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1 Zusammenfassung der Publikationspromotion

1.1 Titel

Neue Therapieansatze bei der Nahrungsmittelallergie und der atopischen Dermatitis.

1.2 Autor
Dipl. troph. Sabine Délle

1.3 Abstrakt

Die Therapie allergischer Erkrankungen wie der Nahrungsmittelallergie und der atopi-
schen Dermatitis ist eine groRe Herausforderung und steht im Fokus aktueller For-
schungsarbeiten. In dieser Promotionsarbeit wurden zwei wissenschaftliche Ansatze ver-
folgt. Um die Auspragung einer Nahrungsmittelallergie zu vermindern wurde untersucht,
ob es mdoglich ist, die Allergenitat von Tomaten und Karotten durch biotische oder abioti-
sche Umweltfaktoren zu verandern. Zusatzlich wurde die Bedeutung der genetischen
Herkunft von Tomaten und Karotten untersucht. Fir Tomaten zeigte sich, dass die geneti-
sche Herkunft einen signifikanten Einfluss auf die klinische Reaktion von tomatenallergi-
schen Patienten hat. Die Sorten &lterer genetischer Herkunft (Landsorten) fihrten im Ver-
gleich zu Sorten, die ziichterisch fur den konventionellen Anbau (biologischen Anbau und
Intensivanbau) selektiert wurden, zu einer deutlichen verminderten Reaktion im Hauttest.
Daruber hinaus Ioste die Landsorte (Reisetomate) schwachere bis keine klinischen Symp-
tome in der oralen Nahrungsmittelprovokation bei Tomatenallergikern im Vergleich zu
Tomaten des konventionellen Anbaus (Matina) aus.

Zur Frage eines immunmodulatorischen Ansatzes wurde das lipid raft Molekil Miltefosin
im Vergleich zu Hydrokortison (aktive Kontrolle) bei Patienten mit atopischer Dermatitis
Uber einen Behandlungszeitraum von 3 Wochen untersucht. Miltefosin akkumuliert in der
Zellmembran, beeinflusst damit physiologische Signalwege und kann so die Immunant-
wort modulieren. Beide Substanzen wurden in ihrer zugelassenen Form als Lésung auf
ein definiertes Hautareal aufgetragen und im intraindividuellen Vergleich untersucht. Es
zeigte sich eine Verbesserung des klinischen Hautbildes fur beide Behandlungen (Miltefo-
sin und Hydrokortison). Ein anhaltender Effekt Uber eine Nachbeobachtungszeit (4 Wo-
chen) konnte nur fur die Miltefosin-Behandlung nachgewiesen werden. Thermographische
Messungen und histologische Untersuchungen weisen darauf hin, dass Miltefosin, nicht
aber Hydrokortison antientziindliche Prozesse beguinstigt.

Diese Untersuchungen zeigen, dass sowohl die Verminderung der Allergenitat von Nah-
rungsmitteln als auch die Immunmodulation vielversprechende therapeutische Strategien

zur Behandlung allergischer Erkrankungen darstellen.
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1.4 Einleitung

Allergische Erkrankungen stellen ein wachsendes Problem unserer Bevolkerung dar [1].
In Deutschland sind mindestens 20% der Bevolkerung von einer Allergie betroffen. Neben
allergischem Asthma und Heuschnupfen sind Nahrungsmittelallergien (NMA) und die ato-
pische Dermatitis (AD) Erkrankungen, die sozio6konomisch relevant sind und mit einer
starken Beeintrachtigung der Lebensqualitat einhergehen. Die existierenden Therapien
sind derzeit nicht immer zufriedenstellend, beruhen primar auf der Vermeidung des ent-
sprechenden Auslosers [2] und der transienten Unterdrickung der Immunantwort [3]. Zu
Recht steht die Suche nach neuen Behandlungsstrategien im Fokus aktueller For-
schungsvorhaben. Die Auspragung einer NMA konnte z. B. durch den Einsatz ,allergen-
reduzierter” Nahrungsmittel vermindert werden. Dabei konnte man sich gentechnische
Veranderungen zunutze machen (zusammengefasst in [4]). Alternativ ware mit einer ge-
zielten Verénderung abiotischer und biotischer Umweltfaktoren das allergene Potential
von Nahrungsmitteln modulierbar. Die Identifizierung und Charakterisierung von Nah-
rungsmittelallergenen stellen hierfiir eine wichtige Voraussetzung dar.

