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Zusammenfassung

Die atopische Dermatitis ist eine chronisch-entzindliche Hauterkrankung multifakto-
rieller Genese. Neben allergischen Mechanismen tragen auch nicht-allergische Me-
chanismen wie die nicht-allergische Hypersensitivitatsreaktion (pseudoallergische
Reaktion) zur Krankheitsentstehung bei. Ausloser pseudoallergischer Reaktionen
sind neben nicht-steroidalen Antiphlogistika haufig auch Nahrungsmitteladditiva. Fur
die atopische Dermatitis konnte eine Verschlechterung des Hautzustandes nach ora-
ler Provokationstestung mit Nahrungsmitteladditiva in verschiedenen Studien nach-
gewiesen werden. Ein in-vitro-Verfahren zur Diagnosestellung steht bisher nicht zur
Verfligung.

In dieser Arbeit wurde im Cellularen-Antigen-Stimulationstest (CAST-ELISA) die Sul-
fidoleukotrienfreisetzung der basophilen Granulozyten von Patienten mit atopischer
Dermatitis und positiver Provokationstestung auf Nahrungsmitteladditiva untersucht.
Dazu wurden die Blutleukozyten isoliert und nach Aktivierung mit IL-3 mit gelOsten
Nahrungsmitteladditiva in verschiedenen Konzentrationen stimuliert. Anschliel3end
erfolgte die Messung der freigesetzten Sulfidoleukotriene mittels ELISA-Technik.

Unterschieden wurden Didtansprecher (Verbesserung des Hautzustandes unter
pseudoallergenarmer Diat), Kapselansprecher (Diaterfolg und positive orale Provoka-
tionstestung) sowie Nicht-Ansprecher.

Es wurde eine hohere Sulfidoleukotrienfreisetzung der Kapselansprecher nach Sti-
mulation der Leukozyten mit Nitrit, Benzoat und Tartrazin gefunden. In der Kontroll-
gruppe, der Diatansprechergruppe und Nicht-Ansprechergruppe fand sich fur keine
der getesteten Substanzen eine erhdhte Leukotrienfreisetzung. Die basale Leu-
kotrienfreisetzung ohne Stimulation war in der Kapselansprechergruppe und in der
Diatansprechergruppe erhdht. Nach Inkubation mit der Stimulationskontrolle lag die
Sulfidoleukotrienfreisetzung der Kapselansprechergruppe deutlich héher.

Damit liel3 sich fir die Probanden der Kapselansprechergruppe eine hdohere Sulfido-
leukotrienproduktion der basophilen Granulozyten nach Stimulation mit bestimmten
Nahrungsmitteladditiva zeigen. Die Ergebnisse lassen auf eine Beteiligung der Sulfi-
doleukotriene bei der Krankheitsentstehung schlie3en und weisen auf Nahrungsmit-
teladditiva als einen aggravierenden Faktor bei dieser Subgruppe von Patienten mit
atopischer Dermatitis hin.

Dennoch waren Sensitivitat und Spezifitat der Messungen insgesamt zu niedrig, um
die Bestimmung der Sulfidoleukotrienfreisetzung in-vitro als pradiktiven Test fiir einen
maoglichen Diaterfolg zu etablieren.
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Abkiuirzungsverzeichnis

AD Atopische Dermatitis

ADI Acceptable daily intake

ASS Acetylsalicylsaure

CAST Cellularer-Antigen-Stimulationstest

CCL C-C Chemokin-Ligand

CCR C-C Chemokin-Rezeptor

CLA Cutaneus lymphocyte-associated antigen

Cys-LT (Cysteinyl-)Leukotrien-Rezeptor

DR Diatresponder

Dz Dendritische Zelle

ECP Eosinophilic cationic protein

ELISA Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay

GM-CSF Granulocyte-macrophage colony stimulating factor

HETE Hydroxy-Eicosatetraensaure

HPETE Hydroperoxy- Eicosatetraensaure

IDEC Inflammatorische dendritische epidermale Zelle

IFN Interferon

IL Interleukin

KG Kontrollgruppe

KR Kapselresponder

LO Lipoxygenase

LT (A4-E4) Leukotrien (A4-E4)

Lz Langerhans-Zelle

MCP Monocyte chemotactic protein

MDC Macrophage-derived chemokin

MIP Monocyte inflammatoric peptid

NR Nonresponder

NSAID Nicht-steroidale Antiphlogistika

oD Optische Dichte

PAR Pseudoallergische Reaktion

RANTES Regulated upon activation, normal T-cell expressed and secreted (C-C
Chemokin)

SLT Sulfidoleukotrien

TARC Thymus and activation regulated cytokin

TIM Topische Immunmodulatoren

TNF Tumor necrosis faktor

TSLP Thymic stromal lymphopoietin



1 Einleitung

Die atopische Dermatitis ist eine dem Formenkreis der Atopie zugehdorige chronisch-
entzindliche, prurigindse Hauterkrankung, deren Inzidenz in den letzten Jahrzehnten
stark zugenommen hat. Die Atiologie ist multifaktoriell. Neben einer genetischen Dis-
position spielen immunologische Veranderungen mit veranderter T-Zellfunktion, ab-
berierendem Zytokinmuster und gestérter Barrierefunktion der Haut eine Rolle. Bei
80% der Patienten liegen IgE-vermittelte Sensibilisierungen vor. Neben den allergi-
schen Mechanismen nehmen bei einem Teil der Patienten auch nicht-allergische Me-
chanismen wie die nicht-allergische Hypersensitivitatsreaktion (Pseudoallergische
Reaktion) Einfluss auf die atopische Dermatitis. Ausloser sind neben nicht-
steroidalen Antiphlogistika haufig auch Nahrungsmitteladditiva.

Besonders fur die chronische Urtikaria, aber auch fir die AD konnte eine Verbesse-
rung des Hautzustandes nach Vermeidung von Nahrungsmitteladditiva belegt werden
[42,115,110,102]. Der Nachweis erfolgt meist Uber Auslassdiaten und anschlielRenden
oralen Provokationstestungen. Ein zuverlassiges in-vitro-Testverfahren steht bisher
noch nicht zur Verfiigung.

Fur die pseudoallergische Reaktion (PAR) ist die Schlisselrolle der Leukotriene seit
langem bekannt und in den letzten Jahren auch fur die atopische Dermatitis in das
Interesse der Forschung gertckt. FUr beide Erkrankungen ist eine Aktivierung ba-
sophiler Granulozyten nachgewiesen worden.

In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob sich bei Patienten mit atopischer Dermati-
tis und im oralen Provokationstest nachgewiesener Intoleranz gegentiber Nahrungs-
mittelzusatzstoffen eine erhdhte Sulfidoleukotrienfreisetzung nach Stimulation der
basophilen Granulozyten mit diesen Substanzen zeigen lasst. Verwendet wurde der
Cellulare-Antigen-Stimulationstest (CAST-ELISA), ein Verfahren, in dem die Sulfido-
leukotrienfreisetzung der Basophilen nach Stimulation mit Allergenen oder Pseudoal-
lergenen gemessen wird.

2 Stand der Forschung
2.1 Atopische Dermatitis
2.1.1 Definition

Die atopische Dermatitis (AD) wurde erstmals 1882 von Besnier umfassend be-
schrieben [4].

Sie ist definiert als ekzematds-pruriginése Hauterkrankung, die in der Morphologie
altersabhangig ist, ausgesprochen variabel sein kann und in der Regel einen chro-
nisch-rezidivierenden Verlauf nimmt [8,2].

Kennzeichnend sind relativ unspezifische Hautsymptome wie ekzemattse Verande-
rungen, trockene Haut und der starke Juckreiz [8].

Atiopathogenetisch spielen bei ihrer Ausbildung genetische Faktoren eine Rolle. So
finden sich in der Familienanamnese haufig Typ | Allergien, allergisches Asthma
bronchiale oder die allergische Rhinokonjunktivitis, die zusammen den Formenkreis
der Atopie bilden. Neben der genetischen Disposition wird die Erkrankung entschei-
dend von einem breiten Spektrum endogener und exogener Faktoren moduliert [11].
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2.1.2 Epidemiologie

Die atopische Dermatitis ist vor allem eine Erkrankung des Kinder und Jugendalters.
In diesem Lebensalter tritt sie mit einer Pravalenz von 10-20% auf [70]. Der Gipfel
der Inzidenz liegt in den ersten drei Lebensmonaten [80].

Fiur die Gesamtbevolkerung wird eine Pravalenz von 1-3% angeben [80,70]. Die Inzi-
denz ist stark zunehmend, man geht von einer Verdoppelung bis Verdreifachung in
den letzten drei Jahrzehnten aus [70].

Fur diese Steigerung sind auch soziobkonomische Faktoren von Bedeutung. Die ur-
bane Bevdlkerung ist starker betroffen als die landliche, es besteht eine erhdhte
Préavalenz bei den héheren sozialen Klassen. Als Ursache werden nach der Hygiene-
Hypothese [88] der hohere Lebensstandard mit den verbesserten hygienischen Ver-
haltnissen, verminderten Infektionen, Einsatz von Antibiotika und Impfstrategien ver-
mutet, sowie das veranderte Wohnklima, welches das Wachstum von Hausstaubmil-
ben und die Anreicherung von Schadstoffen begtinstigt.

In 65% der Falle wird die Erkrankung im S&uglingsalter manifest, 90% der Patienten
entwickeln Symptome bis zum 5. Lebensjahr. Haufig ist ein chronisch-phasenhafter
Verlauf mit mdglichen Spontanremissionen, 30-40% der kleinen Patienten sind im
weiteren Verlauf beschwerdefrei [8,11]; die Ruckbildungsrate bis zur Adoleszenz be-
tragt bis zu 80% [11].

2.1.3 Klinik

Das klinische Bild ist nicht einheitlich und variiert in Abhangigkeit von Lebensalter
und Dauer der Erkrankung. Insgesamt ist der Verlauf phasisch. Es kénnen zum Teil
jahrelange symptomarme oder symptomfreie Intervalle auftreten.

Wesentliches Kennzeichen der atopischen Dermatitis und in allen Lebensaltern auf-
tretend ist der starke Juckreiz. Neben den chronischen Hautveranderungen tragt
auch er durch das konsekutive Kratzen zur Lichenifikation bei [2]. Die Hautverande-
rungen sind meist symmetrisch lokalisiert.

Im Sauglings und Kleinkindalter Uberwiegt ein exsudativ-entziindliches Bild mit Ro-
tung, Blaschen und Krusten (Leiteffloreszenz: Papulovesikel) vor allem im Bereich
der Wangen und des Kapillitiums. Im akuten Intervall bilden sich Blaschen. Diese
Lasionen néssen; das Exsudat trocknet ein und bildet mit den Schuppen Verkrustun-
gen. Von der morphologischen Ahnlichkeit mit verbrannter Milch leitet sich die
Bezeichnung ,Milchschorf* ab (Wichmann 1794 [5]). Selten sind auch die
Streckseiten der Arme und Beine betroffen [11,7,2].

Im Kindesalter bis 12 Jahren ist der Verlauf subakut-chronisch; es sind vorwiegend
die grol3en Gelenkbeugen wie Ellenbogen, Kniekehlen, Hand- und Ful3gelenke, der
Hals, Gesicht und haufig die Hande betroffen. Es Giberwiegen papulése Veranderun-
gen mit starkem Juckreiz und beginnender Lichenifikation; die Haut ist sehr trocken
(Sebostase beziehungsweise Asteatose) [11,2,4].

Im Jugend- und Erwachsenenalter steht meist ein chronisch-lichenifiziertes Ekzem-
bild mit akuten Exazerbationen im Vordergrund. Oft ist zusétzlich der Oberkérper be-
fallen, eventuell auch die Kopfhaut [11]. Es finden sich flachenhaft enztndlich-
infiltrierte Herde bei verdickter Haut und vergréberter Hautfelderung (Lichenifikation)
sowie Schuppung, auch hier ist die Haut trocken und nicht selten hyperkeratotisch
[8]. Neben entziindlicher Rétung und Lichenifikation finden sich Prurigopapeln, die
den Erwachsenen-Typ dominieren.
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Bei Jugendlichen und Erwachsenen kommen neben dem Vollbild haufig mehr lokali-
sierte Formen und Minimalvarianten zum Ausdruck wie das nummulére atopische
Ekzem (umschriebene, gering entzindlich infiltrierte, gerétete Herde mit pityriasifor-
mer Schuppung, gelegentlich Depigmentierung), Ohrlappchenrhagaden, Cheilitis sic-
ca und Pulpitis sicca, isolierte Ekzeme an Handen, Handriicken, Kopfekzem mit Ex-
koriationen [2].

H&ufig finden sich zusatzlich eine Reihe von assoziierten Symptomen, die aber nicht
obligat vorhanden sein missen:

= Laterale Reduktion der Augenbrauen (Hertoghe-Zeichen)

» typische Unterlidfalte (Dennie-Morgan-Zeichen)

» Fehlende Schlafenwinkel im Haaransatz

» Blasse des Gesichts mit infraorbitalen Schatten

» Pityriasis alba

= vermehrte Faltelung der Lippen (Pseudo-Parret-Furchen) [2]

= vermehrte und vertiefte Furchung palmar und plantar (Ichthyosishand)
= Juckreiz nach Schwitzen, Baden und Duschen, Seifenempfindlichkeit
=  Wollunvertraglichkeit

» IgE-Erh6éhung im Serum

=  Weil3er Dermographismus und verzogerte und paradoxe Weildreaktion [2] als Zei-
chen einer neurovegetativen Regulationsstérung

= Augenveranderungen: Keratokonus, Neurodermitiskatarakt, sehr selten Ablatio
retinae

2.1.3.1 Komplikationen

Besonders im Kleinkindalter kann es zu Sekundarinfektionen kommen, vor allem mit
Streptokokken und Staphylokokken, aber auch Viren (Molluscum-contagiosum-Virus,
Herpes-Simplex-Virus, Verrucae vulgares) und Pilzbesiedlung (Candida albicans) [8].
Gefiurchtet ist das Ekzema herpeticatum, der disseminierte Befall mit Herpes-
Simplex-Viren, der bei schwerem Verlauf lebensbedrohlich sein.

2.1.4 Atiologie und Pathogenese

Die Ursachen fur die atopische Dermatitis sind vielfaltig. Neben der genetischen Dis-
position tragen Umweltfaktoren, immunologische Veranderungen und die gestorte
Barrierefunktion der Haut zur Krankheitsentstehung bei.

2.1.4.1 Genetische Faktoren

Es besteht eine genetische Basis; der Erbgang ist vermutlich polygen, ein Einfluss
des HLA-Systems konnte nicht nachgewiesen werden [8]. Vererbt wird nicht die ato-
pische Dermatitis, sondern die Disposition zu Erkrankungen des atopischen Formen-
kreises. Besteht bei einem Elternteil eine atopische Erkrankung, so liegt die Erkran-
kungswahrscheinlichkeit fur das Kind bei 25-30%. Sind beide Elternteile erkrankt, ist
die Erkrankungswahrscheinlichkeit mit 60-70% wesentlich hoher mit einem erhéhtem
Risiko bei erkrankter Mutter (maternale Pragung) [88]. Die Konkordanzrate fir die
atopische Dermatitis liegt bei eineiigen Zwillingen bei 72-86%, bei zweieiigen Zwillin-
gen bei 21-23% [70]. Bei 60-70% der Patienten ist die Familienanamnese positiv [2].

Neuere Untersuchungen haben unter anderem Kandidatengene fur IgE und TH2-
Zytokine identifiziert. Ein spezieller Fokus liegt dabei auf dem Chromosom 5q31-33,
welches eine Genfamilie fuir TH2-Zytokine (zum Beispiel IL-3, IL-4, IL-5, IL-13 und

12



GM-CSF) enthalt [70].

Eine Untersuchung an deutschen und skandinavischen Kindern identifizierte ein Gen
auf Chromosom 3qg21, welches die kostimulatorischen Molekile CD80 und CD86
kodiert und dadurch die T-Zell-Antwort modifiziert [70].

Gemeinsame Kandidatengene mit der Psoriasis konnten hauptséchlich auf den
Chromosomen 1921 und 17925 lokalisiert werden, was flr eine gemeinsame
Regulation entzundlicher Hauterkrankungen spricht [80].

2.1.4.2 Immunologische Faktoren

Es werden zwei Formen der AD unterschieden. Bei der extrinsischen Form (extrinsic
atopic dermatitis, EAD), von der 70-80% der Patienten betroffen sind, liegt eine IgE-
vermittelte Sensibilisierung, vor allem auf Nahrungsmittel- und Aeroallergene, vor.
Bei der intrinsischen Form (intrinsic atopic dermatitis, IAD), die bei 20-30% der Pati-
enten auftritt, sind solche Sensibilisierungen nicht nachzuweisen mit negativem spe-
zifischem IgE und Prick-Test. Bei beiden Formen findet man eine periphere Eosi-
nophilie.

Bei der extrinsischen Form produzieren antigenspezifische aktivierte T-Zellen, die
den hautspezifischen Rezeptor CLA (cutaneus lymphozyte-associated antigen) auf-
weisen, vermehrt TH2-typische Zytokine (IL-4, IL-5 und IL-13). Bei der intrinsischen
Form findet man eine geringere Produktion von IL-4 und IL-13 als bei der extrinsi-
schen Variante [70].

In Verlaufsstudien wurde nachgewiesen, dass Kinder, die zunachst von der intrinsi-
schen Form der AD betroffen waren, im Verlauf von 5-10 Jahren Sensibilisierungen
entwickelten und die AD damit in die extrinsische Form uberging. Dies legt nahe,
dass die intrinsische Form die primare Form der AD darstellt [80].

2.1.4.2.1 Rolle der T-Zellen

T-Zellen spielen eine Schlisselrolle bei der Entstehung der AD. Dies wird auch an-
hand anderer immunologischer Erkrankungen deutlich. Bei Patienten mit priméarer T-
Zell-Defizienz findet man erhdhte Serum-IgE-Spiegel und ekzematdse Hautverande-
rungen, die nach erfolgreicher Knochenmarkstransplantation riicklaufig sind [70].

Im Rahmen des Atopie-Patch-Testes (siehe Hauttestungen) wurde der biphasische
Charakter der AD belegt. Nach Applikation bei Patienten mit AD findet sich in der ini-
tialen Phase eine Immunantwort vom TH2-Typ mit Produktion hoher Mengen von IL-
4, IL-5 und IL-13, wenig IFNy. Gleichzeitig nimmt die Zahl der IgE-tragenden Langer-
hans-Zellen und IDEC zu. Nach 48-72 Stunden kommt es zu einer Umwandlung der
TH2-Antwort in eine Immunantwort vom TH1-Typ mit Produktion von IFNy. Dieser
Wechsel ist vermutlich durch die Produktion von IL-12 durch einwandernde Eosi-
nophile und IDEC gefdordert [80].

IL-4 und IL-13 induzieren einen Isotypenwechsel der Antikérper von 1gG4 zu IgE [7];
IL-5 wirkt aktivierend auf eosinophile Granulozyten [80]. IFNy, ein TH1-typisches Zy-
tokin, inhibiert die TH2-Zellfunktion und die IgE-Synthese. IL-4, IL-5 und IFNy schei-
nen eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung juckender Hautldsionen, Eosi-
nophilen-Infiltration und Hautverdickung zu spielen, wie sich im Tierversuch mit
Mausen nachweisen liel3 [70].

Der von aktivierten T-Zellen exprimierte Fas-Ligand induziert eine Apoptose von Ke-
ratinozyten. Dies fuhrt zur Entstehung der Spongiose, die man bei der akuten AD be-
obachtet. Durch den Untergang der Keratinozyten werden zudem potentielle Autoal-
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lergene freigesetzt. Dieses Phanomen steht unter dem Einful3 von IFNy, welches die
~-Up-Regulation* von Fas auf Keratinozyten fordert [80].

2.1.4.2.2 Zytokin-Profil der Haut

In der atopischen Haut findet sich ein verdndertes Zytokin-Profil. Gewebsstandige
Zellen wie Keratinozyten, Mastzellen und dendritische Zellen (DZ) setzen infolge von
mechanischer Irritation und Stimulation durch proinflammatorische Zytokine TNFa
und IL-1 frei, die an Rezeptoren des vaskularen Endothels binden und die Migration
inflammatorischer Zellen induzieren. Diese folgen im Gewebe den chemotaktischen
Gradienten verschiedener Chemokine und Zytokine.

In akuten Lasionen finden sich erhdhte Level von IL-16, welches chemotaktisch auf
CD4"-T-Zellen wirkt. Das mit der Haut assoziierte CCL27 (C-C Chemokin-Ligand 27)
fordert die Einwanderung CLA"-T-Zellen. Ebenfalls in den Hautlasionen erhoht sind
die Chemokine RANTES, MCP4 (monocyte chemotactic protein) und Eotaxin, die zur
Chemotaxis von Eosinophilen, Makrophagen und TH2-Zellen beitragen.

Die persistierende Entziindung in den chronischen Lasionen ist vermutlich auch
durch das erhohte IL-5 und GM-CSF vermittelt, welche die Lebensdauer von Eosi-
nophilen, Makrophagen und Langerhans-Zellen erhéhen.

Gefunden worden sind auch erhdhte Level von TARC (thymus and activation regula-
ted cytokin) und MDC (macrophage-derived chemokine), die die selektive Rekrutie-
rung von CCR4 (C-C Chemokin-Rezeptor 4)-exprimierender TH2-Zellen vermitteln.

2.1.4.2.3 Keratinozyten

Keratinozyten setzen nach mechanischer Stimulation wie Kratzen TNFa und andere
proinflammatorische Zytokine frei. In der atopischen Haut finden sich nach Stimulati-
on mit TNFa und IFNy stark erhdhte Konzentrationen von RANTES. Ebenfalls nur in
atopischer Haut produzieren Keratinozyten das ,thymic stromal lymphopoietin‘ aus
Keratinozyten, welches dendritische Zellen zum Priming naiver T-Zellen zur TH2-
Differenzierung aktiviert. Mdglicherweise ist dieser Zusammenhang das Bindeglied
zwischen der der TH2-vermittelten Hautentziindung und der mechanischen Irritation
als Triggerfaktor.

Die Syntheseleistung der Keratinozyten fur antimikrobielle Peptide (Defensine, Ca-
thelicidin) ist herabgesetzt [70].

2.1.4.2.4 Antigen-prasentierende Zellen

Neben den klassischen Langerhans-Zellen, die auch in normaler, nicht-atopischer
Haut zu finden sind, wurden IgE-tragende dendritische Zellen identifiziert, die den
hochaffinen IgE-Rezeptor (FceRl) als IgE-bindende Struktur tragen und nur in atopi-
scher Haut vorkommen. Eine zweite Population von DZ, die nur in entzindlich ver-
anderter, lasionaler Haut gefunden wird, sind die inflammatorischen dendritischen
epidermalen Zellen (IDEC). Sie weisen die hochste FceRI-Expression in der Haut auf
und werden in nicht-affizierter Haut von AD-Patienten und bei Gesunden nicht gefun-
den. In der akuten Phase werden sie aus dermalen oder zirkulierenden Vorlaufern
rekrutiert. Im akuten Schub nimmt daher die Anzahl zirkulierender IDEC-Vorlaufer im
Blut ab und steigt im Abheilungsprozess der Haut wieder an.

Uber die gestorte Hautbarriere dringen inhalative Allergene in die Haut ein und wer-
den an FceRI/ IgE-tragende DZ gebunden. An FceRI-gebundenes IgE erleichtert die
Bindung und Internalisierung von Allergenen, die nachfolgend in den DZ prozessiert
und den spezifischen T-Zellen in der atopischen Haut prasentiert werden. Dies fuhrt
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zu einer Zunahme der Entzindungsreaktion und zur Auswanderung der DZ in die
regiondren Lymphknoten, wo naive T-Zellen so zur TH2-Zell-Differenzierung stimu-
liert werden [80].

2.1.4.2.5 Gestorte Barrierefunktion der Haut

Bei der atopischen Dermatitis ist die 6-Delta-Desaturase vermindert oder fehlt véllig.
Dieses Enzym metabolisiert die Linolsaure zu y-Linolensaure, die fur die Bildung epi-
dermaler Ceramide notwendig ist [7,2,56].

Ceramide dienen als die hauptsachlichen wasserbindenden Molekile im Extrazellu-
larraum der Haut. Die Barrierestruktur dieser komplexen Strukturen ist durch eine
Matrix von Strukturproteinen gegeben, die an Ceramide gebunden sind. Eine gerin-
gere Menge von Ceramiden ist in den Lasionen sowie auch in nicht-affizierter Haut
zu finden. Noch ist dabei ungeklart, ob es sich um ein primares Phanomen als Aus-
druck eines intrinsischen Defektes der Keratinozyten oder die Folge der lokalen Ent-
ztuindung handelt [80].

Der Mangel an Ceramiden verursacht die oft sehr trockene Haut (Xerodermie) und
die beeintrachtigte Barrierefunktion der Haut, die mit transepidermalem Wasserver-
lust und erleichterter Penetration von Antigenen einher geht.

Die kutane Abwehr ist dementsprechend beeintrachtigt; es findet sich eine vermehrte
Hautbesiedlung mit Staphylococcus aureus sowie gehaufte bakterielle, virale und
mykotische Infektionen [8]. Dem liegt neben der gestdrten Barrierefunktion der Haut
und der hohen mikrobiellen Besiedlung auch ein Mangel an Defensinen zugrunde.
Defensine sind Bestandteil des angeborenen Immunsystems und fir eine ziigige und
effektive Abwehr von eindringenden Mikroben und mikrobiellen Proteinen zustandig
[80].

