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1 Einleitung 1

1 Einleitung

Das biogene Amin Histamin wird in Mastzellen und basophilen Granulozyten synthetisiert
und gespeichert. Uber spezifische Rezeptoren, die ubiquitar im Korper verteilt sind, bt es
unterschiedliche Wirkungen aus. Neben der Erregung nozizeptiver Nervenfasern kommt es
unter anderem zu einer Permeabilitdtserhéhung des Geféaliendothels, zu einer Konstriktion
glatter Muskelzellen, zu einer Sekretion von Schleim und Prostaglandinen sowie zu einer
Hemmung der Leukozytenfunktion. Damit tragt es als Mediatorsubstanz entscheidend zu
Pathologie und Symptomatik von Krankheitsbildern wie Allergie, Anaphylaxie und

Mastozytose bei.

In der Diagnostik oben genannter Krankheitsbilder bedient man sich der Bestimmung der
Mastzelltryptase. Dieses Enzym wird hauptséchlich von Mastzellen freigesetzt und spiegelt
damit die Beteiligung jenes Zelltyps bei systemischen Reaktionen im Serum wider. Auf dieser
Grundlage war es moglich, eine nicht-invasive und zugleich aufschluf3reiche und verlaliche
Testmethode zu etablieren, um den Schweregrad dieser Prozesse reprasentativ quantifizieren

zu konnen.
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2 Stand der Wissenschaft
2.1 Basophile Granulozyten

2.1.1 Entdeckung und Bedeutung
Die basophilen Granulozyten repréasentieren die kleinste Fraktion (< 1%) der peripheren
Blutleukozyten. Mit einem Durchmesser von 8 - 11 um sind sie kleiner als die neutrophilen

und eosinophilen Granulozyten. lhre Granula (0,2 — 1 um) lassen sich aufgrund des hohen
Gehalts an negativ geladenen, sulfatierten Polysacchariden wie Heparin mit positiv
geladenen, basophilen Farbstoffen sichtbar machen (88). Dies trug entscheidend zu ihrer
Entdeckung und Benennung durch Paul Ehrlich im Jahr 1879 bei.

Jener hatte ein Jahr zuvor einen morphologisch &hnlichen, aber gewebestandigen Zelltyp als
Mastzellen identifiziert. Lange Zeit betrachtete man die basophilen Granulozyten als
minderwertige oder moglicherweise tberflissige ,,zirkulierende Mastzellen®. Diese Ansicht
gilt heute als langst Gberholt. Denn beide Zelltypen besitzen neben weiteren Rezeptoren den
hochaffinen IgE-Rezeptor FceRI. Dieser vermittelt die Freisetzung einer Reihe von
proinflammatorischen Mediatoren, die maRgeblich fir die Symptome der allergischen

Entzundung verantwortlich sind.

Es wurde inzwischen auch evident, dal? basophile Granulozyten nicht nur auf eine grolie
Anzahl von Stimuli und Zytokinen ansprechen, sondern auch letztere (i.e. IL-4 und IL-13)
selbst produzieren konnen. Damit kdnnen sie als Zellen mit immunmodulatorischer
Kompetenz gelten, die einen entscheidenden Einflul auf die Pathogenese allergischer
Krankheitsprozesse ausiiben (36; 105). Daneben unterstrich die Entdeckung, daf} sie
zusammen mit eosinophilen Granulozyten und Lymphozyten selektiv allergisch entzlindete
Gewebe infiltrieren und dort direkt Histamin und Zytokine freisetzen kdnnen, die

Bedeutsamkeit dieses Zelltyps weiter (19).

2.1.2 IgE-abhangige Aktivierung

Der exakte Mechanismus der Histaminfreisetzung stellt sich als &uRerst komplex heraus. Er
soll an dieser Stelle nur in einer flr die Arbeit relevanten und vereinfachten Weise dargestellt
werden, zur Vertiefung sei auf entsprechende Arbeiten hingewiesen (19; 88).

Die IgE-abhéngige Form der Stimulierung findet dann statt, wenn zwei IgE-Molekiile an dem

spezifischen FceRI-Rezeptor briickenartig miteinander verbunden werden. Dies kann
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entweder durch ein als spezifisches Allergen wirksames Antigen oder durch IgE-Antikorper
erfolgen. Letztere setzt man in vitro ein, da sie die Fahigkeit haben, die Situation der
allergischen Antigenstimulation bei allergischen wie nicht-allergischen Spendern in gleichem

MalRe nachzuahmen.

Die besagte Vernetzung fihrt zur Phosphorilierung und damit Aktivierung
rezeptorassoziierter Tyrosinkinasen, vor allem p53/56lyn und p72syk. Eine fehlende
Expression derselben soll fir den sogenannten Nonreleaser-Phénotyp bei basophilen
Granulozyten verantwortlich sein (40).

Die IgE-abhédngige Stimulation aktiviert mittels besagter Tyrosinkinasen die Phospholipase C.
Diese bildet aus Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2) die beiden Second Messenger
Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG). Wéhrend 1P3 durch Entleerung
der intrazelluldaren Speicher (endoplasmatisches Retikulum, ER) den zytosolischen
Kalziumspiegel erhoht, aktiviert DAG die kalziumabhéngige Proteinkinase C (PKC).
Insbesondere die Charakteristik der Erhéhung des zytosolischen Kalziumspiegels spielt eine
entscheidende Rolle bei der Histaminfreisetzung: die IgE-abhdngige Stimulation fihrt zu
einer langfristigen Erh6hung des Spiegels. Dies geschieht sowohl mittels Entleerung des ER
als auch mittels Einstrom extrazellularen Kalziums durch getffnete Kanéle. Beides resultiert
in einer Freisetzung von Histamin und Leukotrienen, zusatzlich ist es auch die VVoraussetzung
fir die Synthese der Zytokine IL-4 und IL-13. Es wird dabei vorsynthetisiertes und in den
Granula gespeichertes Histamin ausgeschiittet (etwa 1 pg pro Zelle). Unter optimalen

Bedingungen ist die Histaminfreisetzung nach nahezu 20 Minuten abgeschlossen.

Weiterhin erfolgt die Neusynthese von Leukotrien C4 (LTC-4), welches in einem &hnlichen
Zeitfenster wie Histamin ausgeschittet wird (88). Es handelt sich hierbei nur um einen
winzigen Bruchteil (ca. 10 - 100 fg) der freigesetzten Histaminmenge. LTC-4 besitzt im
Vergleich zu Histamin eine potenzierte Wirksamkeit, die eine bis zu 6.000fach stérkere

Konstriktion an glatten Muskelzellen auslost (4).

Wie bereits erwahnt kommt es auBerdem zur Ausschittung von IL-4 und IL-13, die den
Gesamtprozel3 der Pathogenese von allergischen Entziindungen entscheidend beeinflussen.
Man geht davon aus, dal} basophile Granulozyten die Hauptproduzenten dieser Mediatoren
sind (7; 26; 46; 57; 39; 69; 83; 16).



2 Stand der Wissenschaft 4

IL-4 wird nach IgE-abhé&ngiger Stimulation in einem Zeitraum von zwei (halbmaximale
Reaktion) bis vier Stunden (komplette Reaktion) ausgeschuttet (57; 83; 87). Die IL-13-
Antwort beginnt hingegen erst nach einigen Stunden mit einem Maximum nach etwa 20
Stunden (46; 73).

Es seien an dieser Stelle unter zahlreichen lediglich drei wichtige Eigenschaften von IL-4 und
IL-13 hervorgehoben: Erstens veranlassen die beiden Zytokine eine vermehrte Expression
von MHC-Klasse-11-Molekiilen auf antigenprésentierenden Zellen (14). Zum zweiten sind sie
die einzig bekannten Zytokine, die einen Isotypen-Wechsel von IgM zu IgE bei B-
Lymphozyten auslésen konnen (14; 104; 72; 103). Drittens kdénnen sie das GefaRendothelium
zur Expression des Adhasionsmolekils VCAM-1 veranlassen, welches die selektive
transendotheliale Migration von eosinophilen und basophilen Granulozyten und T-
Lymphozyten bewirkt (5; 82).

2.1.3 IgE-unabhangige Aktivierung

Seit vielen Jahren weil? man, dalR basophile Granulozyten auf eine ganze Reihe von
verschiedensten Substanzen ansprechen, die unabhéngig von der Kreuzvernetzung und der
Anwesenheit von IgE zu einer Mediatorfreisetzung fuhren konnen (85). Der
Komplementfaktor Cb5a, das Bakterienpeptid f-Met-Leu-Phe (FMLP) und das
Calciumionophore A23187 wurden als erste Stimuli dieser Art entdeckt (47; 95; 96).

Nach IgE-unabhéangiger Stimulierung ist die komplette Histaminausschittung innerhalb von
zwei Minuten abgeschlossen, also erheblich schneller als IgE-vermittelt. Dies 4t somit auf
alternative Signalkaskaden schliellen: IgE-unabhé&ngige Stimuli aktivieren ebenfalls die
Phospholipase C. Sie tun das jedoch auf direktem Wege und unter Umgehung des durch die

Vernetzung zweier IgE-Molekile ausgeldsten Mechanismus.

Im Fall von C5a geht man von CD88 als dem entsprechenden Rezeptor aus (19), im Fall von
FMLP von einem G-Protein-assoziierten Rezeptortypen (88). Beide Stimuli sind zur
Freisetzung von Histamin und Leukotrienen befahigt (107), jedoch nicht zur Ausschittung
von IL-4 und IL-13 (46; 69; 73; 83). Diese Tatsache begriindet man damit, daR sie lediglich

eine kurzfristige Erhohung des zytosolischen Kalziumspiegels herbeifiihren kénnen.
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Die Stimulation mit Calciumionophore fihrt dagegen direkt und unvermittelt zu einem
anhaltend hohen intrazelluldren Kalziumspiegel. Dies wird einerseits durch die Entleerung der
intrazellularen  Kalziumspeicher mittels IP3 und andererseits durch Offnung von
Kalziumkanélen und nachfolgendem loneneinstrom erreicht. Damit ahmt es hinsichtlich
seiner Wirkung auf die Zelle den Effekt der IgE-abhéngigen Aktivierung nach. Daraus folgt,
dal? Calciumionophore, zusétzlich zur Histamin- und Leukotrienfreisetzung, die Synthese und
Ausschittung der Zytokine IL-4 und IL-13 bewirken kann (19). Daraus wird ersichtlich, dai
eine langfristige Erhdhung des intrazelluldren Kalziums eine unbedingte Voraussetzung fiir
die Zytokinfreisetzung darstellt. Somit nimmt die Konzentration dieses lons - intra- wie

extrazellular - eine zentrale Position in der Signalkaskade basophiler Granulozyten ein.

SchlieBlich sei der Vollstandigkeit halber noch der Stimulus IL-3 erwahnt, der in der
vorliegenden Untersuchung jedoch keine Anwendung fand. Dieses Zytokin tritt als
zusétzlicher Verstarker anderer Mediatoren bei IgE-abhé&ngiger wie IgE-unabhangiger
Aktivierung auf und fiihrt zu einer erheblich gesteigerten Mediatorfreisetzung. Anders
ausgedriickt: die Zellen werden durch das Zytokin sensibilisiert. Das legt die Vermutung
nahe, dal basophile Granulozyten von Allergiepatienten auf eben diese Weise beeinflu3t sein
kénnten. Die Tatsache, daR basophile Granulozyten nach Inkubation mit C5a zusammen mit
IL-3 ebenfalls die Zytokine IL-4 und IL-13 ausschitten, deutete man dahingehend, dal? diese

Zellen auch bei bakteriellen Entziindungen eine Bedeutung haben kénnten (19).

