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Abstrakt

Abstrakt

Einleitung

Nahrungsmittelallergien (NMA) sind, mit einer kumulativen Prdvalenz von 3-6%, ein stetig
ansteigendes Gesundheitsproblem. In Europa ist die Haselnuss eine hdufige Ursache fir eine
NMA und gemeinsam mit Erdnuss und anderen Baumnussen fur bis zu 90% der Todesfalle
infolge einer NMA verantwortlich.

Zur Diagnostik einer IgE-vermittelten NMA erfolgt neben der Anamnese die Hauttestung
und/oder die Bestimmung des spezifischen IgE. Als Goldstandard gilt die doppelblinde, placebo-
kontrollierte orale Provokationstestung (DBPCFC), die als einzige Methode die Differenzierung
zwischen einer Sensibilisierung und einer symptomatischen Allergie erlaubt, jedoch sehr
aufwendig ist.

Der basophile Aktivierungstest (BAT) ist ein zelluldrer in vitro Test, bei dem nach
Allergenstimulation die Expression der Oberflichenmarker CD63 oder CD203c
durchflusszytometrisch bestimmt und damit die Aktivierung der basophilen Granulozyten
quantifiziert werden kann.

Ziel dieser Arbeit war den Nutzen des BAT zur Diagnostik einer NMA am Beispiel der
Haselnussallergie zu tUberprifen. Dabei wurde untersucht, ob es mit Hilfe des BAT mdglich ist
zwischen einer Sensibilisierung und einer symptomatischen Haselnussallergie zu differenzieren.

Hierbei wurden die Oberflachenmolekiile CD63 und CD203c vergleichend analysiert.

Methoden

76 Personen wurden nach Anamnese und Haut-Prick-Test mit nativer Haselnuss in 4 Gruppen
(Kontrollen, sensibilisiert, OAS oder systemische Reaktionen) eingeteilt. VVon allen Probanden
wurde ein titrierter BAT durchgefuhrt und die Gesamt- und spezifischen IgE-Konzentrationen

(sIgE) im Serum bestimmt.

Ergebnisse

Bei Allergenkonzentrationen zwischen 0,001 pg und 0,01 pg konnten eine signifikante Differenz
der CD203c-Expression zwischen der sensibilisierten und der OAS Gruppe (p = 0,0098** und
0,0051**), und auch zwischen der sensibilisierten und der systemischen Gruppe (p = 0,0339%)

beobachtet werden.
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Abstrakt

Fur CD63 konnte nur zwischen der sensibilisierten und der OAS Gruppe ein signifikanter
Unterschied gefunden werden.

Bei sensibilisierten Probanden wurde eine signifikant (p = 0,0056**) hohere
Allergenkonzentration  bendtigt  (0,00536 ung) im  Vergleich zu symptomatischen
Haselnussallergikern (0,000832 ug), um eine Steigerung der CD203c-Expression auf 30% zu
erreichen.

Fur CD63 bestand diesbeziiglich kein signifikanter Unterscheid (p = 0,1120).

Die Ergebnisse von HPT und slgE-Bestimmung korrelierten gut mit den Ergebnissen des BAT,

wobei sich fur die CD203c-Expression starkere Korrelationen fanden.

Diskussion

Im Gegensatz zum HPT und dem Gesamt- und sIgE konnte in dieser Arbeit mit Hilfe des
CD203c-basierten BAT zwischen der sensibilisierten und der OAS Gruppe und auch zwischen
systemischen und sensibilisierten Probanden unterschieden werden.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass der CD203c-basierte BAT bei Haselnussallergie eine
Hilfestellung bietet zwischen sensibilisierten und Klinisch relevanten Allergikern zu
unterscheiden. Ob durch diesen Test zukiinftig auf die aufwendige DBPCFD verzichtet werden

kann, muss in zukinftigen Studien weiter untersucht werden.
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Abstract

Introduction

Food allergy is common. The cumulative prevalence is 3-6%. Hazelnut (HN) is a frequent cause
of a food allergy in Europe. It can lead to mild local reactions, but can also cause severe
anaphylactic and life-threading reactions.

The diagnosis of IgE-mediated food allergy is based on detailed history, skin prick test and
measurement of food-specific IgE. These tests measure only sensitization and cannot make a
clear cut about the clinical relevance of food allergy or the severity of symptoms.

Therefore the gold standard in food allergy diagnosis is the double-blind, placebo-controlled oral
food challenge (DBPCFC).

The basophil activation test (BAT) is based on the measurement of the expression of different
basophil surface markers (CD63, CD203c) after an allergen stimulation and quantifies the
activation of basophils.

The aim of this study was to investigate the usefulness of the BAT to differentiate between
hazelnut sensitized and allergic subjects with clinical symptoms (OAS / systemic) by a dose-
dependent, comparative analysis between CD203c and CDG63 expression profiles after

stimulation of basophils with HN extracts in different subject groups.

Methods

76 patients were separated according to their history and a skin prick test with hazelnut extract
into 4 groups (controls, sensitized, OAS and systemic reactions). From all subjects we took
blood to measure basophil activation by flow cytometry after in vitro stimulation of basophils

with a HN extract and to measure total and specific serum IgE (SIgE).

Results

We found a significant difference of CD203c expression between sensitized and OAS group (p =
0,0098** and 0,0051**), and between sensitized and systemic group (p = 0,0339*), too with
allergen concentrations between 0,001 pg und 0,01 pg.

CD63 expression was only significant different between sensitized and OAS group.

Furthermore sensitized subjects needed a significant (p = 0,0056**) higher allergen
concentration (0,00536 pg) to activate 30% of basophils compared to symptomatic allergic
subjects (0,000832 ug).

12
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Whereas for CD63 there was no significant difference (p = 0,1120).
Moreover the BAT results correlated good with the results of the SPT and sIgE-levels, whereas

CD203c expression showed a higher correlation with the other test results.

Conclusion

In contrast to SPT and total and sIgE levels the CD203c-based BAT could distinguish between
sensitized and OAS group, and between sensitized and systemic group, too.

The results indicate that the BAT can distinguish between sensitization and clinical relevant HZ
allergy.

Whether the BAT will make the elaborating DBPCFD become dispensable, has to be addressed

in further studies.
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1. Einleitung und Zielsetzung

1. Einleitung und Zielsetzung

1.1 Nahrungsmittelallergien

1.1.1 Epidemiologie der Nahrungsmittelallergie
Nahrungsmittelallergien (NMA) sind mit einer kumulativen Pravalenz von 3-6% [1] ein stetig
ansteigendes [2] Gesundheitsproblem weltweit [3].
Die Lebenszeitpravalenz einer selbst wahrgenommenen, unerwiinschten Reaktion gegenuber
Nahrungsmitteln (NM) ist mit einer Spannbreite von 4,6% (in Spanien) mit bis zu 20,4% (in
GroRbritannien), haufig. Neben allergischen Reaktionen gegeniiber Baum- und Blitenpollen,
Grésern, Tierhaare, Insektenstichen, Latex und Medikamenten, gehéren NMA zu den héufigsten
allergischen Reaktionen, wobei beispielsweise fur Berlin eine Gesamtpravalenz der NMA Uber
alle Altersklassen von 3,6% angegeben wird (IgE-vermittelt 2,5% und nicht IgE-vermittelt
1,1%), was mit Daten aus anderen Regionen vergleichbar ist [4].
Dabei variiert die Prdvalenz und auch das Spektrum der NM-Allergene zwischen
unterschiedlichen geographischen Regionen und reflektiert unterschiedliche
Erndhrungsgewohnheiten in verschiedenen Kulturen [5].
Zu beachten ist, dass eine grofRe Diskrepanz zwischen der Pravalenz einer, durch eine orale
Provokation, Klinisch bestatigten NMA [6] und einer selbst wahrgenommenen NMA besteht
(Tab. 1) und die Angaben diesbeztiglich von 3% bis zu 35% schwanken [7].

Tab.1 Vergleich der kalkulierten und selbstwahrgenommenen Pravalenz einer Nahrungsmittelallergie (NMA) innerhalb der
gesamten Population, sowie zwischen Erwachsenen und Kinder in unterschiedlichen Regionen [4, 8-12]

Region Kalkulierte Prévalenz einer NMA Selbstwahrgenommene
Gesamte Population Erwachsene Kinder Pravalenz einer NMA
Europa - 2-4% [8] 0,3-7,5% [8] -
Deutschland - 2,6% [4] 4,2% [9] 18,8% [11]
Berlin 3,6% [4] 3,7% [4] - -
GroRbritannien 1,4-1,8% [4] - 6-8% [9] 19,9-20,4% [11]
Niederlande - 2,4% [4] - 12,4% [11]
Frankreich 3,24% [4] - - -
Schweden - - - 25% [11]
Osterreich - 1,3% [10] - 19,1% [10, 12]
Spanien - - - 4,6% [10, 12]
USA 3-6% [1] 4% [8] - 16% [12]
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Bei Kindern (4-5%), v.a. in den ersten finf Lebensjahren [13], ist im Vergleich zu Erwachsenen
(2-3%) die Pravalenz unerwiinschter NM-Reaktionen im Allgemeinen hoher [14, 15].

Dabei sind junge Kinder v.a. von einer primaren NMA und Erwachsene haufiger von einer NMA
als Folge einer inhalativen Sensibilisierung betroffen [16].

Von 1997 bis 2007 konnte ein Anstieg der NMA im Kindesalter bis zu 18% beobachtet werden
[10]. Kinder kdnnen eine NMA durch Toleranzentstehung verlieren [13]. So nimmt die j&hrliche
Inzidenzrate der Sensibilisierung durch ein NM-Allergen von 10% im ersten Lebensjahr auf bis
zu 3% bis zum sechsten Lebensjahr ab [17]. Dies trifft v.a. bei Allergien gegen Kuhmilch und
Huhnerei zu, von denen bekannt ist, dass sie bei 60-80% der Betroffenen mit steigendem Alter
zu einer Toleranz fihren kénnen [18]. Dagegen entwickeln nur 9% der Kinder eine Toleranz bei
Nussallergien [19].

Die Symptome einer NMA im Erwachsenenalter entsprechen den Symptomen, die in der frihen
Kindheit auftreten, wobei bei Kindern haufiger eine Assoziation mit der atopischen Dermatitis
gefunden wird und im Erwachsenenalter das orale Allergiesyndrom (OAS) eine hé&ufigere
Manifestation darstellt [20].

1.1.2 Ausloser von Nahrungsmittelallergien
Die NMA ist eine der hdufigsten Ausloser schwerer lebensbedrohlicher allergischer Reaktionen
(Anaphylaxie). So ist die NM-induzierte Anaphylaxie in der USA die haufigste Ursache fir eine
in der Notaufnahme behandlungsbedirfte Anaphylaxie [13], v.a. bei Kindern [1]. Die Ursache
fur ann&hernd 30.000 anaphylaktische Reaktionen und ca. 150-200 Todesfalle pro Jahr sind dort
NMA, wobei Erdniisse und Baumnisse, die h&ufigste Ursache fiir fatale anaphylaktische
Reaktionen darstellen [14].
Auch in Europa, z.B. in den deutschsprachigen Landern, sind NM der Hauptausléser fur
anaphylaktische Reaktionen bei Kindern und Jugendlichen [21, 22]. In Grol3britannien sind sie
fur bis zu 30% der todlichen Félle einer Anaphylaxie verantwortlich [1].
Zudem scheinen die Inzidenzraten der Krankenhauseinweisungen aufgrund NM-assoziierter
Anaphylaxien zuzunehmen [18].
Die geschétzte Prdvalenz fir allergische Reaktionen durch Nisse in den USA und in
Grol3britannien liegt bei circa 1% fir die gesamte Population [14].
Dabei sind v.a. Jugendliche und junge Erwachsene die am stérksten betroffene Altersgruppe [1].
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Fur den Grofteil der NM-assoziierten Anaphylaxien sind bei Kindern und Jugendlichen
Erdniisse und Hulsenfriichte, Baumnisse und tierische Produkte (Milchproteine, Hiihnereiweil})
und bei Erwachsenen (> 18 Jahre) Weizen, Soja, Sellerie, Krusten- und Schalentiere, sowie
Haselnuss verantwortlich (Tab. 2) [18, 22, 23].

Hierbei muss beachtet werden, dass die einzelnen NM je nach geographischer Region, Alter und

kulturellem Essverhalten variieren kdnnen.

Tab.2 Die hé&ufigsten NM-Allergene bei Kindern, Jugendlichen und Erwachsenen im deutschsprachigen Raum
(Haufigkeiten in absteigender Reihenfolge) [18]

Kinder (0-9 Jahre) Jugendliche (10-17 Jahre) Erwachsene (> 18 Jahre)
Erdnuss Erdnuss Weizen
Kuhmilch Sellerie Soja
Haselnuss Krusten- und Schalentiere Sellerie
Huhnerei Fisch Krusten- und Schalentiere
Cashew Mango Haselnuss

1.1.3 Klassifikation der Nahrungsmittelallergien
NMA konnen die Folge einer priméren Sensibilisierung durch inhalative Allergene sein, aber
auch ber eine direkte Sensibilisierung durch die NM-Allergene selbst ausgeldst werden [24].
Dabei werden Nahrungsmittelunvertraglichkeiten nach der der Europdischen Akademie fir
Allergologie und klinische Immunologie (EAACI) in zwei groRe Gruppen eingeteilt: (A)
"Toxische Reaktionen™ und (B) "Nicht toxische Reaktionen". Bei den toxischen Reaktionen
durch NM handelt es sich um Reaktionen, die prinzipiell bei jedem Individuum auftreten
konnen, wenn die Dosis hoch genug ist. Nicht-toxische Reaktionen sind von der individuellen
Empfindlichkeit gegeniiber speziellen NM abhéngig und werden in (a) immunologisch
vermittelte Reaktionen und (b) nicht immunologisch vermittelte Reaktionen eingeteilt. Die
immunologisch vermittelten Reaktionen werden als eigentliche NMA betrachtet und kénnen, je
nach Pathomechanismus in IgE-vermittelte und nicht IgE-vermittelte NMA unterschieden
werden. Bei IgE-vermittelten NMA entwickeln sich die Symptome innerhalb von Minuten bis zu
einigen Stunden nach Allergenkontakt, wobei die Reaktionen selten spater auftreten [15].
Die nicht-immunologisch vermittelten Reaktionen werden als NM-Intoleranz oder nicht-
allergische NM-Hypersensitivitat bezeichnet. Hierbei handelt es sich um (1) Enzymdefekte- /
Mangelzusténde (z.B. Laktase-Mangel), (2) pharmakologisch vermittelte Effekte (z.B. abnorme
Reaktivitat gegentber Inhaltsstoffen in NM wie biogene Amine) und (3) undefinierte Reaktionen
(z.B. Intoleranz gegentiber NM-Zusatzstoffen) [8].
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Bevolkerungsbasierte Studien bei Kindern und Erwachsenen haben gezeigt, dass nur bei 10% der
Personen, die glaubten an einer NMA zu leiden, nachweislich eine NMA bestatigt werden
konnte [15].

1.1.4 Nahrungsmittel-Allergene
IgE-abhdngige NMA sind das Ergebnis fehlgesteuerter Immunreaktionen gegentber harmlosen,
korperfremden Proteinen, welche zur Bildung, spezifischer IgE-Antikorper gegen diese NM-
Allergene fuhren [25].
Bei NM-Allergenen handelt es sich v.a. um Glykoproteine [3], die multiple IgE-bindende
Epitope besitzen [13].
Die meisten klassischen NM-Allergene sind wasserldslich und resistent gegenuber Hitze, Sdure
und Proteolyse, was sie dazu befahigt eine Sensibilisierung im Gastrointestinaltrakt
hervorzurufen, wohingegen Pollenallergene wérme- und sdurelabil sind und die primére
Sensibilisierung im Respirationstrakt stattfindet [3].
Aufgrund von gemeinsamen, identisch strukturierten IgE-bindenden Epitopen kann es zu einer
Kreuzreaktivitdt zwischen Pollen und NM-Allergen kommen wund dann in einer
pollenassoziierten NMA resultieren [25-27]. Die grélte Bedeutung unter den pollenassoziierten
NMA haben die Birkenpollen-verwandten NMA. Hierbei kann es durch alleinige
Sensibilisierung durch das Majorallergen der Birkenpollen Bet v 1 Uber eine Kreuzreaktion von
IgE-Antikorpern mit Strukturhomologen in Haselnissen (Cor a 1), Apfel und Steinfriichten
(Pfirsich, Nektarine, Kirsche, Aprikose, Pflaume) und Gemise (Sellerie, Karotte) zu einer
Birkenpollen-assoziierten NMA kommen [3, 28]. Bereits der Erstkontakt mit dem betreffenden
NM kann zu einer allergischen Reaktion oder sogar zu einem anaphylaktischen Schock fiihren
[28].

1.2 Haselnuss-Allergie

Die Haselnuss (Corylus avellana) gehdrt zur Familie der Birkengewéchse und ist eine echte Nuss
[29].

Die Prdvalenz fur eine Sensibilisierung durch Haselnisse gehdrt zu den haufigsten
Sensibilisierungen durch NM in Westeuropa, den USA und Australien [30].

Die Allergie gegen Haselniisse ist weit verbreitet und zahlt zu den finf wichtigsten NM-

Allergenen, da sie lebensbedrohliche Symptome bei sensibilisierten Personen hervorrufen kann
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[23]. Gemeinsam mit Erdnuss und anderen Schalenfriichten, ist die Haselnuss fir 90% der
Todesfalle infolge einer NMA verantwortlich [26].

Auch in Europa ist die Haselnuss eine héufige Ursache fir eine NMA [25]. Sie wird in
Norwegen, Schweden und Deutschland als haufigster Auslser einer selbst wahrgenommene
NMA angegeben [12].

Die Préavalenz der Haselnussallergie fiir die européische Population liegt bei 0,1-0,5% [31]. Sie
variiert je nach geographischer Region und ist u.a. von der Verbreitung der Baume aus der
Familie der Betulaceae (v.a. Birke) abhéngig, da eine Kreuzreaktivitat zwischen Birkenpollen

und Haselnussallergenen haufig die Ursache fur eine NMA ist (pollenabhangige NMA) [32].

1.2.1 Regionale Unterschiede
Bezliglich der Sensibilisierung [33], der Allergen-Erkennung und der Kklinischen Auspragung
einer Haselnussallergie gibt es grolRe geographische Unterschiede in Europa.
Die Prévalenz einer Sensibilisierung mit Haselnuss variiert dabei in den verschiedenen
europaischen Landern zwischen 0,4% in Island und bis zu 14,7% in Deutschland [30].
In Nord- und Zentraleuropa, wo Birkenpollen weit verbreitet sind, sind die Symptome einer
Haselnussallergie eher mild und v.a. durch eine priméare Sensibilisierung durch Birkenpollen
(Bet v 1) verursacht. 75% der Birkenpollenallergiker entwickeln orale Allergiesymptome (OAS)
nach dem Verzehr von rohen Friichten, Nissen (Haselnuss / Walnuss) oder Gemuse [8].
In mediterranen Gebieten, wo Birken kaum vorkommen, sind die Symptome einer
Haselnussallergie h&ufiger stark ausgepragt und werden mit einer nicht pollenabhé&ngigen
Sensibilisierung gegenuber Cor a 8 (Lipidtransferprotein, LTP) assoziiert. Dabei sind

anaphylaktische Reaktionen durch Haselnuss haufig LTP-assoziiert [24].
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Tab.3 Ausgewahlte Birkenpollen- und Haselnuss-Allergene [14, 32, 34]

Pflanze Allergen-Bezeichnung Funktion / Klasse
Betula verrucosa Betv 1 Pathogenese-verwandtes Proteine (PR-10)
(Birkenpollen) Betv 2 Profilin

Coral Pathogenese-verwandtes Proteine (PR-10) (Bet v 1 Homolog)
Cora2 Profilin (Bet v 2 Homolog)
Corab Isoflavone Reduktase Homolog
Cora8 Nicht spezifisches Lipidtransferprotein 1
Cora?9 11S Globulin &hnliches Samenspeicherproteine

Corylus avellana _ i i
Coral0 Luminales Bindungsprotein

(Haselnuss)

Corall 7S Vicilin-dhnliches Proteine
Coral2 17kDa Oleosin
Coral3 14-16 kDa Oleosin
Coral4 2S Albumin

Betv1

Das Majorallergen der Birkenpollen ist Bet v 1, das wie seine Struktur-homologen Allergene in
die Familie der PR-10 Proteine gehort [33].

Da die Immunglobulin E (IgE)-Bindungsstellen der Bet v 1-Homologe sensibel auf Hitze und
Verdauung durch Pepsin reagieren, sind die Symptome beim Verzehr von Haselnlissen meist
mild und auf die Mundhdhle beschrankt, so dass durch Kochen oder andere thermale Prozesse
der Konsum ohne Probleme mdglich ist [8, 24].

Bet v 1-verwandte NM-Allergene konnen in zahlreichen, pflanzlichen NM-Familien gefunden
werden, u.a. in Rosaceae (Apfel und Steinfriichte), Apiaceae (Sellerie und Karotten) sowie in

Fabacceae (Erdnuss, Soja, Linsen und Erbsen) [16, 20].

Coral
Das Majorallergen Cor a 1 ist verwandt mit dem Majorbirkenpollen-Allergen Bet v 1 und l6st
die Symptome einer Bet v 1 bedingten Haselnussallergie aus. Es ist ebenfalls wenig resistent
gegenuber Hitze und Verdauung [26].
Dennoch kénnen im Einzelfall, abhdngig von der Sensibilisierung, dem Grad der Kreuzreaktion
und der zugefiihrten Menge, auch bedrohliche systemische Symptome durch Bet-v-1-Homolge
NM-Allergene beobachtet werden [27].
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Es wurden vier Isoformen von Cor a 1 beschrieben (Cor a 10.1, 1.02, 1.03 in Haselpollen und
Cor a 1.04 in Haselnuss). Dabei besitzt Cor a 1.04 eine gréRere Ahnlichkeit zu dem

Birkenpollenallergen Bet v 1 (85%) als zu seinen eigenen Pollen-Homologen [32].

Cora8
Cor a 8 wurde als typisches Lipidtransferprotein (LTP) in Haselnussen identifiziert. Es ist flr
den Lipidaustausch zwischen den zellularen Membranen und der Kutin-Biosynthese
mitverantwortlich [32].
LTP, ebenso wie Profiline, werden, aufgrund ihrer weiten Verbreitung als Allergene in Pollen,
Nissen, Samen, Fruchten und Gemusesorten und ihrer Fahigkeit die IgE-vermittelten
Kreuzreaktivitat signifikant zu erhdhen, als Panallergene bezeichnet [32].
LTPs haben eine Tertiarstruktur, die sie resistent gegen Hitze und Verdauung macht. Sie kdnnen
schwere, allergische Reaktionen hervorrufen [24, 26].
Die Sensibilisierung gegenuber Cor a 8 erfolgt primér gastrointestinal und wird im
Mittelmeerraum beobachtet. Sie steht auch im Zusammenhang mit dem Verzehr von reifen

Pfirsichen im Rahmen einer LTP-Kreuzreaktivitat [27].

Cora9
Ein weiteres Allergen, dass mit schweren Reaktionen bei einer Haselnussallergie in Verbindung
gebracht wird, ist das Cor a 9, ein 11S Globulin, welches v.a. bei Patienten ohne eine primare
Pollensensibilisierung gefunden wurde [26]. Es ist in den USA hauptverantwortlich fur eine
nicht pollenassoziierte NMA [35] und das pradominante Haselnussallergen bei Kindern mit einer

Haselnussallergie [35].

1.2.2 Formen und Symptome der Haselnussallergie
Die Haselnussallergie kann unterteilt werden in einen Pollen-abhéngigen Typ, bei dem es v.a.
zur Entwicklung von oralen Allergiesymptomen (OAS) kommt und einen Pollen-unabhdngigen
Typ, der eher zu stérkeren, systemischen Reaktionen flhrt. Eine Kombination von beiden kann

jedoch durchaus auftreten [26].

