktoren (z.B. die
Aufnahme bestimmter Histamin-haltiger Nahrungsmittel oder einer unspezifischen
Mastzell-Aktivierung) beeinflusst werden (122).

Bei dem Vergleich verschiedener Datensatze stol3t man hier auf ahnliche Probleme wie
beim sIgE (s. Kap. 4.2.), da sich die zugrunde liegenden Studien teilweise stark in ihrem
Aufbau und ihren Ergebnissen unterscheiden.

In der vorliegenden Untersuchung war Histamin nicht geeignet, um als Biomarker eine
allergische Reaktion zu bestatigen. Auch eine Korrelation mit der Symptomatik oder dem
Schweregrad konnten wir nicht feststellen. Zu diesen Erkenntnissen kamen auch Nassiri
et al., Laroche et al. und Vadas et al. (73, 123, 124).

Lin et al. hingegen beschreiben eine Assoziation von erhohten Histamin-Werten mit dem
Auftreten von Urtikaria und/oder gastrointestinaler Symptomatik (76). Brown et al. und
Halmerbauer et al. konnten eine Korrelation mit dem Schweregrad (64, 125) feststellen.
In Tab. 26 ist eine Auswahl von Publikationen der letzten drei Jahrzehnte, wo

Histaminmessungen bei Allergikern durchgeflhrt wurden, dargestellit.
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Tab. 26: Eine Auswahl an Publikationen, bei denen Histaminwerte im Rahmen einer allergischen Reaktion gemessen wurden.

MW = Mittelwert.

Autor

Eigene
Messung

Nassiri et
al.
(73)

Laroche
et
al.(121)

Brown et
al.
(64)

Vadas et
al.
(124)

Mayer et
al.
(24)

Lin et al.
(76)

Erschei-
nungs-
jahr

2017

2015

2014

2013

2013

2011

2000

Land

Deutsch-
land

Deutsch-
land

Frank-
reich

Aus-
tralien

Kanada

Deutsch-
land

USA

Probanden-
kollektiv

Nahrungsmit-
telallergiker
nach DBPCFC

Anaphylaktiker
mit akuten
Reaktionen in
der
Notaufnahme

Patienten mit
perioperativer
Anaphylaxie

Patienten mit
akuten
allergischen
Reaktionen in
der
Notaufnahme

Patienten mit
akuten
allergischen
Reaktionen in
der
Notaufnahme

Post mortem
Analyse von
drei fatalen
Anaphylaxie-
Fallen

Patienten mit
akuten
allergischen
Reaktionen in
der
Notaufnahme

Ergebnisse

Kein signifikanter
Anstieg bei der
Reaktion, keine
Korrelation mit dem
Schweregrad

Keine signifikant
hoheren Werte nach
der anaphylaktischen
Reaktion, keine
Korrelation mit dem
Schweregrad

Signifikante Erhéhung
der Serumwerte im
Vergleich zur
Kontrollgruppe
(optimaler
Schwellenwert 6,35
nmol/l), aber keine
Korrelation mit dem
Schweregrad

Korrelation mit dem
Schweregrad, sowie
eine Assoziation mit der
Wahrscheinlichkeit von
Spatreaktionen

Keine Korrelation mit
dem Schweregrad

Signifikant erhéhte
Werte post mortem

Erhohte Werte bei ca.
50% der Probanden
und eine Korrelation mit
der Symptomatik

MW nach

Allergen-

exposition
[ng/ml]

1,46

2,33

0,48

0,74
(Median)

keine
Angabe

23,07

keine
Angabe
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Kinder mit Signifikanter Anstieg
Halmer- : : .
bauer et Oster- Ingektgnglftalle bei sygtemlscher) .
1999 . rgie bei Reaktionen, sowie eine 0,91
al. reich . . .
(125) Insekten_stlch- Korrelation mit dem
provokation Schweregrad
Kinder mit V.a. S .
Ohtsuka NMA bei Signifikanter Anstieg in .
den Werten sowohl 2 h keine
et al. 1993 Japan  offener
. als auch 4 h nach der Angabe
(126) Nahrungsmittel .
: Reaktion
-provokation
Patienten mit Die Serumlevel waren
Laroche Medikamenten bei den Allergikern
Frank- -allergie nach  signifikant hdher als bei keine
et al. 1991 . ;
(123) reich elnem.akuten den K.ontrollprobar)den, Angabe
Anfall im korrelierten aber nicht
Krankenhaus  mit dem Schweregrad
Anstieg mit
Bienengiftaller ~ Spitzenwerten nach 5-

Schwartz ier bei 10 mi d ei Kei
ot al. 1989 USA giker bei min und einem eine
(127) Insektenstich-  Abfall auf den Angabe

provokation Basalwert nach 15-60

min

4.3.2 Tryptase

Tryptase ist der wichtigste Mediator fur den Nachweis einer Mastzell-Degranulation.
Erhohte Werte finden sich nicht nur bei allergischen Erkrankungen, sondern bei allen
Zustanden mit Mastzell-Beteiligung (z.B. Mastozytose) (77). Aufgrund seiner HWZ von
bis zu 3 h (77, 127) ist es ein flr den klinischen Alltag eher besser geeigneter Mediator
als Histamin. Bis heute ist die Bestimmung der Tryptase der am haufigsten verwendete
in-vitro-Parameter, um eine anaphylaktische Reaktion zu bestatigen (77).

In der vorliegenden Untersuchung konnte sowohl zum Zeitpunkt T2 als auch T3 ein
signifikanter Anstieg der Serumlevel im Vergleich zu T1 bei ca. 75% der Probanden
festgestellt werden. Daher ist Tryptase in unserem Fall als Bestatigungsparameter einer
positiven DBPCFC und somit als Marker einer kirzlich abgelaufenen Reaktion geeignet.
Zusatzlich konnte man in unserer Untersuchung anhand der Hohe des Anstiegs eine
Aussage Uber den Schweregrad der Reaktion machen.

