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1. Einleitung

1.1. Ziel der Studie

Ziel dieser Studie ist die Entwicklung einer Methode, die es ermoglicht, bei
Kindern mit auffalliger Anamnese auf nichtinvasivem Weg die Diagnose einer
Allergie zu untermauern. Im Rahmen der Sprechstunde wird immer wieder bei
rezidivierenden Atemwegserkrankungen bzw. Infektneigung mit rezidivierenden
Paukenergussen (auch nach Adenotomie und Paukendrainage) der Verdacht
einer Allergie geaufert. [Bachert, 1989; Bellanti, 1996; Bernstein, 1994;
Hildmann, 1991; Terrahe, 1986]

Bei Kindern ist jedoch erst ab dem 4. Lebensjahr eine ausreichend sichere
Aussage des Hauttestes (Pricktest) gegeben. [Leupold, 1997] Aulierdem
tolerieren  Kleinkinder die  unangenehmen Intracutantestungen und
Blutentnahmen meistens nur sehr ungern. Dagegen sind Speichelproben leicht
zu gewinnen [Haeckel, 1988], sodass ein Allergietest im Speichel vorteilhaft
ware.

Bisherige Veroffentlichungen tUber Immunglobulin E (IgE) Spiegel in verschie-
denen Korperflussigkeiten beziehen sich meist auf das Gesamt-IgE im Nasen-
und Paukenergusssekret, in der bronchoalveolaren Lavage und nur selten auf
Speichel. [Ballow, 1984; Bachert, 1990; Deuschl, 1997; Leonhardt 1998]

Das Gesamt-IgE im Serum unterliegt jedoch bei gesunden Kontrollpersonen
und Atopikern grofRen individuellen Schwankungen. Daher empfiehlt sich bei
entsprechenden anamnestischen Hinweisen die Suche nach allergie-
spezifischem IgE. Dieses wird bisher nur im Serum routinemafig getestet.

Die Methode des Antikdrpernachweises im Speichel sollte an Erwachsenen
validiert werden, bei denen durch Anamnese und entsprechende in-vivo (Prick-
und Intracutantest) bzw. in-vitro (Gesamt-IgE und allergenspezifisches IgE im
Serum) Untersuchungen die Diagnose einer Allergie gesichert wurde. Falls sich
dieses Verfahren in unserer Studie bewahren sollte, so waren weitere

Prifungen angezeigt, in welche auch Kinder einzubeziehen waren.



1.2. Geschichte der Allergologie

Unter Allergie wird heute eine "spezifische Anderung der Immunitatslage im
Sinne einer krankmachenden Uberempfindlichkeit" definiert. Diese Definition
hat sich Uber einen langen Zeitraum entwickelt.

Der Begriff "Allergie" wurde vom Wiener Padiater Clement von Pirquet 1906
gepragt. Er unterteilte die veranderte Reaktionsfahigkeit des Organismus in
nutzbringende und schadhafte Immunitat. Die Anaphylaxie als akut auftretende
(schadliche) Uberempfindlichkeit wurde bereits von Richet und Portier 1902
beschrieben. Einen Meilenstein in der Erforschung der Typ-I-Allergie stellte die
Identifikation des Histamins durch Dale und Laidlaw im Jahre 1910 dar. Viele
Erscheinungsformen der Anaphylaxie waren durch die Wirkung des Histamins
zu erklaren. Die Identifikation des IgE-Molekuls gelang 1966 und 1967 den
Arbeitsgruppen um Ishizaka und Johannson. Ihm wurde bereits frihzeitig
Bedeutung fiir die Sofort-Uberempfindlichkeitsreaktion zugeschrieben. 1967
fuhrte Wide den Radio-Allergo-Sorbent-Test (RAST) zum Nachweis des
spezifischen IgE ein. Und 1972 publizierten Engvall und Perlmann den Enzyme-
linked Immunosorbent Test (ELISA), der ebenfalls zum IgE-Nachweis dient,

jedoch ohne radioaktive Markierungen auskommt. [Schopf, 1997]

1.3. Allergien nach Coombs und Gell

1963 schufen Coombs und Gell eine weithin akzeptierte Klassifizierung der
allergischen Reaktionen, die auch heute noch ein gultiges Schema darstellt.
Allerdings ist eine scharfe Abtrennung der unterschiedlichen Typen oft nicht
mdglich. In vivo kénnen diese nebeneinander bzw. synergistisch ablaufen.
[Kownatzki, 1997; Ring, 1992; Wutherich, 1990]

Als Typ-1-Reaktion haben sie die allergische Reaktion vom Soforttyp definiert.
Sie ist IgE vermittelt. Die allergische Rhinitis stellt eine typische Typ-1-Reaktion

dar. Nach Allergenkontakt auf der Oberflache sensibilisierter Mastzellen und



basophiler Leukozyten kommt es zum Freisetzen von Histamin und weiteren

vasoaktiven Mediatoren.

Die Typ-2-Reaktion wird auch als Allergie vom zytotoxischen Typ bezeichnet.
Man unterscheidet zwei alternative Prozesse. Im ersten wird durch Reaktion
des Antikorpers mit dem Antigen auf der Zelloberflache das Komplementsystem
aktiviert. Nachfolgend kommt es zur Zytolyse. Der zweite Weg flhrt Uber eine
Reaktion von Antikorpern, die an F(ab),-Fragmente gebunden sind und deren
freies Fc-Stuck mit Phagozyten und Killerzellen reagiert. Dieser Vorgang wird
auch als antibody dependend cellular cytotoxity (ADCC) bezeichnet. Im
nachsten Schritt wird das Komplementsystem aktiviert, und dies fuhrt letzlich

zur Abwehrreaktion und Zytolyse. [Schopf, 1997]

Ausloser der Typ-3-Reaktionen sind zirkulierende Antigen-Antikorper-
Komplexe, welche ebenfalls Uber das Komplementsystem die Abwehr
stimulieren. Diese Allergieform wird auch als Allergie vom Immunkomplextyp
bezeichnet. [Watherich, 1990]

Typ-4-Reaktionen, auch Spatreaktionen genannt, stellen eine allergische
Reaktion vom zellularen Typ dar. Sie werden durch Reaktionen des Allergens
mit spezifisch sensibilisierten Effektor-T-Lymphozyten ausgeldst. Diese tragen
das Oberflachenantigen CD4. Nach Allergenkontakt werden sensibilisierte T-
Zellen aktiviert, die daraufhin Lymphokine produzieren. Am Ort der Reaktion
sammeln sich dann wenige Tage nach Allergenkontakt monozytare
Lymphozyten an und es zeigen sich die bekannten lokalen Entzindungs-
reaktionen. [Schopf, 1997]

1.4. Allergene

Im Rahmen der Arbeit wurden die IgE-Konzentrationen fur 4 Allergene im

Speichel im Vergleich zum Serum untersucht. Die Allergene werden im

Folgenden im Einzelnen beschrieben.



1.4.1. Milben

Milben gehdren zur Familie der Spinnentiere (Arachnida). Sie kommen ubiquitar
vor, ausgenommen arktisches und alpines Klima.

Von besonderem allergologischen Interesse sind die beiden Hausstaubmilben
Dermatophagoides farinae (Milbe 1) und Dermatophagoides pteronyssinus
(Milbe 2). In den Betten der Menschen finden die Milben ein ideales Biotop vor.
Die menschlichen Hautschuppen stellen eine nie versiegende Nahrungsquelle
dar. Aullerdem begunstigen die relativ hohe Luftfeuchtigkeit (70-90%) und
Temperaturen um 20-25°C eine rasche Vermehrung der Milben. Maximale
Milbenkonzentrationen werden im Spatsommer bis Herbst gemessen, in den
Wintermonaten schadet die trockene Heizungsluft den Milben. Das relevante
Majorallergen findet sich in den Kotballen. [Bessot, 1988; Klimek, 1997; v.
Bronswijk, 1988; Wutherich, 1980]

1.4.2. Graser- und Getreidepollen

Die zahlenmallig haufigsten Allergene sind die Pollen windbestaubender
Pflanzen (anemogame Fortpflanzung). Das relativ ineffektive, ungerichtete
Freisetzen der Pollen wird durch die Produktion groRRer Mengen ausgeglichen.
Unter den europaischen Grasern zahlen die Roggenpollen zu den
aggressivsten Allergentragern (16 Allergene, davon 5 Majorallergene). Eine
einzelne solche Roggenpflanze produziert die ungeheuere Menge von 20
Millionen Pollenkdrnern. In Mitteleuropa werden ca. 80% der Heuschnupfenfalle
durch SufRgraserpollen verursacht. In diesem Zusammenhang ist hervor-
zuheben, dass es innerhalb der Gruppe der Graserpollen zu erheblichen
Kreuzreaktionen kommen kann.

