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Zusammenfassung

v

Phytasen sind Phosphatasen, die Phytinsdure hy-
drolytisch abbauen. Sie machen dadurch den in
Pflanzen vorhandenen Phosphor fiir Tierorganis-
men verfiighar und werden deshalb in steigen-
dem Mafe kommerziellem Tierfutter — insbeson-
dere bei der Schweine- und Gefliigelmast - zuge-
setzt. Bereits seit langerem ist bekannt, dass die
berufliche Exposition gegeniiber Enzymstdauben
zu einer Soforttypallergie fiihren kann. Die vor-
liegende Arbeit gibt einen Uberblick iiber die Er-
gebnisse einer Literaturauswertung hinsichtlich
der berufsbedingten atemwegssensibilisieren-
den Wirkung von Phytasen. Durch die dargestell-
ten Studien sind Fille von spezifischer Uberemp-
findlichkeit der Atemwege oder der Lunge durch
Phytasen gut belegt. Da Symptome, Hauttester-
gebnisse, der Nachweis spezifischer IgE-Antikor-
per und die Ergebnisse spezifischer Provokati-
onstests in der Regel gut {ibereinstimmen, ist ein
immunologischer Wirkmechanismus gesichert.

Abstract

v

Phytases are phosphatases that can break down
the undigestible phytic acid (phytate). They are
frequently used as an animal feed supplement -
often in poultry and swine - to enhance the
nutritive value of plant material by liberation of
inorganic phosphate from phytate. Exposure to
enzyme dusts has long been known to cause oc-
cupational allergies. The present paper reviews
the results of the evaluation of literature data
concerning occupational airway sensitization
due to phytases. Cases of specific airway sensiti-
zation caused by phytases could be shown clearly
by the presented studies. As symptoms, results of
skin prick tests, detection of specific IgE-anti-
bodies and results of specific challenge tests are
consistent, an immunologic mechanism can be
assumed.

Einleitung

v

Phytasen sind Phosphatasen, die die Hydrolyse
von Phytinsdure (Phytat) unter Freisetzung anor-
ganischen Phosphats katalysieren. Sie sind weit
verbreitet und finden sich natiirlicherweise in
Pflanzen, in tierischem Gewebe und in Mikroor-
ganismen. Pflanzliche Phytasen kommen haupt-
sdchlich in keimenden Samenkérnern vor und
fiihren dort zur Freisetzung des gebundenen
Phosphats. Industriell kommen vor allem 3-Phy-
tasen (EC 3.1.3.8) und 6-Phytasen (Synonym
4-Phytasen, EC 3.1.3.26) zum Einsatz. 3-Phytasen
spalten zundchst die Phosphatgruppe am
C3-Atom des Inositringes ab, wahrend 6-Phyta-
sen mit dem Angriff auf die Phosphatgruppe am
C6-Atom beginnen. Je nach Ursprungsorganis-
mus unterscheiden sich die Molmassen der ver-

schiedenen Phytasen. Sie betragen zwischen
38kDa und 490kDa. Die meisten Phytasen wei-
sen ein pH-Optimum zwischen 4,5 und 6,0 auf.
Nur wenige besitzen ein pH-Optimum im neutra-
len bis basischen Bereich (pH 7 -8). Das Tempe-
ratur-Optimum der Phytasen liegt zwischen
50°C und 60°C.

In pflanzlichen Futtermitteln liegen ca. 50-80%
des Phosphors als Phytat gebunden vor. Nur
durch das Enzym Phytase kann dieser Phosphor
nutzbar gemacht werden. Anders als wiederkdu-

! Diese Arbeit ist eine modifizierte Version einer Publika-
tion der Senatskommission der Deutschen Forschungs-
gemeinschaft (DFG) zur Priifung gesundheitsschad-
licher Arbeitsstoffe (erschienen in der 45.Ergdnzungs-
lieferung der Toxikologisch-arbeitsmedizinischen Be-
griindungen von MAK-Werten, Wiley VCH, 2008).
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Tab.1 Klinische Untersuchungen zur atemwegssensibilisierenden Wirkung von Phytasen beim Menschen

Zahl der Arbeitsplatzbezogene
Pricktest
(Testkonzentration)

Untersuchten  Symptome bzw.

klinische Diagnosen
1 100 % Husten, pfeifende
Atmung
11 6/11 (Husten, Kurzat- n.d.
migkeit, Engegefiihl
Brust)

positiv (5mg/ml)