In zwei Fallen konnten wir den Anstieg nicht bei T2, sondern erst bei T3 erkennen. Auch
Schwartz et al. konnten bei manchen Patienten erst nach bis zu 20 Minuten nach der
Reaktion einen Tryptase-Anstieg messen (127). Auch fur die Tryptase ware es somit
sinnvoll, detailliertere Zeitkurven im Rahmen einer DBPCFC zu erstellen, um die genauen

Verlaufe besser nachzuvollziehen.
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Es wurde bereits in der Literatur beschrieben, dass eine Tryptase-Erhéhung bei ca. /3
aller allergischen Reaktionen ausbleiben kann (77). Vor allem bei NMA scheint dies
haufiger der Fall zu sein als bei anderen Allergien (128). In der vorliegenden
Untersuchung zeigte sich bei 13% der positiven DBPCFCs kein Anstieg der Tryptase-
Werte im Serum.

Interessanterweise war der hochste von uns gemessene Wert mit 17,75 pg/l bei einem
Probanden der Kontrollgruppe nachweisbar. Dieser Proband litt weder an einer Allergie
noch einer anderen bekannten Erkrankung mit Mastzell-Beteiligung. Vorausgesetzt, dass
das Ergebnis nicht auf einer fehlerhaften Messung beruht, gibt es noch andere Faktoren,
die einen Tryptase-Anstieg bewirken konnen. Laut Sargur et al. sind es beispielsweise
Autoantikdrper (z.B. Rheumafaktor), die zu falsch-positiven Messergebnissen fuhren
konnen (92). Erkrankungen dieser Art mussen bei der Interpretation der Ergebnisse
unbedingt ausgeschlossen werden. Aufierdem sind die Basalwerte der Tryptase
individuell unterschiedlich (73, 121). Ein Wert =2 11,4 ug/l ist nicht zwingend pathologisch,
wahrend ein Anstieg vor zu nach Reaktion innerhalb des Referenzbereichs klinisch
bedeutsam sein kann (92).

In unserer Untersuchung, wie auch bei anderen Analysen, zeigte sich eine signifikante
Korrelation mit dem Schweregrad der Reaktion. Das ist allerdings nicht bei allen Autoren
der Fall. Eine Auswahl an Publikationen zum Thema Tryptasemessungen bei Alllergikern

istin Tab. 27 zusammenfassend dargestellt.

Tab. 27: Eine Auswahl an Publikationen, bei denen Tryptasewerte im Rahmen einer allergischen Reaktion gemessen wurden.
MW = Mittelwert

Erschei- A B
Probanden- . Allergen-
Autor nungs- Land . Ergebnisse o
. kollektiv exposition
jahr
[ng/L]
. Signifikanter Anstieg bei
Eigene Deutsch- Nahrungsmit- Reaktion, sowie eine
2017 telallergiker . . 4,99
Messung land Korrelation mit dem
nach DBPCFC
Schweregrad
, Keine signifikant hdheren
o Apaphylaktlker Werte nach der
N et Deutsch- i EL anaphylaktischen
al. 2015 Reaktionen in pry ) 12,2
land Reaktion, keine
(73) der . .
Korrelation mit dem
Notaufnahme
Schweregrad
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Laroche et
al.(121)

2014

Brown et

al. 2013

(64)

Sala-
Cunill et
al.
(77)

2013

Vadas et

al. 2013

(124)

Mayer et
al.
(24)

2011

Bochenek
et al.
(71, 75)

Lin et al.
(76)

2000

Ohtsuka
et al.
(126)

2003/
2004

1993

Frank-
reich

Aus-
tralien

Spanien

Kanada

Deutsch-
land

Polen

USA

Japan

Patienten mit
perioperativer
Anaphylaxie

Patienten mit
akuten
allergischen
Reaktionen in
der
Notaufnahme

Patienten mit
akuten
allergischen
Reaktionen in
der
Notaufnahme

Patienten mit
akuten
allergischen
Reaktionen in
der
Notaufnahme

Post mortem
Analyse von
drei fatalen
Anaphylaxie-
Fallen

Patienten mit
allergischem
Asthma bei
inhalativer
Provokation

Patienten mit
akuten
allergischen
Reaktionen in
der
Notaufnahme

Kinder mit V.a.
NMA bei
offener
Nahrungsmittel
provokation

Signifikante Erhéhung
der Serumwerte im
Vergleich zur
Kontrollgruppe (optimaler
Schwellenwert 7,35 ug/l),
aber keine Korrelation
mit dem Schweregrad

Korrelation mit dem
Schweregrad sowie eine
Assoziation mit der
Wahrscheinlichkeit von
Spatreaktionen

Ein Anstieg der
Serumwerte konnte bei
>60% der Patienten
beobachtet werden; gute
Korrelation mit dem
Schweregrad

Signifikante
Unterschiede in den
Werten zwischen den
einzelnen
Schweregraden, aber
keine Korrelation mit
diesem

Signifikant erhdhte Werte
post mortem

Keine signifikante
Anderung der
Serumlevel bei
allergischem Asthma; bei
Aspirin-induziertem
Asthma allerdings schon

Schlechtere Korrealation
mit der Symptomatik als
Histamin. Keine
Korrelation mit den
Histaminwerten.