Pollen-abhéngiger Typ und OAS
Patienten mit einer Pollen-abhangigen Haselnussallergie haben vor allem eine primére

Sensibilisierung mit inhalativen Allergenen durchlaufen und leiden eher an milden, allergischen
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Symptomen, die typisch fur orale Allergiesymptome sind. Meist besteht bei diesen Patienten
zusétzlich eine Baumpollenallergie. Die Assoziation zwischen Pollen- und NMA wird durch die
Kreuzreaktivitat zwischen Pollen und Haselnussallergenen erklért [25-27].

Die Sensibilisierung durch Haselpollen scheint zur Ausldsung einer Sensibilisierung gegeniiber

Haselnuss keine signifikante Rolle zu spielen [26].

Orale Allergiesymptome sind pathophysiologisch eine IgE-vermittelte Kontakturtikaria, welche
die Lippen, die Mundschleimhaut und den Pharynx betrifft. Dabei kommt es innerhalb von
Minuten zu Symptomen mit typischen Erscheinungen, wie Juckreiz der Lippen, Zunge, Gaumen,
Hals und/oder Ohren und Nase und/oder Schwellung (Angio6dem) der gleichen Regionen.
Meistens sind die Symptome auf Regionen mit direkten Kontakt beschrankt und innerhalb einer
Stunde wieder verschwunden [8, 36].

Eine Pollen-abh&ngige Haselnussallergie in Form eines OAS muss jedoch nicht auf die
Mundhohle beschrankt sein. Extraorale Affektionen in Form von Nesselsucht, atopischer
Dermatitis (AD), Juckreiz der Ohren und des Mundes, Rhinokonjunktivitis sowie periorbitale
Odeme und Niesen sind ebenso beschrieben [36].

In einigen Féllen folgen nach dem Auftreten der oralen, gastrointestinale Symptome, wie
Erbrechen, Krampfe und Diarrhoe [20]. Systemische Manifestationen, wie generalisierte
Urtikaria, gastrointestinale und kardiovaskuldare Symptome oder Dyspnoe [16, 26] sind eher

selten anzutreffen [15].

Pollen-unabhéngiger Typ und systemische Reaktionen

Eine Sensibilisierung gegenuber Haselnuss muss nicht durch Baumpollen verursacht sein und
kann auch mit schweren, allergischen Reaktionen einhergehen. [24] Dabei konnten schwere,
allergische Reaktionen auf Haselnuss vor allem bei Patienten aus mediterranen Regionen ohne
eine Baumpollen-Allergie nachgewiesen werden. [26] Ursachlich fiir diese schweren Reaktionen
sind u.a. Sensibilisierungen gegentiber Cor a 8 (LTP) und Cor a 9 (11S Globulin) (Tab. 3) [25].
In Nordeuropa werden LTP-Sensibilisierungen sehr selten nachgewiesen und gehen dann auch
nur selten mit systemischen Reaktionen, &hnlich denen von Patienten aus dem Mittelmeerraum,
einher [27].

Interessanterweise ist der Pollen-unabhéngige Typ der Haselnussallergie haufiger bei Kindern
anzutreffen, so dass hier eine primadre Haselnuss-Sensibilisierung Gber den Gastrointestinaltrakt

zu vermuten ist [26].
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Eine der schwersten Formen von systemischen, allergischen Reaktionen ist die Anaphylaxie,
welche von der Européischen Akademie fiir Allergologie und klinische Immunologie (EAACI)
als eine schwere, lebensbedrohliche, systemische Hypersensitivitatsreaktion definiert ist [37].
Dabei werden anaphylaktische Reaktionen anhand ihrer klinischen Symptomatik klassifiziert
und konnen multiple Organsysteme einbeziehen. Sie kdnnen die Haut (Angioddem, Pruritus,
Flush), das Abdomen (Ubelkeit, Koliken, Erbrechen, Diarrhoe), den Respirationstrakt (Dyspnoe,
Larynxddem, Bronchospasmus, Atemstillstand), sowie das kardiovaskuldare System
(Tachykardie, Hypotension, Schock, Herzstillstand) betreffen [38]. Dabei ist kein Symptom
obligat, sondern die Einteilung erfolgt nach dem schwersten Symptom (Grad I bis 1V) [37].
Biphasische Verlaufe, bei denen es initial zu einer Verbesserung der Symptome und nach 6-12
Stunden zu einem erneutem Auftreten der Symptome kommt, kénnen vorkommen [14, 37].

Die meisten todlichen oder fast-todlichen Reaktionen durch NM treten innerhalb von 30 min
nach Aufnahme des NM-Allergens auf [1]. Spatphase-Symptome entwickeln sich meist
innerhalb von acht Stunden nach dem Auftreten initialer Reaktionen, kdnnen in seltenen Féllen
aber auch bis zu 72 Stunden spater auftreten.

Ein besonderes Risiko fir anaphylaktische NM-induzierte Reaktionen haben Jugendliche und
junge Erwachsene sowie Patienten mit einem allergischem Asthma oder anderen atopischen
Erkrankungen [1, 39].

1.3 Pathomechanismus der Nahrungsmittelallergie

Bevor es zur Ausbildung einer symptomatischen Allergie kommt, findet ein
Sensibilisierungsprozess statt.

Eine Sensibilisierung ist gekennzeichnet durch die Féahigkeit zur Ausbildung einer spezifischen
IgE-Antwort, welche durch Kontakt des Immunsystem mit einem Allergen ausgeldst wird [8].
Dieser Kontakt kann bei Pollen-abhdangigen NMA (ber den Respirationstrakt oder bei
klassischen NMA uber den Gastrointestinaltrakt erfolgen.
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Aktivierung Freisetzung von Mediatoren
NM-Allergen . . .
(Haselnuss) —_ Mastzellen —_ (Histamin, Serotonin,
basophile Granulozyten Leukotrien, Zytokine...)
ﬁ Produktion l
von IgE Klinische
Aktivierung Symptome
APZ
Umwandlung / \l
B-Zellen zu
ﬁ Plasmazellen OAS Systemische

ﬁ Symptome
Aktivierung von

Aktivierung von Sensibilisierung
T-Helfer-Zellen |:> 8-Lymphozyten |:>
APZ —> Allergische Antwort

Abb. 1 Immunantwort wahrend der Sensibilisierung durch ein NM-Allergen und der allergischen Reaktion [36]
(APZ = Antigen-présentierende Zellen, IgE = Immunglobulin E, OAS = orales Allergiesyndrom)

Bei einer Sensibilisierung iberqueren die NM-Proteine die epitheliale Barriere und kommen so
in den Kontakt mit Antigen-présentierenden Zellen (APZ) (Makrophagen, Monozyten,
Langerhans-Zellen und dendritischen Zellen). Diese prozessieren die NM-Proteinfragmente und
prasentieren sie an ihrer Oberflache, in Assoziation mit Major-Histokompatibilitats-Komplexen
(MHC) Klasse 11-Molekulen. Diese werden von spezifischen T-Zell-Rezeptoren erkannt. In der
Anwesenheit von Interleukin (IL)-4 kommt es zur Differenzierung von naiven Antigen-
spezifischen T-Helferzellen (TH-Zellen) zu Effektor TH2-Zellen. Die allergische
Sensibilisierung wird initiiert, indem B-Zellen sich zu IgE-produzierenden Plasmazellen
entwickeln [13].

Spezifische IgE-Antikorper gegen NM-Allergene binden an hochaffine IgE-Rezeptoren (FceRI)
von Mastzellen, basophilen Granulozyten, Langerhans-Zellen und Monozyten. Zusatzlich
kdnnen sie an geringer affine IgE-Rezeptoren (FceRIl) auf APZ, Lymphozyten, eosinophilen
Granulozyten und Blutpl&ttchen binden [13, 14].

Bei einem erneuten Kontakt des Organismus mit den NM-Allergenen werden die sIgE gebunden
und kreuzvernetzt. Dadurch kommt es zur Aktivierung der Zellen mit Freisetzung von
Mediatoren, wie Histamin, Prostaglandinen und Leukotrienen (Abb. 1). Diese Mediatoren fiihren

wiederum zu einer Vasodilatation, Kontraktion der glatten Muskulatur und einer mukdsen

23



1. Einleitung und Zielsetzung

Sekretion. Aktivierte Mastzellen konnen zuséatzlich bestimmte Zytokine (IL-4, IL-5, TNF-a,
Plattchen-aktivierenden Faktor) sezernieren und damit die Inflammation férdern [14].

Rolle der basophilen Granulozyten
Basophile Granulozyten sind Leukozyten, die bei IgE-sensibilisierten Individuen die groRte
Gruppe Antigen-spezifischer, im Blut zirkulierender Zellen représentieren. Sie kdnnen schnell an
den Ort des inflammatorischen Geschehens migrieren und dort eine Vielzahl verschiedener
Chemokine, Zytokine und anderer inflammatorischer Mediatoren freisetzen. Sie sind vor allem
fur die Produktion von IL-4 und IL-3 zustdndig und modellieren damit die adaptive
Immunantwort [40].
Zur Aktivierung eines basophilen Granulozyten kann es iiber die Kreuzvernetzung von FceRI-
gebundener IgE-Antikorper durch verschiedene allergene Proteine (FceRI-vermittelt) oder tber
Rezeptoren fur endogene und exogene Substanzen (Nicht-FceRI-vermittelt) kommen [41].
Durch Aktivierung eines basophilen Granulozyten wird eine intrazellulare Signalkaskade
ausgeldst, an deren Anfang die Phosphorylierung der Tyrosinkinasen Syk und Lyn steht. Uber
diese kommt es zur Aktivierung der Phosphatidylinositol-3-Kinase und der Phosphorlipase C.
Als Folge entsteht das Inositoltriphosphat, welches zu einer Erhohung der intrazellularem
Calcium (Ca”*)-Konzentration fiihrt. Der Anstieg des intrazelluldren Calcium aktiviert weitere
Signalwege, so dass es Uber die Aktivierung von verschiedenen Molekilen (u.a. Calcineurin,
Transkriptionsfaktor NFAT ect.) zur Produktion und Freisetzung von Histamin, Leukotrien C4
(LTC4), IL-4 und IL-13 kommt [41].

1.4 Diagnostik einer Nahrungsmittelallergie

Zur Diagnostik einer IgE-vermittelten NMA muss zuerst eine umfassende Eigen- und
Familienanamnese, die v.a. bestimmte Kofaktoren (sog. Verstarkungsfaktoren wie Infektionen,
korperliche Anstrengung) sowie den zeitlichen Verlauf der Allergie erfassen soll, erstellt werden.
Darauf folgt die Hauttestung sowie verschiedene in vitro Testmethoden [42]. Von besonderer
Bedeutung ist dabei die Differenzierung zwischen einer einfachen Sensibilisierung und einer

symptomatischen Allergie.
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Anamnese
- Symptom-/NM-Protokoll
- Karenzversuche

/ N\

In-vitro-Diagnostik

Hauttests

- 1gE-Bestimmung - Haut-Prick-Test

- Basophiler-Degranulationstest ¢ >
- Sulfido-Leukotrien-Test (sLT)

- Basophiler-Aktivierungs-Test (BAT)

\ /

Kontrollierte orale
Provokation

- Intradermale Haut-Testung
- Atopie-Patch-Test

(Uberpriifung der
klinischen Relevanz)

Abb. 2 Diagnostik einer Nahrungsmittelallergie [27]

1.4.1 Hauttestungen
Fur die Hauttestung stehen unterschiedliche Mdéglichkeiten in Form von Reibe-, Prick-, Scratch-
oder Intrakutantests zur Verfiigung, wobei v.a. der Haut-Prick-Test (HPT) zur Diagnostik einer

Typ-I-Allergie angewandt wird [42].

1.4.2 In-vitro-Verfahren

Gesamt- und spezifisches IgE
In der Regel erfolgt die Messung des spezifischen IgE im Blutserum im Anschluss an einen
positiven Hauttest und dient zur Bestédtigung einer Sensibilisierung. Bei einzelnen Ausldsern,
z.B. Insektengift, Latex oder auch bei Kindern erfolgte die IgE-Bestimmung primar [42].
Andere Indikationen flr die Messung des IgE im Serum sind neben einem begriindeten Verdacht
und fehlender Aussage nach Anamnese und Hauttest, auch Sensibilisierungen auf
hauttestungeeignete NM oder Bedingungen, bei denen der Hauttest nicht durchgefiihrt werden
kann  (ausgepréagter urtikarieller Dermographismus, generalisierte Hauterkrankungen,

Medikamente mit hautbeeinflussender Wirkung) [27].
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Zellul&re Tests
Funktionelle, zellulare in vitro Tests zum indirekten Nachweis einer IgE-vermittelten
Sensibilisierung werden zumeist mit basophile Granulozyten durchgefiihrt, da sie, im Gegensatz
zu Mastzellen, durch das Blut zirkulieren und leicht zugénglich sind [43].
Dabei koénnen die Messung von Mediatoren (Histamin, Sulfido-Leukotriene) oder zellulére
Antigene, die bei erfolgreicher Aktivierung auf der Zelloberflache exprimiert werden, als
indirektes MaR fur zellular gebundenes sIgE dienen [44].
Der Vorteil dieser Tests besteht darin, dass Uber die Aktivierung der basophilen Zellen die
Situation in vivo ndher wiedergespiegelt wird [8], als bei anderen Testverfahren.
Man kann zwischen verschiedenen Testverfahren wie dem  Allergen-induzierten
Histaminfreisetzungstest, dem  Basophilenaktivierungs- oder  -stimulationstest, dem
Leukotrienfreisetzungstests  (“cellular  antigen  stimulation test® = CAST) oder

Lymphozytenstimulationstests unterscheiden [27].

Basophilen-Aktivierungs-Test (BAT)
Mit der Entdeckung des Aktivierungsmarkers CD63 in den frihen 1990-igern begann die
Entwicklung der Durchflusszytometrie zur Analyse allergenspezifischer in vitro Aktivierung von
basophilen Zellen. Diese Technik hat sich in den letzten Jahren zu einer einfach
durchzufiihrenden, schnellen (Ergebnisse innerhalb von drei Stunden) und zuverlassigen,
diagnostischen Methode entwickelt, die die simultane Testung verschiedener Allergene mit einer
minimalen Blutmenge ermdglicht. Der BAT erlaubt die Analyse von bis zu 24 Stunden
gelagerten Blutproben [45] und umgeht die spezialisierte Messung sekundérer Mediatoren wie
Histamin oder von Sulfido-Leukotrienen [41].
Dabei wird nach einer Allergenstimulation die Expression bestimmter Oberflachenmarker
durchflusszytometrisch bestimmt und damit die Aktivierung der basophilen Granulozyten
quantifiziert [44].
Mehrere Studien haben den Nutzen des BAT durch Messung der CD63-Expression im Rahmen
der Diagnostik von verschiedenen IgE-vermittelten Allergien, inklusive verschiedener
inhalativer Allergien (Pollen / Hausstaubmilben), primdrer und sekundarer NM-, Latex-,
Insektengiftallergien (Wespen, Honigbiene, Hummeln), sowie Allergien gegen Arzneimittel, wie
Muskelrelaxantien, -Lactam-Antibiotika und Metamizol, gezeigt [45].
Mehrere Arbeiten aus der Literatur zeigen, dass der BAT im Vergleich zu anderen Methoden zur

Diagnostik einer NMA eine relativ gute Sensitivitat und Spezifitat besitzt (Tab. 4).

26



1. Einleitung und Zielsetzung

Tab.4 Vergleich der Sensitivitat und Spezifitdt verschiedener diagnostischer Tests fiir verschiedene
Nahrungsmittelallergene
(HPT = Haut-Prick-Test, sIgE = serologisches IgE, Non-Responder = Personen, die keine Reaktion im BAT zeigten,
Sens. = Sensitivitat [%)], Spez. * Spezifitat [%])

BAT HPT sIgE Quellen

(Non-Responder) (kommerzielle Extrakte)

Sens. Spez. Sens. Spez. Sens. Spez.
Apfel 100 (90) 100 88 100 96 100 [46]
Apfel-Allergie (OAS) 88 75 88 80 96 30
Apfel (Mal d 1) 75 68 100 64 60 64
Sellerie (Api g 1) 75 77 100 77 75 82 [47]
Karotten (Dau c 1) 65 100 100 91 70 86
Karotten 85 85 100 (85) 80 (80) 80 80
Sellerie 85 80 100 (80) 80 (80) 70 80 [48]
Haselnuss 85 80 90 (85) 90 (90) 80 95
Weizen 85 78 - - 83 69 [49]
Erdnuss 87 94 - - - - [50]
Eier 89 100 - - - -
Milch 89 83 - - - - [51]

So betragt die Sensitivitat in vielen Studien fiir verschiedene NM-Allergene (Apfel, Sellerie,
Karotten, Haselnuss, Weizen, Erdnuss, Eier) bis zu 75% und die Spezifitat, bis auf eine
Ausnahme bei einem rekombinanten Apfel-Allergen (Mal d 1) bis zu 75% [46-51].

1.4.3 Orale Provokationen
Der Goldstandard in der Diagnostik einer NMA ist die doppelblinde, placebokontrollierte orale
Provokation, die v.a. bei chronischen Krankheiten wie atopischer Dermatitis (AD), bei Patienten
mit multiplen NMA und bei Patienten, bei denen subjektive Beschwerden eine akkurate
Erfassung der Symptome verzerren, eingesetzt wird [8, 52]. Man muss jedoch beachten, dass die
Durchfuhrung der oralen Provokation aufgrund des Risikos und Aufwandes in der Regel nur

spezialisierten Zentren vorbehalten ist [45].

1.5. Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist den Nutzen des BATs zur Diagnostik einer NMA am Beispiel der weit
Haselnussallergie zu tberpriifen.

Insbesondere sollte der Frage nachgegangen werden, ob der BAT die Fahigkeit besitzt, Aussagen

zur klinischen Relevanz einer Haselnussallergie zu ermdglichen und damit zwischen einer
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einfachen Sensibilisierung und einer symptomatischen Haselnussallergie zu differenzieren, da
dies bis jetzt mit keinem anderen in vivo oder in vitro Test, mit Ausnahme einer oralen
Provokation [8], die gleichzeitig erhebliche Risiken fiir den Patienten birgt, moglich ist.
Zusétzlich soll Uberpriift werden, inwieweit Aktivierungsprofile im BAT den Schweregrad einer
Allergie  wiederspiegeln und dies eine Unterscheidung zwischen verschiedenen,
symptomatischen Haselnussallergikern ermdglicht (OAS vs. systemische Reaktion).

Dabei wurden die beiden Oberflachenmolekiile CD63 und CD203c vergleichend analysiert.
SchlieBlich wurden die Ergebnisse des BAT mit anderen Testverfahren zur Diagnostik einer
NMA (HPT, Gesamt- und spezifisches IgE) verglichen und Gberprift, inwiefern die
Testergebnisse, der verschiedenen Verfahren miteinander korrelieren.
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2. Material und Methoden

2.1 Untersuchungszeitraum und Patientenkollektiv

‘ Teilnahme an der Untersuchung (n = 76)

l

Screening:
Anamnese + Haut-Prick-Test

Nicht-HZ-Allergiker (Kontrollen) Sensibilisierung auf HZ OAS durch HZ Systemische Reakt. auf HZ
(n=16) (n=21) (n=26) (n=13)

l

Untersuchungen:
BAT in vitro (n = 76)

Ausgeschlossen (n = 9)*
*diverse Griinde H

i
1
R R S|
1
1
1

___________________________

| Analyse (n = 67) ‘

| | | |

Nicht-HZ-Allergiker Sensibilisierung auf HZ OAS durch HZ Systemische Reakt. auf HZ
(n=10) (n=20) (n=20) (n=12)

Abb. 3 Ubersicht der Untersuchung nach CONSORT (HZ = Haselnuss) [53]

Die Untersuchung wurde von der lokalen Ethikkommission (EK) der Charité -
Universitatsmedizin Berlin, EK-Nr.: 1832/Si.258, genehmigt.

Die Rekrutierung der Probanden sowie die Durchfiihrung der Labortests erfolgten im Zeitraum
von Oktober 2011 bis zum Marz 2012,

Zur Identifizierung geeigneter Probanden wurde die Studieninteressentendatenbank des Allergie-
Centrums-Charité, Charité-Universitatsmedizin Berlin genutzt. Gleichzeitig wurde eine
Suchanfrage Uber den Semesterverteiler der Medizinstudenten der Charité, sowie Uber das
Intranet der Charité verschickt.

Die Probanden wurden telefonisch kontaktiert und bei Interesse zur Teilnahme an der Studie zur
genaueren Befragung in die Klinik fur Dermatologie, Venerologie und Allergologie der Charité-
Universitatsmedizin Berlin einbestellt.

Die Erfassung der Symptome erfolgte tGber einen Anamnesebogen (siehe Anhang, Abb. 33), es
wurde eine Blutentnahme fiir den BAT durchgefiihrt, soweit noch nicht vorhanden, erfolgte ein
Haut-Prick-Test (Abb. 3).
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Von allen Probanden wurde Blutserum zur Immunglobulin E (IgE) Bestimmung gewonnen.

Bei anamnestischen Hinweisen auf eine Haselnussallergie und positivem Haut-Prick-Test
wurden die Probanden, je nach Symptomschwere, in die Gruppe mit einem OAS oder mit
systemischen Reaktionen eingeordnet. Probanden, die nur einen positiven HPT und keine
Symptome beim Verzehr von Haselnussen aufwiesen, wurden der "Sensibilisierten” Gruppe
zugewiesen.

Zum Vergleich der Ergebnisse wurden ebenfalls zehn Nicht-Haselnussallergiker (Kontrollen)
eingeschlossen, die weder ein OAS noch systemische Reaktionen auf Haselniisse an gaben und
eine negative Reaktion im HPT zeigten.

Ausschlusskriterien fur die Teilnahem an der Untersuchung waren neben Schwangerschaft und
Stillzeit eine laufende Hyposensibilisierung sowie eine immunsuppressive Therapie.

Alle Patienten wurden mindlich und schriftlich in Form einer Patienteninformation Gber die
Untersuchung  aufgeklart und haben  schriftliche ihre  Zustimmung in einer
Einwilligungserklarung gegeben bevor Sie in die Studie eingeschlossen wurden.

2.2. Anamnesebogen

Der Anamnesebogen wurde vor Durchfiihrung der Untersuchung erstellt und diente der
Erfassung Personen-bezogener Daten (Name, Geburtstag), und zur Einordnung der Probanden in
eine der vier Gruppen: Kontrollen (KONT), sensibilisiert (SENS), orales Allergiesyndrom
(OAS) oder systemische Reaktionen durch Haselnuss (SYST).

Es wurden die nach Verzehr von Haselniissen hervorgerufenen Symptome erfasst. Neben
festgelegten Items, wie "Niesen / Augentranen”, "Schleimhautschwellungen”, "Atemnot” und
"OAS", wurden auch weitere Symptome (Juckreiz, Schluckbeschwerden, gastrointestinale
Symptome, ect.) zusatzlich in Freitextform schriftlich festgehalten.

Patienten mit Symptomen die sich auf ein Organsystem bezogen, wie Juckreiz,
Mundschleimhautschwellung (Zunge, Lippen, Gaumen, ect.), oder Globusgefiihl und
Schluckbeschwerden wurden der OAS Gruppe zugeteilt. Gaben die Patienten schwere Atemnot
(Dyspnoe) an, hatten sie Symptome, die mehr als ein Organsystem betreffen (gastrointestinale
Symptome: Ubelkeit / Diarrhoe / Flatulenzen; Haut: Urticaria, Erythem; Kreislaufreaktionen:
Hypo- / Hypertonie; Augen/Nase: Rhinokonjunktivitis, ect.) oder mussten sie aufgrund
anaphylaktischer Reaktionen sogar notfallméRig behandelt werden, wurden sie in die Gruppe mit

systemischen Reaktionen eingeordnet.
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Zusétzlich dazu sollte der Anamnesebogen einen zeitlichen Uberblick iber den Verlauf einer
vorhandenen Haselnussallergie geben, indem nach erstmaligem und letztem Auftreten von
Symptomen, sowie Meidungsverhalten des Probanden gegentber allergenen Ausldsern gefragt
wurde.

