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1 EINLEITUNG

11 Insektengift-, Nahrungsmittel-, und Medikamente  nallergien

In den letzten Jahren hat die nachweisbare Zunahme allergischer Erkrankungen zu
verstarktem Interesse an der Grundlagenforschung und der Allergiediagnostik gefiihrt
(Ring, J. 2004). Neben der Gruppe der Inhalationsallergene, stellen vor allem die
Gruppen der Ingestionsallergentrager, wie z.B. Nahrungsmittel und Medikamente, und
die der injizierten Allergentrager, z.B. Insekten und Arzneimittel, haufige
Allergenquellen dar (Ring, J. 2004). Unvertraglichkeitsreaktionen auf diese Allergene
sind immer haufiger zu beobachten und nehmen daher einen immer groRReren

Stellenwert in der Praxis des Allergologen ein (Hertenberger, B. 1994).

1.1.1 Bienen-/Wespengiftallergie

Von den oben genannten Gruppen zeigen Allergien auf Insektengifte eine hohe
Pravalenz. 0,8-5% der Bevolkerung sind von systemischen
Uberempfindlichkeitsreaktionen auf Insektenstiche betroffen (Miller, U. 1993). In
Deutschland werden jahrlich 10-40 Todesfélle registriert, die hierauf zuriickzufihren
sind. Man vermutet allerdings, dass die tatsédchliche Haufigkeit wahrscheinlich noch
wesentlich hoher liegt, da bei vielen pldtzlichen Todesféllen mit ungeklarter Ursache,
bei denen unter anderem an eine anaphylaktische Reaktion auf Insektengift gedacht
wurde, signifikant haufiger hymenopterengiftspezifische IgE-Antikdrper gefunden
werden konnten, als bei Kontrollen (Schwartz, H.J. et al., 1988).

Beziglich des Vorkommens systemischer Reaktionen innerhalb der Gruppe der
Hymenopteren gibt es jedoch Unterschiede. Wie es auch die Zusammensetzung des
Patientenguts der Gruppe der Insektengiftallergiker widerspiegelt, kommen diese im
deutschsprachigen Raum vor allem durch Stiche der Honigbiene (Apis mellifera) und
der bestimmter Faltenwespen (Vespula germanica, Vespula vulgaris) zustande,
wohingegen Stiche anderer Vertreter, wie z.B. der Hummeln (Bombus spp.) oder der
Hornissen (Vespa crabro) eher selten vorkommen. Der Vollstandigkeit halber seien
hier noch andere Faltenwespen (Dolichovespula spp.), Feldwespen (Polistes spp.),
Holzbienen (Xylocopa spp.), Ameisen (Formicidae), oder bestimmte Dipteren (Micken,

Bremsen) erwahnt, die ebenfalls anaphylaktische Reaktionen hervorrufen kénnen
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(Pirker, C. 1992; Reunala, H. 1990), die jedoch zahlenmafig in Mitteleuropa nur eine

geringe Rolle spielen.

1.1.2 Nahrungsmittelunvertraglichkeit

Neben den systemisch-allergischen Reaktionen auf Hymenopterengift, nehmen
Nahrungsmittel-, und vor allem Nahrungsmittelzusatzstoffallergien einen immer
grolReren Stellenwert bei der Aufklarung allergischer Reaktionen ein. Sie stellen nicht
nur einen Grofteil aller anaphylaktischen Reaktionen dar, sondern die Patienten
zeigen hier oft auch eine sehr ernste Symptomatik. In der Schweiz wurden schon 1998
etwa ein Viertel aller anaphylaktischen Reaktionen durch Nahrungsmittel ausgeldst
(Rohrer, A.L. 1998) und in den USA geht man davon aus, dass ca.120 Patienten pro
Jahr daran versterben (Burks, W. 1999). In England waren in einer Studie bei mehr als
der Halfte der 172 teilnehmenden Patienten mit Anaphylaxie die schwersten Félle auf
Lebensmittelallergene zurtickzufihren (Pumphrey, R.S. 1996). Diese hohe Fallzahl der
Reaktionen auf Nahrungsmittel wird in den USA und England vor allem durch den dort
vorherrschenden hohen Erdnusskonsum erklart (Sampson, H.A. 1996). Des Weiteren
wird die Situation der Nahrungsmittelallergiker vor allem durch versteckte Allergene in
Lebensmitteln erschwert. Dies stellt ein zunehmend ernstzunehmendes Problem in
dem Prozess der exakten Diagnosefindung dar, welcher wiederum Voraussetzung fur
eine erfolgreiche Pravention ist. Die Aktualitdt und das Ausmald der unzureichenden
Allergendeklaration wird in einer Studie aus Schweden deutlich, der zufolge 120
Patienten innerhalb eines Zeitraums von 10 Jahren auf versteckte, durch
Kontamination eingebrachte, oder inadaquat deklarierte Allergene reagierten
(Malmheden-Yman, I. 1999). Daher wird auch die Grundlagenforschung in diesem
Bereich immer wichtiger um die Allergenitédt der einzelnen Lebensmittel fur die
jeweiligen Patienten einschatzen zu kénnen und diese dann entsprechend erfolgreich

zu behandeln.

1.1.3 Arzneimittelunvertraglichkeit

Auch Unvertraglichkeitsreaktionen auf Medikamente, selbst in klinisch Ublicher Dosis,
werden immer haufiger beobachtet (Ring, J. 2004). Allergien auf Medikamente stellen
1/6 bis 1/3 aller unerwiinschten Arzneimmittelwirkungen dar (Weber-Mani, U. 2003).

Auch Studien aus den USA und GrolRbritannien belegen die Ernsthaftigkeit. Demnach
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sterben in den USA jahrlich 0,32% der im Krankenhaus stationaren Patienten an
Arzneimittelunvertraglichkeiten und in GroRRbritannien waren 1 von 10 000
Krankenhausaufnahmen im Jahr 1995 durch Anaphylaxie bedingt (Pouyanne, P. et al.,
2000). Die Schwierigkeit bei der Diagnostik der Arzneimittelunvertraglichkeit rihrt vor
allem daher, dass hier nicht nur die fur Allergien typischen Reaktionen, wie Urticaria,
Angioddem oder Anaphylaxie auftreten, sondern, dass Arzneimittelallergien praktisch
alle klinischen Symptome imitieren kénnen (Weber-Mani, U. 2003). Dies macht den
Prozess der exakten Diagnosefindung umso schwieriger, und desto hilfreicher waren
hier geeignete Parameter, um das Vorhandensein und die Schweregrade der Allergien

der einzelnen Patienten zuverlassig abschéatzen zu kénnen.

1.1.4 Schwierigkeiten in der Allergiediagnostik

In den letzten Jahren wurden im Zuge der stetig voranschreitenden Allergieforschung
mehrere Ansatze geliefert, um neben Gesamt-IgE und spezifischem-IgE weitere
geeignete serologische Parameter fur die Allergiediagnostik zu erhalten. Prinzipiell
kénnen alle an der allergischen Entziindungsreaktion beteiligten Zellen solche
Parameter liefern. Friher untersuchte man z.B. die Freisetzung von Granulainhalt aus
basophilen Granulozyten durch die Messung mit Toluidin-Blau. Heute bestimmt man
deren Aktivierung mit Hilfe der Durchflusszytometrie, bei der die Expression von
Oberflachenmarkern wie CD63 und CD203 bei einer spezifischen, IgE-vermittelten,
allergischen Reaktion gemessen wird. (Knol, E.F. et al., 1991; Ocmant, A. et al., 2007;
Sanz, M.L et al.,, 2002). Die Bestimmung des aus Mastzellen und Basophilen
freigesetzten Histamins erlaubt die Diagnose einer Mastzellaktivierung im
Zusammenhang mit einer allergischen Reaktion oder als Zustand bei okkulter
Mastozytose. Allerdings ist die Messung wegen der kurzen Halbwertszeit des
Histamins in der Allergiediagnostik nur wahrend akuter Provokationen aussagekraftig
(Ring, J. 2004) und zudem sehr aufwendig, so dass sie nur flr wissenschaftlichen
Zwecke und nicht unbedingt fir den Klinikalltag geeignet ist. Ebenso verhélt es sich mit
der Bestimmung der Ausscheidung des Histaminmetaboliten N-Methyl-Histamin im
Urin. Mit der Analyse der Tryptasekonzentrationen im Serum nach Reaktion auf
verschiedene Substanzen, wie z.B. Insektengifte, Nahrungsmittel und Medikamente,
fand man schlieBlich einen Parameter, dessen Erhéhung signifikant mit dem
Schweregrad der Anaphylaxie korrelierte. Zumindest kann man damit Patienten, die

sowohl an Mastozytose, als auch an Insektengiftallergie leiden, einer Hochrisikogruppe
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zuordnen, die lebenslang hyposensibilisiert werden sollte (Ludolph-Hauser, D. et al.,
2001; Rueff, F. et al., 2006). Die von den Mastzellen freigesetzte Tryptase stellt somit
zwar einen relevanten, aber auch sehr speziellen Marker der Allergiediagnostik dar.
Die Frage nach einem generellen, objektivierbaren und anhand von anamnestischen
Angaben und klinischen Symptomen verifizierbaren Parameter des Schweregrades

einer Allergie, und der durch sie hervorgerufenen Anaphylaxie, bleibt offen.

1.1.5 Neutrophile Granulozyten bei allergischen Rea  ktionen

Neben den bisher genannten Effektorzellen allergischer Reaktionen sind auch die
neutrophilen Granulozyten wesentlich an der Entstehung der allergischen
Entzindungsreaktion beteiligt.

Neutrophile Granulozyten sind generell bekannt fur ihre Beteiligung an der Entstehung
von Abwehr- und Entziindungsreaktionen multipler Genese und es ist schwierig die
Rolle der Granulozyten als Ganzes zu erfassen. Ihr Verhalten unterliegt den stéandig
wechselnden Einflissen der Umgebung, die ihrerseits sehr komplex sein kénnen und
oftmals scheinbar widersprichliche Reaktionen hervorrufen. So tragen sie einerseits
durch ihre Phagozytosefahigkeit wesentlich zur Kérperabwehr bei, andererseits kénnen
sie aber auch durch die dafuir nétige Sezernierung von proteolytischen Enzymen sowie
Freisetzung reaktiver Sauerstoffmetabolite Gewebe zerstdren (Holgate, S.T. 1996).
Zahlreiche Arbeiten zeigen, dass z.B. beim allergischen Asthma zunachst neutrophile
Granulozyten ins Gewebe einwandern und erst sekundéar, mit einer Latenz von
mehreren Stunden bis Tagen, Eosinophile nachmigrieren (Alessandrini, F. et al., 2006;
Lommatzsch, M. et al., 2006). Dies lasst wiederum eine grof3ere Bedeutung der
Neutrophilen innerhalb der allergischen Entziindngsreaktion vermuten.

Die neutrophilen Granulozyten werden bei allergischen Reaktionen durch verschiedene
Mechanismen auf zellularer und humoraler Ebene aktiviert. So induzieren z.B. echte
Chemotaxine wie das Komplement-Anaphylatoxin Cba oder bestimmte
Bakterienprodukte wie FLMP (Feng, D. et al., 1998) nach der Bindung an spezifische
Neutrophilen-Rezeptoren deren gerichtete Migration zum Entziindungsherd. Ferner
kénnen diese Wirkung andere chemotaktische Zytokine, wie IL-8 (Fujimoto, K. et al.,
1999; Johnston, B. and Butcher, E.C. 2002; Ono, S.J. et al., 2003; Romero, D.G. et al.,
2006; Schuster, A. et al., 1995), aber auch Kallikreine und Kinine hervorrufen
(Holgate,S.T., 1996).
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Eine wesentliche Rolle in der Aktivierung neutrophiler Granulozyten spielen die
Mastzellen. Fir die Entstehung friher allergischer Entziindungen kommt ihnen eine
grol3e Bedeutung zu. Charakteristischer Weise werden sie durch Briickenbildung der
auf ihrer Zelloberflache exprimierten, hochaffinen IgE-Rezeptoren nach Bindung eines
Allergens aktiviert. Sie kbnnen aber auch durch nicht-immunologische Stimulation Gber
Substanz P, VIP, Somatostatin, Compound 48/80, Morphin und die Komplement-
Anaphylatoxine C5a und C3a Histamin freisetzen. Uber die genaue Funktion von
Mastzellen bei chronisch allergischen Entziindungsprozessen herrscht noch
Erkenntnisbedarf (Holgate, S.T., 1996). lhre Wirkungen auf die neutrophilen
Granulozyten sind jedoch bedeutend.

Mit Hilfe des von ihnen synthetisierten Leukotriens LTC4, welches die Permeabilitéat
postkapillarer Venolen steigert und unter anderem flr seine ausgepragte
bronchokonstriktorische Wirkung bekannt ist, bewirken die Mastzellen die Adhasion
neutrophiler Granulozyten am Endothel. Der Thrombozyten-aktivierende Faktor PAF
und das von ihnen ebenfalls synthetisierte IL-5 fordern die Migration der Neutrophilen.
Letzteres ist mit IL-3 und IL-4 auch fur die direkte Leukozytenaktivierung und damit fur

die Degranulation und Sezernierung neutrophiler Mediatoren verantwortlich.

1.1.6 Mediatoren neutrophiler Granulozyten

Betrachtet man neutrophile Granulozyten unter dem Elektronenmikroskop, so erkennt
man Zellen mit einem mittleren Durchmesser von 7 ym mit einem mehrfach gelappten
Kern. Das Zytoplasma der Neutrophilen enthalt zahlreiche Granula, die nach
Peroxidase-Farbung eine unterschiedliche Farbung zeigen. Man unterscheidet
demnach zwischen Peroxidase-positiven, azurophilen, und Peroxidase-negativen,
spezifischen Granula, die jeweils eine Vielzahl von Enzymen mit unterschiedlichen
Funktionen innerhalb der Immunabwehr enthalten. Eine Reihe von Proteinen ist dabei
fur die Abt6tung von Bakterien und die Phagozytose von Immunkomplexen und
Zelltrimmern wichtig. Zu diesen gehort z.B. die Myeloperoxidase, die in der Produktion
der toxisch-reaktiven Sauerstoffmetabolite in den Phagolysosomen eine Rolle spielt
(Holgate, S.T., 1996). Lysosomale Proteasen sind auch wesentlich am
Entzindungsgeschehen beteiligt. Sie werden im Laufe der Entziindungsreaktion an die
extrazellulare Umgebung abgegeben und kénnen so das Ausmall der
inflammatorischen Antwort des Organismus verstarken (Hocke-Kalbfleisch, U., 1996).