2.1.4 Histaminfreisetzung aus basophilen Granulozyten in der Allergologie

Seit nunmehr Gber 30 Jahren nutzt man in der allergologischen Diagnostik die Fahigkeit der
basophilen Granulozyten, nach IgE-abhéngiger wie IgE-unabhéngiger Stimulation Histamin
und weitere Mediatoren auszuschitten. Dabei beruhen die gewonnenen Erkenntnisse
wesentlich auf In-vitro-Studien mit Zellen aus peripherem Blut. Der enge Zusammenhang mit
dem Klinischen Status rechtfertigt jedoch die Anwendung in vitro (84). Diese In-vitro-Testung
wurde in unterschiedlichen Varianten beschrieben, darunter auch fir Zellen im Vollblut (96).

Am héufigsten und gebrauchlichsten ist die Testung mit gewaschenen Blutleukozyten.

Die Histaminfreisetzung folgt einer glockenférmigen Dosiswirkungskurve, wenn die
basophilen Granulozyten einer dosisabhangigen Stimulation ausgesetzt sind (Abbildung 1).

Die niedrigste Dosis des Allergens bzw. des Stimulus, auf welche die Zellen mit einer
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Histaminfreisetzung reagieren, spiegelt die Zellsensivitat wieder und ist dahingehend definiert
worden (97).

Die maximale Histaminfreisetzung, bezogen in Prozent auf das Gesamthistamin der Zellen
und auch als Zellreaktivitat bezeichnet (97), ist offenbar eine Funktion der intrazellularen

Signaliibertragung. Sie verhalt sich unabhangig vom Sensibilisierungsgrad der Zellen (56).

Der abfallende Teil der Dosiswirkungskurve im Bereich hoherer Allergen- bzw.
Stimulusdosen wird durch eine Uberschufhemmung verursacht, das heifit es bestehen durch
StimulustiberschuR keine optimalen Bedingungen mehr fiir die Uberbriickung zweier IgE-
Molekiile. Dieser Bereich der Kurve ist fir die Auswertung nur von theoretischem Interesse
(44).
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Abb.1: Dosiswirkungskurve der Histaminfreisetzung mit beliebigem Stimulus (44)

Ungefahr 10-15% der Bevolkerung sind sogenannte ,Non-Releaser”, d.h. die
Signaliibertragung ist dahingehend verandert, da es trotz erfolgreicher Kreuzvernetzung der
membrangebundenen IgE-Molekiile zu keinerlei Ausschittung kommt. In diesen Féllen
schliel3t die ausbleibende Histaminfreisetzung nach optimaler Stimulation mit Anti-IgE (< 5%

vom Gesamthistamin) a priori eine Auswertung der induzierten Zellantwort aus (66).
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Die Histaminfreisetzung weist eine enorme Variabilitat der individuellen Reaktionsmuster
auf: die Zellsensivitat kann zwischen Individuen und unterschiedlichen Allergenen bzw.
Stimuli Uber das 100-fache variieren (97). Die Zellreaktivitat kann zwischen 0 und 100% des

Gesamthistamins schwanken.

Diese Streuung ist dadurch zu erklaren, dall man derzeit finf unabhéngige Variablen kennt,
welche die Histaminausschittung maRgeblich beeinflussen. Das Zusammenspiel dieser
Variablen entscheidet tber den individuellen Verlauf der Dosiswirkungskurven (44).
1. Die zellul&re Rezeptorendichte (Anzahl der Rezeptoren pro Zelle (13; 15; 61)).
2. Die absolute Zellsensivitat der Zelle (Anzahl der IgE- bzw. Stimulus-Molekule flr
50% der maximal moglichen Zellantwort (53; 56)).
3. Der Anteil der allergen- bzw. stimulusspezifischen IgE-Antikorper (Anzahl der
spezifischen Molekiile pro Zelle (67; 13; 56)).
4. Die zelluldre Reaktivitat der Zelle (maximale Histaminausschittung nach optimaler
Stimulation (61; 66; 56)).
5. Die charakteristischen Eigenschaften der Allergene bzw. Stimuli (z.B.
Konzentration der Einzelmolekile und potentiellen Bindungsstellen, physikalische

und chemische Eigenschaften).

Die Histaminfreisetzung |4kt sich aulRerdem durch eine Reihe von pharmakologischen
Substanzen beeinflussen (64): AulRer H1- (89) und H2-Agonisten (41) kdnnen - in geringerem
Ausmal - auch H1- bzw. H2-Antagonisten (75; 42) die IgE-vermittelte Histaminausschuttung
unterdrucken, ebenso langwirksame PB2-Sympathomimetika (43). Die erwahnten Ergebnisse
sind jedoch nicht ohne weiteres auf die In-vivo-Situation tbertragbar, weil die zur Inhibition
erforderlichen Medikamentenkonzentrationen im menschlichen Organismus oftmals gar nicht

erreicht werden (44).

2.2 Mastzelltryptase

2.2.1 Struktur und Freisetzung

Die Granula der Mastzellen und — zu einem sehr geringeren Anteil - auch der basophilen
Granulozyten enthalten neben Histamin und Heparin sowie weiteren Proteasen das Enzym
Mastzelltryptase (91) Das Enzym wird bei der Degranulation nach IgE-abhéngiger wie IgE-

unabhéngiger Aktivierung freigesetzt. Aus diesem Grund kommt der Messung des
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Tryptasespiegels als Parameter eine wesentliche Bedeutung bei der Diagnostik und der
Verlaufsbestimmung von Erkrankungen wie Allergie, Anaphylaxie, Mastoytose und weiteren

Erkrankungen zu (90).

Die Tryptase ist eine neutrale Serinprotease mit einem Molekulargewicht von 134 kDa. Die
entsprechenden Gene, die sich auf dem kurzen Arm des Chromosoms 16 befinden, kodieren
eine a-, B- und y-Form des Enzyms (10). Bislang ging man davon aus, dal} die a-Form den
Hauptanteil der Tryptasen bei der Grundkonzentration im Serum bzw. bei der Mastozytose
bildet (71).

Quantitativ vorherrschend sind die a- und die B-Form der Mastzelltryptase, die zwar zu fast
90% der Sequenzen identisch sind, sich aber erheblich in Aktivierung, Freisetzung und
Aktivitadt unterscheiden. Die o-Tryptase besitzt eine Mutation ihres Propeptids, was eine
Abspaltung vom Enzym unmoglich macht. Dies hat zur Folge, dalR die a-Tryptase als
inaktives Proenzym konstitutiv sezerniert und nicht in den Granula gespeichert wird.

Zusétzlich besteht ein funktioneller Defekt des aktiven Zentrums (94).

Fur die B-Form existieren zwei Freisetzungswege: zum einen konstitutiv als inaktives
Proenzym, zum anderen nach Abspaltung des Propeptids und Bildung eines katalytisch
aktiven Tetramers, welches in den Granula gespeichert und auf Stimulation hin ausgeschuttet
wird, wie zum Beispiel bei anaphylaktischen oder anderen allergischen Reaktionen. Durch
ihre tetramerische und durch Heparin stabilisierte Struktur mit vier nach innen gerichteten
Monomeren bleibt die Mastzelltryptase gegentber Inaktivierung durch Inhibitoren von
Serinproteasen wie oa—Proteinase-Inhibitor, a2-Makroglobulin oder Aprotinin weitgehend
resistent (74).

Den quantitativ kleinsten Anteil nimmt die y-Tryptase ein. Sie wird ebenfalls durch
Abspaltung des Propeptids aktiviert, bleibt aber stets membranstdndig gebunden, sowohl
wéhrend der Speicherung an der Granulamembran als auch nach Freisetzung an der

extrazellularen Oberflache der Zellmembran (11).

Unter physiologischen Bedingungen bestimmen somit die Pro-o- und die Pro-B-Tryptase die
Hohe der messbaren Gesamtkonzentration im Serum, wobei die Pro-B-Tryptase den Hauptteil

ausmacht. Dies kann man daraus ersehen, dal} ein Fehlen der kodierenden a-Gene nur zu
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einer minimalen Abnahme der basalen Konzentration im Serum fuhrt (94). Auf diese Weise
représentiert der Pro-B-Tryptase-Spiegel weitestgehend die Last an Mastzellen im
Organismus und kann sich dementsprechend bei Vorliegen einer Mastozytose erhoht zeigen.
Ein erhohter Spiegel der reifen B-Tryptase kann hingegen einen Hinweis auf allergische bzw.

anaphylaktische Reaktionen geben.

2.2.2 Biologische Aktivitat und physiologische Wirkung

Die Mastzelltryptase bindet an die sogenannten proteaseaktivierten Rezeptoren (PAR), die G-
Protein gekoppelt sind. Mittlerweile wurden vier unterschiedliche Rezeptoren identifiziert
(38). Dabei aktiviert die B-Tryptase den PAR2-Rezeptor, der daraufhin einen Anstieg des
intrazelluldren Kalziumspiegels durch Entleerung der Depots verursacht (3). Dieser VVorgang
der Kalziumerhohung ist - wie bereits erwédhnt - auch bei der Signalkaskade zur
Histaminfreisetzung aus basophilen Granulozyten von Wichtigkeit. PAR befinden sich unter
anderem auf Epithel- und Muskelzellen der Atemwege, auf terminalen Bronchialepithelzellen,
Typ-11-Pneumozyten, Mastzellen innerhalb des Respirationstraktes sowie auf Endothelzellen

und vaskuléren glatten Muskelzellen (45).

In friheren Arbeiten betrachtete man die Mastzelltryptase hauptsachlich unter dem
Gesichtspunkt der Enzymfunktion und hob dabei die Fahigkeit zur Spaltung extrazellularer
Substrate wie vasoaktives intestinales Peptid (VIP), Fibronektin oder Kininogenen hervor (49;
101; 106).

Dann machte man die Entdeckung, dal} Tryptase einen duf3erst potenten Wachstumsfaktor fiir
Epithelzellen, Fibroblasten und glatte Muskulatur der Atemwege darstellt. So bewirkt sie die
Freisetzung von IL-8 und die vermehrte Expression von ICAM-1 auf Epithelzellen (6; 8; 9;
28; 79). Aullerdem regt sie die Produktion von IL-1-f—mRNA an, die bei der Rekrutierung

von Entziindungszellen in Geweben mit aktivierten Mastzellen eine gewisse Rolle spielt (12).

Die Mastzelltryptase ist weiterhin in der Lage, die mikrovaskuldre Gefalipermeabilitit im
Entziindungsgebiet zu steigern und so den EntzindungsprozeR maRgeblich
aufrechtzuerhalten (31; 71). Dies unterstreicht ihre Wichtigkeit fir die Pathogenese der
allergischen Immunantwort. In diesem Zusammenhang wurde sie in broncho-alveol&rer
Lavage-Flissigkeit bei Asthmatikern (108), in nasaler Lavage-Flissigkeit bei allergischer

Rhinitis (34) oder im Serum von anaphylaktischen Patienten (90) nachgewiesen.
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Zusétzlich analysierte man die Rolle der Mastzelltryptase bei der Vermittlung der
Neuropeptidfreisetzung von sensorischen Neuronen: etwa 60% der Neurone exprimieren den
PAR2-Rezeptor, und bis zu 40% davon setzen Substanz P und CGRP (calcitonine gene-
related peptide) frei, zwei proinflammatorische Neuropeptide (2; 100). Die Tryptase veranlalit
uber den PAR2-Rezeptor eine Erregung von sensorischen Neuronen, was sich in der
Erhoéhung des intrazelluldren Kalziumspiegels &ulert. Dies wiederum fuhrt zur Ausschittung
der Mediatoren Substanz P und CGRP. Das legt die Schlu3folgerung nahe, dal3 die PAR2-
Rezeptoren der sensorischen Neurone einen nicht zu unterschatzenden EinfluR auf die

Pathogenese der neurogenen Entziindung haben. (71).

