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1. Einleitung

Allergien sind haufig und bekommen zusehends 6ffentliches Interesse (33, 16).
Als Ausloser fur allergische Kontaktekzeme steht Nickel als eines der
haufigsten Kontaktallergene im Vordergrund (59). Dementsprechend werden
viele Erkenntnisse im Bereich Kontaktallergie anhand von Untersuchungen zur
Nickelallergie gewonnen.

Da Nickel in einer Vielzahl von Gebrauchsgegenstdnden des taglichen Lebens
enthalten ist, bestehen viele Ausl6sesituationen fir Ekzeme bei entsprechend
Sensibilisierten. Durch die 2002 erfolgte Einfihrung nickelhaltiger Eurominzen
und Uber zunehmende Verbreitung von Piercings ergaben sich zuséatzliche

Allergenquellen (1, 30).

Neben Anamnese und klinischem Bild ist der Epikutantest ein klassischer und
standardisierter Diagnoseschritt zur Ermittlung einer Nickelkontaktallergie. Dass
hier vor allem eine T-lymphozytare Entziindungsreaktion vorherrscht wird aus
dem mikroskopischen Bild eines nickelinduzierten Kontaktekzems deutlich (59).
Auch die nach Nickelzugabe in vitro zu beobachtende Stimulierbarkeit von
peripheren Blutlymphozyten nickelallergischer Personen (,Lymphozyten-
transformationstest”) zeigt eine Rolle lymphozytarer Pathomechanismen.
Allerdings wird noch kontrovers diskutiert, wie die Stimulierbarkeit von
Lymphozyten und deren Zytokinmuster fiir das Grundverstandnis der Krankheit

und auch fir eine eventuelle therapeutische Intervention zu werten sind (19).

Bisher wird der Lymphozytentransformationsstest nicht als Routinemethode zur
In-Vitro-Diagnostik einer Kontaktallergie akzeptiert. Allerdings kann mit dieser
Methode, beispielsweise bei Medikamentenunvertraglichkeit, Zusatzinformation
zur Frage einer bestehenden Sensibilisierung erhalten werden (67).

Vor diesem Hintergrund soll im folgenden eine Einfihrung zu Klinik und

Immunologie der Nickelkontaktallergie erfolgen.



2. Nickelkontaktallergie

2.1. Historischer Rickblick

Nickel ist ein Uberall zu findendes Metall, das seit der Antike von der
Menschheit als ein natirlicher Legierungsbestandteil fir Waffen benutzt wurde.
Einige Jahrhunderte nach Christi Geburt verwendeten Kunsthandwerker eine
Nickellegierung, die weil3es Kupfer genannt wurde, fur Haushalts- und
Kunstgegenstande. Bis zum 17. Jahrhundert erschien eine kostengiinstige
Nickel-Zink-Kupfer-Legierung aus China in Europa. 1754 erkannte der
schwedische Chemiker A. F. Cronstedt Nickel als das 28. Element im
Periodensystem. Das volle Ausmall der kommerziellen Nickelproduktion
begann erst in den letzen 100 Jahren, als J. F. Wharton schmiedbares Nickel
produzierte, welches 1865 zuerst in einer 3-Cent Minze auftauchte. In den
1890ern entdeckte L. F. Mond Nickelcarbonyl und filhrte den Mond’ schen
Carbonylprozel3 ein, um Nickel aus Erz zu gewinnen. Kurz nachdem die
kommerzielle Nutzung des Mond schen Carbonylprozel3 begann, wurde man
durch zwei, 1903 bei gewerblichem Umgang aufgetretene Todesfélle, auf die
hohe Toxizitat von Nickelcarbonyl aufmerksam.

Obwonhl Nickelcarbonyl immer als eine sehr toxische Verbindung galt, wurde im
frihen 20. Jahrhundert die medizinische Wirkung von Nickelsulfat fur die
Behandlung von Epilepsie, Migrane und Neuralgien empfohlen (historischer
Ruckblick zusammengefasst nach Barceloux (6)).

Die ,Nickelkratze* wurde 1912 erstmals bei Industriearbeitern beschrieben.
Erste Berichte Uber die Karzinogenitat bei Nickelarbeitern gehen auf das Jahr
1932 zurtick (50).

Uber die ersten Falle einer durch alltagliche Gebrauchsgegenstande
hervorgerufenen Nickeldermatitis wurde in den frihen 1930er Jahren berichtet.
Bereits 20 Jahre spater wurde Nickelsensibilisierung, vor allem bei Frauen, als
sehr haufig betrachtet. Das Risiko der Nickelsensibilisierung hatte sich vom
Uberschaubaren Arbeitsumfeld zum unkontrollierten privaten Gebrauch
industrieller Produkte ausgeweitet (66).



2.2. Allgemeines

Nickel ist Uberall in der Umwelt zu finden und stellt ungefahr 0,008% der
Erdkruste dar. Es ist ein Metall, das in vielen Legierungen und chemischen
Verbindungen verwendet wird. Nur Eisen, Chrom und Blei werden in gréf3eren
Mengen produziert (76b).

Der Hauptteil der Nickelproduktion wird fir die Herstellung von rostfreiem Stahl,
Nickellegierungen und Nickelgusseisen verwendet. Diese sind in Objekten wie
Munzen, Werkzeugen, Maschinen, elektronischer Ausstattung und
Haushaltsgeraten enthalten.

Nickel ist ein silber-weiRes Metall mit dem sich relativ leicht Nickel-Eisen-
Legierungen bilden lassen. Im Gegensatz zu den l6slichen Nickelsalzen
(Chloride, Nitrate, Sulfate), sind metallisches Nickel, Nickelsulfide und —oxide

kaum wasserlgslich (6).

Nickelcarbonyl (Synonym: Nickeltetracarbonyl, Ni(CO),) ist bei Raum-
temperatur eine sich leicht verflichtigende Flissigkeit, die sich rasch in
Kohlenmonoxid und Nickel zersetzt. Fast alle Falle akuter Nickeltoxizitat
ergaben sich nach Exposition gegeniber Nickelcarbonyl. Die initialen Effekte
schlieRen Irritationen des Respirationstrakts und unspezifische Symptome ein.
Patienten mit schweren Vergiftungen entwickeln eine intensive pulmonale und
gastrointestinale Toxizitat. Todliche Vergiftungen zeigten diffuse interstitielle

Pneumonie und Hirnédem als Haupttodesursachen (6).

Uber die biologische Funktion des Nickels im Korper ist wenig bekannt. Ob
Nickel ein essentielles Element ist, wird kontrovers diskutiert. Zwar wurden
Hinweise gefunden, dass dem Nickel bei Tier und Menschen eine
physiologische Bedeutung zukommt, klinisch relevante Nickelmangelsymptome
sind jedoch bisher nur einmal als Wachstumsverlangsamung bei einem Kind
nach langer Diat beschrieben. Eine nickelarme Diat, bei der Lebensmittel mit
hoherem Nickelgehalt (siehe Tabelle Nr.1) gemieden werden, fuhrt insgesamt
wahrscheinlich nicht zu Fehlerndhrungsproblemen, da selbst durch eine streng
nickelarme Diat, die Nickelaufnahme nicht um mehr als 50% reduziert werden
kann (15).



2.3. Vorkommen

2.3.1. Haufigkeit, Verteilung in der Bevdlkerung

Nickel stellt nach wie vor eines der haufigsten, meist sogar das haufigste
Kontaktallergen dar (59, 66). In der Kontaktallergen-Hitliste des
Informationsverbandes dermatologischer Kliniken (IVDK) ist Nickel das
haufigste Kontaktallergen bei den getesteten Patienten; fir 2001 lag die mittlere
Nickel-Sensibilisierungsquote, das heil3t bei dem 2001 getesteten Patientengut,
bei 15,9% (80). Exakte Zahlen zur Préavalenz in der Allgemeinbevdlkerung sind
nur teilweise erhéltlich. Eine in Suddeutschland durchgefuhrte Untersuchung
ergab eine mittlere Nickel-Sensibilisierungspravalenz von 13,1% in der
Allgemeinbevdlkerung (77). Bis auf wenige Studien, die versuchten, die
tatsachliche Pravalenz in der Allgemeinbevélkerung zu ermitteln, basieren die
Statistiken zumeist auf Patientengut aus Kliniken und Praxen und sind damit
vorselektiert (66). Generell sind Frauen um ein Vielfaches haufiger betroffen als
ihre mannlichen Artgenossen. Je nach verwendeter Literatur variieren die
Haufigkeitsangaben zur Sensibilisierung gegentber Nickel jedoch stark. In den
Daten des IVDK lag die Nickelsensibilisierung 1995 fir Frauen < 40 Jahren bei
35% (> 40 Jahre bei 13,2%) und fur Manner < 40 Jahren bei 6% (> 40 Jahre bei
4,9%). Im Jahr 2001 waren die Nickelsensibilisierungsraten bei Frauen < 40
Jahren bei 29% (> 40 Jahren bei 15,2%). Die Sensibilisierungsraten der
Méanner waren ahnlich geblieben (80).

Die Ursache der Geschlechtsabhangigkeit ist unklar (37). Bei Frauen werden
das Ohrlochstechen und Tragen von metallhaltigem Schmuck als héaufigste
Ursache der Sensibilisierung angenommen (59, 76b). Dennoch scheint die
Erkrankungshaufigkeit selbst bei ohrringtragenden Mannern geringer zu sein
(76b). Und obwohl auch Manner in den letzten Jahren vermehrt Metallschmuck
trugen, blieb die Inzidenz bei Mannern stabil (55).

Nach Einfuhrung einer Auszeichnungspflicht fur nickelhaltige Produkte 1992,
beziehungsweise Einfuhrung der ,Nickeldirektive®* sank zunadchst die
Sensibilisierungsrate (81). Gemal} dieser Nickelregulation darf ein Produkt, das
langere Zeit mit der Haut in Kontakt bleibt, nicht mehr als 0,5 pg/cm?Woche
Nickel freisetzen (80). Ferner wurden auch saisonale Schwankungen mit

geringerer Inzidenz im Sommer berichtet (55).
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Eine Nickelallergie scheint nicht generell das Risiko fiir andere Kontaktallergien
zu erhohen. Zwar sind gleichzeitige Sensibilisierungen auf vor allem Kobalt,
aber auch Kupfer und Palladium haufig, allerdings sind diese Metalle in
Verbindungen allgemein miteinander assoziiert (22, 76b).

2.3.2. Ausloser

Die ergiebigsten Nickelquellen stellen Gebrauchsgegenstdnde wie Schmuck
oder Brillengestelle dar, aber auch Zahnersatz und als innere Expositionsquelle
Metallimplantate in der Orthopadie / Chirurgie, sowie Nahrungsmittel (50, 55).

Ublicherweise entstehen Hauterscheinungen zunachst an Stellen des direkten
Kontakts mit einem nickelhaltigen Gegenstand (Abbildung 1). Sekundér kénnen
diese aber auch an weiteren Hautarealen auftreten und symmetrisch lokalisiert
sein (50) (Abbildung 2). Dies entspricht der klinischen Beschreibung von
Streuherden bei allergischen Kontaktekzemen. Teilweise liegt auch eine
hamatogene Auslosung zugrunde, zum Beispiel durch Korrosion von

Metallimplantaten oder nahrungsassoziiertes Nickel.

Neben den mehr oder weniger offensichtlichen Nickelquellen, wie Schmuck,
Minzen und anderen metallhaltigen Gegenstanden, existiert auch eine
Exposition von innen. Dies geschieht wie oben genannt Uber Implantate und
Nahrung.

Der groRte Nickelanteil, den der Mensch aufnimmt, erreicht den Korper tber
Nahrungsmittel. Nickel kann aber auch in geringen Mengen durch Hautkontakt
oder Inhalation aufgenommen werden, zum Beispiel im Tabakrauch oder an
Arbeitsplatzen mit Nickelverarbeitung. Obwohl die Inhalation von Nickel im
Allgemeinen limitiert ist, konnte die pulmonale Aufnahme in speziellen
Situationen wichtig sein, da im Gegensatz zur enteralen Resorption, 30-50 %
des inhalierten Nickels absorbiert werden (93).

Unter den Nahrungsmitteln gibt es nickelreiche und nickelarme (Tabelle 1).
Pflanzliche Nahrungsmittel enthalten allgemein mehr Nickel als tierische
Produkte. Je nach Ackerboden und Verarbeitung schwankt der Nickelgehalt der

Nahrungsmittel jedoch betrachtlich. Wasser, das langere Zeit in Topfen oder
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der Wasserleitung steht, kann sich mit Nickel anreichern. Industrielle
Verarbeitungsmalinahmen und Dosennahrung kénnen geringe Mengen von
Nickel hinzufigen. Beim Kochen saurehaltiger Nahrungsmittel, wie Spinat oder
Rhabarber, soll Nickel aus Edelstahltopfen und anderen nickelhaltigen
Kichenutensilien in klinisch relevanten Mengen geldost werden (15). Andere
Autoren halten diese Nickelmenge, die aus Stahlkochgeschirr, wahrend des
Kochens freigesetzt werden kann, jedoch fir vernachléassigbar (70).

Die durchschnittliche tagliche Nickelaufnahme unterliegt ebenfalls grof3en
Variationen. Die Angaben schwanken je nach Diat, Umgebung und Autor
zwischen 100-900ug und 200ug-4,5mg taglich (55, 70).

Die resorbierbare Nickelmenge wird aul3er vom Gesamtgehalt der Nahrung,
durch Faktoren wie unterschiedliche Resorptionsfahigkeit des Individuums und
Elementbindungsform des Nickels im Lebensmittel beeinflusst (50). Fasten oder
eine lleitis terminalis kénnen die Nickelabsorption beispielsweise erhdhen (15).
Der groRte Teil des aufgenommenen Nickels wird im Gastrointestinaltrakt
allerdings nicht absorbiert. Die intestinale Nickelabsorption wird nur auf ca. 1%
geschétzt. Aus Flissigkeiten ist die Resorptionsrate hoher (60, 74).

Durch Einhalten einer Diat mit Lebensmitteln, die weniger Nickel enthalten,
kann die Nickelaufnahme um etwa die Halfte reduziert werden (93).

Zahlreiche Faktoren beeinflussen auch die Menge des Nickels, das die Haut
erreicht. Eine bekannte Variable ist Schweild, der bis zu 20mal mehr Nickel
enthalt als Plasma (15), beziehungsweise zu verstarkter Nickelfreisetzung bei
Kdrperkontakt mit Metallen fahrt.

Von einigen Autoren wurde zunachst bezweifelt, ob tber die tagliche Erndahrung
ausreichend Nickel zur Auslésung von Reaktionen bei sensibilisierten
Individuen zugefuhrt wird (37).

Orale Provokation mittels natirlich nickelreicher Diét, die Giber 4 Tage zuséatzlich
verabreicht wurde, fuhrte jedoch bei 10 von 12 Patienten zur
Ekzemverschlechterung am 11. Tag. Der Nickelgehalt der zusatzlich
verabreichten Diat betrug in der Zeit ca. 490ng - 860ny /Tag. Die Urinexkretion
war in dieser Zeit durchschnittich um das Vierfache angestiegen. Es wurde
daraus gefolgert, dass naturlich vorkommende nickelreiche Diat zur
Ekzemverschlechterung bei Nickelallergikern fiihren kann (60). Dies kann auch



Uber verblindete Nickelzufuhrung im oralen Provokationstest gezeigt werden
(93, 27).

Abbildung 1: Kontaktallergisches Ekzem auf Nickel durch die
Gurtelschnalle im Bereich des Nabels

Abbildung 2: Dyshidrosiformes Ful3ekzem bei Nickelallergie



Tabelle 1: Nickelreiche und nickelarme Nahrungsmittel (nach Bresser (15)):

nickelarm

nickelreich

Fleisch, Fisch etc.
Alle Fleischsorten
Geflugel, Fisch, Eier
tiefgefrorener Fisch

Milchprodukte
Alle Milchprodukte wie
Butter, Kase, Milch, Joghurt

Gemiuse

Rote Beete, Brokkoli,
Rosenkohl, Weil3kohl,
Chinakohl, Dill, Pilze,

Pfeffer, Gurken, Kartoffeln,
Petersilie, Spargel, Aubergine

Getreide und Getreideprodukte
Reis, Cornflakes Popkorn
Spaghetti, Makkaroni, Weil3mehl
geringe Mengen Vollkornprodukte

Frichte, Beeren usw.

Alle Beeren (auf3er Himbeeren)
Pfirsiche, Birnen, Rosinen,
Rhabarber

Getranke

Kaffee, Tee (kurz ziehen lassen,
nicht in gréReren Mengen), Limonade
alkoholische Getranke

(auRer Wein und Bier)

Verschiedenes
Margarine, Hefe
Erdnisse, Haselnisse, Leinsamen,

groRere Mengen Innereien,
Heringe, Meeresfriichte, Shrimps
Muscheln, Fischkonserven

grofRere Mengen Edamerkase,
Sojamilch

Sojaprodukte, Hulsenfrichte
(Erbsen, Bohnen, Linsen),
Spinat, Grunkohl, Lauch,
Kopfsalat, Bohnensprossen

Haferflocken / Haferprodukte
Buchweizen, Hirse, Weizenkleie
Mehrkornbrote

Feigen, Ananas, Himbeeren
Backpflaumen
Obstkonserven

Schokolade, kakaohalt. Getranke
Tee aus Automaten

Schokolade, Marzipan, Mandeln,
Sojaprodukte, Lakritze,
Sonnenblumenkerne, Backpulver



2.4. Das allergische Kontaktekzem

Eine akute allergische Kontaktdermatitis entwickelt sich nach einer Latenz von
mehreren Stunden bis zwei Tagen. Die zunachst oft asymmetrisch lokalisierten
Hautveranderungen breiten sich Uber den Kontaktbereich hinaus aus und
neigen zu Streureaktionen. Oft wird ein phasenhafter Verlauf sichtbar Uber
anfangs starke Ro6tung (Erythemstadium) zu ©6dematdser Schwellung,
Blaschen- und Blasenbildung, nassenden Erosionen (exsudatives Stadium) und
schlie3lich Krustenbildung, Schuppung und postentzindlichem Resterythem
(Ruckbildungsstadium).  Bei  niedrigem  Sensibilisierungsgrad  kdnnen

Blaschenbildung, Nassen oder auch Schuppenbildung fehlen.