Eine Ubersicht Giber die Zusammensetzung des Granulainhalts zeigt Tab. 1.
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Granulainhalt humaner polymorphkerniger neutrophile

r Granulozyten

Azurophile Granula

Spezifische Granula

Mikrobizide Enzyme

Lysozym

Myeloperoxidase

Lysozym

Neutrale Proteasen

Elastase
Kollagenasen

Kathepsin G

Kollagenase

Saure Hydrolasen

Phosphatasen

Lipasen

Sulphatasen
Histonase

Kathepsin D
3-Glyzerophosphatase
Esterase
Neuraminidase

5'-Nukleotidase

Phosphatase

Sonstige

Bakterizides/Permaebilitéts-
induzierendes Protein
Defensine
Glykosaminoglykane
Chondroitinsulfat

Heparinsulfat

Laktoferrin

Vit.B 12-bindendes Protein
C3bi-Rezeptor

Cytochrom B

Flavoproteine

Tab. 1: Granulainhalt polymorphkerniger neutrophile

1.1.7 Polymorphkernige Granulozyten Elastase (PMN-E

Unter den lysosomalen Enzymen spielen vor allem die neutralen Proteinasen eine
wichtige Rolle im Entziindungsprozess. Von allen daran beteiligten Enzymen kommt
der PMN-Elastase die grofdte Bedeutung zu, da sie zur Verlaufsbeobachtung auf
Grund ihrer hohen enzymatischen Aktivitat am besten geeignet ist (Ohlemdller, H.,
1986). Die PMN-Elastase ist ein kationisches Glykoprotein mit einem Molekulargewicht
von 30 000 Dalton mit einer endopeptidolytischen Aktivitat fir verschiedene Proteine
(Shotton, D.M. and Hartley, B.S., 1973). Die natirlichen Substrate der PMN-Elastase

zeigt Tab. 2.

r Granulozyten

lastase)
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Proteinase Biologische Substrate

— Elastin, Kollagen 11l + IV, Proteoglykane,

Fibronektin

— Komplement-Faktoren (C3 + C5),

Elastase Immunglobuline

— Protein-Inhibitoren (AT Il, al- PIl)

— Transportproteine (Transferrin + Praalbumin)

Tab. 2: Auswahl biologischer Substrate der PMN-Elastas e

Physiologischer Weise dient die PMN-Elastase der Aufrechterhaltung des
Proteinkatabolismus, sowie dem Abbau von Stoffwechselprodukten und der
Phagozytose von Fremdorganismen (Jochum, M. et al., 1986). Ferner besitzt die PNM-
Elastase die Fahigkeit sowohl zur Hemmung zahlreicher humoraler Faktoren und
Proteinaseinhibitoren, als auch zur Zerstérung von Elastin, Kollagen und
Proteoglykanen  (Hocke-Kalbfleisch, U. 1996). Wahrend bei normalen
Phagozytosevorgdngen nur geringere Mengen an Proteinasen in den
Extrazellularraum abgegeben werden, kdénnen unter speziellen Bedingungen hohe
Konzentrationen in Gewebe und Blutbahn gelangen. Bisher wurde dies z.B. im
Rahmen entzindlicher Prozesse beobachtet (Jochum, M. et al., 1986). Dort werden die
Proteinasen dann an die im Plasma meist im Uberschuss vorhandenen Proteinase-
Inhibitoren gebunden und deaktiviert. Der al- Proteinaseinhibitor (al-Pl) ist dabei der
wichtigste Hemmstoff der PMN-Elastase. Dieser wird als Akutphaseprotein bei jeder
Entzindung gebildet und inhibiert die Elastase zu 90%. Die restlichen 10% werden
durch a2-Makroglobulin (a2-M) gehemmt (Hocke-Kalbfleisch, U. 1996).

1.1.8 Diagnostische Validitat der PMN-Elastase

Der PMN-Elastase kommt auf Grund ihrer Eigenschaft als rasch ansteigender Indikator
eines entzindungsauslésenden Reizes in verschiedensten Bereichen der Medizin
Bedeutung zu. So wird sie beispielsweise als Parameter zur Differenzierung chronisch
entziindlicher  Gelenkserkrankungen eingesetzt. Bei der Erkennung und

Verlaufskontrolle septischer Erkrankungen (Duswald, K.H. et al.,, 1985) oder
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bakterieller Infektionen ist die PMN-Elastase insofern aussagekraftig, als dass ihre
Plasmakonzentration dort stark mit der Schwere des Krankheitszustandes korreliert.
Ferner wird sie zur Einschatzung postoperativer und posttraumatischer Komplikationen
und (Hocke-Kalbfleisch, U. 1996) bei der Erkennung und Verlaufskontrolle septischer
Erkrankungen (Tanaka, H. et al., 1989) eingesetzt. Da die PMN-Elastase auch bei
Tumoren auf Grund des starken Gewebeumsatzes erhoht sein kann, bietet sie zudem
die Moglichkeit zur Differentialdiagnostik von tumorbedingten und entzindlichen
Grunderkrankungen, wie z.B. Leukdmien (Hastka, J. 1988). Neueste Studien heben
zudem ihre Bedeutung im Zusammenhang mit Proteinase 3 bei Typ-lll-
Immunreaktionen, wie z.B. der Arthus-Reaktion im Rahmen einer allergischen
Vaskulitis, hervor (Kessenbrock, K. et al., 2008).
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1.2 Fragestellung der Arbeit

Auf Grund der Ahnlichkeit der pathophysiologischen Prozesse bei Entziindungen und
allergischen Reaktionen und der Tatsache, dass in den oben genannten
Einsatzgebieten die Korrelation der Héhe des Elastasespiegels mit der Intensitat des
entziindlichen Stimulus und der Reaktion der neutrophilen Granulozyten auf diesen
Reiz bereits festgestellt wurde, stellte sich nun die Frage, inwieweit ein Anstieg der
PMN-Elastase bei anaphylaktischen Reaktionen zu verzeichnen ware, und ob dieser
dann mit dem Schweregrad der Allergie des einzelnen Patienten korreliert. Auf diese
Fragestellung hin sollten Patienten mit Allergien auf Bienen- und Wespengift,
Nahrungsmittel und Nahrungsmittelzusatzstoffe oder Medikamente wahrend ihres
stationdren Aufenthalts in der Klinik untersucht werden. Hierzu wurden Patienten mit
Bienen- oder Wespengiftallergie wahrend der stationdren Rush-Hyposensibilisierung
eingeschlossen und die PMN-Elastase jeweils vor Beginn und nach eventuellen
anaphylaktischen  Reaktionen bestimmt. Ebenso wurden Probanden mit
Nahrungsmittel-, Nahrungsmittelzusatzstoff-, oder Medikamentenunvertraglichkeit im
Rahmen einer Suchdiat, einer oralen Provokationstestung bei Verdacht auf
Idiosynkrasie (OPTI) oder einer Placebo-kontrollierten oralen Provokationstestung
provoziert und die PMN-Elastase jeweils vor und nach einem Anaphylaxieereignis
gemessen. Etwaige Unterschiede im Hinblick auf das Verhalten der Elastase innerhalb
der jeweiligen Gruppen sollten anschlieend in die Ergebnisdiskussion miteinbezogen

werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchspersonen

Es wurden 114 Patienten mit anamnestischen Verdacht auf
Unvertraglichkeitsreaktionen gegeniber Bienen- und Wespengift, Nahrungsmitteln,
Nahrungsmittelzusatzstoffen, Konservierungsstoffen und Arzneimitteln untersucht, die
sich zur Diagnostik der Unvertraglichkeitsreaktionen in stationdrer Behandlung
befanden.

Die Patienten wurden je nach Diagnose in drei groRe Gruppen (BW, N, M) unterteilt. In
der Gruppe ,BW" wurden alle Patienten zusammengefasst, bei denen bei bekannter
Bienen- oder Wespengiftallergie eine stationare Rush-Hyposensibilisierung
durchgefuhrt wurde. Gruppe ,N“ bezeichnet alle Patienten mit oraler Provokation durch
Nahrungsmittel oder Nahrungsmittelzusatze, und Gruppe ,M“ die Patienten mit
Medikamentenprovokation.

Im Nachhinein wurden alle Gruppen nach negativer (-) und positiver (+) Reaktion
unterteilt (siehe Tab. 3).

Gruppe | Merkmal

BW(+) Patienten mit Bienen-/Wespengift-Hyposensibilisierung mit Reaktion

BW (-) Patienten mit Bienen-/Wespengift-Hyposensibilisierung ohne Reaktion

Patienten mit oraler Provokation durch Nahrungsmittel oder Nahrungsmittelzusatze mit

N (+) ,
Reaktion

N Q) Patienten mit oraler Provokation durch Nahrungsmittel oder Nahrungsmittelzusatze ohne
Reaktion

M(+) Patienten mit Medikamentenprovokation mit Reaktion

M (-) Patienten mit Medikamentenprovokation ohne Reaktion

Tab. 3: Ubersicht Giber die Patientengruppen
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2.2 Versuchsbeschreibung
2.2.1 Hyposensibilisierung

Bei Patienten der Gruppe BW wurde unter arztlicher Kontrolle eine stationare
Hyposensibilisierung durchgefuhrt. Dabei wurde nach dem Schema der ,Schnell-
Hyposensibilisierung” (Ring, J. 2004) verfahren, bei dem die Patienten mit maximal drei
Injektionen pro Tag Uber durchschnittlich 5 Tage provoziert wurden.

Generell wird bei der Schnellhyposensibilisierung mit 0,1 ml von einem Hundertstel der
niedrigsten im Pricktest, bzw. einem Zehntel im Intrakutantest, positiven Konzentration
begonnen und Uber 0,1, 0,4 und 0,7 ml zur nachst héheren Konzentration gesteigert.
Die Reaktionen der Patienten bis zum Erreichen der Erhaltungskonzentration von
100pug wurden von arztlicher Seite dokumentiert. Sobald diese Konzentration
problemlos vertragen wurde, konnten die Patienten aus der stationdren Behandlung
entlassen und ambulant im Abstand von 2, 3 und 4 Wochen ambulant weiterbehandelt

werden.

2.2.2 Oraler Provokationstest

Patienten der Gruppen N und M wurden stationar und unter Puls- und
Blutdruckkontrolle oral provoziert. Dabei wurde bei den Patienten nach Durchfiihrung
einer Eliminationsdiat innerhalb eines symptomfreien Intervalls eine Provokationsreihe
im Sinne einer Suchdiat angeschlossen, die verschiedene Standardnahrungsmittel
umfasste (siehe Tab. 4). Danach erfolgte gegebenenfalls die orale Provokationstestung
bei Idiosynkrasie (OPTI) zum Ausschluss einer pseudoallergischen Reaktion (Ring, J.
2004). Hierfuir nahmen die Patienten das verdachtige Agens (siehe z.B. Tab. 5) in
Gelatinekapseln morgens ein. Die jeweilige Dosis richtete sich nach dem individuellen
Schweregrad der klinischen Symptomatik und wurde in 2-h-Intervallen gesteigert. Die
Provokationstestung erfolgte einfach-blind, wobei Titiandioxid-, oder Mannit-Silikat-
Kapseln als Placebo verwendet wurden. Im Verlauf der Provokation wurden objektive
und subjektive klinische Kriterien, wie z.B. Pulsfrequenz, Blutdruck oder Hautzeichen,

erfasst und die aufgetretenen Symptome von den Arzten und Patienten dokumentiert.
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Stufe 1: Milch und Milchprodukte
Stufe 2: Kohlehydrate und Gemuse
Stufe 3: Fleisch

Stufe 4: Gefligel und Ei

Stufe 5: Fisch und Meeresfriichte

Stufe 6: Gemischte Mahlzeiten mit Farb-

und Konservierungsstoffen

Tab. 4: Suchdiat fir Erwachsene (J. Ring, 2004)

Bei Patienten mit Medikamentenunvertraglichkeit (Gruppe M) wurden nach oben

genannten Bedingungen ebenfalls orale Provokationstestungen durchgefiihrt.

Tag 1: Tartrazin 10-50 PHB-Ester 500 mg

Tag 2: Farbenmischung |-
I: je 5mg
- Chinolingelb E104,
- Gelborange S110,
- Azorubin E122,
- Amaranth E123,
- Cochenillerot E124

II: je 5mg

- Erythrosin E127,
- Patentblau E131,
- Eisenoxide E172

Tab. 5: Substanzen des OPTI; Schema nach Ring und Przyb illa (J. Ring, 2004)
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Tab. 6 zeigt eine Ubersicht der verschiedenen Exponate in den jeweiligen Gruppen.

Gruppe Exponate N Sruppe Exponate n
BW Bienengift 5 M Decortin H 2
Wespengift 12 Dexomethason |1
Diclofenac 5
N Eigenes Saftprodukt |1 Doxycyclin 4
Acetylsalicylsaure 3 Fortecortin 1
Diclofenac 1 Ibuprofen 5
Koriander 1 Isocillin 1
Kummel 1 Latex 1
OPTI 6 Lidocain 2
Paracetamol 2 Mepivacain 4
Sellerie 1 Mirtazapin 1
Suchdiat 12 NaCl 1
Paracetamol+Codein | 1 Na-Salicylat 1
Thunfisch 1 Metamizol 3
Wurst 1 Piroxicam 4
Prednisolon 1
M Acetylsalicylsaure 12 Roxithromyin 4
Cefuroximaxetil 4 Oxidierte 2
Cellulose-Gaze
Ciprofloxacin 4 Ultracain 2
Clindamycin 3 Rofecixib 1
Cotrimoxazol 1 Prilocain 1

Tab. 6: Ubersicht tiber die verwendeten Exponate

2.2.3 Methodik

Jedem Patienten wurde innerhalb der Studie eine laufende Nummer zugeordnet.
Patienten, die wahrend der Studienlaufzeit zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten unter
jeweils verschiedenen Diagnoseschwerpunkten stationar aufgenommen worden waren,
wurden bei der zweiten Aufnahme mit einer neuen Nummer versehen. Fir jeden
Patienten waren mindestens zwei Blutabnahmen vorgesehen: Am Aufnahmetag vor

Beginn der Provokationen, bzw. Hyposensibilisierung (Probe A), und nach Beendigung
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der Testreihe (Probe D). Patienten, die reagierten, wurde zuséatzlich ca. 1 Stunde
(Probe B) und ca. 24 Stunden (Probe C) nach Reaktion Blut abgenommen, auch wenn

die Reaktionen als geringfugig oder als nur subjektiv eingestuft wurden.