49 bei Hochexponierten
(n=8):
8 x Rhinitis,
7 x Konjunktivitis
5x Bronchitis

11/17 positiv

53 38/53 16/19 Symptomatischen
12 x Atemnot; positiv
35 x Rhinitis,
16 x Konjunktivitis
3x Haut
48 k.A. 4/48
Fabrik A (10% w/v in PBS)
38 3/38
Fabrik B (1:20in 50% Glycerin,
0,9 % NaCl)
140 22 x Rhinitis 5/140 positiv
6 x Atemwegsbeschwer- (100 ug/ml)
den

ende Nutztiere bilden Schweine und Gefliigel (Monogastrier)
keine Phytasen und sind somit nicht in der Lage, den in der
pflanzlichen Nahrung enthaltenen Phytat-gebundenen Phos-
phor zu erschlieBen. Seit Anfang der 90er-Jahre wird deshalb
dem Futter dieser Tiere haufig das Enzym Phytase zugesetzt, so
dass der in den Futterpflanzen vorhandene Phosphor als Nahr-
stoff besser erschlossen werden kann. Somit kann auf die sonst
tibliche Zufiitterung von Phosphat verzichtet werden, was zur
Folge hat, dass der Phosphorgehalt in Giille oder Stalldung sinkt
und die Phosphatbelastung der Umwelt bei der Diingung deut-
lich reduziert werden kann. Die als Futtermittelzusatzstoff ver-
wendeten Phytasen werden in der Regel mit gentechnisch ver-
dnderten Mikroorganismen als Produktionsorganismen (Asper-
gillus-Arten, Trichoderma-Arten) hergestellt.

Literaturauswertung

v

Mithilfe geeigneter Stichworter in sinnvoller Kombination wur-
den Veroffentlichungen in der Datenbank ,PubMed“ recher-
chiert. Uns im Original zugdngliche relevante Publikationen
iiber Studien zur sensibilisierenden Wirkung von Phytasen wur-
den hinsichtlich der klinischen Daten ausgewertet. Erfasst wur-
den neben der Zahl der exponierten Personen die Pravalenzen
der einzelnen Symptome bzw. Diagnosen. Dariiber hinaus wur-
de festgehalten, mit welchen Methoden (Hauttest, Bestimmung
spezifischer IgE-Antikorper, Provokationstest) und unter Ver-
wendung welcher Testlosungen eine auf Phytasen zuriickzufiih-
rende Sensibilisierung diagnostiziert wurde.

Nachweismethode

spezifische IgE-Anti- Bronchiale Provokation Literatur

korper (RAST-Klasse) (Testkonzentration)

RAST positiv positiv (3 min mit Pulver) [7]
FEV,-Abfall 28 %

EIA (Ausgangsmaterial n.d. [8]

Enzyml6sung) positiv:

Exponierte: 9/11

Kontrollen: 6/30

EAST positiv: 11/13 nasal [9,10]

Hochexponierte: 5/8

Niedrigexponierte: 5/23

2xKlasse 1,

3xKlasse 2,

5x Klasse 3)

EAST positiv: 14/15 nasal [11,12]

14/38 Symptomatischen

1/15 Asymptomatischen

n.d. n.d. [13]

n.d. n.d. [14]

Ergebnisse

v

Die Auswertung der Literatur zeigt, dass Phytasen ebenso wie
auch anderen Enzymen (Subtilisin [1], Cellulase [2] und Xylana-
se [3], Papain [4], Bromelain [5], Ubersicht bei [6]), eine atem-
wegssensibilisierende Wirkung zukommt.

Atemwegssensibilisierende Wirkung

Einen zusammenfassenden Uberblick iiber die Ergebnisse der Li-
teraturauswertung sowie prazise Angaben zu den durchgefiihr-
ten Tests gibt © Tab.1.