Gleichzeitig wurde neben anderen NMA auch die Medikamentenanamnese erfasst.

Die Frage nach anderen Grunderkrankungen oder einer Erkrankung aus dem atopischen
Formenkreis ("atopische Dermatitis”, "allergische Rhinitis", "allergisches Asthma"), sowie nach
der Familienanamnese (Feld: ,,Sonstiges®), sollte Hinweise auf die genetische Préadisposition
liefern.

Mittels eines Symptomscores zwischen 1-10, welcher eine Bewertung der Symptome durch
Haselnusse erlaubt, wurde die vom Probanden subjektiv empfundene Schwere der allergischen
Reaktionen auf Haselnlisse fir Patienten mit einem OAS ermittelt. Hierbei galt eine Bewertung
mit 1 als die schwéchste und eine Bewertung mit 10 als die stérkste, subjektive Reaktion auf
Haselnusse.

2.3. Haut-Prick-Test (HPT)

Die Hauttestung erfolgte mittels eines Haut-Prick-Tests an der Innenflache des Unterarms.
Hierfir wurden folgende Atopene in Form eines kommerziellen Extraktes von ALK Abell6
verwendet: Gras- (Gras-Mix, Lot-Nr.: 299) und Baumpollen (Birke, Lot-Nr.: L108) Katzenhaar
(Lot-Nr: B452 - L555), Hausstaubmilbe (D. pteron., Lot-Nr.: L503) und Aspergillus fumigatus
(Lot-Nr.: 405).

Die Extrakte wurden in flussiger Form auf die desinfizierte Haut des Patienten aufgetragen und
mit einer Lanzette (ALK Abell6, Lot Nr.: 700-12-G03E, CE 0297) in die Oberhaut des Patienten
geritzt. Um eine Vermischung der unterschiedlichen Allergene zu vermeiden, wurde fir jeden
Allergenextrakt eine neue Lanzette verwendet.

Die Allergene Tomate, Apfel, Karotte, Sellerie, Haselnuss und Sojamilch wurden mit frischen
NM (ber einen Prick-zu-Prick-Test direkt in die Haut des Patienten geritzt.

Als Positivkontrolle wurde Histamin-Losung (ALK Abell6, Lot-Nr.: B091 - L001) und als
Negativkontrolle physiologische Kochsalzlosung (ALK Abelld, 0,9% NaCl, Lot-Nr.: B090 -
L002) verwendet.

Nach 15 min wurde der Quaddeldurchmesser auf der Haut des Probanden ausgemessen. Als
positive Reaktion auf ein Atopen bzw. ein NM wurde ein Quaddeldurchmesser von mindestens 3

mm gewertet.
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2.4. Bestimmung von Gesamt- und spezifischen IgE auf rekombinante Allergene

Zur Bestimmung der Gesamtkonzentration von IgE-Antikdrpern, sowie der Menge an
spezifischen IgE-Antikorpern gegen die rekombinanten Allerge Bet v 1, Cor a 1 und Cor a 8
wurde den Patienten zusatzlich Blut fur die Serumgewinnung abgenommen. Diese Serumproben
wurden bei -20 °C in 1 ml Aliquots bis zu ihrem Gebrauch gelagert.

Die Messung der Antikorper erfolgte mit dem ImmunoCAP System (Thermo Fisher Labor,
Uppsala, Schweden) in Freiburg nach den Anweisungen des Herstellers [54].

Die Ergebnisse wurden fur die Gesamt-IgE-Antikorper-Menge in kU/l und fir die sIgE-
Antikdrper sowohl in kU/I, als auch in CAP Klassen angegeben.

2.5. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist ein Verfahren mit dem Zellpopulationen in einer Suspension, die
zuvor mit Fluorochrom-gekoppelten Antikdrpern markiert worden sind, analysiert und sortiert
werden konnen (FACS = Fluorescence Activated Cell Sorting).

Dabei konnen verschiedene Zellpopulationen nach unterschiedlichen Parametern, wie
Lichtstreuung oder Fluoreszenz, analysiert werden.

Hierzu werden Zellen (mittels Uberdruck) aus einer Zellsuspension aufgesaugt und in einer
Messkiivette, nach dem Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung, einzeln an einem
Laserstrahl mit hoher Lichtintensitat vorbeigefuihrt. Trifft der Laserstrahl auf eine Zelle, kommt
es zur Streuung des Lichtes. Das gestreute Licht wird Uber verschiedene Photodetektoren erfasst
und am Computer analysiert.

Je nach Streuung des Lichtes durch die Zellen erhélt man unterschiedliche Informationen. Die
GroRe der Zellen kann durch die Intensitat des VVorwartsstreulicht (102. Material und Methoden®;
FSC) und die Granularitit und Membranfaltung der Zellen durch die Intensitat des
Seitwartsstreulicht (90°; SSC) ermittelt werden.

Sind die Zellen zusatzlich mit Fluorochrom-markierten Antikdrpern gekoppelt, so konnen die
Fluorochrome das Licht des Lasers, welches im Absorptionsbereich des verwendeten Farbstoffes
liegen muss, absorbieren und werden dadurch angeregt.

Durch das Anheben eines Elektrons auf ein héheres Energieniveau und das darauf folgende
Zuruckspringen von diesem, kommt es zur Emission eines Photons und Licht wird in einer

bestimmten Wellenldnge ausgesendet. Das emittierte Licht wird wiederum von weiteren
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Photodetektoren erfasst und nach Farbe und Intensitat analysiert, so dass eine spezifische
Auftrennung unterschiedlich geféarbter Zellpopulationen mdglich ist.

2.6. Basophiler-Aktivierungs-Test (BAT)

2.6.1 Prinzip
Der BAT st ein in-vitro Verfahren zum Nachweis der Reaktivitat basophiler Granulozyten
gegenuber bestimmten Allergenen. Dies erfolgt durch die Messung der Expression spezifischer
Oberflachenmolekiile, welche zuvor an Fluorochrom-markierte Antikorper gekoppelt wurden.
Der basophile Aktivierungstest kann grob in vier Schritte gegliedert werden:

1. Stimulation der Zellen

2. Farbung

3. Lyse und Aufreinigung der Probe
4. Messung

Die Stimulation der Zellen erfolgt mit einem Allergen-Extrakt, welcher in unterschiedlichen
Konzentrationen zu der Blutprobe gegeben wird. Zum Vergleich der Reaktivitat der Zellen, wird
gleichzeitig eine Negativkontrolle (Medium) und eine Positivkontrolle (algE-Antikdrper)
angefertigt.

Zu einer Reaktion der basophilen Granulozyten mit dem Allergen kommt es, wenn zuvor eine
Sensibilisierung stattgefunden hat und dadurch spezifische IgE-Antikorper gegen das Allergen
im Serum des Patienten vorhanden sind. Die Allergen-spezifischen Antikdrper sind auf der
Oberflache der basophilen Zellen Uber Fce-Rezeptoren gebunden und werden durch das Allergen
kreuzvernetzt (Abb. 4).

Diese Kreuzvernetzung fiihrt zu einer intrazellularen Signalkaskade, durch welche es
anschlieBend zur vermehrten Expression bestimmter Oberflachenmolekiile auf den basophilen
Granulozyten kommit.

Zum einen wird die Expression des Typ 2 Transmembran-Ectoenzym CD203c aus der Familie
der Ectonukleotid Pyrophosphatase / Phosphodiesterase (E-NNP3) hoch reguliert, die einer
Aktivierung der basophilen Zellen entspricht. Zum anderen kommt es zur Hochregulation des

Tetraspanin CDG63, das einer Degranulation basophiler Zellen entspricht. [40, 45].
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Im zweiten Schritt des BAT erfolgt die Farbung der Oberflachenmolekile mit monoklonalen,
Fluoreszenz-markierten Antikorpern, so dass die basophilen Granulozyten in der Probe
identifiziert werden kdnnen und gleichzeitig die Expression ihrer Oberflachenmarker gemessen
werden kann.

Die Selektion der Basophilen wird durch Markierung der Marker CD3 und CCR3 erreicht.

CD3 ist ein Oberflachenmolekiil, welches auf allen peripheren Blut-T-Lymphozyten (TH-
Lymphozyten) gefunden werden kann [55] und in der anschlielenden FACS-Analyse dem
Ausschluss von T-Zellen dienen soll.

CCR3 (Chemokin Rezeptor 3) ist ein linienspezifisches Oberflachenmolekul fiir basophile
Granulozyten, das in geringen Mengen auch auf eosinophilen Zellen und einigen Lymphozyten
vorhanden ist. Durch Gating aller CCR3"®" positiven Zellen, werden die basophilen
Granulozyten zur weiteren Analyse mit dem Durchflusszytometer selektiert.

Im dritten Schritt erfolgt die Lyse der Erythrozyten, welche durch ihr starkes Lichtsignal die
Selektion der basophilen Zellen erschweren wirde und die Aufreinigung der Probe.

Antigen

- Anti-IgE-FITC
. IgE
& Y .
o o (o) o
(o) 0o O 0o '
: o o o o )
CD63 /
Ruhender Basophiler Aktivierung CD63 Heraufregulation Anti-CD63-PE

Abb. 4 Verénderung der CD63-Expression vom ruhendem zum aktivierten Basophilen [45]
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2.6.2 Gerate und Materialien

Gerate:

Tab.5 Geréte

Produkt

Firma (Kat. Nr.)

Reagenzglasgestell fir FACS-Tubes

Eppendorf-Gefalie

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Blutréhrchen

LH 170 I.U. Vacutainer BD

BD Biosciences, NJ USA
(Kat. Nr. 367526)

FACS Tubes

Sarstedt 5 ml Tubes

Sarstedt AG und Co, Niimbrecht-
Rommelsdorf, Deutschland
(Kat. Nr. 55.1579.002)

Pipettenspitzen

Filterspitzen 1250 pl
Spitzen 100-1000 pl
Spitzen 10-100 pl
Spitzen 0,5-10 pl

Sarstedt 70.11862.10
Sarstedt 70.762.100
Sarstedt 70.760.502
Sarstedt 70.1115.100
Sarstedt AG und Co, Nimbrecht-

Rommelsdorf, Deutschland

Pipetten Eppendorf Research 100-1000 pl Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Eppendorf Research 10-100 pl
Eppendorf Research 0,5-10 pl
Parafilm Pechiney Plastic Packaging, Menasha
(Kat. Nr. WI 54952)
FACS-Filter Pre-seperation filter Myltenyi Biotec GmbH, Deutschland
(Kat. Nr. 130-041-407)
Brutschrank -

Vortex-Mischer

Zentrifuge

Heraus Multifuge

Thermo Fisher Scientific Inc. USA

FACS-Flow

BD Biosciences, NJ USA
(Kat. Nr. 607948)

Durchflusszytometer

Miltenyi MACS Quant Flow
Cytometer

Myltenyi Biotec GmbH, Deutschland

Handschuhe (Latex)
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Reagenzien und Losungen

Tab.6 Reagenzien und Lésungen

Produkt

Firma, Hauptsitz (Kat. Nr.)

Medium RPMI 1640 Medium
(10% FCS, 100 UPenicillin/ 100 pg/ml
Streptomycin)

Bio Chrom AG, Berlin, Deutschland
(Kat. Nr. FG1215)

Penicillin/Streptomycin

Bio Chrom AG, Deutschland
(Kat. Nr. A2213)

FCS Fetal calf serum Bio Chrom AG, Deutschland
(Kat. Nr. SO113)
BSA Bovine serum albumin Fraction V PAA Laboratories GmbH
(H7.0) (Kat. Nr. K45-001)
PBS Phosphate buffered saline (ohne Ca & PAA Laboratories GmbH
Mg, steril, pH-Wert = 7,0-7,5) (Kat. Nr. H15-002)
FACS Puffer 1% BSA in PBS -
PBS/EDTA 2 mmol/L EDTA in PBS -
Humanes anti IgE HP6029 (Kat. Nr. 9250-01)
HP6061 (Kat. Nr. 9240-01)
BIOZOL Diagnostica Vertrieb GmbH,
Eching, Deutschland
CD203c-PE Immunotech Inc., Kanada
(Kat. Nr. 9250-01)
CD63-FITC BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
USA
(Kat. Nr. 557288)
CD3-VioBlue Myltenyi Biotec GmbH, Deutschland
CCR3-APC R&D Systems, Minneapolis, USA
(Kat. Nr. FAB155A)
Beriglobin Aventis Behring, Marburg, Deutschland
(Kat. Nr. 17940321T)
Paraformaldehyd 2% in PBS ?

FACS Lysing Sol.

BD Biosciences, NJ USA
(Kat. Nr. 349202)

Agua dest.
(zur Herstellung von PBS / Lysing-Sol.)

Haselnuss-Extrakt European hazelnut extract

Greer Labs, Lenoir, NC, USA
(Kat. Nr. XP97X1A2.5)
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2.6.3 Versuchsablauf
Blut:
Fur den BAT wurde vendses, heparinisiertes Vollblut bei Zimmertemperatur verarbeitet, welches

im Kihlschrank bis zu 24 Stunden nach Entnahme verwendbar war.

Positiv- und Negativkontrolle
Zur Herstellung der Negativkontrolle wurden 100 pl Blut mit 100 pl Medium (Dilution-Puffer
RPMI 1640) in einem FACS-R06hrchen gemischt.
Fur die Positivkontrolle wurden die beiden anti-humanen IgE-Antikoérper (HP6020 und HP6061)
jeweils 1:10 in PBS verdinnt. Die so verdinnten algE-Antikorper wurden in einem Verhéltnis
von 1 : 10 mit Medium vermischt (10 p algE + 90 pl Medium) und daraufhin ebenfalls 100 pl
Blut hinzu gegeben.

Allergenverdinnung:

Der kommerzielle Haselnuss-Extrakt lag in einer Konzentration von 5000 pg/ml vor und wurde
in einem 1,5 ml Eppendorfgefd in 1000 pl Medium im Verhdltnis 1 : 500 verdunnt (2 p
Haselnuss-Extrakt + 998 pl Medium), so dass bei Entnahme von 100 pl der Ldsung eine
Anfangskonzentration von 10 pg Haselnuss-Extrakt in der 100 ul Probe enthalten war.

Zur  Darstellung einer  Konzentrations-abhéngigen  Aktivierungskurve der  beiden
Oberflachenmarker CD203c und CD63 wurde eine Verdinnungsreihe mit 8 Konzentrationen des
Haselnuss-Extraktes in acht 1,5 ml Eppendorfgefélien angesetzt. Dabei wurden aus dem ersten
Eppendorfgefa? 20 ul der Mischung in ein zweites Eppendorfgefall Gberfuhrt und 180 pl
Medium dazugegeben, so dass durch diese 1 : 10 Verdiunnung eine Konzentration des Haselnuss-
Extraktes von 0,1 pg im 2. Eppendorfgefal vorlag. Auf diese Weise wurde weiter verfahren, um
die folgenden acht Konzentrationen herzustellen: 10 pg, 1 pg, 0,1 pg, 0,01 ug, 0,001 ug, 0,0001
ug, 0,00001 pg und 0,000001 pg Haselnuss-Extrakt (Abb. 5).

Aus jedem Eppendorfgefa® wurden daraufthin 100 pl der Haselnuss-Medium-Mischung

entnommen und in ein FACS-R6hrchen uberfihrt.
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LR

1:500 : 1:100 1:1000 1:10000 1:10000 1:10000 1:10000
2 pl HZ-Extrakt 180 pl Medium 180 pl Medium 180 pl Medium 180 pl Medium 180 pl Medium 180 pl Medium 180 pl Medium
+ + + + + + + +

998 ul Puffer (1) 20 pl aus (2) 20 pl aus (3) 20 pl aus (4) 20 pl aus (5) 20 pl aus (6) 20 pl aus (7) 20 pl aus (8)

NN NG NG NG NG NG

10 pg 1,0 ug 0,1 ug 0,01 pg 0,001 pg 0,0001 pg 0,00001 pg 0,000001 pg

— —

Haselnuss-Extrakt

Abb.5 Schematische Darstellung der Verdiinnungsreihe
Nachdem zu jeder Probe 100 pl Blut gegeben wurde, wurden die FACS-R6hrchen kurz
geschwenkt, mit Parafilm abgedeckt und fiir 15 min im Brutschrank inkubiert (isogen 37 °C 5%
COy).
Zum Reaktionsstopp wurde zu allen Proben 2 ml PBS/EDTA gegeben und der Ansatz fir 10 min
bei 4 °C mit 340 g zentrifugiert.
Der, durch die Zentrifugation entstandene, klare Uberstand aus PBS/EDTA und Serum wurde
mit Hilfe einer Vakuumpumpe abgesaugt. Dabei war darauf zu achten, dass die festen

Bestandteile am Boden des Rohrchens nicht mit aufgesaugt wurden.

Antikorper-Farbung:
Die Farbung der Oberflachenmolekile der basophilen Granulozyten erfolgte mit Fluorochrom-
markierten Antikorpern (Tab. 7), welche in Form eines Master-Mix dem Blutgemisch dazu

gegeben wurden.
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Tab. 7  Ubersicht zu den verwendeten Fluorochrom-markierten Antikorpern [56]

Marker Antikorper- Konjugat Fluoreszenz Excitation Absorptions- | Emissionsmax.
Isotyp (Fluorochrom) Emissionsfarbe Laser (nm) max. (nm) (nm)
CD3 19G2, (Maus) | VioBlue (Pacific Blue) Blau 405 400 452
CCR3 1gG,a (Ratte) | Allophycocyanin (APC) Rot 561 oder 635 652 660
CD203c 1gG1 (Maus) R Phycoerythrin (PE) Gelb 488 oder 561 565 578
CD63 IgGl x () Fluorescein Griin 488 495 520
Isothiocyanate (FITC)

Zur Herstellung des Master-Mix wurde pro Probe 5 pl anti-CD63, 2 pl anti-CD203c, 2 pl anti-
CD3, 3,3 pl anti-CCR3, sowie 1 pl Beriglobin und 36,7 pul FACS Puffer mit der entsprechenden
Probenanzahl multipliziert und in ein 2 pl Eppendorfgefal gegeben (Abb. 6). Jede Probe wurde

dann mit 50 pl Master Mix versetzt und fiir 45 min im Dunkeln ruhen gelassen.

Fluorochrom Marker Verdiinnung
Master-Mix: - (FITC) CD63 1:10 —5upl | 55 ul
- (PE) CD203c 1:25 —2upl | 22 ul
- (VioBlue) CD3 1:25 —2upl | x11= 22 ul
- (APC) CCR3 1:30 —33ul | 36,6 ul
Beriglobin 1:50 —1upl | 1 ul
165  pl
FACS-Puffer — 50 pul | x 11 =550 pul- 165 pul =385 pl

Abb. 6 Herstellung des Master-Mix zur Farbung der Oberflachenmolekiile

Die ideale Konzentration der Antikorper wurde vorher durch Titration ermittelt.

Lyse und Aufreinigung:

Nach der Farbung erfolgte die Erythrozytenlyse der Proben. Dazu wurde FACS Lysing Solution
im Verhéltnis 1 : 10 mit Auga dest. verdunnt und pro Probe 1 ml verdinnte FACS Lysing
Solution aufgetragen. Die Proben wurden 10 sek. geschuttelt und 2 min bei Raumtemperatur
stehen gelassen, wodurch die Erythrozyten lysiert worden sind.

AnschlieBend erfolgte eine weitere Zentrifugation fir 10 min bei 4 °C mit 340 g. Der
hamolysierte Uberstand wurde daraufhin mittels Vakuumpumpe abgesaugt.

Damit sich das Pellet, welches nun nur noch die Blutleukozyten enthielt, vom Boden der Tubes
I6ste, wurden die Proben am Probenstéander locker aufgeklopft. Die Aufreinigung der Proben
erfolgte durch Zugabe von 2 ml PBS und erneute Zentrifugation fiir 10 min bei 4 °C mit 340 g.

Daraufhin wurde der Uberstand schwungvoll abgekippt und das Pellet erneut aufgeklopft.
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SchlieBlich wurden die Proben mit 400 ul BSA (1% BSA + 2 mmol/L EDTA in PBS) fixiert
und, um Zelldendritus auszuschlieRen, gefiltert.
Die Proben wurden im Anschluss sofort mit dem Durchflusszytometer analysiert oder bis zu

Messung maximal zwei Tage bei 4 °C aufbewahrt.

2.7 Bridging-Peptide

Ein experimenteller Ansatz fur einen moglichen, zukinftigen Nutzen des BAT ist sein Einsatz
zur ldentifizierung von allergenen Peptiden und damit verbunden ein Beitrag zur Aufklarung und
zum besseren Verstandnis der Struktur und Funktion von allergenen Verbindungen und deren
Reaktionsmechanismen mit Immunzellen.

Dafur wurden von Mitarbeitern der AG Prof. Dr. Worm im Allergie-Centrum der Charité
verschiedene Peptide (A, B, C) (Tab. 8) aus Haselnlssen identifiziert, die sog. IgE-Binder sind
und damit das Potential besitzen basophile Granulozyten zu aktivieren. Da basophile Zellen zwei
Bindungsstellen im Allergen/Protein bendtigen um eine Kreuzvernetzung ihrer, an der
Oberflache gebundenen, IgE-Antikorper zu erzielen und damit stimuliert zu werden, wurden die
zu kleinen Peptide mit Tragermolekilen (Carrieren) gekoppelt und damit vergroRert (Bridging-
Peptids). Dabei handelt es sich um PEG (Polyethylenglykol)-Spacer, die jeweils zwei Peptide

mit einander koppeln und so zwei Bindungsstellen erzeugen.

Tab. 8 Sequenzen der linearen IgE-Peptid-Epitope fiir das Haselnussallergen Cor a 1 (Patent-Nummer: WO 2012001179 A2)

Peptid Nr. Aminosauresequenz Lot MG [g/mol] | Masse [Da] Bridging-Peptids

A 1 H-PFNI KQKVE EI-OH HS111212_1F7- 1507,75 1506,81 Nr. 4 H-A-peg-A-H
16 Nr. 5 HO-A-peg-A-OH
Nr. 6 H-A-peg-A-OH

B 2 H-PHGGS ILKSI SK-OH HS111212_2F21- | 1223,44 122270 Nr. 7 H-B-peg-B-H
28 Nr. 8 HO-B-peg-B-OH
Nr. 9 H-B-peg-B-OH

C 3 H-VLVPT ADGGS IC-OH | HS111212 3F33- | 1131,32 1130,56 Nr. 10 H-C-peg-C-H
36 Nr. 11 HO-C-peg-C-OH
Nr. 12 H-C-peg-C-OH

AnschlieBend wurde mit einer Mischung von sechs verschiedenen Bridging-Peptiden (Peptid Nr.
4-9) ein BAT nach dem oben beschriebenem Protokoll von sechs Probanden mit einem positiven
HPT fir Haselnuss (4 OAS, 1 SYST, 1 SENS) durchgefiihrt und die Ergebnisse mit den

Resultaten des BAT mit dem kommerziellen Haselnussextrakt fir diese Probanden verglichen.
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Die Blutproben der sechs Probanden wurden mit jeweils acht unterschiedlichen Konzentrationen
des Bridging-Peptid-Mix stimuliert und anschlieBend die Aktivitat ihrer basophilen Zellen mit
dem FACS analysiert.

Neben der Darstellung der Aktivierung der basophilen Zellen mittels BAT, wurde mit dem
Serum der sechs Probanden durch Mitarbeiter der AG Prof. Dr. Worm (Dr. Bernhard Ay)
Immuno-Dot-Plots durchgefuhrt, um die Bindung der Bridging-Peptids an, auf der Oberflache
von basophilen Zellen gebundene, IgE-Antikdérper nachzuweisen. Die Detektion erfolgte dabei
mit einem HRP (Meerrettisch-Peroxidase)-markierten anti-IgE-Antikorper. Die Serumproben
wurden sowohl auf einer PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membran, als auch auf einer NC

(Nitrocellulose)-Membran aufgetrennt.