Chronisch allergische Kontaktekzeme, oft durch wiederholten Kontakt mit
Allergenen, zeigen auf dem Boden sich standig wiederholender geringer
Entziindungsreaktionen und regenerativer Vorgange Epidermisverdickung und
Hyperkeratose. Es besteht die Tendenz zu symmetrischer, unscharf begrenzter
Auspragung mit Streuung in herdferne Hautareale. Oft auf vorgeschadigter
Haut auftretend, sind sie durch eine synchrone Polymorphie gekennzeichnet:
Es findet sich ein Nebeneinander von R6tung, Blaschen, nassenden Erosionen,
Krusten, Rhagaden, Schuppen, Hornhautverdickung und Lichenifikation. Das
klinische Bild ist sehr variabel und héangt unter anderem ab vom
Sensibilisierungsgrad des jeweiligen Patienten, der Exposition und hauteigenen
Faktoren.

Beim Befallsmuster sind, abhangig vom Ausldser, verschiedenste
Lokalisationsvarianten mdglich: Fingerkuppenekzeme beim Umgang mit
Pflanzen, Lacken, Desinfektionsmitteln, Unterschenkelekzeme auf dem Boden
einer chronisch vendsen Insuffizienz mit Pfropfallergie auf beispielsweise Lokal-
therapeutika und allergische Kontaktreaktionen an Schleimhauten durch
Zahnfullungen, Zahnpasten, Kondome oder Intimkosmetika.

Neben den Ublichen durch  Gebrauchsgegenstdnde  verursachten
Kontaktekzemen, kommt es in der Praxis immer wieder auch zu ,hamatogenen
Kontaktekzemen®. Hier verursacht Allergenzufuhr auf oralem oder parenteralem

Weg (,von innen her®) Aufflammreaktionen in friheren Ekzemarealen oder
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disseminierte, oft symmetrisch verteilte Ekzemherde. Das Fehlen eines
Anfangsherdes mit nachfolgender Streureaktion und initiale symmetrisch-
disseminierte Auspragung deuten auf innerliche Auslésung, beispielsweise
durch Metallsalze (Nickel, Chrom) oder Medikamente. Bei Nickelkontaktallergie
ist das Auftreten von R6tung und juckenden, dyshidrosiformen Blaschen an
Handflachen und FufRsohlen, sowie in Finger- und Zehenzwischenraumen
typisch. Nicht selten fuhrt der andauernde Allergenkontakt einer h&ufig auch
beruflich erworbenen Kontaktsensibilisierung, selbst bei Berufswechsel oder
Reduktion der aul3erlichen Exposition, zum Fortbestehen von disseminierten
Ekzemherden (50, 47, 5).

Gelegentlich kdnnen auch Allgemeinsymptome wie Fieber, BSG-Erhdhung,
Lymphknotenschwellung, Leukozytose mit Eosinophilie, selten asthmatische
Anfalle, Diarrhden sowie ZNS-Symptomatik auftreten (5, 13, 72).

2.5. Atiologie und Pathogenese des allergischen Kontaktekzems

Das allergische Kontaktekzem entsteht als Folge einer Uberempfindlichkeits-
reaktion vom verzogerten Typ (Typ IV) auf ein Allergen. Die das Ekzem
auslésenden Molekile sind meist Haptene. Diese sind selbst zu klein, um als
Antigene eine Immunreaktion auszuldésen. Sie kénnen aber die Epidermis
durchdringen und an Haut-/Carrierproteine binden. Hapten-Carrier-Komplexe
werden von antigenprasentierenden Zellen der Haut (den Langerhans-Zellen)
aufgenommen, welche dann zu regionalen Lymphknoten wandern. Dort findet
eine T-Zell-Stimulation statt. Diese sogenannte Sensibilisierungsphase dauert
etwa 10 bis 14 Tage.

Bei einer Reexposition mit dem Hapten migrieren die antigenspezifischen T-
Zellen in die Haut, in der sie sich ansammeln und vermehren und Uber Zytokine
eine lokale Entziindungsreaktion mit Vasodilatation, Odembildung, spater
Hyperkeratose verursachen (21).

Besonders haufige Ausltéser des allergischen Kontaktekzems sind Metalle wie
Nickel, Kobalt und Chrom, bei der Gummiherstellung verwendete Hilfsstoffe wie

Thiurame, Merkapto-Verbindungen, Inhaltsstoffe von &uf3erlich anzuwendenden
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Praparaten wie Wollwachsalkohole, Konservierungsmittel wie Parabene,
Arzneistoffe wie Neomycin, Benzocain, sowie Duft- und Aromastoffe wie
Perubalsam / Kolophonium.

Unterschiedliche Dicke von Haut und speziell Hornschicht beeinflussen den
Schutz vor Kontaktnoxen, was insbesondere an den Handflachen deutlich wird.
Okklusivbedingungen (Handschuhe), Stdérungen der Hautbarriere und der
physiologischen Hautfunktion wie Austrocknung, verminderte Pufferkapazitat
durch héaufige Waschprozeduren, entzindliches Umfeld der Kontaktflache,
Umgang mit Irritantien oder Effekte korpereigener Sekrete erleichtern die
Wirkung potentieller Kontaktallergene (5).

2.6. Diagnostik

2.6.1. Anamnese und klinisches Bild

Anamnese, klinisches Bild und In-Vivo-Provokationstests stehen bei der

Diagnostik im Vordergrund.

Anamnese

Von Seiten des Patienten sind anamnestische Angaben oft wegweisend: Bei
akuter allergischer Kontaktdermatitis beispielsweise der Hinweis auf Kontakt mit
bestimmten Substanzen beziehungsweise Gegenstande im erkrankten
Hautbereich oder Hauterscheinungen in Zusammenhang mit der Durchfiihrung
bestimmter Tatigkeiten.

Bei chronisch allergischen Kontaktekzemen ist ein Zusammenhang mit
Auslésern fur den Patienten oft nicht erkennbar.

Klinisches Bild

Es bietet sich entweder das Bild einer akuten kontaktallergischen Dermatitis mit
Roétung, evtl. Blaschenbildung und Nassen, oder durch langeren Verlauf
gepragter Ekzeme mit Rotung, verdickter, schuppender Haut und eventuell
Rhagaden und Exkoriationen. Meist sind eher unscharfe Begrenzung, das

Auftreten von Streuherden und begleitender Juckreiz typisch, allerdings sind
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auch relativ scharf auf die Kontaktstelle begrenzte Ekzemareale moglich
(Uhrarmband, Jeansknopf, Ohrringe). Zusatzliche Hinweise auf madgliche
Ausldser kann das Verteilungsmuster geben.

2.6.2. Epikutantest

Bei einer Ekzemabklarung konnen meist die in Betracht kommenden
Kontaktallergene durch den Epikutantest identifiziert werden. Es handelt sich
dabei um einen Provokationstest, bei dem die AuslGsbarkeit einer akuten
allergischen Kontaktdermatitis in einem umschriebenen Hautbereich durch das
Aufbringen der Verdachtssubstanzen geprift wird. Getestet wird an der oberen
Ruckenhalfte, nur bei erscheinungsfreier Haut (79).

Die Basisdiagnostik wird mit einer Standardreihe durchgefiihrt, wobei eine
Vielzahl an ergéanzenden Testreihen (z. B. Friseurblock) zur Verfigung steht.
Die Teststoffe werden in geeigneten Vehikeln (meist Vaseline) in nicht-irritativer
/-toxischer Konzentration in Aluminiumkammern mittels handelsublicher
Testpflaster okklusiv und nicht verschiebbar auf die Haut gebracht. Die erste
Ablesung der Hautreaktionen erfolgt nach der Abnahme des Testpflasters,
gewohnlich nach zwei Tagen. Weitere Ablesungen sind an Tag drei oder vier
der Testung sowie fur bestimmte Substanzen nach einer Woche (z. B.
Kortikosteroide, Paraphenylendiamin) erforderlich.

Epikutantestungen werden nur vorgenommen, wenn es erforderlich ist, da man
nicht ausschlieBen kann, dass ein gewisses Risiko zur Induzierung einer
Kontaktallergie gegeben ist (13, 79).

Zu einer Verfalschung der Testergebnisse koénnen zugleich bestehende
Ekzemherde an anderen Korperstellen (gesteigerte, unspezifische Reagibilitat),
immunsuppressive Faktoren wie Glucocorticosteroide oder vorausgegangene
UV-Bestrahlung (Abschwéchung der Reaktionslage) fuhren.

Wichtig ist auch die Abgrenzung allergischer von unspezifischen, irritativen oder
toxischen Reaktionen. Bei zahlreichen Testreaktionen auf nicht verwandte
Substanzen, muss eine unspezifische Hyperreagibilitat (,angry back®)
ausgeschlossen werden oder eine fraktionierte Nachtestung erfolgen (5).
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Abbildung 3: Patientenriicken nach Durchfiihrung eines Epikutantests — links

positives Ergebnis auf Nickelsulfat, rechts Reaktion auf eine Ein-Eurominze.

2.6.3. Systemischer Provokationstest

Bei Verdacht auf eine hadmatogene allergische Kontaktreaktion kann unter
stationaren Bedingungen durch fraktionierte orale beziehungsweise parenterale
Gabe des verdachtigen Auslosers ein Provokationstest vorgenommen werden
(5, 47). Vorraussetzung fur eine sinnvolle Testung ist idealerweise
erscheinungsfreie Haut, mindestens jedoch ein stabiler Hautzustand, um
eventuelle Anderungen des Hautzustandes beurteilen zu kénnen. Epikutane
Testreaktionen sollten abgeheilt sein, um ein sehr starkes Wiederaufflammen
des Testareals zu vermeiden.

Provokationen von Handekzemen sowie disseminierter Ekzeme wurden nach
Ingestion von 0,5-5,6mg Nickelsulfat beschrieben. Dabei bestehen grofie
Schwankungen  von individueller  Sensitivitit und  resultierenden
Reaktionsmustern (15, 55). Als positives Testergebnis wird ein Aufflammen von
Ekzemherden meist innerhalb von 8 Stunden und Spéatreaktionen bis 48
Stunden gewertet.
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Falsch-negative Ergebnisse kodnnen durch groRRe Variationen in der
Bioverfuigbarkeit der Metalle entstehen. Generell haben gleichzeitig gegessene
Nahrungsmittel und Getranke Einfluss auf die Nickelresorption.

Falsch-positive Ergebnisse sind insbesondere bei Aufflackern von ehemaligen
Epikutantestarealen moglich (15).

Auch Patienten mit negativem Ergebnis in der Epikutantestung kdnnen bei
oraler Provokation positiv reagieren, jedoch seltener als Patienten mit positivem
Epikutantest (93).

Es bleibt anzumerken, dass bei der oralen Provokation die verabreichten
Provokationsdosen hoher liegen, als die Exposition Uber Nahrungsmittel ist. Die
Notwendigkeit einer unphysiologisch hohen Provokationsdosis ergibt sich
jedoch aus der sehr unterschiedlichen Resorption in Abhangigkeit insbesondere
von gleichzeitig konsumierten Lebensmitteln und Getranken. Die orale
Provokationsdosis muss auf3erdem so hoch sein, dass bei einer verninftigen
Anzahl nickelsensitiver Personen eine reproduzierbare Dermatitis erreicht
werden kann, ohne atypische klinische Reaktionen hervorzurufen. Die Dosis
sollte ferner hoch genug sein, um unspezifische Irritationen wie externen
Nickelkontakt, pseudoallergische Nahrungsmittelallergie etc. zu uberdecken.
Gemald der lebensmitteltoxischen Literatur ist die Toxizitat von Nickel nach
oraler Aufnahme sehr gering, so dass mit einer Intoxikation bei Provokation mit
angemessener Dosis nicht zu rechnen ist (50).

Zum Vergleich: friher wurden 65-195mg Nickelsulfat fir die Behandlung von
Diarrhd und Epilepsie empfohlen, jedoch bewirkte die Aufnahme von 325mg
Nickelsulfat Ubelkeit, Schwindel und verlangsamten Puls. Die geschatzte
Aufnahme von 0,5-2,5g Nickel aus Nickelsulfat- und Nickelchlorid-
kontaminiertem Trinkwasser verursachte bei 32 Arbeitern Ubelkeit, Erbrechen,
Unwohlsein, Schwindel, Diarrhd, Kopfschmerzen, Husten und Dyspnoe (6).

Nun wird bei der oralen Provokation ausschlie3lich Nickelsulfat bewertet.
Dieses gut l6sliche Nickelsalz ist physiologisch besser verfugbar als der in
Lebensmitteln gebundene Nickelanteil. Somit ist nicht klar, in wieweit
Ruckschlusse auf andere Bindungsformen des Nickels in Lebensmitteln
generell zulassig sind (50).
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Durch nickelarme Diat konnte in verschiedenen klinischen Studien bei bis zu
59% der Untersuchten eine Abheilung oder Besserung der Hauterscheinungen
erreicht werden. Es wurde festgestellt, dass eine sehr viel bessere Diat-
Compliance erreicht wird, wenn die Patienten vorher erlebt haben, dass sich auf
orale Provokation die Haut deutlich verschlechtert. Die orale Provokation ist
also nicht nur diagnostischer Test, sondern kann den Patienten auch Nickel als
Ausléser ihrer Ekzeme verstandlich machen (15).

2.7. Therapie

Grundsatzlich steht das Erkennen und Meiden der ausldsenden Substanzen
und aggravierenden Faktoren im Vordergrund, dabei sollten vor allem auch
berufliche und private Tatigkeitsfelder des Patienten betrachtet werden.

Die sonstige Behandlung kann nur symptomatisch erfolgen, dabei gelten die
allgemeinen Prinzipien der allergischen Ekzembehandlung, bei der vor allem
lokale Kortikosteroide zum Einsatz kommen (5, 13, 72).

Eine nickelarme Diéat ist fur ungefahr die Halfte der Patienten hilfreich. Eine
restriktive Diat bessert normalerweise Hauterscheinungen, die aber selten vollig
verschwinden (93).

Desensibilisierung

Durch kieferorthopadische Behandlung konnte teilweise eine Toleranz induziert
werden. Madchen die vor dem Ohrlochstechen eine nickelhaltige Zahnspange
tragen mussten, hatten seltener eine Nickelallergie, als solche, bei denen die
Ohren fruher durchstochen wurden (22).

Einige Untersucher konnten durch mehrwochige orale Nickelgabe bei
Meerschweinchen und Mausen eine Nickeltoleranz induzieren. Diese Toleranz
war bei vorher sensibilisierten Tieren jedoch nur temporar (4, 95).

Ein neuer therapeutischer Ansatz mit eventuellen Erfolgen besteht daher im
Versuch der Desensibilisierung mittels regelmafiiger, oraler Gabe Kkleiner
Mengen Nickels. Diese sollen den Grad der Allergie senken. Der Mechanismus
ist jedoch noch unbekannt und es liegen noch keine weiterfiihrenden Daten vor
(65, 70, 76b).
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3. Immunologische Grundlagen

3.1. Histologisches Bild des Kontaktekzems

Das Kontaktekzem ist histologisch zu Beginn der Entziindung charakterisiert
durch eine Ansammlung von CD4'-T-Lymphozyten in den oberflachlichen
Anteilen des Stratum papillare des Koriums. Einige Lymphozyten wandern in
die Epidermis, wo sich ein interzellulares Odem (,Spongiose®) und durch
Zerreil3ung der Interzellularbriicken kleine Blaschen bilden. Die Langerhans-
Zellen der Epidermis sind sehr potente antigenprésentierende Zellen fur die T-
Lymphozyten. Deshalb findet die Bildung der kleinen Blaschen wahrscheinlich
in der Nahe der Langerhans-Zellen statt. Entzindungsmediatoren bewirken

eine Vasodilatation in der Dermis mit nachfolgender Odembildung (21, 32, 59).

3.2. Das T-Zell-System

T-Lymphozyten dienen der Abwehr von virusinfizierten Zellen, Tumorzellen,
Transplantaten und Fremdgewebe. Auch bei der humoralen Immunitat sind T-
Lymphozyten in Form der T-Helfer-Zellen beteiligt.

Da im Rahmen dieser Arbeit vor allem die zellvermittelte Immunitat von

Interesse ist, wird im folgenden nur noch auf das T-Zell-System eingegangen.

3.2.1. Entwicklung der T-Zellen

Bei der Reifung der T-Zellen findet eine Aufspaltung in zwei T-Zell-Populationen
statt, die entweder das CD4- oder das CD8-Antigen tragen, wobei CD4 fur die
T-Helferzell-Population (Ty) und CD8 fir die zytotoxische T-Zell-Population
charakteristisch ist.