2.2.3.1 ELISA (Enzyme-linked immuno sorbent assay)

Zur Ermittlung der Elastasekonzentrationen in den jeweiligen Patientenseren wurde ein
ELISA-Kit der Firma Milenia Biotec verwendet. Der Festphasen-Enzymimmunoassay
(ELISA) dient der quantitativen Bestimmung des Komplexes aus humaner PMN-
Elastase und dem al-Proteinase-Inhibitor (al-PI) im Plasma. Hierbei liegen die gegen
das zu bestimmende PMN-Elastase-Antigen gerichteten, spezifischen, polyklonalen
Antikérper (Huhnereigelb) als Festphase einer Mikrotiterplatte vor.

In diese mit Antikdrpern beschichtete Mikrotiterplatte werden Standards, Kontrollen und
Patientenproben pipettiert und 60 Minuten inkubiert. Die in der Probe vorhandene
PMN-Elastase bindet wahrenddessen an den Antikérper. Anschliel3end werden nicht
gebundene Probenkomponenten durch einen Waschschritt entfernt.

Als néchster Schritt wird ein zweiter, gegen al-Pl gerichteter und mit
Meerrettichperoxidase markierter Antikérper hinzu gegeben und ebenfalls 60 Minuten
inkubiert. Wahrend dieser Inkubation wird der an den ersten Antikbrper gebundene
PMN-Elastase/al-Pl Komplex von dem enzymmarkierten Antikdrper spezifisch erkannt
und es bildet sich ein Sandwich-Komplex aus. Uberschiissiges Enzymkonjugat wird
durch erneutes Waschen eliminiert.

Nach Zugabe eines chromogenen Substrates, 3,3'5,5'-Tetra-Methyl-Benzidin (TMB),
und 20-mindtiger Inkubation wird das Substrat vom gebundenen Enzym zu einem
farbigen Endprodukt (blau) umgesetzt. Zur Beendigung der Enzymreaktion wird 2 M
Salzsdure zugegeben. Dies &aufRert sich in einem Farbumschlag von blau nach gelb.
Die Farbintensitat ist zu der Konzentration an PNM-Elastase in den Proben direkt
proportional.

Die optische Dichte der Farblésung wird schlieBBlich mit einem Mikrotiterplatten-

Messgerat bei 450 nm gemessen (Referenzfilter 630 nm).

2.2.3.2 Testdurchfuhrung

Es wurden acht Standards erstellt. Dazu wurde der PMN-Elastase Standard (Konz.:

1000 ng/ml) in einer Verdinnungsreihe (1:2) mit Standard-/Proben-Puffer verdinnt, um
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Standards mit 1000, 500, 250, 125, 62,5, 31,3 und 15,6 ng/ml zu erhalten. Der
Standard-/Probenverdinnungspuffer diente dabei als Null-Standard (0 ng/ml).

Alle  Patientenproben  wurden vor Assaybeginn  1:100 mit Standard-
Probenverdiinnungspuffer verdinnt.

Eine ausreichende Anzahl an Vertiefungen der Mikrotiterplatte zum Ansatz von
Standards, Kontrollen und verdinnten Patientenproben wurde vorbereitet.
Anschlieend wurden zur Bestimmung der PMN-Elastase jeweils 100 pl Standards,
Kontrollen und verdinnte Patientenproben entsprechend der Plattenbelegung auf den
Boden der Vertiefungen pipettiert.

Die Mikrotiterplatte wurde bei Raumtemperatur (18-28 <€) auf einem Schiittler
inkubiert.

Die Uberstande der Vertiefungen wurden dekantiert und viermal mit jeweils 300 pl
Waschpuffer gewaschen. AnschlieRend wurden Flussigkeitsreste durch Ausklopfen
entfernt.

150 pl enzym-markierter Antikérper wurde zu jeder Vertiefung zugegeben.

Die Mikrotiterplatte wurde nochmals bei Raumtemperatur (18-28 <€) auf einem
Schiittler inkubiert.

Die Uberstande wurden erneut dekantiert und viermal jeweils mit 300 ul Waschpuffer
gewaschen. Die restliche Flussigkeit wurde durch sorgfaltiges Ausklopfen der Platte
entfernt.

In jede Vertiefung wurde 200 pl TMB-Substratldsung pipettiert.

Die Platte wurde 20 Minuten bei Raumtemperatur (18-28 C) im Dunkeln inkubiert.
Danach wurden 50 pl Stopp-LOsung in jede Vertiefung pipettiert und vorsichtig
vermischt.

Zum Schluss wurde die optische Dichte bei 450 nm entsprechend der Stabilitat der

Farbung der Lésung innerhalb von 15 Minuten gemessen.

2.3 Reagenzien und Material

Zur Probengewinnung und —Verarbeitung wurden folgende Gerate und Materialien
verwendet:

Rollmischgerat RM5, Pipettenspitzen Eppendorf Standard 10-100ul (gelb), Pipette
Eppendorf Varipette 50-250 pl (Srn.: 347448), Pipette Eppendorf Reference 100-1000
Ml (Srn.: 210802), Pipette Eppendorf Varipette 2-20 ul (gelb) (Srn.: 241540).
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Zur Durchfuhrung des ELISA wurde verwendet:

Mikrotiter-Platten-Photometer ,MRX" der Firma Dynex (Srn.: 20100), Microtiterplatten
.Jmmunoplate Maxi Sorb“ der Firma Nunc (Srn.: 439454), Wirbelmischer (Vortex)
-REAX 2000 der Firma Heidolph, Mikrotiterplatten-Schiittler ,Minishaker MS 2“ der
Firma Merck, Pipette Eppendorf Reference 10 — 1000 pl (gelb) (Srn.: 393558), Pipette
Eppendorf Multipette plus (Srn.: 10107499), Pipette Eppendorf Reference 100 — 1000
Ml (blau) (Srn.: 398483), Eppendorf Combitips plus 10 ml (Srn.: S11533P), sowie der
PMN-Elastase Kit ,MKEL 1“ der Firma Milenia Biotec (Bad Nauheim), der folgendes

enthielt;

Mikrotiter-Platte teilbar, beschichtet mit polyklonalem Huhnereigelb-Antikbrper gegen
humane PMN-Elastase (MELPL)

PMN-Elastase Standard in Serumpuffermatrix, enthalt aufgereinigten PMN-
Elastase/al-Pl Komplex (MEL 9)

PMN-Elastase-Kontrollen in Serumpuffermatrix (MELC1/2)
Standard-/Proben-Verdunnungspuffer (MSEL)

Enzym-markierter anti-al-Pl Antikorper, enthalt polyklonalen Kaninchen-Antikdrper,
markiert mit Meerrettichperoxidase (MEEL)

TMB-Substrat-Losung (3,3',5,5-Tetra-Methyl-Benzidin) in gepufferter Peroxid-Losung
(MTPS1)

Stopp-LOsung (enthalt 2 M Salzsaure) (MSTUN)

Waschldsung, gepuffert Konzentrat (10x) (MCTWSN)

Abdeckfolie (MVCF1)

2.4 Statistische Analyse

Die statistische Aufbereitung und Analyse der Daten wurde mit den Programmen
Microsoft Excel (Microsoft Inc., USA) und SPSS Version 14.0 (SPSS Inc. Chicago,
lllinois, USA) vorgenommen.

Alle Daten wurden zunéchst deskriptiv analysiert und auf fehlerhafte Eingaben wie z.B.
Extremwerte und Ausreil3er untersucht.

Fur quantitativ stetige Merkmale wurden Mittelwerte und Standardabweichungen
berechnet, sowie die Spannweiten (Minimal- und Maximal-Werte) angegeben. Um die

Verteilung metrisch skalierter Merkmale temporar zwischen zwei unabhangigen
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Gruppen zu vergleichen wurde der Mann Whitney-Test verwendet. Der Wilcoxon-Test
hingegen wurde zur Untersuchung zwei verbundener Stichproben auf Unterschiede
eingesetzt. Als nicht-parametrische Verfahren kodnnen der Mann-Whitney- bzw.
Wilcoxon-Test unabhangig von jeglichen Verteilungsannahmen vorgenommen werden
und erlauben damit insbesondere eine gegen Extremwerte unempfindliche Bewertung
von Verteilungsunterschieden.

Alle Tests wurden zu einem zweiseitigen Signifikanzniveau von 5% vorgenommen.

Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse kamen Boxplots, Punkt- und
Balkendiagramme zum Einsatz. Mit Hilfe von Boxplots kann die Verteilung
kontinuierlicher Merkmale reprasentativ illustriert werden. So sind neben dem Median
und den 25%- bzw. 75%-Perzentilen (Quartile) auch Ausreiller angegeben.
AusreiBerwerte  waren definiert als Werte aullerhalb des 1,5-fachen
Interquartilbereiches, gekennzeichnet durch ,0“. Als Extremwerte wurden
Beobachtungen  aullerhalb des  3-fachen Interquartilbereiches  gewertet,

gekennzeichnet durch ,*. Innerhalb der dargestellten Boxen (Interquartilsabstand)
liegen 50% der Beobachtungen. Zudem markieren die ober- und unterhalb des
Quartilekastens angebrachten Telegraphen jeweils den letzten, gerade noch innerhalb

der 1,5 fachen Boxenlange befindlichen, Wert.

In den verwendeten Balkendiagrammen sind die zeitlichen Verlaufe von Mittelwerten
dargestellt, die Standardabweichungen wurden dabei als Fehlerindikatoren wahlweise

nach oben oder nach unten aufgetragen.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Charakterisierung der Abnahmezeitpunkte

Die Elastasewerte wurden vor Beginn der Testungen (A-Wert), nach 1 Stunde (B-
Wert), nach 24 Stunden (C-Wert) und vor Entlassung aus dem stationaren Aufenthalt

(D-Wert) abgenommen.

A B C D
I | l l >
Zeit [h]
0 1 24 24 + x

Abb. 1: Darstellung der zeitlichen Verhaltnisse der Abnahmezeitpunkte

Da der B-Wert nur von 10 Patienten gewonnen werden konnte und sich statistisch kein
Unterschied fur die ZeitrAume bezlglich des B-Werts ergab, (siehe Tab. 7 und Tab. 8)
wurde er zu Gunsten der Ubersichtlichkeit im weiteren Verlauf in Tabellen und

Abbildungen nicht weiter erwéhnt.

Statistiken
N Perzentile
Giltig Fehlend | Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum 25 50 75
AB pct 10 0 10,3 64,94 -85,2 148,1 -29.6 6,6 395
BC_pct 10 0 322,7 610,58 -38,2 1681,6 -26,5 476 4761
AC_pct 10 0 5454 1148,36 -76,0 3335,6 -33,2 198 622,2

Tab. 7: Deskriptive Darstellung der Statistik bzgl. des B-Werts

AB_pct: Prozentuale Anderung von Zeitpunkt A zu Zeitpunkt B
AC_pct: Prozentuale Anderung von Zeitpunkt A zu Zeitpunkt C
BC_pct: Prozentuale Anderung von Zeitpunkt B zu Zeitpunkt C



3. Ergebnisse

24

BC_pct, AB_pct AC_pct, AB_pct AC_pct, BC_pct

p-Wert 0,131 0,131 0,432

Tab. 8: Darstellung der p-Werte nach Wilcoxon fird  en Vergleich unterschiedlichen Zeitrdume bzgl.
des B-Werts

Ein p-Wert von < 0,05 wurde als signifikant gewertet.

AB_pct: Prozentuale Anderung von Zeitpunkt A zu Zeitpunkt B

AC_pct: Prozentuale Anderung von Zeitpunkt A zu Zeitpunkt C

BC_pct: Prozentuale Anderung von Zeitpunkt B zu Zeitpunkt C

Der C-Wert wurde durchschnittlich nach 21,34 Stunden abgenommen, wobei das
Minimum bei 15 Stunden und das Maximum bei 30 Stunden lag. Der D-Wert wurde

nach 5,94 + 4,28 Tagen gewonnen.

Von den insgesamt 114 in die Studie aufgenommenen Patienten konnte nur bei 62
Patienten mindestens zwei Messwerte zu verschiedenen Zeitpunkten gewonnen
werden. Die Grinde dafir waren vor allem die oft kurzfristigen Entlassungen aus
stationdrem Aufenthalt nach Reaktion, da dann keine weiteren Testungen mehr
mdglich waren, ferner die manchmal vorzeitigen Entlassungen auf eigenen Wunsch
der Patienten, der haufig unglnstige Zeitpunkt der Reaktionen (einige Patienten
reagierten nachts, wodurch die Gewinnung von Blutproben erheblich erschwert wurde),
oder die Verlegung von Patienten in andere Krankenhauser zur Abklarung zusatzlicher,
nicht dermatologischer Befunde.

Tab. 9 zeigt eine Ubersicht iiber die Verteilung der gewonnenen Messwerte auf die
Patienten.