Der Polleninhalt besteht aus einer Aul3en- (Exine) und Innenschicht (Intine). Die
allergene Substanz stammt aus dem Zytoplasma und wird bei Kontakt mit einer
feuchten Unterlage (BlUtennarbe, Schleimhaut) freigesetzt. [Klimek, 1997;
Schopf, 1997]



1.5. Allergieteste

1.5.1. Hauttest

Wenn eine Allergie diagnostiziert wird, so gilt es im nachsten Schritt die Zahl
der in Frage kommenden Allergene einzugrenzen.

Dazu werden nach ausflhrlicher Anamnese verschiedene Allergieteste
durchgefuhrt. Zum Nachweis von Typ-I-Allergien wird der Prick- und
Intrakutantest angewandt, bei Verdacht auf Typ-IV-Allergien wird epikutan

getestet.

1.5.1.1. Pricktest

Beim Pricktest wird jeweils ein Tropfen der zu prifenden Allergentestldsung
sowie eine Negativ- (Kochsalzlésung) und Positivkontrolle (Histaminldésung) in
einer Doppelreine auf die Haut aufgetropft. Mit einer Blutlanzette oder
Pricknadel wird durch den Tropfen hindurch im spitzen Winkel flach in die Haut
eingestochen ("Einpricken"). Dadurch kann ein kleiner Teil der Allergenlésung
die Epithelbarriere durchdringen und mit reaktionsbereiten Mastzellen mit
spezifischem IgE in Kontakt treten. Als Testort wird bevorzugt die Volarseite der
Unterarme verwendet. Das "Ablesen" erfolgt nach 10 und 20 Minuten. Bewertet
werden die Reaktionen der Allergenldsungen durch Vergleich mit der GrofRe der
Histaminreaktion. Es werden Quaddel (blassgelbliches Odem) und Erythem
(umgebender roter Hof) nach GrofRe und Intensitat beurteilt. [Mdsges, 1997;
Albegger, 1991]

1.5.1.2. Intrakutantest

Dieser Test wird insbesondere bei der Diagnostik ganzjahriger Allergien
angewandt. Die applizierte Allergenmenge ist hoher als beim Pricktest. Daraus
resultieren hdhere Sensitivitat und geringere Spezifitat. Testort ist bevorzugt der

Rucken. Unter Zuhilfenahme einer Tuberkulinspritze werden streng intrakutan



ca. 0,04 ml verdinnter Allergenextrakte injiziert. Die individuelle Reagibilitat
wird, wie beim Pricktest, anhand einer Negativ- und Positivkontrolle bestimmit.
Das Ablesen und Bewerten gleicht dem des Pricktests. Da die Hautreagibilitat
in der Nahe der Wirbelsdule erhoht ist, sollte ein ca. 4 cm breites,

wirbelsaulennahes Areal ausgenommen werden. [Ganzer, 1997]

1.5.1.3. Epikutantest

Der Epikutantest dient dem Nachweis von Typ-4-Allergien. Er wird
beispielsweise bei Verdacht auf Kontaktdermatitis, Arzneimittelexanthem,
Kontakturtikaria oder photoallergischen Dermatitiden eingesetzt.

Auf einem Testpflaster befinden sich die zu untersuchenden Substanzen in
einer Vaseline- oder Wassergrundlage. Das Pflaster wird einen Tag auf der
Haut belassen. Das Ablesen der Reaktion erfolgt nach 24 , 48 , 72 und 96
Stunden. Die Reaktion wird nach Auspragung der Erytheme, Blaschen, Papeln

und Vesikeln in 4 Klassen eingeteilt. [Baur, 1993]

1.5.2. Provokationstest

1.5.2.1. Nasaler Provokationstest

Die Provokation ermdglicht eine Aussage Uber die tatsachliche Relevanz eines
Allergens. Sie ist indiziert, wenn eine Hyposensibilisierung geplant ist oder
Diskrepanzen zwischen Anamnese und Ergebnis von Hauttest oder in-vitro-
Test bestehen. Insbesondere wird dieser Test zur Diagnostik ganzjahriger
Allergien angewandt. Das zu untersuchende Allergen wird auf den unteren
Muschelkopf aufgetropft. Bei positiver Reaktion kdnnen Lokalsymptome (u.a.
Niesreiz, Obstruktion, Sekretion) und / oder Fernsymptome beobachtet werden.
Objektive Daten gewinnt man durch eine zusatzlich durchgefuhrte
rhinomanometrische Kontrolle vor und nach Allergenapplikation. Als positiv gilt
die Abnahme des nasalen Flows um mindestens 20 % des Ausgangswertes.
[Ganzer, 1997; Mosges, 1997]



1.5.2.2. Bronchialer Provokationstest

Beim bronchialen Provokationstest kdnnen unspezifische Reaktionen auf den
Aerosolreiz auftreten. Damit diese erkannt werden konnen, wird zunachst
physiologische Kochsalzlosung inhaliert. Gleichzeitig wird dadurch ein
Ausgangswert erhalten. Danach werden spezifische Allergene in steigender
Konzentration getestet.

Bei hochsensiblen Patienten sollte mit einer Verdinnung von 1:10.000
begonnen werden. Die Konzentration kann in 10er Schritten gesteigert werden
bis erste klinische Symptome auftreten. Der Inhalationstest wird als positiv
gewertet, wenn sich Veranderungen der Lungenfunktionsparameter zeigen.
Bewahrt hat sich die Bestimmung der Einsekundenkapazitat (FEV1). Ein Abfall
der FEV1 um 20 % wird als positive pulmonale Provokation gewertet. Falls die
individuelle Schwellendosis erreicht oder Uberschritten wurde, kann es nach
5-15 Minuten zu ersten asthmatischen Reaktionen kommen. Verzdgerte
Reaktionen treten 4-12 Stunden nach Provokation auf. [Baur, 1993; Kersten,
1980] Wegen des erhohten Risikos einer Komplikation sollte dieser Test bei

einem erfahrenen Pulmologen erfolgen.



1.6. Immunologische Grundlagen der allergischen Sofortreaktion

1.6.1. T-Zellen

T-Lymphozyten (T-Zellen) realisieren im Prozess der Immunabwehr die
zellulare Immunitat. T-Zellen werden nach der Nomenklatur fur Oberflachen-
marker (Cluster of differentiation) in CD4+ T-Helferzellen und CD8+
Suppressorzellen (zytotoxisch) unterschieden.

Eine neuere Klassifikation unterscheidet nach der Zytokinproduktion der T-Zel-
len. Ausgangspunkt sind so genannte nicht determinierte CD4+ T-Helferzellen,
welche auch als Tpo-Zellen bezeichnet werden. Diese differenzieren zu
unterschiedlichen Anteilen in Ty¢-Zellen und Typ-Zellen. Tyi-Zellen unterstutzen
die zellulare Immunantwort (Entzindungsreaktion). Typ-Zellen fuhren zur B-Zell-
Aktivierung (humorale Abwehr) und damit zur Immunglobulinbildung. Bei
Atopikern sind dieTy2-Zellen erhoht, was zu einer Immunglobulintberproduktion
fuhrt.

Welche der beiden Zellarten, ob Tui- bzw. Typ-Zellen gebildet werden, wird
durch die vorherrschende Antigenkonzentration, die Prasenz bestimmter
Zytokine und durch die unterschiedlichen Signale antigenprasentierender Zellen
bestimmt. Beide Zelltypen produzieren ihre eigenen Wachstumsfaktoren und
hemmen dadurch gleichzeitig die Produktion der jeweils anderen Ty-Klasse. Es
entsteht ein System mit positivem und negativem 'feedback' (Abb.1).

Die Tus-Zellen produzieren u.a. Interferon-y (IFN-y), Tumornekrosefaktor-3
(TNF-B) und Interleukin-2 (IL-2), die Tyz-Zellen IL-4, das ahnlich wirkende IL-13
sowie IL-10. Beide Zelltypen sezernieren TNF-o und Granulocyte macrophage
colony stimulating factor (GM-CSF). Von Tyi-Zellen ausgeschuttetes IFN-y
aktiviert Makrophagen und startet damit die Reaktion in Richtung Entzindung.
Interleukin-10, von den Typ-Zellen produziert, hemmt die Makrophagen-
aktivierung. Gleichzeitig ausgeschuttetes Interleukin-4 wirkt stimulierend auf die
Proliferation und Differenzierung von B-Lymphozyten zu Plasmazellen, die dann
ihrerseits Immunglobuline bilden. Weiterhin bewirkt Interleukin-4 den

Immunglobulinwechsel von IgM zu IgE Uber eine Anderung der Transkription



der schweren Kette des Immunglobulins. [Kapp, 1997; Klimek, 1997; Klinke,
2000; Rothe, 1992]

IL-12/ \IL4

7 i\

TNF-B IL-13
—» férdernder Einfluss Mastzelle

IgE-Synthese
— — — 1 hemmender Einfluss gLy
Abb.1: Tno-Zellen differenzieren sich interleukingesteuert, das flihrt zur
zelluldren oder inflammatorischen (Tys) bzw. humoralen (Tyy)

Immunabwehr.