Als mdgliche Ursache der verminderten Abwehr gegentber Viren wird aul3erdem der
Mangel an plasmazytoiden dendritischen Zellen in der Haut diskutiert. Sie bilden eine
Untergruppe der DZ und produzieren Typ-1-Interferone zur Abwehr viraler Infektionen
[80].

Die dinne Hornschicht und die hohe Irritabilitdt fihren zu einer verminderten Alkali-
resistenz, d.h. zu einer Schadigung der Pufferkapazitét [5] und Verschiebung des pH-
Wertes in den alkalischen Bereich [80].
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Abb. 1: CLA'-TH2-Zellen zirkulieren in nicht-affizierter Haut und kénnen allergen-getriggert IgE-
tragende LZ und Mastzellen aktivieren, die wiederum die TH2-Entwicklung verstarken. Durch Kratzen,
Einfluss von Umweltallergenen oder mikrobiellen Toxinen werden Keratinozyten zur Freisetzung
proinflammatorischer Zyto- und Chemokine angeregt, die die Expression von Adhéasionsmolekilen
des vaskularen Endothels induzieren und so die Migration von Entziindungszellen fordern. Auch das
von Keratinozyten produzierte TSLP und IL-10 (DZ) verstarken die TH2-Entwicklung. In den chroni-
schen Lasionen ist die Anzahl von IDEC, Makrophagen und Eosinophilen erhdht. Das von diesen Zel-
len freigesetzte IL-12 fordert den Switch zu einem THZ1-dominiertem Zytokinmilieu mit erhdhter Pro-
duktion von IFNy. LC: Langerhans-Zelle, MC: Mastzelle, M®: Makrophage. Quelle: [70], mit
freundlicher Genehmigung des Copyright Clearance Center

2.1.4.3 Aggravierende Faktoren

Es gibt eine Reihe von exogenen und endogenen Faktoren, die die Manifestation und
den Verlauf der Erkrankung entscheidend mitbestimmen [11].

2.1.4.3.1 Allergene

Bei der extrinsischen Form spielen Allergene eine wichtige Rolle. In der Frithphase
bis etwa zum 3.Lebensjahr bestehen meist Nahrungsmittelallergien, die bei 40% der
Kinder mit mittelschwerer AD zu einer Verschlimmerung der Erkrankung fihren. Hau-
fig finden sich Sensibilisierungen auf Milcheiweil3, einige Fischarten, Eier, Erdnuss,
Soja, Weizen, Obst und Gemise mit erhbhtem spezifischem IgE, positivem Prick-
und Scratchtest. Im weiteren Verlauf verschwindet die Sensibilisierung auf die meis-
ten Nahrungsmittelallergene, Sensibilisierungen auf Fisch und Erdnuss persistieren
haufig lange [80].

Spater nimmt die Empfindlichkeit gegeniber Inhalationsallergenen wie Hausstaub-
milben, Tierhaaren und -epithelien, Pollen und Grasern zu. Bei den erwachsenen
Patienten mit AD, die eine Intoleranz gegenuber Nahrungsmitteln aufweisen, liegt
haufig auch eine Kreuzreaktion mit inhalativen Allergen zugrunde [93].

2.1.4.3.2 Autoallergene

Besonders bei schwerer AD stellen Autoantigene einen Triggerfaktor dar. Als Autoan-
tigene wurden hauptsachlich intrazellulare Proteine identifiziert, gegen die IgE-
Antikdrper gebildet werden. Im Serum von Patienten mit schwerer AD liel3en sich

16



intrazellulare Proteine in IgE-Immunkomplexen nachweisen [70]. Zu diesen Proteinen
zahlen auch Autoantigene, die mit Inhalations- und Nahrungsmittelallergenen kreuz-
reagieren, sowie Atopie-assoziierte Autoantigene (ARA) und strukturell modifizierte
Autoantigene, die als fremd erkannt werden [80].

Vermutet wird, dass durch die mechanische Schadigung (Kratzen) Autoallergene aus
dem Zellinneren freigesetzt werden und Mastzellen, autoreaktive T-Zellen und
dendritische Zellen aktivieren. Dies wirde bedeuten, dass durch das heftige Kratzen
ein Circulus vitiosus in Gang gesetzt wird mit primarer Sensibilisierung auf Umweltal-
lergene und Unterhaltung der allergischen Entziindung durch Reaktion auf humane
endogene Proteine [70].

2.1.4.3.3 Mikrobielle Einflisse

Haut und Nasenhdohlen von AD-Patienten sind haufig bis zu einer Dichte von 1 Milli-
on/cm? mit Staphylococcus aureus besiedelt. Das haufige Kratzen, die gestorte
Hautbarriere und Adhasine erleichtern das Eindringen der Bakterien in die Haut.
Staphylococcus aureus produziert in hohen Mengen Enterotoxine (Superantigene),
gegen die sich ein Teil der Patienten sensibilisiert. Die Menge des allergenspezifi-
schen IgE gegen diese Enterotoxine korreliert direkt mit der Krankheitsaktivitat. Die
Superantigene aktivieren Makrophagen und T-Zellen, sie kdnnen regular tUber die
MCH-II-Doméane den T-Zellen prasentiert werden und eine antigenspezifische T-
Zellproliferation induzieren. Auch eine direkte Stimulation der T-Zellen unabhangig
von der Antigenspezifitat und mit Uberbriickung der MCH-ll-vermittelten Prasentation
ist beschrieben worden. Es besteht aul3erdem der Verdacht, dass Superantigene
Uber die Verdnderung der Glucokortikoid-Rezeptoren zur Steroidresistenz einiger
Patienten beitragen.

Besonders bei der ,head and neck“-Form der AD kann spezifisches IgE gegen Pity-
rosporum ovale nachgewiesen werden. Auch allergenspezifisches IgE gegen Candi-
da albicans wurde gefunden [80,70].

2.1.4.3.1 Nicht-allergische Hypersensitivitatsreaktionen [siehe 2.2]

Neben den beschriebenen allergischen Mechanismen nehmen auch pseudoallergi-
sche Reaktionen, vor allem auf Nahrungsmittel und Nahrungsmitteladditiva, Einfluss
auf die AD [siehe Nahrungsmitteladditiva und atopische Dermatitis].

Als Ausloser werden Konservierungsmittel (Benzoat, Nitrit, Nitrate, Sulfit), Ge-
schmacksverstarker (Glutamat), Farbstoffe (vor allem Azofarbstoffe), Antioxidantien
und Salicylat beschrieben.

In verschiedenen Studien wurde eine Verbesserung des Hautzustandes nach einer
Eliminationsdiat mit pseudoallergenarmer Kost und eine Ekzemverschlechterung
nach anschlieenden offenen oder doppelblinden Provokation nachgewiesen
[100,110,102,49,61].

2.1.4.4 Rolle der Leukotriene [siehe 2.3]

Die Rolle der Leukotriene bei der Entstehung der AD wurde in den letzten Jahren
zunehmend erforscht. Gefunden wurden erhohte Leukotrien B4-Konzentrationen in
der atopischen Haut, erhdhte Leukotrienspiegel im Urin in Korrelation mit dem klini-
schen Hautzustand sowie eine hohere Leukotrienproduktion der basophilen Granulo-
zyten nach Stimulation mit Staphylococcus aureus.

Auch die gute Wirksamkeit von Leukotrien-Rezeptorantagonisten weist auf die Betei-
ligung von Leukotrienen bei der atopischen Dermatitis hin.
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2.1.4.5 unspezifische Provokationsfaktoren

Als unspezifische Provokationsfaktoren kénnen Irritanzien, Wolle und Luftschadstoffe
und Fruchtsauren (besonders Zitrusfrichte) durch Kontaktirritation den Ekzemverlauf
beeinflussen.

Auch Stress induziert immunologische Veranderungen und kann in Verbindung mit
Kratzen zu einer Exazerbation fihren [70].

2.1.5 Diagnose der atopischen Dermatitis

Die Diagnosestellung erfolgt meist nach den klinischen Kriterien, die 1980 von Hani-
fin und Rajka [51] entwickelt wurden. Die Symptome wurden in Haupt- und Nebenkri-
terien unterteilt, von denen mindestens je drei erflllt sein mussen [5].

Hauptkriterien:

Pruritis

typische Morphe und Lokalisation: Lichenifikation und vergréberte Hautfalten der
Beugen bei Erwachsenen; bei Kindern Gesichts- und Streckseitenbeteiligung

chronischer oder chronisch-rezidivierender Verlauf

positive Eigen- oder Familienanamnese fur Atopie (Asthma bronchiale, allergi-
sche Rhinokonjunktivitis, atopische Dermatitis)

Nebenkriterien:

Xerodermie

Ichthyosis vulgaris (hyperlineare Palmae, follikulare Hyperkeratosen)
positive Hauttests vom Soforttyp

erhohtes Serum-IgE

friher Erkrankungsbeginn

Neigung zu Hautinfektionen (besonders Staphylococcus aureus und Herpes sim-
plex)

Neigung zu Hand- und Ful3ekzemen

Mamillenekzem

Cheilitis, Perioralekzem

Pityriasis alba

Rhagaden (Unterlippe, Mundwinkel, retroaurikular)
rezidivierende Konjunktivitis

infraorbitale Lidfalte (Dennie-Morgan-Zeichen), Lidekzem
laterale Reduktion der Augenbrauen (Hertoghe-Zeichen)
Augenveranderungen (Keratokonus, Katarakt)

halonierte Augen

Gesichtsblasse, Gesichtsekzem

Halsfalten

Juckreiz durch Schwitzen

Wollunvertraglichkeit

Nahrungsmittelunvertraglichkeit

weilder Dermographismus

Verlauf abhangig von exogenen und emotionalen Faktoren
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2.1.5.1 Testdiagnostik

Die Diagnosestellung erfolgt in erster Linie klinisch. Zur Untermauerung der Diagno-
se und zum Nachweis IgE-vermittelter Sensibilisierungen stehen eine Reihe weiterer
Tests wie Hauttestungen und Bestimmung von Serum-IgE und ECP zur Verfliigung.

Bei den Hauttestungen und der Bestimmung des IgE’s muss beachtet werden, dass
ein positives Testergebnis lediglich eine Sensibilisierung belegt, die nicht mit einer
manifesten Allergie gleichzusetzen ist.

Mithilfe des Costa-Scores [32] und des SCORAD (SCORIing Atopic Dermatitis) kann
die Schwere der Hautverdnderungen beurteilt werden.

2.1.5.1.1 Hauttestungen

Der Pricktest, Scratch-, Intradermal- und Epicutantest werden seit langem zum
Nachweis IgE-vermittelter Sensibilisierungen verwendet.

Der Atopie-Patch-Test ist ein neuerer Test, bei dem Aeroallergene nach Art des Epi-
cutantests auf nicht-affizierter Haut appliziert werden. Nach 48 Stunden kann bei
Vorhandensein einer Sensibilisierung das Auftreten einer IgE-vermittelten ekzemato-
sen Hautreaktion beobachtet werden. Die Entwicklung des Atopie-Patch-Tests er-
maoglichte erstmals molekularbiologische Analysen der frihen Hautl&dsionen mit Hin-
weisen auf den biphasischen Charakter der AD [88]. Die Spezifitat des Atopie-Patch-
Tests liegt mit 69-92% recht hoch; im Vergleich ergab sich fir den Prick-Test (69-
82%) und bei der Bestimmung des spezifischen IgE (65-94%) eine hohere Sensitivi-
tat [36].

2.1.5.1.2 Provokationstestungen

Nach sorgféltiger Indikationsstellung kénnen auch orale Provokationstestungen
durchgefiihrt werden. Provokatiostests bergen jedoch ein nicht unerhebliches Risiko
und sollten gegebenenfalls unter stationaren Bedingungen durchgefuihrt werden. Be-
sonders bei der nicht-lIgE-vermittelten Hypersensitivitatsrektion sind orale Provokati-
onstestungen haufig unumganglich.

2.1.6 Therapie der atopischen Dermatitis

Die Behandlung der AD besteht aus einem multimodalen Ansatz und richtet sich
nach dem klinischen Erscheinungsbild. Basis ist die konsequente Ruckfettung und
Rehydrierung der Haut durch Cremes und Salben, um die reduzierte Barriere- und
Schutzfunktion der Haut zu verbessern. Ebenfalls grundlegend ist die Vermeidung
von Irritanzien und die Reduktion von Nahrungsmittel- und inhalativen Allergenen.

Topische Corticosteroide werden seit langem zu Behandlung der AD eingesetzt und
eignen sich zur Behandlung akuter und chronischer Lasionen. Bei akuter Exazerbati-
on kénnen Cortikoide fir begrenzte Zeit auch systemisch angewendet werden. Bei
beiden Applikationsformen sind Nebenwirkungen und Langzeitschaden problema-
tisch. Studien mit Fluticason-17-propionat haben gezeigt, dass nach Abklingen der
akuten Lasionen durch eine Anwendung zwei mal pro Woche eine langfristige Stabili-
tat erzielt werden kann [70].

Wichtig ist auch die Behandlung von Superinfektionen (Staphylococcus aureus, Pity-
rosporum ovale, Candida albicans, Herpes simplex). Nach antibiotischer oder fun-
gistatischer Therapie lasst sich haufig eine Verbesserung des klinischen Hautzustan-
des erzielen. Besonders bei vermehrter Besiedlung der Haut mit Staphylococcus
aureus profitieren die Patienten von einer kombinierten Therapie aus Glucokortikoi-
den und antibiotischer Behandlung.
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Neuere Medikamente sind die sogenannten topischen Immunmodulatoren (TIM), zu
denen Tacrolimus und Pimecrolimus zahlen. Sie gehdren zur Klasse der Makrolide
und sind Abkémmlinge von Ascomycin, das systemisch in der Transplantationsmedi-
zin schon lange verwendet wird. Als Lokaltherapeutikum wirken sie nicht immun-
suppressiv, sondern immunmodulierend. Sie binden hochselektiv an spezifische zy-
toplasmatische Immunophiline, die die Phosphatase Calcineurin inhibieren und so
die Aktivierung verschiedener Schlisselzellen wie T-Zellen und Makrophagen hem-
men. Bei topischer Anwendung zeigen sie im Gegensatz zu Steroiden auch bei lang-
fristiger Anwendung keine relevanten Nebenwirkungen. Die systemische Absorption
dieser Verbindungen ist gering; Langzeitanwendung sollte aber sorgféltig tberwacht
werden [80,70]. Klinisch kommt es schon nach kurzer Anwendung zur Verbesserung
der Hautveranderungen.

In jungerer Zeit kommen zunehmend Leukotrien-Antagonisten wie Montelukast zum
Einsatz, die selektiv die Cysteinyl-Leukotrien-Rezeptoren (Cys-LT;-Rezeptor) blo-
ckieren. Der exakte Wirkungsmechanismus bei der atopischen Dermatitis ist noch
ungeklart [83]. Sie wurden zunéchst zur Behandlung von Asthma bronchiale erforscht
und eingesetzt, wo sie als deutlich effektiver als Placebo, aber weniger wirksam als
inhalative Glucokortikoide eingeschatzt wurden [50,94]. Die Wirksamkeit bei der Be-
handlung der atopischen Dermatitis ist bisher umstritten. In einigen der dazu durch-
gefuhrten Studien konnte eine Verbesserung des Hautzustandes nachgewiesen wer-
den [22,84,82]; in anderen Untersuchungen fand sich kein Hinweis auf eine
Wirksamkeit [30,101]. Gemeinsam sind allen Arbeiten die eher geringen Fallzahlen.

Zur Anwendung kommen auch weitere Medikamente wie Antihistaminika, die den
Juckreiz vermindern; sedierende Antihistaminika kénnen vor allem zur Nacht ange-
wendet werden. Doxepin hat neben den antidepressiven und sedierenden Eigen-
schaften auch H1- und H2-Histamin-Rezeptor blockierende Wirkung. Interferon
Gamma vermindert die TH2-Zellaktivitdt und die Blut-Eosinophilie, ist aber durch
grippeéhnliche Nebenwirkungen limitiert. Die Anwendung von Immunsuppressiva wie
Cyclosporin A, ein potenter Calcineurin-Inhibitor mit Wirkung vor allem auf T-Zellen,
ist ebenfalls limitiert durch unerwiinschte Wirkungen wie den Anstieg des Serum-
Kreatinins sowie Hypertonus und nur bei schwerer AD indiziert [70]. Auch Antimeta-
bolite wie Methotrexat und Azathioprin werden nur sehr selten und bei schweren For-
men der AD eingesetzt.

Alternativ kann mit Fototherapie (UVAl, UVA/UVB, PUVA) behandelt werden. UV-
Licht wirkt auf Langerhans-Zellen und Keratinozyten und vermindert die Expression
bestimmter Aktivitatsmarker und Rezeptoren auf CLA'-T-Zellen [70]. UVA/UVB wirkt
hauptséachlich auf die Epidermis und ist weniger effektiv als eine hochdosierte UVA1-
Bestrahlung, die eine signifikante Reduktion von IgE-tragenden Zellen wie Langer-
hans-Zellen und dendritischen Zellen bewirkt. Auch die Migration von Langerhans-
Zellen aus der Epidermis wird durch UVA1 gehemmt [70]. Die Behandlung mit PUVA
(Psoralen Ultraviolett A) ist die Behandlung von Patienten mit schwerer, gro3flachiger
AD begrenzt.

2.2 Nicht-allergische Hypersensitivitatsreaktion (Pseudoaller-
gische Reaktion)

Erstmals wurde die pseudoallergische Reaktion (PAR) 1902 als ein Fall von Acetylsa-
licylsaure-Intoleranz von Hirschberg beschrieben [53]. In der Folge wurden verschie-
dene Begriffe benutzt wie Idiosyncrasie, Intoleranz, nicht-allergische Uberempfind-
lichkeitsreaktion und schlie3lich  Pseudoallergie oder nicht-lgE-vermittelte
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Hypersensitivitatsreaktion, die sich als Bezeichnung durchsetzte [113].

In den letzten Jahrzehnten tritt sie zunehmend haufiger auf [23]; die Pravalenz vari-
iert je nach Autor sehr stark mit Angeben zwischen 0,1-75% [25]. Ring geht von einer
Pravalenz von 5% aus [12].

Klinisch ist die pseudoallergische Reaktion von der allergischen Reaktion nicht zu
unterscheiden; sie geht oft mit Urtikaria, Angioddem, Bronchokonstriktion, Rhinitis,
Konjunktivitis und anaphylaktoiden Reaktionen [9,34] einher. Grundsatzlich kénnen
pseudoallergische Reaktionen alle Typen der allergischen Reaktion imitieren, die
meisten Autoren beziehen sich jedoch auf ein Krankheitsbild, das &hnlich der IgE-
vermittelten Typ | —Reaktion ablauft [12].

Im Unterschied zur allergischen Reaktion ist die pseudoallergische Reaktion nicht
IgE-vermittelt, eine Erhéhung von spezifischem IgE ist nicht nachweisbar. Eine vo-
rangehende Sensibilisierung ist nicht notwendig; pseudoallergische Reaktionen tre-
ten bereits beim Erstkontakt auf. Ebenfalls im Gegensatz zur allergischen Reaktion
besteht eine Dosisabhangigkeit mit relativ konstanter Dosis-Wirkungs-Beziehung [6],
wobei die zur Auslésung notwendigen Dosen meist héher liegen als bei der Allergie
[3]. Einfluss auf die Manifestation und Intensitat einer PAR nimmt auch die
Reaktionslage des menschlichen Organismus; Infekte, kérperliche oder psychische
Belastungen wirken pradisponierend [6]. Pseudoallergische Reaktionen werden
haufig im Rahmen einer Virusinfektion manifest und kdnnen Jahre weiter bestehen
[9]. Eine genetische Disposition wird vermutet [92].

Einer der Hauptausléser sind nichtsteroidale Antiphlogistika (NSAID), darunter ist
besonders die Reaktion auf Acetylsalicylsdure (ASS) haufig beschrieben worden
[34,58,109,104]. Eine Reihe von weiteren Medikamenten kénnen ebenfalls Intoleranz-
reaktionen auslosen (kolloidale Volumenersatzmittel, Rontgenkontrastmittel, Rela-
xantien, i.v.-Anasthetika, Antibiotika, Glucokortikoide, ACE-Hemmer), die klinisch alle
Typen der allergischen Reaktionen nach Coombs und Gell imitieren [12]. Auch Nah-
rungsmittel und Nahrungsmitteladditiva sind haufige Ausloser pseudoallergischer
Reaktionen [21,25].

Besonders haufig kommen PAR bei Patienten mit chronischer Urtikaria, Polyposis
nasi, und Asthma bronchiale vor [21,66]. Bei chronischer Urtikaria sind PAR vor allem
auf Nahrungsmitteladditiva und Aromastoffe als wesentlicher auslésender Faktor in-
zwischen allgemein akzeptiert [115,106,114,42]; NSAID kdnnen akute Schibe ausl6-
sen beziehungsweise das klinische Bild verschlechtern [9].

Der genaue Pathomechanismus ist bisher noch nicht geklart, es werden verschiede-
ne Wege diskutiert.

Ubereinstimmend wird gesagt, dass Ausloser pseudoallergischer Reaktionen unab-
hangig von der Erkennung antigener Strukturen einen Effekt auf das Immunsystem
ausuiben beziehungsweise Effektor- und Amplifizierungsmechanismen aktivieren, die
normalerweise durch spezifische immunologische Prozesse getriggert werden. Dabei
lasst sich weder eine Sensibilisierung noch spezifisches IgE nachweisen [92].

Gefunden wurde eine Aktivierung von Mastzellen und basophilen Granulozyten mit
direkter, nicht IgE-vermittelter Mediatorfreisetzung, eine Aktivierung des Komple-
mentsystems [97], sowie eine Modulation von Enzymen und proteolytischer Kaska-
den im Plasma [98].

Es konnte gezeigt werden, dass Individuen mit nachgewiesener ASS-Intoleranz
hochreaktive basophile Granulozyten besitzen, die nach Stimulation mit ASS eine
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wesentlich hohere Sulfidoleukotrienfreisetzung zeigen als bei ASS-toleranten Indivi-
duen [37,77]. Wedi, Kapp und Czech fanden eine erh6hte Empfindlichkeit der Ba-
sophilen bei ASS-Pseudoallergikern gegentber inkompletten Basophilenagonisten
(C5a, PAF, fMLP=Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin) mit erhdhter Sulfidoleu-
kotriensynthese nach Stimulation mit diesen Substanzen [21,34,104,105].

Seit langem ist bekannt, dass Sulfidoleukotriene bei der Pathogenese der pseudoal-
lergischen Reaktion eine bedeutende Rolle spielen [37,89].

Es wurde eine Storung im Arachidonséaure-Stoffwechsel angenommen, die zu einem
Shift vom Cyclooxygenase-Weg in den Lipoxygenase-Weg fuhrt [105][siehe
Leukotriene].

Kowalski fuhrte dazu 2000 eine Studie durch, bei dem der lokale Eicosanoidstoff-
wechsel von Nasenepithezellen ASS-sensitiver und ASS-toleranter Patienten vergli-
chen wurde. Die Epithelzellen routineméafig entnommener Nasenpolypen von Patien-
ten mit Asthma und Rhinosinusitis wurden mit ASS stimuliert. Dabei zeigte sich, dass
unstimulierte Epithelzellen der ASS-sensitiven Patienten signifikant weniger
Prostaglandin E2 produzierten. Die basalen Level von 15-HETE (einem Arachidon-
sauremetabolit [siehe 2.3]) differierten in beiden Gruppen nicht. Zellinkubation mit
ASS zeigte einen signifikanten Anstieg von 15-HETE lediglich bei den ASS-
sensitiven Patienten, hatte jedoch keinen Effekt bei den ASS-toleranten Individuen.
Prostaglandin F2, Prostaglandin D2 und Leukotrien C4 war in beiden Gruppen gleich
hoch. Aus den Ergebnissen laldt sich auf eine abnorme basale und ASS-induzierte
Produktion von Eicosanoiden bei ASS-sensiblen Individuen schlie3en [66].

Nachweisbar sind auch erhdhte Leukotrienspiegel (LTE4) bei Pseudoallergikern im
Serum und im Urin nach oraler Provokation mit ASS und anderen Cycloxygenase-
hemmern [21,37,81].

Die Diagnosestellung erfolgt meist Gber die Anamneseerhebung, Eliminationsdiaten
und anschlielender Provokationsstestung und dem Nachweis fehlenden spezifi-
schen IgE's. Ein suffizientes in vitro-Verfahren steht bisher noch nicht zur Verfigung.

2.2.1 Nahrungsmitteladditiva

Nahrungsmitteladditiva stehen seit langem im Verdacht, pseudoallergische Reaktio-
nen auszuldsen, besonders bei Patienten mit chronischer Urtikaria, Asthma bronchia-
le, chronischer Rhinopathie und atopischer Dermatitis [110,111,68]. Die Pravalenz in
der Gesamtbevdlkerung wird auf 0,1% geschétzt [68].

Beobachtet wurden vor allem Reaktionen auf Konservierungsstoffe (Sulfite, Benzoat,
Nitrit und Nitrate), Farbstoffe, Geschmacksverstarker (Glutamat) und Antioxidantien.
Tartrazin war bereits in den 70er Jahren in den Verdacht geraten, Unvertraglichkeits-
reaktionen wie Urtikaria, Asthma und Kontaktdermatitis auszulosen [41].

Fur die chronische Urtikaria sind pseudoallergische Reaktionen auf Nahrungsmittel-
zusatzstoffe als einer der wesentlichen Ausloser inzwischen anerkannt
[115,106,114,42].