Zytotoxische T-Zellen reagieren auf Zellen, die Fremdantigene enthalten und
toten diese durch Ausscheidung zytotoxischer Substanzen. Die Erkennung des
Antigens ist den zytotoxischen T-Zellen nur mdglich, wenn es gemeinsam mit
MHC-Proteinen der Klasse | angeboten wird.

T-Helfer-Zellen sind an der humoralen Immunantwort mitbeteiligt. Die meisten

Antigene  allein  kdénnen  B-Zellen nicht  stimulieren, sich  zu
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antikorperproduzierenden Plasmazellen zu entwickeln. Es wird dazu vielmehr
die Hilfe der T-Helfer-Zellen bendtigt. Die T-Helfer-Zellen erkennen das Antigen,
welches von Antigen-prasentierenden Zellen auf ihrer Oberflache dargeboten
wird. Fur die Antigenerkennung durch die T-Helfer-Zellen sind MHC-Proteine
der Klasse Il auf der Antigen-préasentierenden Zelle erforderlich (49).

Nach ihrer Entlassung in die Zirkulation findet eine weitere Differenzierung der
reifen T-Zellen statt. Hierbei zirkulieren die naiven T-Zellen bis zu einem
eventuellen Antigenkontakt auf3erhalb der lymphatischen Organe. Nach
Antigenkontakt entstehen die sogenannten Memory-T-Zellen.

3.2.2. Differenzierung in TH1- und TH2-Zellen

Neben der Differenzierung in naive und Memory-T-Zellen gibt es nach weiterem
Antigenkontakt eine funktionelle Differenzierung der T-Zellen in zwei
unterschiedliche Subpopulationen: die TH1- und die TH2-Zellen. Auf die
Sonderkonstellation regulatorischer T-Zellen (Treg) wird unter 3.2.3.
eingegangen.

Bei Erstkontakt mit unterschiedlichen Antigenen (z. B. Bakterien, Pilze,
Protozoen, Pollen) sind Gberwiegend Zellen des unspezifischen Immunsystems
wie Makrophagen beteiligt. Die Antigenverarbeitung durch die unspezifischen
Abwehrzellen wird durch genetische Suszeptibilitat wie MHC-Komponenten, T-
Zell-Rezeptor etc. beeinflusst und schafft ein Zytokinmilieu, das die weitere
Immunreaktion entscheidend beeinflusst. Die weitere Antigenpréasentation wird
vor allem durch dendritische Zellen Ubernommen. Bedingt durch das
vorherrschende Zytokinmilieu sowie durch unterschiedliche Wege in der
Antigenpréasentation, wird aus der urspringlichen nicht determinierten T-Helfer-
0-Zelle entweder eine TH1- oder eine TH2-Zelle.

THO-Zellen produzieren sowohl TH1- (IFN-g), als auch TH2- (IL-4) Zytokine
(20).

TH1-Zellen sezernieren vor allem Interleukin-2, Interferon-g, TNF-b sowie GM-
CSF und fuhren Uber Makrophagen-Aktivierung vor allem zu ausgepragten

Entzindungsvorgangen, die auch das Abtéten von intrazellularen Erregern
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ermdglichen. Sie sind eher fur die Zell-vermittelte Immunantwort verantwortlich
(89).

TH2-Zellen bilden vor allem Interleukin-4 und Interleukin-5, daneben aber auch
IL-3, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10 und IL-14 und aktivieren B-Zellen zur Produktion
von Antikorpern. TH2-Zellen vermitteln somit eher die humorale Immunantwort
(89).

Beide TH-Zellgruppen sind in der Lage, durch die eigenen Zytokine die jeweils
andere Zellgruppe in ihrer Aktivitat zu inhibieren. So flhrt Interferon-g zu einer
Behinderung der TH2-Zellen, wahrend Interleukin-10 die
Makrophagenaktivierung unterdrickt und zur Immunsuppression fiuhrt.
Umgekehrt wirken die charakteristischen Zytokine positiv verstarkend auf die
jeweilige Subpopulation, so z. B. IL-2 auf TH1- und IL-4 auf TH2-Zellen.

ThO
/ IFN-g \
Thl _ = >  Th2
l D IL-4, IL-10 l
IL-2, TNF, IFN-g IL-3, IL-4, IL-5, IL-10

a ) Aufteilung der T-Helfer (TH)-Zellen (nach Ring (75))

TH1 TH2
IL-2 + -
IL-3 + +
IL-4 - +
IFN-g + -
GM-CSF  + +
B-Zell-Hilfe + +

b) Merkmale der T-Helfer-Zell-Typen (nach den Erstbeschreibern Cher und
Mosmann (26))

Abbildung 4 (a/ b): Unterteilung von T-Helfer-Zellen
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3.2.3. Regulatorische T-Lymphozyten

Regulatoische T-Lymphozyten (Treg) supprimieren immunologische Reaktionen
vermutlich Gber mehrere Mechanismen. So wurde CD4+ T-Lymphozyten mit
einer hohen CD25-Expression eine uber Zell-Zell-Kontakt vermittelte
Herunterregulation einer Antigen-(Nickel-)spezifischen Lymphozytenaktivierung
zugeschrieben. Weiter konnen IL-10 produzierende Treg immunregulatorisch
wirken (23, 24).

3.3. Interleukin-4

Interleukin-4 (IL-4) ist ein Zytokin, das von aktivierten TH2-Zellen produziert
wird. Es beeinflusst primar B-Zellen, T-Zellen, Makrophagen und Mastzellen.
Bei B-Zellen unterstitzt IL-4 die Proliferation, Differenzierung und Aktivierung.
Weiterhin stellt es einen Faktor fir das Umschalten von IgG- auf IgE-Produktion
dar. Es induziert die MHC-Klasse-ll-Expression ruhender B-Zellen und
Makrophagen und fordert die Antigenprasentation. Zuséatzlich stimuliert IL-4 die
Proliferation von Thymozyten und T-Zellen und fordert das Wachstum von
Mastzellen.

Auf diese Art spielt IL-4 eine zentrale Rolle bei der Modulierung von
Immunantworten und Entzindungsprozessen. Die Bestimmung von IL-4 ist
wichtig bei der Bewertung allergischer Ph&nomene und autoimmuner

Stbérungen (8).
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3.4. Interferon-g

Interferon-g (IFN-g) ist ein Zytokin, das von aktivierten TH1-Zellen produziert
wird. Es handelt sich um ein l6sliches Glykoprotein, das beim Menschen auf
dem kurzen Arm des Chromosoms 12 kodiert ist. IFN-g ist vor allem ein
Modulator der meisten von T-Lymphozyten abhangigen Immunantworten, wie
Vermittlung der Makrophagen- und B-Zell-Aktivierung, Steigerung der T-
Lymphozytenaktivitat und Verstarkung der MHC-Antigenexpression. IFN-g wirkt
aber auch antiviral und antiproliferativ.

Bei fast allen messbaren Immunfunktionen konnte eine Beeinflussbarkeit durch
IFN-g gezeigt werden. Die meisten Zellen scheinen schatzungsweise zwischen
100-10000 IFN-g-Rezeptoren zu besitzen. Die grol3ere Anzahl wird auf

Tumorzellen gefunden (7, 78).

Eines der hervorstehenden charakteristischen Merkmale des Kontaktekzems ist
die Ansammlung mononukleérer Leukozyten. Sowohl T-Helfer- als auch
zytotoxische T-Zellen bilden einen wesentlichen Teil dieses Infiltrats.
Intradermale Injektion von IFN-g fuhrte in Versuchen zu einer
Entziindungsreaktion mit Induration und Erythem und stimulierte die Migration
von Lymphozyten in die Haut. Durch IFN-g-neutralisierende Antikorper konnte
sowohl eine induzierte Schwellungsreaktion, als auch die
Lymphozytenmigration teilweise bis fast vollstandig verhindert werden. Daraus
wurde  geschlossen, dass |IFN-g einen starken  Stimulator der
Lymphozytenmigration in die Haut darstellt, der somit bei der
Entziindungsreaktion des Kontaktekzems eine wesentliche Rolle spielt (36, 41).

20



3.5. Der Haupthistokompatibilitatskomplex (MHC)

3.5.1. Definition

MHC-Antigene (major histocompatibility complex) wurden zunachst bei Tieren
in Zusammenhang mit der Transplantationsimmunitat entdeckt. In den 50er
Jahren gelang es auch beim Menschen die entsprechenden Strukturen zu
entdecken. Da im humanen System nach Transplantationen Antikdrper gegen
humane Leukozyten technisch am einfachsten dargestellt werden konnten,
wurden die so definierten MHC-Antigene beim Menschen als ,humane
Leukozyten-Antigene* (HLA) bezeichnet, obwohl sie schlie3lich auf nahezu
allen kernhaltigen Zellen entdeckt wurden.

MHC-Antigene sind meist Glycoproteine, die in der Zelloberflache verankert
sind und aus zwei Polypeptidketten bestehen. Die Funktion des MHC besteht in
einer mdglichst umfassenden Antigen-Prasentation. Der Genkomplex, der beim
Menschen auf dem kurzen Arm des Chromosoms 6 kodiert wird, zeichnet sich

durch einen sehr ausgepragten Polymorphismus aus.

Es werden MHC-Klasse-I und MHC-Klasse-Il Gengruppen unterschieden:

Zu den Klasse-I-Antigenen gehéren HLA-A, HLA-B und HLA-C, die auf allen
kernhaltigen Zellen nachgewiesen werden kdnnen. CD8+ (zytotoxische) T-
Zellen, die mit den MHC-Klasse-I-Peptidkomplexen reagieren werden aktiviert
und konnen Uber die Sekretion von lytischen Enzymen Peptid-exprimierende
Zellen lysieren. Zytotoxische T-Zellen konnen Fremdantigene auf der
Zelloberflache organismuseigener Zellen nur dann erkennen, wenn sie
gemeinsam mit den eigenen MHC-I-Antigenen prasentiert werden.

Fur Klasse-lI-Antigene kodieren die Genorte DR, DQ und DP. Sie sind nur auf
Makrophagen, B-Zellen und aktivierten T-Zellen zu finden. MHC-Klasse-II-
Peptidkomplexe konnen CD4+-T-Zellen (Helfer-T-Zellen) aktivieren und zur
Proliferation und Sekretion verschiedener Zytokine fuhren. Die aktivierten
CD4+-T-Zellen kdnnen B-Zellen zur Antikorperbildung anregen.

Zwischen den MHC-Klasse-l und -II-Genen befinden sich fir
Komplementfaktoren  kodierende  Gene, deren  Expressionsprodukte

ursprunglich als Klasse-llI-Antigene bezeichnet wurde (21).
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Klasse | Klasse Il

extrazelluldrer Teil

Il

transmembranaler Teil

JL

zytoplasmatischer Teil

Abbildung 5: Struktur von MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-II-Molekiilen (21)

3.5.2. MHC und Krankheit

Es bestehen Beziehungen zwischen dem Auftreten bestimmter Erkrankungen
und dem Vorhandensein bestimmter HLA-Antigene. Die erste hochgradige
Assoziation, die gefunden wurde, bestand zwischen HLA-B27 und dem
Auftreten von Morbus Bechterew (ankylosierende Spondylitis). Danach wurden
in rascher Folge viele weitere Assoziationen mit verschiedenen Erkrankungen
entdeckt. Die Tatsache, dass die Empfanglichkeit fir so viele verschiedene
Erkrankungen in der doch sehr begrenzten genetischen Region des MHC auf
Chromosom 6 Kkartiert ist, legt den Schluss nahe, dass fur viele dieser
Erkrankungen ein gemeinsames pathogenetisches Prinzip vorliegen konnte.
Dies gilt insbesondere fir Autoimmunprozesse, die mit der MHC-Klasse-II-

Region assoziiert sind.

Erkrankungen, die hochgradig assoziiert sind mit einem autosomal dominant
vererbten genetischen Merkmal, wie zum Beispiel einem HLA-Antigen, missen
per definitionem einen Hinweis auf Vererbung bieten. Wenn aber eineiige
Zwillinge, die genetisch identisch sind, diskordant sein kdnnen fir eine
Erkrankung, muss man annehmen, dass Umweltfaktoren eine wesentliche Rolle

bei der Auslosung der Erkrankung spielen (82).
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In Bezug auf Nickelallergie wurde gezeigt, dass eventuell sowohl genetische als
auch umweltbedingte Faktoren, bei der Sensibilisierung eine Rolle spielen (18,
63).

Frihere Zwillingsstudien konnten fur genetische Faktoren bei der
Kontaktallergie keine Beweise zeigen. Bei Untersuchungen von Nickelallergie in
einer weiblichen danischen Zwillingspopulation wurde jedoch herausgefunden,
dass eine genetische Pradisposition bei der Entwicklung der Nickelallergie
moglicherweise eine Rolle spielt. Ergebnisse aus Familienstudien deuten
ebenfalls auf eine genetische Komponente der allergischen Kontaktdermatitis
hin (53).

Bei Meerschweinchen und Mausen wurde gezeigt, dass die Gene, die
Uberempfindlichkeitsreaktionen vom verzdgerten Typ (IV) bestimmen, in
Zusammenhang mit denen des Major Histokompatibilitatskomplexes liegen
(83).

Eine Assoziation Nickelallergie mit HLA-gekoppeltem ,Empfanglichkeitsgen®
erscheint daher moglich. Dies konnte man auch insofern erwégen, als
Autoimmunprozessen, von denen einige mit bestimmten HLA-Antigenen
assoziiert sind, ebenfalls eine gestorte Toleranz des Immunsystems zugrunde
liegt (82).
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4. Fragestellung der Arbeit

Fur das Grundverstandnis einer Krankheit, sowie fir eventuelle therapeutische
Interventionen, sind stets die immunologischen Mechanismen von Interesse
(54). Ferner konnten aus bekannten immunologischen Vorgangen eventuell
Fortschritte fur die In-Vitro-Diagnostik abgeleitet werden, die bisher im Bereich

der Kontaktallergien nur wenig praktische Bedeutung hat.

Diese Arbeit befasst sich diesbezlglich mit drei héaufig diskutierten
Fragekomplexen, sowie einer neueren Fragestellung, die sich aus der

Zusammenstellung der Patientengruppen ergibt:

Sind periphere Blut-Lymphozyten in vitro in einem sogenannten
Lymphozytenreaktivitats-/-transformationstest durch Nickel stimulierbar?

- Sezernieren die stimulierten  Lymphozyten ein  bevorzugtes
Zytokinmuster? Dabei wurde stellvertretend fur den jeweils méglichen
Weg der Immunreaktion (TH1- oder TH2-Muster) IFN-g bzw. IL-4 zur

Bestimmung ausgewabhilt.
- Inwiefern gibt es Unterschiede bei in vitro Lymphozytenreaktivitat bzw.
Zytokinmuster zwischen Patienten, die nur auf lokalen Allergenkontakt

reagieren und Patienten, die auf systemische Allergenzufuhr reagieren?

- Besteht bei der Nickelkontaktallergie eine HLA-Assoziation und damit

auch eine eventuelle genetische Komponente?
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S. MATERIAL

Fur die Durchfihrung von Lymphozytenstimulationstest, die Messung der In-
Vitro-Zytokinfreisetzung und HLA-Analyse wurde, mit deren Einverstandnis, Blut
von verschiedenen Patienten verwendet. Die Patienten wurden nach
bestimmten Vorraussetzungen in drei verschiedene Gruppen ausgewahlt, die
im Folgenden naher beschrieben werden.

5.1. Patienten

Fur diese Arbeit wurden insgesamt 30 Patienten im Alter von 19 bis 70 Jahren
untersucht, die wahrend 1992-1997 aufgrund von Ekzembeschwerden in der
Dermatologischen Klinik und Poliklinik Miinchen vorstellig waren. Alle Patienten
hatten in diesem Zeitraum sowohl eine Epikutantestung, als auch eine orale
Provokationstestung auf Nickelsulfat erhalten. 20 Patienten waren weiblich, 10

mannlich.

Patientengruppe A

In der Gruppe A wurden 10 Patienten mit Nickelkontaktallergie
zusammengefasst, die bei der oralen Provokationstestung positiv reagiert
hatten. 9 der Patienten hatten auch im Epikutantest ein positives Ergebnis
gezeigt. Eine Patientin mit anamnestischen Hinweisen auf eine Nickelallergie
zeigte im Epikutantest keine Reaktion auf Nickel, reagierte aber bei der oralen
Provokation eindeutig positiv. Das mittlere Alter lag bei 47,6 Jahren und
schwankte zwischen 28-70 Jahren. Acht der Patienten waren weiblich.

Patientengruppe B

In der Gruppe B wurden 10 Patienten mit Nickelkontaktallergie
zusammengefasst, die bei der Epikutantestung positiv reagiert hatten, deren
orale Provokationstestung jedoch negativ ausgefallen war. Das mittlere Alter
lag bei 40,6 Jahren und schwankte zwischen 19-62 Jahren. Acht der Patienten

waren weiblich.
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Kontrollgruppe C

Die Kontrollgruppe bestand aus 10 weiteren Patienten, bei denen sich weder in
der Epikutan-, noch in der oralen Provokationstestung eine Nickelallergie
nachweisen lie3. Das mittlere Alter lag bei 49,9 Jahren und schwankte
zwischen 34-70 Jahren. Vier der Patienten waren weiblich.

Die Patienten- und Kontrollgruppen wurden zur weiteren Entwicklung ihrer
Hautbeschwerden und Ekzemlokalisationen, sowie derzeitiger, eventueller
Behandlung, Begleiterkrankungen, Medikamenteneinnahmen und
Nikotinkonsum befragt. Daten zu Alter, Geschlecht und Zeitpunkt des
Epikutantests beziehungsweise der oralen Provokation wurden festgehalten.