Nach Sensibilisierung fuhrt eine erneute Exposition des Allergens zu einer
Mastzelldegranulation. Durch die freigesetzten Mediatoren (z.B. Histamin,
Prostaglandin, Zytokine) kommt es innerhalb weniger Minuten zur ortlichen
Sofortreaktion mit Odem und Erythem oder zur systemischen anaphylaktischen
Reaktion. AuRerdem konnen die freigesetzten Mediatoren auch Spatreaktionen
initiieren. [Okuda, 1986; Konig, 1994; Schmutzler, 1997]
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1.6.2. Zytokine des Immunsystems

Immunologische Prozesse, einschlielllich allergischer Reaktionen, werden
durch eine Vielzahl miteinander interagierender Zytokine beeinflusst. Zytokine
sind eine Gruppe von Proteinen und Glycoproteinen, die als Botenstoffe
fungieren und fir die Zell-Zell-Interaktionen eine bedeutsame Rolle spielen.
[Kapp, 1991]

Tab. I: Zusammenstellung der wichtigsten Zytokine und deren Funktion.
[Kapp, 1991, Kénig, 1994, Ring, 1992]

Zytokin Bildungsort Funktion

IL -2 T-Zellen (Tw1)  Aktivierung von Immunzellen, im Besonderen
zytotoxische T-Lymphozyten

Wachstumsfaktor fiir aktivierte T-Zellen

IL-3 Mastzellen Teilung und Proliferation hamatopoetischer
T-Zellen (Thy) Stammzellen, Priming
Voraktivierung von Basophilen

Mastzellteilung

IL-4 T-Zellen (Ty2)  Wachstumsfaktor fir aktivierte B-Zellen und
Mastzellen
Forderung v. Tyo -Zellen sowie IgE- u. 1gG,4 -
Produktion

Hemmung von Tyq-Zellen

IL-10 T-Zellen Hemmung von Makrophagen
Hemmung von Ty4 -Zellen und Natural-Killer-
Zellen
Aktivierung von B-Zellen inkl. Férderung der IgG-
Produktion
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IL-12

IL-13

TNF- B

IFN -y

GM - CSF

Phagozyten
Antigen-
prasentierende

Zellen

T-Zellen (Thy)

T-Zellen
Makrophagen

T-Zellen
NK-Zellen

T-Zellen
Makrophagen
Fibroblasten

Endothelzellen

Forderung der Tyq -Entwicklung

Hemmung der IgE-Produktion

Forderung der Zytotoxizitat von Natural-Killer-
Zellen (NKZ) und Lymphokin-aktivierender Killer-
Zellen

Wachstumsfaktor fur aktivierte T-Zellen und NKZ

Antagonisierung von Anergie und Suppression

Hemmung der Makrophagenfunktion
Induktion / Férderung von IgE- sowie 1gG- und
IgM-Produktion

Zytotoxizitat gegen Tumorzellen

Wachstumsfaktor fur Fibroblasten

Forderung der Zytotoxizitat (NKZ, T-Zellen)
Aktivierung von Monozyten / Makrophagen
Forderung von Tyq-Zellen

Hemmung der Ty -Zellen und der IgE-Produktion

Proinflamatorischer Effekt

Forderung der Entwicklung von Monozyten u.
Granulozyten
Forderung der antigenreprasentierenden Funktion

von Makrophagen
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1.6.3. Immunglobuline

Immunglobuline (Ig), auch als Antikorper bezeichnet, werden von Lymphozyten
und Plasmazellen gebildet. Den Immunglobulinen gemeinsam ist der Aufbau
aus jeweils zwei leichten (L) und zwei schweren (H) Ketten. Die Ketten besitzen
unterschiedliche Aminosauresequenzen. Dies fuhrt zu einer Einteilung der
Immunglobuline in funf Klassen: IgA (a-Kette), IgD (6-Kette), IgE (e-Kette), 1gG
(y-Kette) und IgM (u-Kette).

Jede Kette besteht aus mehreren Domanen. Durch proteolytische Spaltung mit
Papain erhalt man ein antigenbindendes Fragment (Fab) und ein Fragment,
welches leicht kristallisiert (Fc). Der distale Abschnitt des Fab-Fragmentes ist
variabel. Die restliche Struktur ist innerhalb der einzelnen Ig-Klassen und
Subklassen konstant (C-Region). Das "Fc-Fragment" bindet an die Fc-
Rezeptoren der Zielzellen. Dadurch werden beispielsweise Komplementfixation,
Monozytenbindung oder plazentarer Ubergang vermittelt. Abb. 2 zeigt am
Beispiel von IgG einen schematischen Uberblick der molekularen Struktur der

Immunglobuline.

Antigen- °
bindung /4 \
‘;. 4 \\VL

Gl G|
Co | Co |
P V variable Region
E C konstante Region
Indizes:
Antigen- H schwere Kette
binduna § L leichte Kette
Abb. 2: Antikérpermolekll nach Klinke.

[Klinke, 2000]
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IgA ist das vorherrschende Immunglobulin der Korpersekrete. Im Serum liegt es
als Monomer vor, in seromukdsen Sekreten in dimerer Form. Durch ein
zusatzliches Protein, die so genannte sekretorische Komponente, ist es vor

Proteolyse geschutzt.

IgG stellt das Hauptimmunglobulin des Blutes dar. Es wird hauptsachlich bei
Antigenreexposition gebildet (Sekundarantwort). Man unterscheidet vier
Subklassen je nach Anzahl und Lokalisation der Disulfidbricken. Durch einen
aktiven Transportmechanismus kann es als einziges Immunglobulin in den

fetalen Kreislauf gelangen.

IgM hat eine kreisformige (pentamere) Struktur. Diese AntikOrper werden als
frihe Immunantwort gebildet. |hnen wird eine starke bakteriolytische

Eigenschaft zugeschrieben.

IgD findet sich hauptsachlich an den Membranen von B-Zellen. Es scheint

einen Einfluss auf die B-Zell-Differenzierung zu haben.

IgE bindet an Rezeptoren von Mastzellen und Basophilen. Es ist bei
allergischen Erkrankungen, die Typ-l-vermittelt ablaufen, immunopathologisch

bedeutend. Die Konzentration im Normalserum ist mit ca. 30 ng/ml sehr niedrig.
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Tab. II: Einteilung der Immunglobuline in Klassen, entsprechend der
Zusammensetzung des schweren Kettenteils. [Ring, 1992]

IgA gD IgE lgG IgM
% Anteil 15 % <1% <1% 70-75% 10 %
Erscheinungs- | monomer /| monomer | monomer | monomer pentamer
form dimer
Molekular- 160 185 196 150 900
gewicht (kDa)
schwere Ketten al, a2 ) € 11, v2, v3, y4 pul, n2
leichte Ketten koderA | xoderA | koderi k oder A Kk oder A
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1.6.4. Immunglobulin E

Beim Immunglobulin E mussen zwei Klassen unterschieden werden: Das
Gesamt-IgE und das allergenspezifische, gegen ein bestimmtes Allergen
gerichtete IgE.

Bei allergischer Reaktion kommt es Uber den Fc-Anteil des IgE-Antikérpers zur
Bindung an Rezeptoren auf der Oberflache von Mastzellen und basophilen
Leukozyten. Nach weiterer Stimulation durch spezifische Allergene binden sich
diese zell-gebundenen IgE-Molekule Uber das Fab-Fragment an das Allergen.
Der so enstandene Komplex stimuliert seinerseits Mastzellen und basophile
Leukozyten. Daraufhin werden verschiedene vasoaktive Amine ins Blut
freigesetzt. Dazu gehodren Histamin, Serotonin und Kinine. Histamin bewirkt
unter anderem eine gesteigerte Gefallpermeabilitdt, Vasodilatation und
vermehrte Produktion von Sekreten meist hoher Viskositat (beispielsweise in
der Bronchialschleimhaut). Somit kann es zu Symptomen wie Urtikaria,
Rhinitis, Entzundungen, Asthma oder der Maximalvariante, dem
anaphylaktischen Schock kommen.