Ein weiterer therapeutischer Ansatz zur Behandlung allergischer Erkrankungen ist die
Immunmodulation. Dabei werden z. B. selbstregulierende Prozesse angestof3en, die bei
allergischen Erkrankungen ins Ungleichgewicht geraten sind. Bei der AD liegt der Fokus
unter anderem in der Immunmodulation wichtiger Schliisselmolekile und Signalwege, die
im Pathomechanismus eine Rolle spielen [5, 6].

Atopische Dermatitis Nahrungsmittelallergie

Prévalenz: 6-8% Kinder [9] I
2-4% Erwachsene [10]

I Pravalenz: 10-20% Kinder [7]
1-3% Erwachsenen [8]

Pollenassoziierte
Nahrungsmittel

Abiotische und
biotische
Umweltfaktoren

Schlusselmolekiile
und Signalwege im
Pathomechanismus

Behandlung

therapeutische praventive

allergenreduzierte
Immunmodulation Nahrungsmittel

Abbildung 1: Einleitung und Uberblick des bearbeitet en Themas der Promotionsarbeit [7-10].

1.5 Ziel

Ziel dieser Promotionsarbeit war es, neue Therapieansatze zur Behandlung allergischer
Erkrankungen zu untersuchen. Um die Auspragung einer Allergie durch Reduktion der
Allergenitat des Auslésers zu vermindern, wurden Tomaten und Karotten verschiedener
genetischer Herkunft gezielt mit abiotischen und biotischen Umweltfaktoren kultiviert und
deren Allergenitat an definierten Patientenkollektiven im Hauttest und oralen Provokati-
onstests untersucht. Des Weiteren wurde die Wirkung das immunmodulatorisch wirksa-
men lipid raft Molekils Miltefosin bei Patienten mit atopischer Dermatitis im Vergleich zu

einer antientziindlichen Standardbehandlung untersucht.
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1.6 Methodik

1.6.1 Patienten, Untersuchungsplanung und Genehmigu  ngen

Die klinisch wissenschaftlichen Untersuchungen wurden ausgearbeitet und mit den erfor-
derlichen Unterlagen bei der zustandigen Ethikkommission (EK) bzw. bei der zustandigen
Bundesoberbehorde eingereicht. Beide Untersuchungen wurden genehmigt (EK der Cha-
rité — Universitatsmedizin Berlin, EK-Nr.: 1832/Si.258 [11-13]; EK des Landes Berlin EK-
Nr.: 6 311/07 [14], BfArM, Vorlage-Nr.: 4033188 [14]). Patienten mit einer Nahrungsmittel-
allergie (NMA) gegenliber Tomaten und/oder Karotten oder mit einer atopischen Dermati-
tis (AD) wurden im Allergie-Centrum-Charité rekrutiert. Die Durchfuhrung erfolgte gemar
der Prinzipien der ICH-GCP Leitlinie [15] und der Deklaration von Helsinki [16].

1.6.2 Untersuchungen
Folgende Untersuchungen wurden im Rahmen dieser Promotionsarbeit durchgefihrt:
- Hautpricktests
- IgE Bestimmungen®
- orale Nahrungsmittelprovokationstests (doppelblind, placebokontrolliert)?
- Basophilenaktivierungstests (BAT)®
- klinische Beurteilung der Haut (SCORAD, TIS Score)*
- Thermographie
- Hautphysiologie
- Immunhistochemie der Hautbiopsate® (H&E, Epidermisdicke, CD4, CD8, Mastzel-
len, FoxP3, Ki67)

1.6.3 Statistische Auswertung und Publikation

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe des Statistikprogramms SPSS. Dabei kamen
nicht-parametrische Testmethoden, wie Mann Whitney U Test flr ungepaarte Daten oder
Wilcoxon Test flr gepaarte Daten zur Anwendung. Als statistisch signifikant wurden
P-Werte von <0,05 angesehen.

Die finalen Manuskripte wurden bei internationalen Fachzeitschriften eingereicht, von Ex-

perten begutachtet (peer-reviewed) und akzeptiert.