Unléangst hat sich herausgestellt, daR auch basophile Granulozyten im Blut die
Mastzelltryptase in nicht unerheblichen Mengen enthalten. Man hat tryptaseproduzierende
Zellen im peripheren Blut - sowohl von gesunden Patienten als auch von Asthmatikern -
phéanotypisch als basophile Granulozyten identifiziert. Dabei variiert der Gehalt an Tryptase
zwischen den Zellen erheblich und kann sogar das Niveau von Mastzellen erreichen. Jedoch
kann man den Tryptasegehalt der basophilen Granulozyten nicht mit der Anwesenheit

pathologischer Zustande (allergisches Asthma oder Mastozytose) korrelieren (23; 37).

2.2.3 Klinische Bedeutung

2.2.3.1 Anaphylaxie

Zur quantitativen Bestimmung der Mastzelltryptase wird in der allergologischen Diagnostik
seit etwa zehn Jahren das kommerzielle in vitro-System UniCAP Tryptase verwendet
(Pharmacia & Upjohn Diagnostics, Uppsala, Schweden). Dabei wird die Gesamtkonzentration
der Tryptase im Serum mittels Immunfloureszenz gemessen, die Nachweisgrenze des Tests
liegt unter 1 ng/ml (102). Eine Untersuchung des Testherstellers beziglich der
durchschnittlichen Mastzelltryptasekonzentration im Serum ergab einen Mittelwert von 3,8
pug/ml bei einer 95. Perzentile von 11,4 pug/ml. Letztere diente als oberer Grenzwert fur die

Kontrollgruppe der vorliegenden Untersuchung.

Die Serumkonzentration der Mastzelltryptase steigt bei der Mehrzahl der Patienten mit
systemischer Anaphylaxie an (90). In diesem Zusammenhang ergab eine Studie, dal} die
Bestimmung der Gesamt-Tryptase eine Spezifitat von 92% aufweist, bei einer Sensivitit von
35% (18). Da die Mastzellen bei einer systemischen Reaktion - neben Histamin und anderen
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Mediatoren - reife B-Tryptase ausschutten, kann eine grofRere Spezifitat durch die selektive
Messung dieses Subtyps erreicht werden. Bei einer anaphylaktischen Reaktion im Rahmen
einer vorbestehenden Mastozytose kann auflerdem eine gesonderte Bestimmung des Pro-§3-

Tryptasespiegels hilfreich sein (22).

Eine andere Studie untersuchte das Verhaltnis zwischen dem AusmaR allergischer Reaktionen
nach Insektenstich und der Mastzellkonzentration im Serum. Dabei beobachtete man, dal}
Wespengiftallergiker mit konstitutionell erhohter Tryptasekonzentration (> 13,5 ng/ml)
stiarker zu einer schweren systemischen Anaphylaxie neigen als Patienten mit niedrigem
Spiegel. Zudem haben insektengiftallergische Patienten mit Mastozytose ein erhohtes Risiko
fir eine schwere anaphylaktische Reaktion nach Insektenstich (51). Dieser Zusammenhang
konnte in weiteren Untersuchungen bestétigt werden (50; 77). Deswegen ist bei diesem
Patientenkollektiv eine Hyposensibilisierung von besonderer Bedeutung. Ob oben genannten
Beobachtungen nun ein Anstieg an Effektorzellen oder eine gesteigerte Mediatorfreisetzung
als pathogenetischem Mechanismus zugrunde liegt, ist ungeklart und l&3t Raum flr weitere

Untersuchungen.

Die Tryptase hat aufgrund ihrer Assoziation mit einem Proteoglykankomplex die Eigenschaft,
sich langsamer im Organismus zu verteilen als das Histamin (88). So erreicht der
Tryptasespiegel nach 15 - 120 Minuten seinen Hochststand, bei einer Halbwertszeit von
eineinhalb bis zweieinhalb Stunden. Das Histamin hingegen erreicht schon nach etwa funf
Minuten seinen Spitzenwert und kehrt bereits nach 15 - 30 Minuten wieder zum Basiswert
zurlick (71). Die Klinische Relevanz dieser Tatsache liegt in dem stark vergroRerten
Zeitfenster fur die Akutdiagnostik. Beispielsweise kann ein Anstieg der Tryptase in
Blutproben nachgewiesen werden, welche bis zu sechs Stunden nach Beginn einer
anaphylaktischen Reaktion gewonnen wurden, verglichen mit einem nur 15 Minuten langen
Intervall fur den Histaminnachweis. So ist es mdglich, nach bis zu drei Tagen eine erhthte
Tryptasekonzentration bei verstorbenen Patienten zu ermitteln (21). Jedoch ist zu beachten,
dal3 die Tryptasekonzentration auch unspezifisch erhoht sein kann, zum Beispiel nach Tod
durch Trauma (17). Somit mul} eine post mortem gewonnene Blutprobe, die eine erhéhte
Tryptasekonzentration aufweist, stets mit dem vorliegenden klinischen Bild abgeglichen

werden, um die Diagnose Anaphylaxie stellen zu kdnnen.
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2.2.3.2 Mastozytose

Der Begriff Mastozytose falt ein heterogenes Spektrum von Krankheitsbildern zusammen
(Tabelle 1). Sie sind charakterisiert durch eine Vermehrung von — zum Teil morphologisch
verénderten - Mastzellen. Man muR die Mastozytose dabei von einer reaktiven VVermehrung
von Mastzellen abgrenzen. Die Mastzellhyperplasie findet sich am h&ufigsten in der Haut
(kutane Mastozytose), bei systemischer Mastozytose sind zusétzlich oder ausschlief3lich
innere Organe infiltriert, am haufigsten Knochenmark, lymphatische Organe (Lymphknoten,
Milz), Gastrointestinaltrakt, Leber und Lunge (27).

Tab. 1: WHO-KIassifikation der Mastozytosen (103).

Kutane Mastozytose

Urticaria pigmentosa (makulopapulése kutane Mastozytose)

Diffuse kutane Mastozytose

Mastozytom der Haut

Indolente systemische Mastozytose
=>“Smoldering” Mastozytose
=> |solierter Befall des Knochenmarks

Systemische Mastozytose assoziiert mit einer klonalen, nicht mastzellbezogenen
héamatologischen Erkrankung

Aggressive systemische Mastozytose

Mastzell-Leukamie

Mastzellsarkom (MCS)

Extrakutanes Mastozytom

Die Pathogenese der Mastzellhyperplasie bleibt bislang weitgehend unklar. Jedoch findet man
bei systemischer Manifestation im Erwachsenenalter eine Mutation des aktivierenden KIT-
Rezeptors. Es sind bereits zehn Mutationen von c-kit, dem kodierenden Gen des KIT-
Rezeptors, identifiziert. Die hdufigste Mutation ist auf Kodon Nummer 816 (D816V) zu
finden, ein Austausch von Asparagin gegen Valin. Die Mutation des Rezeptors fihrt zu seiner
Aktivierung unabhéngig von der Anwesenheit eines Liganden. Dies hat eine Vermehrung und
Verlangerung der Uberlebenszeit der Mastzellen zur Folge. Eine c-kit-Mutation ist zwar

Voraussetzung, aber anscheinend kein alleiniger Faktor fiir die Pathogenese der Mastozytose.
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Denn diese Mutation ist — unabhdngig von der Mastozytose - auch bei anderen

h&matologischen Erkrankungen nachweisbar (103).

Ein zweiter entscheidender Aspekt konnte die Expression von Zelladh&sionsmolekiilen auf
der Oberflache von neoplastischen Mastzellen sein, die auf gesunden Mastzellen nicht zu
finden sind, so zum Beispiel CD2 (LFA-2). Da die Zellen ebenfalls CD58 (LFA-3), den
physiologischen Liganden von CD2, exprimieren, kann man davon ausgehen, dal so
entstehende CD2-CD58-Bindungen einen erheblichen Beitrag zur pathologischen Anhaufung
und Verklumpung der Zellinfiltrate leisten. Da die Mastozytosebehandlung bislang
ausschlieBlich symptomatisch erfolgt, konnten diese Erkenntnisse ein Ansatzpunkt fur kausale
Therapien der Zukunft sein (103).

Man hat sich unléngst auf international gultige WH
O-KTriterien geeinigt, welche die Diagnose der systemischen Mastozytose eindeutig definieren
(Tabelle 2). Die Kriterien sind in Haupt- und Nebenkriterien unterteilt, wobei mindestens ein

Haupt- und ein Nebenkriterium oder drei Nebenkriterien erfullt sein missen.

Tab. 2: WHO-KTriterien fir die Diagnostik der systemischen Mastozytose (103).

Hauptkriterien Multifokale, dichte Mastzellinfiltrate
(Zellhaufen > 15 Zellen)

- im Knochenmark
—> in anderen extrakutanen Organen

Nebenkriterien - Mastzellen im Knochenmark oder anderen
extrakutanen Organen mit abnormaler
Morphologie (z.B. > 25 % spindelférmige
Mastzellen)

—> Mastzellen in extrakutanen Organen mit
c-kit-Mutation auf Kodon 816 (meistens
D816V)

- Mastzellen im Knochenmark CD2-
und/oder CD25-positiv

- Mastzelltryptasekonzentration >20 pg/ml

Eine Mastzelltryptasekonzentration im Serum > 20 pg/l stellt in den WHO-KTriterien ein
Nebenkriterium fur die systemische Mastozytose dar. Somit ist das Enzym als wichtiger
Parameter zur Diagnose und Verlaufskontrolle zu sehen. Dies bestatigt eine Untersuchung,

die zusétzlich feststellte, dal? die Hohe des Serumspiegels auch bei der Differenzierung der
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Manifestationsformen sowie deren Prognose eine wertvolle Hilfestellung leistet (98). Um aber
die Tryptasewerte interpretieren zu kénnen, ist die auch Beurteilung des klinischen Bildes fir
die Diagnose notwendig. So stellte eine andere Untersuchung heraus, dal’ bei einem Viertel
der untersuchten Patienten mit systemischer Mastozytose der basale Spiegel unter 20 pg/l lag.
Von diesen blieb noch einmal ein Viertel unter der 95. Perzentile von 11,4 pg/l, was

definitionsgemal einer physiologischen Konzentration entspricht (78).

2.3 Fragestellung der Arbeit

In der vorliegenden Dissertation wurde die Histaminfreisetzung aus basophilen Granulozyten
bei Patienten mit erhdhter Mastzelltryptasekonzentration im Serum untersucht. Dabei wurde
die Histaminausschittung nach IgE-abhdngiger Stimulation mit Anti-IgE sowie nach IgE-
unabhangiger  Stimulation mit  Cba, FMLP  und  Calciumionophore im
Histaminfreisetzungstest gemessen und vor dem Hintergrund der Tryptasekonzentration im

Patientenserum verglichen.

Zusétzlich erfolgte der Vergleich des Gesamthistamingehalts und der Gesamt-IgE-

Konzentration zwischen den drei Patientengruppen.
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3 Patienten, Material und Methoden

3.1 Patienten

Die Probanden stellten sich in der Allergologischen Ambulanz der Klinik und Poliklinik ftr
Dermatologie und Allergologie der Ludwig-Maximilians-Universitdit Minchen vor. Sie
wurden entsprechend der basalen Mastzelltryptasekonzentration im Serum konsekutiv und
zufallig ausgewdhilt.

Alle Probanden wurden auf das Vorliegen einer atopischen Disposition hin Gberpruft: dafur
muRte anamnestisch mindestens ein positives Prick-Testergebnis fur Katze, Milbe oder Gras
oder eine bereits bekannte Erkrankung des atopischen Formenkreises (Asthma, atopisches
Ekzem, allergische Rhinitis) vorbekannt sein. Eine zusatzliche Charakterisierung der

atopischen Diathese erfolgte durch die Messung der Gesamt-IgE-Konzentration im Serum.

Ausgeschlossen wurden Patienten mit systemischer Einnahme von Glukokortikoiden oder
Antihistaminika sowie Patienten mit aktuellen viralen/bakteriellen Infekten bzw.

Begleiterkrankungen in der Anamnese.