Die Menge aller messbaren Immunglobuline E wird durch den Gesamt-IgE-
Spiegel erfasst, ohne die Allergenspezifitat zu berlcksichtigen. Der Gesamt-
IgE-Spiegel wird haufig als orientierende Methode zur Allergiediagnostik
eingesetzt. Werte < 0,35 kU/ml sprechen gegen eine Atopie, fur eine Allergie
sprechen Werte >100 kU/ml. Diese Werte konnen jedoch individuell stark
schwanken. Der Gesamt-IgE-Spiegel kann auch bei allergischen Erkrankungen
im Einzelfall noch im Normbereich liegen. Beispielsweise finden sich erhdhte
IgE-Werte bei viralen Infekten, infektioser Mononukleose, Parasitosen oder
nichtatopischen Dermatosen. Ca. 33% der Patienten mit nicht-allergischem
Asthma weisen ebenfalls erhdhte IgE-Gesamt-Spiegel auf. Andererseits werden
bei Hypogammaglobulindmie sehr niedrige IgE-Gesamt-Spiegel gemessen. Der
Gesamt-IgE-Wert hat sich daher nicht, wie anfanglich erhofft, als sicheres
Unterscheidungsmerkmal erwiesen. [Baur, 1993; Debelic, 1996; Leupold, 1997;
Rothe, 1992]
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Das spezifische IgE informiert dartber, ob und in welchem Ausmal} IgE-
Antikdrper gegen ein bestimmtes Allergen vorhanden sind. Allerdings muss
eine messbare Sensibilisierung nicht notwendigerweise mit einem klinischen
Krankheitsbild korrelieren. Damit eine Allergie als gesichert gilt, mussen
entsprechende anamnestische Angaben und gegebenenfalls ein positiver
Provokationstest vorliegen. Unter langerer Allergenkarenz, nur kurzzeitiger
Allergenexposition oder schwacher Sensibilisierung koénnen spezifische
Antikorper fehlen. Auch bei Hyposensibilisierung oder Immuntherapie kann
durch Konkurrenz um die Bindungsstellen zwischen spezifischen IgG-
Antikdrpern und spezifischem IgE ein niedrigerer Werte von IgE vorgetauscht
werden.

Fir den Nachweis von spezifischem IgE hat die Fa. Pharmacia ein
Referenzsystem entwickelt. Es arbeitet mit den so genannten Pharmacia-
RAST-Units (PRU). Die daraus resultierenden RAST-Klassen konnen aus Tab.
Il abgelesen werden. Auch neuentwickelte Nachweismethoden orientieren sich
an den Klassengrenzen des PRU-Systems, sodass die Untersuchungs-
ergebnisse  der unterschiedlichen = Methoden  vergleichbar  bleiben.
[Allergopharma, 1997; Klimek, 1997]

Tab. lll: Standardwerte fiir RAST-Klassen flir spezifisches IgE.

RAST-Klasse PRU (Pharmacia RAST Units)
0 <0,35
1 0,35-0,69
2 0,7 - 3,49
3 3,5-17,49
4 >17,5
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2. Methoden

2.1. Patientenauswahl

In die Studie wurden Patienten mit bekannter und sicher diagnostizierter
Allergie aufgenommen. Als Einschlusskriterium galt eine positive allergische
Anamnese, ein positiver Hauttest (kutaner und intrakutaner Test) sowie eine
positive in-vitro-Diagnostik mit hohem spezifischen Antikorperspiegel im Serum
(RAST-Klassen 3 und 4). Aus der Gruppe der saisonalen Allergien wurden
solche auf Roggen- sowie Graserpollen eingeschlossen. Der Grasermix enthielt
Antigenbestandteile der Pollen von Honiggras, Knauelgras, Raygras,
Wiesenlieschgras, Wiesenrispengras und Wiesenschwingel. Als Vertreter der
ganzjahrigen Allergie wurden Patienten mit Allergien auf die beiden
Hausstaubmilben Dermatophagoides pteronyssinus und Dermatophagoides
farinae in die Studie aufgenommen.

Die Kontrollgruppe setzte sich aus Patienten zusammen, in deren
Krankengeschichte sich kein Hinweis auf ein allergisches Geschehen fand.
Trotzdem wurde zusatzlich bei jedem einzelnen Probanden eine Allergie im

Prick- und Intrakutantest und mit dem RAST-Test im Serum ausgeschlossen.

2.2. Entnahme des Speichels

Speichel ist ein leicht und ohne Belastung des Patienten zu gewinnendes
Material. In dieser Studie wurde Mischspeichel verwendet. Der Speichel setzte
sich hauptsachlich aus Sekretanteilen der paarigen Glandula parotis, Glandula
submandibularis sowie Glandula sublingualis zusammen. Im Mundboden
sammelt sich auch ohne Stimulation nach wenigen Sekunden ein Speichelsee
an, den wir mit einer Einmalpipette aufnahmen. Die Speichelproben wurden
zunachst bei -20° C eingefroren. Nach dem Auftauen wurden die Proben

zentrifugiert und der wasserklare Uberstand abpipettiert. [Haeckel, 1988]
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2.3. Aufbearbeiten des Speichels

Dem Ziel dieser Arbeit folgend sollte durch die Analyse von Speichelproben
eine allergische Erkrankung nachgewiesen werden. Aussichtsreich erschien
hierfur die Bestimmung des Immunglobulins E (IgE). Bei Bestimmungen im Blut
hatte sich eine Korrelation zwischen der HOhe der Konzentration des
spezifischen IgE und dem klinischen Krankheitbild ergeben. Aus diesem Grund
wurden, wie im Weiteren beschrieben, in dieser Untersuchung des Speichels

die Konzentration des spezifischen IgE gemessen.

2.3.1. Ultrazentrifugation

Die Konzentration des IgE im Speichel ist niedriger als im Blut. Deshalb schien
eine Anreicherung des IgE im Speichel vorteilhaft. 500 pl Speicheluberstand
wurde in Ultrafiltrations-Cups (Centrex UF Fa. Schleicher & Schuell) pipettiert.
Diese enthielten als Filter eine hydrophile Zellulosemembran der Porengrofe
von 100 kDa. Es wurde 120 Minuten bei 3facher Erdbeschleunigung
zentrifugiert (2K15 Ultrazentrifuge Fa. Sigma). Durch die Filtration wurden
Wasser, Salze und kleinere Proteine abgetrennt. Auf der Filtermembran blieben
die grolieren Bestandteile zurick, darunter auch das gesuchte IgE mit einem
Molekulargewicht von 200 kDa. [Debelic, 1996] Das Ultrazentrifugat wurde mit
120 ul TBS aufgenommen. Der TBS-Puffer enthielt in H,O geléste 68 mmol
NaCl und 20 mmol Trisma-Base. Die Ultrazentrifugation ermdglichte eine
4fache Konzentrierung des Speichels. Das erhaltene Konzentrat diente als

Ausgangsmaterial fur die spezifische IgE-Bestimmung.



19

2.3.2. Enzymimmunoassay zur semiquantitativen Bestimmung von

allergenspezifischem IgE

Die Menge des spezifischen IgE pro ul wurde sowohl im Blut als auch im
Speichel bestimmt. Fir diese Untersuchung wurde ein nichtkompetitiver
Enzymimmunoassay eingesetzt. Eine chemisch aktivierte Papierscheibe mit
kovalent gebundenen Allergenen stellte die Festphase dar. Hierauf wurde das
zu untersuchende Substrat pipettiert, woraufhin das allergenspezifische IgE an
das in der Festphase vorhandene Allergen band. Das uberschissige Substrat
wurde anschlieBend ausgewaschen. Jetzt erfolgte die Zugabe von
enzymmarkiertem Anti-Human-IgE, welches sich an das festphasegebundene
spezifische IgE band. Wieder wurde ein Waschschritt zwischengeschaltet, um
das uUberschissige Anti-Human-IgE zu entfernen. AbschlieRend wurde die
Menge des gebundenen, markierten Anti-Human-IgE bei 405 nm photometrisch

bestimmt.

Der photometrisch bestimmte Wert (Extinktionswert) steht fir alle Proben in
einem festen Verhaltnis zu dem im Untersuchungssubstrat enthaltenen
spezifischen IgE. Kommerziell erhaltliche Referenzseren enthielten eine
definierte Menge spezifischer Antikorper (kU/ml). Die Konzentrationen der
Referenzseren entsprachen den Standardwerten fir das spezifische IgE in
Tab. Il auf Seite 14. Aus den Extinktionswerten der Referenzseren bildeten wir
bei jeder der insgesamt 31 vorgenommenen Bestimmungen eine Eichkurve.
[Allergopharma, 1997]
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Eichkurve
(7.12.99)
25
17.4
2
RAST-Klasse 4
> 17,5
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RAST-Klasse 3
3,5-17,49
1 4
0.5 4 RAST-Klasse 2
0,7-3,49
RAST-Klasse 1
0,35- 0,69
0 ; ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ; ;
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Konzentration spezif. IgE (kU/ml)
Abb. 3: Eichkurve fiir die Bestimmung des allergenspezifischen IgE.