Bei den meisten der untersuchten Patienten bestand zuséatzliche eine
Sensibilisierung gegeniiber zumindest einem weiteren Allergen.

Lediglich je ein Patient aus Gruppe A und B reagierte im Epikutantest
ausschlief3lich positiv auf Nickelsulfat. Nur bei drei Patienten der Gruppe C war
auch gegenuber allen anderen getesteten Allergenen keine Sensibilisierung
festzustellen.

Das heil3t auch Gruppe C umfasste Patienten, bei denen der Verdacht auf ein
allergisches Kontaktekzem bestand, der Epikutantest und die orale
Provokationstestung aber keine Allergie auf Nickel zeigte.

Die Patientencharakteristika mit Angabe von Alter, Geschlecht, eventuellen

Ekzemlokalisationen, Nikotinkonsum, sowie eventuellen weiteren

Kontaktallergien sind als Uberblick in Tabelle 2 dargestellt.
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Patient|Geschlecht|Alter bei|Ekzemverteilungsmuster| Anzahl [Kontakt-| orale Ni-ECT
m/w Testung bei Testung Zigaretten(allergien|Provozier-
/Tag barkeit
Al w 28 Hande 25 Ni,+ ja positiv
A2 w 43 Hénde, Fulke 13 Ni ja positiv
A3 w 42 Hénde, Fulke 0 Ni,+ ja positiv
A4 w 36 Hénde, Fulke 9 Ni,+ ja positiv
A5 w 38 Hande 0 Ni,+ ja negativ x)
A 6 w 70 Hénde, Fulke 0 Ni,+ ja positiv
A7 w 45 Hande 20 Ni,+ ja positiv
A 8 w 22 Auge 0 Ni,+ ja positiv
A9 m 54 Hande, Arme 10 Ni,+ ja positiv
Al0 m 45 Héande 35 Ni,+ ja positiv
B 1 m 62 keine 0 Ni,+ nein positiv
B 2 w 33 Ellbogen, Knie, Ful3e 1 Ni,+ nein positiv
B 3 w 33 keine 15 Ni,+ nein positiv
B 4 w 43 Rucken, Dekolletee, 8 Ni,+ nein positiv
Gesicht
B 5 w 59 Unterschenkel, Ful3e 0 Ni nein positiv
B 6 w 19 Hande 20 Ni,+ nein positiv
B 7 w 32 Nabel, Ful3e 13 Ni,+ nein positiv
B 8 m 52 Hande, FulRe 20 Ni,+ nein positiv
B 9 w 47 Gesicht, Nacken 11 Ni,+ nein positiv
B10 w 26 Hande, Achseln k. A. Ni,+ nein positiv
c1 m 58 keine 20 -- nein negativ
C 2 m 52 keine 0 + nein negativ
C3 m 40 Hande 0 + nein negativ
C 4 m 37 FuRe, Gesicht 0 - nein negativ
C5 m 36 keine 10 - nein negativ
C6 w 70 |generalisiert, v.a. Hande 0 + nein negativ
c7 w 63 Hande 0 - nein negativ
C 8 w 69 Hande, Fule, 0 + nein negativ
Oberkorper

Cc9 w 40 Hande 0 + nein negativ
C10 m 34 keine 5 + nein negativ

Tabelle 2: Patientencharakteristika im Uberblick

Abklrzungen: m= méannlich, w= weiblich, Ni= Nickelkontaktallergie, += weitere

Kontaktallergien (auf3er Nickel), --= keine Kontaktallergie, v.a.= vor allem, k. A.=

keine Angaben.

X) Wir haben Patienten A5 der Gruppe A zugeteilt, da das Auftreten von

Ekzemen bei Kontakt mit nickelhaltigen Metallen angegeben wurde und auch

eine klare orale Provozierbarkeit des Ekzems nach oraler Nickelgabe erfolgte
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5.2. REAGENZIEN UND GERATE

Reagenzien und Verbrauchsmaterial

LTT

Aqua ad injectabilia
Essigsaure 3%
Ficoll-Paque
Heparin-Natrium
RPMI-1640 Medium
RPMI-Kulturmedium:
RPMI-1640 Medium
L-Glutamin
Antibiot.-Antimyc.

NEAA

Hepes Buffer

MEM Vitamins

AB-Serum

Methyl-[3H] Thymidin
Nickelsulfat
Phytohemagglutinin lyophil.
Tetanustoxoid

24-Well Platten Cellstar steril
96-Well Platten Cellstar steril
Glass Fibre Filter

IL-4

Cytokine, Jumbo ELISA for human IL-4

bestehend aus:

Microtiterplatten mit anti-IL-4 beschichteten Antikdrpern

Rekombinanter IL-4-Standard

Probenverdinnungspuffer

Erkennungsantikodrper (Anti-1L-4-Antikorper)
Streptavidinkonjugat (Streptavidinperoxidase)

Firma

Pharmacia

Merck

Pharmacia Biotech AB
Braun

Sigma cell culture ™

Sigma cell culture ™
Biochrom/Seromed
Gibco
Biochrom/Seromed
Biochrom/Seromed
Biochrom/Seromed
Blutspendedienst
Amersham

Sigma

Seromed

Chiron Behring
Greiner Labortechnik
Greiner Labortechnik
Inotech

Biotrend



Konjugatverdinnungspuffer

TMB (3,3,5,5-tetramethylbenzidine) Substratkonzentrat
Substratpuffer

Stoplésung (H2SOy)

Waschpuffer

IFN-g
IFN-g Elisa Kit Diaclone
bestehend aus:

Microtiterplatten mit anti-IFN-g beschichteten Antikérpern
IFN-g-Standard

Standardverdinnungspuffer

Erkennungsantikorper (Anti- IFN-g -Antikorper)

Verdunnungslosung fur Erkennungantikorper

Streptavidin-HRP (Streptavidinperoxidase)
HRP-Verdinnungslosung

TMB (3,3,5,5-tetramethylbenzidine) Substratlésung
H,SO,-Stoplosung

Waschpuffer

Gerate Firma
Zentrifuge ROTIXa IKS Hettich
Neubauer Zdhlkammer

Inkubator

Mikrotiterplattenschuttler Heidolph
Cell Harvester Inotech

Kolimatorplatten

Automatic Filter Counting System Inotech
Photometer (450nm-Filter) Mikrotek
Laborsysteme GmbH

Messwerteprogram Mikro Win 3.0 Mikrotek
Laborsysteme GmbH
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6. METHODEN

6.1. Lymphozytenisolierung und Kulturansatze

6.1.1. Isolierung von Lymphozyten aus peripherem Blut

Durch Venenpunktion wurden pro Person 40 ml Blut gewonnen und mit 200
Einheiten Heparin antikoaguliert. Das heparinisierte Blut wurde in
Reagenzrohrchen auf zuvor einpipettiertes Ficoll-Hypaque Uberschichtet und
anschlieBend 20 Minuten bei Raumtemperatur mit 1800 U/Min zentrifugiert.
Durch die Zentrifugation lagern sich die Zellen geringerer Dichte, wie
Lymphozyten und Monozyten in die Schicht zwischen Ficoll (Dichte von
1,077g/Liter) und Serum, wahrend alle anderen Blutbestandteile (Erythrozyten,
Granulozyten, Thrombozyten) auf den Boden des Rohrchens absinken. Die
mononukledren Zellen des peripheren Blutes (Lymphozyten und Monozyten)
konnten aus der Zwischenschicht zwischen Ficoll und Plasma mit einer Pipette
abgezogen werden. Die so gewonnenen Zellen wurden 10 Minuten bei 1200
U/Min zentrifugiert um, den restlichen Uberstand aus Plasma und Ficoll
abgieRen zu konnen. Die am Ro6hrchenboden abgesetzten Zellen wurden
anschlieend durch Resuspension mit RPMI und erneuter Zentrifugation zwei
mal gewaschen. Schlie3lich wurden die mononukledren Zellen in RPMI-

Kulturmedium aufgeschwemmt (in Anlehnung an 90).

6.1.2. Konzentrationseinstellung

Von der Zellsuspension wurden 10m mit 190m 3%iger Essigsaure verdinnt und
ein Tropfen des Gemisches in eine Neubauer-Zahlkammer gegeben. Die durch
die Essigsaure leicht angeschwollenen Lymphozyten wurden in 0,4m,
entsprechend dem Volumen der Neubauer-Kammer gezahlt. Uber die
gezahlten Lymphozyten pro Volumen und die bekannte Verdinnung mit
Essigséure lasst sich die Konzentration der Lymphozyten-Kulturmedium-
Suspension errechnen. Durch Zugabe von entsprechender Menge RPMI-
Kulturmedium wurde die Zellsuspension auf Konzentrationen von 10°

Lymphozyten / ml eingestellt.
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6.1.3. Stimulationsansatze

Fur die folgenden  Untersuchungen zu  Lymphozytenproliferation
beziehungsweise Zytokinmuster wurde je ein Stimulationsansatz erstellt. In eine
96/24-Wellplatte wurde jeweils 200m bzw. 800m der erstellten
Lymphozytensuspension zu 20m bzw. 80m einer Testsubstanz gegeben.
Getestet wurde mit:

a) reinem RPMI-Kulturmedium - zur Leerwertbestimmung

b) Phytoh&magglutinin (PHA) - als Positivkontrolle

Dieses ist ein polyklonaler T-Zell-Aktivator (unabh&angig von antigenspezifischen
Rezeptoren).

c) Tetanustoxoid (TT) — als zweite Positivkontrolle -

da die groRe Mehrheit der Bevolkerung durch Impfung fur dieses Antigen
Immungedachtnis besitzt.

d) Nickelsulfatldsungen (NiSO4) mit 10*M, 10°M und 10°M Endkonzentation,

als Testsubstanz fur den eventuellen Nachweis einer Sensibilisierung.

6.2. Lymphozytentransformationstest (LTT)

6.2.1. Allgemeines Testprinzip

T-Zellen werden durch spezifischen Antigenkontakt aktiviert und zur
Proliferation angeregt. Als Parameter fir die T-Zell-Funktion wird im
Lymphozyten-Transformationstest, oder -Stimulationstest die Proliferations-
fahigkeit der Zellen untersucht. Hierfur kultiviert man die Zellen mit einem
Stimulus fir 72-96 Stunden im Brutschrank. Die einsetzende Zellteilung ist mit
einer Verdopplung des DNA-Gehaltes verbunden. Dem Kulturmedium in der
Schlussphase der Kultur zugesetztes radioaktiv markiertes Thymidin, bei dem
eine H-Position des Molekiils mit Tritium °H ersetzt ist, fihrt dazu, dass sich
teilende Zellen radioaktiv markiertes Thymidin in ihre DNA einbauen. Nach
weiteren 16-24 Stunden Zellkultur werden die Zellen mit automatisierten
Geraten "geerntet”, das heil3t aus den Lochern der Kulturplatte herausgespult
und durch einen Glasfaserfilter geleitet. Hier bleiben die Zellen
beziehungsweise die hochmolekulare radioaktiv markierte DNA hangen. Die
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Radioaktivitat der Filter wird in einem b-Zahler ermittelt. Sie korreliert mit dem

Ausmalfi an DNA-Replikation und damit der Zellproliferation.

6.2.2. Durchfuhrung

Von jeder Testsubstanz (a-d) wurden pro Patient drei Ansatze erstellt und die
verschiedenen Anséatze funf Tage im Brutschrank bei 37° und 5% CO; inkubiert.
Nach finf Tagen erfolgte die Zugabe von 20m radioaktiv markiertem Thymidin.
Anschliel3end wurde die Zellkultur mindestens weitere 16 Stunden bebritet und
danach bei —80° tiefgefroren, um die Zellmembranen der Lymphozyten zu
zerstoren. Die markierte DNA konnte nach dem Auftauen mittels eines Cell
Harvesters auf Glasfaserplatten geerntet werden. Deren Radioaktivitat wurde
mittels b-Z&ahler in Counts per minute (cpm) gemessen und der Mittelwert pro
Testsubstanz aus den Dreifachansatzen gebildet.

Das Ausmald der Lymphozytenproliferation wurde als Stimulationsindex (SI) im
Vergleich zum Leerwert dargestellt. Er entspricht dem Quotienten aus
gemessener Radioaktivitat der Testansatze zu Radioaktivitdt der Ansatze mit

reinem Kulturmedium.

Mittelwert in cpm der Kultur mit Testsubstanz

Sl =
Mittelwert in cpm bei reinem Kulturmedium

Ein Stimulationsindex von 3 2 wurde als positiv fir eine Sensibilisierung

gegenuber Nickelsulfat gewertet.

6.3. Zytokin-Konzentrationen im Kulturtuberstand

6.3.1. Prinzip der Zytokinbestimmung mittels ELISA

Die Konzentrationen fir Interleukin-4 und Interferon-g wurden mittels Sandwich-
ELISA (Enzyme-linked-immunosorbent-assay) in den Zellkulturiiberstanden
bestimmt.

Der Sandwich-ELISA dient zum Antigennachweis - in diesem Fall ein Zytokin.
Dabei wird eine Tragersubstanz, meist eine Mikrotiterplatte mit einem zum

Antigen korrespondierenden Antikorper beschichtet. Sind Antigene im

32



Untersuchungsmaterial vorhanden, binden sie an den Antikdrper. Die Menge
des gebundenen Antigens aus der Probe wird durch die Zugabe eines
enzymmarkierten Zweitantikorpers, der unter Bildung eines "Sandwich” an das
Antigen bindet, ermittelt. Durch das Enzym wird zugegebenes Substrat in einer
Farbreaktion umgewandelt. Anhand einer mitgefihrten
Standardverdinnungsreihe kann, nach Erstellung einer Eichkurve, die
Farbreaktion mit der Antigenkonzentration korreliert werden (21).

6.3.2. Durchfuhrung

Fur jede Testsubstanz wurde pro Patient ein Doppelansatz erstellt und die
verschiedenen Ansatze sechs Tage im Brutschrank bei 37° und 5% CO;
inkubiert.

Nach sechs Tagen wurden die Kulturiberstande abpipettiert, die Lymphozyten,
die sich am Kulturboden abgesetzt hatten, verworfen. Anschliel3end wurden die
Uberstande bei —80° tiefgefroren, um eine gleichzeitige Testung aller Proben
unter gleichen Bedingungen (Tag, Temperatur, Testplatten) gewéhrleisten zu

konnen.

6.3.3. Bestimmung der Interferon-g-Konzentration

Zunachst wurde mittels vorgefertigter Standardlésung eine
Standardverdinnungsreihe, mit insgesamt sechs verschiedenen IFN-g
Konzentrationen, folgendermalRen hergestellt: In die ersten Wells der
Verdinnungsreihe wurden 200 pl Standardlésung einpipettiert. Die folgenden
Wells der Verdinnungsreihe waren mit jeweils 100pl
Standardverdinnungspuffer versehen worden und erhielten nacheinander
zusatzlich 100l des vorhergehenden Standards. Aus dem Inhalt des letzten
Standardwells wurden schlie3lich 100ul Standardverdinnung verworfen (siehe
Abbildung 6).

Die restlichen Wells wurden mit je 100ul der zu bestimmenden Proben
versehen. Alle Proben und Standardkonzentrationen wurden doppelt bestimmt.
Zu allen Proben und Standards wurden 50ul einer monoklonalen Anti-IFN-g -

Antikorperlosung  pipettiert und die Mikrotiterplatten abgedeckt, Dbei
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Raumtemperatur zwei Stunden inkubiert. Danach wurden die Lésungen aus
den Wells abpipettiert und die Platten mit einer Waschlosung drei mal
gewaschen, um alle ungebundenen Bestandteile zu entfernen.

AnschlieBend wurde nach Zugabe von 100ul HRP-Enzyml6sung
(Streptavidinperoxidase) nochmals 20 Minuten abgedeckt inkubiert. Die Platten
wurden erneut mehrmals gewaschen um, ungebundenes Enzym zu entfernen.
100l TMB-Substratlésung wurden zugegeben und reagierten wahrend weiterer
20-mindtiger Inkubation mit gebundenem Enzym zu einem farbigen
Reaktionsprodukt.

Die Enzym-Substrat-Reaktion wurde durch Zugabe von 100ul 1,8N
Schwefelsaure gestoppt und die Absorption pro Well im Photometer bei 450nm
gemessen. Die IFN-g-Konzentrationen der Proben wurde Uber die Absorptionen
der mitgefuhrten Standards mittels Eichkurve in einem Computerprogramm
berechnet.

Aus den Ergebnissen der Doppelansatze von Standards und Proben wurde der
Mittelwert berechnet.

Als Nachweisgrenze wurden Werte kleiner 5 pg/ml angegeben (29). Fur
Messwerte unterhalb des Bestimmungsgrenzwerts wurden entsprechend der

halben Nachweisgrenze Konzentrationen von 2,5 pg/ml angenommen.

Standardkonzentrationen: 1. 400 pg/ml 2. 200 pg/ml 3. 100 pg/ml
4. 50 pg/ml 5. 25 pg/ml 6. 12.5 pg/ml

100ul
200ul = ) 9 1004
Standard - % % D D Y verworfen
< ] —
D S S e

100pul Standardverdiinnungslésung
Abbildung 6: Pipettierschema zur Herstellung der IFN-g Standardverdiinnungs-

reihe
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6.3.4. Bestimmung der Interleukin-4-Konzentration

Die Mikrotiterplatten wurden mit Waschlosung finf mal vorgewaschen. Im
kommerziellen Testansatz enthaltener lyophilisierter Standard wurde in
Verdunnungspuffer gelost und eine Standardverdiinnungsreihe analog zum
Vorversuch hergestellt. Der geléste Standard enthielt 500 pg/ml rekombinantes,
humanes Interleukin-4. Daraus ergaben sich folgende
Standardkonzentrationen:

1.500 pg/ml 2.250 pg/ml 3.125 pg/ml 4. 62.5 pg/mi

5. 31,25 pg/ml 6. 15.6 pg/ml 7. 7,8 pg/ml 8. 0 pg/ml

Von den Standardlésungen wurden je 100pl in ein Well pipettiert.