3.2 Material

3.2.1 Reagenzien

Die folgenden Reagenzien wurden verwendet:

- Calciumchlorid (CaCl2) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

- D-Glukose (Merck, Darmstadt, Deutschland)

- Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (EDTA) (Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland)
- Kaliumchlorid (KaCl2) (Merck, Darmstadt)

- Magnesiumchlorid (MgClI2) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

- Perchlorsdure (H2S04; 2%)

- PIPES: Piperazine-N,N -bis-2-Ethane Sulfonic acid (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland)

- Humanes Serumalbumin (HSA) (Merck, Darmstadt, Deutschland)

- Thomaedex 60 (Sedimentationslosung; Delta-Pharma, Pfullingen, Deutschland)
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Die folgenden Puffer und Lésungen wurden verwendet:

- 10 x PIPES-Puffer (250 PIPES; 1,1 M NaCl; 50 mM KCI): 64,3 g NaCl, 3,85 g KCI, 83,83 g
PIPES, ad ca. 900 ml ddH20, pH auf 7,4 (mit 10 M NaOH), ad 1000 ml ddH20

- PAG (PIPES-Albumin-Glukose)-Puffer: 100 ml 10 x PIPES, 1g Dextrose, 10 ml 0,3% HSA-
Losung, ad 900 ml ddH20, pH auf 7,4 (mit 10 M NaOH), ad 1000 ml ddH20

- PAG/EDTA-Puffer: 100 ml 10 x PIPES, 40 ml 100 mM EDTA, 1 g Dextrose, 10 ml 0,3%
HSA-L6sung, ad 900 ml ddH20, pH auf 7,4 (mit 10 M NaOH), ad 1000 ml ddH20

- PAG-CM-Puffer: 100 ml 10 x PIPES, 20 ml 0,1 mM CaCl2, 5 ml 0,1 M MgCI2, 1 g
Dextrose, 10 ml 0,3% HSA-L6sung, ad 900 ml ddH20, pH auf 7,4 (mit 10 M NaOH), ad
1000 ml ddH20

- TCM-Puffer: 35,0 g NaCl, Tris 15,0 g, 1,5 g KCl, 1,0 g MgCI2 x 6H20, 0,735 g CaCl2 x
2H20, ad 5000 ml ddH20 (pH auf 7,4)

- Magnesium-L&sung: 0,1 M MgCI2-L6sung, 2,03 g MgCI2 (kristallin), ad 100 ml ddH20

- Calcium-L6sung: 0,1 M CaCl2-Losung, 2,03 g CaCl2 (kristallin), ad 100 ml ddH20

- HSA-L6sung (3%): 1 g HSA auf 33,34 ml ddH20 -

- Sedimentationslésung Thomaedex 60 (6% mit 0,9% NaCl): 60 g Dextran 60.000

9 g NaCl, ad 1.000 ml ddH20

3.2.2 Geréte

- Spritzen 5 ml, 10 ml, 20 ml (Braun, Melsungen)

- Combitips 2,5 ml, 5ml (Eppendorf, Hamburg)

- eppT.I.P.S. 2 — 200 pl, 50 — 1000 pl, 2 — 500 pl (eppendorf Totally Integrated Pipetting
System, Eppendorf, Hamburg)

- Analysenréhrchen Polystyrol, , Nr. 12-55 (Greiner, Nirtingen)

- Multiflyset 21 G (Sarstedt, Numbrecht)

- Falcon 50 ml (Polypropylene Round Bottom Tube, Franklin Dickinson Labware, Franklin
Lakes, USA)

- Zentrifuge Hettich Rotixa KS Hettich, Tubingen)

- AutoAnalyzer Il (a-alpha laval, Bran und Luebbe, Norderstedt) mit Flourometer
flouroMonitor TMIII (LDC Analytical, Riviera Beach, Florida, USA)
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3.3 Histaminfreisetzungstest aus basophilen Granulozyten

3.3.1 Blutentnahme und Sedimentation

Es wurde dem jeweiligen Probanden insgesamt 40 ml peripheres Vollblut in zwei
heparinisierten (Heparingehalt je ca. 2 ml) 20-ml-Spritzen entnommen. Dieses wurde
anschlieBend mit 5 ml einer Sedimentationslosung (Thomaedex 60) vermischt. Die Spritzen
wurden nun verschlossen bei Raumtemperatur etwa 90 Minuten in vertikaler Position
aufgestellt, sodal eine Sedimentation der Erythrozyten erfolgen konnte. Der dabei
entstandene gelb-triibe, leukozytenreiche Uberstand wurde daraufhin in ein 50-ml-R6hrchen

abgezogen, das Sediment verworfen.

3.3.2 Aufbereitung der Leukozyten

Das 50 ml-Réhrchen wurde bei Raumtemperatur zehn Minuten lang bei 1200 Umdrehungen
pro Minute zentrifugiert. Der entstehende serumhaltige Uberstand wurde verworfen und die
Zellsuspension durch vorsichtiges Schutteln wieder geldst. Dann wurde die Zellsuspension
mit 2 — 3 ml eines PAG/EDTA-Puffers langsam resuspendiert und auf 50 ml aufgefullt,
durchgemischt und nochmals bei 1200 Umdrehungen pro Minute zehn Minuten lang
zentrifugiert. Nach dem Dekantieren wurden die Zellen nach dem oben beschriebenen
Schema mit PAG-Puffer resuspendiert und erneut zentrifugiert. Nach einem letzten
Dekantieren wurden die Zellen mit etwa 10 ml eines PAG-CM-Puffers aufgefullt. Dieses

Gemisch stellte die in den Versuchsreihen verwendete Leukozytensuspension dar.

3.3.3 Stimuli und deren Konzentrationen

Die IgE-abhéngige Aktivierung erfolgte mit Anti-Igg (DAKO A/S, Danemark).

Aus der Ausgangskonzentration von 8,3 g/l (= 8,3 mg/ml = 8300 pl/ml) wurden insgesamt
drei Verdunnungen hergestellt, jeweils unter Zugabe von PAG-CM-Puffer: die erste im
Verhéltnis 1:100 (83 pg/ml), zwei weitere jeweils im Verhéltnis 1:10 (8,3 pg/ml bzw. 0,83
pg/ml). Somit wurde in der Versuchsreihe Anti-IgE in den Konzentrationen 83 pg/ml, 8,3

pg/ml und 0,83 pg/ml verwendet.

Die IgE-unabhdngige Aktivierung erfolgte mit den folgenden Stimuli: Komplementfaktor
Cb5a, Bakterienpeptid f-Met-Leu-Phe (FMLP) und Calciumionophore A23187 (alle Sigma-
Aldrich, Steinheim, Deutschland).
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Die Ausgangskonzentration von C5a (10 pg/ml = 10.000 ng/ml) wurde zundchst unter Zugabe
von PAG-CM-Puffer im Verhéltnis 1:10 auf 1.000 ng/ml verdiinnt. Die in der Versuchsreihe
verwendete Konzentration von 120 ng/ml wurde wie folgt erreicht:

120 pl (1.000 ng/ml) C5a + 880 pl PAG-CM - 1.000 ul C5a (120 ng/ml)

Die Ausgangskonzentration von FMLP 10 mg (MW: 438 g/mol = 438 g/l = 438 mg/ml)
wurde unter Zugabe von PAG-CM-Puffer wie folgt verdinnt, um die in der Versuchsreihe
verwendete Konzentration von 0,876 pg/ml zu erreichen:

10.000 pg FMLP + 22,8 pl PAG-CM - 10.022,8 ul FMLP (438 mg/ml)

10.000 pg FMLP (438 mg/ml) + 228 pl PAG-CM - 10.228 pl FMLP (43,8 mg/ml)

10.000 pl FMLP (43,8 mg/ml) + 114 ul PAG-CM - 10.114 pl FMLP (87,6 mg/ml)

10.000 pl FMLP (87,6 mg/ml) + 1140 ul PAG-CM > 11.140 pl FMLP (8,76 mg/ml)

10 pl FMLP (8,76 mg/ml) + 990 pl PAG-CM = 1.000 pl FMLP (87,6 pg/ml)

10 pl FMLP (87,6 pg/ml) + 990 pl PAG-CM - 1.000 pl FMLP (0,876 pg/ml)

Die Ausgangskonzentration von Calciumionophore A23187 (5 mg/ml = 5000ug/ml) wurde
zundchst unter Zugabe von PAG-CM-Puffer im Verhaltnis 1:100 auf 50 pg/ml verdiinnt. Die
in der Versuchsreihe verwendete Konzentration von 500 ng/ml wurde wie folgt erreicht:

10 pl Ca-lo (50 pl/ml) + 990 ul PAG-CM - 1.000 ul Ca-lo (0,5 pg/ml = 500 ng/ml)

3.3.4 Stimulation der Leukozyten

Fur jeden Stimulus und den 100%- bzw. Leerwert erfolgte dabei eine Doppelbestimmung in
jeweils zwei Sarstedt-Rohrchen. Die Methode der Doppelbestimmung stellt einen wichtigen
Kontrollmechanismus bei der Auswertung des Histaminfreisetzungstests dar. Beispielsweise
kann eine aufféllige Abweichung der Einzelwerte oder eine zu hohe Spontanfreisetzung auf
einen Fehler beim Versuchsablauf bzw. bei der MeRgenauigkeit hinweisen.

Fur den Histaminfreisetzungstest wurden je 300 ul Zellsuspension zu je 300 pl der
aufgefiihrten Stimuluskonzentrationen gegeben (Tab. 3). Fir den Gesamthistamingehalt
(100%-Wert) wurde Perchlorsaure (2%) zur Suspension gegeben (Zellyse). AuBerdem wurde

ein Leerwert durch Zugabe von PAG/CM-Puffer bestimmt.



3 Patienten, Material und Methoden 19

Tab. 3: Versuchsreihe des Histaminfreisetzungstests

Zellsuspension (je 300 pl) mit Beschriftung Stimulus (je 300ul) mit Konzentration
Probennummer
1,2 Leerwert PAG-CM-Puffer
3,4 100%-Wert H2S04 (2%)
5,6 Cb5a C5a (120 ng/ml)
7,8 FMLP FMLP (0,876 pg/ml)
9,10 Ca-lo Ca-lo (500 ng/ml)
11,12 Anti-1gE | Anti-IgE (83 pg/ml)
13,14 Anti-IgE II Anti-1gE (8,3 pg/ml)
15, 16 Anti-IgE 1l Anti-IgE (0,83 pg/ml)

Die Rohrchen wurden anschlielend unter bestdndiger Bewegung bei 37°C im Wasserbad
inkubiert. Nach Ablauf der 40-mindtigen Inkubationszeit wurden die Zellen bei 4°C erneut
zehn Minuten lang bei 1200 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert. Die Uberstande, die das
freigesetzte Histamin enthielten, wurden in Sarstedt-Rohrchen dekantiert. Die Proben wurden
dann maximal eine Woche im Kihlschrank bei 4°C aufbewahrt, um einen eventuellen Abbau

durch Histaminasen zu vermeiden.

Die Bestimmung der Histaminkonzentration erfolgte im AutoAnalyzer. Um einen moglichst
fehlerfreien und exakten Ablauf zu garantieren, wurde zu Beginn eine Kontrolle durchgefihrt,
bei der vier Histaminstandards nacheinander gemessen und erst bei Nachweis gleicher

Konzentrationshohe mit der Messung der eigentlichen Proben begonnen wurde.

3.4 Berechnung der Histaminfreisetzung
Beim Durchlauf der Proben durch den AutoAnalyzer wurden Kurven [cm] erstellt, die in eine

Konzentration [ng/ml] umgerechnet werden muften.

Zur Berechnung der Histaminkonzentration wurde die Kurvenhdhe zur jeweiligen Probe mit
10 ng/ml multipliziert und dieser Wert durch die Kurvenhohe des Histaminstandards
(standardisierte Kontrollgroie) geteilt. Die Kurvenhthe der Probe wurde dabei als
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arithmetischer Mittelwert der experimentell bestimmten Histamineinzelwerte einer

Doppelbestimmung ermittelt.