! Die Blutentnahmen wurden selbststandig durchgefiihrt. Die IgE-Bestimmungen erfolgten in dem Routine-
und Forschungslabor der Klinik fiir Dermatologie, Venerologie und Allergologie, Charité - Universitatsmedi-
zin Berlin.

% Die oralen Nahrungsmittelprovokationstestungen wurden zusatzlich durch &rztliches Personal begleitet.
® Der Basophilenaktivierungstests wurde durch den Biologielaboranten Dennis Ernst durchgefiihrt.
* SCORAD und TIS Score wurden vom mitbetreuenden Arzt erhoben.

® Die Hautprobenentnahme erfolgte durch den mitbetreuenden Arzt. Probenasservierung, Immunhistochemie
und Auswertung wurden selbststéandig durchgefihrt. Immunhistochemie fur FoxP3 und Ki67 erfolgten in Ko-
operation mit Prof. Loddenkemper, Immunpathologie, Charité — Universitatsmedizin Berlin.
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1.7 Ergebnisse
1.7.1 Verminderte Auspréagung allergischer Reaktione  n bei Nahrungsmittelallergien

Einfluss von Umweltfaktoren auf das allergische Pot ential von Tomaten und Karot-
ten

Fiur die Untersuchung verschiedener Umweltfaktoren (Stickstoffdiingung, Lichtintensitat,
Pflanzenernédhrung, Inokulation mit arbuskularen Mykorrhizapilzen) wurden die Tomaten
und Karotten unter definierten Bedingungen angebaut (Gewéachshaus, Leibniz-Institut fur

Gemiuse- und Zierpflanzen, Grol3beeren, Deutschland).

Die gewonnenen Daten ergaben, dass keine Form der Stickstoffdingung (Ammonium
NH4*, Nitrat NO3", organischer Stickstoff) - weder als Uberschuss noch als Mangel - die
Hautreaktivitat von tomatenallergischen Patienten gegentber diesen Tomaten veranderte
[12]. Auch die unterschiedliche Lichtintensitat (100% und 50%) und unterschiedliche An-
satze im Salzgehalt der Pflanzenernéhrung (niedriger und hoher Salzgehalt) fiihrten zu
keinen signifikanten Veranderungen in der Hautreaktivitat [12]. Die Ergebnisse der Kolo-
nisierung der Tomatenpflanzen mit arbuskularen Mykorrhizapilzen (AM-Pilzen) zeigten im
Vergleich mit den Kontrollpflanzen, dass die Expression von allergenkodierenden Genen
in den inokulierten Fruchten signifikant héher war. Allerdings fand sich keine nennenswer-

te Auswirkung auf die Hautreaktion [11].

Bei den Untersuchungen zur Allergenitat der Karotten fuhrte nur der Umweltfaktor Licht zu
signifikanten Unterschieden im Hauttest (schattiert > unschattiert) [Manuskript in Vorberei-
tung]. Um diesen Unterschied naher zu untersuchen, wurde eine Sorte (Nantaise) weiter
verfolgt. So zeigte die schattierte Nantaise (50% Licht: 5,8 +2,4 mm Quaddeldurchmes-
ser) eine deutlich starkere Reaktion im Hautpricktest als die unschattierte Nantaise (100%
Licht: 4,7 2,4 mm Quaddeldurchmesser, P = 0,033) [17].

Einfluss der genetischen Herkunft von Tomaten- und Karottensorten auf das aller-
gische Potential

Neben den Umweltfaktoren wurden verschiedene Tomaten- und Karottensorten vergli-
chen. Hierfur wurden 3 unterschiedliche Gruppen untersucht: Landsorten mit alterem ge-
netischen Hintergrund, fiir den konventionellen biologischen Anbau selektierte Sorten und

flr den Intensivanbau genutzte Hybridsorten.