Anzahl der Messwerte pro Patient 1 5 3 4 5
n 52 44 11 7 114
% 45,61 | 38,6 | 9,65 | 6,14 | 100,00

Tab. 9: Darstellung der Anzahl der gewonnenen Messw  erte pro Patient

Da nur diese 62 Patienten im weiteren Verlauf der Studie interessant waren, wurden im

Folgenden nur deren Daten verwendet.
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3.2 Charakterisierung des Patientenguts
3.2.1 Alter und Geschlechterverteilung der Patiente n

Das betrachtete Patientengut bestand damit aus 42 Frauen und 20 Mannern. Das
Durchschnittsalter lag bei 46,1 + 15,7 Jahren, wobei der jingste Patient 15 Jahre alt
war und der alteste 85 Jahre. Hinweise auf Atopie fanden sich bei 16 Patienten (siehe

Tab. 10). Die Gruppe der Patienten mit Bienen-/Wespengifthyposensibilisierung (BW)
umfasste mit 10 Frauen und 7 Mannern insgesamt 17 Patienten mit einem
Durchschnittsalter von 44,0 + 16,0 Jahren. Die Patienten der Gruppe mit
Nahrungsmittel-, oder Nahrungsmittelzusatzstoffallergie bestand aus 9 Frauen und 9
Méannern, wobei das Durchschnittsalter hier 44,9 + 15,0 Jahren betrug. Die grofdte
Gruppe stellte die der Patienten mit Medikamentenallergie mit insgesamt 27
Mitgliedern dar, wovon 21 Frauen und 6 M&nner waren. Das Durchschnittsalter in

dieser Gruppe betrug 50,2 + 15,9 Jahre.
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3.2.2 Patienten mit atopischer Disposition

Pat. Nr. | Gruppe Allér.gfsche Asthmall AI.Iergis.cjhe Schwereg.rad Symptome Elastase- '
Rhinitis bronchiale | Disposition | der Reaktion veranderung in %
A-C A-D
1 BW () X - - — +1477,30
28 BW (-) X — — - +13,13
71 N (-) X - - - +43,62
12 N (-) X - - - +27,70
10 N (-) X — — - +50,81
104 N (-) X — — - +3,23
65 N () X - - - -57,71%
110 N (+) X X [ 1 +11,41% | -4,47*
7 N (+) X I 5 +12,73 |+10,51
S N (+) X I 2 7,97 +18,32
9 N (+) X I 13 -19,48
64 N (+) X I 1,2 92,09 [-94,33
73 M () X - - - -28,77
47 M () X - - - -50,02
4 M () X - - - -13,31
96 M (+) X 13 +4516 |—
> 16 13 4 2 (| 1,2,3,5

Tab. 10: Charakterisierung der Patienten mit Atopie

BW(+): Patienten mit Bienen-/ Wespengift-Hyposensibilisierung mit Reaktion

BW(-): Patienten mit Bienen-/Wespengifthyposensibilisierung ohne Reaktion

N(+): Patienten mit oraler Provokation durch Nahrungsmittel oder Nahrungsmittelzuséatze mit
Reaktion

N(-): Patienten mit Nahrungsmittel-, und Nahrungsmittelzusatzstoffallergie ohne
Reaktion

M(+): Patienten mit Medikamentenprovokation mit Reaktion

M(-): Patienten mit Medikamentenallergie ohne Reaktion

A-C: Zeitraum vor Provokation bis ca.24 h nach Reaktion
A-D: Zeitraum vor Provokation bis vor Entlassung aus stationdarem Aufenthalt
*Ausgangsbezugswert der Elastaseveranderung war der B-Wert (1 h nach Reaktion)

**Ausgangswert (A-Wert) wurde nach einer Woche Testung abgenommen

Eine Charakterisierung der Patienten mit atopischer Disposition bzgl. Der
aufgetretenen Symptome bei Reaktion un der Elastaseveranderung im Zeitraum A-C
und A-D zeigt Tab. 10.
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Ein Vergleich der Atopiker mit den Nicht-Atopikern beziiglich der Reaktionsstarke und
der prozentualen Verdnderung der Elastase im Verlauf der Testung ergab keine
Unterschiede (Tab. 10). Lediglich bei Patient Nr. 64 zeigte sich ein starker Abfall des
Elastasewertes (A-C:-92,09%; A-D:-94,33%). Dieser kam allerdings bei einem extrem

hohen Ausgangswert von A: 416,65 ng/ml zustande.

3.2.2.1 Statistik

Atopiker —
Nicht-Atopiker A C D AC_pct AD_pct Alter
p-Wert 0,941 0,166 0,487 0,455 0,530 0,425

Tab. 11: Darstellung der p-Werte nach Mann Whitney fur den Vergleich der unterschiedlichen
Zeitpunkte und Zeitraume bzgl. der Atopie

Ein p-Wert von < 0,05 wurde als signifikant gewertet.

AC_pct: Prozentuale Anderung von Zeitpunkt A zu Zeitpunkt C

AD_pct: Prozentuale Anderung von Zeitpunkt A zu Zeitpunkt D

A: Zeitpunkt vor Provokation

C: Zeitpunkt ca. 24 h nach Reaktion

D: Zeitpunkt bei Entlassung aus stationarem Aufenthalt
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3.3 Verteilung der Reaktionen innerhalb der Patient  engruppen

Die Verteilung der Reaktionen zeigte Unterschiede innerhalb der verschiedenen
Gruppen. Abb. 2 verdeutlicht die Verteilung der Patienten mit Reaktion in den

jeweiligen Gruppen.

100

B keine Reaktion
c\c 80
.E . .
2 60 | Reaktion
2
® 40
t
(]
> 20
0
BW N M
n=17 n=18 n=27
Gruppe

Abb. 2: Darstellung der Verteilung der Patienten mit Reaktion innerhalb der einzelnen Kategorien
BW, N und M

BW = Patienten mit Bienen-/Wespengifthyposensibilisierung
N = Patienten mit Nahrungsmittel-, und Nahrungsmittelzusatzstoffallergie

M = Patienten mit Medikamentenallergie

In der Gruppe der Patienten mit Bienen-/Wespengifthyposensibilisierung reagierten
23,52% der Patienten systemisch. Damit liegt die Haufigkeit im Bereich des erwarteten
Bereichs von 3-35% (Ring, J. 2004).

Etwas hoher lag der prozentuale Anteil der Reaktionen in den anderen beiden
Gruppen. Von den Patienten mit Nahrungsmittel-, und
Nahrungsmittelzusatzstoffprovokation reagierten genau 50%, bei den Patienten mit
Medikamentenprovokation 48,14%. In der Gruppe M wurde allerdings nur in seltenen
Fallen das anamnestisch suspekte Agens exponiert, da die Patienten oftmals primér
zur Testung der Vertraglichkeit von Ausweichpréparaten einbestellt waren. Insgesamt
wurde nur bei 19 Patienten die eigentliche Problemsubstanz getestet. In den restlichen
Fallen beschrankte sich die Testung auf Standard-Substanzen des OPTI (siehe Tab. 5)
und mogliche Ausweichpraparate. Hieraus erklart sich vermutlich auch die relativ

geringe Anzahl an starkeren anaphylaktoiden Reaktionen.
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Tab. 12 zeigt eine Ubersicht der Symptome der Patienten bei Reaktion.

Elastase zum
Pat.Nr. | Gruppe | Symptome b Schweregrad 2 Zeitpunkt C AC_pct Exponat
[ng/ml]
3 BW(+) |1,2 Il 18,57 -85,85 Venomil Bienengift 40 ug
5 N(+) 2 Il 17,33 -7,97 Suchdiat Stufe 6
9* N(+) 1,3 | 46,72 -19,48 OPTI (Kaliummetabisulfit)
14 BW(+) |1,2 Il 43,08 42,37 Venomil-Wespengift 70 ug
23 M(+) 1 | 67,2 140,00 Paracetamol
24 N(+) 1 | 25,53 -16,35 Thunfisch
25 M(+) 1 | 50,47 20,11 Acetylsalicylsaure
32 M(+) 2,5 Il 802,89 3555,55 Lidocain
40 M(+) 3,5 Il 500,64 1910,60 Clindamycin
43 BW(+) ]1,2,3 Il 64,36 -76,00 Bienengift 40 pg
49* M(+) 1 | 31,21 -61,85 Placebo
52 M(+) 0 0 57,64 32,84 Ibuprofen
57 BW(+) ]1,2,3 Il 49,19 40,10 Venomil-Wespengift 70 ug
63 M(+) 2 Il 76,63 41,70 Mepivacain
64 N(+) 1,2 Il 32,94 -92,09 Suchdiat Stufe 1
69 M(+) 1 0 46,89 26,15 Acetylsalicylsaure
77 N(+) 5 I 35,51 12,73 OPTI (Na-Benzoat)
78 M(+) 4 Il 27,39 -35,45 Acetylsalicylséure
81 M(+) 2,4 1l 19,56 -20,52 Diclofenac
82 M(+) 3 | 52,27 192,67 Oxidierte Cellulose-Gaze
89 M(+) 2,3,4 1l 31,36 -2,79 Acetylsalicylsaure
96 M(+) 1,2,4 1l 38,38 45,16 Paracetamol
105* | N(+) 1,4 1l 30,69 -2,63 OPTI Tartrazin/PHB Ester
106** | N(+) 1,2,3,5 Il 34,37 24,26 Amaranth
110* | N(+) 1 | 28,9 11,41 OPTI (Kaliummetabisulfit)
116% | N(+) 1,25 I 20,14 -32,39 OPTI (Na-Benzoat)
=26 MW: MW:
90,5£179,24 217,01+£778,81

Tab. 12: Ubersicht der Symptome, Schweregrade und Exp

BW/(+) = Patienten mit Bienen-/ Wespengift-Hyposensibilisierung mit Reaktion

onate aller Patienten mit Reaktion

N(+) = Patienten mit oraler Provokation durch Nahrungsmittel oder Nahrungsmittelzusatze mit Reaktion
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M(+) = Patienten mit Medikamentenprovokation mit Reaktion
AC_pct: Prozentuale Anderung von Zeitpunkt A zu Zeitpunkt C

1) Symptomeinteilung:
0 = unspezifische Reaktion
1 = Hautreaktion
2 = Herz-, Kreislaufsymptomatik
3 = Quinckesymptomatik
4 = Asthmatische Reaktion
5 = Ubelkeit

2) Einteilung der Schweregrade nach der Skala von Ring und Me3mer 1977 (J. Ring, 2004):
* D-Wert, da kein C-Wert abgenommen werden konnte
** B-Wert statt A-Wert

Insgesamt traten bei 16 Patienten Hautreaktionen auf, bei 13 Probanden konnten
Herz-, Kreislaufbeschwerden beobachtet werden. Mit einer Quinckesymptomatik
reagierten 7 Personen, asthmatische Reaktionen kamen bei 4 und Ubelkeit bei
insgesamt 5 Patienten vor.

7 mal waren Reaktionen mit Schweregrad | vertreten, 17 mal hingegen mit
Schweregrad Il.  HOhergradige  Reaktionen  wurden nicht  beschrieben.
Gruppenspezifisch traten in Gruppe BW(+) Hautreaktionen, Herzkreislauf-, und
Quinckesymptomatik als Reaktionen auf, in den Gruppen N(+) und M(+) wurden

zudem noch Asthma und Ubelkeit verzeichnet.
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3.4 Verhalten der PMN-Elastase zu den Zeitpunkten A, Cund D

Zur Verdeutlichung des Verhaltens der PMN-Elastase zu den Zeitpunkten A, C und D,
bzw. im Zeitraum A-C und A-D, wurden neben den Saulendiagrammen zur Darstellung
der arithmetischen Mittelwerte sowohl Boxplots als auch Punktdiagramme verwendet,
da die Boxplots bei bestimmten Kategorien mit niedriger Fallzahl, besonders in der

Kategorie BW(+), die Verhaltnisse nicht ideal wiedergeben.

3.4.1 Vergleich mannliche und weibliche Probanden

500

£ 3

450 |

300

250

Elastase [ng/ml]

150

100

50 -

A Cc D
Zeitpunkt

Abb. 3: Darstellung der arithmetischen Elastasemitte lwerte bei Frauen und Mannern zu den
Zeitpunkten A, C und D
A: Zeitpunkt vor Provokation

Zeitpunkt ca. 24 h nach Reaktion

C
D: Zeitpunkt bei Entlassung aus stationarem Aufenthalt
m mannlich

w

weiblich
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Elastase [ngimil]

Geschlachit
Abb. 4: Darstellung der PMN-Elastasewerte fir Manner  und Frauen zum Zeitpunkt D

m: mannlich

W weiblich

Abb. 3 vergleicht die arithmetischen Elastasemittelwerte bei Mannern und Frauen zu
den Zeitpunkten A, C und D. Mit Ausnahme des Zeitpunkts C zeigten die Mittelwerte
von Méannern und Frauen ein ahnliches Ergebnis. Der Uberschiel3ende Wert der
Frauen zum Zeitpunkt C geht vor allem auf die Ausreil3erwerte der Patienten Nr.32
(802,89 ng/ml) und Nr.40 (500,64 ng/ml) zurick, daher auch die GrofRe des
Fehlerindikatorbalkens. Zu erwéhnen ist auch noch die unterschiedliche Verteilung der
Méanner (n=4) und Frauen (n=20) zu diesem Zeitpunkt, wodurch ein Vergleich der

Geschlechter erschwert wird.

Abb. 4 beschreibt die Darstellung der PMN-Elastasewerte fir Manner und Frauen zum
Zeitpunkt D.

Statistisch ergab sich nur eine Signifikanz beim Vergleich Frauen gegen Manner zum
Zeitpunkt D (Tab. 13 und Tab. 14). Die klinische Relevanz dieses Ergebnisses ist
jedoch fraglich, da kein signifikanter Unterschied zu allen Zeitpunkten festgestellt
werden konnte. Somit erscheint ein geschlechtsspezifischer Unterschied der

Elastasewerte eher unwahrscheinlich.
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3.4.1.1 Statistik

m/w

A C D AC_pct AD_pct Alter

p-Wert

0,366 0,877 0,008 0,112 0,362 0,988

Tab. 13: Darstellung der p-Werte nach Mann Whitney fur den Vergleich der unterschiedlichen

Zeitpunkte und Zeitrdume bzgl. des Geschlechts

Ein p-Wert von < 0,05 wurde als signifikant gewertet.

AC_pct: Prozentuale Anderung von Zeitpunkt A zu Zeitpunkt C
AD_pct: Prozentuale Anderung von Zeitpunkt A zu Zeitpunkt D
A: Zeitpunkt vor Provokation
C Zeitpunkt ca. 24 h nach Reaktion
D: Zeitpunkt bei Entlassung aus stationarem Aufenthalt
m mannlich
w weiblich
Statistics
N Percentiles
Geschlecht |  Valid Missing Mean | Std. Deviation | Minimum | Maximum 25 50 75
A m 20 0 50,9 533 12,3 268,2 298 389 56,7
w 42 0 48,0 62,1 179 46,7 264 315 45,6
C m 4 16 434 17,2 214 64,4 284 409 60,9
w 20 22 99,9 1957 173 802,9 26,4 36,9 56,3
D m 19 1 58,5 41,2 28,0 193,9 335 46,7 58,2
W 36 6 43 30,3 176 165,1 26,6 343 430
AC m 4 16 -2 4 -8 2 -7 -2 A
w 20 22 2,8 84 -9 334 -1 2 A
AD m 19 1 11 35 -8 14,8 -1 0 o]
w 36 6 2 9 -9 43 -2 0 2
Ater - m 20 0 46,4 15,8 15,0 85,0 36,0 445 56,3
w 42 0 46,0 15,9 16,0 72,0 298 51,5 60,3

Tab. 14: Deskriptive Darstellung der Statistik nach Geschlecht

Zeitpunkt vor Provokation

Zeitpunkt ca. 24 h nach Reaktion

Zeitpunkt bei Entlassung aus stationarem Aufenthalt
mannlich

weiblich

Zeitraum vor Provokation bis ca. 24 h nach Reaktion

Zeitraum vor Provokation bis zur Entlassung aus stationarem Aufenthalt
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3.4.2 Vergleich Patientengruppen mit Reaktion und 0 hne Reaktion

450 — 450 .
400 — 400 | .
350 350 .
E 300 300 |
=)
s
o 250 250
»
3
8 200 200 |
w
150 150 ]
100 — 100
50 50 —
0 0
A D A C D
Zeitpunkt Zeitpunkt

Abb. 5: Arithmetische Elastasemittelwerte der einzel nen Kategorien zu den Zeitpunkten A, C und D

Links sind die Gruppen ohne Reaktion zu den Zeitpunkten A und D dargestellt, rechts die Gruppen mit
Reaktion zu den Zeitpunkten A, C und D.