Zum Nachweis pseudoallergischer Reaktionen auf Nahrungsmitteladditiva wurden
verschiedene Studien durchgefiihrt, meist mit Eliminationsdidten mit anschliel3ender
doppelblinder, placebo-kontrollierter Provokation mit vorangehender und abschlie-
Render Beurteilung des Hautzustandes und der Atemwegsobstruktion.

W thrich fihrte bereits 1981 eine Studie durch mit Patienten mit Urtikaria, Asthma
bronchiale und chronischer Rhinitis, in der 2/3 der Pat. sich unter einer Eliminations-
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diat verbesserten und nach der anschlieenden Provokationstestung mit Tartrazin,
und Benzoesaure Intoleranzen zeigten [111].

Ahnliche Ergebnisse fanden sich auch in spater durchgefiihrten Studien mit Reaktio-
nen auf Farbstoffe, Konservierungsstoffe, Glutamat und Suf3stoffe [115,87,23,114,24,
42].

Substanzen wie Benzoat, Salicylsaure und Aromastoffe kommen natirlicherweise in
Nahrungsmitteln wie Frichten, Gemuse, Gewlrzen und Krautern vor und kénnen
entsprechende pseudoallergische Reaktionen auslésen. Hypersensitivitatsreaktionen
kénnen auch biogene Amine wie Histamin, Serotonin und Tyramin, die vor allem va-
soaktiv wirken, verursachen. Zuberbier zeigte 2002, dass an der Entstehung aversi-
ver Reaktionen auf Tomate, Wein und Krauter bei chronischer Urtikaria nicht nur, wie
bisher angenommen, Histamin und Salicylat beteiligt sind, sondern auch fliichtige
Aromastoffe [116].

2.2.1.1 Nahrungsmitteladditiva und atopische Dermatitis

Auch fur die atopische Dermatitis konnte eine Verschlechterung des Hautzustandes
nach Provokation mit Nahrungsmitteladditiva belegt werden.

Vieluf et al. fihrte 1999 eine Studie mit 64 Patienten mit AD durch, in der 11/57 Pati-
enten positive Reaktionen auf eine sechstagige additiva-reiche Kost zeigten. In der
doppelblinden, placebo-kontrollierten Provokationstestung mit Einzelstoffen zeigten
19/30 der positiv provozierten Patienten beziehungsweise Patienten mit anam-
nestisch bekannten aversiven Nahrungsmittelreaktionen positive Resultate; am héu-
figsten waren Reaktionen auf Sulfite (8/30), Farbstoffe (6/28), Salicylat (5/23) und
Benzoat (4/30) [102].

In einer anderen Studie, in der 1994 bei Kindern mit atopischer Dermatitis Farbstoffe,
Konservierungsstoffe, Zitronensadure und Geschmacks- und Aromastoffe untersucht
wurden, zeigten 2% (doppelblinde Provokation) beziehungsweise 7% (offene Provo-
kation) positive Resultate [49]. Eine kleinere Arbeit von 1994 ergab bei 9/11 Kindern
positive Resultate auf verschiedene Geschmacks- und Aromastoffe [61].

Van Bever wies positive Reaktionen bei Kindern mit schwerer atopischer Dermatitis
auf Tartrazin, Benzoat, Glutamat, Metabisulfit und Tyramin nach [100].

Worm et al. fanden ebenfalls eine Verbesserung des Hautzustandes nach pseudoal-
lergenarmer Diat und Ekzemverschlechterung nach offener und doppelblinder Pro-
vokationsstestung mit Nahrungsmitteladditiva [110].

Die zum Nachweis pseudoallergischer Reaktionen auf Nahrungsmittel und Nah-
rungsmitteladditiva sind aufwendig und zum Teil riskant; ein aussagekraftiges in-vitro-
Verfahren steht bisher nicht zur Verfiigung.

In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob sich bei Nahrungsmitteladditiva-sensitiven
Patienten mit atopischer Dermatitis eine erhdhte Sulfidoleukotrienfreisetzung nach
Stimulation der Basophilen mit den entsprechenden Additiva mittels des CAST-
ELISA’s nachweisen lasst.

2.3 Leukotriene

Leukotriene gehoren zur Gruppe der Eicosanoide und zahlen zu den potentesten
Entzindungsmediatoren, deren biologische Aktivitat bereits 1938 beschrieben wurde.
Als ,slow reacting substances of anaphylaxis* fanden sie Eingang in die Lehrbucher
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[67]. Ihre SchlUsselrolle bei der Entstehung des Asthma bronchiale und der Rhinitis
allergica ist seit langem bekannt [112] und wurde in den letzten Jahren auch fur die
AD nachgewiesen [31,54,83].

2.3.1 Biologische Wirkungen

Leukotriene gehdren zu den potentesten Bronchokonstriktoren (LTD4, LTE4) mit ei-
ner 1000fach starkeren Wirkung als Histamin und einer etwa 4fach langeren Wirk-
dauer (30-40min.) Weitere Wirkungen der Cysteinyl-Leukotriene LTC4 und LTE4 sind
Stimulation der Mucussektretion, Steigerung der vaskuldren Permeabilitdt und Plas-
maexsudation mit nachfolgender Ausbildung eines Gewebsddems. LTB4 induziert
eine zellulare Infiltration hauptséchlich durch neutrophile und eosinophile Granulozy-
ten [67], stimuliert ihre Anheftung an Endothelzellen und Degranulation lysosomaler
Enzyme. Im Gegensatz zu Prostaglandinen, Prostacyclin und Thromboxan sind fr
Leukotriene keine physiologischen Wirkungen beschrieben, sie spielen lediglich in
entzuindlich verandertem Gewebe eine pathophysiologische Rolle [14,67].

"= 1
HC=C=NH==CH=—COOH HC=C=N=CHz=COOH HI-COOH
HN—C—CH 7—CHy—CH—COOH HaN HN

) W, LTCy LTD, LTE.,

Abb. 3: R entsprechend LTC4, LTD4 und LTE4

2.3.2 Biosynthese

Leukotriene leiten sich aus der Arachidonsaure ab, die in Form in von Phospholipi-
den in der Zellmembran verestert ist. Im Rahmen der Zellaktivierung wird sie durch
die zytosolische Phospholipase A2 aus der Zellmembran abgespalten. Die weitere
Metabolisierung erfolgt Uber zwei alternative Wege und mindet bei Metabolisierung
Uber die Cyclooxygenase in der Gruppe der Prostanoide, zu denen die Prostaglandi-
ne, Thromboxan und Prostacyclin zahlen.

Der Abbau Uber den Lipoxygenase-Weg fuhrt zur Entstehung der Leukotriene. Unter
dem Einfluss der 5-Lipoxygenase (5-LO) entsteht aus der Arachidonsaure die instabi-
le 5-Hydroperoxy-Eicosatetraensdure (5-HPETE). 5-HPETE wird entweder zu 5-
Hydroxy-Eicosatetraensaure (5-HETE) oder Leukotrien A4 (LTA4) umgewandelt. Aus
LTA4 entsteht Uber eine LTA4-Hydrolase alternativ das cysteinylfreie LTB4 oder
durch Inkorporation eines Glutathionrestes mittels der Glutathion-S-Transferase das
Cysteinyl-Leukotrien LTC4. Eine y-Glutamyl-Transpeptidase katalysiert die weitere
Umwandlung von LTC4 zu LTD4, aus dem Uber eine Dipeptidase das relativ stabile
LTE4 entsteht (siehe Abb. 4) [67,10].

4-6% der gebildeten Leukotriene lassen sich als LTE4 im Urin nachweisen [67].

Alternativ zur 5-HPETE entstehen durch die 12- beziehungsweisel5-Lipoxygenasen
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die 12- beziehungsweise 15-Hydroperoxy-Eicosatetraensauren (12-HPETE, 15-
HPETE), die weiter zu Hepoxilinen und Trioxilinen (12-HPETE) und den Lipoxinen
(15-HPETE) abgebaut werden [siehe 2.2 ] und ebenfalls immunregulatorische Eigen-
schaften besitzen [17].

Der Ort der Leukotriensynthese wird hauptsachlich durch die enzymatische Ausstat-
tung der Zellen bestimmt. Alle zur Bildung von Leukotrienen erforderlichen Enzyme
findet man in neutrophilen, eosinophilen und basophilen Granulozyten sowie in Mo-
nozyten, Mastzellen und Makrophagen [67]. Die Cysteinyl-Leukotriene werden vor-
wiegend von Mastzellen, basophilen und eosinophilen Granulozyten gebildet; LTB4
hauptsachlich von neutrophilen Granulozyten und in geringerem Malf3 auch von Mo-
nozyten und Makrophagen [10].

Zellmemibran

Phospholipase A2

Arachidonsaure

|
e

<
»
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@@ 5-HPETE 15-HPETE

15-HETE
A A\ 4 A 4 \ 4
Prostaglandine, Prostacyclin
und Thromboxane y y
5-HETE LTA4
Glutathion-S-
Hydrolase
A 4
A 4
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" LTB4
Transferase
LTD4
,y
LTE4

Abb. 4: Arachidonsauremetabolismus, modifiziert nach [10]. LO: Lipoxygenase, 5-HPETE: 5-
Hydroperoxy-Eicosatetraensaure, 5-HETE: 5-Hydroxy-Eicosatetraensaure, LT: Leukotrien
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2.3.3 Leukotrien-Rezeptoren und Rezeptor-Antagonisten

Am Zielorgan bindet LTB4 mit hoher Affinitat an den B-LT;-Rezeptor oder mit niedri-
ger Affinitdat an den B-LT,-Rezeptor und inhibiert dariiber die Adenylatcyclase. Die
Cysteinyl-Leukotriene LTD4 und LTE4 binden an zwei mdgliche Rezeptoren. Cys-
LT:-Rezeptoren werden von den gegenwartig bekannten Leukotrien-Antagonisten
blockiert, wahrend Cys-LT,—Rezeptoren nicht beeinflusst werden. Der Cys-LT;-
Rezeptor ist an ein G-Protein gekoppelt und induziert nach Aktivierung einen intrazel-
lularen Calcium-Anstieg. Fur LTC4 ist kein korrespondierender Rezeptor bekannt
[67].

In den letzten Jahren sind verschiedene Substanzen zur Hemmung des Leukotrien-
Metabolismus entwickelt worden.

Inhibitoren der 5-Lipoxygenase hemmen die Bindung des Enzyms an das FLAP (5-
Lipoxygenase-activating-Protein, ein fur die Aktivitat der 5-LO notwendiges Protein)
oder direkt die 5-LO und fuhren zu einer Unterdriickung der LTB4- und Cysteinyl-
Leukotriensynthese.

Neuere Rezeptorantagonisten wie Zafirlukast und Montelukast blockieren selektiv die
Cys-LT;-Rezeptoren [67]. Sie wurden zunachst zur Therapie des Asthma bronchiale
verwendet und werden zunehmend auch bei der Behandlung der atopischen Derma-
titis erforscht und eingesetzt [31,83,107].

2.3.4 Rolle der Leukotriene bei atopischen Erkrankungen und der
pseudoallergischen Reaktion

Bei atopischen Erkrankungen und der pseudoallergischen Reaktion ist die Rolle der
Leukotriene in den letzten Jahren zunehmend in das Interesse der Forschung ge-
ruckt.

Eine erhdhte Leukotriensynthese wurden sowohl bei Patienten mit exazerbiertem
Asthma, Rhinitis allergica und nach Provokation bei Pseudoallergikern gefunden.

Bei Patienten mit Asthma wurden erhéhte LTE4-Spiegel im Urin, ein Mal3 fur die Leu-
kotriensynthese im Organismus, nach Exazerbation und nach Antigen-Inhalation
nachgewiesen [90]; ebenso wie bei ASS-sensitiven Patienten nach oraler Provokati-
on mit ASS [21,37,81].

Kawano et al. fuhrte 2004 eine Studie durch, in der bei ASS-sensitiven Asthma-
Patienten nach Gabe von Tacrolimus, einem immunsuppressiven Makrolidderrivat,
[siehe Therapie der atopischen Dermatitis], eine orale Provokation mit ASS durchge-
fuhrt wurde. In der Placebo-Gruppe fanden sich neben der erhéhten renalen LTE4-
Exkretion ein erniedrigtes FEV1 sowie signifikant erhdhte ECP-Spiegel im Sputum.
Diese Effekte waren in der Verum-Gruppe deutlich reduziert. Kawano fuhrte dies auf
die Hemmung der Leukotrienfreisetzung zurick [64].

Auch fur die atopische Dermatitis wurde eine erhdhte Leukotriensynthese belegt.
Fauler zeigte bereits 1993, dass die renale Exkretion von LTE4 bei Patienten mit ato-
pischer Dermatitis im Vergleich zu gesunden Kontrollen um das 4,5fache erhoht ist
[44]. Dies wurde in spateren Arbeiten bestatigt [54,55]. Nachgewiesen wurde auch
eine Korrelation des klinischen Hautzustandes mit der renalen LTE4-Ausscheidung
[55] sowie dem Gesamt-IgE [54].

In der Haut von Patienten mit AD wurden in den befallenen Arealen deutlich erh6hte
LTB4-Level gefunden [99,65,48].
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Im vendsen Blut von Patienten mit AD wurden aktivierte basophile Granulozyten
nachgewiesen, die im Vergleich zu Gesunden spontan und nach Stimulation mit anti-
IgE und anderen Stimuli vermehrt LTC4 und Histamin produzierten. Auch hier zeigte
sich eine Korrelation mit der Schwere der AD. Eine Korrelation mit dem Serum-IgE-
Level wurde nicht gefunden [60,73].

In einer Studie von 2001 wurde bei Patienten mit AD eine signifikant hohere Leu-
kotrien- und Histaminproduktion von basophilen Granulozyten nach Stimulation mit
Staphylococcus aureus nachgewiesen [108].

2.3.5 Wirkung von Rezeptor-Antagonisten bei atopischer Dermatitis

Nachdem sich in verschiedenen Studien ein regulierender Effekt von Rezeptor-
Antagonisten bei Asthma und allergischer Rhinitis gezeigt hatte [79], wurde die Wir-
kung der Antagonisten (Montelukast) auch bei atopischer Dermatitis untersucht.

Yanase et al. untersuchte 2001 den Einfluss von Montelukast bei 8 Patienten mit AD
in einer doppelblinden, placebo-kontrollierten Studie und fand eine moderate, aber
signifikante Verbesserung des Hautzustandes und signifikante Unterschiede zwi-
schen beiden Gruppen [112]. In einer Fallstudie mit zwei Patienten wurde nach Mo-
notherapie mit Montelukast eine erhebliche Verbesserung des Hautzustandes beo-
bachtet [22]. Auch andere Autoren berichteten von einer klinischen Besserung der AD
und signifikanten Unterschieden zur Placebo-Gruppe [43,82,84].

In zwei weiteren Studien konnte keine hinreichende Evidenz fiir eine Wirksamkeit
[101] beziehungsweise keine Uberlegenheit gegeniiber den klassischen Behand-
lungsmethoden [30] gefunden werden.

2.4 Cellularer-Antigen-Stimulationstest (CAST-ELISA)
Der CAST wurde 1992 von de Weck, Furukawa und Maly entwickelt [37].

Er beruht auf einer Isolation der Blutleukozyten, anschlieendem Priming mit Inter-
leukin 3 (IL-3) und Bestimmung der Sulfidoleukotrienfreisetzung nach Stimulation mit
Antigenen mittels ELISA-Technik.

Auf die Bedeutung von Leukotrienen bei atopischen Erkrankungen, allergischen und
pseudoallergischen Reaktionen wurde an anderer Stelle bereits eingegangen [siehe
Leukotriene].

Gut erforscht ist die Effizienz des CAST bei der Allergiediagnostik. De Weck zitiert in
einer Ubersichtsarbeit tiber 50 Studien [37]. Darin wird in zusammengefasst deutlich,
dass der CAST-Assay bei der qualitativen Betrachtung den klassischen Methoden
wie Bestimmung des spezifischen IgE und Hauttestungen nicht tberlegen ist. Bei
Beurteilung der klinischen Relevanz, Intensitdt und Ausmald einer Sensibilisierung
scheint der CAST zusatzliche Informationen zu liefern. Die Reproduzierbarkeit der
Hauttests ist zuweilen eingeschrankt und ergibt positive Testergebnisse bei klinisch
gesunden Probanden; die Bestimmung des spezifischen IgE gibt Auskunft Giber das
Vorhandensein einer Sensibilisierung, ohne dass eine Beurteilung der klinischen Re-
levanz moglich ist. In diesen diagnostischen Lucken ist der CAST gut einsetzbar.

Bei der H6he der gemessenen Leukotrienproduktion besteht nicht nur ein Zusam-
menhang mit der klinischen Symptomatik, es wurde auch eine Korrelation mit Alter
und Geschlecht der Patienten gefunden [46,45].
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2.4.1 Inhalationsallergene

Die umfassendsten Untersuchungen zu den Inhalationsallergenen stammen von de
Weck [38,40,39], Medrala [76,74,75] und Ferrer [45,46]. Die Korrelation zwischen
CAST und Hauttests liegt bei 75-95%; dabei weist der CAST eine hohe Spezifitat auf.
Bei der rein qualitativen Feststellung einer Sensibilisierung bringt der CAST gegen-
Uber der allergenspezifischen IgE-Bestimmung keine Vorteile; der CAP scheint hier
empfindlicher. Im quantitativen Vergleich zeigt der CAST eine hohere Korrelation mit
den Hauttests, da hier auch die Intensitat der Symptome einbezogen wird.

In Studien von Ferrer et al. zeigte sich, dass Leukotrien- wie auch Histaminfreiset-
zung mit der umweltbedingten Allergenbelastung korrelieren; in der Pollensaison fin-
den sich bei Pollenallergikern hohere Werte in der Sulfidoleukotrien- (sLT) und
Histaminfreisetzung als aul3erhalb [47,46].

2.4.2 Insektengifte

Bei Insektengiftallergien sind trotz positiver Provokation in vivo Hauttests und IgE-
Bestimmung haufig negativ. Maly [72,71], Siridopoulos [95], HOxtermann [59] und
Hippler [52] fuhrten dazu Untersuchungen durch, in denen der diagnostische Wert
des CAST in Korrelation mit der Anamnese bei Insektengiftallergien als hoch einge-
stuft worden ist.

2.4.3 Nahrungsmittelallergien

Die Diagnostik von Nahrungsmittelallergien ist haufig schwierig, da nicht alle klini-
schen Manifestationen IgE-vermittelt sind, so dass Hauttests und IgE-Bestimmungen
haufig versagen. Hautests sind haufig falsch positiv, weil Nahrungsmittelextrakte His-
taminrickstadnde oder mediatorfreisetzende Begleitstoffe enthalten kdnnen; instabile
Nahrungsmittelallergene fuhren zu falsch negativen Ergebnissen.

Zum CAST-Assay liegen nur wenige Berichte vor [96,91], in denen die Korrelation
zwischen CAST, IgE-Bestimmung, Hautests und Histaminfreisetzung als gut einge-
schatzt wurde. Der CAST zeigte eine hohe Spezifitat, wenn auch die Autoren beto-
nen, dass klinische Provokationstestungen den in-vitro-Untersuchungen diagnostisch
Uberlegen sind [37].

2.4.4 Allergische und pseudoallergische Arzneimittelreaktionen
Hier liegen relativ viele Studien vor, die einen heterogenen Eindruck erwecken [37].

Bei den IgE-vermittelten Arzneimittelreaktionen wurden vor allem Betalaktamantibio-
tika untersucht mit unterschiedlichen Ergebnissen [69,26]. Trotz vorhandener Kklini-
scher Symptomatik war nur ein Teil der CAST-Ergebnisse positiv. Dazu zeigte sich in
einer Studie von Bircher et al., dass der CAST-Assay bei Patienten mit anaphylakti-
scher Symptomatik auf Betalaktamantibiotika positiv ausfiel, nicht aber bei Patienten
mit Urtikaria oder Exanthemen. Dies wurde auf die, bei anamnestisch bekannter a-
naphylaktischer Reaktion, hoch mit IgE beladenen Basophilen zuriickgefihrt [37].

Auch fur pseudoallergische Reaktionen auf ASS sind die Resultate unterschiedlich.
In einigen Studien wurde ein hoher diagnostischer Wert des CAST-ELISA’s fur die
ASS-induzierte Leukotrienfreisetzung gefunden mit einer Sensitivitat von 66-75% und
hoher Spezifitat [58,109,77]. In anderen Arbeiten wurde eine hohere Sulfidoleu-
kotrienfreisetzung von ASS-sensitiven Patienten im Vergleich zur Kontrollgruppe
gefunden, ohne dass eine individuelle diagnostische Abgrenzung mdglich wurde
[28,57]. In drei weiteren Studien wurde kein direkter Effekt von ASS auf die Leu-
kotrienfreisetzung gefunden, es zeigte sich aber eine erhdhte Freisetzung bei ASS-
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sensitiven Patienten nach Stimulation der Basophilen mit dem inkompletten Basophi-
lenagonisten Cba [34,104,105]. Diese unterschiedlichen Ergebnisse sind maoglicher-
weise auf die Auswahl von Patienten mit unterschiedlichen Grunderkrankungen
(Asthma, Urtikaria) oder die Art des verwendeten ASS zurickzufuhren. Weiteren
Einfluss kann auch die Auspragung der Symptomatik zum Untersuchungszeitpunkt
haben [37].

2.4.5 Nahrungsmitteladditiva

W.Czech untersuchte 1997 in einer allerdings sehr kleinen Arbeit (20 Patienten, 11
Kontrollen) die Korrelation oraler Provokation und Leukotrienfreisetzung bei Patien-
ten mit symptomatischer und nicht-symptomatischer Urtikaria.

Es fand zunéchst eine orale Provokation mit Nahrungsmitteladditiva (Tartrazin, Sali-
cylat, Benzoat, Metabisulfit, Nitrit, Farbenmischungen) statt. Dabei reagierten die
symptomatischen Patienten in einem deutlich héheren Prozentsatz positiv auf die
Provokation als die zum Zeitpunkt der Provokation nicht-symptomatischen Patienten.

Nach Prainkubation mit ASS, Benzoat und Metabisulfit ergab sich bei den Patienten
mit symptomatischer Urtikaria eine gesteigerte C5a-induzierte sLT-Freisetzung unter
dem Einfluss von Benzoat und ASS; Metabisulfit hatte keinen Einfluss. Die positiv
provozierten Patienten zeigten die hochste sLT-Freisetzung. In der Kontrollgruppe
(gesunde Probanden und Patienten mit atopischer Dermatitis) und bei den Patienten
mit symptomfreier Urtikaria zeigte die Prainkubation mit Nahrungsmitteladditiva und
ASS keinen Einfluss auf die Sulfidoleukotrienfreisetzung [13].

2.5 Nahrungsmittelzusatzstoffe und Tomaten
2.5.1 Acceptable Daily Intake (ADI-Wert)

Der ADI-Wert beziffert die akzeptable tagliche Aufnahmemenge eines Zusatzstoffes
in Milligramm, die ein Mensch pro Kilogramm Kdorpergewicht taglich verzehren kann,
ohne gesundheitliche Schaden davonzutragen. Die Festlegung der ADI-Werte erfolgt
in internationalen Gremien der EU beziehungsweise der Weltgesundheitsorganisati-
on (WHO).

Basis fur die Festlegung des ADI-Wertes sind in der Regel Fitterungsversuche mit
Ratten oder Mausen. Die hdchste Dosierung, bei der keine gesundheitlichen Scha-
den auftraten (NEL= No Effect Level), wird durch Hundert dividiert und ergibt so den
ADI-Wert.

2.5.2 Farbstoffe
2.5.2.1 Azofarbstoffe

Die grofRte und wichtigste Gruppe der Lebensmittelfarbstoffe stellen heute die soge-
nannten Azofarbstoffe dar, von denen in dieser Arbeit Amaranth, Azorubin, Cochenil-
lerot A, Gelborange S, Brilliantschwarz BN und Tartrazin verwendet wurden. Sie wer-
den chemisch-synthetisch hergestellt, friher auf der Basis von Steinkohleteer, heute
von Erdol. Ihr Name leitet sich aus der Doppelbindung zweier Stickstoffatome (A-
zogruppe) her, welche fir diese Farbstoffe charakteristisch ist. Azofarbstoffe sind
farbstabil und lichtecht; sie lassen sich vielfaltig mischen, so dass einzelne Farbnu-
ancen sehr genau eingestellt werden kénnen. Zunachst wurden die Farbstoffe zum
Farben von Textilien eingesetzt und eher als Nebeneffekt zur Anfarbung von Le-
bensmitteln verwendet. Erst spater wurde entdeckt, dass viele Azofarbstoffe gesund-
heitsgefahrdend und vor allem Krebs auslésend waren, zu dass Zulassungsbe-
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schrankungen erhoben wurden. Die heute verwendeten Azofarbstoffe gelten als ver-
gleichsweise harmlos; viele sind wasserloslich und sollen nach dem Verzehr schnell
aus dem Korper ausgeschieden werden. Bei den meisten Stoffen konnte keine direk-
te schadigende Wirkung nachgewiesen werden. Sie stehen dennoch unter dem Ver-
dacht, Allergien, Pseudoallergien und das hyperkinetische Syndrom auszulosen. Bei
einigen wird aul3erdem vermutet, dass sie auch an der Entstehung von Asthma und
atopischer Dermatitis beteiligt sind (Azorubin, Cochenillerot A, Gelborange S, Brilli-
antschwarz BN) oder Hautreaktionen verursachen (Amaranth) [16].