Zur Umrechnung in einen Prozentwert wurde vom Histamingehalt der Probe der Leerwert
abgezogen und durch den Histamingehalt des 100%-Werts (ebenfalls abzliglich Leerwert)

geteilt und anschlieBend mit 100% multipliziert.

Histaminfreisetzung [%] = _(Histamingehalt — Leerwert)[ng/ml] x 100
100%-Wert — Leerwert [ng/ml]

Es handelt sich hierbei um eine Relativmessung, die den jeweiligen Anteil der

Histaminfreisetzung in Relation zum Gesamthistamingehalt (100%-Wert) der Zelle mift.

3.5 Statistische Auswertung

Um signifikante Unterschiede zwischen den drei Patientengruppen zu ermitteln, wurde der
Kruskal-Wallis-Test (Varianzanalyse fur k > 2 unverbundene Stichproben), beim Vergleich
von nur zwei Gruppen der Mann-Whitney-Test (Varianzanalyse fur k = 2 unverbundene
Stichproben) verwendet. Das Signifikanzniveau der beiden Tests liegt bei p > 0,05 (nicht
signifikant, mit < 95% Wahrscheinlichkeit), p < 0,05 (signifikant, mit > 95%
Wahrscheinlichkeit) und p < 0,01 (sehr signifikant, mit > 99% Wahrscheinlichkeit). Die
Fragestellung wurde als zweiseitig definiert.

Die Untersuchung eines linearen Zusammenhangs zwischen zwei stetigen Merkmalen wurde

mit Hilfe des Pearson’schen Korrelationskoeffizienten r als MaRzahl untersucht.

Alle statistischen Tests wurden mit den Softwareprogrammen MS Excel und SPSS 13.0 fur
MS Windows durchgefihrt.

Die statistische Beratung erfolgte durch Prof. Dr. rer. hum. biol. Dieter Holzel, Institut fr
Medizinische Informationsberatung, Biometrie und Epidemiologie (IBE) der Ludwig-

Maximilians-Universitat Miinchen.
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4 Ergebnisse

4.1 Klinische Daten der Patienten

Insgesamt wurden 38 Probanden in der Untersuchung erfal3t, darunter acht Non-Releaser
(Freisetzung nach optimaler Stimulation mit Anti-IgE < 5% vom Gesamthistamin). Das
entspricht einem Anteil von 20% und damit in etwa dem bereits erwéhnten Durchschnittswert
von 10 — 15% in der Gesamtbevolkerung. Die entsprechenden Proben wurden nachtraglich

ausgeschlossen, da eine relevante Auswertung der jeweiligen Ergebnisse nicht moglich ist.

Das gesamte Probandenkollektiv (Tab. 7) wurde anhand der vorbekannten
Mastzelltryptasekonzentration im Serum folgendermalien gegliedert: in Patientengruppe |
(Tab. 4) befinden sich zehn Probanden mit einer physiologischen Tryptasekonzentration 1 -
11,4 pg/ml (Kontrollgruppe), in Patientengruppe Il (Tab. 5) zehn Probanden mit einer
Tryptasekonzentration zwischen 20 und 40 pg/ml und in Patientengruppe Ill (Tab. 6) zehn
Probanden mit einem Tryptasekonzentration > 50 pg/ml.

Tab. 4: Patientengruppe | (Kontrollgruppe)

Geschlecht Alter MZT Atopie Klinische Diagnose
(Jahre) (ng/ml)

m 33 7,1 + Urtikaria; RCA
w 26 47 + MA; RCA
m 57 57 - MA

w 50 8,3 - MA

m 36 9,3 - HGA

w 62 5,0 - HGA

w 30 45 - MA

w 65 58 - HGA

m 26 3,1 + RCA

w 33 2,6 - MA

Non-Releaser

w 48 45 + Urtikaria
w 62 7,8 - HGA
m 48 3,2 - MA
m 51 30 - HGA
w 47 6,5 + RCA

m = mannlich; w = weiblich; MZT = Mastzelltryptase; HGA = Hymenopterenallergie; MA = Medikamentenallergie;

RCA = Rhinoconjunctivitis allergica
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Tab. 5: Patientengruppe Il

Geschlecht Alter MZT Atopie Klinische Diagnose
(Jahre) (ng/ml)
Mastozytose HGA
m 68 20,8 - CM; KM(-) +
W 80 237 - CM; KM(0) +
m 40 35,0 - SM; KM(#) +
m 53 31,5 - CM; KM(0) +
W 37 26,5 - SM; KM(+) +
w 67 34,3 - CM; KM(-) -
m 63 22,5 - CM; KM(0) -
w 60 38,8 - SM; KM(+) +
w 80 219 - CM; KM() -
w 68 19,6 - SM; KM(#) -
Non-Releaser
m 67 34,0 - CM; KM(-) -
w 50 45,7 - SM; KM(+) -

m = méannlich; w = weiblich; MZT = Mastzelltryptase; HGA = Hymenopterenallergie; CM = kutane Mastozytose; SM = systemische
Mastozytose; KM(+) = histologischer Nachweis im Knochenmark; KM(-) = kein histologischer Nachweis im Knochenmark; KM(0) =

Knochenmarksbiopsie nicht durchgefuhrt

Tab. 6: Patientengruppe 111

Geschlecht Alter MZT Atopie Klinische Diagnose
(Jahre) (ng/ml)
Mastozytose HGA
m 79 59,0 - SM; KM(+) n
m 45 197,0 - SM; KM(+) n
W 42 60,7 + CM; KM(-) -
w 68 131,0 - SM; KM(+) -
w 53 84,6 - SM; KM(+) -
m 35 58,2 + SM; KM(+) +
w 51 71,2 + SM; KM(+) -
w 55 143,0 - SM; KM(+) -
m 44 226,0 + SM; KM(+) -
w 53 115,0 - SM; KM(+) -
Non-Releaser
W 32 50,6 - SM; KM(+) +

m = mannlich; w = weiblich; MZT = Mastzelltryptase; HGA = Hymenopterenallergie; CM = kutane Mastozytose; SM = systemische
Mastozytose; KM(+) = histologischer Nachweis im Knochenmark; KM(-) = kein histologischer Nachweis im Knochenmark; KM(0) =

Knochenmarksbiopsie nicht durchgefiihrt
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Patientenkollektiv Geschlecht Alter in Jahren Median der Atopische Patienten
(n=30) (n) (Spannweite) Mastzelltryptase (n)
(Hg/ml)
Patientengruppe | mannlich: 4 34 5,36 4
(1-11,4 pg/ml) weiblich: 6 (26 - 65) (2,6 -9,3)
Patientengruppe 11 maénnlich: 4 66 25,1 0
(20 - 40 pg/ml) weiblich: 6 (38-81) (19,6 — 38,8)
Patientengruppe 111 ménnlich: 4 53 99,8 4
(> 50 pg/ml) weiblich: 6 (35-80) (58,2 — 226)

4.2 Histaminfreisetzung im Gruppenvergleich

4.2.1 IgE-unabhéangige Aktivierung

4.2.1.1 C5a

Nach C5a-Stimulation (Abb. 2) war der Median der Histaminausschiittung in Patientengruppe
| bei 9,0% (Spanne: 2,3% — 45,2%), in Patientengruppe 1l bei 1,36% (Spanne: 0% — 10,65%)
und in Patientengruppe 111 bei 1,4% (Spanne: 0% — 6,1%). In Gruppe Il und Il blieb bei

jeweils vier Proben eine Histaminfreisetzung vollstandig aus, die Ubrigen zeigten eine

minimale Ausschittung.

Es zeigte sich damit ein sehr signifikanter Unterschied (p < 0,01): sowohl im Vergleich der

Gruppen 1 und Il (p = 0,007) als auch der Gruppen I und 111 (p = 0,002) sowie beim Vergleich

aller drei Gruppen (p = 0,004).

Eine signifikante Korrelation zwischen der Histaminfreisetzung nach C5a-Aktivierung und

dem Gesamthistamingehalt bzw. der Tryptasekonzentration im Serum wurde nicht gefunden

(Daten nicht dargestellt).
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Abb. 2: Zellreaktivitét bei Stimulation mit C5a; Balken: Mediane.

4.2.1.2 FMLP

Nach FMLP-Stimulation (Abb. 3) war der Median der Histaminfreisetzung in
Patientengruppe | bei 40,3% (Spanne: 17,4% - 60,1%), in Patientengruppe Il bei 28,1%
(Spanne: 16,1%. — 43,4%) und in Patientengruppe 111 bei 32,5% (Spanne: 5,6% - 51,3%).

Es zeigten sich damit keine signifikanten Unterschiede (p = 0,363) zwischen den einzelnen
Gruppen.

Eine signifikante Korrelation zwischen der Histaminfreisetzung nach FMLP-Aktivierung und
dem Gesamthistamingehalt bzw. der Tryptasekonzentration im Serum wurde ebenfalls nicht
gefunden (Daten nicht dargestellt).
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Abb.3: Zellreaktivitat bei Stimulation mit FMLP: Balken: Mediane.

4.2.1.3 Calciumionophore

Nach Calciumionophore-Stimulation (Abb. 4) war der Median der Histaminausschittung in
Patientengruppe | bei 33,7% (Spanne: 0% — 78,7%), in Patientengruppe Il bei 26,8% (Spanne:
1,92% — 74,45%) und in Patientengruppe 111 bei 32,5% (Spanne: 2,27% — 65,0%).

Es zeigten sich damit keine signifikanten Unterschiede (p = 0,929) zwischen den einzelnen
Gruppen.

Eine signifikante Korrelation zwischen der Histaminfreisetzung nach Calciumionophore-
Aktivierung und dem Gesamthistamingehalt bzw. der Tryptasekonzentration im Serum wurde

ebenfalls nicht gefunden (Daten nicht dargestellt).
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Abb.4: Zellreaktivitat bei Stimulation mit Calciumionophore: Balken: Mediane.

4.2.2 1gE-abhangige Aktivierung mit Anti-IgE

Nach Anti-IgE-Stimulation mit der Konzentration 83 pg/ml (Abb. 5) war der Median der
Histaminfreisetzung in Patientengruppe | bei 24,0% (Spanne: 55% - 68,5%), in
Patientengruppe 11 bei 27,1% (Spanne: 8,7% — 61,4%) und in Patientengruppe Il bei 20,8%
(Spanne: 2,8% — 40,8%).

Es zeigten sich damit keine signifikanten Unterschiede (p = 0,442) zwischen den einzelnen
Gruppen.

Eine signifikante Korrelation zwischen der Histaminfreisetzung nach Anti-lgE-Aktivierung
(83 pg/ml) und dem Gesamthistamingehalt bzw. der Tryptasekonzentration im Serum wurde
ebenfalls nicht gefunden (Daten nicht dargestellt).
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Abb.5: Zellreaktivitat bei Stimulation mit Anti-1gE (83 pg/ml); Balken: Mediane.

Nach Anti-IgE- Stimulation mit der Konzentration 8,3 pg/ml (Abb. 6), welche die optimale
Anti-lgE-Konzentration mit maximaler Histaminfreisetzung darstellt, war der Median der
Histaminausschuttung in Patientengruppe | bei 54,7% (Spanne: 5,6% - 80,1%), in
Patientengruppe Il bei 48,8% (Spanne: 8,7% — 64,6%) und in Patientengruppe 111 bei 38,5%
(Spanne: 6,6% — 57,3%).

Es zeigten sich damit keine signifikanten Unterschiede (p = 0,393) zwischen den einzelnen
Gruppen.