Fur die zu messenden Proben wurden gemald Herstelleranweisung je 50pl
Kulturiiberstand mit 50ul Probenverdinnungspuffer gemischt und in die
jeweiligen Wells gegeben. Alle Proben und Standards wurden wieder doppelt
bestimmt.

Die Ansatze wurden 45 Minuten bei Raumtemperatur und permanentem
Schitteln mit 350rpm inkubiert. Anschlieend wurden die Platten funf mal
gewaschen.

Danach wurden je 100ul ,Erkennungs*-Antikdrper zugegeben und die Platten
nochmals 45 Minuten bei Raumtemperatur und permanentem Schutteln mit
350rpm inkubiert.

Anschliel3end wurden die Platten wieder funf mal gewaschen.

Pro Well wurden 100l Streptavidinldsung zupipettiert und die Platten nach 30
Minuten Inkubation erneut fiinf mal gewaschen.

100pl Substratldsung wurden jeweils zugegeben und die Platten nochmals 30
Minuten im Dunkeln auf Gbliche Weise inkubiert.

Durch Zugabe von 50ul Stoplésung wurde die Farbreaktion beendet und die
Absorption pro Well im Photometer bei 450nm gemessen.

Die IL-4-Konzentrationen der Proben wurde Uber die Absorptionen der
mitgefihrten Standards mittels Eichkurve in einem Computerprogramm
berechnet und die Ergebnisse mit dem Verdiunnungsfaktor zwei multipliziert.
Aus den Messwerten der Doppelansatze von Standards und Proben wurde der
Mittelwert berechnet.
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Die Nachweisgrenze wurde mit 1,5 pg/ml angegeben (8). Fiur Messwerte
unterhalb des Bestimmungsgrenzwerts wurden entsprechend der halben

Nachweisgrenze Konzentrationen von 0,75 pg/ml angenommen.

6.4. HLA-Analyse

Die Lymphozyten der Patientengruppen A und B wurden auf HLA-Klasse-I- und
HLA-Klasse-lI-Antigene untersucht. Die Bestimmung der HLA-A-, -B-, -C- und -
DR-Allele Ubernahm freundlicherweise das Labor fir Immungenetik der
Universitdt Minchen. Diese wurde fir die MHC-Klasse-I serologisch, fur die
MHC-Klasse-Il durch Amplifikation des DRB1 Gens aus genomischer DNA
mittels Polymerase-Kettenreaktion durchgefihrt.

6.5. Statistik

Bezlglich der statistischen Auswertung wurde mit Herrn Prof. H6lzl vom Institut
fur medizinische Informationsverarbeitung, Epidemiologie und Biomathematik
(IBE) in GrofRhadern Rucksprache gehalten. Aufgrund der Beratung wurde zur
Datenverarbeitung von Lymphozytenproliferation, Zytokinmessung und
Nikotinkonsum schlie3lich der Mann-Whitney-U-Test und der H-Test nach
Kruskal-Wallis ausgewahlt.

Der Mann-Whitney-U-Test dient dem nichtparametrischen Vergleich zweier
unabhéangiger Stichproben und basiert auf einer gemeinsamen Rangreihe der
Werte beider Stichproben (20). Der Kruskal-Wallis-Test ist eine Ausweitung des
U-Tests nach Mann-Whitney fur den Vergleich von mehr als zwei unabhéngigen
Gruppen.

Zum Vergleich aller Gruppen (A, B, C) wurde vorab ein H-Test nach Kruskal-
Walllis durchgefihrt. Als signifikant wurden Werte <0,05 erachtet.

Da aber auch gesamt die Nickelallergiker (Gruppe A+B) im Vergleich zur
Kontrollgruppe C (Zweigruppenvergleich), sowie die genaueren Unterschiede
der einzelnen Gruppen zueinander interessierten, wurde im Anschlufd3 an den

Kruskal-Wallis-H-Test jeweils der Mann-Whitney-U-Test flr die verschiedenen
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Gruppen durchgefihrt. Aufgrund des multiplen Testens wurden hier erst Werte

< 0,01 als signifikant erachtet.

Die Auswertung der Ergebnisse der HLA-Untersuchung wurde freundlicher-
weise im Minchner Labor fur Immungenetik mittels Fischer-Exakt-Test
durchgefuihrt. Dabei werden an Hand einer Vierfeldertabelle fir jeden der
untersuchten genetischen Marker zwischen Patienten- und Kontrollpopulation
verglichen. Die Irrtumswahrscheinlichkeit p wird berechnet um zu ermitteln, ob
ein signifikanter Unterschied in der Haufigkeit verschiedener Merkmale
zwischen der Patientengruppe und der Kontrollgruppe vorliegt. Da bei
Haufigkeitsuntersuchungen im HLA-System meist sehr viele Vergleiche
gleichzeitig angestellt werden, verwendet man in solchen Féllen eine p-Wert-
Korrektur. Der p-Wert wird dazu mit der Anzahl der Vergleiche multipliziert
(Bonferroni-Korrektur) (92).

Der Fischer-Exakt-Test gibt auch fir kleine Fallzahlen die genaue
Wabhrscheinlichkeit wieder, mit der ein Unterschied so stark, oder starker wie
der gefundene rein zufallsbedingt auftritt (92).
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7. ERGEBNISSE

7.1. Lymphozytenproliferation

7.1.1. Messwerte

Der Lymphozytenstimulationstest wurde als Mal3 fur die T-Zell-Proliferation
durch spezifischen Antigenkontakt durchgefihrt. Das Ausmafd der Lympho-
zytenproliferation im Vergleich zum Leerwert, wurde als Stimulationsindex (SI)
dargestellt. Fur erhodhte Proliferationsraten mit einem Sl 3 2 wurde eine
Sensibilisierung angenommen.

Tabelle 3 zeigt den kleinsten und grof3ten Wert, Median und 25%- / 75%-

Quantil fir die verschiedenen Patientengruppen.

Gruppe LW SIPHA SITT Sl1 SI2 SI3
Gruppe A | Min 179,00 7,09 6,16 0,15 0,37 0,72
25%-Quantil 616,00 7,77 9,39 1,45 0,88 1,14
Median 1207,50 | 14,62 11,59 3,72 4,05 1,29
75%-Quantil 2027,25 | 38,76 33,44 6,08 8,77 2,64
Max 3704,00 | 78,02 117,78 21,86 20,80 7,76
Gruppe B | Min 169,00 4,01 0,46 0,10 0,44 0,46
25%-Quantil 495,75 15,39 5,84 0,61 0,63 0,88
Median 568,50 25,00 15,33 1,60 1,26 1,02
75%-Quantil 1260,50 | 33,41 52,93 5,96 5,36 1,45
Max 2931,00 | 135,83 | 279,42 7,56 26,93 3,43
Gruppe C | Min 144,00 4,44 1,89 0,28 0,41 0,57
25%-Quantil 243,75 4,76 6,65 0,32 0,44 0,65
Median 333,50 41,81 12,93 0,52 0,63 0,86
75%-Quartil 1289,25 | 72,94 16,08 0,78 1,28 1,24
Max 4178,00 | 136,66 | 128,41 4,02 2,37 2,99
Insgesamt | Min 144,00 4,01 0,46 0,10 0,37 0,46
25%-Quantil 344,75 7,70 7,22 0,34 0,58 0,82
Median 590,50 22,45 13,06 1,35 0,99 1,07
75%-Quantil 1456,00 | 55,11 44,21 4,88 4,35 1,47
Max 4178,00 | 136,66 | 279,42 21,86 26,93 7,76

Tabelle 3: kleinster / grof3ter Wert, Median und 25%- / 75%-Quantil im LTT fur
die jeweiligen Stimulationsansatze und Patientengruppen - die Werte fur PHA,
TT und Nickelkonzentrationen wurden aus den Stimulationsindices (SI)
berechnet. Abkirzungen: LW= Leerwert (Kulturmedium), SIPHA= SI fir
Phytohamagglutininansatze, SITT= Sl fur Tetanustoxoidansatze, S11/2/3= Sl fur
10*M/10°M/10°M NiSO4 , Min / Max = kleinster / gréRter Wert
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Abbildung 7: Lymphozytenproliferation dargestellt als Stimulationsindex:

jeweils 10 Patienten in Gruppe A, B und C; Abkirzungen: PHA= Phyto-

hamagglutinin, TT= Tetanustoxoid, NiSO4= Nickelsulfat, M= Mol/Liter
X1/2 = auffélliger Unterschied Gruppe A+B zu C mit X1: p=0,049; X2: p=0,022
X3 = auffalliger Unterschied Gruppe A zu C mit p=0,029
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In Abbildung 7 wurden die jeweiligen Stimulationsindices und Mediane der
Patientengruppen fir verschiedene Nickelsulfatkonzentrationen graphisch
dargestellt.

Die einzelnen Messergebnisse sind im Anhang in Tabelle 4 aufgefihrt.

Ein Vergleich der drei Gruppen mit dem H-Test nach Kruskal-Wallis zeigte
keine signifikanten Unterschiede. Dabei lagen die Stimulationsindices (SI) fur
10° M Nickelsulfatansatze nur knapp (p=0,061) oberhalb des
Signifikanzniveaus (p<0,05).

Beim Vergleich der Nickelallergiker (A+B) mit der Kontrollgruppe,
beziehungsweise der einzelnen Gruppen untereinander, mit dem Mann-
Whitney-U-Test, ergaben sich auffallige Unterschiede (p<0,05), die jedoch
aufgrund der herabgesetzten Signifikanzschwelle (p<0,01) nicht signifikant
getestet wurden.

Insgesamt zeigten sich bei den Nickelallergikern (Gruppe A+B) hohere
Proliferationsraten auf Nickelsulfat als bei der Kontrollgruppe (Gruppe C).
Auffallige Werte wurden in den 10 M (p=0,049) und 10®° M (p=0,022) Kulturen
mit Nickelsulfat gemessen

Die starkste nickelabh&ngige Proliferation wurde bei Patienten gemessen, die
auf eine orale Provokation mit Nickel reagiert hatten (Gruppe A). Auffallige
Unterschiede wurden fir 10° M (p=0,029) und 10* M (p=0,052)
Nickelsulfatkonzentrationen beim Vergleich der Gruppen A und C gefunden.

Die Messungen der Patienten, die nur im Epikutantest auf Nickel reagiert hatten
(Gruppe B), ergaben im Vergleich zur Kontrollgruppe C ebenfalls hdhere,
jedoch keine signifikanten Werte (p=0,089 fur 10° M
Nickelsulfatkonzentrationen). Ein Vergleich der Patientengruppen A+B
untereinander zeigte keine auffalligen Unterschiede.

In der Kontrollgruppe C wurde die Zellproliferation durch Nickel eher unterdruickt

als angeregt.

Bezogen auf die Entscheidung zur Diagnose einer Sensibilisierung auf Nickel
hatten 6 Patienten der Gruppe A, 5 Patienten der Gruppe B und 1 Patient der
Kontrollgruppe ein positives Ergebnis, also einen Stimulationsindex > 2 bei

zumindest einer der Nickelkonzentrationen.
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Tabelle 5 gibt einen Uberblick tiber die Anzahl positiver Ergebnisse (Sl 3 2) in

den jeweiligen Patientengruppen.

Gruppe Anzahl der Patienten mit SI 3 2
10™M NiSO, 10°M NiSO,4 10°M NiSO,

A 6 6 3
B 4 4 1
C 1 1 1

Tabelle 5: Anzahl der positiven Testergebnisse (SI 3 2) im LTT bei den
jeweiligen Ansétzen in den verschiedenen Patientengruppen. Abkirzungen: Si=
Stimulationsindex, M= Mol/Liter, NiSO,= Nickelsulfat

7.1.2. Sensitivitat und Spezifitat:

Die Sensitivitat gibt die Fahigkeit eines diagnostischen Tests an, Personen mit
der fraglichen Krankheit vollstandig herauszufiltern. Sie ist definiert als
Verhaltnis der Personen mit richtig positivem Testergebnis zu den tatséchlich
Kranken.

Anzahl der richtig positiven Ergebnisse

SENSItIVITAL = =mmmm e
Anzahl d. richtig positiven + Anzahl d. falsch negativen Ergebnisse

Damit errechnet sich aus den Ergebnissen des Lymphozytentransformations-
tests eine Sensitivitat von 0,5 fiir 10*M und 10°M Nickelkonzentrationen und

von 0,2 fir 10°M Nickelkonzentrationen.

Die Spezifitat ist die Fahigkeit ausschlieBlich Personen mit der fraglichen
Erkrankung zu erfassen. Sie ist definiert als das Verhaltnis der Personen mit
richtig negativem Testergebnis zu den Nichtkranken (25, 69).

Anzahl der richtig negativen Ergebnisse
SPEZIfitAl = —-mmmmmm e
Anzahl d. richtig negativen + Anzahl d. falsch positiven Ergebnisse

Die Spezifitat betragt damit bei allen drei Nickelkonzentrationen 0,9
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7.2. Interleukin-4-Bestimmung

Mittels ELISA wurden die Interleukin-4-Konzentrationen in den Kulturiberstan-
den bestimmt. Tabelle 6 zeigt den kleinsten und grof3ten Wert, Median und
25%- / 75%-Quantil fur die verschiedenen Patientengruppen.

Gruppe LW PHA TT NiloLW | Ni2oLW | Ni3oLW
Gruppe A | Min 0,75 3,50 0,00 0,00 0,00 0,00
25%-Quantil 2,50 7,81 4,93 1,46 0,75 0,00
Median 4,65 12,65 8,98 5,50 1,90 0,50
75%-Quantil 13,90 20,45 28,05 21,46 5,49 2,04
Max 20,60 39,10 35,25 34,40 24,30 6,10
Gruppe B | Min 0,75 0,00 1,30 0,00 0,00 0,00
25%-Quantil 0,75 7,81 2,79 0,19 0,23 0,00
Median 1,85 13,55 10,20 1,38 2,00 0,00
75%-Quantil 8,13 15,24 36,19 13,83 5,75 0,00
Max 34,20 41,10 99,20 25,70 12,70 1,60
Gruppe C | Min 0,75 1,20 0,00 0,00 0,00 0,00
25%-Quantil 1,68 6,59 3,96 0,23 0,00 0,00
Median 3,25 9,80 54,25 0,40 0,25 0,00
75%-Quartil 5,83 15,88 | 100,05 0,78 1,04 0,38
Max 10,80 24,60 | 309,10 2,90 5,20 1,50
Insgesamt | Min 0,75 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
25%-Quantil 0,94 6,56 3,26 0,23 0,00 0,00
Median 3,80 11,95 11,20 0,95 1,03 0,00
75%-Quantil 8,15 16,51 42,01 7,44 3,35 0,84
Max 34,20 41,10 | 309,10 34,40 24,30 6,10

Tabelle 6: kleinster / gro3ter Wert, Median und 25%- / 75%-Quantil der IL-4-
Bestimmung fir die jeweiligen Stimulationsanséatz und Patientengruppen.
Abkurzungen: LW= Leerwert (Kulturmedium), PHA= Phytoh&magglutinin, TT=
Tetanustoxoid, Ni1/2/30LW= Werte der 10*M/10°M/10°®M Nickelsulfatansatze
abzuglich Leerwert, Min / Max = kleinster / grof3ter Wert.

Die jeweiligen Messergebnisse der Patientengruppen sind fur die

verschiedenen Nickelsulfatkonzentrationen in Abbildung 8 dargestellit .
Im Anhang sind die einzelnen Messergebnisse in Tabelle 7 aufgefihrt.
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Abbildung 8: Interleukin-4-Konzentrationen im Zellkulturiberstand.

Abkurzungen: siehe Abbildung 7
X = auffalliger Unterschied Gruppe A zu C mit p=0,035
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In allen Kulturen wurde eine gewisse IL-4-Basisproduktion auch ohne
Stimulation (reines Kulturmedium) gemessen. Diese basale Produktion zeigte
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen. Zur weiteren
Auswertung wurden die Leerwerte von den jeweiligen Interleukinkonzen-
trationen nach Stimulation abgezogen. Dabei ergaben sich in einigen Féallen

negative Werte, die im Folgenden als Null betrachtet wurden.

In den 10* M und 10° M Nickelsulfatkulturen zeigten sich bei den
Nickelallergikern (A+B) hohere IL-4-Werte als in der Kontrollgruppe C. Dieser
Unterschied war jedoch nicht signifikant (p=0,061).

Die hochsten IL-4-Konzentrationen wurden in der Patientengruppe mit oral
provozierten Reaktionen (Gruppe A) gemessen. Der Unterschied lag im
Vergleich zur Kontrollgruppe C fir 10* M Nickelkonzentrationen mit p=0,035
knapp oberhalb des Signifikanzniveaus fur multiples Testen (p<0,01).

Die ubrigen Gruppen unterschieden sich im Mann-Whitney-U-Test ansonsten

ebenfalls nicht signifikant.