2.5.2.1.1 Amaranth E123

Amaranth ist ein wasserloslicher, roter Azofarbstoff, dessen Farbe bestandig ist ge-
gen Hitze, Luft und Benzoeséaure. In Gegenwart von Fruchtsauren verliert Amaranth
seine Farbe.

Verwendung findet Amaranth zum Beispiel in Americano und Bitter Soda (bis max.
100mg/l), in Aperitifweinen, Spirituosen und Fischrogen (bis max. 30mg/kg) sowie als
Farblack fur Dragees.

In den USA ist Amaranth verboten, da eine krebsférdernde Wirkung vermutet wird
[16].

ADI-Wert: 0-0,8mg/kg
2.5.2.1.2 Azorubin E122 (Carmoisin)

Azorubin, ein roter Azofarbstoff, hat groRe chemische Ahnlichkeit mit Amaranth. Azo-
rubin ist wasserldslich und in bestimmten Lebensmitteln in einer Hochstmenge von
50-500mg/kg zugelassen.

Verwendung findet Azorubin in Suf3- und Zuckerwaren, Puddingpulver, Kunstspeise-
eis, Biskuitrollen, Fruchtkonserven, Fertigprodukten, braunen Sof3en, Paniermehl
sowie auch bei Arzneimitteln zur Farbung von Dragees [16].

ADI-Wert: 0-4mg/kg
2.5.2.1.3 Cochenillerot A E124 (Ponceau 4R)

Cochenillerot A ist ein roter, wasserlgslicher Azofarbstoff mit groRer Ahnlichkeit zu
Amaranth. Er hat eine hohe Licht- und Hitzebestandigkeit und ist in neutraler und
saurer Umgebung stabil gegentber Fruchtsauren.

Der Farbstoff ist je nach Anwendungsgebiet in einer Hochstmenge von 50-500mg/kg
zugelassen und wird in spanischer Chorizo-Wurst und Salchichon verwendet; in
Lachsersatz, Getranken, in St3waren und Fruchtgelees ebenso wie in Kaseiberzi-
gen und als Farblack fur Dragees [16].

ADI-Wert: 0-4mg/kg
2.5.2.1.4 Gelborange S E110 (Sunsetgelb FCF)

Gelborange S ist ein gelb-oranger, wasserléslicher Azofarbstoff von hoher Lichtecht-
heit und Hitzebestandigkeit und hoher Stabilitat gegeniber Fruchtsduren. Je nach
Anwendungsgebiet ist er in einer Menge von 50-500mg/kg zugelassen. Verwendung
findet er in Getrdnken und Schokoladenmixgetranken, Sul3waren, Puddingpulver,
Zitronenquark und Kunstspeiseeis; sowie Fruchtkonserven, Kunsthonig, Backwaren,
Krabben, KasesolRe, Fertigsuppen, Paniermehl und bei der Arzneimittelherstellung
zur Farbung von Dragees.
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Im Tierversuch wurde eine Tumorbildung beobachtet, bei der nicht sicher ist, ob die-
se Ergebnisse auch auf den Menschen tbertragen werden kdnnen [16].

ADI-Wert: 0-2,5mg/kg
2.5.2.1.5 Brilliantschwarz BN E151 (Schwarz BN)

Brilliantschwarz BN ist ein schwarzer lichtechter Azofarbstoff, der gegen Hitze und
Fruchtsauren mafig stabil ist. Er kann in einer Héchstmenge von 50-500mg/kg ver-
wendet werden. Zur Anwendung kommt Brilliantschwarz BN in Lakritz und SufRwa-
ren, in Fischprodukten (deutscher Kaviar/ Fischrogen), in Sol3en und in der Arznei-
mittelherstellung zur Farbung von Dragees. Auch im kosmetischen Bereich wird er
zur Farbgebung von Shampoos, Schaumbadern, Duschbadern und flissigen Seifen
eingesetzt [16].

ADI-Wert: 0-5mg/kg
2.5.2.1.6 Tartrazin E102

Auch Tartrazin gehort zu den Azofarbstoffen, ist von zitronengelber Farbe und gut
wasserloslich. Tartrazin bleibt auch in saurer Umgebung farbecht, ist licht- sowie
temperaturbestandig. Je nach Anwendungsgebiet ist die Verwendung von Tartrazin in
einer Hochstmenge von 50-500mg/kg zugelassen.

Tartrazin war zunadchst in Deutschland nur sehr begrenzt zum Farben von Spirituosen
und Likoren zugelassen. Im Rahmen der Zusatzstoff-Harmonisierung in der EU ist
das Anwendungsgebiet erheblich ausgeweitet worden.

Verwendung findet Tartrazin zum Beispiel in Frucht- und Krauterlikbren, Branntwei-
nen, Obst- und Fruchtweinen; seit der Zusatzstoff-Harmonisierung auch in nicht-
alkoholischen und aromatisierten Getranken, Backwaren, Sul3waren, Senf, aromati-
siertem Schmelzkase, Fisch- und Krebspasten sowie als Farblack fur Dragees und
zum Farben von Kaserinden und Kunstdarmen.

H&aufig wird Tartrazin durch eine Mischung von Chinolingelb (E 104) und Gelborange
S (E110) ersetzt [16].

Die Unbedenklichkeit von Tartrazin ist immer bezweifelt worden. Die vermutete scha-
digende Wirkung hat sich jedoch auch in Langzeitversuchen nicht eindeutig nach-
weisen lassen. Dabei steht auch Tartrazin seit langem im Verdacht, Pseudoallergien
auszulésen, besonders bei Personen, die empfindlich auf Benzoat und Acetylsalicyl-
saure reagieren [100,41,111].

ADI-Wert: 0-7,5mg/kg
2.5.2.2 Weitere Farbstoffe
2.5.2.2.1 Chinolingelb E104

Chinolingelb ist ein gelber, wasserldslicher Chinolin-Farbstoff, der ebenfalls synthe-
tisch hergestellt wird. Er ist von guter Lichtechtheit und Hitzebestandigkeit und stabil
gegenuber Fruchtsauren, jedoch unléslich in pflanzlichen Olen.

Je nach Anwendungsgebiet ist er flr bestimmte Lebensmittel in einer Menge von 50-
500mg/kg zugelassen, in der Praxis werden meist 20-30mg/kg verwendet. Zur An-
wendung kommt er unter anderem in Getranken, Sufl3waren, Kunstspeiseeis und
R&ucherfisch sowie zur Farbung von Arzneimitteldragees. In Kombination mit blauen
Farbstoffen wird er zur Griinfarbung eingesetzt.
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Im Tierversuch ergaben sich Hinweise, dass reines Chinolin tumorférdernd wirken
kann. FUr Chinolingelb, ein Abkbmmling von Chinolin, wurden diese Ergebnisse bis-
her nicht bestatigt. Aufgrund der chemischen Verwandtschaft mit den Azofarbstoffen
steht auch Chinolingelb im Verdacht, Pseudoallergien und das hyperkinetische Syn-
drom auszulésen.

In den USA ist Chinolingelb zur Verwendung als Lebensmittelfarbstoff verboten [16].
ADI-Wert: 0-10mg/kg
2.5.2.2.2 Eisenoxid E172 (Eisenhydroxid)

Eisenoxide sind eisenhaltige Pigmente, die sowohl nattrlich vorkommen als auch
kinstlich hergestellt werden kdnnen. Naturlich vorkommende Eisenoxidpigmente
sind zum Beispiel Ocker, Terra di Siena, Umbra, Spanisch- oder Persischrot, die je
nach Zusammensetzung der Pigmente verschiedene Farbnuancen annehmen kén-
nen. Sie haben eine geringere Farbintensitat als kinstlich hergestellte Pigmente und
kdnnen Verunreinigungen aufweisen. Die kunstliche Herstellung erfolgt chemisch
Uber eine kontrollierte Eisen-Sauerstoff-Reaktion (Erhitzen, Gluhen); kunstlich herge-
stellte Pigmente sind zum Beispiel Eisenoxidgelb, -rot, -braun, und -schwarz.

Eisenoxidpigmente sind bestandig gegentber Licht und Witterungseinflissen und
hitzestabil. Als Farbstoff haben sie eine grol3e technologische Bedeutung.

Schadigende Wirkungen wurden bisher nicht beobachtet; fir Lebensmittel sind sie
ohne Hochstmengenbeschrankung zugelassen, wobei bestimmte Lebensmittel (Nu-
deln, Honig, verschiedene Milchprodukte, Brot) aus Griinden des Tauschungsschut-
zes davon ausgenommen sind.

Eisenoxide finden Verwendung in Dragees, SulRwaren, Kaserinden, Oliven und Ver-
packungsmaterialien [16].

Ein ADI-Wert wurde nicht festgelegt.
2.5.2.2.3 Erythrosin E127

Erythrosin ist ein rosa bis roter, wasserl6slicher Farbstoff, der in saurer und neutraler
Umgebung farblos ist, in alkalischer Umgebung jedoch einen tiefroten Farbton an-
nimmt. Er wird daher auch als pH-Indikator verwendet. Die Substanz ist nicht licht-
echt und vertragt Hitze bis zu 140°

Erythrosin ist ein Fluorescinfarbstoff; d.h. er besteht aus Jodverbindungen. Bisher ist
noch nicht genau bekannt, in welchem Mal3 Erythrosin zur Jodversorgung beitragt.

Die Herstellung erfolgt synthetisch; fir bestimmte Lebensmittel ist der Stoff in einer
Hochstmenge von 150-200mg/kg je nach Anwendungsgebiet zugelassen. Verwendet
wird Erythrosin zum selektiven Anfarben von Kirschen in Fruchtsalaten, zum Farben
von Cocktailkirschen sowie bei Dragees als Farblack.

Auch Erythrosin steht im Verdacht, an der Entstehung des hyperkinetischen Syn-
droms beteiligt zu sein. Méglich ist auch die Ausbildung von Proteinfarbstoffkomple-
xen, welche die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden kdnnen. Unter bestimmten Bedin-
gungen entstehen bei der Lebensmittelverarbeitung Fluoresceine (anorganische
Jodverbindungen), welche die Nieren schadigen kdnnen [16].

ADI-Wert: 0-0,1mg/kg
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2.5.2.2.4 Indigotin E132 (Indigokarmin)

Indigotin ist ein blauer Indigofarbstoff, der in Kombination mit gelben Farbstoffen
auch zur Grunfarbung verwendet wird. Indigotin ist wasserloslich, besitzt nur eine
geringe Lichtechtheit und vertragt Temperaturen bis zu 150° Aufgrund der geringen
Saurebestandigkeit kann der Farbstoff in sauren Lebensmitteln nicht eingesetzt wer-
den.

Das klassische Indigoblau wurde lange Zeit aus pflanzlichen Rohstoffen hergestellt,
aus den Blattern der Farberwaids; spater aus der in Indien kultivierten Indigopflanze.
1897 gelang erstmals die synthetische Herstellung, die den naturlichen Farbstoff ver-
drangte. Heute wird Indigotin fast ausschlie3lich chemisch-synthetisch hergestellt;
biotechnische Verfahren fir die Indigoproduktion befinden sich in der Entwicklung.

Fur bestimmte Lebensmittel ist Indigo je nach Anwendungsgebiet in einer Hochst-
menge von 50-500mg/kg zugelassen; verwendet wird der Farbstoff vor allem zur
Farbung von alkoholfreien Getranken, Likor, SuRwaren, Kunstspeiseeis und Dra-
gees.

Indigotin selbst gilt als unbedenklich; in langeren Ftterungsstudien hat sich jedoch
ergeben, dass in Anwesenheit von Nitrit aus anderen Lebensmitteln Nitrosamine ent-
stehen konnen. Bei Allergikern sind schwache allergische Reaktionen méglich [16].

ADI-Wert: 0-5mg/kg
2.5.2.2.5 Patentblau V E131

Dieser blaue, wasserl6sliche Farbstoff gehort zu den Triphenylmethanfarbstoffen, die
vom menschlichen Kérper nicht aufgenommen werden. Die Herstellung erfolgt che-
misch-synthetisch; fur bestimmte Lebensmittel ist er je nach Anwendungsgebiet in
einer Hochstmenge von 100-500mg/kg zugelassen.

Verwendet wird Patentblau V vor allem zum Farben von Getranken, Sif3waren und
der Oberflache von Lebensmitteln, Eiern und auch fur Glasuren. Eine Mischung mit
Tartrazin oder Chinolingelb ergibt einen grinen Farbton.

Nebenwirkungen wurden bisher nicht festgestellt, nach oraler Aufnahme wird der
Farbstoff fast vollstandig wieder ausgeschieden [16].

ADI-Wert: 0-15mg/kg
2.5.3 Benzoesaure E210, Benzoate E211-213

Benzoesaure ist ein Konservierungsmittel, welches sowohl als freie Saure als auch in
Form ihrer Salze (Natriumbenzoat E211, Kaliumbenzoat E212, Calciumbenzoat
E213) verwendet wird. Sie ist geeignet zur Konservierung saurer und gesauerter
Produkte und schitzt vor allem vor Schimmelbefall und unerwiinschter Nachgarung.
Sie ist auch wirksam gegen Hefen und aflatoxinbildende Schimmelpilze; weniger
wirksam gegen Milchsaurebakterien und einige Krankheitserreger (z.B. Clostridien).
In Kombination mit Schwefeldioxid (E220) schiitzt Benzoesaure auch vor enzymati-
schem und bakteriellem Verderb. In den zur Konservierung erforderlichen Konzentra-
tionen kann Benzoesaure geschmacklich auffallen.

Natiurlicherweise kommt Benzoesaure in vielen Beeren und Frichten vor wie z.B. in
Pflaumen, Preisel-, Heidel- und Johannisbeeren, Erdbeeren, Trauben, aber auch in
Gewdurznelken, Zimt und fermentierten Milchprodukten [3].

Die Herstellung erfolgt chemisch-synthetisch durch die Oxidation von Tuluol. Fir be-
stimmte Lebensmittel ist Benzoesaure in einer Hoéchstmenge von 300-2000mg/kg
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zugelassen, in Ausnahmefallen bis zu 6000mg/kg. Dabei muss die Gesamtmenge
aller Konservierungsmittel beachtet werden.

Verwendet wird Benzoesaure in Mayonnaise und mayonnaisehaltigen Feinkostpro-
dukten wie Fleisch- und Wurstsalaten und Marinaden, in sauren Obstkonserven und
Fruchtkonzentraten. Sehr verbreitet ist die Anwendung in Gemusekonserven; vor
allem in Sauergemusen wie zum Beispiel Essiggurken.

Benzoesaure wird vom menschlichen Organismus Uber die Darmwand aufgenom-
men. In mehreren Fitterungsversuchen haben sich verschiedene gesundheitlich
problematische Wirkungen ergeben. Es kénnen sowohl allergische Reaktionen als
auch Pseudoallergien auftreten, besonders bei Personen, die empfindlich auf Acetyl-
salicylsdure reagieren. Heute wird der Einsatz von Benzoaten eingeschrankt zuguns-
ten anderer, weniger bedenklicherer Konservierungsmittel. Katzen reagieren beson-
ders empfindlich auf Benzoate; daher sind diese in Tierfutter verboten [16].

ADI-Wert: 0-5mg/kg

In dieser Arbeit wurde Natriumbenzoat (E211) verwendet, das Natriumsalz der Ben-
zoesaure.

2.5.4 Natriumnitrit E250

Das Konservierungsmittel Natriumnitrit (NaNO,) ist Bestandteil von Nitritpokelsalz,
eine Mischung aus Kochsalz und Natriumnitrit. Es wird vorwiegend bei der Nass- und
Spritzpokelung eingesetzt, bei der die Fleischmasse in eine Nitrit-Salz-Losung einge-
legt wird. Anders als beim Natriumnitrat ist beim Nitrit die konservierende Komponen-
te direkt aktiv. Es wirkt gegen Bakterien, vor allem gegen Clostridium botulinum.
Beim Pokelprozess wird das chemisch wenig bestandige Myoglobin in eine stabilere
Variante umgewandelt (Umrétung), wodurch das Fleisch seine rétliche Farbe behalt
und aul3erdem ein charakteristisches Aroma entsteht.

Die Herstellung erfolgt durch die Reduktion von Nitrat unter kontrollierten Bedingun-
gen und einer Hitzeeinwirkung von 380°

Nitrit darf Lebensmitteln nur in Form von Nitritpdkelsalz zugesetzt werden in einer
Hochstmenge von 50-175mg/kg, bezogen auf die Konzentration im Endprodukt. Die
zugesetzte Menge ist weitaus héher.

Verwendung findet Nitrit in gepokelten Fleisch- und Wursterzeugnissen; auch in Do-
sen wie z.B. Enten- und Gansepastete. Zur Konservierung von Speck, Schinken,
Wurst und anderen Fleischprodukten ist der Einsatz von Nitrit in Deutschland weit
verbreitet.

Gesundheitlich sind Nitrite problematisch, da sie gefaR3erweiternd und blutdrucksen-
kend wirken und in héheren Dosierungen zu einer Methadmoglobinamie fihren. Be-
sonders gefahrdet sind Sauglinge. Im menschlichen Korper kann Nitrit zu krebserre-
genden Nitrosaminen umgewandelt werden [16].

ADI-Wert: 0-0,2mg/kg
2.5.5 Kaliummetabisulfit E224 (Kaliumdisulfit)

Kaliumdisulfit ist das Kaliumsalz der schwefligen Saure, welche als Gas (Schwefeldi-
oxid) oder in wassriger Losung zur Lebensmittelkonservierung verwendet wird. Sulfi-
te entstehen beim Einleiten von Schwefeldioxid in die jeweiligen Laugen; die entste-
henden Losungen werden durch Eindampfen in die feste Form Uberfuhrt.
Schwefeldioxid und Sulfite haben unterschiedliche Wirkungen; wirken stark anti-
mikrobiell gegeniiber Bakterien und hemmen das Wachstum von Schimmelpilzen
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und Hefen, verhindern die enzymatische Braunung (z.B. bei frischen Kartoffeln), wir-
ken farbstabilisierend und bleichend und unterdriicken Oxidationsprozesse. Kalium-
disulfit wird als Konservierungsmittel und als Antioxidationsmittel verwendet, es
hemmt das Wachstum von Pilzen und verhindert die enzymatische Braunung.

Sie sind fur eine grofRe Anzahl von Lebensmittel zugelassen und dtrfen je nach An-
wendungsgebiet in einer Hochstmenge von 30-200mg/kg als Summe von Schwefel-
dioxid und Sulfiten verwendet werden, in Ausnahmefallen (Trockenfriichte) bis zu
2000mg/kg. Bei der Konservierung von Wein ist Schwefeln ein allgemein Ubliches
Verfahren (160-400mg/l), wobei trockener und roter Wein in der Regel einen geringe-
ren Schwefelgehalt hat als weil3er und sif3er Wein. Weitere Verwendung finden Sulfi-
te und Schwefeldioxid in Meerrettichmasse, Frucht- und Gemisezubereitungen,
Kartoffelgerichten, Fruchtsaften und Marmelade sowie in Knabbererzeugnissen auf
Kartoffel- und Getreidebasis.

Der menschliche Organismus reagiert sehr unterschiedlich auf Sulfite; bei empfindli-
chen Menschen konnen schon kleine Mengen zu Kopfschmerzen, Ubelkeit, Véllege-
fuhl und Durchfall fihren. Verbreitet sind auch echte Allergien sowie pseudoallergi-
sche Reaktionen, haufig mit Asthmaanfallen und Ubelkeit [16].

ADI-Wert: 0-0.7mg/kg
2.5.6 Natriumsalicylat

Salicylat ist das Natriumsalz der Salicylsaure (o-Hydroxybenzoesaure,
CeH4(OH)COOH), einer aromatischen Carbonséaure, die mittels der Kolbe-Schmitt-
Synthese aus Natriumphenolat und Kohlendioxid hergestellt wird [20].

Naturlicherweise kommt sie in Form ihres Methylesters in atherischen Olen (z.B.
Wintergrinél) und als Pflanzenhormon in Blattern, Bliten, Wurzeln und Friichten vie-
ler Pflanzen vor. Besonders reich an Salicylsdure ist die Weidenrinde (Salicis cortex),
durch die sie ihren Namen erhielt und deren schmerzlindernde und fiebersenkende
Wirkung bereits 700 v. Chr. bekannt war [18]. 1897 gelang dem deutschen Apotheker
und Chemiker F. Hoffmann die Herstellung der Acetylsalicylsdure Uber die Vereste-
rung der Salicylsdure mit Ethansaure.

In der Nahrung ist Salicylsaure vor allem in Frichten und Gemuse (Beerenfriichten,
Orangen, Grapefruits, Zitronen, Aprikosen, Ananas, Bananen, Rhabarber, Weintrau-
ben, Gurken, Oliven, Tomaten und Erbsen), Mandeln, Nussen, Kréautern, Gewirzen
und auch Wein, Bier und Essig enthalten [6,3].

Salicylsaure wirkt garungs- und faulnishemmend und bakterizid. Fur die Konservie-
rung von Lebensmitteln ist sie nicht zugelassen.

Pharmakologisch werden die analgetischen, antiphlogistischen, antipyretischen und
keratolytischen Eigenschaften genutzt; Acetylsalicylsdure wirkt aul3erdem thrombozy-
tenaggregationshemmend. Salicylsaure dient auch zur Herstellung von Azofarbstof-
fen sowie zur Konservierung von Salben, Tinten und Leimen; ihre Methylester, Amyl-
und Isobutylester werden in der Parfimerie verwendet [19].

Salicylsaure gehort neben Benzoesaure, Sulfiten, Glutamat und Farbstoffen zu den
haufigsten Auslosern pseudoallergischer Reaktionen [85,3,15].

2.5.7 Kalifornische Freilandtomaten

Ebenfalls im Test verwendet wurden kalifornische Freilandtomaten. Tomaten enthal-
ten neben Wasser, Kohlenhydraten, Eiweil3 und Fett, Kalzium, Kalium, Eisen, Natri-
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um, Vitaminen und Spurenelementen, Flavonoiden und Carotinoiden (besonders Ly-
kopin) auch grof3e Mengen an Salicylat, Histamin und fliichtigen Aromastoffen.

In vorangegangen Untersuchungen bei Patienten mit chronischer Urtikaria hatte sich
gezeigt, dass als Ausloser pseudoallergischer Reaktionen nicht, wie bisher immer
angenommen, nur Histamin und Salicylat, sondern auch die flichtigen Aromastoffe
beteiligt sind [116].

Es erfolgte daher eine separate Testung der Sulfidoleukotrienfreisetzung nach Stimu-
lation mit Tomate-Rickstand und Tomate-Destillat.

Im Ruckstand befanden sich Proteine, Histamin und Salicylat. Im Destillat waren die
flichtigen Aromastoffe, in erster Linie niedermolkulare Aldehyde, Ketone und Alkohol
enthalten [116].

3 Material und Methoden

3.1 Auswahl der Patienten

Die Patienten wurden aus einer 1996 in der Atopiesprechstunde der Charité durchge-
fuhrten Studie ausgewahlt. In dieser Arbeit war der Einfluss einer pseudoallergenar-
men Diat auf den Hautzustand bei Patienten mit atopischer Dermatitis untersucht
worden [110].

Die Diagnose der atopischen Dermatitis war nach den Kriterien von Hanifin und Raj-
ka [51] gestellt worden. Der Hautzustand wurde vier Wochen unter normaler Kost
(Vorphase) und anschlie3end 6 Wochen unter pseudoallergenarmer Diat [115] (Diat-
phase) dokumentiert.

Fur die Bewertung des Diaterfolgs wurde die Verdnderung des Hautzustandes
zugrunde gelegt. Die Beurteilung erfolgte mittels eines modifizierten Costa-Scores
[32]. Dabei wurde der Mittelwert aus der Eingangsuntersuchung und weiteren Unter-
suchungen in der Mitte und am Ende der Vorphase gebildet und mit dem erreichten
Wert am Ende der Diatphase verglichen. Als Diaterfolg wurde eine Reduktion des
Scores um mindestens 35% gewertet. Zusatzlich erfolgte die Bestimmung des Se-
rum-ECP, dessen Korrelation mit dem klinischen Hautzustand vielfach beschrieben
wurde [62,33].

Bei den Patienten, bei denen in der Didtphase eine Besserung des Hautzustands
eingetreten war, wurde eine zweitdgige orale Provokation mit pseudoallergenreicher
Kost, den Proteinen (Rickstand) und den Aromastoffen (Destillat) aus kalifornischen
Freilandtomaten durchgeflihrt. Bei einer Verschlechterung des Hautzustandes
schloss sich eine doppelblinde, placebo-kontrollierte orale Provokationstestung mit
verschiedenen pulverisierten, in Gelatinekapseln verabreichten Nahrungsmitteladditi-
va an (Kapsel-Provokationstestung, siehe [3.3.2.2]).

Aus der Studie wurden in dieser Arbeit insgesamt 23 Patienten untersucht. Ein positi-
ves Votum der Ethikkommission der Charité lag vor.

3.2 Einteilung der Studienteilnehmer
3.2.1 Kontrollgruppe (KG)

Die Kontrollgruppe (n=16, 9 weiblich (w), 7 mannlich (m), Altersspanne 24-45 Jahre,
Mittelwert 33,4 Jahre) setzte sich aus gesunden Probanden zusammen, die keine
atopischen Erkrankungen oder klinisch manifeste Allergien aufwiesen. Subklinische
Sensibilisierungen wurden nicht ausgeschlossen.
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3.2.2 Diatresponder (DR)

Zur Gruppe der Diatresponder (n=10, 5w, 5m, Altersspanne 18-44 Jahre, Mittelwert
30,2 Jahre) wurden die Patienten zugeordnet, die unter der pseudoallergenarmen
Diat eine Reduktion des Costa-Scores um mindestens 35% aufwiesen und auf die
orale Provokation mit pseudoallergenreicher Kost mit Ekzemverschlechterung rea-
giert hatten. Unter der anschlieRenden Kapsel-Provokationstestung hatten diese Pa-
tienten keine weitere Verschlechterung des Hautzustandes gezeigt.