Je nach genetischer Herkunft wiesen die Tomatensorten signifikant unterschiedliche
Hautreaktionen auf [12]. Die fur den konventionellen biologischen Anbau selektierten Sor-
ten und die modernen Hybridsorten flhrten zu einer deutlich starkeren Hautreaktion im
Vergleich zu den Landsorten. Detaillierter analysiert fanden sich die gro3ten Unterschiede

zwischen der Landsorte Reisetomate (RT: 2,8 +2,1 mm Quaddeldurchmesser) und der fur
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den konventionellen biologischen Anbau selektierten Matina (MT: 3,5 £2,2 mm Quaddel-
durchmesser, P = 0,045) [13].

Um diese Beobachtungen auf ihre klinische Bedeutung zu Uberprifen, wurden mittels
doppelblinder, placebokontrollierter Nahrungsmittelprovokation (DBPCFC) tomatenallergi-
sche Patienten identifiziert und mit den Tomatensorten RT und MT oral provoziert [13].
Um den Schweregrad der klinischen Reaktion zwischen den zwei Sorten zu spezifizieren
wurde ein Symptomscore entwickelt. Tatsachlich war es mdglich, signifikante Unterschie-
de in dem Reaktionsmuster der beiden Tomatensorten RT und MT zu finden (Abbildung
2). Nach der oralen Tomatenprovokation hatten alle Patienten eine mindestens milde Re-
aktion auf MT, hingegen haben 6 Patienten auf RT gar nicht reagiert. Zudem reagierten
mehr Patienten mit objektiven Symptomen auf MT (n=12, Summenscore = 17 Punkte) als
auf RT (n=6, Summenscore = 7 Punkte, P = 0,047).

20

P =0,047

Abbildung 2: Tomatensorten genetisch
unterschiedlicher Herkunft fiihren zu unter-
schiedlichen klinischen Reaktionen. Die
Schwere der Symptome wird als Summen-
score dargestellt (y-Achse). Der Summenscore
wurde mit folgendem Multiplikationsfaktor

Moderat (n=1)

Summenscore in Punkten
2

5 berechnet: Anzahl der Patienten (Zahl in
Klammern) mit keiner Allergie x0, geringer
Gering (n=5) Allergie x1, moderater Allergie x2 und starker
Allergie x3; n=12, RT — Reisetomate, MT —
0 | Matina.
keine Allergie RT
(n=6) Tomatensorte

Dieses Ergebnis konnte in vitro durch den Basophilenaktivierungstest (BAT) bestéatigt
werden [13]. Beide Tomatensorten fiihrten zu einer konzentrationsabhangigen Basophi-
lenaktivierung bei tomatenallergischen Patienten (n=6; Abbildung 3). Die Basophilen-
aktivierungskurve zeigte eine Linksverschiebung fur den MT-Extrakt und deutet auf eine

starkere Aktivierung der Basophilen durch den MT-Proteinextrakt im Vergleich zur RT hin.

E’ 120 i;TT Proteinl:onzentration,'die benﬁti'gt. wird,
g,w NART UM 30% der Basophilen zu aktivieren 100%
E‘_,% 90 NA MT 40ug 87ug
ms MT  RT
£5
g§ 60 l Abbildung 3: Basophilenaktivierungstest
29 (BAT) mit Reisetomate (RT) und Matina
1\]% r T T T (MT). Dosis-Wirkungs-Kurve der Tomaten-
c&,’g_ 30 1 proteinextrakte; n=6, RT (Dreiecke), MT
Q i i | l (Vierecke), NA  — nicht-allergische
S 5 A : X L1 Kontrollprobanden (n=3); rote Linie — 30%

0 ! i r 1 Basophilenaktivierung.

0,39 1,56 6,25 25 100 negativ  positiv

Tomatenextrakt in pg/ml Kontrolle
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Bei den Karotten wurden 4 verschiedene Karottensorten (DAU 126/98, DAU 125/02, Nan-
taise, Flaaway) untersucht. Zwischen den Sorten zeigten sich keine signifikanten Unter-

schiede [Manuskript in Vorbereitung].

1.7.2 Immunmodulatorischer Ansatz bei atopischer De  rmatitis
Um die Wirkung eines immunmodulatorisch wirksamen lipid raft Molekuls zu untersuchen,
wurde die atopische Dermatitis (AD) gewahlt [14]. Der Untersuchungsablauf ist exempla-

risch in Abbildung 4 dargestellt.