BW: Patienten mit Bienen-/Wespengifthyposensibilisierung

N: Patienten mit Nahrungsmittel-, und Nahrungsmittelzusatzstoffallergie
M: Patienten mit Medikamentenallergie

A: Zeitpunkt vor Provokation

C: Zeitpunkt ca. 24 h nach Reaktion

D: Zeitpunkt bei Entlassung aus stationarem Aufenthalt

Abbildung 5 vergleicht die arithmetischen Elastasemittelwerte der einzelnen Gruppen
ohne Reaktion mit denen der Gruppen mit Reaktion zu den unterschiedlichen
Zeitpunkten.

Die Mittelwerte stellen sich zum Zeitpunkt A in allen Untergruppen ohne Reaktion
etwas niedriger dar als zum Zeitpunkt D. Insgesamt lagen die Mittelwerte der einzelnen
Untergruppen, mit Ausnahme der Gruppen (BW) zum Zeitpunkt A und (M) zum
Zeipunkt C, an beiden Zeitpunkten nah beieinander und waren nur geringfugig
unterhalb des fir die PMN-Elastase angegebenen Normmittelwerts von 60,9 ng/ml

[Milenia, Biotec] angesiedelt.

z
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Vor allem zu den Zeitpunkten A und C wird eine Diskrepanz der Gruppen mit Reaktion
zu denen ohne Reaktion deutlich. Diese beruht auf stark tberh6hten Ausreil3erwerten.
Bei Patienten der Gruppe BW(+) zeigte sich auf Grund der Werte der Patienten Nr.3
(131,25 ng/ml) und Nr. 43 (268,21 ng/ml) eine grof3e Streuung der Werte zum
Zeitpunkt A (siehe Tab. 10 ff).

Der hohe Mittelwert der Gruppe M(+) zum Zeitpunkt C ergab sich auf Grund der Werte
der Patienten Nr. 32 (802,89 ng/ml) und Nr. 40 (500,64 ng/ml). Somit beeinflussten in
beiden Gruppen vor allem Ausreiler mit deutlich erhéhten Werten den Mittelwert, so

dass dessen Signifikanz eingeschrankt ist.

3.4.2.1 Patientengruppen mit Reaktion

M A
300
Hc
800 * wo
250
600 200
= . 150
& 400
8
(/]
©
o 100

200

RIRL DR

. = -;--p% é*$

T T T T T T
BW(+) N(+) M(+) BW(+) N(+) M(+)

Abb. 6: Darstellung der absoluten PMN-Elastasewerte d  er Patientengruppen mit Reaktion zu den
Zeitpunkten A, C und D

Links werden die Verhéltnisse auf der fiir die Maximalwerte erforderlichen Skala beschrieben, rechts wird

zugunsten der Ubersicht der Ausschnitt Teil bis 300 ng/ml gewahlt.

BW(+): Patienten mit Bienen-/ Wespengift-Hyposensibilisierung mit Reaktion

N(+): Patienten mit oraler Provokation durch Nahrungsmittel oder Nahrungsmittelzusétze mit
Reaktion

M(+): Patienten mit Medikamentenprovokation mit Reaktion

A: Zeitpunkt vor Provokation

C: Zeitpunkt ca. 24 h nach Reaktion

D: Zeitpunkt bei Entlassung aus stationarem Aufenthalt
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Abb. 7: Darstellung der PMN-Elastase-Einzelwerte der Pa  tientengruppen mit Reaktion zu den

Zeitpunkten A, C und D

Links werden die individuellen Ergebnisse auf der fir die Maximalwerte erforderlichen Skala bis 1000

ng/ml beschrieben, rechts wird zugunsten der Ubersicht der Ausschnitt Teil bis 300 ng/ml gewahlt. Die

gestrichelte, horizontal verlaufende Linie markiert dabei den fur die PMN-Elastase angegebenen Normwert

von 60,9 ng/ml [Milenia Biotec].

BW(+):

N(+):

M(+):

Patienten mit Bienen-/ Wespengift-Hyposensibilisierung mit Reaktion

Patienten mit oraler Provokation durch Nahrungsmittel oder Nahrungsmittelzusétze mit
Reaktion

Patienten mit Medikamentenprovokation mit Reaktion

Zeitpunkt vor Provokation

Zeitpunkt ca. 24 h nach Reaktion

Zeitpunkt bei Entlassung aus stationarem Aufenthalt

PMN-Elastase Normwert [Milenia Biotec].

Betrachtet man Abb. 6 und Abb. 7, so stellt man fest, dass die Wertespektren und

Mediane der unterschiedlichen Gruppen, mit Ausnahme der Uberhthten Werte der

Gruppen BW(+) zum Zeitpunkt A und der Gruppe M(+) zum Zeitpunkt C, zu allen

Zeitpunkten sehr homogen waren.
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Schlusselt man die PMN-Elastasewerte der Patienten mit Bienen-oder
Wespengifthyposensibilisierung zum Zeitpunkt A im Hinblick auf die maximal tolerierten
Giftkonzentrationen auf (Abb. 8), so zeigt sich, dass der Patient mit der geringsten
tolerierten Giftdosis von 40 pg auch den hdchsten Ausgangswert aller reagierenden
Personen zum Zeitpunkt A zeigte. Probanden mit Reaktionen bei 70 pg lieRen
geringere Werte erkennen. Der hochste Wert trat jedoch bei einem Patienten ohne
Reaktion auf, der 100 pg Bienengift problemlos vertrug, wobei die Ubrigen mit

erfolgreicher  Hyposensibilisierung deutlich niedrigere  Elastasekonzentrationen

aufwiesen.
[
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Patientengruppen nach maximal tolerierter Bienen- od.
Wespengiftmenge

Abb. 8: Darstellung der Elastaseausgangswerte zum Ze  itpunkt A der Patienten der Kategorie BW(+)
und BW(-) geordnet nach maximal tolerierter Giftmen  ge

Patienten die der Gruppe 40 ug und 70 ug zugeordnet sind zeigten eine Reaktion bei
der angegebenen Dosis, Probanden mit einer tolerierten Giftmenge von 100 ug

reagierten nicht wahrend der Hyposensibilisierung.
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3.4.2.2 Patientengruppen ohne Reaktion
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Abb. 9: Darstellung der absoluten PMN-Elastasewerte d  er Patientengruppen ohne Reaktion zu den
Zeitpunkten A und D

Abgebildet sind die Ergebnisse der Patienten zu den Zeitpunkten A und D auf einer eingeschréankten Skala
bis 200 ng/ml.

BW(-): Patienten mit Bienen-/Wespengifthyposensibilisierung ohne Reaktion

N(-): Patienten mit Nahrungsmittel-, und Nahrungsmittelzusatzstoffallergie ohne
Reaktion

M(-): Patienten mit Medikamentenallergie ohne Reaktion

A: Zeitpunkt vor Provokation

D: Zeitpunkt bei Entlassung aus stationarem Aufenthalt
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Abb. 10: Darstellung der PMN-Elastase-Einzelwerte de  r Patientengruppen ohne Reaktion zu den
Zeitpunkten A und D

Abgebildet sind die Einzelergebnisse der jeweiligen Patienten zu den Zeitpunkten A und D auf einer
eingeschrankten Skala bis 250 ng/ml. Die gestrichelte, horizontal verlaufende Linie markiert dabei den fir

die PMN-Elastase angegebenen Normwert von 60,9 ng/ml [Milenia Biotec].

BW(-): Patienten mit Bienen-/Wespengifthyposensibilisierung ohne Reaktion

N(-): Patienten mit Nahrungsmittel-, und Nahrungsmittelzusatzstoffallergie ohne
Reaktion

M(-): Patienten mit Medikamentenallergie ohne Reaktion

A: Zeitpunkt vor Provokation

D: Zeitpunkt bei Entlassung aus stationarem Aufenthalt

PMN-Elastase Normwert [Milenia Biotec]

Die Abb. 9 und Abb. 10 zeigen ebenfalls eine sehr &hnliche Werteverteilung der
einzelnen Gruppen zu den Zeitpunkten A und D.

Die Einzelwerte und Mediane sind, ahnlich der Patientengruppen mit Reaktion, etwas
oberhalb des PMN-Elastasenormwertes angesiedelt. Die Ausrei3erwerte stammen aus
den Gruppen BW(-) und M(-), wobei ein Wert der Gruppe BW(-) tber 400 ng/ml zum
Zeitpunkt A lag und in dieser Darstellung nicht erfasst wird (siehe Abb. 8).
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3.5 Relative Veranderung der PMN-Elastase

3.5.1 Patientengruppen mit Reaktion

Zeitraum A-C

12,50% 12,50%
unverandert < 10 %
maRig erhéht 10 — 50 %

16,66% stark erhéht > 50 %

maRig erniedrigt 10 — 50 %

BEOD®EOAO

stark erniedrigt > 50 %
41,66%
16,66%

Abb. 11: Darstellung der Verteilung der relativen PM  N-Elastaseveranderungen im Zeitraum A-C der
Patientengruppen mit Reaktion (n=24)

A-C: Zeitraum vor Provokation bis ca. 24 h nach Reaktion

Zeitraum A-D

2,70%

unverandert < 10 %
maRig erhéht 10 — 50 %
stark erhéht > 50 %

63,11% maRig erniedrigt 10 — 50 %

EO0®EDOO

19,44% stark erniedrigt > 50 %

16,66%

Abb. 12: Darstellung der Verteilung der relativen PM  N-Elastaseverdnderungen im Zeitraum A-D der
Patientengruppen ohne Reaktion (n=36)

A-D: Zeitraum vor Provokation bis zur Entlassung aus stationdrem Aufenthalt

Abb. 11 und Abb. 12 zeigen den Anteil an Elastaseerhohungen und —erniedrigungen
der Patienten mit Reaktion im Zeitraum A-C und der Patienten ohne Reaktion im
Zeitraum A-D. Abb. 11 verdeutlicht, dass 58,32% in der Zeitspanne A-C eine Zunahme
der PMN-Elastase aufwiesen. Dieser Anteil fallt bei den Personen ohne Reaktion im
Zeitraum A-D mit 36,10% geringer aus (Abb. 12). Interessant ist auch die

Beobachtung, dass der Anteil an unverénderten Elastasewerten im Zeitraum A-D



3. Ergebnisse 41

63,11% ausmacht, wohingegen es im Zeitraum A-C nur 12,50% sind. Die Verteilung
der Verminderungen fallt in beiden Kategorien jedoch nahezu gleich aus.
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Abb. 13: Darstellung der relativen PMN-Elastaseverand  erung der Patientengruppen mit Reaktion im
Zeitraum A-D und A-C

Links werden die Verhéltnisse auf der fur die Maximalwerte erforderlichen Skala beschrieben, rechts wird
zugunsten der Ubersicht der Ausschnitt bis 250% Veranderung gewahlt.

AC_pct: Prozentuale Anderung von Zeitpunkt A zu Zeitpunkt C

AD_pct: Prozentuale Anderung von Zeitpunkt A zu Zeitpunkt D

BW(+): Patienten mit Bienen-/ Wespengift-Hyposensibilisierung mit Reaktion
N(+): Patienten mit oraler Provokation durch Nahrungsmittel oder Nahrungsmittelzusétze mit
Reaktion

M(+): Patienten mit Medikamentenprovokation mit Reaktion
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Abb. 14: Darstellung der einzelnen relativen PMN-Ela  staseveranderungen der Patientengruppen
mit Reaktion zu den Zeitpunkten A, C und D

Links werden die individuellen relative Veranderung auf der fiir die Maximalwerte erforderlichen Skala bis
4000 ng/ml beschrieben, rechts wird zugunsten der Ubersicht der Ausschnitt Teil bis 250% gewahlt.
AC_pct: Prozentuale Anderung von Zeitpunkt A zu Zeitpunkt C

AD_pct: Prozentuale Anderung von Zeitpunkt A zu Zeitpunkt D

BW(+): Patienten mit Bienen-/ Wespengift-Hyposensibilisierung mit Reaktion

N(+): Patienten mit oraler Provokation durch Nahrungsmittel oder Nahrungsmittelzusétze mit
Reaktion

M(+): Patienten mit Medikamentenprovokation mit Reaktion

Aus den Abb. 13 und Abb. 14 geht hervor, dass es, abgesehen von den
Ausreilerwerten, nur kleinere Schwankungen beziglich der relativen Veranderungen
der PMN-Elastasewerte innerhalb der Gruppen BW(+) und N(+) in den Zeitraumen A-C
und A-D gibt. Die Personen der Kategorie M(+) zeigen allerdings ein gréf3eres
Wertespektrum mit mehreren PMN-Elastaseverénderungen. Eine genaue Auflistung
der Statistiken fur die prozentuale Elastaseveranderung in den jeweiligen Zeitraumen
beschreiben Tab. 15ff.
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3.5.2 Patientengruppen ohne Reaktion
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Abb. 15: Darstellung der relativen PMN-Elastasewerte  der Patientengruppen ohne Reaktion zu den
Zeitpunkten A und D

Links werden die individuellen relative Veranderung auf der fir die Maximalwerte erforderlichen Skala bis
1500% beschrieben, rechts wird zugunsten der Ubersicht der Ausschnitt Teil bis 250% gewahlt.
AD_pct: Prozentuale Anderung von Zeitpunkt A zu Zeitpunkt D

BW(-): Patienten mit Bienen-/Wespengifthyposensibilisierung ohne Reaktion
N(-): Patienten mit Nahrungsmittel-, und Nahrungsmittelzusatzstoffallergie ohne
Reaktion

M(-): Patienten mit Medikamentenallergie ohne Reaktion
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Abb. 16: Darstellung der einzelnen relativen PMN-Ela  staseveranderungen der Patientengruppen
ohne Reaktion im Zeitraum A-D

Links werden die individuellen relative Veranderung auf der fiir die Maximalwerte erforderlichen Skala bis
1500% beschrieben, rechts wird zugunsten der Ubersicht der Ausschnitt Teil bis 250% gewahlt.
AD_pct: Prozentuale Anderung von Zeitpunkt A zu Zeitpunkt D

BW(-): Patienten mit Bienen-/Wespengifthyposensibilisierung ohne Reaktion

N(-): Patienten mit Nahrungsmittel-, und Nahrungsmittelzusatzstoffallergie ohne
Reaktion

M(-): Patienten mit Medikamentenallergie ohne Reaktion

Bei der Betrachtung der Abb. 15 und Abb. 16 zeigt sich ein homogenes Bild der
prozentualen Veranderungen der PMN-Elastase im Zeitraum A-D bei allen Gruppen,
sofern man auch hier die Ausrei3erwerte aul3er Acht Iasst.