Eine signifikante Korrelation zwischen der Histaminfreisetzung nach Anti-IgE-Aktivierung
(8,3 ng/ml) und dem Gesamthistamingehalt bzw. der Tryptasekonzentration im Serum wurde
ebenfalls nicht gefunden (Daten nicht dargestellt).
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Abb.6: Zellreaktivitat bei Stimulation mit Anti-IgE (8,3 pg/ml); Balken: Mediane.

Nach Anti-IgE-Stimulation in der Konzentration 0,83 pg/ml (Abb. 7) war der Median der
Histaminausschuttung in Patientengruppe 1 bei 21,0% (Spanne: 0% - 49,7%), in
Patientengruppe Il bei 24,3% (Spanne: 1,7% — 42,7%) und in Patientengruppe 11 bei 18,5%
(Spanne: 3,2% — 41,6%).

Es zeigten sich damit keine signifikanten Unterschiede (p = 0,817) zwischen den einzelnen
Gruppen.

Eine signifikante Korrelation zwischen der Histaminfreisetzung nach Anti-IgE-Aktivierung
(0,83 pg/ml) und dem Gesamthistamingehalt bzw. der Tryptasekonzentration im Serum
wurde ebenfalls nicht gefunden (Daten nicht dargestelit).



4 Ergebnisse 29

50 'S
—_ r'S nes. ®
F’\% 40 - I . * I
n.s.
c |‘ |
=] |
E I’ n.s. | ¢
5 301 | | ®
@ . 24,3%
]
g 21,0% o *
€ 20 - — § 185% $
E |
0 ® L 4
T
10 - *
L 4
L 4 * *
0 L 4
| Il n
Gruppe

Abb.7: Zellreaktivitat bei Stimulation mit Anti-1gE (0,83 pg/ml); Balken: Mediane.

4.3 Gesamthistamingehalt im Gruppenvergleich

Beim Gesamthistamingehalt (Abb. 8) war der Median in Patientengruppe | bei 23,6 ng
(Spanne: 3,8 ng — 44,1 ng), in Patientengruppe Il bei 14,9 ng (Spanne: 3,0 ng— 43,1 ng) und in
Patientengruppe 111 bei 17,4 ng (Spanne: 3,9 ng— 28,9 ng).

Es zeigten sich damit keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen
Patientengruppen (p = 0,336).

Eine signifikante  Korrelation zwischen dem  Gesamthistamingehalt und der

Tryptasekonzentration im Serum wurde ebenfalls nicht gefunden (Daten nicht dargestellt).
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Abb.8: Gesamthistamingehalt [ng]; Balken: Mediane.

4.4 Gesamt-1gE-Konzentration im Gruppenvergleich

Bei der Gesamt-IgE-Konzentration (Abb. 9) war der Median in Patientengruppe | bei 32,7
kU/l (Spanne: 9,4 kU/l — 67,2 kU/I), in Patientengruppe Il bei 18,6 kU/I (Spanne: 3,0 kU/I —
43,1 kU/I) und in Patientengruppe 11 bei 15,8 kU/I (Spanne: 2,0 kU/l — 126,0 kU/I).

Es zeigten sich damit keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen

Patientengruppen (p = 0,246).

Eine signifikante Korrelation zwischen der Gesamt-lgE-Konzentration und der
Tryptasekonzentration im Serum bzw. der Histaminfreisetzung mit den Stimuli der

kompletten Versuchsreihe wurde ebenfalls nicht gefunden (Daten nicht dargestellt).
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5 Diskussion

5.1 Variabilitat der Histaminfreisetzung von basophilen Granulozyten

Es gibt einige wesentliche EinfluRfaktoren auf zellulérer Ebene, die fir eine Untersuchung zur
Zellreaktivitat von Wichtigkeit sind. Wie aus dem Ergebnisteil ersichtlich zeigen die
basophilen Granulozyten in den meisten Versuchsreihen eine enorme Variabilitat hinsichtlich
der Histaminausschuttung, die von 0% bis teilweise Uber 70% des Gesamthistamingehalts

reicht. Im folgenden werden deshalb einige der dafiir verantwortlichen Variablen besprochen.

Man weil, dal’ die Dichte der IgE-Rezeptoren pro Zelle zwischen 500 und 1.000.000 betragen
kann (53). Es ist klar, dafl diese Variable fur die IgE-abhdngige Aktivierung eine
entscheidende Bedeutung hat, bei IgE-unabhédngiger Stimulation (C5a, FMLP, Ca-lo) jedoch
zu vernachlassigen ist. Eng damit verbunden scheint der IgE-Spiegel zu sein. Dieser ist unter
anderem in der Lage, die FceRI-Expression in vitro und in vivo hoch zu regulieren und die

Uberlebensdauer der basophilen Granulozyten in vitro zu verliangern (80).

Die nachste wichtige EinfluRgroRe, obwohl nicht Gegenstand der Untersuchung, reprasentiert
die Zellsensivitat, d.h. die Stimulusmenge fir eine halbmaximale Zellantwort (50% der
maximalen Zellantwort). Sie verhélt sich interindividuell duf3erst variabel. Dies zeigt sich an
der fur die Zellaktivierung erforderlichen Rezeptorvernetzung, die im Bereich von 200 bis
30.000 Rezeptoren liegen kann (54).

Unabhéngig vom Sensibilisierungsgrad, und auch vom Gesamthistamingehalt, verhélt sich die
zelluldre Reaktivitat, d.h. die maximale Histaminfreisetzung nach optimaler Stimulation,
bezogen in Prozent auf den Gesamthistamingehalt der Zellen. Sie wird als Funktion der
intrazelluldren Signallibertragung angesehen (56) und besitzt einen Variabilitadtsgrad von 0%
bis 100% vom Gesamthistamingehalt (97). Dieser Umstand erklart die grofteils

betrachtlichen Spannweiten bei der Freisetzung.

Weiterhin gibt es Hinweise auf eine Altersabhangigkeit bei der Zellreaktivitat (62). Diese
beruhen auf Untersuchungen, die eine positive Korrelation des Alters sowohl mit der
Reaktivitdt als auch der Sensivitat feststellten (63). Dabei ist die Histaminfreisetzung nach
Anti-IgE-Stimulation in der Gruppe der unter 20jahrigen signifikant geringer als in den
anderen Altersgruppen (21 — 40 Jahre, 41 — 60 Jahre, > 60 Jahre). Zwischen letzteren Gruppen

war kein signifikanter Unterschied nachzuweisen.
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In diesem Zusammenhang soll auch die Altersverteilung im vorliegenden Patientenkollektiv
betrachtet werden. Dabei ist ein Altersunterschied zwischen den drei Patientengruppen zu
erkennen, der aber allein zwischen Patientengruppe | und Il signifikant war (p < 0,05).
Allerdings gehorte keiner der im Patientenkollektiv eingeschlossenen Probanden zur Gruppe
der unter 20j&hrigen. Dagegen sollte bei Studien, die zusétzlich Kinder und Jugendliche im
Probandenkollektiv aufweisen, gesondert auf diesen Faktor geachtet werden, weil dann die

Ergebnisse durch die Altersverteilung des Probandenkollektivs beeinflu3t werden.

Schliel3lich sollten noch die charakteristischen Eigenschaften der verwendeten Stimuli als
Variable erwahnt werden. Sie sind aufgrund ihrer potentiellen Bindungsstellen sowie ihrer
physikalischen und chemischen Eigenschaften mit einer unterschiedlich groRen Potenz zur

Histaminfreisetzung ausgestattet.

5.2 Histaminfreisetzung nach Stimulation mit C5a

Den Ergebnissen ist zu entnehmen, dall Patienten mit einer Tryptasekonzentration unter 11,4
pg/ml im Serum eine hohere Histaminfreisetzung nach C5a-Inkubation zeigten als solche mit
erhdhtem oder hohem Tryptasespiegel. Es handelt sich dabei um einen sehr signifikanten
Unterschied (p < 0,01).

Zunachst sei erwahnt, daR unter den verwendeten Stimuli C5a eine Sonderstellung einnimmt,
da es als einzige der Substanzen unter physiologischen Bedingungen im menschlichen
Organismus vorhanden ist. Das C5a-Anaphylatoxin ist ein wesentlicher Bestandteil des
Komplementsystems, welches ein bedeutsames, unspezifisches Immunabwehrsystem gegen
Mikroorganismen und Antigen-Antikorper-Komplexe darstellt. Nach Aktivierung und
nachfolgender Spaltung des funften Komplementfaktors entsteht C5a, welches einerseits zum
Membranangriffskomplex gehoért (zellulare Immunabwehr) und andererseits chemotaktisch
auf neutrophile, eosinophile und basophile Granulozyten und Monozyten wirkt (humorale
Immunabwehr). C5a bewirkt eine Histaminausschittung aus basophilen Granulozyten, nicht
aber aus Mastzellen, ausgenommen Hautmastzellen (25). Weitere biologische Funktionen
umfassen die glatte = Muskelzellkontraktion,  Vasodilatation  oder  gesteigerte
GefaBpermeabilitat (30). Auf diese Weise ist es an einer Vielzahl von entziindlichen und auch

allergischen Prozessen beteiligt, z.B. wird von erhohten Cb5a-Konzentrationen bei
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Anaphylaxie nach Wespenstich, Sepsis, systemischem Lupus erythematodes oder
rheumatoider Arthritis berichtet (29).

Die Aktivierung der Zellen erfolgt tber einen eigenen Rezeptor (CD88) und damit
unabhéngig von den brigen Stimuli. Dieser I6st - genauso wie nach FMLP-Stimulation - via
G-Protein-Koppelung (IP3, DAG, PKC) eine kurzfristige Erhohung des intrazellulédren
Kalziumspiegels aus, im Gegensatz zur langfristigen Erhohung bei Calciumionophore und
Anti-IgE (19; 88).

Der beschriebene, signifikante Unterschied konnte auch direkt mit der Rezeptorendichte oder
-charakteristik von CD88 zusammenhangen. Genau dieser Fragestellung sind zwei Studien
nachgegangen. Die eine Veroffentlichung stellte die vermehrte CD88-Expression im
Respirationstrakt von an Asthma verstorbenen Patienten heraus und auf diese Weise die damit
verbundene Bedeutung des Komplementsystems (24). Die andere Untersuchung hatte die
gesteigerte CD88-Expression von Mastzellen bei Patienten mit systemischer Mastozytose
zum Thema (68).

Diese Resultate stehen jedoch entgegengesetzt zu der eigenen Beobachtung, daR Zellen der
Patientengruppen 11 und 11, welche ausschliellich Mastozytosepatienten enthalten (davon
neun Patienten mit zusatzlicher Hymenopterengiftallergie), nach CD88-abhéngiger
Stimulation signifikant weniger Histaminausschuttung zeigten, obwohl sie eigentlich eine
erhohte Rezeptorendichte aufweisen miten. Als plausible Erklarung kann sicherlich der
Umstand gelten, daf es sich bei den verwendeten Zellen um basophile Granulozyten handelt,
also einen unabhéngigen Zelltyp, der keinen unmittelbaren Vergleich zulaBt. Da aber in der
vorliegenden Arbeit weder eine Quantifizierung noch Charakterisierung von CD88 auf
zellulérer Ebene vorgenommen wurde, kann ber die Bedeutung des Rezeptors fir die
Histaminfreisetzung nach C5a-Aktivierung allenfalls spekuliert werden. Denn ob die Zellen
von Patienten mit erhohter Tryptasekonzentration im Serum tatséchlich weniger Rezeptoren
besitzen oder ob sie aufgrund anderer unbekannter Faktoren, rezeptorabhéngig wie —
unabhéngig, eine abweichende Reaktivitdt zeigten, bedirfte genauerer Abklarung auf

zellularer Ebene.