Signifikanter Anstieg der
Werte 4h nach der
Reaktion

4,0

20,4
(Median)

19,3

keine
Angabe

382,67

5,11

keine
Angabe

keine
Angabe
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Patienten mit

Watkins et perioperatiy er . : :
al 1992 USA Anaphylaxie Korrelation der Werte mit keine
(12'9) aufgrund von dem Blutdruck-Abfall Angabe
Medikamenten
allergie
Patienten mit
Medikamenten Erhohte Werte bei elf
Laroche et 1991 Frank-  -allergie nach  von 19 Patienten. Keine keine
al. (123) reich einem akuten  Angabe zur Korrelation Angabe
Anfall im mit dem Schweregrad.
Krankenhaus
Schwartz B.f netr; g_|ftaIIer Signifikanter Anstieg der kei
et al. 1989 USA giervel Werte 1-2h nach eine
(127) Insektengtlch- Reaktion Angabe
provokation

Oft werden Tryptase- und Histaminwerte miteinander verglichen. Aulder Lin et al. (76)
sind alle der in Tab. 27 geannten Autoren der Meinung, dass Tryptasewerte im Serum
bezuglich ihrer diagnostischen Aussagekraft den Histaminwerten Uberlegen sind.
Laroche et al. stellten durch die Kombination beider Marker eine geringe Erhéhung von

Sensitivitat und Spezifitat fest, wenn beide Marker kombiniert werden (121).

4.3.3 Cys-LTs

Die bis zum Ende der 70er Jahre als ,slow reacting substance of anaphylaxis®
bezeichneten  Cysteinyl-Leukotriene LTCs4, LTDs4 wund LTE4 sind potente
Bronchokonstriktoren und werden im Rahmen einer proinflammatorischen Reaktion vor
allem von Mastzellen und von eosinophilen Granulozyten ausgeschuttet (66, 84). Die
genaue Rolle der cys-LTs bei der Symptomentstehung einer Allergie ist noch nicht ganz
aufgeklart. Sie sind bei Patienten mit Asthma bronchiale im Sputum (130, 131), in der
bronchoalveolaren Lavage (132, 133) und teilweise auch im Atemkondensat nachweisbar
(81). Sie sind an der Ausbildung respiratorischer Symptome einer allergischen Reaktion
beteiligt (79, 133). Es wurde bereits gezeigt, dass sie bei Anaphlyaxie und bei
allergischem Asthma im Urin detektierbar sind (66, 67, 71).

Um die systemische cys-LT-Produktion zu validieren, wird haufig das LTE4 im Urin
gemessen, da es in diesem Medium das prozentual haufigste cys-LT darstellt (67, 81).
Hierbei konnte bei Patienten mit allergischem Asthma sowohl eine im Vergleich zum
Gesunden erhohte Basalkonzentration, als auch ein signifikanter Anstieg nach Allergen-

Exposition festgestellt werden (134-136). Die ersten, die eine Erhohung von LTE4 im Urin
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bei der Anaphylaxie feststellten, waren Denzlinger et al. im Jahre 1995 (79). Ono et al.
konnten diese Ergebnisse 2009 reproduzieren, wobei die Konzentration bei Patienten mit
einem anaphylaktischen Schock signifikant héher war als bei Patienten ohne Schock
(66). Dies kdnnte ein Hinweis fur eine Korrelation der Werte mit dem Schweregrad der
Reaktion sein. Bochenek et al. stellten bei Patienten mit allergischem Asthma eine
signifikante Erhohung im Urin fur bis zu vier Stunden nach der Provokation fest (71).

Die Messung von cys-LTs im Blut bei Nahrungsmittelallergikern im Rahmen einer
DBPCFC wurde nach unserem Kenntnisstand aul3erhalb unserer Arbeitsgruppe noch
nicht durchgefuhrt. Nassiri et al., die eine Messung im Blutserum bei Anaphylaxie-
Patienten der Notaufnahme durchfuhrten, konnten bei ihrem Probandenkollektiv einen
signifikanten Anstieg bei schweren systemischen Reaktionen, sowie eine Korrelation mit
dem Schweregrad messen (73). Interessanterweise konnten wir diese Ergebnisse im
Rahmen der DBPCFC nicht reproduzieren. Zwar stiegen auch bei uns die Werte von T1
auf T2 bei ca. 70% der Probanden signifikant an, eine Korrelation mit dem Schweregrad
liel® sich allerdings nicht feststellen. Bei uns war der Mittelwert zum Zeitpunkt T2 1201,1
pg/ml, bei den anaphylaktisch reagierenden Patienten von Nassiri et al. lag er bei 1595,5
pg/ml. Wahrend wir ausschlieBlich Nahrungsmittelallergiker untersucht haben, haben
Nassiri et al. Anaphylaktiker unabhangig vom auslosenden Allergen eingeschlossen. Es
stellt sich die Frage, ob das der Reaktion zugrunde liegende Allergen fur das Profil der
Mediatoren im Rahmen einer Reaktion eine Rolle spielen kdnnte.

Aufgrund der bisher limitierten Studienlage ist ein so umfangreicher Datenvergleich wie
bei Histamin und Tryptase an dieser Stelle noch nicht mdglich. Nassiri et al. befanden
cys-LTs als einen guten supportiven Marker, der flr sich alleine gesehen aber nicht
aussagekraftig genug fur eine stattgehabte Anaphylaxie war (73). Basierend auf unseren
Daten kénnen wir die These aufstellen, dass sich durch die Messung der cysLTs eine
abgelaufene allergische Reaktion nachweisen lasst. Eine Assoziation mit der Schwere
der Reaktion lie® sich mit den hier erhobenen Daten allerdings nicht feststellen.