2.3.3. Enzymimmunoassay zur quantitativen Bestimmung von Gesamt-IgE

Das Gesamt-IgE im Blut wurde mit einem Sandwich-Assay bestimmt. Zunachst
wurde die Probe mit einem Antikorper-Enzym-Konjugat versetzt. Dieses
Konjugat bindet sich an das Gesamt-IgE in der Probe und an den Antikorper auf
dem Substrat. Nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden verblieb nach dem
Waschen ein Sandwichkomplex aus dem Gesamt-IgE der Probe und dem Anti-
IgE an der Oberflache der festen Phase. Das Antikdrper-Enzym-Konjugat
enthielt auch eine alkalische Phosphatase. Durch Zusatz von PNPP (p-Nitro-
phenylphosphat) konnte die alkalische Phosphatase in jenen Komplexen, an die
Gesamt-IgE gebunden hatte, in einen gelben Farbstoff umgewandelt werden.
Die Reaktion wurde mit Natronlauge gestoppt. Die Intensitat des Farbstoffes
wurde bei 405 nm photometrisch bestimmt. Auch hier wurde anhand von
kommerziell hergestellten Standardseren eine Eichkurve ermittelt, mit deren
Hilfe die photometrischen Werte in Konzentrationswerte (kU/ml) umgerechnet
wurden. Die Gesamt-IgE-Konzentrationen der untersuchten Proben konnten

direkt am Photometer abgelesen werden. [Allergopharma, 1998]
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2.3.4. Gesamtprotein

Speichel enthalt eine Reihe von Proteinen, dazu gehdren neben
Immunglobulinen Mucine, Enzyme und Wachstumsfaktoren. Um den relativen
Anteil des spezifischen IgE darstellen zu kénnen, erfolgte die Bestimmung des
Gesamtproteins. Diese zusatzliche Messung war notwendig, um unsere Daten
mit denen der Literatur vergleichen zu konnen.

Die Gesamtproteinkonzentration wurde nach der Methode von LOWRY
bestimmt. Sie eignet sich besonders zum Nachweis geringer Proteinmengen.
Im unstimulierten Gesamtspeichel betragt die zu erwartende Proteinmenge
circa 1,4-6,4 g/l. [Hochstrasser, 1992] In einem ersten Schritt wurde in
alkalischer Losung ein Kupfer-Proteinkomplex gebildet. Dieser Komplex
reduzierte das Folin-Ciocalteus-Phenol-Reagenz (Fa.Merck). Der behandelte
Speichel farbte sich dadurch intensiv blau. Die Konzentration des Farbstoffs
wurde photometrisch bei 750 nm bestimmt. Um eine hoéhere Genauigkeit zu
erzielen, wurden in allen Proben die Werte jeweils doppelt bestimmt. Auch hier
wurde anhand der Extinktionswerte von Standardproben eine Eichkurve erstellt,
aus der der Proteingehalt der unbekannten Proben abgelesen werden konnte.
Als Eichkurve hatte sich ein annahernd linearer Verlauf ergeben. [Cooper,
1980; Lowry, 1957]

2.4, Statistik

Die Daten wurden mit dem Statistikprogramm SigmaStat (Jandel Corp.) und
dem Tabellenkalkulationsprogramm Excel ausgewertet. Die einzelnen Gruppen
wurden mit dem Test nach Mann-Whitney und Wilcoxon oder dem T-Testes

verglichen. Als signifikant galten Differenzen von P < 0,05.
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Alter und Geschlecht

115 Patienten wurden in die Studie einbezogen. Die Gruppe der Allergiker
bestand aus 107 Patienten, 44 Mannern und 63 Frauen. Das Durchschnittsalter

betrug 30 Jahre, die Spannweite reichte von 7 — 63 Jahren. Die Gruppe der

Nichtallergiker setzte sich aus 3 Mannern und 5 Frauen zusammen. Das
durchschnittliche Alter lag bei 40 Jahren (19 — 66 Jahre).

Die Altersverteilung der Allergiker zeigte vor allem bei den Frauen einen Gipfel
im 3. Lebensjahrzehnt (Abb.4). Das Alter bei Erstmanifestation der Allergie lag

bei 20 - 30 Jahren (Abb.5).
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Alter bei Erstmanifestation
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Abb. 5: Altersverteilung bei Erstmanifestation der Allergie.

Unser Kollektiv wurde entsprechend den bekannten Allergien in 4
Hauptgruppen unterteilt. Abb. 6 zeigt die Haufigkeitsverteilung dieser Gruppen.
Bei den 107 Allergikern wurde insgesamt 154-mal der spezifische
Antikdérperspiegel bestimmt.

21% 21%

OMilbe 1
B Milbe 2
O Gréserpollen

ORoggenpollen

25%
33%

Abb. 6: Verteilungsmuster der Allergengruppen.
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3.2. Anamnese

Anamnestisch gaben die befragten Allergiker an, seit etwa 4 Jahren und 4
Monaten unter der Allergie zu leiden. Dabei lag das Alter bei Erstmanifestation
der Allergie bei 26 Jahren + 1 Jahr und 3 Monaten (3 — 57 Jahre).

Bei 83 Patienten (77 %) fielen in der Anamnese und Diagnostik weitere
aerogene Allergien auf. Zusatzlich gaben 50 der Befragten (46 %) eine Allergie
auf Nahrungsmittel an. Insgesamt waren 81 % (87 / 107) der Allergiepatienten
von einem multiallergischen Geschehen betroffen und nur 19 % ( 20 / 107)
hatten eine monovalente Manifestation. Bei 20 Patienten (19 %) wurde bereits
eine spezifische Immuntherapie (Hyposensibilisierung) eingeleitet. Zum
Zeitpunkt der Anamnese und Untersuchung befanden 50 der Studienteilnehmer
(46 %), sie waren in ihrem Wohlbefinden durch allergisch bedingte Symptome
beeintrachtigt. Nur bei 4 Patienten (4 %) fiel in der HNO-arztlichen
Untersuchung eine Polyposis nasi auf. Unter allergischem Asthma bronchiale
litten 6 Patienten (6 %). (Abb.7)
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Abb. 7: Anamnese und Diagnostik.
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3.3. Ergebnisse der Speicheluntersuchung, verglichen mit Negativ-

kontrolle und Nichtallergikergruppe

Als Negativkontrolle wurde der EAST-Wert (Enzym-Allergo-Sorbent-Test) einer
Kontrollldsung bestimmt. Diese entsprach der TBS-Lésung (68 mmol NaCl, 20
mmol Trisma-Base), mit der das Speichelkonzentrat nach Ultrazentrifugation
aufgenommen wurde. Der Mittelwert aus 16 Messungen lag bei 0,012 + 0,005
kU/ml .

Bei den 8 Nichtallergikern wurde insgesamt 24-mal das spezifische IgE
bestimmt, dabei ergab sich ein Mittelwert von 0,032 + 0,014 kU/ml.

Die Werte unserer Negativkontrolle und der Nichtallergikergruppe unter-
schieden sich nicht signifikant.

Fiar die Allergiker (107 Patienten) lag der Mittelwert des spezifischen IgE im
Speichel bei 0,3 + 0,09 kU/ml. Damit unterschied er sich signifikant sowohl von
den Werten der Negativkontrolle als auch von denen der Nichtallergikergruppe
(P=0,0113).