Ebenso kdnnte man von einer verdnderten intrazelluldren Signalverarbeitung der Zellen

ausgehen, so beispielsweise bei der erwdhnten Kalziumerhéhung. Dagegen spricht aber zum
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einen, dal} die kurzfristige intrazelluldre Kalziumerhéhung nur bei Stimulation mit C5a, aber
nicht bei FMLP zu einer signifikanten Differenz zwischen den Gruppen flihrte. Zum anderen
scheint es auch bei den Stimuli, die eine langerfristige Kalziumerhéhung bewirken
(Calciumionophore, Anti-IgE), keinen klaren Hinweis auf eine Beeintrachtigung dieser
lonenkonzentration zu geben, weil auch hier kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der
Histaminfreisetzung nachzuweisen war. AulRerdem wurden in der vorliegenden Arbeit weder
die intrazelluldre lonenkonzentration noch sonstige fur die Histaminfreisetzung relevante
Parameter (IP3, DAG, PKC) der Signalkaskade quantifiziert. Diese durchaus plausible
Erklarungsmoglichkeit gibt somit Anlal? fiur zukiinftige Untersuchungen auf molekularer
Ebene.

Und obwohl basophile Granulozyten von Patienten mit erhohter bzw. hoher
Mastzelltryptasekonzentration im Serum nach Cba-Stimulation eine &ullerst geringe
Reaktivitat aufwiesen, so leitet sich diese Differenz nicht von einer generellen oder
konstitutionellen Beeintrachtigung der intrazelluldaren Signalkaskade ab. Denn diese Zellen
reagierten auf die Ubrigen Stimuli, die unabhangig vom CD88-Rezeptor aktivieren, mit einer,

der Kontrollgruppe vergleichbaren, und damit ungleich héheren Histaminausschittung.

Als potentiell urséchlich fur die signifikante Differenz nach C5a-Stimulation sollte man noch
eine letzte Tatsache berlcksichtigen. Der signifikante Abfall hinsichtlich der Zellreaktivitat
wurde maligeblich dadurch bedingt, dal in den Patientengruppen Il und Il jeweils vier
Proben uberhaupt keine Reaktion zeigten. Dieses kumulierte Auftreten in den beiden Gruppen
1akt sich nur schwer interpretieren. Denn welcher der vorher aufgefuhrten Gesichtspunkte,
d.h. CD88-Rezeptordichte, intrazellularer Kalziumspiegel oder andere Parameter der
Signalkaskade, fur diese Verteilung verantwortlich sein kénnte, 1aBt sich nicht beurteilen. In
einer &hnlichen Studie (52) wurden zwar vergleichbare Ergebnisse erzielt, die sich
gleichermalien in einer GréRenordnung im niedrigen einstelligen Prozentbereich bewegten. Es
handelte sich aber bei dem Probandenkollektiv mit signifikant erniedrigter
Histaminfreisetzung nach C5a-Aktivierung um chronische Urtikaria-Patienten und nicht um
Mastozytose-Patienten.
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5.3 Histaminfreisetzung nach Stimulation mit FMLP, Calciumionophore und Anti-IgE
Zu Beginn kann man festhalten, daB die in der vorliegenden Untersuchung erzielten
Ergebnisse hinsichtlich der Histaminfreisetzung mit denen in der Literatur weitgehend

Ubereinstimmen (86).

Dies trifft zum ersten auf die relative quantitative Zellreaktivitdt in jeder einzelnen der drei
Patientengruppen nach IgE-unabhéngiger wie IgE-abhangiger Stimulation zu, wie sie in der
untenstehenden Tabelle abgebildet ist (Tab. 8).

Weiterhin trifft es auch auf die konzentrationsabhéngige Dosiswirkungskurve nach Anti-IgE-
Inkubation zu (44; 88). Die hdchste Zellreaktivitat prasentiert sich dabei in mittlerer
Verdunnung (Anti-IgE 8,3 pg/ml). Das &t auf ein optimales Mischungsverhéltnis zwischen
Stimuluskonzentration und Zellzahl in der Suspension schlieBen, welches bei stérkerer
Verdinnung unterschritten und bei schwacherer Verdunnung aufgrund einer
Uberschufhemmung beeintrachtigt wird. Es bleibt anzumerken, daB in der vorliegenden
Untersuchung wesentlich héhere Anti-lgE-Konzentrationen (83 pg/ml, 8,3 pg/ml und 0,83
ug/ml) fur die Stimulation verwendet wurden als in unterstehender Tabelle aufgefiihrt.

Tab. 8: Relative Histaminfreisetzung aus basophilen Granulozyten nach Inkubation mit

unterschiedlichen Stimuli (86).

Stimulus Histaminfreisetzung
Cha +
FMLP + 4
Calciumionophore + +
Anti-IgE (10 ng/ml) +
Anti-IgE (100 ng/ml) ++

Im Hinblick auf die Fragestellung der vorliegenden Arbeit bleibt festzuhalten, dal3 sich kein
signifikanter Unterschied hinsichtlich der Histaminausschuttung nach Stimulation mit FMLP,
Calciumionophore und Anti-IgE herausstellte. Es deutete sich lediglich nach FMLP- sowie

nach Anti-lIgE-Aktivierung eine Tendenz an, nach welcher Patienten mit erhéhter und hoher
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Tryptasekonzentration erkennbar weniger Histamin freisetzten als die mit niedrigem

Tryptasespiegel. Dies schlug sich jedoch nicht statistisch signifikant nieder.

Die beschriebene Tendenz kann mit entsprechender Literatur nur schwierig belegt oder
verglichen werden. Es gibt namlich trotz zahlloser Veréffentlichungen zum Thema
Histaminfreisetzung keine Untersuchungen mit einer vergleichbaren Unterteilung des
Patientenkollektivs, sodal’ ein direkter Vergleich mit der gegebenen Studienlage unzuléssig
ist. In diesem Zusammenhang ware es lediglich moglich, Studien zum Thema
Histaminausschuttungsverhalten aus basophilen Granulozyten heranzuziehen, die Patienten
mit Erkrankungen des allergischen bzw. atopischen Formenkreises einer Kontrollgruppe
gegenuberstellen. Man beobachtet dabei die klinische Beziehung zwischen der Krankheit und

der Freisetzung von Mediatoren und Zytokinen (85).

Eine Studie, bei der zwar die Reaktivitat basophiler Granulozyten von Urtikaria-Patienten
gegenuber einer Kontrollgruppe nach Anti-IgE-Stimulation signifikant erniedrigt war, konnte
aber nach Inkubation mit FMLP und Calciumionophore keine signifikanten Unterschiede
nachweisen, ebenso wenig mit Platelet-activating Factor (PAF). Eine Aktivierung mit Cba
wurde hier nicht durchgefiihrt (110).

Dieses Ergebnis bestétigte eine weitere Untersuchung, die ebenfalls Urtikaria-Patienten mit
gesunden Kontrollprobanden verglich. Dabei war die Zellreaktivitat der Urtikaria-Patienten
nicht nur nach Anti-IgE-Stimulation signifikant erniedrigt, sondern auch nach Cba-
Stimulation. Nach Inkubation mit monocyte chemoattractant proteine-1 (MCP-1) und
Bradykinin konnten jedoch keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden. FMLP

und Calciumionophore wurden nicht getestet (52).

Beide Studien kamen zu der Schlul3¢folgerung, daf? sich basophile Granulozyten von Urtikaria-
Patienten gegenuber Zellen gesunder Probanden hinsichtlich ihres Freisetzungsverhaltens
unterscheiden und fuhrten dies auf eine abweichende Regulierung der zellinternen
Signalkaskade zuriick. Aus welchem Grund sich die Zellreaktivitat ausschlieflich oder
ausgerechnet nach C5a- bzw. Anti-lIgE-Stimulation signifikant unterschied, und nicht auch bei

den Ubrigen Stimuli, blieb in beiden Studien unbeantwortet.
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Obwohl es sich dabei um zwei unterschiedliche Krankheitsentitdten handelt und dies einen
unmittelbaren Vergleich nicht mdglich macht, ist die Parallele zu den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit doch aufféllig. Denn auch hier fand sich nach Stimulation mit FMLP und
Calciumionophore kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Zellreaktivitat. Dieser
zeigte sich aber deutlich nach C5a-Aktivierung. Nach Anti-IgE-Stimulation war immerhin

eine Tendenz zu erniedrigter Reaktivitat erkennbar, wenn auch nicht statistisch signifikant.

Daraus 1Rt sich abschlieRend folgern: die Reaktivitat der basophilen Granulozyten scheint
einerseits von der Mastzelltryptasekonzentration im Serum unabhéngig zu sein. Andererseits
scheint sie jedoch vom verwendeten Stimulus, d.h. der Art der Zellaktivierung durch
verschiedene Rezeptoren sowie der nachfolgenden intrazellularen Signalkaskade, abhéngig zu
sein. Welche Ursachen und Mechanismen den genannten Beobachtungen zugrunde liegen,
dartiber kann man im Rahmen dieser Untersuchung lediglich spekulative Aussagen treffen.
Die zugrunde liegenden Zusammenhénge bediirften daher weiterer Abklarung in der Zukunft,

insbesondere auf dem Gebiet intrazellularer Kaskaden und molekularer Mechanismen.

5.4 Gesamthistamingehalt im Gruppenvergleich

Der Gesamthistamingehalt der basophilen Granulozyten &3t im Vergleich der drei
Patientengruppen keinen signifikanten Unterschied erkennen. Es zeigte sich lediglich eine
Tendenz, nach welcher die Zellen wvon Patienten mit erhohter und hoher
Tryptasekonzentration weniger Histamin enthielten als diejenigen von Patienten mit

niedrigem Tryptasespiegel.

Dieses Ergebnis deckt sich mit dem aus der oben erwéhnten Untersuchung, die basophile
Granulozyten von Urtikaria-Patienten mit denen einer Kontollgruppe verglich (52). Dabei
unterschied sich der Gesamthistamingehalt der beiden Gruppen ebenfalls nicht signifikant
voneinander. Die zweite, im Zusammenhang bereits erwéhnte Urtikaria-Studie untersuchte

den Gesamthistamingehalt als VVergleichsparameter nicht (110).

Dieses Ergebnis deckt sich aulerdem mit der Tatsache, dalR basophile Granulozyten unter
verschiedenen Spenderpopulationen eine verhéltnismélig konstante Menge von ungefahr 1 pg
Histamin in ihren Granula speichern (88). Dies unterstreicht zusétzlich die These, daf} die
Hohe der Histaminfreisetzung basophiler Granulozyten nicht von einem unterschiedlichen
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hohen Gesamthistamingehalt der Zellen abhdngt. Die Ausschittung wird vielmehr durch die
bereits oben erwahnten flnf unabhéngigen Variablen mageblich bestimmt:
1. Die zellulére Rezeptorendichte (Anzahl der Rezeptoren pro Zelle)
2. Die absolute Zellsensivitat der Zelle (Anzahl der IgE- bzw. Stimulus-Molekule fir
50% der maximal moglichen Zellantwort)
3. Der Anteil der allergen- bzw. stimulusspezifischen IgE-Antikorper (Anzahl der
spezifischen Molekiile pro Zelle)
4. Die zelluldre Reaktivitat der Zelle (maximale Histaminausschiittung nach optimaler
Stimulation)
5. Die charakteristischen Eigenschaften der Allergene bzw. Stimuli (z.B.
Konzentration der Einzelmolekile und potentiellen Bindungsstellen, physikalische

und chemische Eigenschaften)

5.5 Gesamt-1gE-Konzentration im Gruppenvergleich

Bei der Gegeniiberstellung der Gesamt-1gE-Konzentrationen zeichnete sich eine Tendenz ab,
nach der Patienten mit erhohter und hoher Tryptasekonzentration eine erkennbar geringere
IgE-Konzentration im Serum aufwiesen als Patienten mit niedrigem Tryptasespiegel.

In diesem Zusammenhang sei noch einmal erwéhnt, daf die Histaminausschittung nach
optimaler Stimulation mit Anti-IgE (8,3ug/l) eine parallele Tendenz zeigte: Patienten mit
erhdhter und hoher Tryptasekonzentration setzten erkennbar weniger Histamin frei als

diejenigen mit niedrigem Tryptasespiegel.