2.8. Auswertung der Daten

2.8.1 Symptomscore
Um eine objektive Bewertung der Schwere der allergischen Reaktion der Haselnussallergiker
(OAS und SYST Gruppe) zu ermitteln, wurde ein Symptomscore verwendet. [57]
Dazu wurden objektiven (OSc) und subjektiven (SSc) Symptomen aus folgenden Bereichen
Punkte  zugeordnet:  Hautveranderung  (Skin),  Schleimhautverdnderung  (Mucosal),
Gastrointestinaltrakt (GIT), kardiovaskuldres System (HK) und pulmonales System (P).
Zusétzlich gab es Punkte fiir das Auftreten einer Rhinitis (R) / nasale Sprache/Niesen und einer
Konjunktivitis (K). Subjektive Symptome wurden dabei mit einem geringeren Punktwert (1
Punkt) versehen als objektive Symptome (je nach Schwere 2-6 Punkte).
Zur Auswertung des Symptomscores flielt zusétzlich ein Medikamentenscore (MS) mit ein, der
Punkte fiir die Einnahme von Antihistaminika, Steroide, p2-Mimetika und Adrenalin vergibt.
Mit einer Bewertungsformel (OSc + (SSc/2) + MS = Endbewertung) kann so ein Summen-Score
errechnet werden, der die Reaktion des Probanden klassifiziert. Dabei werden 0 Punkte als keine
Allergie angesehen, > 0 bis < 2 Punkte als Allergie mit fraglicher Relevanz, > 2 bis < 4 Punkte
als milde Reaktion und > 7 Punkte als moderate Reaktion. Da die Angaben der Probanden zur
Einnahme der Medikamente kritisch zu bewerten sind, wurde der Medikamentenscore nicht mit

zur Berechnung des Symptomscores einbezogen.

2.8.2 FACS-Analyse
Die durchflusszytometrische Analyse erfolgte an einem Miltenyi MACS Quant Flow Zytometer.
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Der MACS Quant ist mit drei luftgekihlten Lasern unterschiedlicher Wellenldange ausgestattet
(Violet Laser 405 nm, Red Laser 635 nm und Blue Laser 488 nm) und ermdglicht so die
gleichzeitige Analyse einer Zellsuspension durch Vorwartsstreulicht (FCS), Seitwartsstreulicht

(SSC), sowie acht Fluoreszenz-Kanélen unterschiedlicher Farbe (Tab. 9).

Tab. 9 Laser und Fluorescence-Kanale

Violet Laser 405 nm Red Laser 635 nm Blue Laser 488 nm
V1 450/50 nm (VioBlue, Hoechst, Pacific Blue) | R1655-730 nm (APC) | B1525/50 nm (GFP / FITC)
V2 585/40 nm (Pacific Orange) R2 750 nm (APC-Cy7) | B2 641 /50 nm (PE)
B3 655-730 nm (PI, PE-Cy 5.5,
PerCP)
B4 750 nm LP (Pe-Cy7)

Fur die Analyse betrug das vom Durchflusszytometer aufgenommene Probenvolumen 250 pl.
Um die Messung von Zelldebris mit geringem Vorwartsstreulicht (FSC) zu vermeiden, wurde
der Schwellenwert des FSC auf 100 eingestellt. Vor der Analyse wurden die Proben geschttelt
und vom MACS Quant Flow Zytometer zusatzlich gemischt. Die Durchflussrate wurde auf
"hoch" eingestellt und die zu messenden Events im Gate P1/ P2 (CD3- / CCR3+ Zellen) auf 750
Zellen festgesetzt.

Zur ldentifizierung und Abgrenzung der basophilen Granulozyten von den anderen
Zellpopulationen im Probengemisch mussten verschiedene Analysefenster (Gates) erstellt
werden. In Form eines Dot-Plots, in dem jede Zelle durch einen eigenen Punkt repréasentiert
wird, wurde als erstes der Oberflachenmarker CD3 (X-Achse) gegen den SSC-A (Y-Achse)
aufgetragen. Dabei gibt die Intensitat des Seitwartsstreulichts (SSC) Auskunft Uber die
Granularitat der Zellen und das Oberflachenmolekil CD3 markiert nur T-Lymphozyten. Da
basophile Zellen CD3 negativ sind, wurde ein Gate (P1) um alle CD3 negativen Zellen gelegt.
Gleichzeitig besitzen basophile Granulozyten eine geringere Granularitét als eosinophile Zellen,
so dass auch alle Zellen mit einem geringen SSC erfasst werden mussten. Im Gate P1 befanden
sich daraufhin alle CD3" und SSC'" Zellen (Abb. 7).
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SSC-A

[
»

CD3 VioBlue-A
Abb. 7 Setzen des Gates P1 um alle CD3 negativen Zellen

Das Gate P1 wurde dann in einem neuem Fenster angezeigt, in dem der SSC-A (X-Achse) gegen
den Oberflachenmarker CCR3 (Y-Achse) aufgetragen wurde. CCR3 ist ein Oberflachenmarker,
der relativ spezifisch fir basophile Granulozyten ist. Durch Markierung aller CCR3+ positiven

Zellen, wurde ein neues Gate (P1/P2) erstellt, welches alle CD3-/CCR3+ Zellen erfasste (Abb.
8).

CCRS3 pos

CCR3 APC-A

»
»

SSC-A
Abb. 8 Setzen des Gates P1/P2 um alle CD3- und CCR3 + Zellen

Der Marker CD203c (X-Achse), der im nicht aktivierten Zustand in geringer Konzentration,
konstitutiv auf basophilen Granulozyten exprimiert wird, wurde danach gegen den SSC-A (Y-
Achse) aufgetragen und um alle CD203c+ Zellen ein weiteres Gate (P1/P2/P3, violett) gelegt.
Gleichzeitig wurden nur die CD203c positiven Zellen gegatet, die CD203c in sehr hoher

Konzentration exprimieren (P1/P2/P4, grln).
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SSC-A

Negativkontrolle

CD203c
CD203c

Abb.

Zur Differenzierung zwischen den Zellen, die CD203c in geringer Konzentration konstitutiv
exprimieren und den Zellen mit hoher CD203c-Expression, wurden die Positiv- und
Negativkontrolle miteinander verglichen (Abb. 9). Bei einer Aktivierung der Basophilen mittels

Kreuzvernetzung der Fc-Rezeptoren durch ein Allergen, kommt es zur Hochregulation von

v

CD203c PE-A

SSC-A

Positivkontrolle

] CD203c
CD203c

v

CD203c PE-A

Setzen des Gates P1/P2/P3 und P4 um alle CD3-, CCR3+ und CD203+ Zellen und Vergleich der Negativ- (A) und

Positivkontrolle (B)

CD203c und damit zu einem Rechtsshift der CD203c+ Zellen (Abb. 9).

In Form eines Histogramm-Plots, welches auf der X-Achse die Lichtintensitat und auf der Y-
Achse die Zellanzahl anzeigt, und Setzen eines Markers (P1/P2/P3/P5), welcher den Mittelwert
der Lichtintensitat der hoch positiven CD203c Zellen erfasst, konnte der prozentuale Anteil der

Expression CD203c hoch positiver Zellen ermittelt werden (Abb. 9).

Count

Negativkontrolle

M1

—]

»
»

CD203c PE-A

% of gated | Median | Geometric
cells Mean

| 4,57 693,5 732,63

Count

Positivkontrolle

M1

86,52%

T T p— T

CD203c PE-A

% of gated | Median | Geometric
cells Mean

.| 86,52 3257,68 |3018,29

Abb. 10 Setzen des Markers P1/P2/P3/P5 und P1/P2/P4/P5"
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In einem neuem Fenster wurden die CD3- / CCR3+ Zellen (Gate P2) angezeigt, wobei der
Marker CCR3 (X-Achse) gegen CD63 (Y-Achse) aufgetragen wurde. Im rechten, oberen
Quadranten befanden sich alle Zellen, die hoch positiv fir CCR3 und CD63 waren. Durch eine
Quadrantenanalyse konnte der prozentuale Anteil der Zellen im rechten, oberen Quadranten
(P1/P2/URG) ermittelt werden (Abb. 11).

Negativkontrolle Positivkontrolle
I 10,00% | 0,18% ! 10,00% 480,91
' FITCA
10.00% 0,00% | 19,10%
CD3-/ CCR3+ ” CD3-/ CCR3+ ”

Abb. 11 Quadrantenanalyse im Gate P1/P2

2.8.3 Statistische Auswertung und Software

Zur Analyse und Auswertung der Ergebnisse wurde folgende Software verwendet:

Software Hersteller

- Microsoft Office 07 - Microsoft Cooperation, Redmond, Vereinigte Staaten

- IBM SPSS Statistics 20.0 - SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA

- Prism - GraphPad Software, San Diego, CA, USA

- MACSQuantify Software™ - Miltenyi Biotec GmbH, Bergisch Gladbach, Deutschland
- AdvancedGrapher 2.11 - 1998-2005 Alentum Software, Inc.

Die statistische Auswertung, sowie die Erstellung der Diagramme erfolgte mit den
Statistikprogrammen Prism und SPSS.

Die Rohdaten wurden mit dem Programm MACSQuantify Software™ ausgewertet und als
Prozentanteil der Gesamtzellpopulation oder als Mean Fluorescence Intensity (MFI) angegeben,
wobei flr alle Probanden in jeder der vier Gruppen der Median der CD203c und CDG63-
Expression berechnet und angegeben wurde.

Mit dem Program AdvancedGrapher 2.11 wurde die Allergenkonzentration bestimmt, die
bendtigt wirde, um eine definierte Hochregulation der Expression von CD203c und CD63 zu
erhalten.
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Aufgrund der geringen Probandenanzahl pro Gruppe (n < 50) wurde der Shapiro-Wilk-Test zur
Uberpriifung auf Normalverteilung durchgefiihrt. Fir die Mehrzahl der verwendeten
Allergenkonzentrationen wurde der Test in den vier Gruppen signifikant (p < 0,05) und zeigt
damit eine nicht normal verteilte Population an. Zusatzlich wurden Histogramme und Q-Q-Plots
erstellt, welche die Nicht-Normalverteilung bestétigen.

Folglich wurde zur weiteren Auswertung der Ergebnisse und Uberpriifung auf Signifikanz der
Mann-Withney U-Test herangezogen. Waren die ermittelten P-Werte < 0,05, wurden sie als
statistisch signifikant angesehen.

Zur Ermittlung eines Zusammenhanges der Ergebnisse der unterschiedlichen Testverfahren
wurde der Korrelationskoeffizient r nach Spearman fir nicht normal verteilte Daten ermittelt.
Eine positive Korrelation besteht fiir r > 0 und eine negative fur r < 0. Lagen die ermittelten
Werte fiir den Korrelationskoeffizienten r < 0,2, kann man von einer sehr geringen und bei 0,2 <
r <,05 von einer geringen Korrelation ausgehen. Eine mittlere Korrelation wurde bei 0,5 <r <
0,7 und eine hohe Korrelation bei 0,7 <r < 0,9 erreicht. Werte zwischen 0,9 und 1 wiesen auf
eine sehr hohen Korrelation hin (Tab. 10). Als statistisch signifikant wurden Korrelationen mit p-

Werten von < 0,05 angesehen.

Tab. 10 Bewertung des Korrelationskoeffizienten

Korrelationskoeffizient Bewertung
r<0,2 Sehr geringe Korrelation
0,2<r<0,5 Geringe Korrelation
05<r<0,7 Mittlere Korrelation
0,7<r<0,9 Hohe Korrelation
09<r<1 Sehr hohe Korrelation
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3. Ergebnisse

3.1 Identifikation von Kontroll-, sensibilisierten und allergischen Probanden

Insgesamt wurden 76 Probanden fir die Teilnahme an der Untersuchung ausgewéhlt. Nach einer
Anamnese und einem darauffolgenden HPT wurden diese in vier Gruppen eingeteilt. 16
Personen mit einem negativen HPT fir Haselnuss und ohne Symptome beim Verzehr von
Haselnussen stellten die KONT Gruppe dar. 21 Personen hatten eine positive Reaktion auf
Haselnuss im HPT, gaben jedoch keine Symptome beim Verzehr von Haselniissen an und
wurden der Gruppe "Sensibilisierte” zugeordnet. Gaben die Probanden im Anamnesegesprach
an, unter einer klinisch manifesten Haselnussallergie zu leiden und hatten einen positiven HPT,
so wurden sie den Haselnuss-Allergikern zugeordnet (n = 39) und je nach Schwere ihrer
Reaktion in die Gruppe mit einem OAS (n = 26) oder mit systemische Reaktionen (SYST, n =
13) eingeteilt.

Nach Durchfihrung des BAT bei allen 76 Studienteilnehmern, wurden 14 Probanden
ausgeschlossen. Davon waren flinf Probanden sogenannte Non-Responder, deren Ergebnis im
BAT nicht ausgewertet werden konnte. Die anderen neun Probanden wurden aufgrund von

Fehlern wahrend der Durchfiihrung des BAT ausgeschlossen.

3.1.1 Anamnesebogen

Geschlechterverteilung
Von den 62 eingeschlossenen Probanden waren 40 (64,5%) weiblich und 22 (35,5%) ménnlich.
Damit haben fast doppelt so viele Frauen, wie Mé&nner an der Untersuchung teilgenommen. In
der KONT Gruppe (F/M = 8/2), sowie in den beiden Gruppen mit den Haselnussallergikern
(OAS, F/M = 14/2 und SYST F/M = 10/2) waren jeweils mehr Frauen als Manner. In der Gruppe
der Sensibilisierten hingegen tiberwog die Anzahl der Manner (F /M = 8/12).

Altersverteilung
Das Durchschnittsalter der Untersuchungsteilnehmer betrug 34 Jahre, wobei der jlngste
Teilnehmer 18 und der &lteste 62 Jahre alt war. Die Altersverteilung innerhalb der vier Gruppen
entsprach, bis auf die, in der Gruppe der Sensibilisierten, der Normalverteilung (Abb. 12). Das
Durchschnittsalter in der SYST Gruppe (41 Jahre) lag uber dem der anderen drei Gruppen
(KONT 34 Jahre, SENS 31 Jahre und OAS 32 Jahre) und es konnte ein signifikanter Unterschied
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in der Altersverteilung zwischen der SENS und der SYST Gruppe (Mann-Whitney-U-Test, p =
0,0148*) nachgewiesen werden (Abb. 12).

Kontrollen

Sensibilisiert

OAsS

Systemisch

e
=

Mittelwert = 34,3
Std.-Abw. = 13,292
N=10

G;

Mittelwert = 30,55
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N=20

Mittelwert = 32,1
Std.-Abw. = 8,454
N=20
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Abb. 12 Altersverteilung in den einzelnen Gruppen

In allen vier Gruppen wurden von den Probanden Angaben gemacht, an einer oder mehreren
Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis zu leiden. Von den 62 eingeschlossenen
Probanden wurde von 77% diesbeziglich Angaben gemacht. Von den 52 Probanden mit einem

positiven HPT gaben 85% an von einer Erkrankung aus dem atopischen Formenkreis betroffen

zu sein (Tab. 11).

Tab. 11 Prozentuale Verteilung atopischer Erkrankungen in den Gruppen

Untersuchungskollektiv Atop. Erkrankung AD aR aA
Gesamt (Anzahl (%)) (n = 62) 48 (77) 21 (34) 41 (66) 25 (40)
Positiver HPT auf HZ (Anzahl (%)) (n = 52) 44 (85) 19 (36,5) 38 (73) 25 (48)
Manifeste Allergie (Anzahl (%)) (n = 32) 17 (53) 14 (44) 24 (75) 18 (56)
KONT (Anzahl (%)) (n = 10) 4 (40) 2 (20) 3(30) 0(0)
SENS (Anzahl (%)) (n = 20) 17 (85) 5 (25) 14 (70) 8 (40)
OAS (Anzahl (%)) (n = 20) 17 (85) 10 (50) 15 (75) 11 (55)
SYST (Anzahl (%)) (n = 12) 10 (83) 4 (33) 9 (75) 7 (58)

HPT = Haut-Prick-Test, HZ = Haselnuss, KONT = Kontrolle, SENS = Sensibilisierte, OAS = orales Allergiesyndrom, SYST =
systemische Reaktion, Atop. = atopische, AD = atopische Dermatitis, aR = allergische Rhinitis, aA = allergisches Asthma) "

66% (41 Probanden) aller Studienteilnehmer gaben an, unter aR zu leiden, 40% (21 Probanden)

unter AD und 34% (25 Probanden) unter aA.

Vergleicht man die vier Gruppen untereinander, kann man erkennen, dass in der KONT Gruppe
im Verhaltnis zu den anderen drei Gruppen signifikant weniger Personen (n = 4) mit
Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis waren (p < 0,05%).
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Mit zunehmender klinischen Relevanz der allergischen Reaktion auf Haselnuss steigt die
Hé&ufigkeit atopischer Erkrankungen. So nimmt der Prozentanteil von Probanden, die an aA
leiden von den sensibilisierten Probanden (40%) tber Personen mit einem OAS (55%) bis hin zu
den Personen mit systemischen Reaktionen (58%) zu. In der KONT Gruppe hingegen litt keiner
der Probanden unter einem aA.

Demgegenuber steht die aR, die auch von den Kontrollpersonen (30%) angegeben wurde, jedoch
mit einer signifikant niedrigeren Haufigkeit im Vergleich zu den anderen drei Gruppen (p <
0,05*). Bei den Probanden mit einem positiven Ergebnis im HPT durch Haselnuss wurde die aR
gleich h&ufig angegeben (SENS 70%, OAS und SYST 75%).

Die AD kommt bei Probanden in allen vier Gruppen vor, wobei auch hier, mit Zunahme der
Reaktion auf Haselnusse, der prozentuale Anteil betroffener Probanden steigt (KONT 20%,
SENS 25%, OAS 50%), jedoch kein signifikanter Unterschied zwischen den vier Gruppen
gefunden werden kann.

Dabei gaben in der Gruppe mit einem OAS mehr Probanden (50%) an an einer AD zu leiden, als

Personen mit systemischen Reaktionen (33%).

Atopische Familienanamnese

64,5% (40) von den 62 eingeschlossenen Probanden gaben an, dass in der eigenen Familie noch
weitere Personen Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis (AD, aR, aA und andere
NMA) aufweisen. In allen drei Gruppen (KONT, SENS und symptomatische
Haselnussallergiker) wurden Angaben zu familidren, atopischen Krankheitsbildern gemacht.
Dabei war die aR bei den Angehdrigen prozentual in allen Gruppen am hdufigsten vertreten.

Mit Zunahme der Klinischen Reaktion durch Haselnuss stieg auch der Prozentsatz von
Probanden, die gleichfalls betroffene Familienmitglieder hatten. So litten bei 50% der
Kontrollprobanden, 60% der Sensibilisierten und 69% der Haselnussallergiker (OAS und SYST)
Familienangehdrige ebenso unter einer Erkrankung aus dem atopischen Formenkreis. Diese
Tendenz zeigt sich jedoch nur, wenn die OAS und SYST Gruppe zusammen betrachtet werden.
Betrachtet man die beiden Gruppen getrennt, so wird deutlich, dass sowohl mehr Angehérige in
der OAS, als auch in der SENS Gruppe unter atopischen Krankheitsbildern leiden, als in der
SYST Gruppe.
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3.1.2 Klinik

Orales Allergie-Syndrom
Mit Hilfe des Anamnesebogens wurden die klinisch manifesten Haselnussallergiker nach ihren
Symptomen befragt. Dabei gaben alle Probanden mit einem OAS (n = 20) Symptome im Bereich
der Schleimh&dute an. Diese konnten unterteilt werden in subjektive Symptome wie Kribbeln,
Juckreiz und Kratzen und objektive Symptome, wie Bl&schenbildung, Schwellung, Taubheit,
Brennen oder ein pelziges Geflihl im Bereich der Schleimhéute. Zusatzliche traten bei vier
Probanden subjektive Hautverdnderungen, in Form von Juckreiz der Haut, sowie objektive
Hautverdnderungen (Erythem) auf. Drei Probanden gaben subjektive, pulmonale Symptome
(Enge-/Globusgefiihl) an und ein Proband litt zusétzlich unter dem subjektiven,

gastrointestinalem Symptom der Ubelkeit.
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Abb. 13 Lokalisation subjektiver Symptome bei den OAS- Abb. 14 Lokalisation objektiver Symptome bei den OAS-
Patienten Patienten

Die subjektiv angegebenen Symptome beim OAS waren vor allem im Hals lokalisiert (9
Personen), gefolgt vom Mund (3 Probanden) und dem Gaumen (2 Probanden). Weitere
Lokalisationen fur subjektive Symptome waren perioral, an den Lippen und Ohren, auf der
Zunge sowie im Auge (Abb. 13).

Objektiv messbare Symptome traten vor allem an den Lippen und auf der Zunge (je 4
Probanden) auf. Andere Préadilektionsstellen fir Blaschen und Schwellungen waren der Hals, die
Mundschleimhaut und bei einem Probanden das Gesicht (Abb. 14).

Systemische Reaktion
Auch bei den Probanden mit systemischen Reaktionen durch Haselnisse wurden

Schleimhautverdnderungen und pulmonale Symptome (je 11 Probanden) am haufigsten
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angegeben. Neben Hautverdnderungen (Flush, Urtikaria) und Beschwerden im Bereich des
Gastrointestinaltraktes (Diarrhoe / Erbrechen und abdominelle Krampfe / Ubelkeit), gab es in
dieser Gruppe auch kardiovaskuldare Symptome wie Schwindel und Blutdruckanstieg. Zusétzlich
litten einige Personen an einer Konjunktivitis und Rhinitis. Bei zwei Probanden traten darlber
hinaus unspezifische Symptome in Form von Knochenschmerzen und "innerlichem" Kribbeln
auf. Funf Probanden gaben an, aufgrund anaphylaktischer Reaktionen auf Haselnisse, schon mal
mit Notfallmedikamenten behandelt worden zu sein oder fiir den akuten Anfall dergleichen zu
besitzen (Abb. 15).

Zwei der funf Probanden mit Notfallmedikamenten zeigen im Vergleich zu den anderen
systemischen Probanden hohe glgE-Werte (4801 kU/L und 1197 KU/L), wobei diese zwei
Probanden gleichzeitig an gaben zusatzlich sowohl unter aR, aA und AD zu leiden. Hinsichtlich
der CD203c und CD63-Expression unterscheiden sich die funf Probanden mit den

Notfallmedikamenten nicht von den anderen aus der SYST Gruppe.

201 Schleimhautveranderung:

o objektiv: Blasschen / Schwellung / Rétung
181 B3 objektive Symptome subjektiv: Juckreiz / Kribbeln / Brennen
16

subjektive Symptome Pulmonale Symptome:

objektiv: Dyspnoe

subjektiv: Enge-/ Globusgefiihl / Husten / Heiserkeit /
Dysphagie

Hautveranderung:
objektiv: Flush / Erythem / Urticaria

GI-Trakt:
mr  objektiv: Diarrhoe / Erbrechen
1 subjektiv: Ubelkeit / abd. Krampfe / Flatulenzen

Anzahl der Probanden

kardiovaskulares System:
== objektiv: Blutdruckanstieg
subjektiv: Schwindel

unspezifisch:
Knochenschmerzen
innerliches Kribbeln

Symptome

Abb. 15 Angaben zu systemischen Symptomen bei Haselnusskonsum
(Mehrfachnennung méglich)

3.1.3 Symptomscore
Um eine objektive Aussage uber die Starke der Reaktion bei Haselnussallergikern (OAS und
SYST) zu gewinnen, wurde ein Symptomscore angewendet (siehe Kapitel 2.8.1 Symptomscore),

der die Symptome in milde, moderate und starke systemische Reaktionen unterteilt. [57]
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Bei zehn Probanden mit systemischen Reaktionen wurde eine moderate Reaktionsstarke (> 4 bis
< 7 Punkte) errechnet und bei jeweils einem Probanden eine milde (> 2 bis < 4 Punkte) bzw.
starke (> 7 Punkte) Reaktion (Abb. 16).