3.2.3 Kapselresponder (KR)

In diese Gruppe (n=9, 4w, 5m, Altersspanne 21-59 Jahre, Mittelwert 32,4 Jahre) wur-
den Patienten eingeschlossen, die ebenso wie die Diatrespondergruppe eine klini-
sche Verbesserung des Hautzustandes unter der pseudoallergenarmen Diat gezeigt
hatten mit Verschlechterung unter pseudoallergenreicher Kost. Auf die anschlie3ende
doppelblinde, placebo-kontrollierte Kapsel-Provokationstestung hatten diese Patien-
ten mit einer weiteren Verschlechterung des Hautzustandes reagiert.

3.2.4 Nonresponder (NR)

Die Patienten der Nonrespondergruppe (n=4, 3w, 1m, Altersspanne 19-35 Jahre, Mit-
telwert 24,5 Jahre) hatten unter der Diat keine relevante Verbesserung des Hautzu-
standes gezeigt; die Reduktion des Costa-Scores war geringer als 35% beziehungs-
weise es kam zu einer Ekzemverschlechterung. Eine orale Provokationstestung
wurde nicht durchgefihrt.

3.3 Celluldarer-Antigen-Stimulationstest (CAST-ELISA)

Verwendet wurde der ,Cellular Antigen Stimulation Test* (CAST-ELISA), Buhimann
Laboratories AG, Schweiz.

Der CAST ist ein kompetetiver Enzymimmunoassay, in dem die nach Priming mit
Interleukin 3 (IL-3) und Antigenkontakt vorwiegend von den basophilen Granulozyten
produzierten Sulfidoleukotriene (LTC4, LTD4, LTE4) quantitativ bestimmt werden.

Mit allen zur de-novo-Synthese von Sulfidoleukotrienen erforderlichen Enzymen sind
basophile und eosinophile Granulozyten sowie Monozyten und Mastzellen ausgestat-
tet [52,67].

Interleukin 3 wird von aktivierten T-Zellen gebildet und besitzt vielfaltige Wirkungen,
auch auf unreife Vorlauferzellen im Knochenmark. Bei den basophilen Granulozyten
erhoht IL-3 die Reaktionsbereitschaft auf verschiedene Stimuli (Priming). Die Leu-
kotriensynthese wird stimuliert und die Bereitschaft zur Degranulation erhdht [52,4].
Durch die Zugabe von IL-3 wird die Empfindlichkeit der Basophilen gesteigert, nicht
jedoch die prinzipielle Reaktionsbereitschaft [37].

3.3.1 Testprinzip

Der CAST-ELISA lasst sich in drei Schritte unterteilen. I. Aus den Probandenproben
werden die Leukozyten isoliert. Il. Wahrend der Inkubation mit IL-3 und der jeweiligen
Antigenkonzentration werden die basophilen Granulozyten zur de-novo-Synthese
von Leukotrienen stimuliert. 1ll. Die in den Zelluberstand abgegebenen Leukotriene
werden anschlieRend in einem ELISA-Verfahren quantitativ bestimmt. Dazu wird ein
monoklonaler Antikérper verwendet, der die Leukotriene in vergleichbarer Sensitivitat
und Spezifitat erfasst.
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l. Isolation der Leukozyten:

Die Probeentnahme erfolgt in speziellen Réhrchen, die Nahrstoffe und Stabilisatoren
enthalten. Das Blut wird mit Dextran versetzt, um die Viskositat zu erhdhen, und die
Mischung 90 Minuten inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit befinden sich die
Leukozyten und Thrombozyten in der Plasmafraktion, wahrend die Erythrozyten se-
dimentiert sind. Der Uberstand wird vorsichtig abgesaugt und zentrifugiert. Im Sedi-
ment erhalt man die Leukozyten, die im IL-3-haltigen Stimulationspuffer resuspen-
diert werden.

. Zellstimulation:

In einem 40minutigen Inkubationsschritt werden die Leukozyten nach Zugabe der
jeweiligen Antigenkonzentration zur de-novo-Synthese von Sulfidoleukotrienen und
deren Freisetzung in die Zelliiberstande stimuliert.

Zur Bestimmung des Leerwertes (basale sLT-Freisetzung nach Priming mit IL-3, PB)
wird Stimulationspuffer verwendet. Zur Bestimmung der maximalen Stimulierbarkeit
der Leukozyten dient die Stimulationskontrolle (PC). Sie gibt die sLT-Freisetzung
nach Stimulation der Leukozyten mit einem hochaffinen, monoklonalen anti-lgE-
Rezeptorantikdrper wieder.

Nach Ende der Inkubationszeit werden die Proben zentrifugiert und die Uberstande
im ELISA verwendet.

1l. Bestimmung der Leukotrien-Konzentration:

Zur Doppelbestimmung werden je 100ul der Zelliberstande in die Mikrokuvetten der
Mikrotiterplatte pipettiert, die mit einem polyklonalen Anti-Maus-1gG-Antikorper be-
schichtet ist.

Mitgefuhrt wird pro Platte jeweils eine Standardkurve mit vier Standards in definierten
sLT-Konzentrationen, ELISA-Puffer und BLANK-Reagenz.

Hinzugegeben werden Enzymkonjugat, welches mit Alkalischer Phosphatase mar-
kierte Leukotriene enthalt, und eine Antikdérper-Lésung mit monoklonalen Anti-sLT-
Antikérpern (Maus). Wahrend einer etwa 20stindigen Inkubationszeit konkurrieren
die Leukotriene aus den Proben mit den enzymmarkierten Leukotrienen um eine limi-
tierte Anzahl von Bindungsstellen an den Anti-sLT-Antikorpern. Diese binden an die
Anti-Maus-lgG-Antikérper der Mikrotiterplatte.

Der ELISA-Puffer wird zur Bestimmung des Nullstandards (SO) verwendet, entspre-
chend der maximalen Bindungsrate. Da im ELISA-Puffer keine Leukotriene enthalten
sind, kann eine maximale Anzahl enzymmarkierter Leukotriene an die Anti-sLT-
Antikorper binden, so dass sich in der Dichtebestimmung die héchste optische Dichte
(OD) ergibt.

Zur Bestimmung der unspezifischen Bindung wird das BLANK-Reagenz mit einer
sehr hohen sLT-Konzentration verwendet. Es kdnnen sich so keine enzymmarkierten
Leukotriene an die Bindungsstellen der Anti-sLT-Antikorper binden. Die OD des
BLANKS wird von jeder OD der Standards und Proben subtrahiert.

Nach Ende der Inkubationszeit werden in einem Waschschritt die ungebundenen
Leukotriene entfernt und Substrat-L6sung (p-Nitrophenylphospat) hinzugegeben, das
vom gebundenen Enzym zu einem farbigen Endprodukt umgesetzt wird. Die Reakti-
on wird durch Zugabe der Stop-Losung (NaOH-Losung) beendet und die optische
Dichte bei einer Wellenlange von 405 nm bestimmt. Die Konzentration der Leukotrie-
ne aus den Proben verhalt sich dabei indirekt proportional zur optischen Dichte.
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3.3.2 Verwendete Substanzen und Vorversuche
3.3.2.1 Vorgefertigte Additiva

Es wurden kommerziell beziehbare Additiva verwendet, die unter Zusatzstoffe [siehe
2.5] im Einzelnen bereits beschrieben wurden. Vom Hersteller wurden die Farbstoffe
als Mischungen angeboten: Chinolingelb, Gelborange S, Azorubin, Amaranth und
Cochenillerot A als Farbstoff-Mischung 1 und Erythrosin, Patentblau V, Indigotin, Bril-
liantschwarz BN und Eisenoxid als Farbstoff-Mischung 2.

3.3.2.2 Inhaltsstoffe der Kapsel-Provokation

Um eventuelle Summationseffekte erfassen zu kénnen, wurde als weitere Testsub-
stanz die bei der oralen Kapsel-Provokationstestung verwendeten Stoffe untersucht.
In den Kapseln befinden sich aufRer den beschriebenen Einzelstoffen noch weitere
Nahrungsmitteladditiva:

Farbstoff: Karmin (roter Naturfarbstoff, der aus Koschenille gewonnen wird)
Konservierungsmittel: p-Hydroxybenzoesaureester E214-219, Natriumnitrat E251
Geschmacksverstarker: Natriumglutamat E621

Antioxidantien: Butylhydroxyanisol E320, Butylhydroxytuluol E321

naturlich vorkommende Stoffe wie biogene Amine, p-Hydroxybenzoeséaureester

Die in pulverisierter Form vorliegenden Inhaltsstoffe wurden zunachst in Lésung ge-
bracht. Aufgrund des unterschiedlichen Lésungsverhaltens der verschiedenen Stoffe
mussten verschiedene Ldsungsmittel benitzt werden. Verwendet wurden PBS
(Phosphate Buffered Saline, ohne Ca?*/Mg?*, Dulbecco) und Ethanol (70%). Um to-
xische Effekte zu vermeiden, wurde der Anteil des Ethanols méglichst gering gehal-
ten. Je nach Stoffmenge in den einzelnen Kapseln wurden verschiedene Mengen
Lésungsmittel benutzt, so dass eine Endkonzentration von 0,5mg/ml jedes einzelnen
Stoffes in der Ausgangslosung erzielt wurde (Ausnahme: Natriumglutamat aus Kap-
sel C mit einer Konzentration von 1mg/ml).

Die Art und Menge des verwendeten Losungsmittels sowie die zur Herstellung der
Ausgangslésung verwendete Menge der jeweiligen Substanzldsung kann der Tabelle
1 entnommen werden.
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Tab. 1: Einzelstoffe der Kapsel-Provokation und Losungsmittel

Stoffgruppe Name Kapsel- |E Stoff- Losungsmittel |Menge des  |fir
bezeich+ |Nunmmer |menge/ Losungs-  |Ausgangsldsung
nung Kapsel mittels entnommene

Menge

Farbstoffe

Azofarbstoffe Tartrazin D E102 |S0mg |PBS 10l 2m

Gelborange S A E110 |5nyg
Azorubin E122 |5ny
Ameranth E123 |5ny
Conchenillerot E124 |5ny
Brilliantschwarz E151 |5nyg
andere synthet.  |Chinolingelb E104 |5ny
Farbstoffe Erythrosin E127 |5nyg
Patentblau E131 |5nyg
Indigokarmin E132 |5ny
Naturfarbstoffe  |Eisen-lll-oxid, rot E172 |5ny
Karmin E120 |[5nyg
Konsenderungs- | Sorbinséure B1l E200 |250my [Ethand 5m 02m
stoffe Natriumbenzoat B2 E211 |25%0mg |PBS 20m 08m
div. E214-
p-Hydroxy- E219
benzoeséaureester
Na-Metabisulfit B3 E223 |50nmg [PBS 0om 2m
Natiunmitrat C E251 |100ng |PBS 10m 1m

Geschmacks- Natriumglutamet E621 |200ng

verstarker

Antioxidantien Butylhydroxyanisol Gl E320 |50nmg [PBS 24m 10m

Butyihydroxytuluol E321 Ethanol 26m

Nattrich Salicylsdure F1 100mg [PBS 40l 4l

vorkommende Biogene Anine

Stoffe p-Hydroxbenzoe-

saureester

Die Gesamtkonzentration aller Stoffe insgesamt lag weit héher als die der jeweiligen
Einzelstoffe. Um unspezifische Reizung, Toxizitat und zu geringe Konzentration ge-
geneinander abgrenzen zu kénnen, wurde daher in einem Vorversuch der konzentra-
tionsabhangige Verlauf der Leukotrienfreisetzung ermittelt. Dazu wurde aus der Aus-
gangslosung eine Verdlinnungsreihe mit Stimulationspuffer im Verhdltnis 1:10
hergestellt und in einer Testreihe mit vier Probanden die am besten geeigneten Kon-
zentrationen ermittelt.
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Stoffe der Kapsel-Provokation
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Abb. 5: Konzentrationsabhangige Leukotrienfreisetzung Kapsel-Provokationsstoffe, n=4 Probanden

Die hohe Leukotrienfreisetzung bei Verwendung der hochsten Konzentration ist auf
eine unspezifische Reizung durch den relativ hohen Ethanol-Anteil bedingt. In den
nachstgeringeren Konzentrationen mit niedriger sLT-Freisetzung schien die toxische
Wirkung im Vordergrund zu stehen. In den Konzentrationen 5ng/ml bis 5pg/ml, bezo-
gen auf die Einzelstoffe, zeigte sich eine hdohere, dosisabhangige Leukotrienfreiset-
zung. Diese Konzentrationen wurden daher im Test verwendet.

Die Stoffmischung wurde in einer Konzentration von 5ng/ml in 250ul-Portionen ali-
quotiert und bei -20C gelagert.

3.3.2.3 Tomate

Ebenfalls untersucht wurden Rickstand und Destillat aus kalifornischen Freilandto-
maten. Im Rickstand befanden sich die Proteine der Tomaten, Histamin und Salicy-
lat, wahrend im Destillat die flichtigen Aromastoffe enthalten waren [siehe 2.5.7].

3.3.2.3.1 Tomate-Rickstand

Der Rickstand wurde zundchst im Verhaltnis 1:10° mit PBS verdiinnt.
Anschlieliend wurde analog zu den Kapsel-Provokationsstoffen eine Verdinnungs-
reihe mit Stimulationspuffer im Verhéaltnis 1:10 hergestellt und in einem Vorversuch
die am besten geeigneten Konzentrationen ermittelt.

Tomate-Ruckstand
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Konzentration

Abb. 6: Konzentrationsabhangige Leukotrienfreisetzung Tomate-Riickstand, n=4 Probanden

Hier zeigte sich fur die Konzentrationen 1ul/ml bis 1nl/ml eine relativ gleichmafiige
Leukotrienfreisetzung, die auf eine dosisabhangige sLT-Freisetzung schlie3en lasst.
Diese Konzentrationen wurden daher im Test eingesetzt.
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Der Rickstand wurde in der héchsten verwendeten Konzentration (1pl/ml) in 250pl-
Portionen aliquotiert und bei einer Temperatur von —20C eingefroren.

3.3.2.3.2 Tomate-Destillat

Das Destillat wurde im Verhaltnis 1:10 mit PBS verdinnt und anschlie3end eine Ver-
dinnungsreihe mit Stimulationspuffer im Verhaltnis 1:10 hergestellt.

Tomate-Destillat
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Abb. 7: Konzentrationsabhangige Leukotrienfreisetzung Tomate-Riickstand, n=4 Probanden
Als Testkonzentrationen wurden die Konzentrationen 10ul/ml bis 10nl/ml gewabhilt.

Auch das Destillat wurde in der hochsten verwendeten Konzentration (10ul/ml) in
250ul-Portionen aliquotiert und bei einer Temperatur von —20T eingefroren.

3.3.2.4 Festlegung der Grenzwerte

Aus den Proben von mindestens zehn nicht-allergischen Probanden wurden vom
Hersteller die Grenzwerte und Grenzwert-Grauzonen fir jede Konzentration der Anti-
gene bestimmt. Zur Festlegung des Grenzwerts wurde, nach Abzug der Leerwerte,
der Mittelwert der Leukotrienfreisetzung ermittelt. Die Summe aus Mittelwert und der
dreifachen Standardabweichung ergab den Grenzwert. Die Grauzone reprasentiert
die Werte zwischen dem Grenzwert und der Summe aus Mittelwert und zweifacher
Standardabweichung.

Zur Bestimmung der Grenzwerte der Kapsel-Provokationsstoffe, Tomate-Riickstand
und Tomate-Destillat wurde analog dazu verfahren. Der Mittelwert der Leukotrienfrei-
setzung aus den Proben von acht gesunden Probanden wurde fir jede Konzentrati-
on errechnet und als Grenzwert die Summe aus Mittelwert und dreifacher Standard-
abweichung festgelegt.

Festlegung der Grenzwerte
189
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162
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'E T 167 _ 81 92 158 153
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pg/m pg/m  pg/m  ng/ml nl/ml nl/m nl/ml wl/ml nl/ml nl/ml pl/ml pl/ml

Substanzkonzentrationen (aufsteigend)

@ Stoffe der Kapsel-Provokation @ Tomate -Rickstand O Tomate-Destillat ‘

Abb. 8: Festlegung der Grenzwerte aus den Proben von acht gesunden Probanden, dargestellt sind
die Mittelwerte
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3.3.2.5 Vorversuche

In der Vorphase erfolgte die Blutenthahme zunachst direkt mit den kommerziell er-
haltlichen CAST-Probeentnahme-R6hrchen. Dabei wurde aufgrund der erniedrigten
sLT-Freisetzung festgestellt, dass der Unterdruck in den Réhrchen sich schadigend
auf die Leukozyten auszuwirken schien. Die Proben wurden in der Folge erst nach
der Blutentnahme in die CAST-Probeentnahme-Réhrchen umgefillt.

3.4 Software und mathematische Formeln

Es wurde das Statistikprogramm ,SPSS 11.5’, ,Microsoft Excel 97’ und das MS-Dos-
basierte Programm ,P.Fit“ verwendet sowie eine Vierfeldertafel zur Berechnung von
Sensitivitat, Spezifitdt und den pradiktiven Werten.

3.4.1 Vierfeldertafel

Provokationstest positiv Provokationstest negativ
Tesygrgebnls A B
positiv
Testergebnis
negativ C D

Die Sensitivitat (Ss) lasst sich mit der Formel

Ss=(A /A+C)x100 errechnen.

Zur Berechnung der Spezifitat (Sp) wird die Formel

Sp=(D /B+D) verwendet.

Die pradiktiven Werte, die den Anteil der ,Richtig-Positiven’ in der Menge der positi-

ven Testergebnisse (P*) beziehungsweise der ,Richtig-Negativen’ in der Menge der
negativen Testergebnisse (P ) angeben, werden mit den Formeln

positiver pradiktiver Wert P*=(A/A+B)x100
negativer préadiktiver Wert P =(D/C+D)x100 bestimmt.

3.5 Durchfiihrung

3.5.1 Verwendete Reagenzien (Buhlmann Laboratories AG, Schweiz)

= Dextran-LOosung

» Stimulationspuffer (lyophilisiert, enthalt nach Auflésen in 50 ml destilliertem
Wasser 20ng/ml IL- 3)

= Stimulationskontrolle (lyophilisiert, enthélt monoklonale Antikdrper (Maus) ge-

gen den hochaffinen IgE-Rezeptor, nach Auflésen in 3,5 ml destilliertem Was-
ser 2,75ug/ml)

= ELISA-Puffer

» Sulfidoleukotrien-Standard (lyophilisiert, enthélt nach Auflésen in 1ml destillier-
tem Wasser Sulfidoleukotriene in einer Konzentration von 6400 pg/ml)

= BLANK-Reagenz (lyophilisiert, enthalt eine sehr hohe Konzentration an
Sulfidoleukotrienen)
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Enzym-Konjugat (lyophilisiert, enthalt Leukotrien D4, markiert mit Alkalischer
Phosphatase)

Antikdrper-Losung (monoklonale Anti-sLT-Antikérper; Maus)

Waschpuffer (30ml Konzentrat, mit 570ml destilliertem Wasser zu verdinnen)
Substrat-Losung (gepufferte p-Nitophenylphophat (pNPP) -Losung)
Stop-L6sung (1M NaOH-L6sung)

Nahrungsmitteladditiva:

°  Farbstoff-Mischung 1: 250ug Chinolingelb (E104), 250ug Gelborange S
(E110), 100pug Azorubin (E122), 250ug Amaranth (E123), 250ug Cochenil-
lerot A (E124)

°  Farbstoffmischung 2: 250ug Erythrosin (E127), 250ug Patentblau V
(E131), 250ug Indigotin | (E132), 250ug Brilliantschwarz BN (E151), 250ug
Eisenoxid (E172)

° Tartrazin (E102), 250ug

© Natriumbenzoat (E211), 250ug
°  Natriumnitrit (E250), 2509

° Kaliummetabisulfit (E224), 25u9
° Natriumsalicylat, 250ug

3.5.2 weitere Reagenzien

Kapselprovokationsstoffe 5ng/ml, Tomate Rickstand 1ul/ml, Tomate-Destillat
10pl/ml

Destilliertes Wasser

3.5.3 Verwendete Gerate und Materialien

Zentrifuge (Heraeus Megafuge 1.0R)

Inkubator (Heraeus Instruments)

Wirbelmischer (IKA-Schittler MTS 4, Jahnke und Kunkel)
ELISA-Reader (Dynatech Laboratories, MRX)
Messpipette (Glas)

Mikroliterpipetten 10-100pul, 200-1000ul (Eppendorf)
Einmal-Pasteurpipette

Becherglas (100ml)

Falcon-Rohrchen 15ml (Greiner)

Eppendorf-Tips 1,5ml

S-Monovette (Sarstedt)

Folie zum Abdecken der Mikrotiterplatte

CAST-Probeentnahme-Rdhrchen (enthalten neben EDTA zusatzlich Stabilisa-
toren und Nahrstoffe, Bihlmann)

Mikrotiterplatte mit 96 Mikrokivetten, beschichtet mit Anti-Maus-IgG-
Antikdrpern (polyklonal, Kaninchen) (Bihlmann)

3.5.4 Isolation der Leukozyten

Den Probanden wurde mit einer Monovette, aus der das Kunststoffgranulat entfernt
wurden, etwa 10ml Blut entnommen. Die Probe wurde sofort in drei Nahrstoff- und
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Stabilisatorenhaltige CAST-Probeentnahme-Rdhrchen gegeben und sanft geschiit-
telt. Anschliel3end erfolgte die Umflllung in ein Becherglas.

Mit einer Messpipette wurden 10ml der Probe in ein 15ml Falcon-Rdhrchen pipettiert.
2,5ml Dextran-Losung wurden hinzugegeben, durch leichtes Schuitteln vermischt und
90 Min. bei Zimmertemperatur inkubiert.

Nach Ende der Inkubationszeit wurde die obere Plasmaphase wurde vorsichtig mit
einer Pasteurpipette abgesaugt und in ein weiteres 15 ml Falcon-Rdéhrchen gegeben.
Durch Zentrifugation (130xg, 15 Min., Zimmertemperatur) erfolgte die Sedimentation
der Leukozyten. Die im Uberstand befindlichen Thrombozyten wurden vorsichtig de-
kantiert. Die sedimentierten Leukozyten wurden in 10ml Stimulationspuffer resuspen-
diert.

Herstellung der Zusatzstoff-Konzentrationen und Vorbereitung der Stimulation

Die in pulverisierter Form vorliegenden Nahrungsmitteladditiva wurden in je 250ul
Stimulationspuffer geldst. Es wurde eine lineare Verdinnungsreihe (1:10) mit drei
Schritten mit Stimulationspuffer hergestellt. Die selbst hergestellten Substanzen wur-
den analog verdinnt. Es entstanden so Lésungen in den Konzentrationen:

Farbstoffmischungen 1 und 2, Tartrazin, Benzoat, Nitrit und Salicylat: 1000ug/ml,
100pg/ml, 10pg/ml 1pg/ml

Metabisulfit: 200pg/ml, 10pg/ml, 1ug/ml, 0,1pug/ml
Kapsel-Provokationsstoffe: 5ng/ml, 500pg/ml, 50pg/ml, 5pg/ml
Tomate-Ruckstand: 1ul/ml, 200nl/ml, 10nl/ml,1nl/ml
Tomate-Destillat: 10ul/ml, 1pl/ml, 200nl/ml, 10nl/ml

In 40 beschriftete Eppendorf-Tips wurden je 50ul jeder Substanz-Konzentration pi-
pettiert. Pro Patientenprobe wurden aufRerdem 50ul Stimulationspuffer zur Leerwert-
Bestimmung (PB) sowie 50ul der Stimulationskontrolle (PC) vorgelegt.

3.5.5 Zellstimulation

In die vorbereiteten Eppendorf-Tips mit den verschiedenen Substanzkonzentrationen,
Stimulationspuffer (PB) und der Stimulationskontrolle (PC) wurden je 200ul der re-
suspendierten Leukozytenldsung gegeben. Die Eppendorf-Tips wurden verschlossen
und bei 37T 40 Min. inkubiert.

Nach Ende der Inkubationszeit wurden die stimulierten Proben kurz auf einem Wir-
belmischer (600 Upm) geschiittelt, um eventuell entstandene Fibrintrépfchen aufzu-
l6sen.

Anschlief3end erfolgte eine weitere kurze Zentrifugation (1000xg, 3 Min., 4C), um die
Leukozyten zu sedimentieren.

Herstellung der Standardreihe

Der tiefgekuhlte Sulfidoleukotrien-Standard wurde in 1ml destilliertem Wasser gelost.
Mit ELISA-Puffer wurde eine lineare Verdinnungsreihe (1:4) mit drei Schritten herge-
stellt. Die so hergestellte Standardreihe enthielt Leukotriene in den vier Konzentratio-
nen:

S1=6400pg/ml, S2=1600pg/ml, S3=400pg/ml, S4=100pg/ml
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3.5.6 Bestimmung der Leukotrien-Konzentrationen

In je zwei Mikrokuvetten der Mikrotiterplatte wurden jeweils 100ul des in 2ml destil-
liertem Wasser aufgeldsten BLANK-Reagenz (BL), ELISA-Puffer (S0) und die vier
Standardkonzentrationen pipettiert. Aus jeder Probe wurden je 100ul des Zelliber-
stands in zwei Mikroktvetten tberfuhrt.