3.4. Spezifisches IgE im Speichel und Serum

Bei den Allergikern lag die Konzentration des spezifischen IgE im Speichel im
Mittel mit 0,3 + 0,09 kU/ml deutlich niedriger als im Serum im Mittel mit 11,52 +
0,46 kU/ml. Die Mittelwerte wurden auf die Allergene bezogen in Abb.8

graphisch dargestellt. In den einzelnen Gruppen ergab sich folgende Verteilung:

Derm. farinae | Derm. pter. Grasermix Roggenpollen
Serum-IgE 11,17 +0,98 |10,44+0,92 |12,6+0,84 11,39 + 0,95
(kU/ml)
Speichel-IgE | 0,52 + 0,34 0,1+0,02 0,23 + 0,06 0,45 + 0,27
(kU/ml)




spezif. IgE (kU/ml)

Abb.8:
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n=154

Derm.farinae Derm. Graser Roggen
pteronyssinus

B Serum
[__1Speichel

Darstellung der spezifischen IgE-Konzentrationen fir die 107
Allergiker. Insgesamt wurde 154-mal das spezifische IgE im
Speichel als auch im Serum bestimmt.
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In der Vergleichsgruppe waren die Messwerte fur das spezifische IgE aufgrund
der nichtvorhandenen Allergie erwartungsgemaly deutlich geringer (0,032 +
0,014 kU/ml im Serum vs. 0,018 + 0,007 kU/ml im Speichel). (Abb. 9)

spezif.IgE (kU/ml)

s I N 0= 30 = = B

Derm.farinae =~ Derm. Graser Roggen
pteronyssinus

BN Serum
[ Speichel

Abb. 9: Darstellung der spezifischen IgE-Konzentrationen innerhalb der 8
Nichtallergiker, aufgeschliisselt nach Serum und Speichel. Das

spezifische IgE wurde 24-mal bestimmt.
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3.4.1. “Positives” Speichel-IgE

Ahnlich wie bei den Untersuchungen des IgE im Blut konnte auch im Speichel
nicht bei jedem Allergiker ein erhdhter spezifischer IgE-Spiegel nachgewiesen
werden. Angelehnt an die Literatur wurden daher auch in dieser Studie zwei
Gruppen gebildet. Proben mit IgE-Konzentrationen > 0,05 kU/ml galten als

erhoht, als positiv und Proben mit kleineren Werten als negativ. [Rasp, 1990;

Vernejoux, 1994]

Tab. IV: Anteil der als “positiv” gewerteten spezifischen IgE im Speichel.

“positiver”

Speichel-Test

(IgE > 0,05 kU/ml)

Absoluter Anteil Prozentualer Anteil
Graserpollen 20/ 33 61 %
Roggenpollen 32/ 51 63 %
Derm. farinae 23132 72 %
Derm. pteronyssinus 21/38 55 %
Insgesamt 96 /154 62 %

Die Gruppe mit positivem spezifischen IgE-Nachweis wurde entsprechend den
durch die Serumuntersuchung festgestellten RAST-Klassen weiter unterteilt. Es
zeigte sich tendenziell,
Trefferanteil an positiven Speichelwerten aufwiesen.

Die einzelnen Ergebnisse der als positiv zu wertenden Daten sind fur die

dass hohere RAST-Klassen auch den hoheren

Milbengruppe und Pollenallergikergruppe in Abb. 10 zusammengestellit.
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Abb. 10: Prozentsatz der als positiv gewerteten Speicheluntersuchungen

fiir die Gruppe der Milbenallergien und Pollenallergien.

Die Gruppe der Nichtallergiker, die als Kontrolle dienten, wurde in gleicher
Weise ausgewertet. Auch hier wurden Konzentrationen des spezifischen IgE-
Wertes Uber 0,05 kU/ml als positiv gewertet. Da die Kontrolle gerade daraufhin
selektiert wurde, dass im Blut kein erhdhtes spezifisches IgE nachweisbar war,
handelte es sich jetzt um falsch positive Ergebnisse. In der Gruppe der Pollen
wurde in 10 Proben kein falsch positives Ergebnis gefunden, in der Gruppe der
Milben bei 2 von 14.

3.4.2. Ergebnisse bezogen auf Einzelallergene

Nachfolgend werden die einzelnen Messwerte des spezifischen Speichel-IgE

ausgewertet.
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3.4.2.1. Graserpollenmix

Bei den Graserallergikern (n=51) konnten signifikante Unterschiede in der
Konzentration des spezifischen IgE zwischen den Speichelwerten der Allergiker
und der Nichtallergiker gemessen werden. Die Unterschiede waren auch

innerhalb der einzelnen RAST-Klassen signifikant (Tab. V und VI).

Tab V: Spezifisches IgE fiir Gréser (kU/ml), n=51.

Serum Speichel
Allergiker 12,63 + 0,84 0,23 + 0,06
Nichtallergiker 0,003 + 0,007 0,002 + 0,0004

Tab. VI: Ergebnisse spezif. IgE flir Grdserpollen im Speichel (U-Test),

n=51.
RAST 3 RAST 4 RAST insg.
P (Wahrscheinlichkeit | 0,0022 0,0009 0,0007
des a-Fehlers)
Z (Variable der Gaul- | 3,06 3,29 3,36
Verteilung)
U (Prifgrofle des Tests | 8 2 10
nach Wilcoxon)
sign. sign. sign.
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3.4.2.2. Roggenpollen
Auch in der Gruppe der Roggenpollenallergien (n=33) zeigte sich ein
signifikanter Unterschied zwischen Speichelwerten (spezifisches IgE) der

Allergiker gegenuber den Speichelwerten der Nichtallergiker.

Tab. VII: Spezifisches IgE fiir Roggenpollen (kU/ml), n=31.

Serum Speichel
Allergiker 11,39 + 0,95 0,45 + 0,27
Nichtallergiker 0,002+0 0,003 + 0,0004

Tab. VIll:  Ergebnisse spezif. IgE fiir Roggenpollen im Speichel (U-Test),

n=31.
RAST 3 RAST 4 RAST insg.
P (Wahrscheinlichkeit | 0,0051 0,0319 0,0045
des a-Fehlers)
Z (Variable der Gaul- | 2,80 2,14 2,84
Verteilung)
U (Prifgrolie des Tests | 16 5 21
nach Wilcoxon)
sign. sign. sign.
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3.4.2.3. Dermatophagoides farinae

Die spezifischen IgE-Werte bei den Milbe 1-Allergikern (n=32) zeigten keinen

statistisch signifikanten Unterschied zu den Nichtallergikern (Tab. IX und X).

Tab. IX: Spezifisches IgE fiir Milbe 1 (kU/ml), n=32.

Serum Speichel
Allergiker 11,17 + 0,98 0,52 + 0,34
Nichtallergiker 0,003 + 0,007 0,002 + 0,0004

Tab. X: Ergebnisse spezif. IgE fiir Milbe 1 im Speichel (U-Test), n=32.
RAST 3 RAST 4 RAST insg.
P (Wahrscheinlichkeit | 0,0921 0,2678 0,0993
des a-Fehlers)
Z (Variable der Gauly- | 1,68 1,11 1,65
Verteilung)
U (Prufgrol3e des Tests | 36,5 16,5 53
nach Wilcoxon)
n.s. n.s. n.s.
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3.4.2.4. Dermatophagoides pteronyssinus
In der Gruppe der Allergie auf Hausstaubmilbe 2 (n=38) wurde wieder ein

signifikanter Unterschied fur das spezifische IgE zwischen Allergikern und
Nichtallergikern ermittelt (Tab. XI und XIlI).

Tab. XI: Spezifisches IgE fiir Milbe 2 (kU/ml), n=38.

Serum Speichel
Allergiker 10,44 + 0,92 0,104 + 0,018
Nichtallergiker 0,061 + 0,04 0,021 + 0,012

Tab. XlI: Ergebnisse spezif. IgE fiir Milbe 2 im Speichel (U-Test), n=38.

RAST 3 RAST 4 RAST insg.
P (Wahrscheinlichkeit | 0,0135 0,0338 0,0095
des a-Fehlers)
Z (Variable der Gaul- | 2,47 2,12 2,59
Verteilung)
U (Prifgrof3e des Tests | 44,5 10 54,5
nach Wilcoxon)
sign. sign. sign.
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Die Verteilung des spezifischen IgE wird in den Abb. 11-14 veranschaulicht.

Die gemessenen Konzentrationen wurden auf ganze Zahlen gerundet.
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13: Spezifisches IgE fiir Dermatophagoides farinae im Speichel.

Dermatophagoides pteronyssinus

0,5

spez. IgE (kU/ml)

=}
[\
I

0,1 1

-
I
I
.'.
.'.
.'.
lll
.'.
N

10 12 14 16 18
Haufigkeit

Abb. 14: Spezifisches IgE fiir Dermatophagoides pteronyssinus im

Speichel.
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3.5. Verhiltnis zwischen spezifischem IgE und Gesamtprotein im

Speichel

Die Konzentration des Gesamtproteins im Speichel wurde bestimmt. Das
Gesamtprotein setzt sich zusammen aus Enzymen, Immunglobulinen, Mucinen
und Wachstumsfaktoren. Fur Allergiker und Nichtallergiker fanden sich keine
signifikant unterschiedlichen Proteinkonzentrationen. Weiterhin stellten wir den
relativen Anteil des allergenspezifischen IgE am Gesamtprotein dar. In der
Allergikergruppe war der relative spezifische IgE-Anteil hoher als in der

Nichtallergikergruppe.