=

Anzahl der Probanden
PRERNWr,TINQPOD

Reaktion

Abb. 16 Errechnete Stérke der systemischen Reaktion bei Haselnusskonsum
(Berechnungsformel: OSc + (SSc/2) + MS = Summenscore)

In der OAS Gruppe hatte die Mehrzahl der Probanden (n=12) milde Reaktionen beim Verzehr
von Haselnlissen. Bei einem Probanden wurde eine moderate Reaktionsstérke errechnet und bei
sieben Probanden lag nach Anwendung des Symptomscores eine Allergie mit fraglicher

klinischer Relevanz vor.

3.1.4 Haut-Prick-Test (HPT)
Bei allen Probanden erfolgte ein HPT mit kommerziellen Extrakten fir Birke, Gras, Katzenhaar,
Hausstaubmilbe und Aspergillus fumigatus und den nativen Allergenen von Haselnuss, Tomate,
Karotte, Apfel, Sellerie und Sojamilch.
Im Prick-zu-Prick-Test mit Haselnuss wurde ein signifikanter Unterschied (p = 0,0248*) im
Quaddeldurchmesser zwischen der sensibilisierten und der systemischen Gruppe ermittelt (Abb.
17 A).
Der Quaddeldurchmesser mit steigender allergischer Reaktion auf Haselnuss wurde groRer von
den sensibilisierten Probanden (Median 6 mm) Uber die OAS (Median 7 mm) bis zur SYST
Gruppe (Median 8,5 mm) (Abb. 14). Die gleiche Tendenz zeigte sich fir den
Birkenpollenextrakt (Abb. 17 B).
Zwischen den drei Gruppen konnten keine weiteren signifikanten Unterschiede im HPT fur die
getesteten, nativen (Apfel, Tomate, Karotte, Sojamilch) oder kommerziellen Allergene (Gréser,

Katze, Aspergillus fum. Hausstaubmilbe) ermittelt werden, wobei fir Sellerie als einzige
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Ausnahme ebenfalls ein signifikanter Unterschied zwischen der SENS und SYST Gruppe (p =
0,0475*) dokumentiert werden konnte.

HPT Ergebnisse fiir Haselnuss HPT Ergebnisse fiir Birke HPT Ergebnisse fiir Sellerie
14
— 14 * 14-
E _ € 121 T £ . * ,
c 127 E T E 127  ——
= £ 107 £
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KONT OAS KONT OAS KONT OAS
SENS SYST SENS SYST SENS SYST
Gruppe Gruppe Gruppe
n=10 n=20 n=20 n=12 n=10 n=20 n=20 n=8 n=10 n=20 n=19 n=11
A (p =0,0248%) B C (p =0,0475%)

Abb. 17 Ergebnisse des HPT fiir A = HZ, B = Birke, C = Sellerie

3.2 IgE Profile in den Untersuchungsgruppen

Von allen Studienteilnehmern wurde mit dem Serum ein IgE-Bindungsprofil erstellt und das
Gesamt-IgE sowie das sIgE gegen rBet v 1 und rCor a 1 gemessen. Bei 22 Haselnussallergikern
(OAS n=16 und SYST n=6) wurde zusatzlich noch das sIgE gegen rCor a 8, 9, 11 und 14
Uberprift, wobei Uberwiegen Konzentrationen unterhalb des Cut-off-Wertes gemessen wurden
und die Proben damit negativ waren. Lediglich bei drei Probanden mit einem OAS konnte ein
positives Resultat fiir sSIgE gegen rCor a 14 (Pat.-Nr. HB35), rCor a 11 (Pat.-Nr. HB26) und rCor
a 8 (Pat.-Nr. HB35 und HB9) gemessen werden.

Tab. 12 Median der Serumkonzentrationen des Gesamt- und spezifischen IgE und der Ratio zwischen Bet v 1 und glgE, sowie
CoralundglgE

IgE (kU/I, Median KONT SENS OAS SYST
[min-max]) n=10 n=20 n=20 n=12
Gesamt-IgE 15,95 [3,3-112,0] | 183,5[20,4-2097,0], | 177,5[24,3-6861,0] | 58,8 [26,0-4801,0]
sIgE Betv 1 0 [0-0,1] 3,5 [0-16,2] 10,2 [0-72,4] 5,9 [0,1-43,6]
sIgg Coral 0 [0-0,1] 1,9 [0-7,4] 6,7 [0-63,8] 3,5[0,1-28,1]
Ratio Betv 1/glgE 0,00 0,02 0,03 0,05

Ratio Cor a 1/glgE 0,00 0,01 0,02 0,04

(KO = Kontrolle, SENS = Sensibilisierte, OAS = orales Allergiesyndrom, SYST = systemische Reaktion, sIgE / glgE =
spezifisches / Gesamt-Immunglobulin E)
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Gesamt-IgE
Im Gruppenvergleich hatte die KONT Gruppe signifikant niedrigere Gesamt-IgE-Level, als
Personen, die eine positive Reaktion im HPT durch Haselnuss zeigten (p < 0,0001***).

Zwischen den drei anderen Gruppen bestanden keine signifikanten Unterschiede (Tab. 12 A).

Rekombinantes Bet v 1
Die hochsten Serumwerte fir das sIgE gegen rBet v 1 wurden in der Gruppe mit OAS gemessen
(Median 10,2 kU/I), gefolgt von Probanden mit systemischen Reaktionen (Median 5,9 kU/I).
Zwischen Personen, die sensibilisiert sind und Personen mit einem OAS, bestand ein
signifikanter Unterschied in der Hohe des sIgE gegen rBet v 1 (p = 0,0087*%).
Bei den KONT waren die rBet v 1-Serumspiegel durchgehend negativ (Abb. 18 B).

Rekombinantes Cor a 1
Auch die Werte des sIgE gegen rCor a 1 waren in der OAS Gruppe (Median 6,7 kU/I) am
hdchsten, gefolgt von der SYST Gruppe (Median 3,5 kU/I). Gleichfalls bestand ein signifikanter
Unterschied der slge-Werten gegen rCor a 1 zwischen der SENS und der OAS-Gruppe (p =
0,0265%). In der Gruppe mit den Nicht-Haselnussallergikern waren alle sIlgE-Konzentrationen
gegen das rCor a 1 negativ (Abb. 18 C).
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Abb. 18 In den 4 Gruppen: A = Gesamt-IgE-Werte, B = Spezifische IgE-Werte gegen rBet v 1, C = Spezifische IgE-Werte
gegen rCora 1.
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Ratio zwischen spezifischem IgE (Bet v 1 und Cor a 1) und Gesamt-IgE
Im Verhéltnis zum glgE haben Personen mit systemischen Reaktionen mehr spezifisches IgE
gegen rCor a 1 (Ratio rCor a 1/glgE = 0,04) und gegen rBet v 1 (Ratio rBet v 1/glgE = 0,05) als
Personen mit einem OAS (Ratio rCor a 1/glgE = 0,02 und Ratio rBet v 1/glgE = 0,03) (Tab. 12).

3.3 Korrelation des HPT mit dem spezifischen IgE

Des Weiteren wurde untersucht, ob zwischen den Ergebnissen des HPT flr Haselnuss und den
gemessenen Serumkonzentrationen fur das Gesamt-IgE, sowie das sIgE eine Korrelation besteht.
Dabei konnte gezeigt werden, dass zwischen der Hohe des Gesamt-IgE im Serum und dem
Quaddeldurchmesser im HPT fur Haselnuss nur eine geringe, positive Korrelation bestand
(Spearman r = 0,3183, p = 0,0123*) (Abb. 19 A).

Korreliert man jedoch die Ergebnisse des HPT fur Haselnuss mit dem sIgE-Serumspiegeln gegen
rBet v 1 (Spearman r = 0,5236) und rCor a 1 (Spearman r = 0,5243), so erhielt man eine mittlere
Korrelation fir die beiden Testverfahren (p < 0,0001***) (Abb. 19 B und C).
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Abb. 19 Korrelation der Ergebnisse des HPT fiir HZ mit A = Gesamt-IgE, B = rBet v 1-Spiegel und C = rCor a 1-Spiegel

3.4 Basophilenaktivitat
Mit dem BAT wurde die Reaktivitat der basophilen Zellen gegenlber einem kommerziellen

Haselnuss-Extrakt gepruft. Dafur wurde die Expression der Oberflachenmarker CD203c und

CD63 gemessen.

55



3. Ergebnisse

3.4.1 CD203c-Aktivierung

Positiv- und Negativkontrolle
Bereits im unstimmulierten Zustand nach Zugabe von Medium (Negativkontrolle) konnte man
einen signifikanten Unterschied in der basalen CD203c-Expression messen (Abb. 20 A).
Wurden die Zellen mit anti-IgE (Positivkontrolle) stimuliert, zeigt sich eine deutliche
Aktivierung bis zu 91,6%. Die OAS Gruppe (Median 91,6%) erreichte, zusammen mit der SENS
Gruppe (Median 89,2%), die hochsten Werte fur die CD203c-Expression. Gleichzeitig konnte
man einen signifikanten Unterschied in der maximalen CD203c-Expression zwischen Personen
mit einem OAS und Personen mit systemischen Reaktionen durch Haselnuss erkennen (p =
0,0077**). Die CD203c-Expressionen in der KONT und SYST Gruppe waren in der
Positivkontrolle, im Gegensatz zur Negativkontrolle, vergleichbar (KONT Median 75,6% und
SYST Median 74,9%) (Abb. 20 B).
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Abb. 20 CD203c Expression in der A (Negativ-) und B (Positiv-) Kontrolle

Dosis-Wirkungs-Kurve fiir die CD203c-Expression

Bei der niedrigsten Allergenkonzentration von 10° pg anderte sich die Ausgangs-CD203c-
Expression in allen Gruppen nur gering.

Mit steigender Allergenkonzentration stieg gleichfalls die CD203c-Expression in allen Gruppen,
mit Ausnahme in der KONT Gruppe. Dabei lieen sich bei den Probanden mit OAS, verglichen
mit den anderen Gruppen, fir beinahe alle eingesetzten Konzentrationen die hdchsten Werte fir
die CD203c-Expression ermitteln.

Ab 10° pg Haselnuss-Extrakt fand sich ein signifikanter Unterschied der CD203c-Expression
zwischen der OAS und der KONT Gruppe (p = 0,0366*) bzw. zwischen der SYST und der
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KONT Gruppe (p = 0,0033**) und ab 10”° ug Haselnuss-Extrakt kam es zu einem statistisch
signifikanten unterschiedlichen CD203c-Expression zwischen den KONT und den SENS (p =
0,0408%).

Eine signifikante Differenz der Expression von CD203c (p = 0,0098**) zwischen sensibilisierten
Probanden und Probanden mit einem OAS trat erst ab einer Allergenkonzentration von 10™ pg
auf und bliebt bis zur Maximaldosis von 10 pg bestehen (p = 0,0233%).

Zwischen der SENS und der SYST Gruppe fanden sich ebenfalls ein signifikanter Unterschied
der CD203c-Expression fiir Allergenkonzentrationen von 10 pg (p = 0,0278 ug) bis 102 pg (p =
0,0339*). Wurden die basophilen Zellen mit den héchsten Konzentrationen 1,0 pg und 10,0 pg
stimuliert, so wies die OAS Gruppe (Median 86,0%) zusétzlich eine signifikant hoherer
CD203c-Expression im Vergleich zu Probanden mit systemischen Reaktionen (Median 71,7%)
auf (1,0 pg p = 0,0339* und 10,0 pg p = 0,0054**) auf. (Abb. 21)

BAT CD203c (%, Median [min-max])

KONT SENS OAS SYST
n=10 n=20 n=20 n=11
Negativkontrolle 2,9[1,6-6,7] 2,6 [0,5-25,5] 4,1[1,4-33,5] 8,8 [1,8-50,38]

Positivkontrolle (anti-1gE)

75,6 [36,9-93,6]

89,2 [26,5-96,5]

91,6 [64,4-96,9]

74,9 [51,9-93,1]

0,000001 pg 2,40,6-4,9] 2,5[0,4-10,8] 4,0 [0,7-16,9] 5,2 [0,5-42,2]
0,00001 pg 1,4[0,5-4,3] 2,2[0,2-20,7] 3,2 [0,6-42,0] 5,1 [1,6-33,2]
0,0001 pg 2,3[0,6-3,6] 3,0 [0,4-21,3] 8,5 [1,2-52,8] 5,1 [1,7-40,0]
0,001 pg 2,3[0,8-7,5] 5,9 [1,1-87,9] 48,1[2,7-91,7] 31 [4,4-95,2]
0,01 pg 2,40,7-5,0] 31,7[1,2-93,5] | 84,8[137-97,1] | 70,9 [29,3-100]
0,1 ug 1,7 [0-3,7] 60,9 [2,4-91,5] | 87,0[433-97,.2] | 72[33,9-95,1]
1,0 ug 2 [0,6-6,4] 70,6 [0-92,4] 81,5[39,2-96,8] | 70,5 [28,5-83,7]
10,0 g 2,9[0,8-19,4] 77,7[7,7-91,1] | 86,0[32,3-95,6] | 71,7 [41,5-82,6]

Tab. 13 Median der CD203c-Expression in den 4 Gruppen nach Stimulation mit Medium (Negativkontrolle), anti-IgE
(Positivkontrolle) und unterschiedlichen HZ-Extrakt-Konzentrationen

(KONT = Kontrolle, SENS = Sensibilisierte, OAS = orales Allergiesyndrom, SYST = systemische Reaktion)

57



3. Ergebnisse

1007 100"
90- 5
80 80 | *% |
707 707 ! I
60 601 t * |
50- 501 | !
40- 40-
®
307 307 S
207 5] 20
107 ) 107 S .
O = o omm B ozotw Y = e e % HZ 10° g
100" 1001
90- 90+
80- 80-
70- 707
60- 60-
(- | |
S 50 50
- 407 407
G 307 307
N 20- 20-
| -
10- 10- )
% 4 HZ 10 pg o HZ 10° ug
QL
'
|-
@
e 100- 100
(9) 90 90
o 807 80-
N 70- 707
) 60- 60
@) 50- 50-
o — |
o\ 40 40
30- st
20- 20-
13: HZ 107 g 12: HZ 10" ug
*%*
*k * | |
100~ l l 100 —
90- 90
807 - 80 i
oo [
60- 60
50- 50-
407 S 401 S
307 30 S
207 207 *
10-
o == HZ 1,0 g N = HZ 10 ug
' ! T ! T T T T
KONT SENS OAS SYST KONT SENS OAS SYST
Gruppen

Abb. 21 CD203c-Expression bei unterschiedlichen Allergen-Konzentrationen
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Kurvenverlauf
Betrachtet man den Verlauf der Expression des Markers CD203c in Abhéangigkeit von der
Allergenkonzentration in den 4 Gruppen, so erkennt man einen &hnlichen Kurvenverlauf fur die
Haselnuss-Allergiker und die sensibilisierten Probanden. Erst ab 10 pg Haselnuss-Extrakt stieg
die Expression an und erreicht ab 0,1 pg ein Plateau.
Die Expressionskurven der Haselnussallergiker (OAS und SYST) stiegen bereits bei geringeren
Allergenkonzentrationen (10 pg), im Vergleich zur SENS Gruppe (10 pg). Personen, die unter
OAS litten, zeigten den steilsten Anstieg der Expressionskurve, sowie Maximalwerte fir die
CD203c-Expression.
Der Kurvenverlauf von sensibilisierten Probanden entsprach dem, der Haselnussallergiker.
Jedoch wurde eine hohere Anfangskonzentration (10 pg) zur Hochregulation des Markers
CD203c bendétigt, sodass die Kurve nach links verschoben ist.
In der KONT Gruppe kam es bei keiner Allergenkonzentration zu einem Anstieg der CD203c-
Expression (Abb. 22).
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Q¥ > >
00000 900 ng

Allergen Konzentration [ug]

Abb. 22 CD203c-Expression in Abhangigkeit von der Allergenkonzentration

Um herauszufinden, ob es einen signifikanten Unterschied in der CD203c-Expression zwischen
Haselnussallergikern und sensibilisierte Probanden gab, wurde die Allergenkonzentration
berechnet, die bendtigt wird, um eine Hochregulation des Markers CD203c auf 30% zu
erreichen. Dafiir wird die CD203c-Expression in der Positiv-Kontrolle auf 100% gesetzt und alle

anderen Werte flr die CD203c-Expressionen angeglichen.
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Die Daten zeigen, dass sensibilisierte Probanden (Median 0,00536 pg Haselnuss-Extrakt) im
Vergleich zu Haselnussallergikern (Median 0,000832 pg Haselnuss-Extrakt) eine signifikant
hohere Allergenkonzentration bendtigen (p = 0,0056**), um eine Steigerung der CD203c-

Expression von 30% zu erreichen (Abb. 23).
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Abb. 23 A = CD203c-Expression in Abhangigkeit der Allergenkonzentration bei anti-IgE = 30% und B = EC30 = effektive
Benotigte Allergenkonzentration zur Hochregulation von CD203c auf 30%

3.4.2 CD63-Aktivierung

Positiv- und Negativkontrolle
Die Positivkontrollen zeigten keine signifikanten Unterschiede beziglich der maximalen CD63-
Expression in den vier Gruppen. Dennoch war die CD63-Expression in der OAS Gruppe
(Median 59,1%) nach Stimulation mit anti-IgE am hdochsten, gefolgt von den sensibilisierten
Probanden (Median 49,9%). Zwischen der KONT (Median 45,4%) und der SYST Gruppe
(Median 42,4%) bestand kein grofRer Unterschied der maximalen Expression von CD63. (Abb.
24 A)
Im Vergleich zur Positivkontrolle fanden sich in der Negativkontrolle die hdochsten Basalwerte
fur die CD63-Expression in der SYST Gruppen (Median 3,7%). Diese besaR eine signifikant
hohere CD63-Expression im unstimmulierten Zustand im Vergleich zu den sensibilisierten
Probanden (Median, 1,1%). Die KONT (Median 1,3%) und OAS Gruppe (Median 1,6%) zeigten
eine vergleichbare basale CD63-Expression. (Abb. 24 B)
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Abb. 24 CD63 Expression in der A Negativ- und B Positiv-Kontrolle
Dosis-Wirkungs-Kurven fiir die CD63-Expression
BAT CD63 (%, Median [min-max])
KONT SENS OAS SYST
n=10 n=20 n =20 n=12
Neg. Kontrolle 1,3 [0,5-12,0] 1,1 [0,2-14,6] 1,6 [0,1-6,6] 3,7 [0,5-7,3]
Pos. Kontrolle (anti-1gE) 45,4 [23,3-81,2] 49,9 [12,5-87,9] 59,1 [19,9-92,7] 42,4 [15,2-80,6]
0,000001 pg 1,2 [0,3-4,5] 1,1[0,1-13,5] 1,6 [0,1-5,9] 2,910,2-5,8]
0,00001 pg 1,2 [0,4-4,5] 2,0 [0-10,4] 1,9 [0,1-6,6] 1,9 [0,3-6,0]
0,0001 pg 1,2 [0,2-5,7] 1,0 [0-15,2] 2,5[0,1-23,2] 2,8 [0,1-4,8]
0,001 g 1,5[0,3-4,8] 2,5[0,6-30,2] 4,8 [0,3-72,0] 4,9 [0,6-45,8]
0,01 g 1,4 [0,2-6,1] 9,9 [0,2-84,5] 32,2 [1,3-91,6] 23,6 [4,8-75,5]
0,1 g 1,2 [0,2-2,4] 18,4 [0,1-91,3] 39,5[2,4-91,2] 34 [6,7-88,7]
1,0 ug 0,9 [0,4-9,4] 17,4 [0,7-83,6] 31,5 [0,4-86,8] 25,6 [4,0-65,9]
10,0 ug 1,9 [0-4,2] 22,9 [1,0-82,7] 43,8 [1,4-86,1] 28,3 [3,9-70,1]

Tab. 14 Mediane der CD63-Expression in den vier Gruppen nach Stimulation mit Medium (Negativkontrolle), anti-IgE
(Positivkontrolle) und verschiedenen Haselnuss-Extrakt-Konzentrationen.

(KONT = Kontrolle, SENS = Sensibilisierte, OAS = orales Allergiesyndrom, SYST = systemische Reaktion)

Im Gegensatz zur CD203c-Expression stieg die Expression des Markers CD63 bei den

Haselnussallergikern und bei den sensibilisierten Probanden erst ab Allergenkonzentrationen von

10 pg an. Dabei bestand erst ab 10° pg ein signifikanter Unterschied in der Expression
zwischen KONT Gruppe und Probanden mit einem OAS (p = 0,0068**) Fir alle hoheren

Konzentrationen erreichte die OAS Gruppe maximale Expressionswerte.

Ab einer Konzentration von 102 pg Haselnuss-Extrakt wurde bei den sensibilisierten Probanden

eine signifikant niedrigere CD63-Expression (p = 0,0060**) im Vergleich zu Personen mit
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einem OAS ermittelt. Eine Ausnahme stellte die CD63-Expression bei 1,0 pg dar, bei der es
keinen signifikanten Unterschied zwischen Haselnussallergikern und der SENS Gruppe gab.
Zwischen Kontrollen und Sensibilisierten konnte ab einer Allergenkonzentration von 102 pg
signifikant differenziert werden (p = 0,0049**).

Bei Probanden mit systemischen Reaktionen nach Haselniissen wurden im Vergleich zu den
sensibilisierten Personen immer hohere CDG63-Expressionen gemessen, jedoch war der
Unterschied nicht signifikant. Zudem waren in dieser Gruppe, verglichen mit der OAS Gruppe
die CD63-Expression fur alle Allergenkonzentrationen geringer.

Die KONT Gruppe zeigte erneut keine Verdnderungen der CDG63-Expression bei
unterschiedlichen Allergenkonzentrationen. (Abb. 25)
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Kurvenverlauf

Der Kurverlauf der CD63-Expression in Abh&ngigkeit von der Allergenkonzentration war
ebenso, wie fir den Marker CD203c, fir die vier Gruppen vergleichbar. Im Vergleich zur
CD203c-Expression, wurden jedoch geringere Maximalwerte der Expression von CD63
gemessen.

Dabei verliefen die Kurven der Haselnussallergiker ann&hernd gleich. Sie unterschieden sich
zum einem, bezuglich ihrer, zum Anstieg bendtigten, Allergenkonzentration, welche bei der
OAS Gruppe 10 pg und bei der SYST 10 pg betrug. Des Weiteren wurden bei Personen mit
einem OAS hohere CD63-Expressionen (Medium 43,8%) bei maximaler Stimulation mit
Haselnuss-Extrakt gemessen als bei Probanden mit systemischen Reaktionen (Medium 28,3%).
In der SENS Gruppe dhnelte der Kurvenverlauf, dem der Haselnussallergiker, wobei die Kurve
leicht nach unten verschoben war und bei maximaler Allergenstimulation eine niedrigere CD63-
Expression (Medium 22,9%) aufwies.

In der KONT Gruppe kam es durch keine der verwendeten Allergenkonzentrationen zu einem

Anstieg der Expressionskurve. (Abb. 26)
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Abb. 26 CD63-Expression in Abhangigkeit von der Allergenkonzentration

Um einen signifikanten Unterschied in der Hohe der CD63-Expression zwischen
Haselnussallergikern und sensibilisierten Probanden zu ermitteln, kann die effektive
"Konzentration" (EC) bestimmt werden. Sie gibt die Allergenmenge an, die bendtigt wird, um

eine Hochregulation des Markers CD63 auf eine bestimmte Prozentzahl zu erreichen.

64



3. Ergebnisse

Dafur wird die CD63-Expression in der Positivkontrolle auf 100% gesetzt und alle anderen
Werte fur die CD63-Expressionen angeglichen. Da die Kurve fir die SENS Gruppe mit ihrem
Median unterhalb der EC50 lag, wurde in diesem Fall die EC30 bestimmit.

Die Daten zeigen, dass sensibilisierte Personen (Median 0,003166 pg), verglichen mit
Haselnussallergikern ~ (Median  0,001822 ug), zwar hohere Konzentrationen des
Haselnussextraktes zur Hochregulation der CD63-Expression auf 30% bendtigten, jedoch kein
signifikanter Unterschied (p = 0,1120) bestand.