Auch ein Vergleich der drei Gruppen mit dem H-Test nach Kruskal-Wallis zeigte

keine signifikanten Unterschiede.
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7.3. Interferon-g-Bestimmung

In Abbildung 9 wurden die jeweiligen Werte der Patientengruppen fur
verschiedene Nickelsulfatkonzentrationen graphisch dargestellt. Die einzelnen
Messergebnisse sind im Anhang als Tabelle 8 aufgefihrt.

Die Uberwiegende Mehrzahl der Testpersonen zeigte keine nickelspezifische
Interferon-g-Produktion. In den mit Nickel stimulierten Kulturansatzen war
Interferon-g lediglich bei drei Patienten nachweisbar, diese stammten
ausschlief3lich aus der Gruppe A.

Die Leerwerte samtlicher Testpersonen lagen, im Gegensatz zur IL-4-
Bestimmung, die auch in unstimulierten Kulturen eine gewisse Basisproduktion
zeigte, unterhalb der Messgrenze (Nachweisgrenze: 5pg/ml). Die Messungen
aus den PHA- und TT-Ansatzen, die als Positivkontrollen fungierten, ergaben
dagegen vergleichsweise hohe Interferon-g-Konzentrationen. (Mediane: PHA
455-521pg/ml, TT 261-379pg/ml).

Bei den drei Patienten der Gruppe A, die auf Nickelstimulation in vitro
nachweisbares IFN-gin den Kulturiberstanden hatten, lagen die Werte mit 56-
425pg/ml ebenfalls relativ hoch (Mittelwerte fiir NiSO, Kulturen 10 M: 77,0;
10° M: 67,2; 10° M: 27,9pg/ml). Die héchsten IFN-g\Werte wurden bei 10* M
und 10° M Nickelkonzentrationen gefunden. Bei der Kultur mit 10° M

Nickelsulfat konnte nur noch bei einem Patienten IFN-g gemessen werden.

Der Kruskal-Wallis-Test der drei Gruppen war fiir 10 M Nickelkonzentrationen
signifikant (p=0,04).

Die Testung der einzelnen Gruppen gegeneinander im Mann-Whitney-U-Test
zeigte jedoch keine signifikanten Unterschiede zwischen den drei Gruppen.
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Abbildung 9: Interferon-g-Konzentrationen im Zellkulturiberstand.

Abkurzungen siehe Abbildung 5
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7.4. Zigarettenkonsum

Aufgrund der besonderen Situation bei der Absorption von Nickel durch
Inhalation, stellte sich auch die Frage nach einer eventuellen Beziehung oder
Einfluss zwischen Anzahl konsumierter Zigaretten und gewonnenen

Messergebnissen.

Die  Rauchergewohnheiten sind im  Uberblick in  Tabelle 2
(Patientencharakteristika) auf Seite 27 und in Abbildung 10 dargestellt.

Fur die statistische Auswertung mittels Kruskal-Wallis- und U-Test nach Mann-
Whitney wurden die getesteten Personen in drei Gruppen eingeteilt:
Nichtraucher, Wenigraucher mit einem durchschnittlichen Konsum von maximal
10 Zigaretten pro Tag und starke Raucher mit Gber 10 gerauchten Zigaretten
taglich. Ein Patient machte keine Angaben zum Zigarettenkonsum.

Der H-Test nach Kruskal-Wallis ergab einen signifikanten Unterschied der drei
Gruppen bei der IL-4-Konzentration fiir 10* M (p=0,027) und 10° M (p=0,012)
Nickelsulfatansatze.

Fur die Auswertung mittels Mann-Whitney-Test ergaben sich ebenfalls
signifikante Werte (p<0,01).

Beide Rauchergruppen zusammengefasst hatten im Vergleich zu den
Nichtrauchern héhere IL-4-Konzentrationen in den 10 M und 10° M Nickelsul-
fatansatzen. Dieser Unterschied war fiir 10° M Nickalsulfatkonzentrationen mit
p=0,004 signifikant und lag fiir die 10* M Ansatze nur knapp oberhalb des
Signifikanzniveaus (p=0,022).

Ebenfalls unterschieden sich die IL-4-Werte der Wenigraucher im Vergleich zu
den Nichtrauchern fir 10* M und 10° M Kulturen (p=0,009 und 0,007). Die
Werte der starken Raucher lagen fir 10° M Anséatze knapp oberhalb der
Signifikanzgrenze (p=0,03). Die Konzentrationen der Wenigraucher und der
starken Raucher unterschieden sich nicht signifikant.

Zigarettenkonsum  hatte  keinen  signifikanten  Einfluss  auf die
Interferonproduktion, oder die Lymphozytenproliferation.

a7



B Gruppe A
Gruppe B
O Gruppe C

Patientenanzahl

>10 Zigaretten bis 10 Zigaretten Nichtraucher

Rauchergruppe

Abbildung 10: Ubersicht tiber die Verteilung der Rauchgewohnheiten in den
drei Patientengruppen

7.5. HLA-Analyse

Von den Personen der Patientengruppen A + B wurde zur Untersuchung einer
eventuellen Assoziation eine HLA-Analyse durchgefuhrt. Es wurde hier zur
Assoziation  zwischen Nickelallergie und HLA-Merkmal untersucht,
dementsprechend wurden die Patientengruppen A + B (Nickelallergiker) als ein
gemeinsames Kollektiv fur die eventuelle Assoziation angesehen. Bei einem
Patienten war die Zellqualitdt im abgenommenen Blut fir eine serologische
HLA-Klasse-I-Analyse nicht ausreichend. Bei einem Patienten wurde
versehentlich keine HLA-Klasse-II-Analyse durchgefihrt.

Die einzelnen Typisierungsergebnisse sind der Tabelle 9 zu entnehmen.

Zur Auswertung wurden die Ergebnisse der Patienten mit den HLA-Merkmalen
von 252 Panelpersonen des Labors fir Immungenetik in Minchen verglichen.
Diese Vergleichspersonen wurden dort als Kontrollgruppe, auch fir andere
Studien, serologisch auf HLA-Klasse-I-Merkmale (HLA-A,-B,-C) und mittels
PCR auf Klasse-lI-Merkmale (HLA-DR) untersucht.
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Die statistische Auswertung wurde mittels Fischer-Exakt-Test berechnet.

Auffallig war eine Haufung von HLA-B14 in der Patientengruppe (A+B) mit einer
Frequenz von 21,05% im Vergleich zu 3,97% in der Kontrollgruppe.

Gemal statistischer Auswertung ergab sich jedoch insgesamt keine signifikante
Haufung fur ein bestimmtes HLA-Merkmal.

Patient A B Cw DR
Al 2 3 27 51 1 1 1 11
A2 1 24 8 7 7 3 13
A 3 1 28 8 60 3 7
A4 24 26 14 27 1 8 1 7
A5 24 29 13 38 4 4 2 7
A 6 2 3 47 62 4 6 7 8
A7 3 28 14 35 4 8 1 6
A 8 26 33 38 41 13
A9 26 33 14 40 8 8 7 13
A10 23 29 17 50 6 7 3 8
B 1 24 66 7 41 2 7 1 14
B 2 1 3 7 50 6 2 4
B 3 1 2 57 62 3 6 4 7
B 4 23 32 27 35 2 4 2 11
B 5 4 11
B 6 3 24 35 47 6 6 11
B 7 1 2 8 27 1 3 11
B 8 2 33 14 51 8 2 3
B 9 2 28 5 35 4 11
B10 3 7 53 4 1 2

Tabelle 9: Ergebnisse der HLA-Analyse.
Dargestellt sind die typisierten HLA-Loci: HLA-A (A), -B, -Cw und —DR fur die

jeweiligen Patienten
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8. Diskussion

8.1. Uberblick

Beim allergischen Kontaktekzem handelt es sich um eine T-Zell-vermittelte
Uberempfindlichkeitsreaktion vom Spattyp (Typ IV). In der Auslosephase
vermehren sich antigen-spezifische T-Zellen, nachdem sie durch das
entsprechende Allergen stimuliert wurden. Nach erneutem Nickelkontakt der
Haut wandern Memory-/ Effektor-T-Lymphozyten ein. Darunter befinden sich
CD4+ Helfer T-Lymphozyten (Uberwiegend vom TH1-Subtyp, teils aber auch
vom TH2-Subtyp) und CD8+ T-Lymphozyten. Letzteren wird eine Schéadigung
der Keratinozyten mit Apoptoseinduktion zugeschrieben. Schlie3lich werden
auch regulatorische T-Zellen rekrutiert und das Ekzem lasst bei Sistieren der
Allergen-(Nickel-)Exposition nach.

Diese Arbeit befasst sich mit der Proliferation von Lymphozyten, nach
Stimulation mittels Allergen, unter In-vitro-Bedingungen, sowie dem
sezernierten Zytokinmuster, das auf die vorherrschende Subpopulation
hinweisen soll.

Als Allergen wurde aufgrund der HAaufigkeit einer Sensibilisierung in der
Bevdlkerung Nickel (hier als Nickelsulfat) ausgewahlt.

Zusatzlich wurde von der Patientengruppe eine HLA-Analyse durchgefuhrt, die
Hinweise auf eine mogliche Assoziation der Erkrankung mit einem HLA-
Merkmal geben sollte.

So sollte die Aussagekraft des Nickel-spezifischen LTT im Hinblick auf Nickel-
allergische Personen mit unterschiedlicher Reaktivitat in der oralen

Provokationstestung hinterfragt werden.

8.2. Patientencharakteristika

Die Untersuchungen erstreckten sich auf drei verschiedene Personengruppen:
Patienten, die auf eine systemische, d.h. orale Nickelprovokation mit
hamatogenen allergischen Kontaktekzemen reagiert hatten (Patientengruppe

A), Patienten, die zwar nicht auf orale Nickelgabe, aber im Epikutantest lokal
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auf Nickel reagiert hatten (Patientengruppe B) und eine Kontrollgruppe ohne
Reaktionen auf Nickelapplikation (Patientengruppe C).

Besonderes Interesse galt dabei der Unterscheidung zwischen Patientengruppe
A und B.

Die Fallzahlen, mit je 10 Patienten pro Gruppe, mussen als relativ klein
angesehen werden. Es ergibt sich daraus zwangslaufig eine gewisse Selektion,
da der orale Provokationstest mit Metallpraparationen vor allem bei Patienten
mit wiederholten Ekzembildern oder Hand-/Ful3ekzemen und wegen der
aufwendigen Prozedur auch nur an wenigen Zentren durchgefiihrt wird. Daraus
ergibt sich auch die Problematik, dass die Kontrollgruppe (mit negativem
Epikutantest und negativer oraler Provokationstestung auf Nickel) ebenfalls
Ekzeme aufwies, beziehungsweise teilweise aus Patienten besteht, bei denen
eine Allergie auf andere Substanzen vorlag.

Eine weitere Storgrol3e kdonnte darin bestehen, dass sich der Nikotinkonsum
zwischen Fall- und Kontrollgruppe deutlich unterscheidet und ein Einfluss auf
die untersuchten Parameter nicht sicher ausgeschlossen werden kann.

Eine Testung an groReren Fallzahlen, beziehungsweise die Auswahl
geeigneterer Patienten, erwies sich als schwierig, da die Anzahl der Patienten,
denen aus diagnostischen Grinden eine orale Provokation zusatzlich zur
Epikutantestung angeraten wird, wegen des hoheren Testrisikos bei
systemischer Allergenzufuhr und des grof3eren zeitlichen und organisatorischen
Aufwands eher gering ist. Die erforderliche stationare Aufnahme fuhrt
auBerdem bei einigen Patienten nur zu einer teilweisen Bereitschaft zur
Mitarbeit, zumal der orale Provokationstest nur bei Freiwilligkeit durchgefuhrt
wird. Trotz der eingeschrankten Aussagekraft konnten jedoch interessante

Ergebnisse gezeigt werden.

Es fallt ferner auf, dass die Geschlechterverteilung vor allem in den
Patientengruppen deutlich zugunsten der Frauen verschoben ist. Dies spiegelt
jedoch die allgemeine Situation wider, da Frauen auch deutlich haufiger von
einer Nickelallergie betroffen sind.
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Von den Testpersonen wurde ein Lymphozytentransformationstest als Malf3 fur
die Lymphozytenproliferation durchgefuhrt. Nach Stimulation der Lymphozyten
mit Nickelsulfat wurden ferner mittels ELISA, in den Kulturiiberstanden
Interferon-g, stellvertretend fir ein TH1-Zytokinmuster und Interleukin-4, als
TH2-Zytokin bestimmt. Die HLA-Analyse wurde auswarts durchgefuhrt.
Hintergriinde und Ergebnisse werden im Folgenden jeweils diskutiert.

8.3. Lymphozytentransformationstest (LTT)

Der erste LTT wurde 1970 bei MacLeod et al. beschrieben (34). Die
Uberwiegende Mehrzahl der Autoren berichtet seither Uber eine durch Nickel
stimulierbare, erhéhte Lymphozytenproliferation. Die Aussagekraft wird jedoch
teilweise sehr unterschiedlich bewertet. Nordlind et al. (61) fanden 1993 bei
durch Nickel erhdhter Lymphozytenproliferation keinen Unterschied zwischen
Patienten und Kontrollen. Dagegen zeigte im Vergleich zu den Kontrollpersonen
die grof3e Mehrzahl der Nickelallergiker zum Beispiel bei Untersuchungen von
Al-Tawil, Marcusson, Mdller (3) eine signifikant hohere Lymphozytenreaktion.

In den Arbeiten von von Blomberg et al. (96) sowie Rasanen und Tuomi (71)
wurde eine signifikant erhohte  Lymphozytenproliferation bei den
Patientengruppen mit positivem Nickel-Epikutantest gemessen, jedoch wurde,
vor allem bei hdheren Nickelkonzentrationen im LTT, auch Gber vermehrt falsch
positive Ergebnisse in der Kontrollgruppe berichtet.

Dies limitierte die diagnostisch Aussagekraft des LTT als In-Vitro-Korrelat des
Hauttests. Zu diskutieren ist bei einigen Patienten auch, ob ein positiver LTT
eventuell eine spater auftretende Hautreaktivitat aufdecken kdnnte (96), oder ob
es sich um irritative, unspezifische Testreaktionen im Epikutantest handeln
kénnte (25, 76b). Da meist selektiertes Patientengut mit Hauterkrankungen
untersucht wird, besteht die Gefahr, dass vermehrt unspezifisch-irritative
Reaktionen im Epikutantest auftauchen kénnen. Schlief3lich muss auch betont
werden, dass im Epikutantest trotz Nickelallergie bis zu 20% falsch negative
Ergebnisse auftauchen kdnnen (48). Es bleibt anzumerken, dass andererseits
ein negativer Epikutantest das Bestehen einer Kontaktallergie nicht vdllig
ausschlief3t (56, 94).
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Rasanen und Tuomi (71) erachten den LTT bei niedrigeren
Nickelkonzentrationen dennoch als zuverlassigen, zusétzlichen diagnostischen

Test zur Bestatigung einer Nickelallergie.

Zur Lymphozytenstimulation wurde Nickelsulfat in Endkonzentrationen
zwischen 10 bis 10°® M verwendet. Dies entspricht etwa ublichen, in der
Literatur beschriebenen Konzentrationen. Niedrigere Konzentrationen als 10
M wurden teils als ineffektiv erachtet (73). Teils wurde Uber einen allgemein
stimulierenden Effekt geringer Konzentrationen (10°8-10° mol/L) berichtet (9).
Bei Konzentrationen {iber 10 M wurden sowohl unspezifisch mitogene Effekte,
als auch toxische Effekte des Nickels beschrieben (71, 73, 99). Teilweise wurde
bereits bei 10° — 10*M Nickel ein inhibitorischer Effekt fiir sogenannte ,hthere*
Konzentrationen gefunden (9).

Aus unspezifischen Reaktionen der Lymphozyten von Kontrollpersonen, sowie
Lymphozyten aus Nabelschnurblut bei hoheren NiSOs-Konzentrationen
schlossen Al-Tawil, Marcusson, Mdller (3) eher auf eine schwach mitogene
Wirkung des Nickels.

Die eigenen Messungen zeigten, im Vergleich mit der Kontrollgruppe, fur die
Patientengruppen (A+B), eine deutliche, jedoch noch nicht signifikant erhdhte
Zellproliferation bei 10 und 10> M NiSOs,.

Die Ergebnisse gehen einher mit der Beobachtung von Res et al. (73),
Nickelkonzentrationen kleiner 10° M zur Stimulation als eher ineffektiv zu
betrachten, da sich fir die 10° M Konzentrationen, im Gegensatz zu den
anderen Ansétzen, keine auffalligen Messwerte mehr ergaben. Unspezifisch
mitogene Effekte konnten nicht beobachtet werden. Bei der Kontrollgruppe C
wirkten die héheren Nickelkonzentrationen (10* M und 10®° M) eher schwach

hemmend.

Insgesamt wéren bei 10* M und 10° M NiSO,-Konzentrationen jeweils sechs
Patienten der Gruppe A und vier Patienten der Gruppe B richtig als sensibilisiert
erkannt worden. Bei 10° M NiSO4Konzentrationen dagegen nur drei Patienten
der Gruppe A und ein Patient der Gruppe B.
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Ein falsch positives Ergebnis, das heildt eine unspezifisch erhohte
Zellproliferation (SI 3 2) auf Nickelsulfat wurde lediglich bei einer Person der
Kontrollgruppe gemessen, dies allerdings bei allen drei der verwendeten

Konzentrationen.