Allergen relativer IgE-Anteil am Gesamtprotein
(kU spezif. IgE / mg Protein)

Allergikergruppe Milbe 1 0,27 + 0,07
Milbe 2 0,14 + 0,03
Grasermix 0,14 + 0,02

Roggenpollen 0,26 + 0,01

Nichtallergiker alle 0,011 + 0,004
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3.6. Gesamt-IgE im Serum

Das Gesamt-IgE im Serum der Allergiker lag im Durchschnitt bei 137,59 +
16,34 kU/ml. Patienten mit nur einer Allergie sowie Patienten mit mehreren
Allergien wurden zusammengefasst. Das Gesamt-IgE im Serum beider

Patientengruppen war nicht signifikant unterschiedlich.

Monovalente Allergie Multiallergie
Gesamt-IgE im Serum 103,11 + 36,03 kU/ml 147,35 + 18,43 kU/ml
(14,55 -748,13) (5-791,02)

3.7. Spezifisches IgE im Speichel in Abhangigkeit der Beschwerde-

symptomatik

Es liegt nahe, einen Zusammenhang zwischen der HOhe der
Antikdrperkonzentration und der Akuitat sowie Intensitat der Erkrankung zu
vermuten. Die erhobenen Daten wurden unter diesem Gesichtpunkt analysiert.
32 Patienten litten zum Zeitpunkt, als Speichel entnommen wurde, an den
typischen Beschwerden ihrer pollenassoziierten Allergie. Bei den
Hausstaubmilbenallergikern gaben 47 Patienten zum Zeitpunkt der
Probeentnahme akute allergisch bedingte Beschwerden an.

Nur fur die Milbenallergiker tendierten die spezifischen IgE-Werte fur Speichel
und Serum jeweils in der symptomreichen Zeit zu hoheren Werten als in der
symptomarmen Zeit. Anders als erwartet, neigten die spezifischen IgE-Werte im
Speichel und Serum der Pollenallergiker bei der saisonalen Entnahme zu

niedrigeren Werten als bei der nichtsaisonalen Entnahme.
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Tab. XllI: Milbenallergiker wiesen in der symptomreichen Zeit hbhere
Serum- und Speichel-IgE auf, bei Pollenallergikern konnte dies
nicht nachvollzogen werden (n=154).

Speichel-IgE (kU/ml) Serum-lgE (kU/ml)
symptomreich | symptomarm | symptomreich | symptomarm

Milbe 1 065+045 | 0,19+0,009 | 10,25+ 1,43 9,75+14

Milbe 2 0,13 + 0,02 0,08 + 0,02 10,99 + 1,25 7,99 + 1,26

Graserpollen 0,16 + 0,05 0,29 + 0,11 9,93+1,6 12,58 + 1,08

Roggenpollen | 0,13 + 0,07 0,50 + 0,47 8,77 +2,0 10,63 + 1,17
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4. Diskussion

In den zuruckliegenden Dekaden ist die Pravalenz allergischer Erkrankungen
weltweit drastisch gestiegen. Dies betrift im Besonderen das Asthma
bronchiale, die atopische Dermatitis und die allergische Rhinitis. Die Pravalenz
allergischer Erkrankungen hat sich in den USA innerhalb der letzten zehn Jahre
verdoppelt. Dafur werden mehrere Faktoren verantwortlich gemacht,
beispielsweise die schlechtere Luftqualitat und die verminderte Zahl der
frhkindlichen Infekte. Es gibt jedoch Hinweise, dass die Anlage fir eine
allergische Erkrankung auch vererbt werden kann. In Frage kommen dominante
und rezessive Vererbungswege. Es wurden charakteristische Genloci auf funf
Chromosomen gefunden, die bedeutsamsten scheinen die Loci 5923-57 zu
sein. [Ganzer, 1997; Schapowal, 1997] All dies lasst darauf schlie3en, dass
allergische Krankheitsbilder in Zukunft in noch starkerem Mafe in der HNO-
Praxis anzutreffen sein werden.

Zum gesicherten Nachweis einer Allergie gilt neben der Anamnese ein positiver
Haut- und Provokationstest. Zusatzlich kann der Nachweis der Allergie durch
allergenspezifisches IgE im Serum gestuitzt werden. Ziel unserer Arbeit sollte es
sein, neben diesen etablierten Tests ein nichtinvasives Verfahren zur Verifi-
zierung einer Allergie zu erproben. Ausgangspunkt war der in zahlreichen
Arbeiten beschriebene Nachweis allergenspezifischer Antikdrper in unter-
schiedlichen Korperflissigkeiten.

Sensi (1994) konnte im Nasensekret einen Anstieg von spezifischem IgE nach
kurzfristiger Allergenexposition beobachten. Im Gegensatz dazu stieg das
Serum-IgE nicht an. Das bedeutet, dass in der Nasenschleimhaut eine
Immunglobulinproduktion und -ausschittung stattfindet. Auch Eichner (1983)
fand eine hohere Konzentration von Immunglobulinen im Nasensekret von
Allergikern.

Bei der Untersuchung von Tranenfllissigkeit lie® sich eine hoch signifikante
Korrelation zwischen IgE und allergischen Symptomen nachweisen. [Hoffmann-

Sommergruber, 1996]
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Speichel ist ein Korpersekret, das leicht und ohne Belastung flr den Patienten
zu gewinnen ist. Dies ware insbesondere in der Allergiediagnostik von Kindern
vorteilhaft.

Im Vorfeld der Studie versuchten wir, im Nativspeichel allergenspezifisches IgE
nachzuweisen. Von insgesamt zehn unbehandelten Proben lag jedoch nur ein
Wert oberhalb der Detektionsgrenze. Daher entschlossen wir uns, die
Speichelproben zu konzentrieren.

In der Literatur werden mehrere Moglichkeiten angegeben, wie die
unterschiedlichen Sekrete aufzubereiten sind. Mdgliche Verfahren sind das
Lyophilisieren und die von uns gewahlte Ultrazentrifugation. [Deuschl, 1977;
Huggins, 1975]

Die Methode des Lyophylisierens wurde verworfen, da sie einen insgesamt
hoheren technischen und zeitlichen Aufwand erfordert.

Die Patienten wurden nach den am haufigsten vorkommenden Allergien
ausgewahlt und in vier Gruppen eingeteilt. Dadurch konnten innerhalb eines
Uberschaubaren Zeitraumes grélkere Fallzahlen erreicht werden. Es
uberwogen, wie in der Literatur angegeben, die pollenassoziierten Allergien.
[Rasp, 1990; Vernejoux, 1994]

In die Untersuchung eingeschlossen wurden Patienten mit einer gesicherten
Allergie der RAST-Klassen 3 und 4. Die Methode der spezifischen IgE-
Bestimmung im Speichel sollte zunachst an hochallergischen Patienten validiert
werden. In weiteren Untersuchungen mussten auch geringer ausgepragte
Allergien (RAST-Klassen 1 und 2) einbezogen werden. Hoffmann-Sommer-
gruber (1996) untersuchte Tranenflissigkeit im Immunoblot, einer als sehr
empfindlich geltenden Methode. Jedoch konnten hiermit spezifische IgE-
Antikorper nur bei RAST-Klassen > 2,5 nachgewiesen werden.

Die Altersverteilung der Patienten zeigte den auch in anderen Arbeiten
beschriebenen Gipfel im frihen Erwachsenenalter. [Rasp, 1990; Zenner, 1988]

Das allergenspezifische IgE im Speichel lag trotz der Anreicherung durch
Ultrazentrifugation im Vergleich zum Serum (11,52 kU/ml) im Mittel mit 0,3
kU/ml sehr niedrig. Die spezifischen IgE-Konzentrationen lagen zwischen 0,104

und 0,52 kU/ml bei der Allergikergruppe und bei den Nichtallergikern zwischen
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0,002 - 0,021 kU/ml. Zu diskutieren ist, ob die im Speichel enthaltenen
Proteasen und die bakterielle Kontamination eine Zersetzung bewirkten, bevor
die Proben bei -20°C gelagert wurden. [Vernejoux, 1994]

Weiterhin ist eine Adhasion von Proteinen und damit auch IgE an der
Mundschleimhaut zu diskutieren. In der Literatur lassen sich dazu keine
ausreichenden Informationen finden. Andere Arbeitsgruppen, die schon seit
langer Zeit mit Speichel arbeiten, haben dieses Phanomen bisher nicht
beobachten konnen. [Meyer, 2001]

Trotz dieser Schwierigkeiten erwies sich die Detektion von allergenspezifischen
Antikdrpern im Speichel als mdglich.

Um unsere Daten weiter differenzieren zu konnen, wurden die Konzentrationen
des gemessenen spezifischen Speichel-IgE in zwei Klassen eingeteilt: Als
.positiver” Befund galten Werte grofer 0.05 kU/ml, Werte darunter als negativer
Befund.