Die Graphik (Abb. 27 A) zeigt weiterhin, dass sich die Kurven vor allem hinsichtlich der
maximalen CDG63-Expression, die bei einer Konzentration von 0,1 pg HZ-Extrakt erreicht
wurde, unterscheiden. Jedoch bestand auch hier kein signifikanter Unterschied (p = 0,1120) in
der maximalen CDG63-Expression zwischen  Sensibilisierten und symptomatischen
Haselnussallergikern (Abb. 27 B).

- KONT

OAS + SYST I I

0,1120

p

SENS |— 4|

% CD63 markierte Zellen

O 20 a0 0 O ,&30 ,&10 ,&bﬁ) ,XQ,Q

% CD63 markierte Zellen (0,1pg HZ-Extrakt)

Allergen Konzentration [ug]
B (p = 0,1120)
A

Abb. 27 A = CD63-Expression in Abhé&ngigkeit der Allergenkonzentration bei anti-IgE = 30% und B = CD63-Expression bei
0,1 pg HZ-Extrakt (anti-1gE = 100%)

3.4.3 Non-Responder

In vielen Publikationen wurde bereits das Ph&nomen der Non-Responder beschrieben. Dabei
handelt es sich um Personen, deren basophile Zellen, die in der Positiv-Kontrolle, bei Zugabe
von anti-IgE nicht reaktiv sind [45, 58]. Die Grenze zwischen den reagiblen Basophilen und den
Non-Respondern wird in der Literatur uneinheitlich definiert und bezieht sich meist nur auf den
Marker CD63.

In der vorliegenden Arbeit galten alle Probanden als Non-Responder, bei denen die Differenz
zwischen der Positiv- und Negativkontrolle der beiden Oberflachenmolekile CD63 und CD203c

weniger als 15% betrug.
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So wurden innerhalb der 67 eingeschlossenen Probanden, mit deren Blut ein BAT durchgefihrt
worden ist, flnf als Non-Responder (3,35%) identifiziert. Diese wurden von den weiteren

Untersuchungsmethoden ausgeschlossen.

3.5 Korrelation des BAT mit dem HPT

Uberpriift man, ob es einen Zusammenhang zwischen den Ergebnissen des BAT und den Werten
des HPT fur Haselnuss gab, so erhalt man eine mittlere Korrelation. Der Marker CD203c
(Spearman r = 0,6199, p < 0,0001***) korrelierte dabei starker mit dem im HPT ermittelten
Quaddeldurchmesser, als CD63 (Spearman = 0,5606, p < 0,0001***) (Abb. 28).

1007 1007

% CD203c markierter Zellen
[£,]
2
% CD63 markierter Zellen

HPT fur HZ [mm] HPT fir HZ [mm]
A (Spearman r = 0,6199, p < 0,0001***) B (Spearman r = 0,5606, p < 0,0001***)

Abb. 28 Korrelation des HPT fiir HZ mit A = der CD203c-Expression und mit B = Korrelation der CD63-Expression (bei einer
Allergenkonzentration von 0,01 pg)

3.6 Korrelation des BAT mit dem IgE

BAT mit rBetv 1
Eine ausgepragte Korrelation bestand zwischen den Ergebnissen des BAT und den gemessenen
sIgE-Werten gegeniber rBet v 1. Dabei korrelierte die Expression des Markers CD203c stérker
mit dem rBet v 1 (Spearman r = 0,7769, p <0,0001***) als die Expression von CD63 (Spearman
r=0,6887, p < 0,0001***) (Abb. 29).
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Abb. 29 Korrelation der rBet v 1 slgE-Werte mit A = der CD203c-Expression und B = der CD63-Expression (bei einer
Allergenkonzentration von 0,01 pg)

BAT mitr Coral
Auch fir die gemessenen Serumwerte gegenlber rCor a 1 konnte eine Wechselbeziehung mit der
CD63 und CD203c Expression im BAT ermittelt werden. Erneut zeigte sich eine stéarkere
Korrelation zwischen der CD203c Expression und den slgE-Werten gegentber rCor a 1
(Spearman r = 0,7540, p < 0,0001***) verglichen mit der Expression von CD63 und den sIgE-
Werten gegentber rCor a 1 (Spearman r = 0,6904, p < 0,0001***) (Abb. 30).

1007 1007
£ 90 c 90 ®
= S o0 94
E 707 w707 le)
+ 7] o]
g 60 E 607 o le)
5 501 T 507 o o
o 407 E a0 P o
@ @ c?
& 307 © 30
fa) o o
0o 207 ? 200 &8 o
=2 = fo) o
7107 107 o
07 07
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70 80 0 10 20 30 40 50 60 70 80
rCor a 1 [kU/] rCor a 1 [kU/]
A (Spearman r = 0,7540, p < 0,0001***) B (Spearman r = 0,6904, p < 0,0001***)

Abb. 30 Korrelation der rCor a 1 slgE-Werte mit A = der CD203c-Expression und B = der CD63-Expression (bei einer
Allergenkonzentration von 0,01 pg)

3.7 Korrelation des BAT mit der klinischen Symptomatik
Zwischen dem erhobenen Symptomscore von Probanden mit einen OAS oder systemischen

Reaktionen beim Verzehr von Haselniissen und der Expression von CD203c (Spearman r
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=0,4884, p < 0,0001***) oder CD63 (Spearman r = 0,4930, p < 0,0001***) bestand nur eine
geringe Korrelation.

3.8. Bridging-Peptide

Bei sechs Probanden wurde der BAT sowohl mit dem kommerziellem Haselnussextrakt, als auch
mit dem Bridging-Peptid-Mix durchgefihrt. Mit dem kommerziellen Haselnussextrakt wurde bei
allen untersuchten Probanden eine Aktivierung der basophilen Granulozyten durch einen
Konzentrations-abhéngigen Anstieg der CD203c und CD63-Expression nachgewiesen. Der BAT
mit dem Bridging-Peptid-Mix war bei allen Probanden negativ war. (Abb. 31)
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Abb. 31 Vergleich des BAT mit dem kommerziellen Haselnuss-Extrakt und dem Bridging-Peptid-Mix, exemplarisch bei drei
Probanden aus jeweils einer Gruppe (OAS, SENS, SYST)
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Mittels einem Immuno-Dot-Blot aus den Patientenseren wurde Uberprift, ob es berhaupt zu
einer Bindung der Bridging-Peptide an, auf der Oberflache von basophilen Zellen gebundenes
IgE, kommt. Dabei zeigte sich, dass nur bei zwei der sechs Bridging-Peptide (Peptid 3 und 5) ein
schwaches Signal bei zwei Patientenseren (HB 38; OAS / HB73; SENS) gefunden werden

konnte und damit eine Bindung nachgewiesen wurde (Abb. 32).
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A
(auf PVDF-
Membran erkennt
nur Serum HB 73
Peptide 3 und 5)

B
(auf NC- Membran
erkennt nur Serum
38 Peptid 5)

Abb. 32 Ergebnisse des DotPlots auf A = PVDF (Polyvinylidenfluorid)- und B = NC (Nitrocellulose)- Membran
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4. Diskussion

4.1 Anamnesebogen

4.1.1 Geschlechter- und Altersverteilung
Die Auswertung des Anamnesebogens zeigt, dass nicht nur in der KONT Gruppe, sondern auch
in den Gruppen mit den Haselnussallergikern (OAS und SYST) weibliche Probanden im
Vergleich zu den ménnlichen Probanden h&ufiger vorkommen. Diese Pradominanz des
weiblichen Geschlechts fir NMA und andere atopische Erkrankungen findet sich auch in der
Literatur wider [11, 59, 60].
In der SENS Gruppe tberwog die Anzahl der Manner. Dies kann Zufall sein oder aber darauf
hindeuten, dass mehr Manner "nur™ eine Sensibilisierung gegeniiber Haselnuss aufweisen und
weniger von klinischen Symptomen betroffen sind als Frauen. Des Weiteren wurde in einigen
Studien beobachtet, dass das OAS héaufiger bei Frauen auftritt [36, 59]. Die Literatur bestétigt
eine erhohte Sensibilisierungsrate bei Ménnern, die jedoch nicht mit einer erhdhten Frequenz
einer allergischen Manifestation einhergeht [61]. Als ursachlich daftir werden die verschiedenen
Hormonprofile von Frauen und Mannern angesehen. So konnte nachgewiesen werden, dass
Testosteron die Histamin- und Mastzelldegranulation inhibiert, Ostrogen hingegen die
Mastzelldegranulation fordert [61].
Ein weiterer Erklarungsansatz fir das vermehrte Vorkommen weiblicher Probanden mit
klinischen Symptomen besteht darin, dass Frauen orale Allergiesymptome maoglicherweise eher
wahrnehmen als Ménner.
Bezlglich der Altersverteilung wurde fiir alle Gruppen mit Ausnahme der SENS Gruppe eine
Normalverteilung ermittelt. Gleichzeitig liegt der Altersdurchschnitt der sensibilisierten
Personen unter dem, der anderen drei Gruppen.
Die vermehrte Anzahl mannlicher, v.a. junger Probanden in der SENS Gruppe ist ebenfalls
damit erklarbar, dass das ménnliche Geschlecht und besonders junge Maénner, allergischen
Symptomen eine andere Bedeutung zukommen lassen, diese eventuell weniger beachten und
mdogliche Symptome nicht wahrnehmen bzw. diese nicht in Zusammenhang mit einer
Haselnussallergie bringen. Mehrere Studien kdnnen die geschlechtsspezifischen Unterschiede in

der Symptomwahrnehmung und -Auferung bestatigen [62, 63].
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4.1.2 Atopie-Anamnese
In allen vier Gruppen wurden von Probanden Angaben gemacht unter einer Erkrankung aus dem
atopischen Formenkreis zu leiden. Dabei versteht man unter Atopie eine individuelle und/oder
familidre Tendenz sich zu sensibilisieren und schon auf gewdhnliche Allergenexposition IgE-
Antikorper zu produzieren [64].
Die genetische Disposition scheint eine wichtige Determinante zur Entwicklung einer IgE-
vermittelten NMA zu sein [13].
In einer Studie von Schafer et al. wird angenommen, dass 65% der Personen mit einer NMA
auch eine andere atopische Manifestation aufweisen [11]. Besonders die Haselnussallergie tritt
haufig mit weiteren atopischen Syndromen assoziiert auf [65].
Dies konnte auch in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden, da von den 52 Personen mit einem
positiven HPT auf Haselnuss 85% angaben, zusétzlich unter einer weiteren atopischen
Erkrankung zu leiden und 53% der Probanden mit klinisch manifester Allergie eine weitere
atopische Manifestation bestétigten (Tab. 11).
In einer Studie von Fleischer et al. waren 60% der Nussallergiker von einem Asthma, 67% von
aR und 66% von einer AD betroffen [19]. Ahnliche Haufigkeiten fiir diese atopischen
Krankheitsbilder wurden auch von symptomatischen Haselnussallergikern (OAS und SYST) in
dieser Arbeit angegeben (aA 56%, aR 75%, und AD 44%).
Zudem bestatigen die Daten des deutschsprachigen Anaphylaxie Registers, dass bei Patienten
mit einer NM-Anaphylaxie héufiger atopische Begleiterkrankungen vorliegen [23], was
ebenfalls in der Arbeit bestatigt werden konnte, da 83% in der SYST Gruppe atopischen
Begleiterkrankungen angaben.

Allergische Rhinitis (aR)
Die aR wurde prozentual am hdaufigsten, und auch von Probanden ohne Haselnussallergie,
angegeben.
In Westeuropa ist die allergische Rhinitis weit verbreitet; die geschétzte Prdvalenz fir die
européische Bevolkerung liegt bei bis 23% [66]. Da eine Haselnussallergie h&ufig mit einer
Sensibilisierung gegeniiber Birkenpollen einhergeht und mehr als die Halfte der Personen mit
saisonaler Rhinokonjunktivitis auch eine Pollen-abhéngige NMA haben [26], erklart dies den
hohen Anteil von Probanden mit aR in den Gruppen mit einem positiven HPT fur Haselnuss.
Zudem beschreibt Gaffin et al., dass das OAS bei Patienten mit aR und aA beschréankt ist und
dass bei bis zu 10% der Patienten mit aR oder aA ein OAS festgestellt werden kann [15].
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Einige Kontrollpersonen, ohne eine Sensibilisierung gegentiber Haselnuss, gaben ebenfalls an,
an einer aR zu leiden. Diese kann die Folge einer nicht im HPT erfassten Sensibilisierung gegen

andere aerogene Pollen, wie zum Beispiel Beiful3 sein.

Allergisches Asthma
In der vorliegenden Arbeit haben nur Probanden, die bereits sensibilisiert waren durch Haselnuss
waren oder unter einer manifesten Haselnussallergie leiden, angegeben, ebenfalls von einem aA
betroffen zu sein.
In mehreren Studien wird darauf hingewiesen, dass das Vorhandensein einer NMA ein
Risikofaktor fur die Entwicklung eines aA [59] und umgekehrt, dass Asthma ein Risikofaktor fur
eine fatale NM-induzierte Anaphylaxie sein kann [3].
So beschreibt Gaffin et al., dass es eine signifikante Assoziation zwischen einer Nussallergie und
Asthma gibt, unabhé&ngig von anderen NMA. Dabei konnte bei 45% der untersuchten Kinder mit
Asthma ebenfalls eine NM-Sensitivitat durch NM-spezifisches IgE nachgewiesen werden [67].
Zudem wird von Asero et al. beschrieben, dass es bei Uber 75% der Kinder mit einer NMA und

eine ausgepragte AD zur Entwicklung einer aR und eines aA kommen kann [8].

Atopische Dermatitis
In allen Gruppen gab es Probanden, die angegeben haben an einer AD zu leiden. Die Haufigkeit
der AD unter den Probanden trat mit zunehmender, allergischer Reaktion auf Haselnuss, ebenso
wie bei der aR und dem aA, vermehrt auf.
Eine Assoziation zwischen einer NMA und einer AD wurde u.a. in der Studie von Kurowski et
al. beschrieben, in der bei 35% der Kinder mit AD ebenfalls eine NMA nachgewiesen werden
konnte [15]. Eine friihere Arbeit aus der Arbeitsgruppe zeigt, dass pollenassoziierte NM-
Allergene bei bis zu 15% der erwachsenen Patienten mit ausgepragter AD eine Rollen spielen
konnen [68] und Lee & Burks beschreiben, dass mehr als 1/3 aller Patienten mit einer moderaten
bis starken AD eine IgE-vermittelte NMA haben [3].
Im Vergleich zu den anderen beiden Krankheitsbildern des atopischen Formenkreises wird die
AD in der vorliegenden Arbeit insgesamt von 36,5% der Probanden mit einem positiven HPT
(SENS, OAS, SYST) durch Haselnuss angegeben.
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4.1.3 Familiare Atopie-Anamnese

Besteht ein atopischer Phénotyp [13], z.B. eine NMA oder eine andere Erkrankung aus dem
atopischen Formenkreis in der Familienanamnese, so steigt das Risiko fir die Entwicklung einer
NMA [15]. Umgekehrt haben Personen mit einer NMA haufig auch Familienangehérige mit
einer atopischen Erkrankung. Dies bestatigte sich auch in der vorliegenden Arbeit.

Zwar gibt es in allen Gruppen Angehorige, die an Erkrankungen aus dem atopischen
Formenkreis leiden, die Anzahl betroffener Familienmitglieder steigt jedoch mit Zunahme der
allergischen Reaktion der Probanden auf Haselnuss, sowie deren zusétzlichen atopischen
Krankheitsbildern.

Bei Kontrollpersonen kann von einer geringen atopischen Disposition ausgegangen werden, da
die Ergebnisse des HPT fur die meisten getesteten Allergene negativ waren und ihre Angaben zu

weiteren atopischen Erkrankungen geringer ausfielen, als bei den anderen Gruppen.

4.1.4 Symptomscore

Mit dem Symptomscore wurde versucht, den Schweregrad der NMA zu erfassen, wie es bei
Dolle et al. gezeigt wurde [57]. Zu beachten ist allerdings, dass alle angegebenen Symptome
ausschlieBlich anamnestisch gewonnen und nicht mittels einer oralen Provokation Uberpriift
worden sind, so dass die Ergebnisse des Symptomscores sowohl zu hoch, als auch zu niedrig
sein konnen.

Dass eine Diskrepanz zwischen klinisch diagnostizierter Allergie und der Wahrnehmung von
allergischen Symptomen besteht, konnte in mehreren Studien gezeigt werden [7].

Zudem sind die Angaben zur Einnahme der Notfallmedikamente kritisch zu bewerten und daher
flr die Berechnung des Schweregrades der Symptome nicht mit einbezogen worden. Folglich

kdnnen die ermittelten Reaktionsstarken bei einigen Probanden zu gering ausfallen.

Die Schleimhaut (92%) und der Respirationstrakt (92%) waren die am h&ufigsten betroffenen
Organsysteme bei den systemischen Reaktionen durch Haselniisse, gefolgt vom
Gastrointestinaltrakt (29%) und dem kardiovaskularen System (17%). Dies spiegelt nur teilweise
die Daten aus dem deutschsprachigen Anaphylaxie-Register wider, in dem die Haut (84%)
ebenfalls am haufigsten betroffen war, jedoch gefolgt vom kardiovaskuldren System (72%), dem
Respirationstrakt (68%) und anschlielend vom Gastrointestinaltrakt (40%) [23]. Diese
Diskrepanz beruht vor allem auf der Tatsache, dass im deutschsprachigen Anaphylaxie-Register

nur Patienten mit respiratorischen und kardiovaskularen Symptomen erfasst werden.
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4.2 Vergleich von CD203c und CD63
CD203c und CD63 sind Oberflachenmarker auf basophilen Granulozyten, deren Expression

durch Stimulation mit verschiedenen Allergenen hoch reguliert werden kann [43].

Dennoch unterschieden sie sich hinsichtlich ihres Vorkommens auf den basophilen Blutzellen,

hinsichtlich ihres Aufbaus und ihrer Kinetik sowie ihrer Fluoreszenzintensitat (Tab. 15).

CD63 CD203c
Synonym Gp53: Lysozym ass. Neutrales Zelloberflachendifferenzierungs-
Membranprotein (LAMP)-3 Antigen (E-NNP-3)
Superfamilie Transmembran-4 Super Familie Ectonukleotid Pyrophosphatase /
(Tetraspanin) [45] Phosphodiesterase
(Typ 1l Transmembran Metalloenzym)
Zelltypen Basophilen, Gewebemastzellen, In hdmatopoetischen Gewebe nur auf
Makrophagen, Blutplattchen Basophilen, Mastzellen und CD34+
Vorlaufern
Funktion Unklar Katalyse Spaltung Phosphosulfat- /

Phosphodiester-Bindungen (z.B.:
Deoxynukleotide / Nukleotid-Zucker)

Auf ruhenden Basophilen

In intrazytoplasmatischen Granula

Schwach exprimiert auf Oberflache

In geringer Konzentration konstitutiv

exprimiert

Hochregulation

Fusion Granula mit
Membranoberflache
Spiegelt Histaminfreisetzung wieder

(Degranulierung)

Basophilen-spezifisch
Keine Assoz. mit Mediatorfreisetzung
(Aktivierung)

Kinetik

Max. in 25 — 30 min
Alles oder nichts Phdnomen

Max. in 10-20 min

Induktion durch IL-3

Nein

Ja

Induktion durch PGD2

Nein

Ja

Effekt durch Totale Inhibition Leichte Inhibition
Wortmannin (PI3K

Inhibitor)

Fluoreszenzintensitat Hoch Geringer
Spontanes Erscheinen in Wenig GroRer

vivo

- durch Zentrifugieren / NMA / AD

Tab. 15 Vergleichende Analyse von Eigenschaften der Expression der basophilen Oberflachenmarker CD63 und CD203c [45,

58]

75



4. Diskussion

Das Tetraspanin CD63 wird auch als Lysozym-assoziiertes Membranprotein 3 (LAMP-3)
bezeichnet und z&hlt zur Transmembran-4-Superfamilie. Das Ectoenzym CD203c ist eine
Pyrophosphatase/Phosphodiesterase aus der Familie der Typ 1l Transmembranmetalloenzyme.

Beide Oberflachenmolekile werden von basophilen Granulozyten sowie Mastzellen exprimiert.
Wéhrend CD203c ausschlieBlich von diesen Zellen sowie ihren CD34+ Vorlauferzellen
exprimiert wird [69, 70]; wird CD63 zusatzlich auf Makrophagen und Blutpl&ttchen gefunden.

CD203c wird konstitutiv in geringer Konzentration bereits auf unstimmulierten, basophilen
Zellen exprimiert, wohingegen CD63 nicht von ruhenden Zellen exprimiert wird. Es ist in der
Membran von intrazytoplasmatischen Granula verankert und wird durch Fusion mit der

Zellmembran auf die AuRenseite der Zellen freigesetzt [41, 45, 58].

4.2.1 Gemeinsamkeiten von CD203c und CD63 im BAT
Eine Gemeinsamkeit beider Oberflachenmolekiile ist ihr kontinuierlicher Anstieg der Expression
auf basophilen Zellen mit steigender Allergenkonzentration. Wobei die kleinsten zur Stimulation
der Zellen verwendeten Allergenmengen (10 pg und 10° pg) noch keine Unterschiede in der
Expressionsstarke im Vergleich zur Negativkontrolle hervorrufen (Abb. 21 und Abb. 25).
Bei den Probanden mit systemischen Reaktionen konnte bereits eine basale Expression, im
Vergleich zu den sensibilisierten Probanden, festgestellt werden. Eine signifikante Differenz der
basalen Expression zwischen SYST und KONT Gruppe konnte jedoch nur fir den Marker
CD203c ermittelt werden (Abb. 20 und Abb. 24).
De Weck et al. beschreiben, dass in 80% der Falle die Expression der Oberflachenmarker in der
Negativkontrolle unter 5% bleibt [58], wie es in der vorliegenden Arbeit auch fur die KONT, die
SENS und die OAS Gruppe der Fall war. Eine Ausnahme stellt hierbei jedoch die SYST Gruppe
dar, bei der die mediane Expression von CD203c in der Negativkontrolle tiber 5% lag.
Die Ursachen fur eine hohere basale Aktivierung kénnen verschieden sein. Bei einem Pollen-
allergischen Patienten kann sie u.a. die Folge einer natlrliche Allergenexposition in vivo
wahrend der Pollensaison sein [58].
Da die Rekrutierung der Probanden und die Blutabnahmen bis zum Marz 2013 erfolgten, ist
nicht auszuschlieBen, dass es durch den beginnenden Pollenflug, zu einer Préastimulation der
basophilen Granulozyten der sensibilisierten Probanden gekommen ist [71] und dadurch bereits
erhohte basale Werte vorlagen.
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Bei Personen mit einer NMA konnen auch kirzlich stattgefundene allergische Reaktionen oder
eine kontinuierliche Auseinandersetzung mit dem Allergen zu hohen basalen Expressionswerten
flhren [58].

Andere Ursachen, die in vitro fur eine hohe basale Expression verantwortlich sein kénnen, sind
Pyrogene oder Endotoxine. Diese kdnnen sich u.a. im Wasser befinden, das zur Rekonstitution
oder Verdinnung der Reagenzien gebraucht wurde. Zudem konnen andere Agenzien, wie
Heparin, Konservierungsstoffe oder einige Plastiktubes und Mikrotiterplatten eine hohe basale
Expression hervorrufen [58].

Von Olga Potapinska et al. wird angenommen, dass ebenso die Einnahme von bestimmten
Medikamenten, wie zum Beispiel Kortikosteroide und Antihistaminika, zu einer gewissen

basalen CD203c-Expression flihren kann [71].

Vergleicht man die CD63- und die CD203c-Expression zwischen der SYST und der OAS
Gruppe, so wird deutlich, dass fir die Uberwiegend verwendeten Allergenkonzentrationen die
mediane Expression der beiden Oberflachenmarker bei Personen mit einem OAS groRer ist, als
bei Personen mit systemischen Reaktionen.

Ein Erklarungsansatz ist die unterschiedlichen Hohe des gIgE in den beiden Gruppen. Probanden
mit einem OAS haben mehr glgE im Vergleich zu Personen mit systemischen Reaktionen. Die
Menge des glgE hat direkten Einfluss auf die Anzahl der FceRI auf basophilen Zellen, indem es
durch Besetzung der Rezeptoren die Internalisierung dieser verhindert. Dadurch stehen mehr
Rezeptoren zur Kreuzvernetzung durch ein Allergen zur Verfigung und die Expression von
CD63 und CD203c ist groler [72, 73].