Anschliel3end wurde in jede Mikrokivette 50ul des in 11ml destilliertem Wasser ge-
|6sten Enzym-Konjugat und 50ul der Anti-sLT-Antikérper-Losung hinzugegeben. Die
Mikrotiterplatte wurde mit Folie abgedeckt und tber Nacht 18-24 Stunden bei 4C
inkubiert.

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Mikrotiterplatte dekantiert und zwei mal
mit je 400 pl Waschpuffer pro Mikrokivette gewaschen.

In jede Mikrokivette wurde 100ul Substrat-L6sung gegeben. Auf dem Wirbelmischer
erfolgte bei 500 UpM ein weiterer Inkubationsschritt von 30 Minuten.

Zum Beenden der Reaktion wurde in jede Mikrokivette 100ul der Stop-Losung pipet-
tiert. Im Anschluss daran erfolgte die Bestimmung der optischen Dichte im ELISA-
Reader bei einer Wellenlange von 405 nm.

3.5.7 Berechnung der Leukotrien-Konzentrationen

Alle Messungen wurden als Doppelbestimmung durchgefiihrt. Es wurde zunachst
von allen Doppelbestimmungen der Mittelwert gebildet. Alle im Folgenden verwende-
ten Bezeichnungen beziehen sich auf den Mittelwert.

Zunachst wurde die prozentuale Bindungsrate (B/Bo) jeder Messung berechnet, die
die optische Dichte (OD) der Messung im Verhaltnis zum Nullstandard SO (maximale
Bindung, OD des ELISA-Puffer) darstellt. Jeder (Mittel-)Wert der OD wurde um die
unspezifische Bindung (die OD des BLANK) berichtigt.

Berechnung der Standardkurve:

Mit der Formel
B/Bo(%)=(0OD Standard (Sx)-OD des BLANK)/(OD Nullstandard (S0)-OD BLANK)

wurden entsprechend die prozentualen Bindungsraten B/Bo der vier Standardkon-
zentrationen im Verhéaltnis zur maximalen Bindung SO errechnet.

Die prozentualen Bindungsraten kdnnen in halblogarithmischer Darstellung aufge-
tragen und so die bestangepassteste Standardkurve zeichnerisch ermittelt werden.
Eine genauere Bestimmung ist mittels des MS-Dos basierten Programms
,P.Fit" moglich, das hier verwendet wurde. Durch Eingabe der Standardkonzentratio-
nen und der entsprechenden Bindungsraten in die Formal

Y= Min. +(Max.-Min.) / (1 + ((X / X50) -P))

wird eine geglattete Standardkurve erstellt mit Berechnung der Konstanten
(Min.,Max.,X50 und P). X fiur die Standard-Konzentrationen, Y gibt die prozentuale
Bindungsrate (B/Bo) wieder.

Berechnung der Leukotrien-Konzentrationen

Die Formel wurde nach X aufgeldst und die Bindungsraten (B/Bo) aller Leukotrien-
bestimmungen fir Y eingesetzt.

X=((( ( Max.-Min.)/ (Y-Min.))-1)¥") x X50
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Man erhalt so die der prozentualen Bindungsrate (Y=B/Bo) entsprechende Leu-
kotrien-Konzentration (X).

4 Ergebnisse

Die Darstellung der Ergebnisse erfolgt in S&ulendiagrammen und in Boxplotgraphi-
ken, in denen die Mittelwerte und Mediane miteinander verglichen werden. Die Mit-
telwerte werden in S&dulendiagrammen gezeigt, jede Saule entspricht dem Mittelwert
einer Probandengruppe nach Stimulation mit der jeweiligen Stoffkonzentration. Aus
der Boxplotdarstellung werden die Mediane ersichtlich. Die rote Flache begrenzt die
25- und 75%-Quantile, zwischen denen der Median als schwarzer Balken liegt. Uber
beziehungsweise unter diesen Quantilen lagen die 10- und 90%-Quantile. In den
Graphiken sind die Probandengruppen abgekirzt mit KG (Kontrollgruppe), DR (Di-
atrespondergruppe), KR (Kapselrespondergruppe) und NR (Nonrespondergruppe).
GW entspricht dem Grenzwert. Die mit n angegebene Probandenzahl variiert, da in
der Kontrollgruppe und in der Diatrespondergruppe nicht bei allen Probanden samtli-
che Konzentrationen getestet wurden.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels des Student-t-tests und des Wilcoxon-
Tests. Der Student-t-Test basiert auf einem Vergleich der Mittelwerte. Der Wilcoxon-
Test ist verteilungsunabhéngiger, sensibel gegentber Median-Unterschieden und
unempfindlicher als der Student-t-Test gegentber Schiefen und Varianzunterschie-
den.

4.1 basale sLT-Freisetzung

Die Probanden der Kapselrespondergruppe zeigten nach Priming mit IL-3 die hochs-
te Sulfidoleukotrienfreisetzung mit einer Spanne von 215-1006pg/ml (Mittelwert
467pg/ml, Median 412pg/ml). Etwas niedriger lag die sLT-Freisetzung der Di-
atrespondergruppe (127-831pg/ml, Mittelwert 454pg/ml, Median 461pg/ml). Die SLT-
Freisetzung der Kontrollgruppe (0-691pg/ml, Mittelwert 349pg/ml, Median 328pg/ml)
und der Nonrespondergruppe (11-727pg/ml, Mittelwert 306pg/ml, Median 242pg/ml)
war deutlich geringer.

Diese Unterschiede waren statistisch nicht signifikant.

basale sLT-Freisetzung basale sLT-Freisetzung
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Abb. 9: Mittelwerte Abb. 10: Mediane der basalen sLT-Freisetzung

4.2 Stimulationskontrolle mit anti-IgE-Rezeptorantikorper

Nach Stimulation mit anti-IgE-Rezeptorantikdrper, durch die die Leukozyten maximal
zur sLT-Produktion stimuliert werden, zeigten die Probanden der Kapselrespon-
dergruppe eine im Vergleich zu den Uubrigen Gruppen deutlich hdhere sLT-
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Freisetzung. Die Werte bewegten sich zwischen 1584 bis 16890pg/ml, Mittelwert
5729pg/ml, Median 2826g/ml.

Die Kontrollgruppe (138-6673pg/ml) wies einen Mittelwert von 2553pg/ml und einen
Median von 2447pg/ml auf; Diatrespondergruppe (1188-6030pg/ml) Mittelwert
2760pg/ml, Median 2306pg/ml); Nonrespondergruppe (1485-2747pg/ml), Mittelwert
2337pg/ml, Median 2358pg/ml.

Im t-Test war die sLT-Freisetzung der Kapselrespondergruppe gegenuber der
Kontrollgruppe mit p<0,05 signifikant erhéht; die Unterschiede zu den Ubrigen
Gruppen waren nicht signifikant (p<0,2).
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Abb. 11: Mittelwerte Abb. 12: Mediane der Stimulationskontrolle

4.3 Farbstoff-Mischung 1
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Abb. 13: Mittelwerte der Leukotrienfreisetzung nach Stimulation mit der Farbstoff-Mischung 1

In der geringsten Konzentration von 0,2ug/ml lagen der Mittelwert der Kapselrespon-
dergruppe (164pg/ml) und der Nonrespondergruppe (124pg/ml) Gber dem Grenzwert
von 105pg/ml. Die Mediane beider Gruppen (Kapselrespondergruppe 0, Nonrespon-
dergruppe 56pg/ml) erreichten den Grenzwert nicht. In der Kapselrespondergruppe
lagen in dieser Konzentration die sLT-Werte von drei Probanden tGber dem Grenzwert
bei einer Spannbreite von 0-1096pg/ml, in der Nonrespondergruppe ein sLT-Wert (0-
383pg/ml); in der Kontrollgruppe ebenfalls ein Wert (0-159pg/ml).

Auch in der zweithdchsten Konzentration (20pug/ml) lag der Mittelwert der Non-
respondergruppe (110pg/ml) geringfugig tber dem Grenzwert von106pg/ml, Median
28g/ml. Dabei lag ein Wert (384pg/ml) tber dem Grenzwert.

In den beiden ubrigen Konzentrationen (2ug/ml, 200ug/ml) wurden die Grenzwerte
von den Mittelwerten und Medianen nicht Gberschritten.

Zwischen den Ergebnissen der Gruppen fanden sich keine statistisch signifikanten
Unterschiede.
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In der Auswertung der einzelnen Testergebnisse wies in der Kontrollgruppe ein Pro-
band ein positives Ergebnis auf (n=16), in der Diatrespondergruppe zwei Probanden
(n=10), Kapselrespondergruppe ebenfalls ein positives Ergebnis (n=9) und in der
Nonrespondergruppe einer von vier Probanden.

Damit liel3 sich insgesamt keine erhdhte sLT-Freisetzung der Leukozyten nach Stimu-

lation mit der Farbstoffmischung 1 nachweisen.
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Abb. 14: Boxplotdarstellung der Ergebnisse des CAST-ELISA mit der Farbstoff-Mischung 1

4.4 Farbstoff-Mischung 2
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Abb. 15: Mittelwerte der Leukotrienfreisetzung nach Stimulation mit der Farbstoff-Mischung 2

Bei der Farbstoffmischung 2 tberschritt nach Stimulation mit einer Stoffkonzentration
von 20ug/ml der Mittelwert der Nonrespondergruppe (124pg/ml) den Grenzwert von
114pg/ml, der Median lag bei 138pg/ml. Die sLT-Werte von drei Probanden lagen
Uber dem Grenzwert (n=4). Im t-Test lag mit p<0,05 die sLT-Freisetzung der Non-
respondergruppe statistisch signifikant Gber der Freisetzung der Diatrespondergrup-
pe. Auch der Mittelwert der Kontrollgruppe lag in dieser Konzentration mit 151pg/ml
Uber dem Grenzwert, Median 53pg/ml, sechs sLT-Werte (n=16) lagen Uber dem
Grenzwert. Die Mittelwerte und Mediane von Diatrespondergruppe und Kapsel-
respondergruppe blieben unter dem Grenzwert.
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In allen Gbrigen Konzentrationen wurden die Grenzwerte von den Mittelwerten und
Medianen nicht Gberschritten.

Bei der Auswertung der einzelnen Testergebnisse wies in der Kontrollgruppe ein Pro-
band ein positives Ergebnis auf (n=16), in der Diatrespondergruppe kein positives
Ergebnis. In der Kapselrespondergruppe fanden sich zwei positive Ergebnisse (n=9)
und in der Nonrespondergruppe zeigte einer von vier Probanden ein positives Er-
gebnis.

Die Hohe der sLT-Freisetzung der verschiedenen Gruppen unterschied sich statis-
tisch nicht signifikant.

Trotz der Grenzwerttiberschreitungen in der zweithdchsten Konzentration liel3 sich
insgesamt fir keine der Probandengruppen eine kontinuierlich erhohte Leu-
kotrienfreisetzung nach Stimulation mit der Farbstoffmischung 2 nachweisen.
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Abb. 16: Boxplotdarstellung der Ergebnisse des CAST-ELISA mit der Farbstoff-Mischung 2
4.5 Tartrazin
4.5.1 Stimulation mit Tartrazin-Konzentration von 0,2ug/ml
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Abb. 17: Mittelwerte Abb. 18: Mediane nach Stimulation mit Tartrazin 0,2ug/ml
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Mit einem Mittelwert von 225pg/ml lag die sLT-Freisetzung der Kapselrespon-
dergruppe deutlich tiber dem Grenzwert von 101pg/ml, Median 0. Die sLT-Werte be-
wegten sich zwischen 0-1218pg/ml, dabei lagen vier Werte (n=9) Gber dem Grenz-
wert. In der Kontrollgruppe wurde ein Mittelwert von 40pg/ml erreicht, Median O,
Werte zwischen 0-278pg/ml, einer der sLT-Werte lag Gber dem Grenzwert. In der Di-
atrespondergruppe bewegte sich die sLT-Freisetzung zwischen 0-301pg/ml, Mittel-
wert 62pg/ml, Median 0, drei der sLT-Werte lagen Gber dem Grenzwert. In der Non-
respondergruppe war die sLT-Freisetzung zwischen 0-324pg/ml, Mittelwert 94pg/ml,
Median 27pg/ml, ein sLT-Wert lag Gber dem Grenzwert.

Die Unterschiede in der Hohe der Sulfidoleukotrienfreisetzung waren statistisch nicht
signifikant.

4.5.2 Stimulation mit Tartrazin-Konzentration von 2ug/ml
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Abb. 19: Mittelwerte Abb. 20: Mediane nach Stimulation mit Tartrazin 2ug/ml

In dieser Konzentration erreichte keiner der Mittelwerte und Mediane den Grenzwert
von 160pg/ml. Die sLT-Freisetzung der Kontrollgruppe bewegte sich zwischen O-
232pg/ml, Mittelwert 31pg/ml, Median 0, ein sLT-Wert lag Uber dem Grenzwert. In der
Diatrespondergruppe lag die sLT-Freisetzung zwischen 0-249pg/ml, Mittelwert
31pg/ml, Median 0, ein sLT-Wert lag Uber dem Grenzwert. Kapselrespondergruppe:
sLT-Freisetzung zwischen 0-549pg/ml, Mittelwert 151pg/ml, Median 0, vier sLT-Werte
lagen tUber dem Grenzwert. Nonrespondergruppe: 0-440pg/ml, Mittelwert 131pg/ml,
Median 41pg/ml, ein sLT-Wert lag Gber dem Grenzwert.

Die HOhe der sLT-Freisetzung der einzelnen Gruppen wies keine statistisch signifi-
kanten Unterschiede auf.

4.5.3 Stimulation mit Tartrazin-Konzentration von 20 ug/ml
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Abb. 21: Mittelwerte Abb. 22: Mediane nach Stimulation mit Tartrazin 20pg/ml
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In dieser Konzentration Uberschritt die Kapselrespondergruppe mit einer mittleren
SLT-Freisetzung von 506pg/ml deutlich den Grenzwert von 154pg/ml, der Median lag
bei 0, die einzelnen Werte bewegten sich zwischen 0-2687pg/ml; zwei sLT-Werte
(n=9) lagen Uber dem Grenzwert. In der Kontrollgruppe bewegte sich die sLT-
Freisetzung zwischen 0-258pg/ml, Mittelwert 84pg/ml, Median 47pg/ml, funf sLT-
Werte lagen tUber dem Grenzwert (n=16). Die Diatrespondergruppe erreichte einen
Mittelwert von 72pg/ml, Median 0, Werte zwischen 0-407pg/ml, zwei sLT-Werte Uber-
schritten den Grenzwert (n=10). Fur der Nonrespondergruppe ergab sich ein Mittel-
wert von 138pg/ml, Median 7,5pg/ml, Werte zwischen 0-536pg/ml, ein sLT-Wert G-
berschritt den Grenzwert (n=4).

Die Unterschiede in der Hohe der Sulfidoleukotrienfreisetzung zwischen den Grup-
pen waren statistisch nicht signifikant.

4.5.4 Stimulation mit Tartrazin-Konzentration von 200ug/ml
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Abb. 23: Mittelwerte Abb. 24: Mediane nach Stimulation mit Tartrazin 200ug/ml

In dieser Konzentration wurde der Grenzwert von 362pg/ml von keinem der Mediane
und Mittelwerte Uberschritten. In der Kontrollgruppe bewegten sich die Werte zwi-
schen 0-212pg/ml, Mittelwert 30pg/ml, Median 0, kein sLT-Wert Uberschritt den
Grenzwert. In der Diatrespondergruppe lag die sLT-Freisetzung zwischen O-
307pg/ml, Mittelwert 102pg/ml, Median 84pg/ml, kein sLT-Wert lag tGber dem Grenz-
wert. Die sLT-Freisetzung in der Kapselrespondergruppe lag zwischen 0-2194pg/ml,
Mittelwert 266pg/ml, Median 18pg/ml, ein sLT-Wert tber dem Grenzwert. In der Non-
respondergruppe wurde ein Mittelwert von 79pg/ml erreicht, Median 15pg/ml, die
einzelnen Werte lagen zwischen 0-286pg/ml, kein sLT-Wert tGberschritt den Grenz-
wert.

Auch hier fanden sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in der H6he der
sLT-Freisetzung der einzelnen Gruppen.

4.5.5 Auswertung aller Konzentrationen und Bewertung

Bei der Auswertung der einzelnen Testergebnisse fanden sich in der Kapselrespon-
dergruppe 4 positive Ergebnisse (n=9), in der Diatrespondergruppe wies ein Proband
ein positives Testergebnis auf (n=10). In der Kontrollgruppe war ein Ergebnis positiv
bei 16 getesteten Probanden, Nonrespondergruppe ein positives Ergebnis bei insge-
samt 4 Probanden.

In keiner Konzentration fanden sich statistisch signifikante Unterschiede in der Hohe
der Leukotrienfreisetzung zwischen den einzelnen Gruppen.

Insgesamt zeigte sich bei dieser Substanz eine Tendenz der Kapselrespondergruppe
zu einer etwas erhohten Sulfidoleukotrienfreisetzung. Dies spiegelte sich in den deut-
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lich Uber den Grenzwert erhéhten Mittelwerten in der geringsten und zweithdchsten
Konzentration wieder wie auch in der héheren Anzahl der positiven Testergebnisse.

Die Sensitivitat lag bei 44,4%, Spezifitdt 90%. Der positive pradiktive Wert betrug
57,1%, negativer pradiktiver Wert 84,3%.

4.6 Benzoat
4.6.1 Stimulation mit Benzoat-Konzentration von 0,2ug/ml
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Abb. 25: Mittelwerte Abb. 26: Mediane nach Stimulation mit Benzoat 0,2ug/ml

Nach Stimulation der Leukozyten mit Benzoat in dieser Konzentration tberschritt der
Mittelwert der Kapselrespondergruppe mit 329pg/ml weit den Grenzwert von
115pg/ml, der Median lag bei 0. Die sLT-Freisetzung bewegte sich zwischen 0-
1122pg/ml, bei vier Probanden (n=9) lag die Freisetzung Uber dem Grenzwert. Die
hohere sLT-Freisetzung der Kapselrespondergruppe zeigte sich auch in den weit h6-
her liegenden 75- und 90%-Quantilen in der Boxplotdarstellung.

Der Mittelwert der Kontrollgruppe lag bei 28pg/ml, Median 0, Werte zwischen O-
169pg/ml, dabei zwei sLT-Werte tber dem Grenzwert (n=14). In der Diatrespon-
dergruppe bewegten sich die Werte zwischen 0-42pg/ml, kein sLT-Wert lag Gber dem
Grenzwert, Mittelwert 5pg/ml, Median 0. Die Nonrespondergruppe erreichte einen
Mittelwert von 34pg/ml, Median 0, Werte zwischen 0-137pg/ml, ein sLT-Wert lag Gber
dem Grenzwert (n=4).

Im t-Test ergab sich mit p<0,05 eine statistisch signifikant hohere sLT-Freisetzung der
Kapselrespondergruppe gegenuber der Kontrollgruppe; im Vergleich von Kapsel-
respondergruppe und Diatrespondergruppe lagen die Werte der Kapselrespon-
dergruppe hoéher mit p=0,056.
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4.6.2 Stimulation mit Benzoat-Konzentration von 2ug/ml
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Abb. 27: Mittelwerte Abb. 28: Mediane nach Stimulation mit Benzoat 2ug/ml

In dieser Konzentration lag der Mittelwert der Kapselrespondergruppe mit 400pg/ml
ebenfalls weit GUber dem Grenzwert von 112pg/ml, der Median lag bei 0. Vier sLT-
Werte in dieser Gruppe (n=9) lagen tUber dem Grenzwert, die Werte bewegten sich
zwischen 0-1501pg/ml. Auch in dieser Konzentration wieder weit hohere 75- und
90%-Quantile der Kapselrespondergruppe in der Boxplotdarstellung.

Die Kontrollgruppe erreichte einen Mittelwert von 67pg/ml, Median 0, Werte zwischen
0-627pg/ml, ein sLT-Wert tUber dem Grenzwert (n=14). Der Mittelwert der Di-
atrespondergruppe lag bei 16pg/ml, Median 0, Werte zwischen 0-105pg/ml; der Mit-
telwert der Nonrespondergruppe lag mit 24pg/ml ebenfalls weit unter dem Grenzwert,
Median 0, Werte zwischen 0-95pg/ml. In beiden Gruppen Uberschritt keiner der sLT-
Werte den Grenzwert.

Die sLT-Freisetzung der Kapselrespondergruppe lag im t-Test mit p<0,05 statistisch
signifikant Uber den Ergebnissen der Diatrespondergruppe; im Vergleich von Kapsel-
respondergruppe und Kontrollgruppe zeigte die Kapselrespondergruppe eine mit
p=0,057 hdhere sLT-Freisetzung.

4.6.3 Stimulation mit Benzoat-Konzentration von 20ug/ml
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Abb. 29:Mittelwerte Abb. 30: Mediane nach Stimulation mit Benzoat 20ug/ml

Auch fur die zweithochste Konzentration ergab sich ein ahnliches Bild; der Mittelwert
der Kapselrespondergruppe lag mit 269pg/ml weit Uber dem Grenzwert von
111pg/ml, Median 0, Werte zwischen 0-956pg/ml, dabei lagen drei sLT-Werte (n=9)
Uber dem Grenzwert. Die 75- und 90%-Quantile in der Boxplotdarstellung lagen ent-
sprechend hoéher als die der anderen Gruppen.
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In der Kontrollgruppe war der Mittelwert 58pg/ml, Median 0, Werte zwischen O-
410pg/ml, ebenfalls drei sLT-Werte lagen tber dem Grenzwert mit 112, 203 und
410pg/ml. Der Mittelwert und Median der Diatrespondergruppe war 0, dementspre-
chend alle sLT-Werte gleich 0. Die Nonrespondergruppe wies einen Mittelwert von
21pg/ml auf, Median 7,5, Werte zwischen 0-68pg/ml.

Im Vergleich wies die Kapselrespondergruppe mit p=0,052 eine hohere sLT-
Freisetzung als die Diatrespondergruppe auf.

4.6.4 Stimulation mit Benzoat-Konzentration von 200ug/ml
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Abb. 31: Mittelwerte Abb. 32: Mediane nach Stimulation mit Benzoat 200ug/ml

In der hochsten Konzentration dieser Substanz erreichte die Kapselrespondergruppe
einen deutlich Gber den Grenzwert von 125pg/ml erhdhten Mittelwert von 306pg/mli,
auch der Median lag mit einem Wert von 161pg/ml iber dem Grenzwert. Die einzel-
nen sLT-Werte bewegten sich zwischen 0-927pg/ml, funf Werte (n=9) lagen Uber
dem Grenzwert. Auch hier lagen die 75- und 90%-Quantile der Kapselrespon-
dergruppe hoher als die der tbrigen Gruppen.

Der Mittelwert der Nonrespondergruppe lag mit 131pg/ml etwas tber dem Grenzwert,
Median 25pg/ml, Werte zwischen 0-473pg/ml, ein sLT-Wert (n=4) lag Uber dem
Grenzwert. Die Kontrollgruppe wies einen Mittelwert von 112pg/ml, Median bei
6,5pg/ml, Werte zwischen 0-588pg/ml, dabei drei sLT-Werte (n=14) Uber dem
Grenzwert. Der Mittelwert der Diatrespondergruppe lag mit 16pg/ml deutlich niedri-
ger, Median 0, Werte zwischen 0-145pg/ml, ein sLT-Wert Uber dem Grenzwert (n=9).

Statistisch signifikant lagen die Werte der Kapselrespondergruppe mit p<0,05 im t-
Test und im Wilcoxon-Test Gber den Ergebnissen der Diatrespondergruppe.

4.6.5 Auswertung aller Konzentrationen und Bewertung

In allen vier Konzentrationen lagen die Mittelwerte der Kapselrespondergruppe deut-
lich Uber den jeweiligen Grenzwerten, der Median Uberschritt in einer Konzentration
(200upg/ml) den Grenzwert. Die Leukotrienfreisetzung der Kontrollgruppe, Di-
atrespondergruppe und Nonrespondergruppe lag weit niedriger, lediglich in der
hdchsten Konzentration Uberschritt der Mittelwert der Nonrespondergruppe gering
den Grenzwert.

Dies spiegelte sich auch in den einzelnen Testergebnissen wieder; in der Kontroll-
gruppe ergaben sich zwei positive Ergebnisse (n=16), Diatrespondergruppe kein po-
sitives Ergebnis (n=10), in der Kapselrespondergruppe wiesen vier Probanden ein
positives Ergebnis auf (n=9), Nonrespondergruppe ein Test von insgesamt vier posi-
tiv.
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In der statistischen Auswertung ergab sich nach Stimulation mit drei Konzentrationen
(0,2; 2; 200ug/ml) dieser Substanz mit p<0,05 eine hohere sLT-Freisetzung der
Kapselrespondergruppe gegenuber der Kontrollgruppe bzw. Diatrespondergruppe.

Insgesamt lie sich damit nach Stimulation der Leukozyten mit Benzoat in der
Kapselrespondergruppe eine deutlich hdhere sLT-Freisetzung als in den Ubrigen
Gruppen nachweisen. Die Sensitivitat lag bei 44,4%, Spezifitdt 93,3%. Fur den posi-
tiven pradiktiven Wert ergaben sich 66,6%, der negative pradiktive Wert lag bei
84,8%.