Visite 1 Visite 2 Visite 3 Visite 4 Follow  Abbildung 4: Ablauf der klinischen Unter-

up suchung mit dem lipid raft Molekil

|———— Behandlung —— Nachbeobachtung Miltefosin.  Topische Anwendung von 6%

Miltefosin und 1% Hydrokortison, jeweils zwei

| Woche1 | Woche2 | Woche3 |  Woche 5-7 Tropfen (50 pl) pro Anwendung, erst 1x, dann

| 1xTag 2x/Tag 2xTag | 2x taglich dber 3 Wochen auf eine von

s _ Y Immunhistochemie atopischer Dermatitis (AD) befallenen Haut-
Biopsie Biopsie------------- * stelle im intraindividuellen Vergleich.

Reduktion der lokalen Entziindung der Haut mittels | ipid raft

Die klinische Wirksamkeit des lipid raft Molekiils Miltefosin wurde anhand des TIS (Three
Item Severity) Scores vor und nach der Behandlung erhoben (Abbildung 5). Der mediane
TIS Score lag bei allen Patienten und Lasionen vor der Behandlung bei 6 Punkten (Mini-
mum: 5, Maximum: 7). Alle Patienten zeigten nach Behandlung mit Miltefosin (6%-ige
Ldsung) eine Verbesserung des klinischen Erscheinungsbildes der Haut und 10 von 16
Patienten eine Verbesserung von >1,5 Punkten, wodurch der primare Endpunkt der Stu-
die erflllt wurde. Interessanterweise konnte durch die Miltefosin-Behandlung eine per-
sistierende Wirkung nach Absetzen der Therapie beobachtet werden. Die klinische Ver-
besserung der Hautlasionen wahrend der Behandlung mit Hydrokortison (1%-ige Losung)
war starker ausgepréagt, zeigte aber eine schnelle und deutliche Rickkehr nach dem Ab-

setzen, im Sinne eines fir diese Substanzklasse bekannten Rebound-Phanomens.

P =0,0003 P =0,0003

S \ = Abbildung 5: Klinische Wirksamkeit des lipid
v raft Molekils Miltefosin, dargestellt anhand des
Three Item Severity (TIS) Scores vor und nach,
sowie 4 Wochen nach (FU) 3-wdchiger Behand-
— _ — lung; n=16, schwarzer Punkt — Ausreil3er.

TIS Score in Punkten
f—
—

vor nach FU vor nach FU

Miltefosin Hydrokortison
Neben der klinischen Erhebung mittels TIS Score wurden auch thermographische Mes-

sungen durchgefiihrt. Die Thermographie ist eine neuere Methode zur objektiven Mes-

sung entzindlicher Vorgange [18, 19]. Auch hier konnte eine deutliche Reduktion der Ma-
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ximaltemperatur in den mit Miltefosin behandelten Hautl&sionen detektiert werden, was
eine Verringerung der Entziindungsvorgange vermuten lief3. Hingegen zeigten sich keine
Veréanderungen in den mit Hydrokortison behandelten Hautlasionen.

Der transepidermale Wasserverlust (TEWL) verminderte sich wahrend der 3-wdchigen
Behandlung. Allerdings gab es hier keine signifikanten Unterschiede zwischen Miltefosin

und der aktiven Kontrolle (Hydrokortison).

Veréanderung des Entziindungsinfiltrates in der Haut durch die Behandlung mit ei-

nem lipid raft Molekdl

Fur die Untersuchung der antientziindlichen Wirkung von Miltefosin auf zellularer Ebene
wurden von 12 Patienten Hautproben vor und nach der Behandlung aus den betroffenen
Hautstellen entnommen. Die CD4" T-Zellinfiltrate sind unter Miltefosin-Behandlung nur
gering, unter Hydrokortison-Behandlung jedoch signifikant zuriickgegangen [14]. Im Hin-
blick der regulatorischen FoxP3*" CD4" T-Zellen zeigte sich eine signifikante Steigerung
der Anzahl dieser Zellen in den mit Miltefosin behandelten L&sionen bei gleichzeitigem

Verlust dieser Zellpopulation unter Hydrokortison-Behandlung (Abbildung 6).