4.2.2 Unterschiede von CD203c und CD63 im BAT

Die Heraufregulation von CD203c war in der vorliegenden Arbeit sensitiver als die
Heraufregulation von CD63 und zeigte bereits bei geringen Allergenkonzentrationen einen
Anstieg der Expression, sowie signifikante Unterschiede zwischen den vier Gruppen (Abb. 21).
Des Weiteren war die mediane CD203c-Expression, im Vergleich zur CD63-Expression, fir alle
Konzentrationen hoher.

Dass CD203c im Vergleich zu CD63 der sensitivere Marker ist, konnte auch in einer Studie von
Ocmant et al 2009 nachgewiesen werden. Dabei war der CD203c-basierte BAT sowohl
sensitiver (89,5%), als auch spezifischer (97,1%), als der CD63-basierte BAT (86,7% und
94,1%) in der Diagnostik einer Erdnussallergie [50].
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Auch andere Studien belegen, dass CD203c im Vergleich zu CD63 sowohl sensitiver als auch
spezifischer ist (u.a. bei Graspollen- und Hausstaubmilben- [71], Latex- [74] und Wespengift-
Allergie [71]).

Gleichzeitig wurde von Ocmant et al. auch nachgewiesen, dass fiir die Diagnostik einer
Katzenallergie, CD63 ebenso zuverléssig wie CD203c [75] ist. Auch flr die Diagnostik einer
Eiallergie bei Kindern wurde CD63 als sensitiver und spezifischer Marker beschrieben [50].

Die unterschiedliche maximale CD203c- und CD63-Expression kénnte ihren Ursprung in der
Kinetik der beiden Marker haben. So erreicht die Hochregulation des Markers CD63 erst nach
25-30 min ihr Maximum, CD203c jedoch bereits nach 10-20 min [58]. Da im Protokoll des BAT
dagegen nur eine zeitliche Allergenstimulation fur 15 min festgelegt war, konnten die CD63-
tragenden Granula mdoglicherweise noch nicht vollstandig vom Zytosol an die
Oberflachenmembran transloziert werden. Andere Autoren gehen sogar von einer optimalen
Stimulationszeit fir die Basophilen von 50 min aus [76], so dass flir weitere Experimente zuvor

die optimale Stimulationszeit der Zellen ermittelt werden sollte.

Zusétzlich unterscheidet sich die CD203c-Expression von der CD63-Expression dadurch, dass
nicht nur ein signifikanter Unterschied zwischen den sensibilisierten Probanden und Personen
mit einem OAS, sondern auch zwischen sensibilisierten und Personen mit systemischer Reaktion
(bei Allergenkonzentration von 10 pg und 10 pg) gemessen werden konnte (Abb. 21). Durch
Einsatz maximaler Allergenkonzentrationen (1,0 pg und 10 pg) konnte mittels CD203c sogar
zwischen den beiden symptomatischen Haselnussallergikern (OAS und SYST) unterschieden

werden.

Im Vergleich zu CD203c, steigt die CD63-Expression in den Gruppen mit einem positiven HPT
erst bei deutlich hoheren Haselnuss-Konzentrationen an und zeigt diesbeziglich spater
signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen. Dabei besteht ein signifikanter Unterschied
der CDG63-Expression zwischen der SENS und der OAS Gruppe, so dass Personen mit
systemischen Reaktionen und Personen, die nur eine Sensibilisierung auf Haselnuss aufweisen

nicht uber die Messung ihrer CD63-Expression unterschieden werden kénnen.
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4.2.3 Vor- und Nachteile von CD203c und CD63

Die Messung der CD203c-Expression gegeniiber der CD63-Expression hat zahlreiche Vorteile.
Zum einen wird CD203c bereits durch eine geringe Allergenkonzentration aktiviert. Zum
anderen ist die Hochregulation des Markers bereits nach 10-20 min erreicht. Des Weiteren ist das
Fluoreszenzsignal durch den Marker teilweise 3-8-fach stérker als bei CD63 [58].

Die CD203c-Expression korreliert sehr gut mit anderen diagnostischen Testergebnissen, wie der
Messung des spezifischen IgE gegen rBet v 1 und rCor a 1 (Abb. 30A).

Ein Nachteil der Messung der CD203c-Expression ist u.a. die unerwinschte Hochregulation des
Markers durch unspezifische Stimuli, wie sehr starker Zentrifugation der Blutproben [41, 58].
Auch inflammatorische Mediatoren, wie IL-3, konnen eine CD203c-Expression induzieren und
zu einer erhohten basalen Expression fuhren [71], so dass die Unterscheidung zwischen

ruhenden und aktivierten Zellen erschwert sein kann.

Im Vergleich zu CD203c existieren zahlreiche Protokolle zur Durchfiihrung des BAT mit
anschlieBender Messung der Aktivitat der basophilen Zellen Uber die CD63-Expression.

Jedoch ist CD63 kein spezifischer Marker fiir basophile Granulozyten. Er wird auch von
Mastzellen, Makrophagen und Blutplattchen exprimiert. So wird von einigen Autoren dariiber
berichtet, dass eine CD63-vermittelte Fluoreszenz auch die Folge einer Aktivierung von
basophilen Zellen durch ber P-Selektin gebundene Blutpléttchen sein kann und nicht durch die
Aktivierung der Basophilen selbst entsteht. Dieses Phanomen tritt v.a. bei durch
Dichtezentrifugation getrennte Leukozyten auf, bei der es sehr wahrscheinlich zu einer
Plattchenadhdsion kommt [41].

Andere Autoren berichten jedoch, dass diese Uberlegung eher theoretisch ist und praktisch nur
einen geringen Einfluss hat [58].

SchlieBlich wird in mehreren Studien kontrovers diskutiert, welcher Marker die bessere
Sensitivitat und Spezifitat besitzt. Jedoch zeigen zahlreiche Studien, wo CD63 im Vergleich zu
CD203c zur Diagnostik verschiedener Allergien untersuch wurde (Erdnuss- [50], bei Graspollen-
/Hausstaubmilben- [71], Latex- [74] und Wespengift [71]), dass der Anstieg der CDG63-

Expression sowohl weniger sensitiv als auch weniger spezifisch ist.

4.3 Non-Responder
Non-Responder sind Basophile von Patienten, die nicht nach Stimulation mit anti-1gE reagieren,

weder mit einer Hochregulation ihrer Oberflachenmolekdile, noch mit einer Histamin Freisetzung
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oder mit einer Sulfidoleukotrien-Produktion [45, 58]. Bezliglich der Histaminfreisetzung variiert
ihr Anteil je nach Studie zwischen 15-25%. Flr den BAT ist der Prozentanteil unterhalb von
10% [58], in einigen Studien wird sogar von unter 5% gesprochen [45]. In der vorliegenden
Arbeit bestétigt sich der geringe Anteil an Non-Respondern mit einem Prozentsatz von 3,35% (n
= 5). Ursache hierfir konnte die zuvor festgellegte Definition des Non-Responder-Status sein,
die sowohl den Marker CD203c, als auch CD63 mit einbezieht. In vielen Studien wird zur
Festlegung der Non-Responder-Grenze nur die Expression des Markers CD63 betrachtet.
Ubertragt man dies auf die vorliegende Arbeit, wiirde sich ein Non-Responder-Anteil von 6,7%
(n = 10) ergeben.

In mehreren Studien wird eine selektive Verringerung der Syk-Expression als Ursache des
Phé&nomens der Non-Responder gesehen [41].

Wenn die Positivkontrolle nicht ausgewertet werden kann, konnen negative
Allergenstimulationen nicht interpretiert werden und das Ergebnis des BAT muss fur diese
Patienten als "falsch negativ" gewertet werden [45]. Folglich ist der BAT als diagnostisches

Verfahren fiir diese Patienten ungeeignet [77].

4.4 Korrelation des BAT mit verschiedenen Testverfahren
Die Ergebnisse des BAT wurden mit den Ergebnissen verschiedener, diagnostischer
Testverfahren (HPT, IgE-Profil, Symptomanamnese) korreliert.
Dabei wurden die starkste Korrelationen zwischen den Ergebnissen des BAT und dem
spezifischen IgE ermittelt. Erwartungsgemal? besteht zwischen dem Gesamt-IgE und der
CD203c- bzw. CD63-Expression nur eine sehr schwache, nicht signifikante Korrelation. Die

CD203c und CD63-Expression wird primér durch sIgE gegen rCor a 1 und rBet v 1 bestimmt.

Korrelation des BAT mit verschiedenen diagnostischen Testverfahren

Korrelationskoeffizient (Spearman r, [p]) Ergebnisse des BAT (0,01 pg HZ)
CD203c-Expression CD63-Expression
...mit Symptomscore 0,4884*** [p < 0,0001] 0,4930*** [p < 0,0001]
...mit HPT fur Haselnuss 0,6199*** [p < 0,0001] 0,5606*** [p < 0,0001]
... mit IgE-Profil
Gesamt-IgE 0,2452 [p = 0,0548] 0,2034 [p =0,1128]
rBetv 1 0,7769*** [p < 0,0001] 0,6887*** [p < 0,0001]
rCoral 0,7540*** [p < 0,0001] 0,6904*** [p < 0,0001]

Tab. 16 Korrelationskoeffizient nach Spearman fiir die Korrelation der Ergebnisse des BAT (CD203c- und CD63-Expression)
mit dem Symptomscore, dem HPT und dem Gesamt- und spezifischem IgE
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Auch der Vergleich der Ergebnisse des HPT mit Haselnuss und der Ergebnisse von Gesamt- und
spezifischem IgE zeigt, dass die Hohe des glgE nicht mit HPT Ergebnissen jedoch die

Konzentration des spezifischen IgE mit dem basophilen Aktivierungsmarkern korrelieren.

4.5 Vergleich der Untersuchungsmethoden

451 HPT
In der vorliegenden Arbeit wurde fur die Hautreaktion gegenuber Haselnuss und Sellerie ein
signifikanter Unterschied zwischen sensibilisierten Probanden und Probanden mit einem OAS
gefunden. Flr alle anderen getesteten Allergene fanden sich keine signifikanten Differenzen in
Bezug auf die Quaddeldurchmesser zwischen den vier Gruppen.
Untersuchungen von Schafer et al. bestétigen, dass eine Sensibilisierung gegen Haselnuss und
Sellerie haufig auftritt. So wurde bei Uber 80% der Probanden, die auf Sellerie, Soja und Erdnuss

sensibilisiert waren, gleichzeitig eine Reaktion gegenuber Haselnuss im HPT gefunden [11].

Der HPT war in der KONT Gruppe nicht nur fir Haselnuss, sondern auch fur fast alle anderen,
getesteten Allergene (Birke, Sellerie, Apfel, Karotte, Tomate, Gras, Hausstaubmilbe,
Schimmelpilz) negativ, nicht jedoch bei den Probanden mit einem positiven Ergebnis im HPT
fur Haselnuss.

Die Ursache hierfur liegt wahrscheinlich in der Kreuzreaktivitat der getesteten Allergene, zu der
es bei einer Sensibilisierung mit dem Majorallergen der Birkenpollen Bet v 1, mit anderen
homologen pflanzlichen Allergenen, wie Haselnuss, Apfel, Karotte, Sellerie und Tomate kommt
[78].

Folglich erhoht sich bei einer Sensibilisierung gegentiber Bet v 1 nicht nur das Risiko einer
Birkenpollenallergie, sondern auch fir eine Allergie bzw. Sensibilisierung gegen einige, der
anderen getesteten NM.

Der HPT eignet sich als Screeningmethode um eine Sensibilisierung zu identifizieren, da er
einfach durchzufiihren, sicher und preiswert ist und die Ergebnisse innerhalb von 15 min

vorliegen [8].
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Zudem kann er theoretisch in jedem Alter durchgefiihrt werden und erlaubt so ein schnelles
Vorliegen der Ergebnisse auch bei Sduglingen oder Kleinkindern [5, 79], wobei in diesem Alter
bevorzugt die Messung des spezifischen IgE erfolgt [27].

Ein Nachteil des HPT besteht in seiner diagnostischen Zuverlassigkeit, die stark von der Qualitat
der NM-Extrakte abhéngt. Viele kommerziell erhéltliche Extrakte sind nicht ausreichend
standardisiert, so dass die Konzentration der relevanten Proteine stark variieren kann, ebenso wie
das Ergebnis des HPT [7]. Des Weiteren weisen viele NM-Extrakte, durch eine geringe Stabilitat
gegenuiber endogenen enzymatischen Prozessen, nur eine geringe Sensitivitat auf, was eine hohe
Rate von falsch negativen Ergebnissen zur Folge hat [33]. Der Einsatz nativer NM durch einen
Prick-zu-Prick-Test kann hier von Vorteil sein, verringert aber gleichzeitig die Spezifitat und
fuhrt so zu einer hoheren Rate falsch positiver Ergebnisse. Auch die Standardisierung der
Allergenguellen gestaltet sich diesbeziiglich schwierig [8].

Generell liegt die Spezifitat des HPT bei Patienten mit AD nur bei 50% [3], ebenso wie der
positiv pradiktive Wert flir NM, der verglichen mit dem Ergebnis einer oralen Provokation, nur
60% betragt [14].

Zudem bleibt der Einsatz des HPT auf hautgesunde und nicht durch Medikamenteneinnahme
beeinflusste Haut (z.B. Antihistaminika) beschrankt [8].

Letztendlich kann mit dem HPT nur eine Sensibilisierung nachgewiesen werden, ohne jedoch
eine Aussage zur Kklinischen Relevanz einer Allergie treffen zu kdénnen. Eine Diskriminierung
zwischen alleiniger Sensibilisierung und klinisch manifester Allergie ist somit nicht mdglich.
Kontrovers wird diskutiert, inwiefern mit einem steigendem Quaddeldurchmesser auch die
Wahrscheinlichkeit fur eine symptomatische Reaktion auf ein NM zunimmt [7]. In dieser Arbeit
konnten allerdings nur Personen mit einem OAS, im Vergleich zu sensibilisierten Probanden,
durch signifikant hohere Werte im HPT unterschieden werden, nicht jedoch Personen mit
systemischen Reaktionen.

Ein negatives Ergebnis kann eine IgE-vermittelte NMA nicht 100% ausschlieBen und ein

positives Ergebnis erfordert weitere diagnostische Abklarung.

4.5.2 Serologische Tests (IgE-Messung)
Gesamt-IgE in den Untersuchungsgruppen
Die Analyse der Gesamt-IgE-Konzentrationen im Serum zeigt, dass es zwischen sensibilisierten

Probanden und klinisch symptomatischen Haselnussallergikern keine signifikanten Unterschiede
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gibt. Urséachlich dafur kann u.a. sein, dass die Menge des Gesamt-IgE von verschiedenen
Faktoren abhangt. So treten hohe Serum-IgE-Werte zum Beispiel auch bei Patienten mit einer
AD [27] bzw. der extrinsischen Form einer AD [68], bei Immundefekten oder Parasitosen auf
[44].

Interessanterweise hatten die Haselnussallergiker mit systemischen Reaktionen deutlich
niedrigere Gesamt-IgE-Werte verglichen mit den Haselnussallergikern mit einem OAS.
Gleichzeitig gab ein geringerer Prozentanteil aus der SYST Gruppe an, verglichen mit der OAS-
Gruppe, zusatzlich an einer AD zu leiden. Die extrinsische Form der AD geht jedoch bei einem
grolRen Anteil an Patienten mit einer IgE-vermittelten Sensibilisierung gegen Aeroallergene
(Birke und Graspollen) und pollenassoziierter NM-Allergene einher (Karotten, Sellerie,
Haselnuss, Sesam und Apfel) [68], so dass hier hohe Gesamt-IgE-Level gefunden werden
kdnnen [42].

Der groliere Anteil von AD Patienten in der Gruppe mit einem OAS kann mdglicherweise die
hoheren Gesamt-IgE-Konzentrationen im Serum der OAS Patienten erklédren, da solche Patienten

oftmals eine genetisch bedingte Disposition zu einer vermehrten IgE-Bindung aufweisen.

Spezifisches IgE in den Untersuchungsgruppen

Die spezifischen IgE-Werte gegen rCor a 1 und rBet v 1 unterscheiden sich zwischen Probanden
mit einem OAS und sensibilisierten Personen signifikant. Dass Birkenpollenallergiker mit
klinischen Symptomen durch Haselnlisse hohere IgE-Werte gegen Haselnuss besitzen als
Patienten ohne klinische Symptome (Sensibilisierte), wurde auch in anderen Studien gefunden,
ebenso die Beobachtung, dass zwischen Patienten mit ausschliefflich lokalen Symptomen und
Patienten mit systemischen Reaktionen hinsichtlich ihrer Bet-v-1-spezifischen IgE-
Konzentrationen kein signifikanter Unterschied besteht [27].

Die spezifischen IgE-Werte waren allerdings bei Personen mit systemischen Reaktionen, im
Vergleich zu Personen mit einem OAS, niedriger, so dass nur zwischen OAS und
Sensibilisierungsstatus unterschieden werden kann, nicht jedoch zwischen systemischer Reaktion

oder Sensibilisierungsstatus.

Cora8
Das Sensibilisierungsprofil gegenuber den Lipidtransferprotein Cor a 8 st regional
unterschiedlich und wird in Nordeuropa (Birken endemisches Gebiet) eher selten beobachtet
[24].

83



4. Diskussion

LTP-Sensibilisierungen werden als Risikomarker fur schwere, allergische Reaktionen betrachtet,
werden aber auch bei Patienten mit milden Reaktionen (Bsp. OAS-Gruppe) gefunden [24].

Spezifisches IgE gegenuber Cor a 8 war nur bei zwei Probanden mit einem OAS nachweisbar. In
der Gruppe mit den systemischen Reaktionen fanden sich keine Sensibilisierungen gegenuber

rCor a 8.

Die Bestimmung von sIgE im Serum und die Hauttestung werden in der Allergiediagnostik als
gleichwertig angesehen [44], da beide Testverfahren den Sensibilisierungsstatus bestimmen.
Dennoch bietet die Messung des sIgE einige Vorteile gegentuiber der Hauttestung, da sie u.a. auch
bei Patienten durchgefihrt werden kann, bei denen die Hauttestung schwierig ist (S&uglinge,
Kleinkinder, verminderte Belastbarkeit des Patienten, Hautveranderungen im Testbereich,
Antihistaminika-Einnahme). Zudem kann sie angewendet werden, wenn potentiell eine
wahrscheinliche Gefédhrdung des Patienten besteht (anaphylaktischer Schock, V.a. hochgradige
Sensibilisierung, z.B. Insektengift, Arzneimittelallergie) oder aber interferierende Medikamente
eingenommen werden (B-Blocker, ACE-Hemmer) [44].

Die in vitro Analyse des Gesamt- und spezifischen IgE hat somit ihren Stellenwert in der
Diagnostik einer NMA. Jedoch nur beim Auftreten von korrespondierenden Symptomen kénnen
diese Bestimmungen als Einschatzungsgrundlage bei der Diagnostik einer NMA herangezogen
werden [27].

Die verschiedenen Varianten (einzelne Allergenquelle- oder Mischungen, Paneltests,
Einzelallergene) der IgE-Bestimmung unterscheiden sich hinsichtlich ihrer diagnostischen
Wertigkeit. Auch hier bestimmt die Qualitat der Reagenzien die Ergebnisse wesentlich. Besteht
eine Differenz zwischen den anamnestischen Angaben und den Hauttestresultaten, kann, fur ein
eindeutiges Ergebnis, haufig nicht auf eine orale Provokation verzichtet werden [27].

Nachteilig ist auflerdem, dass es wahrend des Tests zu einer Protein-Kreuzreaktivitat zwischen
verwandten NM-Allergenen, sowie zwischen Pollen- und NM-Allergenen kommen kann, welche

mit einem Klinisch irrelevanten, positiven Testergebnis einhergehen kdnnen [7].

Die Messung des spezifischen IgE konnte zwar in der vorliegenden Arbeit zwischen Personen
mit einem OAS und sensibilisierten Probanden differenzieren, da hier ein signifikanter
Unterschied bestand, allerdings fand sich diese Signifikanz nicht zwischen Personen mit
systemischen Reaktionen und sensibilisierten Probanden, so dass letztendlich das sIgE eine

Differenzierung zwischen Sensibilisierten und klinischen Allergikern nicht zul&sst.
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4.5.3 Zellulare Tests (BAT)
Der Einsatz des BAT ist nicht der erste Schritt in der Diagnostik einer NMA, sondern kann
erganzend zu Hauttests und Allergen-spezifischen IgE-Bestimmungen durchgefiihrt werden. Der
BAT kann v.a. hilfreich sein, wenn diese HPT und/oder die Bestimmung des sIgE nicht
durchgefiihrt werden konnen oder zweifelhafte Ergebnisse im Zusammenhang mit der

Patientengeschichte bestehen [58].

Im Gegensatz zum HPT und der Messung der Gesamt- und spezifischen IgE-Serumlevel konnte
in dieser Arbeit mit Hilfe des BAT nicht nur eindeutig zwischen sensibilisierten Personen und
Personen mit einem OAS, sondern auch zwischen systemischen und sensibilisierten Probanden
unterschieden werden.

Zum einen gelingt dies durch allergenkonzentrationsabhé&ngige Expressionskurven und dem
Vergleich des unterschiedlichen Kurvenverlaufs der sensibilisierten und der symptomatischen
Haselnussallergiker. Zum anderen kann durch die Betrachtung der CD203c-Expression fir
einzelne Allergenkonzentrationen eine Differenzierung zwischen den vier Gruppen
vorgenommen werden. So besteht bei einer Konzentration von 0,001 pg und 0,01 pg Haselnuss-
Extrakt ein signifikanter Unterschied der CD203c-Expression der sensibilisierten Personen im
Vergleich zu Personen mit einen OAS, als auch zu Personen mit systemischen Reaktionen.
Dennoch besteht lediglich fiir CD203c ein signifikanter Unterschied zwischen sensibilisierten

Probanden und Personen mit systemischen Reaktionen, nicht jedoch fur CD63.

Vorteile des BAT

Ein Vorteil des BAT besteht darin, dass die Aktivierung der basophilen Zellen die Situation in
vivo ndher widerspiegeln [8] als die Messung der Serum-lgE-Konzentrationen oder des
Quaddeldurchmessers im HPT.

In einer Studie von Erdmann et al. konnte nachgewiesen werden, dass die Sensitivitit des BAT
zur Diagnose einer Haselnuss-Sensibilisierung (85%), im Vergleich zur Messung des
spezifischen IgE (80%), besser ist [48].

Zudem konnen verschiedenste NM, inklusive rohe NM, stark gereinigte, naturliche oder

rekombinante Allergene getestet werden [8].
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In der Literatur wird kritisch diskutiert inwiefern Medikamente Einfluss auf das Ergebnis des
BAT haben. So beschreiben Olga Potapinska et al., dass Glukokortikoide und Antihistaminika
die konstitutive CD203c-Expression erhéhen, wohingegen Ebo et al. davon ausgehen, dass
Immunsuppressiva und Glukokortikoide die Zellantwort verringern [45, 71].

Sturm et al. hat jedoch untersucht, dass Vorbehandlungen der Blutproben mit Dimentinden und
Prednisolon mit korrespondierenden, therapeutischen Plasmakonzentrationen der Medikamente
nicht das Ergebnis des CD63- oder CD203c-basierten BAT veréndern [76, 80].

Diesen Berichten zufolge kann der BAT im Gegensatz zum HPT auch bei Patienten durchgefiihrt
werden, die eine anti-allergische Medikation erhalten.

Zudem kann die Blutprobe fir den BAT nach vendser Entnahme in einem Zeitraum von bis zu
24 Stunden analysiert werden [45], die Auswertung des HPTs beispielsweise muss jedoch
innerhalb von 15-20 min erfolgen.