4.3.4 9a,11B-PGF2

9a,11B-PGF2 st ein guter Marker fur die Aktivitat von PGD2 (71, 72). Bei Patienten mit
nicht-allergischem Asthma steigen die Serumwerte nach einer akuten Exazerbation (75).
Die Messung von 9a,113-PGF2 als Indikator einer allergischen Reaktion ist aber

vergleichsweise neu. Ono et al. bewiesen 2009, dass eine erhéhte Konzentration im Urin
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bezeichnend fur anaphylaktische Reaktion ist (66). In ihrer Studie korrelierten die Werte
mit dem ebenfalls im Urin bestimmten LTE4. Auch Higashi et al. konnten einen
signifikanten Anstieg von urinalem 9a,11B3-PGF2, sowie dem Metaboliten 2,3-dinor-
90,11B-PGF2 bei anaphylaktischen Patienten nach einer Reaktion feststellen (136).
Nittner et al. fuhrten Messungen im Sekret von dermalen Blasen durch, die im Rahmen
einer Hautkammer-Provokationen mit Bienengift-Allergikern induziert wurden (65).
Hierbei konnte innerhalb von 5-15 min ein signifikanter Anstieg in der Allergikergruppe
beobachtet werden, der bei der nicht-allergischen Kontrollgruppe nach der Provokation
nicht zu sehen war. Sie geben eine Sensitivitat von 71,4%, eine Spezifitat von 83,3% und
einen maximaler AUC-Wert von 74% an. Bei Cichocka-Jarosz et al., die ebenfalls mit
Bienenallergikern arbeiteten, ergab sich bei der Messung in Serum und Urin eine
Sensitivitat von 67%, eine Spezifitdt von 55% und ein maximaler AUC-Wert von 60%
(137). In dieser Studie wurden wie bei uns mit der Messung von Tryptase bessere
Ergebnisse erzielt.

Messungen im Blut wurden bisher selten durchgefuhrt. Bei Bochenek et al., die eine
Messung bei inhalativen Provokationen von Patienten mit allergischem Asthma
durchfihrten, konnte innerhalb von zwei Stunden nach Allergenexposition ein starker
signifikanter Anstieg des Plasmalevels, sowie ein leichter, aber signifikanter, Anstieg im
Urin beobachtet werden (71). Das spricht daflir, dass der Marker im Blut besser messbar
ist als im Urin. Interessanterweise wurden in den Messungen von Bochenek et al. (71,
75) deutlich geringere Werte gemessen als bei der dieser Arbeit zugrunde liegenden
Studie. So betrug dort der Mittelwert in der Kontrollgruppe 5,11 pg/ml, bei uns waren es
41,9 pg/ml. Derart hohe Werte wurden bei Bochenek et al. noch nicht einmal durch die
Allergen-Provokation erreicht (dort nach 5 Minuten 16,98 pg/ml, bei uns 117,2 pg/ml.
Wahrend Bochenek et al. zur Messung eine Gas Chromatografie / Massenspektrometrie
— Methode answandten, haben wir die Ergebnisse mittels ELISA ausgewertet. Ein
weiterer Unterschied ist, dass Bochenek et al. die Serumréhrchen direkt nach der
Abnahme zentrifugierten, wahrend selbige in unserer Studie zunachst 20 Minuten ruhten.
Auch Cichocka-Jarosz et al., die mit Kindern mit Bienengiftallergie arbeiteten und 9a,11p-
PGF2 ebenfalls mit Gas Chromatografie / Massenspektrometrie malen, erzielten
niedrigere Werte (Mittelwert nach Exposition: 9,97 pg/ml) als wir (137). Nassiri et al., die
wie wir den Cayman-ELISA verwendeten, malRen hohe Werte von bis zu > 1000 pg/ml

nach einer anaphylaktischen Reaktion (73). Ein interessanter Ansatz fur weitere Studien
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konnte also der direkte Vergleich der beiden Messmethoden mit den gleichen
Serumproben sein.

Nach unserem Kenntnisstand sind wir die erste Arbeitsgruppe, die eine Messung von
90,11B-PGF2 im Serum bei Nahrungsmittelallergikern vor, wahrend und nach einer
DBPCFC durchfuhrte. Wir haben einen signifikanter Anstieg sowohl zum Zeitpunkt T2 als
auch T3 im Vergleich zum Basalwert bei >80% der Probanden beobachtet. Eine
Korrelation der Werte mit dem Schweregrad war jedoch nicht nachweisbar. 9a,11B-PGF2
ist also im Vergleich zu den anderen hier gemessenen Biomarkern am besten dazu
geeignet, das Ergebnis einer positiven DBPCFC zu bestatigen und somit eine allergische
Reaktion zu diagnostizieren

Auch die Messungen von Nassiri et al. zeigten fur 9a,11p-PGF2 im Vergleich zu Histamin,
Tryptase und cys-LTs die beste diagnostische Zuverlassigkeit. AuRerdem korrelierten
dort die Werte im Gegensatz zu unseren Ergebnissen signifikant mit dem Schweregrad
(73). In Kombination mit den Messwerten der cys-LTs ergab sich eine hohe
Wahrscheinlichkeit, eine Anaphylaxie als solche zu erkennen. In der vorliegenden
Untersuchung konnten wir durch die Kombination der beiden Marker keine Verbesserung
der diagnostischen Aussagekraft feststellen.

90,11B-PGF2 war der einzige der gemessenen Marker, der bei keinem der
Kontrollprobanden erhdht war. Auch Bochenek et al. haben erhdhte Basalwerte im
Plasma ausschlieBlich bei allergischen Probanden mit Aspirin-induziertem Asthma
festgestellt, bei keinem der gesunden Kontrollprobanden war der Wert erhoht (75).

Das lasst die Vermutung zu, dass die Serum-Konzentration von 9a,11B-PGF2
ausschlieBlich im Rahmen einer immunologischen Reaktion des Kdrpers erhoht ist und
weniger durch externe Faktoren beeinflusst werden kann wie z.B. Histamin (s. Kap.
4.3.1), was es zu einem gut geeigneten Marker fir die Bestatigung einer allergischen
Reaktion macht. Zur Klarung der Eignung von 9a,11B-PGF2 als Surrogatmarker
allergischer Reaktionen besteht noch weiterer Forschungsbedarf.