Schlussfolgerung:

Zur Diagnose der Kontaktallergie wird standardmafig der Epikutantest
eingesetzt. Obwohl dieser Test bereits etwa hundert Jahren alt ist, konnte er
durch viele In-Vitro-Methoden bisher nicht ersetzt werden (17). Es handelt sich
hier sozusagen um einen Provokationstest an der Haut, Uber den die
krankmachende Uberempfindlichkeit (,Allergie*) gezeigt wird. Aufgrund
moglicher Nebenwirkungen und wegen des zeitlichen Aufwands der
Epikutantestung, fir den in der Regel drei Arztbesuche des Patienten nétig
werden, speziell aber bei wegen Ekzem oder anderer Ursachen nicht
testfahiger Patienten, sind Fortschritte der In-Vitro-Diagnostik jedoch
winschenswert (34). Analoges gilt fir die Problematik der oralen
Provokationstestung, die zudem unter stationaren Bedingungen durchgefihrt
werden muss. Trotz aller Nachteile, wurde beim Epikutantest aber eine gute
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse bei wiederholten Untersuchungen gezeigt
(17). Dies trifft auch bei der Nickelkontaktallergie zu (12).

Aus vielerlei Grinden ist es aber haufig ratsam, zweifelhafte Testergebnisse
durch Wiederholung oder alternative Tests zu bestatigen (55). Ein
standardisierter In-Vitro-Test kann wichtige Zusatzinformationen geben, vor
allem in Fallen, bei denen der Epikutantest kontraindiziert, oder nicht eindeutig
ist (76a).

Die eigenen Messergebnisse lassen sich derart interpretieren, dass mit dem
LTT ein zwar nur maRig sensitiver, jedoch relativ spezifischer In-Vitro-Test zur
Diagnose einer Nickelsensibilisierung zur Verfiigung steht. Dieser kann auch im
Klinikalltag relativ leicht und sinnvoll eingesetzt werden. Bei gleicher Spezifitat
(90%) wurde fiir die hoheren getesteten Nickelkonzentrationen (10/10) eine
bessere Sensitivitat (50%) ermittelt.

Die Ergebnisse stehen allerdings im Widerspruch zu Cederbrant et al. (25) die
bei einer relativ hohen Sensitivitat (82%) nur eine geringe Spezifitat (17%)
ermittelten. Dort wurden die Ergebnisse von 31 Patienten mit Symptomen einer
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Metallallergie im Epikutantest, Lymphozytentransformationstest und einem
weiteren In-Vitro-Test (MELISA) fur Nickel, Gold und Palladium verglichen.

Da fur den Test zirkulierende Lymphozyten aus peripherem Blut verwendet
wurden, stellte sich auch die Frage, ob es Unterschiede zwischen solchen
Patienten gibt, die hamatogen auslosbare allergische Kontaktreaktionen hatten
(Gruppe A) und solchen mit nur lokaler Reaktion auf Nickel (Gruppe B). Die
starkste nickelabhangige Proliferation wurde in der Gruppe A gemessen, die
auch auf orale Provokation reagiert hatte. Hier zeigte sich ein auffalliger jedoch
noch nicht signifikanter Unterschied zwischen Gruppe A und C (Mann-Whitney-
Test). Dieser ist beim Vergleich der Gruppen B mit C weniger ausgepragt. Ein
signifikanter Unterschied beim Vergleich der beiden Patientengruppen (A/B)
bestand nicht. Der Vergleich aller drei Gruppen miteinander (im Kruskal-Wallis-
Test) war ebenfalls knapp oberhalb der Signifikanzgrenze. Somit scheinen die
Lymphozyten von Patienten mit hamatogen allergischen Kontaktekzemen mit
hoheren Proliferationsraten auf in vitro Stimulation mit Nickel zu reagieren, auch

wenn dies noch nicht signifikant getestet werden konnte.

Fur die unterschiedliche Reaktionsfreudigkeit auf Nickel im LTT
beziehungsweise Epikutantest lassen sich verschiedene Griinde diskutieren:
Bei Cederbrant et al. (25) wurde erwogen, ob unterschiedliche Ergebnisse im
LTT beziehungsweise Epikutantest dadurch bedingt sein konnten, dass die
Lymphozyten aus der Haut, beziehungsweise aus dem Blut ein
unterschiedliches Funktionsmuster aufweisen.

Nickelspezifische T-Zellen sind mdglicherweise nicht immer in der Zirkulation
vorhanden sondern eher gewebesténdig, beziehungsweise kénnten quantitativ
im Blut vor allem bei Gruppe A-Patienten in gréRerem Umfang vorhanden sein.
Damit waren diese z. B. bei haufiger ,hamatogener Boosterung“ auch eher im
LTT erfassbar. Hier hatte eine vorab erfolgte orale Provokation zu einer
Expansion Nickel-spezifischer T-Zellen in der Zirkulation gefuhrt.

Eine hohere Stimulierbarkeit der T-Lymphozyten allergischer Personen kdnnte
auch durch eine eingeschrankte Funktion oder einen Mangel an CD4'CD25"
regulatorischen T-Zellen bedingt sein, die in vitro die nickelspezifische
Aktivierung von CD4'CD25-T-Zellen verhindern konnten (23).
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Die Mehrheit der regulatorischen T-Zellen, die bei der Immunantwort von
Haptenen in der Haut beteiligt sind, exprimieren CLA (cutaneous lymphocyte-
associated Ag). Aber auch ein Teil der regulatorischen T-Zellen aus dem Blut
koexprimiert CLA, was auf eine mogliche Verbindung zur Immunmodulation in
der Haut hinweist. Diese CLA'-T-regulatorischen Zellen scheinen bei der
Unterdriickung der nickelspezifischen T-Zell-Antwort effektiver zu sein als CLA-
negative (23). Somit besteht auch die Mdglichkeit, dass nickelallergische
Patienten, insbesondere solche mit hAmatogen allergischen Kontaktekzemen
eine abweichende CLA-Expression aufweisen kénnten.

Einige Fragen bleiben offen. In der Literatur erhaltliche Daten lassen beim
Vergleich die Frage nach den Ursachen fir die h&ufig unterschiedlichen
Ergebnisse anderer Autoren aufkommen und somit nach der tatsachlichen
Aussagekraft des LTTs. Ein Datenvergleich ist aber erschwert, da es den In-
Vitro-Tests bisher an Standardisierung zwischen den Laboren mangelt. Weder
das zu verwendende Nickelsalz (Nickelsulfat, Nickelchlorid), noch die optimale
Konzentration und Kulturdauer wurden bisher festgelegt. Zudem wird von
manchen Arbeitsgruppen ein SI >2, von anderen ein Sl >3 als erhoht

angesehen. Eine weitere Standardisierung ware daher winschenswert (76a).

Weiteres Potenzial zur Verbesserung des LTTs konnte in der von manchen
Autoren angesprochen Beeinflussbarkeit der Ergebnisses von der Menge an
anwesenden Antigen-prasentierenden Zellen (APZ) in der Kultur bestehen (99).
Dabei wird davon ausgegangen, dass die Kapazitat der APZ im peripheren Blut
moglicherweise nicht ausreichend ist, um ruhende Memory-T-Zellen in vitro zu
reaktivieren (28). Res et al. (73) fanden 1987, dass Lymphozyten von
Nickelallergikern, die im LTT keine signifikante Reaktion zeigten, in
Anwesenheit von Langerhansschen Zellen mit Proliferation reagierten. Falsch
negative LTT-Ergebnisse kdnnten somit eventuell durch eine im Vergleich mit
dendritischen Zellen schwéachere Antigenpréasentation von Monozyten in der
Blutprobe bedingt sein (34). Von einigen Autoren wird deshalb der Zusatz von
IFN-a zur Zellkultur propagiert (42). Dies kdnnte in weiteren Studien gepruift
werden. In den Artikeln von Brehler und Merk (14) wird zum Stellenwert des
LTT kommentiert, dass vor dem breiten Einsatz in der Routinediagnostik noch

Evaluationen an gro3eren Kollektiven erfolgen missen.
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8.4. Interleukin-4- und Interferon-g-Konzentrationen

Die Messung von Interleukin-4 und Interferon-g in den Kulturiberstanden, der
mit Nickelsulfat stimulierten Lymphozyten sollte Aufschluss geben, ob das
vorhandene Zytokinmuster zugunsten einer bestimmten T-Zell-Subgruppe
verandert ist. Dabei wurde Interferon-g, stellvertretend fir ein TH1-
Zytokinmuster und Interleukin-4, als TH2-Zytokin bestimmt.

In Ergédnzung zu der im LTT gemessenen Proliferationsantwort konnte ja das
Zytokinmuster eventuell einen zuséatzlichen Hinweis auf Nickelallergie geben.
Dabei stellt sich die zentrale Frage, ob eine Nickelsensibilisierung mit
messbaren Verdnderungen der Zytokinsekretion von spezifischen T-Zellen
assoziiert ist (10). Generell muss angemerkt werden, dass Sekretionsprodukte
der wenigen spezifisch reagierenden Zellen einen Verdinnungseffekt im
Zellkulturiiberstand erfahren. So ist hier die Quantifizierung beeinflussbar.
Andererseits ware der ELISPOT-Array zur Darstellung Zytokin-sezernierender
Zellen als quantitativer Ansatz ebenfalls Storfaktoren unterworfen (42).

Einige Studien (44, 85, 87) haben gezeigt, dass die TH1- Antwort dominiert
(10). Bei Untersuchungen von Cher et al. (26) und Fong et al. (36) liel3 sich
tierexperimentell in  vivo durch Injektion von TH1-Zellklonen eine
antigenspezifische Entziindungsreaktion auslosen. Morton et al. (57) konnten in
Hautbiopsien 72h nach Allergenkontakt eine erhdhte IFN-g-Expression messen.
Warner und Lawrence (98) sprachen sich dafiir aus, dass IFN-g bei der
Induktion der Lymphozytenproliferation eine Rolle spielt, da sie durch anti-IFN-
g-Antikorper eine die durch Nickel induzierte Lymphozytenproliferation hemmen
konnten. Kapsenberg et al. (44) fanden, dass die T-Lymphozytenklone vor
allem IFN-g, IL-2, TNF-a und GM-CSF produzieren, jedoch kaum IL-4 und IL-5

und schloss damit ebenfalls auf ein TH1- &hnliches Zytokinprofil.

Andere Untersuchungen zeigten allerdings das Gegenteil, das heildt, dass
nickelspezifische T-Zell-Klone eher zur THO-, oder TH2-Untergruppe gehéren:

Kartunen et al. (45) konnten in Zellkulturen aus peripheren mononuklearen
Blutzellen von nickelsensibilisierten Patienten keine messbare IFN-gSekretion

nachweisen. Bei Versuchsansétzen von Silvennoinen-Kassinen et al. (85)
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sezernierten die Halfte der untersuchten T-Zellklone IL-4. Borg et al. (10)
untersuchten ebenfalls die Zytokinantwort von peripheren Lymphozyten nach
Stimulation in den Kulturiberstadnden und fanden eine signifikant hohere IL-4-
und IL-5- Produktion bei Nickelallergikern. IFN-g-Werte waren nicht erhoht. T-
Zellklone aus Ekzemarealen eines Patienten reagierten bei den Versuchen von
Probst et al. (68) auf Nickel mit der Produktion hoher IL-4- und IL-5-Level,

jedoch nur geringer Mengen IFN-g.

So folgerten etliche Autoren, dass sowohl TH1- als auch TH2-Zytokinmuster an
der Immunpathogenese der Kontaktallergie beteiligt sind. Szepietowski et al.
(89) konnten eine signifikante Zunahme der mRNA-Expression fur IFN-g, IL-2
und IL-4 nach Provokation bei Nickelallergikern messen. Allerdings bestanden
beachtliche individuelle Bandbreiten in der Zytokinproduktion vor allem bei IL-2
und IFN-g

Falsafi-Amin et al. (35), Jakobson et al. (42), Palirand et al. (64), Riccardi et al.
(74), Summer et al. (88) und Thomas et al. (90) konnten ebenfalls sowohl eine
TH1-, als auch TH2-Zytokinproduktion von nickelstimulierten Lymphozyten
nachweisen. Teilweise bestand dabei jedoch eine Dominanz zugunsten einer

der beiden TH-Untergruppen.

Ferner wurde herausgefunden, dass TH1-Zytokinprofile vorzugsweise in Klonen
aus peripherem Blut vorherrschen, wahrend TH2- oder THO-Zytokinprofile bei
Zellklonen, die aus der Haut gewonnen wurden, vorherrschen sollen.

Diese Ergebnisse wirden auf eine Modulation der Zytokinmuster (von TH1 zu
TH2) hinweisen, die von T-Lymphozyten nach ihrer Migration aus dem
peripheren Blut in die Haut produziert werden (39,99). Auf diese Dichotomie
hatte beispielsweise die Arbeitsgruppe von Werfel (99) hingewiesen.

Kitagaki et al. (46) haben in kontaktallergischen Ekzemen einen Wechsel von
TH1- zu TH2-Antwortmuster bei Chronifizierung gezeigt.

Im Gegensatz dazu fanden Wittmann et al. (100), in T-Lymphozyten von akuten
kontaktallergischen L&asionen, eine Expression von IL-4-mRNA (TH2-Hinweis),

die die IFN-g-Expression Uberstieg und eine Gberwiegende Expression von IFN-
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gmRNA (TH1-Hinweis) in chronischen Lasionen der allergischen

Kontaktdermatitis.

Die eigenen Ergebnisse legen ebenfalls eine Beteiligung beider Zytokine
beziehungsweise beider Zytokinmuster bei der Nickelallergie nahe. Dabei
erscheint eine Dominanz des TH2-Zytokins IL-4 mdglich, zumindest bei
Beobachtung der Kurzzeitkulturen.

Zum einen wurde nach Stimulation mit Nickelsulfat eine antigenspezifische,
wenn auch noch nicht signifikante, Erhéhung der IL-4-Konzentrationen bei den
Nickelallergikern gefunden. Zum anderen war die IFN-gProduktion nach
Nickelstimulation, die in der Kontrollgruppe unterhalb der Nachweisgrenze lag,
bei den Nickelallergikern zumindest teilweise erhoht.

Das Ausmal’ der IL-4-Produktion in den einzelnen Patientengruppen, die in der
Gruppe A hoher lag als bei Patienten der Gruppe B, sowie die Tatsache, dass
eine IFN-g-Produktion nach Nickelstimulation ausschlie3lich bei Patienten der
Gruppe A nachgewiesen wurde, lasst vermuten, dass Patienten mit
Nickelallergie, die auf orale (systemische) Nickel-Provokation mit
Ekzemschiiben reagieren auch eine starkere beziehungsweise abweichende In-

Vitro-Reaktionen zeigen.

Letztlich bleibt die Rolle der haptenspezifischen TH1/TH2-Zell-Subgruppen, in
der Pathogenese der allergischen Kontaktdermatitis weiterhin eher unklar,
zumal von unterschiedlichen Untersuchern (ber oft widersprichliche
Zytokinmuster berichtet wurde (19). Dass initiale erhdhte IL-4-Produktion
durchaus auch ein TH1-Muster foérdern kann berichtete kirzlich die
Arbeitsgruppe von Biedermann. Unter IL-4 und GM-CSF-Exposition aus
Monozyten generierte dendritische Zellen (mDC’s) zeigten unterschiedliches
Verhalten, je nachdem ob niedrige oder hohe IL-4-Spiegel eingesetzt waren.
Nur unter hoher IL-4-Exposition generierte mDC’s waren in der Lage in der
anschlieenden Kokultur mit CD4+T-Zellen unter hoher IL-12-Freisetzung eine

IFN-g-Produktion zu induzieren (38).
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Zum  Zeitpunkt der Durchfihrung unserer Experimente standen
Immunreagentien zur Beurteilung der Rolle von regulatorischen T-Zellen noch
nicht zur Verfigung. So bleibt dieser Aspekt Folgearbeiten vorbehalten.

In Bezug auf den Einsatz bei einer In-Vitro-Diagnostik bleibt auch zu tberlegen,
dass das komplexe Zusammenspiel verschiedener Mediatoren in vivo
vermutlich nicht genau abgebildet werden kann. Der Epikutantest umfasst als
In-Vivo-Provokationstest durch die Produktion einer Ekzemreaktion die klinische
Relevanz des Kontaktallergens. Dies kann durch die Analyse der
Zytokinproduktion nicht ersetzt werden (76a). Die Messung von Zytokinen als
alleiniger Indikator fiir eine Nickelallergie erscheint derzeit als In-Vitro-Test

jedenfalls eher ungeeignet und stellt eher eine Zusatzinformation dar (14).

8.5. Zigarettenkonsum

Bei Betrachtung der Nickelallergie kann Zigarettenkonsum in zweierlei Hinsicht
interessieren. Zum einen enthalten Tabakpflanzen Nickel, das aus dem Boden
absorbiert wird. Es wurde diskutiert, dass der inhalierte Rauch aus Zigaretten
auf diese Weise eine zusatzliche Quelle der Nickelexposition darstellen konnte
(91). Zum anderen beeinflusst das Rauchen eine Vielzahl immunologischer
Faktoren (52).

Im Hinblick auf die erhobenen Daten fiel auf, dass die Raucher im Gegensatz
zu den Nichtrauchern nach Nickelstimulation in vitro erhéhte IL-4-
Konzentrationen aufwiesen. Der Vergleich mit Lymphozytenproliferation
beziehungsweise IFN-g-Produktion zeigte keine signifikanten Unterschiede.
Dieses Ergebnis wirft eine Reihe zu diskutierender Fragen auf:

Konnten die T-Zellen durch den nickelhaltigen Tabakrauch eventuell bereits in
vivo stimuliert sein? Dies hatte sich dann allerdings auch auf die
Lymphozytenproliferation und eventuell IFN-g-Produktion auswirken sollen.
Oder beeinflusst das Rauchen generell immunologische Vorgéange wie die
Zytokinproduktion beziehungsweise Messergebnisse?