Jedoch kann aufRer der oralen NM-Provokation, kein anderer in vivo oder in vitro Test eine
zuverlassige Vorhersage zur klinischen Reaktivitat eines Patienten machen. Weder die
Anwesenheit von spezifischem IgE im Serum noch die Anwesenheit von biologisch aktivem IgE

auf Mastzellen in der Haut ermdglichen eine klinische Allergie vorherzusagen [8].

Nachteile des BAT
Das Ergebnis des BATs wird von der Funktion der basophilen Zellen und deren Allergen-
abhangigen-IgE-vermittelten Antwort bestimmt. Diese kann dabei durch eine Vielzahl von
Parametern einer grof3en Variabilitat unterliegen [41] und zwischen verschiedenen Patienten sehr
heterogen sein [77]. Auch in der durchgefiihrten Arbeit war das Spektrum der individuellen
basophilen Antworten innerhalb der vier Gruppen sehr variabel.
So wird die Antwort der basophilen Granulozyten zum einen von serologischen Faktoren
bestimmt, wie dem Gesamt- und spezifischen IgE, der Dichte der IgE-Rezeptoren auf der
Zelloberflache und der Fraktion des Membran-gebundenen spezifischen IgE. Zum anderen hat
auch die intrinsische basophile Sensitivitdt sowie die zelluldre basophile Reaktivitdt (max.
Antwort) Einfluss auf das Ergebnis.
Letztendlich beeinflussen auch die biochemischen und strukturellen Eigenschaften des Allergens
die Reaktivitat der Zellen [41].
Ahnlich wie bei der Messung der spezifischen IgE-Konzentration im Blut, kann es auch beim

BAT zu einer Protein-Kreuzreaktivitat zwischen verwandten NM-Allergenen, sowie zwischen
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Pollen- und NM-Allergenen kommen. So dass moglicherweise Klinisch irrelevante, positive
Testergebnis entstehen.

Gleichzeitig variiert nicht nur die basophile Aktivitat zwischen verschiedenen Spendern sehr
stark, sondern auch innerhalb eines Spenders mit verschiedenen Antigenen [41].

Des Weiteren gibt es zahlreiche Faktoren, die mit dem BAT interferieren kdnnen.

Zwar konnte Sturm et al. nachweisen, dass therapeutische Dosen von Glukokortikoiden keinen
Einfluss auf die CD63- und CD203c-Expression haben, dies gilt jedoch nicht fir andere
Medikamente. So wurde u.a. fiir Cyclosporin A und fur einige Statine ein inhibitorische Effekt

der Allergen-spezifischen Hochregulation der CD203c-Expression nachgewiesen [81, 82].

Neben dem diagnostischen Wert des BAT mussen die logistischen Besonderheiten
(préaanalytische Handhabung, Transport und schnelle Nutzung des frischen Blutes),
laborchemische Voraussetzungen (technische Fahigkeiten, Erfahrung mit zellularen Tests) sowie
die Kosten bedacht werden [41].

Inaddquate Schritte, wie energisches schitteln, verspatete Aufarbeitung und falsche
Temperaturen kdnnen die Analyse negativ beeinflussen. Die Verarbeitung der Blutproben sollte
moglichst direkt nach Blutentnahme bzw. mindestens innerhalb von 24 Stunden erfolgen, da es
sonst zu einem Verlust der basophilen Reaktivitdt kommen kann und falsch negative Ergebnisse
ermittelt werden [76]. Folglich kann der BAT nur dort durchgefiihrt werden, wo eine relative
Néhe zwischen Blutentnahme und Labor gegeben ist [41].

Die Untersucher-abhéngige Analyse der Ergebnisse des BAT sollte dabei nicht aulRer Acht
gelassen werden. So, kann es, je nach Setzen der Gates, mdglicherweise zu unterschiedlichen
Resultaten kommen.

Zellulare Tests sind gegentiber der direkten IgE-Bestimmung methodisch aufwendiger und
kostspieliger. Zudem sind sie nicht ohne weiteres fiir den Versand von Proben geeignet und

teilweise anspruchsvoll in ihrer Durchfiihrung und Interpretation [44].

4.5.4 Orale Provokation
Die Vorteile einer oralen Provokation bestehen in der eindeutigen Zuordnung des ausldsenden
Allergens zu einer allergischen Reaktion sowie in der eindeutigen Unterscheidung zwischen
Sensibilisierung und klinisch manifester Allergie. Gleichzeitig kann die Starke einer allergischen

Reaktion quantifiziert werden und ermdglicht damit eventuell eine bessere Risikoabschatzung
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fur lebensbedrohliche, anaphylaktische Reaktionen durch den Kontakt mit dem allergischen
Ausloser.

Obwohl die orale Provokation immer noch der Goldstandard in der Diagnose einer NMA ist [8],
weist sie, im Vergleich zu anderen diagnostischen Testverfahren einige Nachteile auf.

Neben dem zeitlichen Aufwand (Beobachtung bis zu 48 Stunden, teilweise Wiederholung Uber
mehrere Tage) beinhaltet dieses Testverfahren die Notwendigkeit einer stationdren Aufnahme
fir den Patienten und birgt das hohe Risiko einer schweren allergischen Reaktion [83].
Voraussetzungen flr die Durchfiihrung sind die Bereitstellung eines klinischen Monitorings [83]
sowie die Anwesenheit von medizinischem Personal, das v.a. im Management mit
anaphylaktischen Reaktionen und dem Umgang mit Notfallmedikamenten geschult sein muss
[14].

Die Durchfihrung ist spezialisierten Zentren vorbehalten. Da die Durchfiihrung oftmals nicht
einheitlich erfolgt ist ein Vergleich der Testresultate begrenzt moglich [8].

Die Allergenitat eines NMs kann wéhrend der Vor- und Zubereitung durch bestimmte Tréger-
und Geschmacksstoffe verringert werden [8, 36]. Dies kann v.a. bei der Testung von frischen
NM beobachtet werden [8] und kann zum Auftreten von falsch negativen Provokationen fiihren
[33, 83].

Daruber hinaus ist zu berlcksichtigen, dass eine Provokationstestung unter stationdren
Bedingungen nicht den Alltagsumstanden eines Patienten entspricht [8].

Bei bis zu 3% aller Provokationen wurden falsch negative Ergebnisse dokumentiert [7], da
sogenannte Kofaktoren wie Infektionen, alkoholische Zusatze, Medikamente, psychischer Stress
oder physikalische Anstrengung (NM-induzierte Anaphylaxie) nicht berlcksichtigt wurden [4, 8,
84].

4.6 Schwachen und Limitationen der Arbeit

4.6.1 Probanden
Eine Limitation der Arbeit ist sowohl die unterschiedliche Fallzahl in den einzelnen Gruppen, als
auch die geringe Gesamtanzahl der Probanden. Die statistische Auswertung (Shapiro-Wilk-Test)
bestatigt, dass es sich bei den gewonnenen Daten des untersuchten Patientenkollektiv nicht um
normal verteilte Daten handelt. Um die gewonnenen Erkenntnisse auf eine grofRere Population

Ubertragen zu konnen, sind wiederholte Durchfihrungen mit einer groReren Anzahl an
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Studienteilnenmern, v.a. in der SENS und SYST Gruppe sowie ein normal verteiltes
Patientenkollektiv notig.

Zudem wurden nur Personen zwischen 18 und 62 Jahren untersucht. Damit kdnnen keine
Aussagen beziiglich der Reaktivitdt im BAT bei Kindern oder alteren Patienten getroffen
werden. Diesbezuglich besteht die Mdoglichkeit, dass sich die Ergebnisse im BAT, aufgrund des
sich noch entwickelnden Immunsystems bei Kindern oder aufgrund einer reduzierten Reaktivitat

des Immunsystems bei alteren Erwachsenen mdglicherweise anders verhalten.

4.6.2 Datenerhebung
Das Untersuchungskollektiv beinhaltet vor allem Patienten des Allergie-Centrum-Charité,
Charité-Universitatsmedizin  Berlin. Dabei handelt es sich um eine umschriebene
Personengruppe, die nur teilweise repréasentativ fur die Gesamtpopulation ist, da sich die meisten
Probanden aufgrund diverser dermatologischer und allergologischer Erkrankungen in dieser

Einrichtung vorstellen.

Die Einteilung der Probanden in die OAS oder SYST Gruppe erfolgte ausschlieBlich durch
anamnestisch gewonnene Daten. Dabei ist zu beriuicksichtigen, dass die Probanden
maoglicherweise Uber- oder untertrieben haben, was zu einer falschen Gruppenzuordnung gefihrt
haben konnte. Auch sensibilisierte Probanden, die zwar durch einen positiven HPT von den
Kontrollen unterschieden werden kénnen, gaben mdaglicherweise keine Symptome an, weil sie
noch nie oder nur in sehr geringen Mengen Haselniisse konsumiert haben oder aber eventuell
auftretende Symptome, wie Halskratzen oder Juckreiz, subjektiv nicht registriert oder anderen
Ursachen zugeordnet haben.

Diesbezuglich wére eine DBPCFC, als Goldstandard in der Diagnostik einer NMA, zur

genaueren Einordnung der Probanden erforderlich gewesen.

4.6.3 BAT
Das Zeitfenster flr die Stimulation der basophilen Zellen betrug 15 min und liegt damit im, von
Sturm et al. festgellegten Rahmen von 10-20 min fur eine ausreichende Inkubationszeit zur
Hochregulation der Marker CD63 und CD203c. Dennoch wurde in der Studie betont, dass v.a.
fur den CD63-Marker nach 50 min von einer optimalen Inkubationszeit auszugehen ist [76]. Fur

weitere Untersuchungen mit dem BAT konnte die Inkubationszeit erh6ht werden und damit
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anschlieBend ein Vergleich der Expressionswerte zu unterschiedlichen Inkubationszeiten

vorgenommen werden, um eine optimale Stimulationszeit der Zellen zu ermitteln.

Ein weiterer Kritikpunkt besteht darin, dass eine Aktivierung der basophilen Zellen nicht nur
uber Kreuzvernetzung durch Haselnuss und Membran-gebundenen, spezifischen IgE-Antikorper
gegen Haselnuss erfolgen kann, sondern auch tber eine Kreuzreaktivitat durch Haselnuss mit
IgE-Antikorper gegen Bet v 1. So dass eine Reaktion im BAT nicht unbedingt eine Allergie
gegen Haselnuss, sondern moglicherweise lediglich eine Bet v 1 Sensibilisierung nachweist.

Diesbezuglich waren Inhibitionsversuche nétig gewesen, indem das Serum der Patienten
zundchst mit Birkenpollen vor inkubiert und danach das verbleibende Serum im indirekten BAT

analysiert wird.

4.7 Implikation der Ergebnisse fur die Praxis

Neben der Diagnostik von Allergien gegen inhalative Allergene (Pollen, Haustaubmilben),
primére und sekundare NMA, Latex, Insektengift und Arzneimittel [45], konnte in der Arbeit
gezeigt werden, dass signifikante Unterscheide im BAT zwischen alleinigem
Sensibilisierungsstaus und einer klinisch manifesten Haselnussallergie nachweisbar waren, wenn

allergenkonzentrationsabhangige Expressionskurven zu Grunde gelegt werden.

Der Einsatz des BAT kann besonders dann sinnvoll sein, wenn durch den HPT und die sIgE-
Bestimmung widerspriichliche Ergebnisse ermittelt werden und eine orale Provokation, aufgrund
eines Risikos einer anaphylaktischen Reaktion nicht durchgefthrt werden kann.

Vor allem in Kombination mit dem HPT und der Bestimmung des spezifischen IgE koénnten
orale Provokationen mdglicherweise umgangen und unndtige diatische Einschrankungen

bestimmter NM vermieden werden [50].

Fur die Anwendung des BAT in der klinischen Praxis ist es von besonderer Bedeutung, dass die
experimentellen Konditionen standardisiert und die Durchfiihrungsprotokolle vereinheitlicht
werden, damit die in den verschiedenen Laboren ermittelten Ergebnisse vergleichbar sind [43].
Eine entscheidende Rolle spielen dabei nicht nur initiale, experimentelle Bedingungen
(gepuffertes Medium vs. Vollblut vs. isolierte Zellen), sondern bereits praanalytische Schritte
wie die Blutentnahme (Heparin vs. EDTA), der Zeitpunkt der Verarbeitung des Blutes oder die
Temperatur bzw. das Medium zur Lagerung der Blutproben [43, 76].
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Des Weiteren missen Cut-off-Werte bestimmt, sowie allergenkonzentrationsabhéngige
Expressionskurven erstellt werden, um passende diagnostische Konzentrationsspannen fir jedes
Allergen zu definieren und damit die Sensitivitat des BAT zu erhdhen [43].

Hierbei muss beachtet werden, dass zahlreiche Allergenkonzentrationen, mit Spannweiten von
bis zu 10* pg nétig sind, um variable, individuelle Antworten ausreichend abzubilden, da
einzelne Allergenkonzentrationen nicht ausreichend sind [41].

Genauso von entscheidender Bedeutung, wie fur alle anderen Tests in der Allergiediagnostik, ist
die Herkunft und die Qualitat der eingesetzten Allergene fiir das Ergebnis des BAT [41].

Die verwendeten Allergene mussen kalibriert und standardisiert werden und dirfen weder
zytotoxisch (Zusatze, Konservierungsstoffe) sein, noch zu einer unspezifischen Stimulation
durch Endotoxine oder Lektine fihren. Hierflr ist zukinftig v.a. der Einsatz von rekombinanten
Allergenen denkbar [58].

Zudem sollten verschiedene Farbungen und Gating-Strategie fir den BAT miteinander
verglichen werden, um eine Optimierung und Vereinheitlichung der BAT-Protokolle zu
erreichen. SchlieBlich ist zur exakten Durchfiihrung des BAT, sowie einer korrekten

Interpretation der Ergebnisse erfahrenes Laborpersonal notwendig. [76].

4.8 Zukunftsperspektive

Neben der Diagnostik einer Allergie, gibt es noch weitere zukinftige Anwendungsgebiete fir
den BAT.

Eine wichtige Aufgabe ist die VVorhersage der naturlichen Entwicklung einer Toleranz gegenuber
NM, die bei vielen NMA beobachtet werden kann [85], um ein langjéhriges mdoglicherweise
uberflussiges Meiden der potentiell allergenen NM zu verhindern.

Aktuelle Studien weisen darauf hin, dass der BAT zur Darstellung der Entwicklung einer
natrlichen Toleranz, z.B. bei Kindern, die aus ihren NMA herausgewachsen sind, genutzt
werden kann [43, 45, 77].

In einer weiteren Studie von Rubio et al. wurde der Nutzen des BAT zur Entscheidung, wann
Kuhmilch wieder in die Erndhrung von allergischen Kinder eingefuhrt werden kann, dargestellt.
Hier konnte gezeigt werden, dass der BAT besser mit dem Ergebnis einer oralen Provokation
korrelierte, als die spezifischen IgE-Serumlevel und dass das Ergebnis des BAT eine
Maoglichkeit darstellt, die Reaktion bei einer oralen NM-Provokation bei Kindern mit
Kuhmilchallergie  vorherzusagen. Dabei konnten, mit Hilfe eines spezifischer

Entscheidungsalgorithmus, der den BAT mit dem spezifischen IgE und dem HPT kombiniert,
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94% der Patienten als tolerant oder persistierend allergisch gegen Kuhmilchprotein identifiziert
werden [86].

Ein weiterer Ansatzpunkt fiir den Einsatz des BAT konnte die Uberwachung einer spezifischen
Immuntherapie sein. [45] So besteht die Mdglichkeit mittels BAT, einen Rechtsshift der
Expressionskurve unter Immuntherapie zu beobachten. Dies wirde bedeuten, dass zur
Aktivierung der basophilen Zellen und folgender Mediatorfreisetzung eine grofere
Allergenmenge bendtigt wird und dies eine erfolgreiche Hyposensibilisierung abbilden wiirde.
Ein anderes Einsatzgebiet fur den BAT kann die vergleichenden Analyse der Allergenitat von
natlrlichen, chemisch modifizierten und rekombinanten Allergenen sein [77]. Der Gebrauch
molekular definierter Allergene im BAT bietet die Moglichkeit zur Erstellung individueller
Reaktionsprofile und erlaubt somit die Identifizierung definierter Zielmoleklle fur eine
spezifische Immuntherapie [69].

Neben dem direkten BAT gibt es auch die Moéglichkeiten eines indirekten BAT. Hierzu werden
basophile Granulozyten von einer nicht sensibilisierten Person (Spender) mit sensibilisiertem
Patientenserum inkubiert [45]. Daflr wurden zuvor, in einem sogenannten Stripping, die
originalen IgE-Antikdrper des Spenders entfernt [41] und dann mit Patientenseren passiv
sensibilisiert.

Durch dieses Verfahren wird die Kapazitat zur Bindung der allergenspezifischen IgE-Antikorper
im Serum des Patienten an die Donor-Basophilen und nicht die intrinsische Neigung der
Patienten-Basophilen selbst gemessen und damit allergenspezifisches IgE im Patientenserum
detektiert [45].

4.8.1 Bridging-Peptide

Ein zuklnftiger experimenteller Ansatz fir den BAT kdnnte die Messung der CD203c- bzw.
CD63-Expression zur Identifizierung von allergenen Peptiden sein, die in der Lage sind
basophile Zellen zu binden und diese zu aktivieren.

Die eingesetzten Haselnuss-Peptide fihrten in dieser Untersuchung nicht zu einer Aktivierung
der Basophilen (Abb. 31), was vielfaltige Ursachen haben kann.

Die Allergenitat der meisten Proteine ist von ihrer Primér-, Sekunddr- und Tertidrstruktur
abhangig. Eine Modifizierung der NM-Proteine wahrend der Herstellung von rekombinanten
Proteinfragmenten kann zum Verlust ihrer Sekundar- und Tertidrstruktur und damit zu einem
Verlust ihrer Allergenitdt bzw. IgE-Reaktivitat flhren [87, 88]. Obgleich flir NM-Allergene, im
Gegensatz zu Pollenallergenen, eher nicht konformative (diskontinuierliche), sondern
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ungefaltete, lineare IgE-bindende Epitope von Bedeutung sind [89, 90], wurde in mehreren
Studien gezeigt, dass die Kapazitat zur Kreuzvernetzung von IgE und damit die Aktivierung von
basophilen Zellen bei rekombinanten, kurzen Peptiden, aufgrund des Fehlens einer
Tertiérstruktur, reduziert ist [91].

Des Weiteren ist fiir die Pathogenese einer Allergie nicht nur die alleinige Bindung zwischen
IgE-Antikorper und allergenem Epitop, sondern v.a. die Stirke dieser Bindung (Affinitat)
entscheidend [90]. Mdglicherweise kam es zwar zu einer Bindung der Peptide an die basophilen
Zellen, jedoch mit einer zu schwachen Affinitét fur eine Aktivierung der Zellen.

Weiterhin ist fraglich, ob es Uberhaupt zu einer Bindung der Peptide an die basophilen
Granulozyten gekommen ist, da nur fur zwei der sechs eingesetzten Peptide eine schwache
Bindung mittels Immunoblot nachgewiesen werden konnte (Abb. 32).

Ein Erklarungsansatz ware, dass sowohl das Erkennungsmuster der IgE-Antikorper als auch die
Anzahl erkannter Peptid-Epitope individuell sehr heterogen und stark patientenspezifisch ist [90,
92]. Dementsprechend konnen zwei Personen zwar auf ein und das selbe NM allergisch
reagieren, innerhalb dieses NM jedoch Sensibilisierungen sowohl gegen unterschiedliche
Proteine dieses NM aufweisen als auch sIgE gegen unterschiedliche IgE-bindende Epitope eines
einzelnen allergenen Molekiils bilden [93].

So konnte Cocco et al. zeigen, dass die flr die IgE-Bindung kritischen Aminosauren der Peptide

zwischen verschiedenen Patienten stark variieren [94].

Zur ldentifizierung von allergenen Peptiden reicht der alleinige Nachweis der IgE-Reaktivitat
nicht aus, da hiermit keine Aussagen Uber die biologische Aktivitat der Peptide (Aktivierung von
basophilen Zellen) getroffen werden kann.

Fur den zukilnftigen Einsatz der Bridging-Peptide sind weitere Untersuchungen nétig, damit
Peptide identifiziert werden, die nicht nur in der Lage sind an IgE auf basophile Zellen zu
binden, sondern diese Zellen auch zu aktivieren.

Die Identifikation sequenzieller IgE-bindender Epitope mittels BAT kann u.a. der Entwicklung
von rekombinanten Hybriden-Allergenen mit reduzierter Allergenitdt aber bestehender
Immunogenitat dienen. Auf diesem Weg konnen Vakzine fur spezifische Immuntherapien
(Hyposensibilisierung) hergestellt werden, die eine reduzierte IgE-Bindungskapazitat aufweisen,
aber dennoch die Fahigkeit zur T-Zellaktivierung besitzen [69, 88].
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Zudem konnen durch die Identifizierung individueller sigE-Profile gegen verschiedene allergene
IgE-bindende Epitope moglicherweise Aussagen hinsichtlich der Stérke oder der Persistenz einer
Allergie getroffen werden [90, 93].

So konnte in einer retrospektiven Studie von Wayne et al. nachgewiesen werden, dass Patienten
mit eher schweren, multisystemischen Reaktionen durch Erdnusse eine signifikant grofRere
Anzahl an IgE-bindender Epitopen erkannten, als Patienten, die nur Hautsymptome zeigten [92].
Des Weiteren wurde flr Eier- und Erdnuss sowie einige Milchallergene gezeigt, dass Patienten
mit einer persistierenden Allergie mehr sequentielle IgE-bindende Epitope erkennen, als
Patienten, die aus ihrer Allergie heraus gewachsen sind [92].

Zusammenfassend haben IgE-bindende Peptide das Potential als zusétzliches Hilfsmittel zur
Diagnose und Prognose einer NMA zu fungieren. Gleichzeitig bietet die Identifizierung
individueller Sensibilisierungsmuster gegenuber spezifischen IgE-bindenden Peptiden die
Madglichkeit das Verstandnis der Pathogenese und Entwicklung einer Toleranz bei NMA zu
verbessern [90].

4.9 Schlussfolgerungen

Der BAT ist ein sensitives, sicheres und niitzliches diagnostisches Verfahren einer IgE-
vermittelten NMA.

Dabei war CD203c in der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu CD63 der sensitivere Marker zur
Messung der  Aktivierung des basophilen  Zellen. Nach Einsatz  optimaler
Stimulationskonzentrationen des Haselnuss-Extraktes (0,001 pg und 0,01 pg) konnten
sensibilisierte Personen von klinisch manifesten Haselnussallergikern, sowohl von Personen mit
einem OAS, als auch von Personen mit systemischen Reaktionen, durch ihre signifikant
unterschiedliche CD203c-Expression differenziert werden. CD63 konnte nur zwischen
sensibilisierten und Personen mit einem OAS unterscheiden. Systemische Haselnussallergiker

lieBen sich nicht von sensibilisierten Personen differenzieren.
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Anhang
Anamnese — Bogen:
AD: allerg. Rhinitis: allerg. Asthma:

Nahrungsmittelunvertraglichkeiten zusétzlich zu Haselnuss:

Reaktionen auf Haselnuss:

Wann erstmals: Wann zuletzt:

Niesen, Augentranen: OAS:
Schleimhautschwellungen: Atemnot:

Sonstige Symptome:

Derzeitige Meidung: ja O nein O

Meidung seit:

Symptomsscore (55): 1 2 3 4 ] §] 7 3 9 10
Nach welcher Menge und Art von Haselnlssen tritt die Reaktion auf?

Reaktion bei frischer Haselnuss: ja O nein 0O
Reaktion auf verarbeitete Haselntsse ja O nein O

(Studentenfutter, )

Reaktion auf Spuren von Haselnlssen: ]a O nein 0O

Desensibilisierung (Wo gegen? Von wann bis wann?):

Grunderkrankungen:

Aktuelle Medikation:

Sonstiges:

Ausschluss fiir die Blutentnahime:
Schwangerschaft'Stillzeit, laufende Hyposensibilisierung, Immundefizienz, immunsuppressive Therapie

Abb. 33 Anamnesebogen
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