4.3.5 Weitere Biomarker in der aktuellen Forschung

Andere Mediatoren allergischer Reaktionen, die zur Zeit bzgl. ihrer Eignung als
Biomarker analysiert werden, sind u.a. PAF und die PAF-Acetylhydrolase (124, 138), 8-
Isoprostan (139), TNF-a, IFN-y (93), sowie diverse Interleukine und andere Zytokine (63,

93). Blumchen et al. konnten flr einige Zytokine eine Korrelation mit der Schwellendosis
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bei der DBPCFC feststellen, aber keinen Zusammenhang mit dem Schweregrad der
Reaktion (93). Vadas et al. konnten mit den Messungen von PAF bessere Ergebnisse
erzielen als mit Histamin und Tryptase (124) und fanden auch eine Korrelation mit dem
Schweregrad (138). Sie postulieren vielversprechende Ergebnisse mit der Messung von
PAF und der PAF-Acetylhydrolase. Sood et al. haben beschrieben, dass 8-Isoprostan
kein geeigneter Marker fur eine anahylaktische Reaktion ist (139). Stone et al. konnten
eine signifikante Korrelation des Schweregrades mit IL-2, -6 und -10 feststellen, nicht
jedoch mit IL-4, -5 und -13 (63). Blumchen et al. fanden keine Korrelation mit dem
Schweregrad fir IL-2, -4, -5 und -10 (93). Ahnlich wie in unserer Untersuchung waren
allerdings die Ergebnisse limitiert und/oder die Probandenzahl zu klein, um allgemeine
Aussagen treffen zu kdnnen. Die Analyse von Mediatoren allergischer Reaktionen, die
einzeln oder in Kombination dazu geeignet sind, die Wahrscheinlichkeit fur eine positive
DBPCFC vorauszusagen und die Schwere der Reaktion festzulegen, bleibt Gegenstand

aktueller Forschung.

4.4. Schwachen der Untersuchung

4.4.1 Probandenrekrutierung

Von 362 potentiell geeigneten Personen nahmen nach der Aufklarung tber den Ablauf
der Studie 97 Probanden an der Screening-Untersuchung und davon 32 Probanden an
der DBPCFC teil (s. Abb. 7). Im Folgenden sind die haufigsten Grinde fur die Nicht-
Teilnahme sowie Verbesserungsvorschlage fur zukunftige Projekte dargestellt.

Fehlendes Interesse:

Viele Allergiker wussten seit Langem uUber ihre NMA Bescheid und waren entsprechend
gut Uber ihren Zustand und den Umgang im Alltag informiert, sodass Sie durch lhre
Teilnahme keinen personlichen Vorteil sehen konnten. Zusatzlich kann ein SPT — vor
allem bei multiplen Sensibilisierungen — sehr unangenehm sein. Auch die Aussicht auf
wiederholte Blutentnahmen war fur einige Patienten abschreckend.

Wir haben versucht, die Attraktivitat der Untersuchung zu steigern, indem wir versuchten
den personlichen Gewinn flr den Patienten durch die Teilnahme zu erhdhen, zum
Beispiel durch das Angebot einer kostenlosen Ernahrungsberatung. Zusatzlich konnte
man kinftig z.B. eine detaillierte Information Uber die persdnlichen Blutergebnisse und

das entsprechende Sensibilisierungsmuster, 0.a. anbieten, um das Interesse zu steigern.
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Angst:

Patienten, die schon einmal eine schwere Reaktion auf ein Nahrungsmittel hatten, wollen
dies nicht noch ein weiteres Mal erleben. Zudem sind die Patienten seit vielen Jahren
trainiert, das entsprechende Nahrungsmittel strikt zu meiden. Das macht es mitunter
schwierig, sie fur Teilnahme an der DBPCFC zu gewinnen.

Gerade wenn das entsprechende Nahrungsmittel schon seit vielen Jahren gemieden
wird, ist es mdglich, dass die Allergie sich verandert hat. Findet man das in einer
professionell betreuten Umgebung heraus, kann der Patient seine Essgewohnheiten und
-einschrankungen entsprechend anpassen und somit von einer verbesserten

Lebensqualitat profitieren.

Zeitmangel:

Die Untersuchungszeit betrug ca. 60 min, hinzu kamen An- und Abreise als Zeitaufwand
fur die Patienten. Da die Termine aus Personalgriunden nur unter der Woche zwischen
08:00 und 20:00 stattfinden konnten war es in einigen Fallen nicht moglich, einen
passenden Termin zu finden.

Um eine groRere Anzahl an Probanden zu rekrutieren, kdnnte man zusatzliche Termine

am Wochenende oder spatabends anbieten.

Kontraindikationen:

Neben dem Aufruf und den Aushangen in verschiedenen Universitaten und
allergologischen Arztpraxen kontaktierten wir Patienten des Allergiecentrums der Charité
und des dazugehorigen Studiencentrums. Die Patienten des klinischen Allergiecentrums
waren dort aufgrund ihrer NMA oder einer anderen Allergie in Behandlung. Oftmals
bekamen sie eine spezifische Immuntherapie oder nahmen regelmafig anti-allergische
Medikamente wie Antihistaminika ein. Dies war eine Kontraindikation fur die Teilnahme.
Die Patienten aus der Datenbank des Studiencentrums nahmen zum Teil bereits an
anderen Studien teil, was ebenfalls eine Teilnahme an dieser Untersuchung ausschloss.
Wenn die Rekrutierungsperiode Uber einen langeren Zeitraum geht, kdnnen Patienten,
die generell an der Teilnahme interessiert sind, vorgemerkt und zu einem spateren
Zeitpunkt (nach Ende der Immuntherapie/Studie bzw. in einem Zeitraum mit geringer

Belastung durch aerogene Allergene) erneut kontaktieren werden.
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4.4.2. Der Umgang mit den Blutproben

Aus zeitlichen und logistischen Grunden konnten die empfohlenen 20 min Ruhezeit vor
der Zentrifugation der Serumréhrchen nicht immer eingehalten werden, so dass die
Blutproben teilweise nach kirzerer Wartezeit zentrifugiert wurden. Dies kann die
Ausbildung der Gelschicht behindern und die Qualitdt des gewonnenen Serums
beeintrachtigen (140).