Zunadchst muR man bei der Beurteilung der IgE-Konzentration im Serum bericksichtigen, dal
sie verschiedenen EinfluRfaktoren wie Alter, Geschlecht, ethnischer Abstammung, Rauchen
oder Jahreszeit unterworfen ist (81). Bei der klinischen Beurteilung geht man ab einer
Konzentration > 100 kU/I von einem erhéhten Wert aus, wobei eine fehlende Erhéhung eine

Erkrankung des atopischen Formenkreises nicht auschlief3t.

Eine Studie zu diesem Thema unterteilte ein Patientenkollektiv in vier verschiedene Serum-
IgE-Kategorien: in Kategorie | und Il (< 10 kU/I bzw. > 10 < 100 kU/I) gesunde Probanden,
in Kategorie 111 (> 100 < 1000 kU/l) vornehmlich Patienten mit Parasitosen und in Kategorie

IV (> 1000 kU/I) hauptsachlich Patienten mit atopischem Ekzem. Dabei ergaben sich
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signifikante Unterschiede bei der Histaminfreisetzung, wobei die héchsten Freisetzungsraten
mit den hochsten IgE-Spiegeln vergesellschaftet waren (67). Daraus schlo man, daR die IgE-
Konzentration mit der Zellreaktivitit von basophilen Granulozyten in Korrelation zu bringen

sein kdnnte.

In der Folge stellte sich dann tatsachlich heraus, daR der IgE-Spiegel die FceRI-Expression
auf basophilen Granulozyten reguliert (80), und zwar in Form einer positiven Korrelation
(60).

Eine Reihe von Studien befa3te sich mit der Beziehung zwischen IgE und FceRlI in vitro und
in vivo (35; 58; 59; 48; 70). In einer Untersuchung zur mdglichen Therapie allergischer
Erkrankungen wurde nachgewiesen, dal die Gabe monoklonaler Anti-IgE-Antikorper bei
Patienten mit Hausstaubmilben-Allergie eine Senkung der IgE-Spiegel im Serum um mehr als
90% zur Folge hatte. In der Folge war die Histaminfreisetzung aus den basophilen
Granulozyten drastisch reduziert (20). Man fuhrt diese Abnahme aber nicht allein auf die
Eliminierung der IgE-Molekule zuriick, sondern auch auf die Reduzierung der Rezeptorzahl.
Die intra- oder extrazellularen Vorgénge dieses Vorgangs sind noch unklar, aber es wird
angenommen, dal grundsatzlich ein Mechanismus existiert, der den FceRI in unbesetztem

Zustand registriert und ihn dann fir die Entfernung markiert (80).

Diese in der Literatur beschriebene, positive Korrelation zwischen der Gesamt-1gE-
Konzentration und der Zellreaktivitdt bzw. konnte somit in der vorliegenden Arbeit
tendenziell bestétigt werden. Denn hier zeigte die Patientengruppe | mit hoheren Gesamt-IgE-
Konzentrationen ebenfalls eine tendenziell hohere Zellreaktivitat nach Anti-IgE-Stimulation

als die Patientengruppen Il und I11 mit niedrigeren IgE-Spiegeln.

5.6 Histaminfreisetzung von basophilen Granulozyten und Mastzellen im Vergleich

Eine Untersuchung ergab, dal die Ausschittung von Tryptase aus aktivierten Mastzellen
benachbarte Mastzellen zur Histaminfreisetzung anregte (32). Die Tryptase fungierte damit
als eine Art Verstarkungssignal bereits bei physiologischen Konzentrationen. Dieser ProzeR
ist nicht zytotoxisch, wird durch das Kalzium- und Magnesiummilieu beeinfluBt und durch
Hitze inhibiert, die offenbar zur Denaturierung der erforderlichen Kkatalytischen
Enzymbindungsstelle fiihrt. Eine wichtige Rolle spielen dabei Tryptaseinhibitoren wie
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APC366 oder Leupeptin, die eine inhibitorische und somit regulierende Funktion haben. Sie
verhindern konzentrationsabhangig die Histaminfreisetzung nach Inkubation mit Anti-IgE
oder Calciumionophore. Aufgrund dieser Eigenschaft konnten Tryptaseinhibitoren als
potentielle Mastzellstabilisatoren bei der Therapie allergischer Erkrankungen zukinftig eine
Rolle spielen. Allerdings wurde das bislang lediglich fiur Mastzellen aus dem

Respirationstrakt nachgewiesen (33).

Weiterhin stellte man fest, dal} die Vor-Inkubation der Zellen mit Tryptasekonzentrationen,
die fur die Histaminausschuttung suboptimal waren, kaum einen Effekt auf die Zellreaktivitat
nach Anti-Ige- bzw. Calciumionophore-Stimulation hatte. Bei hdheren Konzentrationen

hingegen war die nachfolgende Aktivierung blockiert (32).

In der vorliegenden Arbeit 143t sich somit ein Aspekt der in der Literatur vorbeschriebenen
Ergebnisse bestatigen: Basophile Granulozyten von Patienten mit erhohter und hoher
Tryptasekonzentration im Serum, anders ausgedruckt, mit Mastzelltryptase vor-inkubierte
Zellen, zeigten tendenziell eine verminderte Histaminausschiittung, im Falle von Cba-

Stimulation sogar signifikant erniedrigt.

In Hinblick auf einen direkten Analogieschlul missen jedoch zwei wesentliche
Gesichtspunkte beriicksichtigt werden: Erstens handelt es sich bei den in der Vergleichsstudie
verwendeten Zellen nicht um basophile Granulozyten, sondern um gewebestadndige
Mastzellen, die einen in Eigenschaft und Funktion eigenstandigen Zelltyp darstellen.

Zweitens besteht ein fundamentaler Unterschied hinsichtlich des experimentellen
Versuchsansatzes. In der Literatur wurde die Mastzelltryptase als exakt dosierter Stimulus zu
den Zellsuspensionen gegeben und inkubiert. In der vorliegenden Arbeit stellte die
Mastzelltryptase lediglich einen Parameter dar, nach welchem die Einteilung des
Probandenkollektivs erfolgte. Die Tryptasekonzentration im Serum wurde separat bestimmt,
die Zellsuspensionen wurden gereinigt und ohne Tryptasezugabe inkubiert. Die vorliegende
Gruppeneinteilung  gibt  lediglich  einen  Anhaltspunkt  fir die  gemessenen
Tryptasekonzentrationen, denen die Zellen vor Versuchsbeginn im peripheren Blut ausgesetzt

waren.
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6 Zusammenfassung

Mastzellen und basophile Granulozyten synthetisieren und speichern Histamin. Bei
Freisetzung bewirkt es unter anderem eine Permeabilititserhohung des GefaRendothels, eine
Konstriktion glatter Muskelzellen und die Erregung nozizeptiver Nervenfasern. Damit tragt es
entscheidend zu Pathologie und Symptomatik von Krankheitsbildern wie Anaphylaxie oder
Mastozytose bei. In der Diagnostik dieser Krankheitsbilder bedient man sich unter anderem
der Bestimmung der Mastzelltryptase im Serum. Das Enzym wird ganz tberwiegend von
Mastzellen freigesetzt und spiegelt damit die Beteiligung dieses Zelltyps bei pathologischen

Reaktionen wider.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Histaminfreisetzung aus basophilen Granulozyten bei
Patienten mit erhohter Mastzelltryptasekonzentration im Serum untersucht. Dabei wurde die
Histaminausschuttung nach IgE-abhéngiger Stimulation sowie nach IgE-unabhéngiger
Stimulation im Histaminfreisetzungstest gemessen und vor dem Hintergrund der

Tryptasekonzentration im Patientenserum verglichen.

Die Probanden wurden anhand der basalen Mastzelltryptasekonzentration konsekutiv und
zufallig ausgewéhlt und folgendermalen aufgeteilt: Patientengruppe | (Kontrollgruppe) mit
zehn Probanden (Tryptasekonzentration 1 - 11,4 pg/ml), Patientengruppe Il mit zehn
Probanden (Tryptasekonzentration 20 - 40 pg/ml) und Patientengruppe Il mit zehn
Probanden (Tryptasekonzentration > 50 pg/ml).

Der Histaminfreisetzungstest wurde mit gewaschenen Blutleukozyten aus peripherem Blut
durchgefuhrt. Die Messung des freigesetzten Histamins erfolgte im Autoanalyzer. Die
Testansdtze mit den basophilen Granulozyten wurden mit folgenden Stimuli inkubiert: zur
IgE-unabhéngigen Aktivierung mit C5a, FMLP und Calciumionophore, zur IgE-abhangigen

Aktivierung mit Anti-IgE in drei Konzentrationsstufen.

Nach Cba-Stimulation war der Median der Histaminausschittung in Patientengruppe | bei
9,0%, in Patientengruppe Il bei 1,36% und in Patientengruppe 111 bei 1,4%. Es zeigten sich
somit signifikante Unterschiede sowohl im Vergleich der Gruppen I und Il (p = 0,007) als
auch der Gruppen I und 111 (p = 0,002) sowie beim Vergleich aller drei Gruppen (p = 0,004).



6 Zusammenfassung 43

Signifikante Unterschiede konnten beim Vergleich der (brigen Versuchsreihen nach IgE-
unabhéngiger Stimulation dagegen nicht gefunden werden. Nach FMLP-Stimulation lag der
Median der Histaminausschittung in Patientengruppe | bei 40,3%, in Patientengruppe Il bei
28,1% und in Patientengruppe 11 bei 32,5% (p=0,363). Nach Calciumionophore-Stimulation
lag der Median der Histaminausschittung in Patientengruppe | bei 33,7%, in Patientengruppe
Il bei 26,8% und in Patientengruppe 11 bei 32,5% (p=0,929).

Ebensowenig konnten beim Vergleich der Versuchsreihen nach IgE-abhéngiger Stimulation
signifikante Unterschiede gefunden werden. Nach Anti-IgE-Stimulation mit der
Konzentration 83ug/ml lag der Median der Histaminausschittung in Patientengruppe | bei
24,0%, in Patientengruppe 11 bei 27,1% und in Patientengruppe I11 bei 20,8% (p=0,442). Nach
Anti-lgE-Stimulation  mit der Konzentration 8,3ug/ml  lag der Median der
Histaminausschuttung in Patientengruppe | bei 54,7%, in Patientengruppe 1l bei 48,8% und in
Patientengruppe 111 bei 38,5% (p=0,393). Nach Anti-IgE-Stimulation mit der Konzentration
0,83ug/ml lag der Median der Histaminausschiittung in Patientengruppe | bei 21,0%, in
Patientengruppe Il bei 24,3% und in Patientengruppe |11 bei 18,5% (p=0,817).

Die Aktivierung der Zellen nach C5a-Stimulation erfolgt iber einen eigenen Rezeptor (CD88)
und damit unabhéngig von den ubrigen Stimuli. Dieser 16st Uber G-Protein-Koppelung eine
kurzfristige Erhohung des intrazellularen Kalziumspiegels aus, im Gegensatz zur langfristigen
Erhohung nach Calciumionophore- und Anti-IgE-Stimulation. Somit kénnte der beschriebene,
signifikante Unterschied zwischen den Gruppen nach Cba-Stimulation direkt mit der
Rezeptorendichte oder -charakteristik von CD88 bzw. nachgeschalteten Mechanismen

zusammenhangen.

Die Ergebnisse zeigen, daB in Abhangigkeit von der basalen Mastzelltryptasekonzentration im
Serum die Histaminfreisetzung aus basophilen Granulozyten nach Stimulation mit C5a, nicht
aber nach Stimulation mit FMLP, Calciumionophore und Anti-IgE signifikant unterschiedlich
ist. Weitere Untersuchungen sind erforderlich, um die Bedeutung von CD88 fir diese
Beobachtung zu klé&ren.
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