4.7 Nitrit
4.7.1 Stimulation mit Nitrit-Konzentration von 0,2ug/ml
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Abb. 33: Mittelwerte Abb. 34: Mediane nach Stimulation mit Nitrit 0,2ug/ml

In der kleinsten Konzentration tberschritt der Mittelwert der Kapselrespondergruppe
mit 458pg/ml weit den Grenzwert von 141pg/ml; der Median lag bei 31pg/ml und da-
mit unter dem Grenzwert. Die sLT-Freisetzung bewegte sich in einem Rahmen von 0-
2071pg/ml, vier der sLT-Werte (n=9) lagen tUber dem Grenzwert. In der Boxplotdar-
stellung lagen die 75- und 90%-Quantile der Kapselrespondergruppe weit Uber den
Quantilen der tbrigen Gruppen. In der Diatrespondergruppe wurde der Grenzwert
mit einem Mittelwert von 105pg/ml nicht Gberschritten, Median 0, Werte zwischen 0-
762pg/ml, zwei der sLT-Werte lagen oberhalb des Grenzwertes (n=9). Die Werte der
Kontrollgruppe lagen zwischen 0-267pg/ml, Mittelwert 25pg/ml, Median O, ein sLT-
Wert lag oberhalb des Grenzwertes (n=14). Der Mittelwert der Nonrespondergruppe
war mit 9pg/ml ebenfalls gering, Median 0, Werte zwischen 0-34pg/ml, keiner der
Werte lag Uber dem Grenzwert.

Statistisch signifikant héher war mit p<0,05 im t-Test die sLT-Freisetzung der Kapsel-
respondergruppe im als die der Kontrollgruppe.
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4.7.2 Stimulation mit Nitrit-Konzentration von 2ug/ml
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Abb. 35: Mittelwerte Abb. 36: Mediane nach Stimulation mit Nitrit 2ug/ml

Auch in dieser Konzentration Uberschritt der Mittelwert der Kapselrespondergruppe
mit einem Wert von 618pg/ml weit den Grenzwert von 152pg/ml; der Median lag bei
230pg/ml und damit ebenfalls oberhalb des Grenzwertes. Die einzelnen Werte be-
wegten sich zwischen 0-1975pg/ml, sechs sLT-Werte (n=9) lagen tUber dem Grenz-
wert. Dies spiegelte sich auch hier in den hoherliegenden Quantilen in der Boxplot-
darstellung wieder. Die sLT-Freisetzung der Didtrespondergruppe war mit einem
Mittelwert von 7pg/ml, Median 0, weit geringer; die einzelnen Werte bewegten sich
zwischen 0-64pg/ml, dementsprechend kein Wert oberhalb des Grenzwertes (n=9).
In der Kontrollgruppe lagen die einzelnen sLT-Werte zwischen 0-218pg/ml, Mittelwert
23pg/ml, Median 0, ein Wert lag Uber dem Grenzwert (n=14). In der Nonrespon-
dergruppe bewegten sich die Werte zwischen 0-50pg/ml, der Mittelwert betrug
24pg/ml. Median 22pg/ml.

Die sLT-Freisetzung der Kapselrespondergruppe lag mit p<0,05 im t-Test und im Wil-
coxon-Test statistisch signifikant hoher als die sLT-Freisetzung der Diatrespon-
dergruppe und der Kontrollgruppe.

4.7.3 Stimulation mit Nitrit-Konzentration von 20ug/ml
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Abb. 37: Mittelwerte Abb. 38: Mediane nach Stimulation mit Nitrit 20pg/ml

Auch nach Stimulation der Leukozyten mit der zweithochsten Konzentration von Nitrit
zeigte die Kapselrespondergruppe die hochste Sulfidoleukotrienfreisetzung. Mit ei-
nem Mittelwert von 353pg/ml wird der Grenzwert von 175pg/ml weit Gberschritten.
Der Median lag allerdings bei O, vier der sLT-Werte (n=9) Uberschreiten den Grenz-
wert und bewegten sich zwischen 0-1429pg/ml. Auch hier wieder héher liegende 75-
und 90%-Quantile der Kapselrespondergruppe. Der Mittelwert der Diatrespon-
dergruppe lag mit 79pg/ml deutlich niedriger, Median 0, Werte zwischen 0-646pg/ml,
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ein sLT-Wert (n=10) lag Uber dem Grenzwert. In der Kontrollgruppe bewegte sich die
SLT-Freisetzung zwischen 0-335pg/ml, zwei der sLT-Werte (n=16) lagen tber dem
Grenzwert, Mittelwert 79pg/ml, Median 0. Die Nonrespondergruppe erreichte einen
Mittelwert von 31pg/ml, Median bei 4pg/ml, sLT-Freisetzung zwischen 0-117pg/ml,
kein Wert Uberschritt den Grenzwert.

Auch in dieser Konzentration lag die sLT-Freisetzung der Kapselrespondergruppe mit
p<0,05 im t-Test statistisch signifikant Gber der sLT-Freisetzung der Kontrollgruppe.

4.7.4 Stimulation mit Nitrit-Konzentration von 200ug/ml
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Abb. 39: Mittelwerte Abb. 40: Mediane nach Stimulation mit Nitrit 200pg/ml

Nach Stimulation mit der héchsten Nitrit-Konzentration zeigte erneut die Kapsel-
respondergruppe die héchste sLT-Freisetzung mit einem Mittelwert von 187pg/ml,
der Grenzwert lag in dieser Konzentration bei 112pg/ml und wurde damit Giberschrit-
ten. Der Median lag bei 0, sLT-Werte zwischen 0-596pg/ml, vier Werte (n=9) lagen
oberhalb des Grenzwertes. In dieser Konzentration ebenfalls hdhere 75- und 90%-
Quantile der Kapselrespondergruppe. Die Diatrespondergruppe wies einen Mittelwert
von 85pg/ml auf, Median bei 0, sLT-Werte zwischen 0-398pg/ml, zwei der Werte la-
gen oberhalb des Grenzwertes (n=9). In der Kontrollgruppe wurde ein Mittelwert von
60pg/ml erreicht, Median bei 6pg/ml. Die einzelnen Werte lagen zwischen O-
312pg/ml, drei der sLT-Werte lagen oberhalb des Grenzwertes (n=14). Die sLT-
Freisetzung der Nonrespondergruppe bewegte sich in dieser Konzentration zwischen
0-90pg/ml, Mittelwert 28pg/ml, der Median lag bei 11,5pg/ml.

Die HOhe der sLT-Freisetzung unterschied sich in dieser Konzentration nicht statis-
tisch signifikant.

4.7.5 Auswertung aller Konzentrationen und Bewertung

Nach Stimulation mit Nitrit lagen in allen vier Konzentrationen die Mittelwerte der
Kapselrespondergruppe weit tiber den jeweiligen Grenzwerten; in der zweitniedrigs-
ten Konzentration (2pg/ml) Gberschritt auch der Median den Grenzwert. Der Grenz-
wert wurde von den Mittelwerten aller Gbrigen Gruppen nicht erreicht. Die hdhere
sLT-Freisetzung wurde auch aus den hdheren 75%- und 90%- Quantilen der Kapsel-
respondergruppe in allen vier Konzentrationen in der Boxplotdarstellung deutlich.

Bei Auswertung der einzelnen Testergebnisse fanden sich in der Kapselrespon-
dergruppe funf positive Ergebnisse (n=9), Diatrespondergruppe zwei positive Tests
(n=10), in der Kontrollgruppe ebenfalls zwei von 16 Tests, in der Nonrespondergrup-
pe war kein Ergebnis positiv (n=4).
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Statistisch signifikant héher (p<0) waren in der drei geringeren Konzentrationen die
Werte der Kapselrespondergruppe als die Werte der Kontrollgruppe bzw. der Di-
atrespondergruppe (2ug/ml).

Fur Nitrit konnte damit nach Stimulation der basophilen Leukozyten mit dieser Sub-
stanz eine hdhere Sulfidoleukotrienfreisetzung der Kapselrespondergruppe gezeigt
werden. Die Sensitivitat lag bei 55,5%, die Spezifitdt bei 86,6%. Fir den positiven
pradiktiven Wert ergab sich ein Wert von 55,5%, der negative pradiktive Wert war
86,6%.

4.8 Metabisulfit
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Abb. 41: Mittelwerte der Leukotrienfreisetzung nach Stimulation mit Metabisulfit

Wie in der Graphik dargestellt, wurden bei dieser Substanz die jeweiligen Grenzwerte
in keiner Konzentration von einem der Mittelwerte tberschritten. Auch samtliche Me-
diane blieben unter den Grenzwerten. Bei Betrachtung sLT-Freisetzung der einzelnen
Probanden fanden sich nur wenig Uber dem Grenzwert liegende Werte; in der ge-
ringsten Konzentration Uberschritt die sLT-Freisetzung jeweils eines Probanden der
Kapselrespondergruppe (n=9) und der Kontrollgruppe (n=8) den Grenzwert, in der
zweithdchsten Konzentration (2ug/ml) dGberschritt ebenfalls die sLT-Konzentration
eines Probanden aus der Kapselrespondergruppe den Grenzwert sowie die SLT-
Konzentration von vier Probanden aus der Kontrollgruppe (n=16). In den Ubrigen
Konzentrationen lagen die Werte in allen Gruppen unter den jeweiligen Grenzwerten.
Auch in der Boxplotdarstellung waren fur keine der Gruppen die Quantile durchgan-
gig erhonht.

Es gab keine statistisch signifikanten Unterschiede in der sLT-Freisetzung zwischen
den einzelnen Gruppen.

Bei der Auswertung der einzelnen Testergebnisse erreichten aus der Kontrollgruppe
zwei Probanden ein positives Testergebnis (n=16), aus der Kapselrespondergruppe
ein Proband (n=9), kein positives Testergebnis in der Diatrespondergruppe und Non-
respondergruppe.

Eine erhdhte sLT-Freisetzung in einer der Gruppen nach Stimulation mit Metabisulfit
liel3 sich somit nicht nachweisen.
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Abb. 42: Boxplotdarstellung der Ergebnisse des CAST-ELISA mit Metabisulfit

4.9 Salicylat
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Abb. 43: Mittelwerte der Leukotrienfreisetzung nach Stimulation mit Salicylat

Nach Stimulation der Leukozyten mit dieser Substanz Uberschritt bei einer Konzen-
tration von 2pg/ml die sLT-Freisetzung der Kapselrespondergruppe mit einem Mittel-
wert von 159pg/ml gering den Grenzwert von 155pg/ml, auch der Median lag mit ei-
nem Wert von 156pg/ml minimal Uber dem Grenzwert. Dementsprechend lag die
sLT-Freisetzung von funf Probanden (n=9) Gber dem Grenzwert mit einer Breite von
insgesamt 0-448pg/ml. Der hoher liegende Median sowie hdhere 75-und 90%-
Quantile der Kapselrespondergruppe zeigten sich auch in der Boxplotdarstellung. In
der Ubrigen Konzentrationen wurden die jeweiligen Grenzwerte von keinem der Mit-
telwerte und Mediane erreicht; es lagen in allen Gruppen null bis zwei sLT-Werte U-
ber dem Grenzwert.

Es fanden sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in der sLT-Freisetzung
zwischen den einzelnen Gruppen.

Bei der Auswertung der einzelnen Testergebnisse fanden sich in der Kapselrespon-
dergruppe zwei positive Ergebnisse (n=9), in der Diatrespondergruppe ein positives
Ergebnis (n=10). Kontrollgruppe (n=16) und Nonrespondergruppe (n=4) wiesen keine
positiven Testergebnisse auf.
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Die nach Stimulation mit einer Salicylatkonzentration von 2ug/ml hdhere sLT-
Freisetzung der Kapselrespondergruppe liel3 sich fir die Gbrigen Konzentrationen
nicht nachweisen, so dass sich insgesamt bei dieser Substanz keine erhdhte sLT-
Freisetzung in einer der Gruppen zeigen liel3.

Salicalat 0,2pg/ml Salicylat 2pg/ml

400 500

<& 400
300 *

300
200

o1
<6
200 P
100
*2 100
s 3
n —— = i

-100

sLT-Konzentration
sLT-Konzentration
°

-100

Salicylat 20pug/ml Saicylat 200pg/ml

700 500

600
400 4

500 o

300
400 4
300 4 *s 200 4 *6
_— *36 *»
200
E 100 4
100
= E
0
o =
T T T
9 9 4

sLT-Konzentration
sLT-Konzentration

-100

T
N= 1 15 N= 1 8 9 9 4
Gw KG DR KR NR Gw KG DR KR NR

Abb. 44: Boxplotdarstellung der Ergebnisse des CAST-ELISA mit Salicylat

4.10 Stoffe der Kapsel-Provokationstestung
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Abb. 45: Mittelwerte der Leukotrienfreisetzung nach Stimulation mit Kapsel-Provokationsstoffen

Auch nach Stimulation der Leukozyten mit den Stoffen der Kapsel-Provokation wur-
den die jeweiligen Grenzwerte von keinem der Mittelwerten und Mediane Uberschrit-
ten. Dementsprechend Uberschritten nur wenige sLT-Werte die jeweiligen Grenzwer-
te. Bei einer Stoffkonzentration von 50pg/ml lagen in der Kapselrespondergruppe
zwei der sLT-Werte Uber dem Grenzwert; bei allen Gbrigen Konzentrationen jeweils
ein Wert. Bei einer Konzentration von 500 pg/ml lberschritt in der Diatrespon-
dergruppe und Kontrollgruppe jeweils ein sLT-Wert den Grenzwert. In der Non-
respondergruppe wurden die Grenzwerte in keiner Konzentration erreicht.

Es fanden sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in der Hohe der sLT-
Freisetzung der einzelnen Gruppen.
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In der Auswertung der einzelnen Testergebnisse fanden sich lediglich in der Kapsel-
respondergruppe (n=9) zwei positive Testergebnisse, in den lbrigen Gruppen war in
der Gesamtauswertung kein Ergebnis positiv (Kontrollgruppe n=16, Diatrespon-
dergruppe n=10, Nonrespondergruppe n=4).

Auch hier liel3 sich eine erhthte sLT-Freisetzung nach Stimulation der Leukozyten mit
diesen Substanzen nicht belegen.
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Abb. 46: Boxplotdarstellung der Ergebnisse des CAST-ELISA mit Kapsel-Provokationsstoffen
4.11 Tomate Riickstand
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Abb. 47: Mittelwerte der Leukotrienfreisetzung nach Stimulation mit Tomate-Riickstand

Nach Stimulation der Leukozyten mit einer Konzentration von 100ng/ml tberschritt
der Mittelwert (340pg/ml) der Kapselrespondergruppe den Grenzwert von 177pg/mli,
der Median der Kapselrespondergruppe lag bei 0. Vier sLT-Werte (n=9) dieser Grup-
pe lagen oberhalb des Grenzwertes und bewegten sich in einem Bereich von 295-
1395pg/ml, die Ubrigen Probanden dieser Gruppe wiesen keine messbare sLT-
Freisetzung auf. Die Mittelwerte und Mediane der Kontrollgruppe, Diatrespon-
dergruppe und Nonrespondergruppe erreichten den Grenzwert nicht mit jeweils 0-3
uber dem Grenzwert liegenden sLT-Werten. In allen tGbrigen Konzentrationen waren
Mittelwerte und Mediane aller Probandengruppen unterhalb des Grenzwertes.
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In den beiden mittleren Konzentrationen (10ng/ml, 100ng/ml) war der Mittelwert der
Kontrollgruppe nicht erhoht, im t-Test ergaben sich dennoch mit p<0,05 statistisch
signifikant hohere Werte der Kontrollgruppe (n=14 bzw.16) gegeniber der Non-
respondergruppe (n=4). Die sLT-Freisetzung aller Probanden der Nonrespon-
dergruppe war in diesen Konzentrationen und der hochsten Konzentration (1pg/ml)
gleich 0. Weitere statistisch signifikante Unterschiede fanden sich nicht.

Bei der Auswertung der einzelnen Testergebnisse fand sich in der Kontrollgruppe ein
positives Ergebnis (n=16), in der Diatrespondergruppe zwei positive Ergebnisse
(n=10), in der Kapselrespondergruppe drei positive Ergebnisse (n=9) und in der Non-
respondergruppe (n=4) kein positives Ergebnis.

Trotz der hoheren sLT-Freisetzung der Kapselrespondergruppe bei einer Konzentra-
tion von 100ng/ml konnte eine durchgangig erhohte Sulfidoleukotrienfreisetzung
nach Stimulation mit Tomate-Ruckstand in keiner der Gruppen nachgewiesen wer-
den.
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Abb. 48: Boxplotdarstellung der Ergebnisse des CAST-ELISA mit Tomate-Riickstand

4.12 Tomate-Destillat
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Abb. 49: Mittelwerte der Leukotrienfreisetzung nach Stimulation mit Tomate-Destillat
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Nach Stimulation der Leukozyten mit Tomate-Destillat lagen in der hochsten Konzent-
ration die Mittelwerte der Kapselrespondergruppe (136pg/ml) wie auch der Di-
atrespondergruppe (89pg/ml) Gber dem Grenzwert von 74pg/ml. Die Mediane beider
Gruppen lagen bei 0. In der Kapselrespondergruppe war in dieser Konzentration le-
diglich ein sLT-Wert stark erhdht (1177pg/ml), alle Gbrigen Werte befanden sich un-
terhalb des Grenzwertes. In der Diatrespondergruppe waren zwei Werte tber den
Grenzwert erhoht (156, 646pg/ml). Die Mittelwerte und Mediane der Ubrigen Gruppen
erreichten den Grenzwert nicht. In den geringeren Konzentrationen (10ng-1pg/ml)
wurden die Grenzwerte von keinem der Mittelwerte und Mediane erreicht, es lagen
jeweils 0-2 Werte oberhalb des Grenzwertes.

Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen fanden sich
nicht.

Bei der Auswertung der einzelnen Testergebnisse zeigten in der Diatrespondergrup-
pe zwei Probanden ein positives Ergebnis (n=10). In der Kapselrespondergruppe
wies ein Proband (n=9) ein positives Testergebnis auf, in der Kontrollgruppe und der
Nonrespondergruppe waren alle Ergebnisse negativ.

Damit liel3 sich in keiner Probandengruppe eine erhdhte sLT-Freisetzung der Leuko-
zyten nach Stimulation mit Tomate-Destillat zeigen.
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Abb. 50: Boxplotdarstellung der Ergebnisse des CAST-ELISA mit Tomate-Destillat

5 Zusammenfassung

Bei der basalen Sulfidoleukotrienfreisetzung waren die Mittelwerte und Mediane der
Kapselrespondergruppe und der Diatrespondergruppe mit 454pg/ml (DR) und
467pg/ml (KR) etwa gleich hoch. Auch bei Betrachtung der Mediane ergab sich eine
ahnlich hohe Leukotrienfreisetzung (461pg/ml DR, 412pg/ml KR). Die Mittelwerte und
Mediane der Kontrollgruppe und der Nonrespondergruppe lagen weit niedriger. Sta-
tistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen ergaben sich bei der basa-
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len Stimulation nicht. Aus der Literatur geht hervor, dass in den meisten Fallen bei
Nicht-Atopikern die Leukotrienfreisetzung unter 200pg/ml bleibt [37].

Fur die Stimulationskontrolle wiesen Kontrollgruppe, Diatrespondergruppe und Non-
respondergruppe etwa gleich hohe Werte auf, die Mediane und Mittelwerte bewegten
sich zwischen 2300 und 2800pg/ml. Die Leukotrienfreisetzung der Kapselrespon-
dergruppe lag deutlich héher (Mittelwert 5729pg/ml, Median 2826pg/ml), im Vergleich
zur Kontrollgruppe mit statistischer Signifikanz.

Fur die Substanzen beziehungsweise Substanzmischungen Farbstoff-Mischung 1
und 2, Metabisulfit, Salicylat, die Kapsel-Provokationsstoffe und Tomate-Destillat er-
gaben sich keine wesentlichen Unterschiede zwischen den Gruppen. Auch die
Grenzwerte wurden nicht Gberschritten. In keiner der Gruppen fand sich fur eine die-
ser Substanzen eine hohere Anzahl positiver Testergebnisse.

Fur Tartrazin ergab sich eine hohere Leukotrienfreisetzung der Kapselrespon-
dergruppe im Vergleich zu den anderen Gruppen, die statistisch nicht signifikant war.
Die Grenzwerte wurden in zwei Konzentrationen von den Mittelwerten tUberschritten.
Vier von neun Testergebnissen der Kapselrespondergruppe waren positiv, in den tb-
rigen Gruppen jeweils ein Ergebnis. Damit ergab sich eine deutliche Tendenz einer
hoheren Leukotrienfreisetzung der Kapselrespondergruppe, die jedoch nicht ausge-
pragt genug war, um eine durchgdngig hohere Reaktivitdt dieser Probanden auf
Tartrazin zu belegen. Die Sensitivitdt war mit 44,4% eher gering, die Spezifitdt mit
90% deutlich hoher.

Nach Stimulation mit Benzoat und Nitrit wurden in allen Konzentrationen die Grenz-
werte von den Mittelwerten der Kapselrespondergruppe Uberschritten. Die Unter-
schiede zu den anderen Gruppen waren bei einigen Konzentrationen statistisch mit
p<0,05 relevant. Bei der Auswertung der einzelnen Testergebnisse wiesen vier (Ben-
zoat) beziehungsweise funf (Nitrit) der neun Probanden ein positives Ergebnis auf; in
den anderen Gruppen fielen 0-2 der Testergebnisse positiv aus. Die Sensitivitat lag
mit 44,4% (Benzoat) und 55,5% (Nitrit) dennoch relativ niedrig, die Spezifitat war mit
93,3% (Benzoat) und 86,6% (Nitrit) hoher. Nach Stimulation mit diesen Substanzen
kam es insgesamt zu einer erhdhten Leukotrienfreisetzung der Probanden der
Kapselrespondergruppe.

Auch bei Tomate-Rickstand wies die Kapselrespondergruppe eine in Relation etwas
hohere Leukotrienfreisetzung auf, ohne dass die Grenzwerte durchgangig tberschrit-
ten wurden. Die Anzahl der einzelnen Testergebnisse lag mit drei von neun Proban-
den gering uber denen der anderen Gruppen.

Tab. 2: positive Testergebnisse fur die einzelnen Substanzen

Kontrollgruppe | Diatrespon- Kapselrespon- | Nonrespon-
dergruppe dergruppe dergruppe
Farbstoffmischungen I+l | 2/16 1/10 3/9 1/4
Tartrazin 1/16 1/10 4/9 1/4
Benzoat 2/16 0/10 4/9 0/4
Nitrit 2/16 2/10 5/9 0/4
Metabisulfit 2/16 0/10 1/9 0/4
Sallicylat 0/16 1/10 2/9 0/4
Kapsel-Provokationsstoffe | 0/16 0/10 2/9 0/4
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Tomate-Riickstand 1/16 2/10 3/9 0/4

Tomate-Destillat 0/16 2/10 1/9 0/4

6 Diskussion

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob sich bei Patienten mit atopischer Dermatitis mit
im oralen Provokationstest nachgewiesener pseudoallergischer Reaktion auf Nah-
rungsmittelzusatzstoffe eine erhdhte Sulfidoleukotrienfreisetzung der basophilen
Granulozyten nach Stimulation mit diesen Substanzen zeigen lasst.

Bei der pseudoallergischen Reaktion wie auch bei der atopischen Dermatitis sind die
Leukotriene in den letzen Jahren zunehmend in das Interesse der Forschung ge-
ruckt. Beide Erkrankungen gehen mit einer Aktivierung der basophilen Granulozyten
einher.

Mittels des CAST-ELISA wurden Additiva wie Farbstoffe, Benzoat, Nitrit, Metabisulfit
und Salicylat, die in der Literatur als Ausléser pseudoallergischer Reaktionen be-
schrieben worden sind, untersucht. Um eventuelle Summationseffekte untersuchen
zu kénnen und Reaktionen auf die in Tomaten enthaltenen Proteine, Histamin und
Salicylat von pseudoallergischen Reaktionen auf die flichtigen Aromastoffe differen-
zieren zu konnen, wurden aulRerdem drei selbsthergestellte Substanzen getestet.

Es wurden vier Gruppen von Probanden unterschieden. Die Probanden der Diat-
respondergruppe hatten auf eine pseudoallergenarme Kost mit einer Verbesserung
des Hautzustandes reagiert mit erneuter Ekzemverschlechterung in der anschliel3en-
den Provokation mit pseudoallergenreicher Kost. Die Probanden der Kapselrespon-
dergruppe hatten auch auf eine placebo-kontrollierte, doppelblinde Provokation mit
Zusatzstoffen in Kapselform positiv reagiert. In der Nonrespondergruppe waren die
Patienten, die auf die Diat nicht angesprochen hatten, zusammengefasst. Die vierte
Gruppe setzte sich aus gesunden Probanden (Kontrollgruppe) zusammen.

Fur die Diatrespondergruppe und Kapselrespondergruppe zeigten sich in dieser Ar-
beit deutlich erh6hte Leerwerte nach Stimulation lediglich mit IL-3; wenn auch ohne
statistische Signifikanz. IL-3 fuhrt zu einem ,Priming’ der Leukozyten mit erhéhter
Leukotrienfreisetzung nach Stimulation beispielsweise mit inkompletten Basophile-
nagonisten wie dem Komplementprotein C5a, induziert jedoch selbst keine Leu-
kotrienfreisetzung. Eine erh6hte basale Leukotrienproduktion im CAST-ELISA ist fur
die AD in der Literatur beschrieben worden [13,37]. Diese Beobachtungen decken
sich mit der bei AD, besonders im akuten Schub, erh6hten Leukotrienausscheidung,
die ein Mal3 fur die Leukotriensynthese im Organismus darstellt [83,67].