Die Mediane der einzelnen Gruppen liegen im Vergleich zu den Patientengruppen mit
Reaktion (Abb. 13 und Abb. 14) noch ndher beisammen und sind im Bereich zwischen
-8,00% und +10,00% angesiedelt (Tab. 15ff).
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3.5.3 Statistik
Statistiken
Perzentile
Reaktion Kategorie|  Gilltig Fehlend | Mittelwert | Standardabweichung | Minimum | Maximum 25 50 75
ja A BW(+) 4 0 116,2 111,50 303 268,2 N5 832 2340
N(+) 9 0 745 128,75 18,8 46,7 26,8 305 448
M(+) 13 0 37,7 18,41 17,9 81,8 248 323 48,7
¢ BW(+) 4 0 438 19,05 18,6 64,4 2.7 46,1 60,6
N(+) 8 1 282 6,66 17,3 35,5 215 298 34,0
M(+) 12 1 1476 244,69 19,6 8029 33,1 514 743
D BW(+) 3 1 42,0 12,90 271 495 27,1 494 495
N(+) 7 2 306 8,65 223 46,7 236 281 348
M(+) 9 4 52,1 44,34 19,0 165,1 273 412 54.4
AC_pct  BW(+) 4 0 -20,0 70,56 -86,0 420 -835 -18,0 415
N(+) 8 1 -12,9 36,56 92,0 24,0 28,0 -55 12,5
M(+) 12 1 4739 1050,98 -35,0 3336,0 28 375 1798
AD_pct  BW(+) 3 1 -14,0 7292 -82,0 63,0 -82,0 -23,0 63,0
N(+) 7 2 -10,7 39,90 94,0 240 -19,0 -4,0 18,0
M(+) 9 4 35 82,35 62,0 205,0 275 4,0 78,8
nein A BW(-) 13 0 448 16,26 12,3 674 28 447 59,5
N(-) 9 0 418 18,21 204 81,5 30,0 38,7 50,7
M(-) 14 0 323 1248 208 69,9 244 217 38,7
C BW(-) 0 13
N(-) 0 9
M(-) 0 14
D BW(-) 13 0 55,1 44,23 26,6 193,9 31,5 46,6 535
N(-) 9 0 428 16,96 30,7 839 33,2 36,1 475
M(-) 14 0 49,1 39,97 17,6 139,2 243 34,7 52,1
AC pct  BW(-) 0 13
N(-) 0 9
M(-) 0 14
AD_pct BW(-) 13 0 109,0 412,17 470 1477,0 25,5 -8,0 320
N(-) 9 0 10,6 33,11 -58,0 51,0 6,5 10,0 370
M(-) 14 0 70,7 161,48 -50,0 4270 148 20 743
Tab. 15: Deskripitve Darstellung der Statistik nach Kategorien

AC_pct: Prozentuale Anderung von Zeitpunkt A zu Zeitpunkt C

AD_pct: Prozentuale Anderung von Zeitpunkt A zu Zeitpunkt D

BW (+): Patienten mit Bienen-/Wespengifthyposensibilisierung mit Reaktion

BW(-): Patienten mit Bienen-/Wespengifthyposensibilisierung ohne Reaktion

M(+): Patienten mit Medikamentenallergie mit Reaktion

M(-): Patienten mit Medikamentenallergie ohne Reaktion

N(+): Patienten mit Nahrungsmittel-, und Nahrungsmittelzusatzstoffallergie mit Reaktion
N(-): Patienten mit Nahrungsmittel-, und Nahrungsmittelzusatzstoffallergie ohne Reaktion
A: Zeitpunkt vor Provokation

C: Zeitpunkt ca. 24 h nach Reaktion

D: Zeitpunkt bei Entlassung aus stationarem Aufenthalt
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Vergleich Kategorie A C D AC_pct AD_pct
BW(+), N(+) |0,199 0,154 0,183 0,808 0,833
BW(+), M(+) |0,194 0,582 0,787 0,279 0,464
BW(+) BW(+), BW(-) |0,624 0,900 0,611
BW(+), N(-) |0,414 1,000 0,630
BW(+), M(-) 0,079 0,591 0,362
N(+),M(+) 0,682 0,019 0,259 0,038 0,897
NG N(+),BW(-) 0,110 0,019 1,000
N(+),N(-) 0,340 0,071 0,232
N(+),M(-) 0,688 0,400 0,636
M(+),BW(-) [0,217 0,493 0,961
M(+) M(+),N(-) 0,635 0,644 0,588
M(+),M(-) 0,296 0,698 0,486
BW() BW(-),N(-) 0,431 0,695 0,424
BW(-),M(-) 0,022 0,220 0,480
N(-) N(-),M(-) 0,141 0,643 0,628

Tab. 16: Darstellung der p-Werte nach Mann Whitney fur den Vergleich der unterschiedlichen
Kategorien

Ein p-Wert von < 0,05 wurde als signifikant gewertet.

AC_pct: Prozentuale Anderung von Zeitpunkt A zu Zeitpunkt C

AD_pct: Prozentuale Anderung von Zeitpunkt A zu Zeitpunkt D

BW(+): Patienten mit Bienen-/Wespengifthyposensibilisierung mit Reaktion

BW(-): Patienten mit Bienen-/Wespengifthyposensibilisierung ohne Reaktion

M(+): Patienten mit Medikamentenallergie mit Reaktion

M(-): Patienten mit Medikamentenallergie ohne Reaktion

N(+): Patienten mit Nahrungsmittel-, und Nahrungsmittelzusatzstoffallergie mit
Reaktion

N(-): Patienten mit Nahrungsmittel-, und Nahrungsmittelzusatzstoffallergie ohne
Reaktion

A: Zeitpunkt vor Provokation

C: Zeitpunkt ca. 24 h nach Reaktion

D: Zeitpunkt bei Entlassung aus stationarem Aufenthalt
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Kategorie A C A, D D, C AC_pct, AD_pct
BW (+) 0,625 0,750 0,500 0,750

N (+) 0,547 0,688 0,313 0,563

M (+) 0,061 0,750 0,887 0,813

BW (-) 0,585

N (-) 0,359

M () 0,542

Tab. 17: Darstellung der p-Werte nach Wilcoxon fir den Vergleich der unterschiedlichen
Kategorien

Ein p-Wert von < 0,05 wurde als signifikant gewertet.

AC_pct:
AD_pct:
BW(+):
BW(-):
M(+):
M(-):
N(+):

N(-):

o

Prozentuale Anderung von Zeitpunkt A zu Zeitpunkt C

Prozentuale Anderung von Zeitpunkt A zu Zeitpunkt D

Patienten mit Bienen-/Wespengifthyposensibilisierung mit Reaktion
Patienten mit Bienen-/Wespengifthyposensibilisierung ohne Reaktion
Patienten mit Medikamentenallergie mit Reaktion

Patienten mit Medikamentenallergie ohne Reaktion

Patienten mit Nahrungsmittel-, und Nahrungsmittelzusatzstoffallergie mit
Reaktion

Patienten mit Nahrungsmittel-, und Nahrungsmittelzusatzstoffallergie ohne
Reaktion

Zeitpunkt vor Provokation

Zeitpunkt ca. 24 h nach Reaktion

Zeitpunkt bei Entlassung aus stationarem Aufenthalt
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4 DISKUSSION

4.1 PMN-Elastase als Parameter verschiedener Erkran  kungen

Die vorgelegte Arbeit untersuchte das Verhalten der PMN-Elastase bei
anaphylaktischen Reaktionen von Patienten mit Allergien auf Bienen- und Wespengift,
Nahrungsmittel-, und Nahrungsmittelzusatzstoffe und Medikamente. Bisher war die
Rolle der PMN-Elastase bereits bei der Regulation chronischer Entziindungen, als
Parameter bei der Verlaufskontrolle septischer Erkrankungen oder bakterieller
Infektionen, und zur Einschatzung postoperativer und posttraumatischer
Komplikationen untersucht worden (Lang F., 1998). Zudem hat man ihre Relevanz
beim Einsatz zur Differentialdiagnostik von tumorbedingten Erkrankungen wie z.B.
Leukamie und Lungenkrebs diskutiert (Hastka, J. 1988; Zelvyte, I. et al., 2004). Ferner
konnte gezeigt werden, dass der PMN-Elastaseplasmaspiegel oft bei posttraumatisch-
entziindlichen Komplikationen direkt mit der Schwere des Krankheitszustandes
korrelierte (Hocke-Kalbfleisch, U. 1996) und somit eine Funktion als Prognosefaktor
einnehmen kénnte. Da die neutrophilen Granulozyten bei allergischen Reaktionen
durch verschiedene Mechanismen auf zellularer und humoraler Ebene aktiviert
werden, wurde die Frage interessant, inwieweit der PNM-Elastase auch bei allergisch
bedingten Reaktionen Bedeutung zukommt, und ob sie ebenfalls als Prognose- und
Verlaufsparameter eingesetzt werden konnte. Zu diesem Themenbereich existieren
derzeit nur wenige Arbeiten, so dass diese Studie eher die Funktion einer
Vorlauferstudie tGbernimmt, deren Ergebnisse Ansatzpunkte fiir spétere spezifischere

und grol3er angelegte Studien bieten.

4.2 PMN-Elastase bei anaphylaktischen Reaktionen

In unserer Studie konnten bei den anaphylaktoiden Reaktionen der einzelnen Gruppen
mit  Allergien auf Bienen- und  Wespengift, Nahrungsmittel-, und
Nahrungsmittelzusatzstoffe und Medikamente zwar beobachtet werden, dass in allen
drei Gruppen bei einigen Patienten die PMN-Elastase zu verschiedenen Zeitpunkten
stark erhéht war, es liel3 sich jedoch keine einheitlich positive Korrelation zwischen den
Elastasewerten zu den jeweiligen Zeitpunkten der aufgetretenen anaphylaktischen

Reaktionen mit einer Elastaseerhéhung im Blut feststellen.
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Grundsatzlich kamen vereinzelt stark erhéhte Werte der PMN-Elastase zu allen in der
Studie gemessenen Zeitpunkten vor. Diese verteilten sich jedoch sehr uneinheitlich,
sowohl innerhalb der einzelnen Patientengruppen, als auch zu den unterschiedlichen
Zeitpunkten.

Die starksten absoluten Verédnderungen der PMN-Elastase konnten bei den
Patientengruppen mit Reaktion zu den Zeitpunkten A und C beobachtet werden, die
groldten relativen ebenfalls bei den Patienten mit Reaktion im Zeitraum A-C, sowie bei
Patienten ohne Reaktion im Zeitraum A-D. Auf diesem Hintergrund wurden
verschiedene Ansatzpunkte fur Hypothesen untersucht, die das Verhalten der PMN-

Elastase erklaren konnten.

4.2.1 PMN-Elastase zum Zeitpunkt A

Insgesamt traten zum Zeitpunkt A bei vier Personen mit Reaktion deutlich erhéhte
Elastasewerte auf. Zwei davon gehodren der Kategorie BW(+) an und zeigten Werte
von 286,21 ng/ml und 131,25 ng/ml. Beide wurden mit Bienengift hyposensibilisiert,
reagierten aber bei unterschiedlichen Giftkonzentrationen (40 pg und 70 pg).
Interessant hierbei ist die Beobachtung, dass der Patient, welcher bereits bei der
geringeren Konzentration (40 pg) anaphylaktisch reagierte, auch den hoheren
Elastaseausgangswert zum Zeitpunkt A zeigte. An dieser Stelle wéare es spannend zu
untersuchen, inwieweit ein erhéhter Ausgangselastasewert als ein Vorhersagekriterium
fur eine anaphylaktische Reaktion fungieren kdnnte. Dazu musste man allerdings eine
groBere Anzahl von Patienten untersuchen. Zusatzlich zu den Beispielen der Gruppe
BW(+) zeigte ein Proband mit bekannter Medikamentenunvertraglichkeit einen
erhdhten Ausgangswert von 81,81 ng/ml. Dessen Reaktionsbereitschaft war so stark
ausgepragt, dass sie sich wahrend des stationaren Aufenthalts bereits bei
Placeboexposition wiederholt in Form von urticariellen Hauterscheinungen auf3erte. Bei
Entlassung war dessen PMN-Elastase um 61,85% im Vergleich zum Ausgangswert
gesunken. Diese drei Beispiele bekréftigen die bereits oben aufgestellte Vermutung,
dass eine erhohte Reaktionsbereitschaft bei einigen Patienten mit einem erhéhten
Elastaseausgangswert einhergehen konnte, und dass ferner die induzierten
anaphylaktischen Reaktionen einen gewissen Elastaseverbrauch bewirken, da es bei

allen drei oben genannten Personen nach einer anaphylaktoiden Reaktion im Laufe
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der Testung bzw. der Hyposensibilisierung zudem zu einer deutlichen Abnahme der
Elastasekonzentration 24 h nach Reaktion kam (Abb. 6 und Abb. 7).

Dennoch fand sich in unserem betrachteten Patientengut auch ein Proband aus der
Gruppe N(+), der eine Ausgangskonzentration von 416,65 ng/ml aufwies ohne, dass
bei ihm eine Reaktion folgte. Von den Patienten die bei 70 ug reagierten, zeigte auch
nur einer von dreien mit 131,25 ng/ml einen Uber den Normwert von 60,9 ng/ml
[Milenia Biotec] angesiedelten Wert. In der Gruppe N(-) kam zusatzlich noch eine
Person mit einem A-Wert von 81,47 ng/ml vor, der ebenfalls nicht reagierte. Bei diesem
Patienten wurde ein OPTI zur Bestédtigung einer Nahrungsmittelunvertraglichkeit
durchgefuhrt. Allerdings bleibt bei dem Probanden die Frage offen, ob er tatsachlich
mit der fir ihn reaktionsauslésenden Substanz exponiert worden war. Diese
Beobachtungen und die Tatsache, dass die anderen anaphylaktisch reagierenden
Patienten (n=22) keine erhdohten PMN-Elastasewerte zum Zeitpunkt vor Provokation
zeigten, passen wiederum weniger zu den oben aufgefiihrten Uberlegungen, wodurch

eine Abklarung des Sachverhaltes weiterhin spannend bleibt.