Fir die im internen Labor durchgefuhrten Messungen von Histamin, cys-LTs und 9a,11pB-
PGF2 mussten die Proben zunachst von den 500 ul- in 200 pl-Eppendorfgefalle umgefillt
werden. Es ist erwahnenswert, dass bei einem ersten Messversuch die Proben zwischen
dem Umfullen und der Messung noch ein weiteres Mal tiefgefroren wurden, was die
Qualitat der Messergebnisse stark beeintrachtigte. Die in der Arbeit verwendeten
Ergebnisse sind in einem zweiten Versuch durch sofortiges Messen nach dem ersten
Auftauen entstanden. In zukinftigen Studien sollte man darauf achten, die Serumproben
in den passenden Gefallen zu lagern, um den Zeitraum zwischen dem Auftauen der
Proben und der Messung der Mediatoren zu minimieren. Aufl3erdem liegt die Vermutung
nahe, dass die Proben nicht eingefroren zwischengelagert werden sollten, sondern die
Messungen direkt nach der Entnahme durchgefuhrt werden mussen. Dies ist allerdings
mit einem hohen zeitlichen und logistischen Aufwand verbunden und bei einem grofl3en
Probandenkollektiv kaum realisierbar. Eine weitere Schwache ist die nur zu drei
Zeitpunkten durchgeflhrte Blutentnahme. Um den Verlauf der Marker besser beurteilen
zu konnen und z.B. die bereits beschriebene Problematik mit der Histamin-Bestimmung
(s. Kap. 4.3.1) zu vermeiden, hatten Blutentnahmen nach jeder Provokationsstufe

erfolgen mussen.

4.5. Fazit und Ausblick

Die DBPCFC ist der diagnostische Goldstandard einer NMA und durch ihre hohe
Sensitivitat und Spezifitat gut dazu geeignet, selbige korrekt zu diagnostizieren. Nachteile
sind die aufwandige und risikobehaftete Durchfuhrung, sowie die mogliche Verfalschung
der Ergebnisse durch die subjektive Bewertung der Situation von Patient und
Untersucher. Unser Ziel war die Prufung von einfach bestimmbaren objektiven
Parametern, die das Ergebnis der DBPCFC unterstitzen und Hinweise zum

Schweregrad der Reaktion liefern kdnnen. Die Bestimmung des sIgE und die Messung
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von Mediatoren wahrend einer allergischen Reaktion im peripheren Blut sind
vielversprechende Ansatze.

Bezuglich des sIgE stimmen unsere Ergebnisse grofRtenteils mit den aus anderen
Analysen bekannten Daten Uberein: SIgE liefert nutzliche Informationen zu regionalen
Sensibilisierungsmustern und zu Kreuzreaktionen. Mit schweren Reaktionen sind in der
Nord- und Mitteleuropaischen Region am ehesten die Sensibilisierungen gegenuber
Speicherproteinen assoziiert. Die Prufung der klinischen Relevanz der Sensibilisierung
ist obligatorisch zur korrekten Verwendung der Ergebnisse. Klnftig werden noch mehr
DBPCFC-basierte Studien, die nach einem einheitlichen Protokoll durchgeflhrt werden,
bendtigt, um die genaue Bedeutung von den bisher bekannten und von neu entdeckten
Allergenen zu verstehen.

Bezuglich der Biomarker erhielten wir mit der Messung von Histamin keine zusatzlichen
Informationen zur Art und Schwere der Reaktion im Rahmen einer DBPCFC. Tryptase,
cysLTs und 9a,11B-PGF2 hingegen stiegen signifikant wahrend der allergischen
Reaktion, wobei letzterer den im Vergleich zuverlassigsten Anstieg zeigte.

Jedoch konnten wir auch unter Berucksichtigung aller vier Biomarker bei einigen
Patienten mit schweren Reaktionen keine Erhdhung der Serumwerte beobachten.
Einzig die Hohe der Tryptasewerte korrelierte signifikant mit dem Schweregrad. Die
genaue Zeitkurve sowie die Frage, inwieweit der Schweregrad der Reaktion einen
Einfluss auf die Serumwerte hat, bleibt allerdings noch unklar. Es liegt nahe, dass es nicht
einen einzelnen Marker gibt, mit dessen Messung man die gewlnschten Informationen
erhalt, sondern dass eine Messung mit Kombinationen mehrerer Marker notwendig ist. In
weiteren Analysen sollten detailliertere Zeitkurven durch haufigere Blutentnahmen
wahrend der DBPCFC erstellt werden, um den zeitlichen Verlauf einzelner Marker besser
nachvollziehen zu kénnen.