P=0,010

€ P=0,033 ' P=0,041 '

1 1
E | |
é 10 o ° :
N 8 o g -
[ | ]
+ o
< 6 SO
)] O = *
O 8 '!- - [ ]
§ 4 8 o : - N Abbildung 6: Anstieg regulatorischer
& . i FoxP3* CD4" T-Zellen nach Miltefosin-
e 2 S Behandlung, jedoch nicht nach
uc_) Hydrokortison-Behandlung; n=11, roter
s 0 ‘ ' ' Strich — Median.
S~ vor nach vor nach

Miltefosin Hydrokortison

Das lipid raft Molekul Miltefosin 16st keine Hautve rdiinnung aus

Eine typische Nebenwirkung topischer Kortisonpraparate ist die Hautverdinnung (Atro-
phie) [20]. Neben der reduzierten Epidermisdicke und der herabgesetzten Zellprolifera-
tion, ist v.a. die Schrumpfung der individuellen Zellgréf3e in der Epidermis ein friher Mar-
ker fur die Atrophie [21]. Eine Verringerung der Epidermisdicke mit gleichzeitig herabge-
setzter Zellproliferation und begleitender Zellschrumpfung konnte nur in den mit Hydrokor-
tison behandelten Lasionen gemessen werden [14]. Alle 3 Marker waren in den mit Milte-
fosin behandelten Lasionen unverandert, was einerseits atrophogene Eigenschaften von
Miltefosin ausschliel3t, andererseits zusatzlich ein Hinweis sein kann, dass Miltefosin die
epidermale Hautbarriere wieder aufbaut, da die Zellproliferation auch fur die Neubildung

der Haut wichtig ist.
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1.8 Diskussion

Die Ursachen fur die Entstehung allergischer Erkrankungen sind bis heute nicht vollstan-
dig bekannt. Sowohl die genetische Préadisposition als auch zahlreiche Umwelteinflisse
spielen fur die Manifestation der Erkrankungen eine wichtige Rolle. Auch Nahrungsmittel
konnen durch Umweltfaktoren in ihrer Allergenitat verandert werden. So kann z. B. abioti-
scher als auch biotischer Stress wahrend des Pflanzenwachstums zu Verénderungen
qualitativer Eigenschaften der Pflanze fihren [22]. Die Expression bestimmter Einzelaller-
gene, sogenannter PR-Proteine (pathogenesis-related proteins), kann unter spezifischen
Bedingungen modifiziert werden [23-25]. Im Bezug auf Tomaten scheint es jedoch, dass
in den durchgefihrten Experimenten die Veranderungen von Umweltfaktoren (wie Stick-
stoffdiingung, Lichtintensitat und Salzgehalt) nicht ausreichend waren, um Veréanderungen
zu verursachen, die klinisch detektiert werden kdnnen [12]. Stickstoff ist ein Hauptnahr-
element der Pflanzen und wichtig fir die Biosynthese von Proteinen, somit auch fiur die
Biosynthese von Allergenen. Folglich kénnte ein verandertes Angebot von Stickstoff Pro-
teine und dadurch das Allergenprofil einer Pflanze verandern. In den prasentierten Unter-
suchungen konnte dies nicht nachgewiesen werden. Dabei ist zu bertcksichtigen, dass
der Versuch, den Einfluss der Stickstoffdiingung (Form und Menge des Stickstoffs) fest-
zustellen, nur an einer geringen Patientenzahl (n=10) untersucht wurde. Etwaige biologi-
sche Effekte der unterschiedlichen Stickstoffbehandlung konnten dadurch mdéglicherweise
nicht herausgearbeitet werden.