4.2.2 PMN-Elastase zum Zeitpunkt C

Die starksten absoluten Elastaseerhéhungen konnten zum Zeitpunkt C, d.h. ca. 24
Stunden nach Reaktion, beobachtet werden. Zunachst fiel auf, dass zwei Werte im
Bezug auf den Normwert extrem erhdht waren und beide in der Gruppe M(+) auftraten
(Abb. 6 und Abb. 7). Bei der Darstellung der relativen Elastaseveranderungen zeigten
diese beiden Patienten eine Zunahme der Elastasekonzentration um 3335,55% und
1910,60% (Abb. 13 und Abb. 14). Betrachtet man das Verhalten der Gruppen zum
Zeitpunkt C unter Ausschluss der Ausreil3erwerte der Gruppe M(+), so wurden starkere
Elastaseveranderungen nicht nur bei Patienten mit Medikamentenprovokation, sondern
auch bei denen der anderen beiden Gruppen BW(+) und N(+) deutlich. Bei zwei
Patienten mit Medikamentenprovokation konnte eine Elastasezunahme von 140.00%
und 192,67% festgestellt werden, bei ebenfalls zwei Patienten mit Bienengiftallergie
Elastaseabnahmen von 85,85% und 76,00% sowie bei einem Probanden mit Allergie
auf Nahrungsmittel-, und Nahrungsmittelzusatzstoffe eine Erniedrigung um 92,09%.

Anhand dieser Ergebnisse ware es nun interessant zu untersuchen, warum es bei
einigen Personen zu einer beachtlichen Enzymzunahme gekommen war, andere

jedoch mit einer Abnahme reagierten. Da aber es sich hier aber auch nur um kleinere
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Fallzahlen handelt, konnen Uberlegungen diesbeziglich nur Anhaltspunkte fiir weitere
Untersuchungen im Rahmen grof3erer Studien liefern.

Dennoch warfen diese Ergebnisse mehrere Fragen auf:

Kdnnte das unterschiedliche Elastaseverhalten zum Zeitpunkt C durch Differenzen in
der Reaktionsstérke der einzelnen Patienten hervorgerufen werden?

Inwieweit hdngen die Elastaseverdnderungen von den verschiedenen Exponaten ab?
Besteht ein Zusammenhang zwischen Exponatkonzentration und Reaktionsstarke?

Auf diese Diskussionsansétze soll im Folgenden néher eingegangen werden.

4.2.2.1 Elastaseverhalten und Reaktionsstarke

Betrachtet man die Gruppe BW(+), d.h. die der Patienten mit Bienen-, oder
Wespengiftallergie mit Reaktion, so ergibt sich ein Wertespektrum von +42,0%
Elastaseerh6hung bis - 86,0% Elastaseerniedrigung obwohl alle Patienten mit
Schweregrad Il reagierten. Ebenso uneinheitlich erwies sich das Bild in der Gruppe
M(+) und N(+) (Tab. 12), wodurch eine mit der Reaktionsstarke zunehmende
Elastaseerh6hung oder -abnahme unwahrscheinlich wurde. Insgesamt reagierten alle
Gruppen in etwa gleich stark. Es kamen nur Reaktionen mit Schweregrad | und Il vor,
wobei es keine bedeutenden Unterschiede in der Symptompréaferenz einer Gruppe
gab. In Gruppe BW(+) kamen Hautreaktionen, Herzkreislauf-, und
Quinckesymptomatik als Reaktionen vor, in den Gruppen N(+) und M(+) wurden
zudem noch asthmatische Reaktionen und Ubelkeit verzeichnet. Vergleicht man die
verschiedenen Symptome mit den Elastaseveranderungen der zugehérigen Patienten,
so fallen auch hier keine einheitlichen Muster auf, die als Anhaltspunkte flr einen
Zusammenhang fungieren kénnten.

Da die Untersuchung der Reaktionsstarke keine Erklarung fir das Verhalten der PMN-
Elastase ergab, wurde die Frage interessant, inwieweit die einzelnen Exponate dies

beeinflussten.

4.2.2.2 Elastasevednderung und Exponate bei Reaktio n

Die Exponate der Gruppe M(+) waren keiner einheitlichen Wirkstoffkategorie
zuzuordnen. Die starkste Elastasezunahme wurde bei der anaphylaktischen Reaktion
auf ein Antiarrhythmikum (Lidocain) und Lincosamid-Antibiotikum (Clindamycin)

festgestellt, die beiden anderen jeweils auf ein Medikament aus der Klasse der NSAID
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(Paracetamol und ASS). In der Literatur finden sich leider nur beschrankt préazise
Angaben Uber arzneimittelspezifische Interaktionen von Medikamenten mit der PMN-
Elastase. Erst kirzlich wurde ein PMN-Elastase inhibierender Effekt eines neuen Beta-
Lactam-Antibiotikums bei inflammatorisch bedingter Pulmonalfibrose beschrieben
(Dell'Aica, I. et al., 2006). Fir die Gruppe der Lincosamide, speziell fir Clindamycin,
waren allerdings keine konkreten Angaben zu etwaigen Wechselwirkungen mit der
PMN-Elastase vorhanden. Systemisch verabreichtem Lidocain wird allerdings eher ein
Elastase inhibierender Effekt zugeschrieben (Wachtfogel,Y.T. et al., 1987), aber auch
hierzu sind Literaturbeschreibungen nur in geringem Mal3e vorhanden. Fir bestimmte
Medikamente aus der Gruppe der NSAID, unter anderem fir ASS und Ketoprofen,
wurde in einer Studie ebenfalls ein leicht hemmender Einfluss beobachtet, dies jedoch
nur bei Verwendung hoher Dosen zur Therapie der rheumatischen Arthritis
(Steinmeyer, J. and Kalbhen, D.A. 1996). Beide Veroffentlichungen sprachen somit
eher fur einen durch diese Arzneimittel verursachten Riickgang der PMN-Elastase und
erklaren nicht den zum Zeitpunkt C verzeichneten Anstieg.

Die Reaktion auslésenden Exponate der beiden anderen Gruppen waren einerseits
Bienengift, andererseits Kuhmilch bzw. Schimmelkdse bei Stufe 2 der Suchdiat.
Sowohl speziell fir diese Stoffe, als auch generell fir anaphylaktische Reaktionen auf
Bienen- und Wespengift oder Nahrungsmittel gibt es noch keine Anhaltspunkte
beziglich einer Beeinflussung der PMN-Elastase in der Fachliteratur. Die Auslésung
des Elastaseriickgangs allein durch diese Exponate erscheint ebenfalls
unwahrscheinlich, wenn man zuséatzlich die Liste der Exponate betrachtet, die eine
Verminderung des Enzyms um weniger als 50% bewirkten (Tab. 12). Hier zeigt sich ein
grolReres Spektrum von verschiedenen Nahrungsmitteln, Nahrungsmittelzusatzstoffen
und Medikamenten, welche auf Grund ihrer Inhomogenitdt die oben genannte
Hypothese einer exponatbezogenen Elastaseveranderung nur schwerlich stiitzen

koénnen.

4.2.3 Elastaseverhalten und Exponatkonzentration

Da die Untersuchung der Reaktionsstarke sowie die der Reaktion auslésenden Stoffe
keine Erklarung fur das Verhalten der PMN-Elastase ergab, blieb noch die Frage offen,

inwieweit sich eine eventuelle Elastaseerhfhung bzw. -erniedrigung proportional zur
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Exponatkonzentration darstellte und inwieweit die Reaktionsstarke abhangig von der
Exponatkonzentration war.

Hierzu eignet sich besonders die Analyse der Gruppe BW(+), da hier die Homogenitat
der Exponate (Bienen-/Wespengift) den direkten Vergleich der Patienten erleichtert
und eventuelle unbekannte und praparatspezifische Einflussfaktoren mit der
Exponatkonzentration korrelieren und die Interpretation nicht verfalschen wiirden. Tab.
12 zeigt, dass die Patienten in unserem Fall alle einheitlich Reaktionen des
Schweregrads Il gemaf der Skala von Ring und MeRmer (Ring, J. 2004) aufwiesen.
Dieses Ergebnis besitzt jedoch nur eine eingeschrankte Aussagekraft, da auch hier die
Fallzahl sehr klein war. Aus der Tabelle lassen sich aber dennoch einige Aussagen
bezlglich des Elastaseverhaltens treffen. Es wurde deutlich, dass kein linearer
Zusammenhang zwischen der Exponatkonzentration und der Hohe der PMN-Elastase
besteht. Statistisch war jedoch keine sinnvolle Auswertung auf Grund der geringen

Fallzahl mdglich.

4.2.4 PMN-Elastase zum Zeitpunkt D

Zum Zeitpunkt D fielen insgesamt vier Patienten auf, die einen Uberdurchschnittlich
hohen Elastasewert prasentierten. Einer stammte aus der Gruppe der Patienten mit
Medikamentenprovokation M(+), die drei anderen aus den Gruppen ohne Reaktion
BW(-) und M(-) (Abb. 6 und Abb. 7). Der Proband aus der Kategorie M(+) wurde mit
dem Lokalanasthetikum Mepivacain (Scandicain) provoziert. In der Gruppe M(-) waren
die Exponate bei einem Patienten Substanzen des OPTI (Tab. 5), bei dem anderen
Mepivacain s.c. und ein Kortisonpréparat (Decortin H p.0.), welches erst einen Tag vor
Abnahme des D-Wertes eingenommen wurde. Der Proband der Gruppe BW(-) wurde
mit Bienengift bis zur Maximaldosis von 100 pg hyposensibilisiert. Auffallend ist hierbei,
dass das Lokalanasthetikum Mepivacain bei insgesamt vier Patienten exponiert wurde
(Tab. 6), aber nur bei zwei zu einem Anstieg des D-Wertes fiihrte. Mepivacain ist ein
Lokalanasthetikum vom Amid-Typ, das strukturell mit Bupivacain verwandt ist, aber
pharmakologisch vielmehr dem Lidocain entspricht. In der Literatur ist der Einfluss von
Lidocain auf die PMN-Elastase noch nicht ausfihrlich beschrieben worden, so dass es
sich auch hier schwierig gestaltet den Enzymanstieg allein auf das verwendete
Lokalanasthetikum zurtickzufihren, zumal es fir die Provokationstestung auch nur in

geringen Mengen verabreicht wird. Es wird vielmehr eine Inhibition der PMN-
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Elastasefreisetzung nach systemischer Applikation beobachtet (Wachtfogel, Y.T. et al.,
1987). Der Anstieg des Patienten, der zusatzlich auch Kortison verabreicht bekam, ist

wahrscheinlich eher als Reaktion darauf zurtickzufiihren.

425 Elastase im Zeitraum A-C und A-D

Interessant ist nun die Frage, ob das unterschiedliche Verhalten der PMN-Elastase bei
einigen Patienten im Zeitraum A-C und A-D mit bestimmten, exponatunabhanigen
Mechanismen erklarbar ist.

Im Zeitraum A-C zeigten insgesamt 58% aller Patienten mit Reaktion eine mafig bis
starke Elastasezunahme, 29% eine Abnahme. 12,5% der Patienten wiesen praktisch
keine Veranderung der PMN-Elastase auf. In der Zeitspanne A-D wurde eine andere
Tendenz sichtbar. Hier lag der prozentuale Anteil der Elastaseerhéhungen der
Patienten ohne Reaktion bei 36%. Bei 28% kam es zu einer Erniedrigung >10% und
36% blieben nahezu gleich (Abb. 11 und Abb. 12).

Die genauen physiologischen Mechanismen, die diese deutliche Tendenz zu einer
mehr oder minder verstarkten Elastasefreisetzung nach einer anaphylaktischen
Reaktion erklaren wurden bisher noch nicht beschrieben. Daher bleibt ein
Erklarungsversuch weitgehend hypothetisch.

Dennoch haben in der Fachliteratur bereits mehrere Arbeiten die Rolle der PMN-
Elastase bei allergisch bedingten Krankheiten untersucht. Im Jahr 1992 wurde
tierexperimentell eine Degranulationszunahme der neutrophilen Granulozyten 8h nach
Allergenexposition bei auf Weizen allergischen Hunden festgestellt und eine
Bedeutung der PMN-Elastase vor allem in der allergischen Spéatreaktion vermutet
(Tabachnik, E. et al., 1992). Es gibt mittlerweile neuere Studien, die versuchen eine
IgE-vermittelte Elastaseausschittung bei allergischen Reaktionen mittels eines hoch
spezifischen, auf den polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten befindlichen, IgE-
Rezeptors zu erklaren, bei dem es durch den Kontakt nur mit einem bestimmten
potenten Allergen, gegen welches die betreffende Person bereits stark sensibilisiert ist,
zur Freisetzung der PMN-Elastase kommen soll (Monteseirin, J. et al.,, 2003).
Monteseirin, J., Bonilla, I. et al. (2003) konnten zeigen, dass neutrophile Granulozyten,
die in vitro mit spezifischen Allergenen inkubiert wurden, welche bei an allergischem
Asthma erkrankten Patienten klinische Symptome hervorriefen, nur dann zu einer

Elastaseabgabe veranlasst werden, wenn sie von genau auf diese Allergene
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allergischen Probanden stammten. Bei Gesunden oder bei Patienten die nicht auf
diese Allergene sensibilisiert waren kam es zu keiner PMN-Elastaseausschittung. Auf
dem Hintergrund dieser Theorie konnte man die Elastasezunahme bei
Hyposensibilisierten zum Ende der Provokationsreihe durchaus als durch eine
allergisch bedingte Stimulierung verursacht sehen, da hier die bereits als anaphylaktoid
erkannte Substanz in einer sténdig wachsenden Dosis verabreicht wird. Interessant
ware weiterhin, ob diese starken Endwerte auch durch einen einmaligen Anstol3 mit
dem bekannten Anaphylaxieausloser hervorgerufen werden kdnnte, was dann das
Elastaseverhalten der Patienten der Gruppe M(+) zum Zeitpunkt C erklaren wirde.
Ebenso missten Patienten mit unklaren Nahrungsmittel- oder Medikamentenallergien,
die nicht mit dem tatséchlichen, fur die Anaphylaxie verantwortlichen, Antigen
provoziert worden sind, eine nur geringe Schwankung der Elastase zeigen. Trotzdem
bleibt, wenn man von der Hypothese eines auf den polymorphkernigen neutrophilen
Granulozyten befindlichen IgE-Rezeptors ausgeht, der von uns beobachtete
Sachverhalt einer nur bei wenigen Patienten mit Reaktion aufgetretenen verstarkten

PMN-Elastase Freisetzung unklar.