Sicher qilt, dass alle hier untersuchten in-vitro-Parameter per se mit allergischen
Erkrankungen assoziiert sind und bei einer positiven klinischen Reaktion nachweisbar
sein koénnen. Es wurde anhand unserer Ergebnisse aber auch deutlich, dass ein
ausbleibender Anstieg von Biomarkern wahrend der Reaktion oder unauffallige sIgE-
Werte keine Ausschlusskriterien fur das Vorliegen einer allergischen Reaktion sind. Im
allergologisch-klinischen Alltag konnen Laborergebnisse fur die Diagnosefindung
wegweisend sein. Im Vordergrund missen jedoch immer das klinische Erscheinungsbild
des Patienten und seine aktuellen Beschwerden und der personliche Leidensdruck

stehen.
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1. Nussproteingehalt der Testbreie in der DBPCFC

Haselnuss

Stufe HN-_MehII HN-Mehl HN-P_rotein/ HN-Protein
Portion [g] | gesamt [g] | Portion [g] | gesamt [g]

1 0,012 0,012 0,003 0,003
2 0,038 0,05 0,01 0,013
3 0,12 0,17 0,03 0,043
4 0,38 0,55 0,1 0,143
5 1,2 1,75 0,3 0,443
6 2,3 43,05 0,6 1,043
7 6,9 10,95 1,8 2,843

Stuckgewicht pro Haselnuss ~ 1,59

Erdnuss
Stufe EN-_MehII EN-Mehl/ EN-P_roteinl EN-Protein

Portion [g] | gesamt [g] | Portion [g] | gesamt [g]

1 0,0063 0,0063 0,003 0,003
2 0,021 0,0273 0,01 0,013
3 0,063 0,0903 0,03 0,043
4 0,21 0,1113 0,1 0,143
5 0,63 0,7413 0,3 0,443
6 2,1 2,8413 1 1,443
7 6,3 9,1413 3 4,443

Stuckgewicht pro Erdnuss ~ 0,79
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Walnuss

Stufe WN:MehII WN-Mehl WN-Rrotein/ WN-Protein
Portion [g] | gesamt [g] | Portion [g] | gesamt [g]

1 0,021 0,021 0,003 0,003
2 0,07 0,91 0,01 0,013
3 0,21 0,301 0,03 0,043
4 0,7 1,001 0,1 0,143
5 2,1 3,101 0,3 0,443
6 7.4 10,501 1 1,443
7 21,4 31,901 3 4,443

Stlckgewicht pro Walnuss ~ 2,5¢g

Mandel
Stufe MD-_MehII MD-Mehl MD-P_roteinl MD-Protein

Portion [g] | gesamt [g] | Portion [g] | gesamt [g]

1 0,017 0,017 0,003 0,003
2 0,06 0,077 0,01 0,013
3 0,17 0,247 0,03 0,043
4 0,6 0,847 0,1 0,143
5 1,7 2,547 0,3 0,443
6 6 8,547 1 1,443
7 17 25,547 3 4,443

Stlckgewicht pro Mandel ~ 1,3g
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2. Anamnese - Bogen

Allgemeine Anamnese:

Allergologische Anamnese (jeweils ja/nein, seit wann):

AD: allerg. Rhinitis: allerg.
Asthma:

Nahrungsmittelallergien:
Falls ja bitte Rlickseite ausfillen!

Grunderkrankungen: Aktuelle Medikation: O ACE-Hemmer
[ Beta-Blocker

Desensibilisierung: Aktuelle allergische Beschwerden:
(welches Allergen? Wann? aktuell laufend?)

Aktuelle Befunde vorhanden? (Pricktest, IgE-Bestimmungen, orale Provokationen): Kopie der
Befunde mit abheften
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Nahrungsmittelallergie auf:

Welche Symptome: O Anaphylaxie — Grad':
O Haut:

O Schleimhaut:

O Rhinitis/Rhinokon;.:

O Atmung:

O Herz-Kreislauf:

[0 Sonstige Symptome:

Wann ist die NMA auf Erd-/Baumnusse erstmals aufgetreten?

Aktuell gemieden? jad neinO

Falls ja, seit wann?

Falls nein, wann zuletzt verzehrt?

Nach welcher Menge des Nahrungsmittels tritt die Reaktion auf?

O Spuren/Staube O %2 Nuss O 1 ganze Nuss O Handvoll
0 >Handvoll O unbekannt [ andere Menge:
Reaktion bei Verzehr der frischen Erd-/Baumnuss?: Oja 0O nein

(roh, nicht verarbeitet)

Reaktion bei Verzehr der verarbeiteten Erd-/Baumnuss?: O ja [ nein
(gerostet, gekocht, gebacken, gebraten, Fertigprodukte)

Begleitende/verstarkende Faktoren wahrend der Reaktion auf das Nahrungsmittel?: [ nein

O Anstrengung O Alkohol O Medikamente:
] Mensis [0 Stress [ andere:
Sind Notfallmedikamente vorhanden? Oja [Onein, warum nicht:

Tragt d. Pat. sein Notfallset stets bei sich? Oja [Cnein, warum nicht:

Notfallmedikamente noch haltbar? Oja [Onein, wann was abgelaufen:
Welche Medikamente? O Adrenalin-Autoinjektor O Antihistaminika
O Kortikosteroide
O Beta2-Mimentika O andere:

Seit wann ist das Notfallset vorhanden?

Wie oft wurde es seitdem angewendet (Patient selbst oder andere Person/ Laie)?
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Arztliche Notfallbehandlung:

Wie oft musste d. Pat. notarztlich behandelt (Rettungsstelle, Klinik, Notarzt) werden seit
erstmaligem Auftreten der Erd-/Baumnisse-Allergie?