Als biotischer Einflussfaktor wurde die Inokulation der Tomatenpflanze mit arbuskularen
Mykorrhizapilzen (AM-Pilzen) untersucht. Mehr als 80% der Landpflanzen gehen fir eine
optimale Mineralstoffversorgung eine Symbiose mit diesen Pilzen ein [26, 27]. AM-Pilze
kénnen aber auch systemische Reaktionen in der Pflanze hervorrufen, die zu einer erhéh-
ten Expression von Proteinen fihren, die fir die Abwehr von Pathogenen verantwortlich
sind, wie den bereits erwdhnten PR-Proteinen [28-30]. Sechs Tomatenallergene sind PR-
Proteine: Lyc e 3, Lyc e 4, Lyc e chitinase, Lyc e peroxidase, Lyc e glucanase, Lyc e
PR23 (www.allergome.org). So lasst sich vermuten, dass Tomaten von Pflanzen mit einer
symbiotischen Beziehung zu AM-Pilzen ein anderes allergenes Potential besitzen als
Tomaten von nicht in dieser Symbiose lebenden Pflanzen. Genau dieser Einfluss wurde
untersucht [11]. Es konnte nachgewiesen werden, dass die mRNA Expression von aller-
genkodierenden Genen in den Frichten von Pflanzen mit AM-Pilz-Symbiose heraufregu-
liert ist. Allerdings waren diese Veranderungen in der mRNA Expression ohne Einfluss auf
die Intensitdt der Hautreaktion. Dies lasst vermuten, dass eine kontrollierte Translation
oder ein post-translationaler Prozess die erhdhte mRNA Expression dieser Gene kom-
pensiert [31, 32].

Bei den Tomaten scheint eher der Sortenunterschied einen Einfluss auf die biologische

Aktivitat zu haben [12, 13]. In einer umfassenden Hauttestung flhrten die alteren, ztchte-
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risch kaum verénderten Landsorten zu deutlich geringeren Hautreaktionen als die Toma-
tensorten, die fur den konventionellen Anbau selektiert wurden [12]. Weiterfihrende Un-
tersuchungen konnten den Unterschied in der Hautreaktivitat bestatigen und durch orale
Nahrungsmittelprovokationen (DBPCFC) die klinische Bedeutung dieser Befunde bei to-
matenallergischen Patienten belegen [13]. Hierzu wurde eine Kohorte von Patienten mit
nachgewiesener Tomatenallergie mit jeweils einer der alten Landsorten (Reisetomate —
RT) und einer Sorte des konventionellen Anbaus (Matina — MT) oral provoziert. Die Er-
gebnisse zeigen, dass die Patienten auf die Landsorte RT gar nicht oder mit milderen
Symptomen reagierten, als auf die konventionelle Sorte MT. Um die Ergebnisse der ora-
len Tomatenprovokationen quantitativ zu vergleichen, wurde im Rahmen dieser Untersu-
chung ein Symptomscore entwickelt. Bis jetzt gibt es keinen validierten und standardisier-
ten Symptomscore fir die NMA. In dem entwickelten Symptomscore wurden die Sympto-
me unterschiedlich gewichtet. Auch subjektive Symptome wurden berucksichtigt, da diese
sich weiter zu objektiven Symptomen entwickeln kénnen [33-35]. Es ist jedoch gewahr-
leistet, dass kein Patient mit ausschlief3lich subjektiven Symptomen den Status “Allergie”
erreicht. Weitere Untersuchungen mit groRen Kohorten und mit anderen NMA sind not-
wendig, um den Symptomscore zu validieren.

Die klinischen Unterschiede zwischen RT und MT konnten auch mit einem in vitro Test,
dem Basophilenaktivierungstest (BAT), bestatigt werden. Die Dosis-Wirkungskurven von
RT und MT wiesen deutliche Unterschiede auf. So fihrte der MT-Extrakt zu einer Links-
verschiebung der Kurve, d.h. zu einer starkeren Aktivierung der Basophilen bei geringerer
Tomatenproteinmenge. Eine unspezifische Basophilenaktivierung wurde ausgeschlossen,
da die Basophilen von nicht-allergischen Kontrollen keine Aktivierung zeigten. Zu erwéh-
nen ist, dass die untersuchte Patientenzahl mit n=6 klein war. In der Literatur wird kontro-
vers diskutiert, ob es mit Hilfe des BATs mdglich ist den Schweregrad der klinischen Re-
aktion zu bestimmen [36]. Dennoch konnte bereits in mehreren Untersuchungen gezeigt
werden, dass der BAT eine gute Sensitivitdt und Spezifitdt bezluglich des Nachweises
wichtiger Nahrungsmittelallergene besitzt [37-39].