4.3 PMN-Elastase bei Patienten mit atopischer Dispo  sition

Eine weitere interessante Frage war in diesem Zusammenhang, in welchem Ausmal}
Patienten mit atopischer Disposition ein unterschiedliches Elastaseverhalten zeigen.
Die Relevanz der PMN-Elastase beim atopischen Ekzem wurde mehrfach von
verschiedenen Seiten beleuchtet und diskutiert. Sie konnte zum einen lokal vermehrt in
betroffenen Epidermisschichten gefunden werden (Wiedow, O. et al.,, 1992), zum
andern wird ihre Rolle innerhalb einer systemischen Freisetzung bei an Neurodermitis
erkrankten Patienten erforscht (Ott, N.L. et al., 1994). Im Zusammenhang mit einer
Aktivierung des Kallikrein-Kinin-Systems, welches bereits als bedeutsam fur die
Pathogenese des atopischen Ekzems erkannt worden ist, und als Stimulator fur die
Freisetzung einer Reihe anderer Arginin-Esterasen in menschlichem Plasma vermutet
wird, wurde ebenfalls die Aktivierung der PMN-Elastase untersucht. Eine
Beeinflussung der Neutrophilen und deren Elastase durch das Kallikrein-Kinin-System
ist in verschiedenen Arbeiten belegt worden (Hoffmeister, H.M. et al., 1994;
Shcherbakova, I. et al., 1999; Yarovaya, G. et al., 1996). Es konnte gezeigt werden,

dass deren Aktivitat sowohl in Plasmen von Patienten mit atopischem Ekzem,
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atopischem Asthma bronchiale und allergischer Rhinitis zum Teil doppelt so grol3 war,
als in der gesunden Normalbevidlkerung (Neshkova, E. et al., 1996). Unsere Studie
schloss insgesamt 16 Patienten mit mit Atopie ein, darunter zwei mit atopischer
Disposition, zwolf mit allergischer Rhinitis und zwei mit allergischem Asthma bronchiale
ein (Tab. 10). Ein Vergleich der Atopiker mit den Nicht-Atopikern beziglich der
Reaktionsstarke und der prozentualen PMN-Elastaseverdnderung zu den
unterschiedlichen Zeitpunkten ergab keine Unterschiede (Tab. 11). Unter den
Patienten mit Atopie befanden sich zwei Patienten mit auffalligem Elastaseverhalten.
Es handelt sich dabei um bereits diskutierte Patienten, einmal um einen Patienten der
Gruppe BW(-) mit allergischem Asthma bronchiale, der bei geringerem
Ausgangselastasewert mit einer relativen Erhéhung am Ende der Hyposensibilisierung
von 1477,30% hervorstach, und einmal um einen Patienten mit
Nahrungsmittelprovokation und Reaktion mit allergischer Rhinitis, welcher eine starke
absolute PMN-Elastase zum Zeitpunkt A aufwies und sowohl 24h postreaktiv als auch
bei Entlassung eine Verringerung um mehr als 90% zeigte. Diese beiden Beispiele
wlrden die Ergebnisse der oben erwdhnten Studie (Neshkova, E. et al., 1996) insofern
stitzen, als dass diese Atopiker eine verstarkte Reaktivitdt der PMN-Elastase zum
Vorschein brachten. Es erscheint allerdings unwahrscheinlich, dass dies allein auf die
atopische Disposition zurtickzufuihren ist, da die Ubrigen an allergischem Asthma
bronchiale und allergischer Rhinitis erkrankten Patienten ein unauffélliges

Elastaseverhalten an den Tag legten.

4.4 Einfluss von Glukokortikoiden und Antihistamini ka

Die Suche nach weiteren Faktoren, die sich auf die Freisetzung von Elastase aus den
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten oder deren Inhibition auswirken, ist
somit weiterhin von Bedeutung. Ein wichtiger Punkt, der an dieser Stelle diskutiert
werden muss, ist ein moglicher Einfluss von Glucokortikoiden oder Antihistaminika wie
z.B. Solu-Decortin H und Fenistil, die bestimmten Patienten mit Reaktion notfallmaRig
verabreicht wurden. In unserer Studie war das bei funf Patienten der Fall. Alle funf
bekamen mindestens 250 mg SDH i.v., drei Patienten wurde zudem mind. 1 Ampulle
Fenistil verabreicht. Vier reagierten mit einer deutlichen Elastasezunahme von bis zu
1910,60% bereits nach 24 h, einer zeigte eine starke Abnahme von 76,00%. Die
antiinflammatorischen und immunsuppressiven Wirkungen von Glucokortikoiden in

Form einer Reduktion der Lymphozytenzahl und —funktion sind bereits bekannt (Karow,
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T. 2005). Dennoch ist die Forschung bezlglich der Kortikoidwirkung auf die
polymorphkernigen neutrophilen Granulozyten und deren Enzyme noch nicht
abgeschlossen. Es gibt eine ganze Reihe von Veroffentlichungen, die den Effekt
unterschiedlicher Glukokorticoide auf die Anzahl und Aktivitat der Neutrophilen sowie
der von ihnen freigesetzten PMN-Elastase untersuchten, wobei u.a. eine signifikante
Hemmung der PMN-Elastase und der Neutrophilenaktivitat durch Kortikosteroide
erkannt wurde (Keatings, V.M. et al., 1997; Stockley, R.A. et al., 1986). Konkret stellte
sich heraus, dass z.B. Prednisolon zur Therapie einer Kolitis tierexperimentell eine
Verminderung der PMN-Elastaseaktivitat bewirken konnte (Hirota, Y. et al., 2005), dass
aber eine zweiwotchige Therapie mit 20 mg p.o. bei Patienten mit chronischem
Lungenemphysem taglich keine diminuierenden Effekt auf die Anzahl der Neutrophilen
Granulozyten im Sputum oder die Elastaseausschittung hatte (Fujimoto, K. et al.,
1999). Uber zwei Wochen inhaliertes Fluticason bei Nichtrauchern mit gesunder
Lungenfunktion (Kamal, A.M. et al., 2002), oder nach achtwdchiger Inhalation bei
Patienten mit chronischer Bronchitis oder Lungenemphysem (Llewellyn-Jones, C.G. et
al., 1996) resultierte ebenfalls nicht in einer Inhibition der PMN-Elastase oder der
Neutrophilenfunktion. Andererseits konnte bei Patienten mit Myelodysplasie und
deutlich vermindertem Elastaseplasmaspiegel auch ein Wiederansteigen des Elastase-
alpha 1-Proteinase Inhibitors (E-alpha 1PI) durch Decortingabe beobachtet werden
(Hastka, J. 1988). Auf Grund des pathophysiologischen Hintergrunds, dass das die
neutrophilen  Granulozyten zur Elastaseabgabe stimulierende IL-8 durch
Glukokortikoide inhibiert wird (Kwon, O.J. et al., 1994), lasst sich aber auch eine
verminderte Freisetzung der PMN-Elastase unter deren Einfluss vermuten. Allerdings
wurde dieser meist unter einer langfristigen Kortikoidexposition beobachtet. In
Anbetracht der in unserer Studie vorliegenden Bedingungen wéren jedoch vielmehr die
kurzfristig eintretenden Auswirkungen einer GlukokortikoidstoRRtherapie interessant. Zu
diesem Thema existiert eine Arbeit, in der die Wirkung von 1.5 mg kg-1 Dexamethason
auf den Elastaseausstol3 nach 4 h in Mausen analysiert wurde. Hier konnte nur ein
nicht nennenswert geringer Effekt auf die Elastaseaktivitat (Klemm, P. et al., 1995)
erkannt werden.

Bei den Patienten, die zusatzlich Fenistil bekamen, ergaben sich in unsere Studie
ebenfalls uneinheitliche Ergebnisse bezlglich des Elastaseverhaltens nach Applikation
des Antihistaminikums. Allerdings reagierten diese Patienten mit starkeren
Enzymentgleisungen als die, denen nur 250 mg SDH i.v. verabreicht wurde. Auf Grund

der geringen Fallzahl der mit Notfallmedikation therapierten Personen, lasst sich aber
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auch hier nur schwer ein kausaler Zusammenhang der antihistaminiergen Medikation
mit einer Veranderung der Elastasefreisetzung postulieren. In der Literatur gibt es
wenig Anhaltspunkte fur einen direkten Effekt von H1-Rezeptorblockern auf das PMN-
Elastaseverhalten. Fur das Pharmakon Azelastine konnte zum Beispiel
tierexperimentell eine Hemmung der PAF (Platelet-activating-factor) induzierten
Elastasefreisetzung in bronchoalveolarer Lavageflissigkeit bei Ratten mit entziindlich
verénderter Bronchialmucosa festgestellt werden (Tamaoki, J. et al., 1999). Dieses
Ergebnis beruhte aber wohl vielmehr auf der durch dieses Medikament verursachten,
direkten Inhibition des PAF, als auf der gezielten Hemmung der PMN-
Elastaseausschuttung.

Somit bleibt weiterhin offen, inwieweit eine Antihistaminika bzw. eine
Kortisonstol3therapie eine Ausschittung oder Hemmung der PMN-Elastase beeinflusst
und gezielte Untersuchungen innerhalb gréRer angelegter Studien missen abgewartet

werden, um diese Sachverhalte fundiert diskutieren zu koénnen.

4.5 Ausblick

Da die bisher diskutierten Anhaltspunkte fir eine verdnderte PMN-
Elastasekonzentration wahrend einer Allergenexposition bei Patienten mit Bienen- oder
Wespengiftallergie, Nahrungsmittel- oder Medikamentenunvertraglichkeit das breite
Spektrum der Elastase beeinflussenden Faktoren noch lange nicht komplett erfassen
koénnen, sind gezielte Untersuchungen weiterer mdglicher Einflussfaktoren noétig. Zum
Beispiel ware es interessant, bestimmte Begleiterkrankungen auf erhéhte PMN-
Elastasewerte hin zu untersuchen. Insbesondere bei Patienten mit Mastozytose
koénnten sich Veranderungen nicht nur bei der Tryptase-Plasmakonzentration ergeben,
sondern es kénnte vielleicht, wenn auch in geringerem Mal3e, eine Stimulierung der
Elastasefreisetzung stattfinden. In dieser Arbeit war das bei einer einzigen Patientin
der Fall. Sie zeigte zum Zeitpunkt C, d.h. ca. 24 h nach Reaktion einen PMN-
Elastaseausgangswert von 802,89 ng/ml, was einer Zunahme des Enzyms um
3335,55% im Vergleich zum urspringlichen Wert vor Testung entspricht. Weiterhin
spannend ware die Erforschung des PMN-Elastaseverhaltens bei an Tumoren
erkrankten Personen. Auf Grund des dabei stattfindenden erhdhten Gewebeumsatzes
konnte es vermutlich ebenfalls zu einer verstarkten Elastaseaktivitdt im Plasma

kommen. Auch hierfir gab es einen Fall in unserer Arbeit. Eine Patientin, die bereits
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vor Testung einen PMN-Elastaseausgangswert von 416,65 ng/ml aufwies, war
gleichzeitig an einem superfiziell spreitenden malignen Melanom sowie an einem
Leberadenom erkrankt.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die pathophysilologischen und
pharmakologisch bedingten Ursachen einer verstarkten oder verminderten
Elastasefreisetzung aus den neutrophilen Granulozyten sehr komplex ist und die
bisherigen Ergebnisse noch viel Raum fir Spekulationen und eine gezielte Forschung

auf diesem Gebiet lassen.



5. Zusammenfassung

S ZUSAMMENFASSUNG

Die PMN-Elastase stellt bereits in verschiedensten Bereichen der Medizin einen
Bedeutenden Parameter zur Diagnostik und Differenzierung sowohl chronisch
entziindlicher und bakterieller, als auch tumorbedingter Erkrankungen dar (Duswald,
K.H. et al., 1985; Hastka, J. 1988; Zelvwyte, I. et al., 2004).

Ziel dieser Arbeit war es zu untersuchen, ob auf Grund der Ahnlichkeit der
pathophysiologischen Prozesse bei Entziindungen und allergischen Reaktionen und
der bereits festgestellten Korrelation der Hohe des Elastasespiegels mit der Intensitéat
des entzindlichen Stimulus (Hocke-Kalbfleisch, U. 1996) ein Anstieg der PMN-
Elastase bei anaphylaktischen Reaktionen zu verzeichnen ist und ob dieser mit dem
Schweregrad der Allergie des einzelnen Patienten korreliert.

Insgesamt wurden 62 Patienten mit Allergien auf Bienen- und Wespengift,
Nahrungsmittel-, und Nahrungsmittelzusatzstoffe oder Medikamente wahrend ihres
stationdren Aufenthalts in der Klinik untersucht und entsprechend ihrer Diagnose in
drei unterschiedliche Gruppen eingeteilt (BW, N, M). In der Gruppe ,BW* wurden alle
Patienten zusammengefasst, bei denen bei bekannter Bienen-/Wespengiftallergie eine
stationdre Rush-Hyposensibilisierung durchgefiihrt wurde. Gruppe ,N“ bezeichnet alle
Patienten mit oraler Provokation durch Nahrungsmittel oder Nahrungsmittelzusétze,
und Gruppe ,M" die Patienten mit Medikamentenprovokation.

Im Nachhinein wurden alle Gruppen nach negativer (-) und positiver (+) Reaktion
unterteilt (Tab. 3). Das Patientengut setze sich aus 42 Frauen und 20 Mannern
zusammen, wobei das Durchschnittsalter bei 46,1 + 15,7 Jahren lag. Bei 26 Patienten
trat eine anaphylaktische Reaktion vom Schweregrad | oder Il nach Ring und MelRmer
(Ring, J. 2004) auf.

Fur jeden Patienten waren mindestens zwei Blutabnahmen vorgesehen: Am
Aufnahmetag vor Beginn der Provokationen, bzw. Hyposensibilisierung (Zeitpunkt A),
und nach Beendigung der Testreihe (Zeitpunkt D). Patienten, die anaphylaktisch
reagierten, wurde zuséatzlich ca. 1 Stunde (Zeitpunkt B) und ca. 24 Stunden (Zeitpunkt
C) nach Reaktion Blut abgenommen. Zur Ermittlung der Elastasekonzentrationen in
den jeweiligen Patientenseren wurde ein ELISA-Kit der Firma Milenia Biotec

verwendet.
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Bei der Auswertung der Daten konnte weder eine generelle Tendenz zu einem
erhohten PMN-Elastasewert zu den unterschiedlichen Zeitpunkten A, B, C oder D
festgestellt werden, noch zeigte sich eine Korrelation bestimmter, vereinzelt
aufgetretener, erhghter Elastasewerte mit Kriterien wie Reaktionsstérke,
Exponatkonzentration, Atopie, Geschlecht oder Medikation bei anaphylaktischer
Reaktion.
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