O nie O 1-mal O 2-mal O 3-mal O > 3-mal

Wie oft war eine notarztliche Behandlung nach Verschreibung des Notfallsets notwendig?
O nein O 1-mal O 2-mal O 3-mal O > 3-mal

PROCEDERE:
OO SPT Nahrungsmittel
O SPT Atopene

O Blutentnahme: Datum:
Roéhrchen (Welche? Anzahl?):
O Allergiediagnostik O Aliquotiert und gelagert bei -20°C

[0 DNA — Diagnostik

O FAQLQ-AF incl. FAIM O SF-12 (36)

O CRF Dokumentation
[0 DBPCFC, geplant fir
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3. Nuss-Chip CRF Screening

Besuchsdatum: w1/ 1/

Patientenaufklarung: [J NeinJ Ja

P-Nr.:

Einverstindniserkldrung: [INein [JJa, unterschriebenam: L1/ a/La

Einschlusskriterien (EK)

1. Der Patient hat die Patienteninformation gelesen und seine
schriftliche Einwilligung gegeben.

2. Der Patient ist > 18 Jahren alt.

Far Patient:
3a. V.a. Nussallergie

Fur Proband:
3b. gesund (festgelegt durch den verantwortlichen Arzt), aufgrund einer
medizinischen Anamnese

= Bei NEIN muss Ausschluss erfolgen.

Ausschlusskriterien (AK)

1. Hautkrankheit im Testfeld fur den SPT!

2. erhdhtes Risiko einer systemischen Reaktion, z.B. Behandlung mit
B-Blockern / ACE-Hemmern

. Antihistaminika 3-5 Tage vor dem SPT2.

. systemische Immunsuppression

. instabiles oder schlecht eingestelltes Asthma bronchiale

. Schwangerschaft und Stillzeit

. parallele Teilnahme an einer Interventionsstudie

. laufende spezifische Immuntherapie

ONOOTPh~hW

= Bei JA muss Ausschluss erfolgen.

Demographische Daten:

Alter in Jahren Geschlecht 0e od

Wohnort: CBerlin T andere Stadt (Land):

Ja

OO

N I o A |

Nein

Nein

N I o A |

" Weiter Kontraindikation laut S1-Leitlinie Henzgen M. et al. Hauttestungen mit Nahrungsmittelallergenen. Allergo J 2008;17:401-6

berticksichtigen

2 Weitere unerlaubte medikamente gemaR S1-Leitlinie Henzgen M. et al. 2008 (S. 405) beriicksichtigen.
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Allgemeine Anamnese:

Gesund

[lja [ nein

Dokumentation der Krankheitsgeschichte

Bitte hier klinisch relevante Vor- und Begleiterkrankungen eintragen.

] keine

Nr. | Diagnose

Aktuell?
Nein Ja

Aktuelle
Medikation?
Nein Ja

AP, WOIN|~

OoQan
OoooQan

OoooQan
OoQan

= Ein-/Ausschlusskriterien Gberpriifen

Aktuelle Medikation:

[ 1 keine
Medikament (Handelsname, Wirkstérke, | seit bis Indikation (Nr.
Verabreichungsart, Dosierung) dero.g.
Diagnose)
[llaufend
[laufend
[laufend
[laufend
[Claufend
= Ein-/Ausschlusskriterien Gberprifen
Allergologische Anamnese:
Atopische Dermatitis [ljal[]nein seit:
Allerg. Asthma [ljal[]nein seit:
Rhinokonjunktivitis [ljal[]nein seit:

Erd-/Baumnussallergie

welche:

Andere Nahrungsmittelallergie

welche:

[] nur Birkenpollensensibilisierung

[] Polysensibilisierung; Allergene:
(Jjal]nein seit:

[(Ija [l nein
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Anhang

Haut-Prick-Test (SPT) Baumniisse/Erdnuss

Datum: /e a/eay

Allergen Positiv* Wenn positiv, Klinisch

GrofRe relevant?

der Quaddel in mm Ja
Nein

NaCl (ja [Inein
Histamin [Jja [Inein
Erdnuss (nativ) Cja [Inein 0 0
Erdnuss (Extrakt) Uja [Inein a a
Haselnuss (nativ) fja [Inein [ [
Walnuss (nativ) (ja [Inein [ [
Pekanuss (nativ) [ja [Inein 0 0
Cashewkerne (nativ) Jja Cnein O O
Pistazien (nativ) Tja [nein 0 0
Mac_adamianuss [ja [nein 0 0
(nativ)
Paranuss (nativ) Tja [nein 0 0
Mandel (nativ) fja [Inein [ [
Atopene Positiv* Wenn positiv, Klinisch

GroRe relevant?

der Quaddel in mm Ja
Nein

Birke Cja Cnein O O
Gras Cja [nein O 0
Beiful3 Cja [nein O 0
Alternaria Tja [Inein O 0
Katze [ja [nein O O
Derm. pteron. [ja [nein O 0

* Positiv ist ein Quaddeldurchmesser von 23 mm bei Abwesenheit einer
Quaddel bei NaCl und Anwesenheit einer Quaddel bei Histamin.

IgE-Befunde:

Gesamt-IgE: i kU/

vom, Datum: /1 a/i iy

falls vorhanden Tryptase (in ug/l):

slgE: Allergen (Extrakt,

Einzelallergen)

slgE in
ku/i

Bemerkung
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Anhang

Lebensqualitit:
[ ] FAQLQ-AF
[ 1 SF-12 (36)

Gruppeneinteilung nach Anamnese, SPT und slgE:

] nicht-allergisch ohne Sensibilisierung (Kontrolle)
] nicht-allergisch mit Sensibilisierung ohne klinische Relevanz (Sensibilisiert)

[ ] Baumnuss/Erdnuss-Allergiker monosensibilisiert (auf die Gruppe Baumnuss/Erdnuss
bezogen)

(Welche?)

[] Baumnuss/Erdnuss-Allergiker mit Birkenpollenallergie

[l Baumnuss/Erdnuss-Allergiker mit Polypollensensibilisierung

Klinische Reaktion laut Anamnese:
[] OAS

[] systemisch
[ ] Anaphylaxie

[] DBPCFC nicht geplant, warum?

Untersucher:

Datum und Unterschrift
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