Aus der Literatur ist bekannt, dass bei Patienten mit AD die basophilen Granulozyten
aktiviert sind mit einer erhdhten spontanen LTC4-Freisetzung und nach Stimulation
mit anti-lgE und anderen Stimuli, besonders bei schwerer atopischer Dermatitis
[60,73].

Aus den hoheren Leerwerten bei der AD ergibt sich andererseits ein Problem bei der
Bewertung der Testergebnisse. De Weck hatte bereits 1997 darauf hingewiesen,
dass die CAST-Resultate bei sehr hohen Leerwerten nur eingeschrankt zu verwerten
sind [37]. Auch in dieser Arbeit wiesen einige Probanden eine sehr hohe Sulfidoleu-
kotrienfreisetzung nach Stimulation mit den Additiva auf; aufgrund des ebenfalls stark
erhohten Leerwertes ergab sich insgesamt jedoch eine malige Hb6he der Leu-
kotrienfreisetzung.
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Die Leukotrienfreisetzung der Nonrespondergruppe lag eher niedrig mit einem gerin-
geren Mittelwert und Median als die Kontrollgruppe. Dies scheint auf den ersten Blick
nicht zu der Aktivierung der Basophilen und den Daten aus der Literatur zu passen.
Bischoff fuhrte allerdings 1996 eine Untersuchung durch, in der er bei atopischen
Patienten (Asthma, AD) eine reduzierte Fahigkeit zur Mediatorfreisetzung nach Sti-
mulation mit anti-IgE-AntikGrpern beziehungsweise anti-lgE-Rezeptorantikdrpern
fand [27]. Hier kdnnte eine ,Erschépfung’ der Freisetzungsfahigkeit bei chronischer
Entzindung zugrunde liegen oder aber eine Form der Erkrankung, in der die Aktivie-
rung der Basophilen eine weniger grof3e Rolle spielt. Méglicherweise besteht auch
ein Zusammenhang mit dem Nicht-Ansprechen auf die Diat. Berlcksichtigt werden
muss jedoch auch die in dieser Studie mit vier Patienten sehr kleine Probandenzahl
der Nonrespondergruppe, die sicherlich keine allgemeingultigen Schlisse zulasst.

Die Stimulationskontrolle wurde mit einem anti-lgE-Rezeptorantikérper durchgefihrt
und dient zur Kontrolle der Stimulierbarkeit der Leukozyten. Im Gegensatz zu anti-
IgE-Antikdrpern (auf den etwa 15% der Patienten im CAST-ELISA nicht reagieren
[6]), ist der verwendete Antikorper nicht von der Beladung der Basophilen mit IgE
abhangig, sondern ein Mal3 fur die auf den Basophilen exprimierten IgE-Rezeptoren.
Interessanterweise zeigten die Probanden der Kapselrespondergruppe nach Stimula-
tion mit dem anti-lgE-Rezeptorantikérper eine deutlich héhere Sulfidoleukotrienfrei-
setzung auch als die Probanden der Diatrespondergruppe. Im Vergleich zur Kontroll-
gruppe war die hohere Leukotrienfreisetzung statistisch signifikant. Auch fir die
Stimulationskontrolle ist bei der AD ist eine hdhere sLT-Freisetzung, besonders im
akuten Schub, beschrieben worden [37,73].

Zur Erklarung dessen sind mehrere Ansatze madglich. Denkbar ware das vermehrte
Vorliegen IgE-vermittelter Sensibilisierungen, das eine erhdohte Anzahl von Fce-
Rezeptoren erklart. Eine weitere Mdglichkeit ware der hdhere Aktivierungsgrad der
Basophilen als bei der Diatrespondergruppe und Nonrespondergruppe bei gleichzei-
tigem Auftreten von AD und Pseudoallergie. Hier spielen moglicherweise auch Sum-
mationseffekte eine Rolle. Deutlich wird aber, dass bei Vorliegen einer zusatzlichen
Intoleranz gegenuber Nahrungsmittelzusatzstoffen der Aktivierungsgrad der Basophi-
len beziehungsweise das Ansprechen auf anti-IgE-Rezeptorantikdrper hoher ist.

Auch fur die Additiva Tartrazin, Benzoat und Nitrit ergab sich fur die Kapselrespon-
dergruppe im Vergleich zu den anderen Gruppen eine deutlich hdhere Sulfidoleu-
kotrienfreisetzung. Bei Tartrazin wurden in zwei Konzentrationen die Grenzwerte von
den Mittelwerten Gberschritten, wéhrend bei Benzoat und Nitrit die Grenzwerte in al-
len Konzentration uberschritten wurden. Auch bei der Betrachtung der Testergebnis-
se der einzelnen Probanden wies die Kapselrespondergruppe mit vier (Tartrazin und
Benzoat) beziehungsweise funf (Nitrit) von neun deutlich mehr positive Resultate als
die Ubrigen Gruppen auf. Dennoch ist die Sensitivitat mit 44,4% (Tartrazin, Benzoat)
beziehungsweise 55,5% (Nitrit) eher gering. Die Spezifitat ist mit 86,6% (Nitrit), 90%
(Tartrazin) und 93,3% (Benzoat) deutlich héher.

Tartrazin, Benzoat und Nitrit sind in der Literatur haufig als Ausléser fir Intoleranzre-
aktionen beschrieben worden [100,55,102,111]. Die Ergebnisse sprechen dafir, dass
eine Subgruppe von Patienten mit AD auf diese Substanzen reagiert, und sich dieses
auch in-vitro mit einer erhdhten Sulfidoleukotrienfreisetzung zeigen lasst. Die Ergeb-
nisse sprechen aulRerdem dafur, dass auch die basophilen Granulozyten bei der Into-
leranzreaktion beteiligt sind.

Auch Czech hatte, bei Patienten mit chronischer Urtikaria, einige Additiva mittels des
CAST-ELISA getestet und eine erhthte Sulfidoleukotrienfreisetzung nach Stimulation
mit Benzoat gefunden. Dabei zeigte sich lediglich bei Patienten mit symptomatischer
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Urtikaria, nicht aber bei asymptomatischen Patienten eine gesteigerte sLT-
Freisetzung. Analog dazu war bei Pollenallergikern eine wesentlich hohere (IgE-
vermittelte) Sulfidoleukotrienfreisetzung in der Pollensaison gefunden worden. Auch
die Hohe der Leukotrienausscheidung im Urin korreliert mit der Schwere der Sym-
ptomatik. Insgesamt scheint die Auspragung der Symptomatik von grof3er Bedeutung
fur den Aktivierungsgrad der Basophilen zu sein und damit auch fir die Hohe der
Leukotrienfreisetzung im CAST-ELISA. Die Schweregrad der Symptomatik ist in die-
ser Arbeit allerdings nicht mit einbezogen worden und wére ein interessanter Ansatz
fur weitere Forschungsarbeiten.

Eine eher hohe Spezifitat als Sensitivitat des CAST-ELISA ist in der Literatur be-
schrieben worden [37,96,91].

Bei der Untersuchung von den zwei Farbstoff-Mischungen, Metabisulfit und Salicylat
ergab sich fur keine der Gruppen eine erhdhte Sulfidoleukotrienfreisetzung. Auch in
der Arbeit von Czech hatte sich nach Stimulation mit Metabisulfit keine erhdhte sLT-
Freisetzung gezeigt. In der Literatur sind Farbstoffe, Sulfite und Salicylat als Ausloser
von Intoleranzreaktionen beschrieben worden [100,102,55]. In vitro scheinen sie we-
niger haufig in der Lage, eine Leukotrienfreisetzung aus Basophilen auszulésen. Hier
ist fraglich, ob die geringe Probandenzahl der Studie eine Rolle spielt oder eine tat-
sachlich verminderte Reaktivitat in vitro auf diese Stoffe.

Auch bei der Testung der Kapsel-Provokationsstoffe, Tomate-Rickstand und Destillat
war fur keine der Gruppen eine erhdhte Sulfidoleukotrienfreisetzung nachweisbar.
Zuberbier hatte die flichtigen Aromastoffe der Tomate 2002 als Ausldser flr pseudo-
allergische Reaktionen bei der chronischen Urtikaria identifiziert [116]. Dabei zeigte
sich neben der positiven oralen Provokationsstestung eine erhdhte Histaminfreiset-
zung aus Mastzellen; die Leukotriensynthese der basophilen Granulozyten wurde
nicht untersucht. Insgesamt ergaben sich fur die Diatrespondergruppe (20%) und
Kapselrespondergruppe (33%) fir Tomate-Rickstand und Tomate-Destillat deutlich
mehr positive Ergebnisse als in der Kontrollgruppe (6,25%). In der Kontrollgruppe
fand sich fur Tomate-Destillat kein positives Testergebnis. Die positiven Ergebnisse
bei Tomate-Ruckstand kdnnen auch auf IgE-vermittelte Sensibilisierungen zuriickzu-
fuhren sein. Interessanterweise war bei keinem der Probanden eine positive Reakti-
on auf das Destillat alleine zu beobachten; bei allen Probanden, die eine Reaktion
auf Destillat zeigten, war auch das Testergebnis fur Tomate-Ruckstand positiv. Zwei
der Probanden wiesen eine positive Reaktion nach Stimulation mit Tomate-
Ruckstand auf, wahrend das Ergebnis fur Tomate-Destillat negativ blieb. Keiner der
positiv getesteten Probanden zeigte eine Reaktion auf das auch in Tomaten enthal-
tene Salicylat. Insgesamt erscheint fraglich, ob pseudoallergische Reaktionen auf die
Aromastoffe der Tomate bei der AD eine grol3e Rolle spielen.

Bei der Testung der Kapsel-Provokationsstoffe stand die Untersuchung von Summa-
tionseffekten im Vordergrund. Diese konnten in dieser Arbeit nicht nachgewiesen
werden; in vitro mit isolierten Leukozyten scheinen Summationseffekte keine grol3e
Rolle zu spielen. In vivo erscheinen als wahrscheinlich. Dies legt nahe, dass Summa-
tionseffekte nicht direkt auf die Leukozyten wirken, sondern ein komplexeres Ge-
schehen mit Beteiligung anderer Faktoren des Immunsystems zugrunde liegt. Die
Konzentration der einzelnen Stoffe war mit einer hochsten Konzentration von 5ng/ml
sehr gering. Bei den anderen Additiva lag die hochste Konzentration bei 200pug/ml. In
den Vorversuchen hatten sich dennoch bei h6heren Konzentrationen eher toxische
Effekte gezeigt. In der gesamten Studie wiesen lediglich zwei der Probanden ein po-
sitives Testresultat nach Stimulation mit dieser Substanzmischung auf; beide waren
der Kapselrespondergruppe zugeordnet.
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Insgesamt liel3 sich fur die Kapselrespondergruppe eine deutlich héhere Sulfidoleu-
kotrienfreisetzung fur die Stimulationskontrolle und nach Stimulation mit Tartrazin,
Benzoat und Nitrit zeigen. Bei der basalen Leukotrienfreisetzung zeigten Kapsel-
respondergruppe wie auch die Diatrespondergruppe eine hdohere sLT-Freisetzung.

Diese Ergebnisse sind zwar zum Teil statistisch signifikant; besonders Sensitivitat
und der negative pradiktive Wert sind jedoch gering. Ahnlich wie in der Arbeit von
Brunner et al. [28] fand sich eine statistisch relevante Erhdhung der Sulfidoleu-
kotrienfreisetzung der Kapselrespondergruppe als Gruppe betrachtet, ohne dass ge-
nigend individuelle oder pradiktive Aussagen moglich werden.

Die Patientenzahl der Studie ist relativ gering, insbesondere die Nonrespondergrup-
pe mit vier Probanden, so dass sich reprasentative Ergebnisse sicher nicht ableiten
lassen.

Dennoch reagieren insgesamt 7/9 Patienten der Kapselrespondergruppe positiv auf
mindestens einen der Zusatzstoffe. Dies weist darauf hin, dass bei einer Subgruppe
von Patienten mit AD Nahrungsmitteladditiva einen aggravierenden Faktor darstellen.
Die Ergebnisse zeigten auch eine Additiva-induzierte Leukotrienfreisetzung aus ba-
sophilen Granulozyten fir diese Gruppe von Patienten. Fir pseudoallergische Reak-
tionen konnte dieses bisher lediglich fir ASS nachgewiesen werden.

Eine weitere implizite Fragestellung dieser Arbeit war, ob der CAST-ELISA ein in-
vitro-Verfahren zur Diagnostik von pseudoallergischen Reaktionen auf Nahrungsmit-
teladditiva bei der AD darstellen kdnnte, mithilfe dessen zuverlassige Aussagen uUber
den moglichen Erfolg einer pseudoallergenarmen Diat gemacht werden kénnten und
langwierige Auslass- und Diatversuche sowie riskante Provokationstestungen ver-
mieden werden kdnnten. Nach den Ergebnissen dieser Arbeit hat sich der CAST-
ELISA vor allem aufgrund der niedrigen Sensitivitat und des geringen positiven pra-
diktiven Wertes als nicht geeignet erwiesen und scheint kein zuverlassiges Instru-
ment zur Diagnosestellung zu sein. Dies weist noch einmal auf die Bedeutung von
Provokationstestungen hin, die auch in der Literatur immer wieder betont wird [68,93].
Besonders gilt dies flr Substanzen wie Farbstoffe, Metabisulfit und Salicylat, die als
haufige Ausléser pseudoallergischer Reaktionen beschrieben werden, fur die sich in
dieser Arbeit aber keine erhdhte Sulfidoleukotrienfreisetzung zeigen liel3.

Grundsatzlich ist die Pathophysiologie der pseudoallergischen Reaktion nach wie vor
ungeklart. Gefunden wurden aktivierte Basophile, die nach Priming und Stimulation
mit inkompletten Basophilenagonisten mit einer vermehrten Sulfidoleukotrienfreiset-
zung reagieren [37,104]. Auch bei der AD wurden aktivierte Basophile gefunden, die
spontan und nach Stimulation mit anti-lgE vermehrt Leukotriene freisetzen [73].

Aktivierte Basophile produzieren vermehrt IL-4 und wenig IFNy; ein Zytokinprofil, das
dem Zytokinprofil der besonders in der akuten Phase der AD involvierten TH2-Zellen
ahnelt [4]. IL-4 regt die B-Lymphozyten zur vermehrten Produktion zu IgE an und
fuhrt indirekt auch zu Veranderungen in der Haut. Im Tierversuch konnte gezeigt
werden, dass es bei genetisch veranderten Mausen mit vermehrter IL-4-Produktion
in der Haut zur Entwicklung inflammatorischer, juckender Hautldsionen ahnlich de-
nen der AD kommt. Bei Mausen mit ausgeschaltetem IL-4 ist eine reduzierte Zahl
von Eosinophilen in der Haut zu finden [70].

IL-4 fordert auerdem das Wachstum von Mastzellen und stimuliert, zusammen mit
G-CSF (granulocyte-colony stimulating factor) die Differenzierung von Basophilen
aus den Vorlauferzellen des Knochenmarks. Fir TH2-Zellen ist IL-4 ein Wachstums-
faktor, TH1-Zellen werden eher gehemmt. Hier besteht moglicherweise ein Zusam-
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menhang mit dem bei der AD in der akuten Phase gefundenen TH2-dominierten Zel-
linfiltrat.

Die Produktion von IL-4 kdénnte einer der Griunde fur die Ekzemverschlechterung
nach pseudoallergenreicher Kost sein mit der Hypothese, dass die Aktivierung der
Basophilen im Sinne der pseudoallergischen Reaktion tber die Produktion von IL-4
ihrerseits zur Entstehung eines TH2-Zell-typischen Zytokinmilieus beitragen bezie-
hungsweise es Uber eine indirekte Aktivierung von TH2-Zellen zur Exazerbation
kommt.

Hinzu kommt, dass IL-4 auch Chemokine wie RANTES und MCP1 induziert, die ih-
rerseits Triggerfaktoren fur die Degranulation von Basophilen sind. Hier wirde der
Prozess im Sinne eines Circulus vitiosus unterhalten.

Denkbar ist auch, dass die IL-4-Produktion durch die Eigenschaft als ,Switch-Faktor’
zu einer vermehrten IgE-Produktion fuhrt mit verstarkter IgE-vermittelter Reaktion auf
Allergene und Amplifizierung der Typ I-Reaktion mit Ekzemverschlechterung, wie sie
im Rahmen des Atopie-Patch-Testes gezeigt werden konnte [80].

Eine weiter ungeklarte Frage ist auch, ob es auf den Zellen selbst eine gesonderte
Bindungsstelle fir Pseudoallergene gibt, durch deren Besetzung zellulare Mecha-
nismen in Gang gesetzt werden, die zur pseudoallergischen Reaktion fuhren. Alter-
nativ ist vorstellbar, dass additive Effekte wirksam werden und es sich um eine
Summation verschiedener Faktoren in einem insgesamt komplexen Geschehen han-
delt. Daflr wirde das haufige Auftreten pseudoallergischer Reaktion bei chronisch-
entzuindlichen Erkrankungen wie chronische Urtikaria, Asthma bronchiale, allergische
Rhinokonjunktivitis und der atopischen Dermatitis sprechen, die mit einer Aktivierung
und partiellen Dysfunktion wichtiger Effektoren des Immunsystems einhergehen.

Insgesamt liegt ein multifaktorielles Geschehen vor, in dem sich verschiedene Effekte
summieren und Uberlagern und dessen einzelne Komponenten noch nicht ausrei-
chend verstanden und erforscht sind.

Auch die unterschiedlich hohe Sulfidoleukotrienfreisetzung innerhalb der Kapsel-
respondergruppe weist darauf hin, dass die Reaktivitdt der Basophilen noch von vie-
len anderen Faktoren abhangig ist, die offenbar schon in vivo wirksam werden und
bei einer Isolation der Leukozyten ex vivo nicht erfasst werden kénnen.

Einer dieser Einflussfaktoren scheint die Aktivierung des Komplementsystems sein,
die Szebeni als einer der pathogenetisch relevanten Faktoren bei der PAR vermutet
[97,98].

Das Komplementprotein C3a beispielsweise induziert eine Stimulation der Basophi-
len zur de-novo-Synthese von Leukotrienen, Faktor C5a stimuliert eher die Freiset-
zung von Leukotrienen. Beide Faktoren sind inkomplette Basophilenagonisten, das
heil3t, sie bendtigen die Vorinkubation oder Priming mit IL-3 oder IL-5. IgE, einige
Medikamente (Compound 48/80, Calcium-lonophor, Mellitin), aber auch Zytokine wie
das MCP1 kdnnen direkt eine Mediatorfreisetzung induzieren, wahrend andere Sub-
stanzen wie MIPa (Monocyte inflammatoric peptid) und RANTES ebenso wie Cbha
inkomplette Agonisten sind [4].

Bei der Untersuchung der Sulfidoleukotrienfreisetzung nach Stimulation mit ASS ka-
men verschiedene Autoren zu unterschiedliche Ergebnissen. Ein Teil der Autoren
konnte eine erhdhte Sulfidoleukotrienfreisetzung nach Stimulation mit ASS nachwei-
sen [58,109,77], andere Autoren fanden lediglich eine statistisch hohere Sulfidoleu-
kotrienfreisetzung, ohne dass individuelle Vorraussagen maoglich wurden [28,57]. In
weiteren Arbeiten hatte die Inkubation mit ASS keinen Einfluss, es wurde lediglich
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eine hohere Sulfidoleukotrienfreisetzung bei Pseudoallergikern nach Stimulation der
Basophilen mit C5a beschrieben [34,104]. Auch dies weist darauf hin, dass, nach
Ausschluss anderer Erklarungsmaoglichkeiten wie die Art des verwendeten ASS oder
die Auspragung der Symptomatik, noch weitere Einflussfaktoren beteiligt sind.

Letztendlich stellen Sulfidoleukotriene das Endglied der allergischen oder pseudoal-
lergischen Reaktion dar; mit vorangehenden oder anschlieBenden Veranderungen
des Immunsystems in vivo, die durch das in-vitro Verfahren mit Isolation der Leuko-
zyten nicht bei allen Probanden erfasst werden kann. Welcher Art diese Veranderun-
gen sind, ist bisher fur die pseudoallergische Reaktion noch nicht ausreichend geklart
und bedarf weiterer Forschung.

Neben der Aktivierung von Basophilen und abberriender T-Zellfunktion spielt mogli-
cherweise auch die Aktivierung von Mastzellen eine Rolle. Fur die chronische Urtika-
ria konnte gezeigt werden, dass Additiva eine direkte und nicht IgE-vermittelte Media-
torfreisetzung (Histamin, Tryptase und anderer proinflammatorischer Mediatoren) aus
Mastzellen induzieren kdnnen [78]. Eine weitere Quelle von Sulfidoleukotrienen sind
neben Mastzellen auch eosinophile Granulozyten und Monozyten oder neutrophile
Granulozyten (LTB4), die mit dieser Testform nicht oder nur unzureichend erfasst
werden kdnnen.

Neben den moglichen Einflussfaktoren in vivo und der Auspragung der Symptomatik
zum Untersuchungszeitpunkt sind vermutlich noch weitere praktische Faktoren von
Bedeutung. Ein Teil der Patienten hat mdglicherweise die pseudoallergenarme Kost
weitergefuhrt, wahrend andere dies nicht getan haben. Es ist davon auszugehen,
dass sie ,Pseudoallergen-Karenz’ beziehungsweise Pseudoallergen-Exposition zu
einer veranderten Reaktivitat fuhrt, ahnlich den Vorgangen bei der IgE-vermittelten
Allergie.

Ungeklart ist auch, ob an der Entstehung der PAR nicht mehrere, verschiedene Me-
chanismen beteiligt sind und sich méglicherweise unterschiedliche immunologische
Geschehen hinter dem Begriff der Pseudoallergie verbergen. Die Pseudoallergie um-
fasst verschiedenste Reaktionen wie die anaphylaktoide Sofortreaktion als auch bei-
spielsweise das langsamere Auftreten von Hautreaktionen bei chronischer Urtikaria
oder der AD. Dabei liegt den Sofort-Reaktionen eine direkte Mastzell- oder Basophi-
lendegranulation zugrunde, deren unmittelbare Wirkung bei der AD offensichtlich nur
eine untergeordnete Rolle spielt.

Vorstellbar sind bei Auftreten der pseudoallergischen Reaktion auch weiterreichende
Veranderungen. Buhner et al. wies eine erhdhte gastrointestinale Permeabilitat bei
Patienten mit chronischer Urtikaria und Pseudoallergien nach [29]. Dies fiihrt zu einer
im Vergleich zu Gesunden vermehrten Aufnahme von Pseudoallergenen. Die ver-
mehrte Aufnahme, eine mdgliche Kumulation und Summationseffekte kdnnen so zur
Auslésung einer PAR beitragen. Auch hier wére die Frage, ob es sich um eine Folge
der Grunderkrankung oder um ein Symptom im Rahmen des pseudoallergischen
Geschehen handelt.

Die gemeinsamen Aspekte der AD und der PAR hinsichtlich der Basophilen-
Aktivierung spiegelt sich auch in den positiven Effekten nach Behandlung mit Leu-
kotrien-Antagonisten wider, in der eine Verbesserung de Hautzustandes bei der AD,
aber auch eine Reduktion der Symptomatik bei ASS-sensitiven Asthmatikern gefun-
den wurde [35]. Eine Provokation von ASS-sensitiven Patienten ist in der Literatur
bisher lediglich unter Tacrolimus mit signifikanter Symptomreduktion beschrieben
worden, die auf die Hemmung der Sulfidoleukotrienfreisetzung zurtckgefihrt wurde
[64]. Es ist allerdings zu vermuten, dass Tacrolimus noch weitere Effekte auf das Im-
munsystem ausibt. Eine Provokation unter einem reinen Leukotrien-Antagonist ist
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nicht beschrieben worden und ware sicherlich ein interessanter Ansatz fir weitere
Forschung.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass einige Nahrungsmit-
teladditiva in vitro eine erhohte Sulfidoleukotrienfreisetzung bei Additiva-sensitiven
Patienten mit atopischer Dermatitis induzieren kénnen. Bei einer Subgruppe von Pa-
tienten scheinen Zusatzstoffe als aggravierender Faktor relevant zu sein. Die Studie
war jedoch zu klein, um reprasentative Aussagen treffen zu kénnen. Um als in-vitro
Diagnostikum als Alternative zu Provokationstestungen eingesetzt werden zu kon-
nen, waren vor allem Sensitivitat und der positive pradiktive Wert des CAST-ELISA
zu gering.

Insgesamt ist die Anzahl der Patienten mit AD, die eine Intoleranz gegeniber Zu-
satzstoffen zeigen, jedoch eher gering. Additiva-Intoleranzen sollten dennoch als
aggravierender Faktor in Erwagung gezogen werden.

Die schon vor Jahren gestellte Forderung einiger Autoren [111], wegen der zuneh-
menden Inzidenz der Intoleranzreaktionen auf Additiva, diese in Lebensmitteln nicht
mehr zuzulassen, ist bisher nicht erflllt worden. Die Zahl der Untersuchungen dazu
insgesamt ist allerdings auch begrenzt. Viele der Additiva stehen seit langem, wie
Tartrazin seit 30 Jahren, im Verdacht, Unvertraglichkeitsreaktionen auszulésen. Es
wird jedoch immer betont, dass ein endgultiger Nachweis der Schadlichkeit bisher
nicht erbracht werden konnte. Hier schliel3t sich der Kreis mit der Notwendigkeit ei-
nes praktikablen und zuverlassigen in-vitro-Verfahrens, zu dessen Entwicklung je-
doch die Pathophysiologie der pseudoallergischen Reaktion genauer verstanden
werden miusste.
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