Eine molekulare Begrindung fir die klinischen Unterschiede konnte mit Hilfe des Immu-
noblots nicht gefunden werden. Die IgE-Bindungsprofile der beiden Proteinextrakte der
untersuchten Tomatensorten waren miteinander vergleichbar. Mdglicherweise scheinen
hierfir molekulare Methoden, mit denen die Epitope der Allergene untersucht werden,
sinnvoller zu sein, z. B. mit einem Scan Uberlappender Peptide [40].

Ein weiterer vielversprechender Ansatz zur Therapie allergischer Erkrankungen ist die
Immunmodulation. Hier werden wichtige Molekile und Signalwege, die in der Pathogene-
se allergischer Erkrankungen eine bedeutende Rolle spielen, beeinflusst. In dieser Pro-
motionsarbeit wurde die Wirksamkeit des lipid raft Molekils Miltefosin bei Patienten mit

atopischer Dermatitis (AD) untersucht und eine klinische Wirksamkeit nach der topischen
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Applikation aufgezeigt [14]. Obwohl Miltefosin innerhalb der 3-wdchigen Behandlung der
aktiven Kontrolle (Hydrokortison) nicht tiberlegen war, zeigte es im Gegensatz zu Hydro-
kortison einen anhaltenden klinischen Effekt Gber die 4-wbdchige Nachbeobachtungszeit.
Dass es sich bei der Verbesserung des klinischen Hautbildes durch Miltefosin um antient-
ziindliche Vorgange zu handeln scheint, unterstiitzen die Daten der Thermographie. Hier-
bei kam es zu einer Verminderung der Maximaltemperatur in den mit Miltefosin behandel-
ten Hautlasionen. Keine messbaren Veranderungen zeigten sich in den mit Hydrokortison
behandelten Lasionen. Dies lasst vermuten, dass keine antientziindlichen Prozesse ein-
geleitet werden, sondern durch Hydrokortison lediglich das entzindungsférdernde Milieu
in der Haut transient gehemmt wird. Der hautphysiologische Parameter TEWL konnte
durch beide Behandlungen positiv veréandert werden und unterstiitzt die Daten des ver-
besserten Hautbildes. Der TEWL ist allerdings kein Marker, um die Unterschiede in der
Wirkungsweise von Miltefosin und Hydrokortison zu prasentieren. Die Pathomechanismen
in der Haut von Patienten mit AD werden vorrangig durch T-Helferzellen gesteuert [41].
Die Behandlung mit Miltefosin fiihrte zu einer Umverteilung der CD4" T-Zellen, genauer
gesagt zu einer gesteigerten Zahl FoxP3" CD4" Zellen [14], was durch andere etablierte
Therapiemethoden (wie UVAl-Lichttherapie oder Tacrolimus) nicht erzielt werden kann
[42]. Ob die Zunahme dieser Zellpopulation in der Haut durch eine verlangerte Uberle-
bensrate hervorgerufen wird, durch eine gesteigerte lokale Proliferation aufgrund des ver-
anderten Zytokinmilieus ausgeltst wird oder durch eine gesteigerte Einwanderung dieser
Zellen erfolgt, bleibt offen. Mit Miltefosin eréffnet sich méglicherweise eine neue Option flr
die topische Therapie der AD. Neben der bereits beschriebenen lokalen immunmodulato-
rischen Wirkung scheint Miltefosin nicht zur Hautatrophie (eine typische Nebenwirkung
topischer Steroide) zu fuhren. Moéglicherweise kann Miltefosin die gestorte Hautbarriere
durch eine Normalisierung der Epidermisdicke verbessern, ausgeldst durch eine reduzier-
te, jedoch nicht vollstandig unterdriickte Zellproliferation [14].

Zusammenfassend zeigt die vorgelegte Arbeit, wie neue Behandlungsstrategien allergi-
scher Erkrankungen zukinftig aussehen kdnnten. Die Vermeidung des allergenen Ausl6-
sers trotz Zufuhr der allergenen Quelle (Tomaten essen trotz Tomatenallergie) ist eine
Vision, mit der die Lebensqualitdt der Betroffenen gesteigert werden kann. Mit Hilfe von
immunmodulatorisch wirksamen Molekilen werden Krankheitsprozesse nicht einfach nur
unterdriickt, sondern kénnen gezielt verandert werden und das Immunsystem zur Selbst-

regulation stimulieren.
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