Diese Grenze lag deutlich Uber dem Leerwert von 0,012 kU/ml, gemessen in
einer TBS-Pufferlésung (68 mmol NaCl, 20 mmol Trisma-Base), und signifikant
uber dem Mittelwert der Nichtallergikergruppe (0,032 kU/ml).

Wir verglichen unsere Ergebnisse mit denen der Arbeit von Vernejoux (1994).
Unsere als positiv bewerteten Speichelanalysen flr das spezifische IgE lagen
bei Milbenallergie bei 61% gegenuber 55% bei Vernejoux, bei Pollenallergie
fanden wir positives Speichel-IgE bei 62% unserer Patienten gegenuber 55%.

Die Absolutkonzentrationen sind in Tab. XIV zusammengestellt.
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Tab. XIV: Vergleich der eigenen Studie mit der Arbeit von Vernejoux (1994).

Eigene Studie Vernejoux

spezif. IgE Speichel (kU / ml) | spezif. IgE Speichel (kU / ml)

Graserpollen 0,23 + 0,06 0.124 + 0.232

Roggenpollen 0,45 + 0,27

Milbe 1 0,52+ 0,34 0,094 + 0,0134

Milbe 2 0,104 + 0,018

Moglicherweise liegt der Grund fur die differierenden IgE-Werte der
Vernejoux’schen Arbeit darin, dass alle RAST-Klassen eingeschlossen wurden.
In den RAST-Klassen 3 und 4 hatte er 77 % der Patienten mit einer
Milbenallergie und 79 % mit einer Graser-Pollenallergie. Wie Dbereits
beschrieben (Seite 37), war es Hoffmann-Sommergruber (1996) in seiner
Studie nicht mdglich, spezifische IgE-Antikdrper in Tranenfllissigkeit bei RAST-
Klassen < 2,5 nachzuweisen. Bei Vernejoux konnten somit die Mittelwerte des
spezifischen IgE im Speichel Uber alle RAST-Klassen gemittelt kleiner
ausfallen.

Ein weiterer Grund konnte jedoch auch in der Methode der Speichelgewinnung
liegen. Bei Vernejoux wurde der Speichel mit einem Wattetrager gewonnen und
im Anschluss daran zentrifugiert. Unklar ist, ob dabei in den Fasern Proteine
und damit auch Antikdrper haften blieben.

Der relative Gehalt des spezifischen IgE am Gesamtprotein im Speichel lag
zwischen 140-270 U spezif. IgE/mg Protein. Wie bei Eichner (1983) ergab sich
Ubereinstimmend eine direkte Proportionalitat zum Gesamtprotein. Eichner fand
in der Tranenflussigkeit seiner Patienten einen relativen IgE Gehalt von 0,5-40
U spezif. IgE/mg Protein. In der Nichtallergikergruppe der eigenen Studie
fanden sich 11 U spezif.lgE/mg Protein im Vergleich zu <1 U spezif. IgE/mg
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Protein bei Eichner. Insgesamt scheint aber das Verhaltnis von 20:1 zugunsten
der Allergiker gleich zu bleiben.

Im Speichel von Milbenallergikern fand sich ein hoherer spezifischer IgE-Wert
wahrend der Zeit, in der die Patienten Uber eine Beeintrachtigung durch ihre
Allergie berichteten. Bei den Pollenallergikern konnte diese Beobachtung nicht
nachvollzogen werden. Madoglicherweise wurden bei der pollenassoziierten
Allergikergruppe zu wenige Tests in der so genannten Allergie-Saison
veranlasst. [Hoffmann-Sommergruber, 1996]

Desweiteren werteten wir die im Serum der Patienten gemessenen Gesamt-
IgE-Konzentrationen aus. Wie bei Bousquet (1992) wurden die Patienten in
zwei Gruppen aufgeteilt, namlich Patienten mit Monoallergie und Patienten mit
Mehrfachallergien. Bousquet konnte bei Patienten mit einer Monoallergie einen
niedrigen Gesamt-lgE-Spiegel und bei polyvalent sensibilisierten Patienten
einen deutlich hoheren Gesamt-IgE-Spiegel aufzeigen. Schapowal postulierte,
dass Patienten mit Monoallergien und so genanntem Low-IgE gut auf eine
Hyposensibilisierungstherapie ansprechen. Im Gegensatz dazu spricht die
Hyposensibilisierung bei polyvalenten Allergien oft kaum an. [Schapowal, 1997]
In unserer Arbeit konnte dieser Unterschied zwischen den IgE-Werten im
Serum beider Gruppen nicht festgestellt werden. Die Gesamt-IgE-Spiegel im
Serum der monovalent erkrankten Allergiker lagen mit 103 + 36,03 kU/ml nur
gering unter dem der multiallergisch erkrankten Patienten mit 147,35 + 18,43
kU/ml. Der Unterschied war nicht signifikant. Eine mogliche Erklarung daflr
konnten versteckte und daher noch nicht diagnostizierte Allergien in der Gruppe
der Patienten mit Monoallergie sein.

In jedem Fall korrelierte die Konzentration des allergenspezifischen IgE im
Speichel mit der im Serum. Daraus lasst sich eine direkte Abhangigkeit der

Konzentration im Speichel von der des Serums ableiten.
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5. Zusammenfassung

Dieser Arbeit liegen prospektive Daten von 107 allergisch erkrankten Patienten
im Zeitraum von Dezember 1998 bis Mai 2000 zugrunde.

Das Ziel der Arbeit bestand darin, eine Allergie mit einem nichtinvasiven
Verfahren nachzuweisen. Unter den verschiedenen daflr geeigneten
Korperflussigkeiten wurde der Speichel ausgewahlt, weil er leicht und ohne
Belastung des Patienten zu gewinnen ist.

Untersucht wurden Speichelproben von sicher diagnostizierten Allergikern
sowie einer Kontrollgruppe ohne Allergie.

Ausgewahlt wurden Patienten mit den am haufigsten auftretenden Allergien. Bei
den ganzjahrig Betroffenen bestanden allergische Reaktionen auf die beiden
Hausstaubmilben Dermatophagoides farinae und Dermatophagoides pteronys-
sinus, im Fall der saisonalen Allergien auf die Graser- und Roggenpollen.

Bei allen Patienten wurde das entsprechende allergenspezifische IgE im Serum
und Speichel bestimmt. Ahnlich wie in der Literatur beschrieben, wurden
Proben mit IgE-Konzentrationen >0,05 kU/ml als positiv eingestuft. [Rasp, 1997;
Vernejoux, 1994]

Die gemessenen Leerwerte einer Pufferlosung (68 mmol NaCl, 20 mmol
Trisma-Base) lagen bei 0,012 kU/ml.

Die Inzidenz unserer Positivreaktion lag in den vier verschiedenen Allergen-
gruppen deutlich hoher als in der Vergleichsgruppe der Nichtallergiker. Bei den
ganzjahrigen Allergien (Milben 1 und 2) fand sich bei 44 von 70 Patienten ein
positiver Nachweis von spezifischem IgE im Speichel, im Vergleich zu 2 von 14
bei den Nichtallergikern.

Fir die saisonal auftretenden Allergien lag die Anzahl ahnlich hoch. 52 von 84
der Pollenallergiepatienten wurden gegenuber 0 von 10 Patienten der Nicht-
allergikergruppe in die positiven spezifischen Speichel-IgE eingestuft. Bei einer
im Serum nachgewiesenen starker ausgepragten Form der Erkrankung (RAST-
Klasse 4) wurde eine hohere Rate an Positivergebnissen auch im Speichel
detektiert.
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Die spezifischen IgE-Konzentrationen wurden mit dem saisonalen
Beschwerdebild korreliert. Nur in der Gruppe der Milbenallergien fand sich bei
aktueller Beschwerdesymptomatik ein hdheres spezifisches IgE im Speichel
und im Serum.

Ein symptomabhangiger Anstieg des spezifischen IgE innerhalb der Gruppe der
pollenassoziierten Allergien konnte weder im Speichel noch im Serum
nachgewiesen werden.

Die Detektion allergenspezifischer Antikorper im Speichel ist moglich. Zur
Validierung wurden in unserer Arbeit zunachst nur hochallergische Patienten
eingeschlossen. Weitere Studien sollten auch geringer ausgepragte Allergien
sowie eine groRere Kontroligruppe ohne Allergien einschlieRen. Ahnlich der
RAST-Klassen-Einteilung im Serum muss ein Referenzschema zur sicheren
Unterscheidung von Allergikern und Nichtallergikern erstellt werden.

Es ware sicherlich interessant, die Untersuchung auf weitere Allergene,

insbesondere solcher von Nahrungsmittel auszudehnen.
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