Es besteht des weiteren aber auch die Mdoglichkeit, dass Rauchen die
Maoglichkeit beeinflusst, eine Allergie und insbesondere eine Sensibilisierung
gegentuber Nickel zu entwickeln und diese zur erhdhten IL-4-Produktion flhrt.

So fand Linneberg et al. (52) in einer Studie eine signifikante Assoziation von
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Kontaktallergie, Nickelallergie und Nickelkontaktdermatitis mit Zigaretten-
konsum. Diese Assoziation zeigte, unabhangig von Geschlecht, Alter und
Nickelexposition, auch eine signifikante Dosisabhangigkeit. Sie schlossen
daraus, dass Rauchen das Risiko einer Kontaktallergie erhdht.

Beim naheren Vergleich fiel ferner auf, dass die Mehrzahl der sechzehn
Raucher aus der Gruppe A+B stammten. Aus der Kontrollgruppe gaben nur drei
Testpersonen an zu rauchen. Allerdings sollte diese Tendenz aufgrund der
begrenzten Fallzahl nicht Uberbewertet werden.

8.6. HLA-Analyse

Bei der Entstehung einer Nickelsensibilisierung werden sowohl genetische, als
auch umweltbedingte Faktoren diskutiert (63). Die Beteiligung umweltbedingter
Faktoren wird allgemein nicht bestritten, etliche Untersucher unterstitzen aber
auch die Hypothese, dass genetische Faktoren bei der Sensibilisierung
gegentuber Allergenen beteiligt sind.

Der genetische Einfluss bei der Kontaktallergie wurde teilweise in
Zusammenhang mit dem Haupthistokompatibilititskomplex gesehen (31). Die
nickelspezifische T-Zellantwort wird durch MHC beschréankt (86). Sie ist HLA-
DR und/oder -DQ abhé&ngig (31). Bei Stimulation mit Nickelsulfat konnte die T-
Zellantwort durch Vorinkubation mit Anti-DR-Antikorpern verhindert werden
(11). Es stellte sich somit die Frage, ob bestimmte HLA-Allele die Tendenz zur
Sensibilisierung gegeniber Nickel beeinflussen kénnen.

In mehreren Studien wurden bereits mogliche HLA-Assoziationen mit
Kontaktallergie untersucht. Dabei findet man in der Literatur sehr
widerspriuchliche Angaben zu eventuellen Assoziationen der Nickelallergie mit
bestimmten HLA-Merkmalen:

Kapoor-Pillarisetti et al. (43) fanden ein gehauftes Auftreten von HLA-B21 bei
29 Nickelallergikern. Mozzanica et al. (58) berichten Uber signifikant erhohtes
HLA-DRw6-Antigen in der Patientengruppe. Die Haufigkeit von HLA-B35 war
bei Walton et al. (97) unter Nickelallergikern signifikant. Olerup und Emtestam
(63) zeigten eine Assoziation mit einem Taq | HLA-DQA-Allel, das auf dem DR-
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und DQ-.Locus gefunden werden kann. In ahnlichen Studien gab es diese

Korrelation jedoch nicht (62).

Viele weitere Arbeiten konnten ebenfalls keine signifikante Assoziation zu
einem HLA-Antigen feststellen. HLA B7, DR4, DR7und Bw22 wurden in einigen
Arbeiten zwar erhoht gefunden, es konnte dabei aber keine Signifikanz gezeigt
werden (11, 51, 84). Ikdheimo et al. (40) untersuchten HLA-DQA1 und -DQB1
Loci und konnten ebenfalls keine Assoziation zwischen HLA und Nickelallergie
finden.

Emtestam et al. (31) hatten erst eine Assoziation von Nickelallergikern mit
einem HLA-DQA-Allel beschrieben, fanden aber in einer weiteren Studie keine
entsprechenden Ergebnisse mehr. Sie schlossen, dass es unwahrscheinlich ist,
dass die Tendenz eine Metallallergie zu entwickeln von Allelen der HLA-Klasse-
Il abh&ngig ist.

Onder et al. (62) erhofften, wie andere Untersucher, durch Einsatz neuerer,
genomischer Methoden eine bessere Zuverlassigkeit der Ergebnisse als bei
den Untersuchungen mit serologischen Tests. Er zeigte eine statistisch
signifikante Haufung von HLA-DQA1-0601 bei Nickelallergikern, dagegen kam
HLA DR15 signifikant seltener vor. Es wurde jedoch geschlossen, dass diese
Daten aufgrund der unterschiedlichen vorangehenden Berichte keine wirklich

signifikanten Assoziationen zeigen.

Im eigenen Patientengut, das heil3t bei den zwanzig Patienten mit dem
Merkmal Nickelallergie (Gruppe A + B), war eine Haufung von HLA B14 mit
einer Frequenz von 21% im Vergleich zu 4% in der Kontrollgruppe aufféllig. In
Anbetracht der vielen unterschiedlichen Ergebnisse anderer Untersucher und
der Tatsache, dass die eigene Auswertung keine Signifikanz ergab, sollten
hieraus keine Schlisse Uber eventuelle Assoziationen der Nickelallergie mit
HLA-Merkmalen gezogen werden. Um diesbezugliche Aussagen zu machen,
wurden sicherlich mehr Studien mit groReren Gruppen benotigt.
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9. Zusammenfassung

Kontaktallergien sind in unserer Gesellschaft h&ufig. Nickel ist einer der
haufigsten Ausléser der Kontaktallergie. Beim allergischen Kontaktekzem
handelt es sich um eine T-Zell-vermittelte Uberempfindlichkeitsreaktion

(Typ V).

Diese Arbeit befasst sich mit der nickelspezifischen In-Vitro-Reaktivitat
peripherer Blutlymphozyten bei Patienten mit Kontaktallergie. Untersucht
wurden die In-Vitro-Lymphozytenproliferation nach Stimulation mit dem Pan-T-
Zell-Mitogen  Phytohamagglutinin  (PHA), mit Tetanustoxoid und mit
verschiedenen Konzentrationen an Nickelsulfat. In Parallelkulturen wurde die
IL-4- (TH2-Muster) und IFN-g-Sekretion (TH1-Muster), als Hinweis auf ein
vorherrschendes Funktionsmuster bestimmt. Verglichen wurde die Reaktivitat
im Lymphozytenproliferationstest von 10 Patienten mit Nickelkontaktallergie und
Ekzemprovokation durch orale Nickelgabe (Gruppe A), von 10 Patienten mit
Nickelkontaktallergie aber ohne orale Ekzemprovozierbarkeit (Gruppe B) und
10 Patienten ohne Nickelkontaktallergie (Gruppe C). IL-4- und IFN-g-Spiegel in
den Kulturiiberstanden wurden mittels ELISA bestimmt. Damit sollte der
Stellenwerte des Lymphozytentransformationstest als In-Vitro-
Diagnostikmethode und mdgliche Unterschiede zwischen den drei
Patientengruppen beurteilt werden.

Zusatzlich wurde von den nickelallergischen Patienten eine HLA-Analyse
durchgefuhrt, die Hinweise auf eine mogliche Assoziation der Erkrankung mit
einem HLA-Merkmal geben sollte.

Im Vergleich zur Kontrollgruppe konnte bei den Nickelallergikern eine erhdhte
Lymphozytenproliferation auch unter In-Vitro-Bedingungen gemessen werden.

6 Patienten der Gruppe A, 5 Patienten der Gruppe B und ein Patient der
Kontrollgruppe reagierten auf die Stimulation mit Nickelsulfat positiv. Der
Unterschied zwischen nickelallergischen Patienten und der Kontrollgruppe C
war knapp oberhalb der Signifikanzgrenze. Auffallig war, dass die starkste
nickelabhéngige Proliferation bei Patienten auftrat, die auf eine orale
Provokation mit Nickel reagiert hatten. Dies lieRe sich entweder als erhthte
Zahl zirkulierender nickelspezifischer Zellen deuten oder als vorausgegangener
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.Booster“-Effekt. Mit dem Lymphozytenproliferationstest steht ein In-Vitro-Test
zur Verfugung, der zwar nicht deckungsgleich zum Epikutantest ist, der aber vor
allem in Fallen bei denen der Epikutantest kontraindiziert oder nicht

durchfihrbar ist eine Zusatzinformation zur Nickelsensibilisierung geben kann.

In Analogie zu zwischenzeitlich publizierten Studien fanden wir sowohl IL-4- als
auch IFN-g-Produktion in unseren Zellkulturen. Dabei herrschte eine auch
»Spontane® IL-4-Produktion vor. IFN-g war durch Nickelzugabe in vitro speziell
bei Patienten der Gruppe A induzierbar. Hier ist einerseits der
Verdunnungseffekt im Zellkulturiiberstand fir ELISA-Messungen zu diskutieren
und andererseits das auch bei vorherrschender IL-4-Produktion madgliche
anschlie@ende Bahnen einer TH1-Antwort sowie moglicherweise mehr
zirkulierende nickelspezifische Zellen in Gruppe A.

Da sehr unterschiedliche Versuchsbedingungen und auch Ergebnisse zum
Thema In-Vitro-Charakteristika bei Nickelallergie vorliegen, kdénnen unsere
Ergebnisse nicht deckungsgleich mit denen anderer Arbeitsgruppen gewertet
werden. Auch in anderen Studien zeigt die Zytokinmessung nicht immer ein

eindeutiges Vorherrschen des oft postulierten TH1-Musters.

Obwohl bei der Nickelkontaktallergie eine Beteiligung genetischer Faktoren,
sowie eine Assoziation mit HLA-Merkmalen des ofteren diskutiert wurde,
konnten wir dies anhand unserer erhobenen Daten — mit der Einschrankung

einer kleinen Fallzahl — nicht erkennen.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass insbesondere in der Gruppe A
eine erhohte In-Vitro-Lymphozytenproliferation auf Nickel feststellbar war.
Ferner war auffallig, dass die Nickel-Allergiegruppen A und B deutlich mehr
Raucher aufwiesen.

Es fand sich eine konstitutive IL-4-Produktion in vitro, IFN-g war nur teilweise
nach Nickelstimulation induzierbar und die HLA-Analyse ergab Kkeine
signifikante Assoziation eines HLA-Merkmals mit der Nickelallergie.
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10. Anhang

Patient LW PHA TT 10™*M NiSO, [10°M NiSO.{10°M NiSO,
Al 3704 7,45 6,16 1,28 0,82 0,76
A2 322 56,84 117,78 5,43 20,80 1,77
A3 1283 14,58 11,95 2,44 3,44 1,29
A4 2265 7,09 6,57 9,96 11,97 7,76
A5 679 40,40 36,73 0,15 0,37 0,72
A6 595 33,84 11,22 0,20 0,59 1,24
A7 1314 7,49 9,16 5,16 5,95 2,93
A8 3079 8,59 10,10 1,96 1,05 1,10
A9 179 78,02 59,15 6,30 4,65 1,28
A10 1132 14,65 23,55 21,86 9,71 3,6
B1 1357 21,30 0,46 0,1 0,44 0,83
B2 1489 8,32 12,36 7,56 2,64 0,93
B3 2931 4,01 3,66 1,32 0,92 0,46
B4 586 21,92 55,01 7,39 26,93 3,43
B5 428 33,46 46,71 7,07 0,60 1
B6 551 33,28 14,96 0,37 0,71 1,45
B7 495 49,92 72,08 2,61 8,24 1,48
B8 971 28,07 2,62 0,11 0,54 0,86
B9 169 135,83 279,42 1,82 1,59 1,44
B10 498 13,43 15,70 1,37 6,27 1,03
c1l 242 102,57 1,89 0,28 0,67 0,98
C2 249 60,64 61,90 1,59 1,84 1,63
c3 4178 4,69 5,40 0,35 0,41 0,61
C4 254 4,75 2,97 0,31 0,43 0,57
C5 413 73,36 16,55 0,30 0,58 0,90
C6 190 71,69 13,75 0,77 0,72 0,59
C7 144 136,66 128,41 0,78 1,46 1,33
cs8 447 22,98 14,66 0,33 0,45 0,82
C9 1570 4,44 12,11 4,02 2,37 2,99
C10 3403 4,78 10,39 0,68 0,42 0,77

Tabelle 4: Ergebnisse des Lymphozytenstimulationstest fur die jeweiligen

Stimulationsansatze

Nickelkonzentrationen

die Werte fur

wurden

als

Stimulationsindices

PHA, TT und die verschiedenen

dargestellt.

Abkurzungen: LW= Leerwert (Kulturmedium), PHA= Phytoh&amagglutinin, TT=
Tetanustoxoid, M= Mol/Liter, NiSO,= Nickelsulfat
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Patient LW PHA TT NiSO4 NiSO4 NiSO4
10“M 10°M 10°M
Al 12,4 27,0 16,9 9,4 8,6 10,4
A 2 0,75 11,3 8,2 8,6 4,4 0,75
A 3 1,9 8,8 3,2 5,5 2,3 4,3
A 4 4,8 8,5 15,3 38,3 7,1 7,1
A5 4,3 43,4 34,3 4,8 3,1 3,4
A 6 1,0 31,0 36,0 0,0 2,5 2,0
A7 4,5 8,0 26,7 9,3 28,8 5,6
A 8 14,4 32,0 20,6 20,6 14,8 13,2
A9 20,6 42,0 53,0 46,6 40,0 26,7
A10 20,6 31,3 14,0 55,0 26,7 14,8
B 1 1,9 13,8 3,2 2,4 3,7 3,5
B 2 10,0 22,0 15,0 35,7 22,7 6,3
B 3 7,3 48,4 19,2 17,6 7,3 3,6
B 4 34,2 34,0 51,0 58,3 46,6 32,9
B 5 8,4 8,4 53,2 4,2 6,4 4,2
B 6 0,9 16,0 9,4 2,0 3,1 1,4
B 7 0,75 15,9 43,4 15,8 7,6 0,75
B 8 0,75 17,0 2,7 0,75 0,75 0,75
B 9 1,8 17,0 101,0 1,6 2,7 0,75
B10 0,75 7,2 2,8 2,4 3,2 0,75
C1 7,4 24,0 0,75 7,8 12,6 7,4
C 2 3,2 27,8 10,5 3,5 2,5 2,9
C 3 0,75 8,2 3,6 0,75 1,9 1,1
C 4 2,2 12,0 42,3 2,4 2,9 2,7
C5 3,3 7,6 75,0 3,7 2,2 1,1
C 6 10,8 20,6 8,8 13,7 11,3 9,0
C7 5,9 19,6 315,0 6,7 1,9 7,4
C 8 1,5 7.8 111,0 2,2 1,5 0,5
C9 5,6 6,8 74,0 3,5 3,2 4,2
C10 0,6 25,0 151,0 2,5 3,1 1,7

Tabelle 7: Ergebnisse der IL-4-Messungen (in pg/ml) in den Kulturiiberstanden

fur die

jeweiligen Stimulationsansatze.

Abkurzungen:

LW=

Leerwert

(Kulturmedium), PHA= Phytoh&magglutinin, TT= Tetanustoxoid, M= Mol/Liter,

NiSO.= Nickelsulfat
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. NiSO,4 NiSO,4 NiSO4
Patient LW PHA TT 10°*M 10°M 10°M
Al 2,5 582 406 2,5 2,5 2,5
A2 2,5 572 15 2,5 2,5 2,5
A3 2,5 554 430 2,5 2,5 2,5
A4 2,5 566 480 389 425 279
AS 2,5 399 2,5 2,5 2,5 2,5
A6 2,5 444 9 2,5 2,5 2,5
A7 2,5 496 500 56 247 2,5
A8 2,5 443 409 2,5 2,5 2,5
A9 2,5 520 217 2,5 2,5 2,5
A10 2,5 523 353 325 2,5 2,5
B1 2,5 581 2,5 2,5 2,5 2,5
B 2 2,5 430 389 2,5 2,5 2,5
B 3 2,5 480 123 2,5 2,5 2,5
B 4 2,5 565 415 2,5 2,5 2,5
B5 2,5 444 405 2,5 2,5 2,5
B 6 2,5 447 2,5 2,5 2,5 2,5
B 7 2,5 472 471 2,5 2,5 2,5
B 8 2,5 437 2,5 2,5 2,5 2,5
B9 2,5 548 382 2,5 2,5 2,5
B10 2,5 400 200 2,5 2,5 2,5
C1 2,5 572 2,5 2,5 2,5 2,5
C 2 2,5 450 396 2,5 2,5 2,5
C3 2,5 462 423 2,5 2,5 2,5
C 4 2,5 416 130 2,5 2,5 2,5
C5 2,5 426 2,5 2,5 2,5 2,5
C6 2,5 441 2,5 2,5 2,5 2,5
cC7 2,5 461 457 2,5 2,5 2,5
C8 2,5 422 25 2,5 2,5 2,5
C9 2,5 488 487 2,5 2,5 2,5
C10 2,5 580 393 2,5 2,5 2,5

Tabelle 8: Ergebnisse der IFN-g-Messung (in pg/ml) in den Kulturiiberstadnden
Abklrzungen: LW=
(Kulturmedium), PHA= Phytohdmagglutinin, TT= Tetanustoxoid, M= Mol/Liter,

fur die

NiSO.= Nickelsulfat

jeweiligen Stimulationsansatze.
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