Eine Kasuistik beschreibt den Fall eines 43-jahrigen Beschaftig-
ten einer Tierfutterfabrik, bei dem 7 Jahre zuvor Asthma diag-
nostiziert wurde. Zurzeit der Untersuchung klagte der Patient
iiber seit 8 Wochen andauernde arbeitsplatzbezogene Be-
schwerden. Das Enzym Phytase wurde in dem Betrieb erst seit
einem Jahr, 3-Glucanase bereits seit 9 Jahren eingesetzt. Der
Pricktest mit Phytase fiihrte zu einer Quaddel von 5mm. Der
Pricktest mit $-Glucanase verlief ebenfalls positiv (Quaddelgro-
Be 7mm). Mittels Radio Allergo Sorbent-Test (RAST), bei dem
Bindungswerte >2% als positiv galten, konnten im Serum des
Patienten erhohte Werte fiir spezifische IgE-Antikdrper gegen
Phytase und p-Glucanase nachgewiesen werden (2,5% bzw.
9,3% Bindung). Dies war nicht der Fall bei der Verwendung von
Nabelschnurblut als Negativkontrolle. Die Sensibilisierung ge-
gen Phytase und (-Glucanase wurde im Expositionstest be-
stdtigt. Nachdem der Patient jeweils reines Enzympulver von
seinem Arbeitsplatz 3 Minuten mittels zweier Gefdfde hin- und
hergeschiittet hatte, kam es zu einem deutlichen Abfall des for-
cierten exspiratorischen Volumens in der ersten Sekunde (FEV;)

[7].
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Nachdem in einem Betrieb zur Futtermittelherstellung ein Fall
einer berufsbedingten Atemwegserkrankung aufgetreten war,
wurden 11 gegeniiber Phytase exponierte Arbeiter beziiglich ar-
beitsplatzbezogener Beschwerden befragt und ihre Seren auf das
Vorhandensein Phytase-spezifischer IgE-Antikérper untersucht.
6 der 11 exponierten Arbeiter gaben arbeitsplatzbezogene Be-
schwerden an. Die Exposition der Arbeiter erfolgte durch das
Streuen einer pulverférmigen bzw. durch Verspriihen einer fliis-
sigen Phytasemischung, wobei die Phytase jeweils aus Aspergil-
lus niger stammte. Eine durch Extraktion aus dem Pulver erhal-
tene Losung enthielt 8 mg Protein/ml und 1 mg Kohlenhydrat/
ml, die urspriinglich fliissige Zubereitung 28 mg Protein/ml und
4 mg Kohlenhydrat/ml. Zum Nachweis Phytase-spezifischer IgE-
Antikorper mittels Enzyme Immunoassay (EIA) wurden Mikroti-
terplatten mit diesen Extrakten beschichtet. Mit beiden Prdpara-
tionen war die IgE-Bindung mit den Seren der 11 exponierten Ar-
beiter signifikant hoher als mit Seren von 11 nicht-exponierten
internen Kontrollen (Arbeiter der gleichen Fabrik) bzw. 19 nicht-
exponierten externen Kontrollen. Die 4 exponierten Arbeiter mit
den hochsten IgE-Konzentrationen zdhlten zu den 6 Personen,
die tiber arbeitsplatzbezogene Symptome geklagt hatten. Durch
Inhibitionsexperimente konnte gezeigt werden, dass die fiir die
Tierfutterherstellung verwendete Phytaseprdparation und ver-
schiedene Schimmelpilze keine Kreuzreaktion aufweisen [8].

In einer Querschnittuntersuchung wurden 49 Personen unter-
sucht, die bei analytischen Arbeiten mit Enzymstdauben und bei
der Konfektionierung von reinem Phytasepulver exponiert wa-
ren. Berufsbedingte Beschwerden wurden in der Gruppe der 8
Hochexponierten hdufiger angegeben als in der Gruppe der 41
Niedrigexponierten. Bei 31 von 32 Beschaftigten mit hinweisen-
der Anamnese wurde ein Enzyme Allergo Sorbent-Test (EAST)
durchgefiihrt. Phytase-spezifische IgE-Antikérper waren damit
in der Gruppe der Hochexponierten bei 5 von 8, sowie bei 5 von
23 Geringexponierten nachweisbar. Bei 11 von 17 Personen ver-
lief der Pricktest mit Phytase positiv. In allen dieser 11 Fille
konnte die Phytase-Sensibilisierung durch die nasale Provokati-
on bestdtigt werden, davon in 3 Féllen mit schwach positivem
Ergebnis und in 2 Féllen ohne gleichzeitigen IgE-Nachweis. Ins-
gesamt betrug die Sensibilisierungsquote gegen Phytase und
eine ebenfalls getestete Xylanase im Gesamtkollektiv 27 % [9,10].
In einer Querschnittstudie wurden 53 in der Herstellung und
Verarbeitung von 3-Phytase aus Aspergillus niger beschaftigte
Personen (14 Frauen, 39 Mdnner, mittleres Alter 38 +10) unter-
sucht. Die Gruppe der Hochexponierten setzte sich aus 23 Perso-
nen, die der Niedrigexponierten aus 30 Personen zusammen.
Insgesamt 38 der 53 untersuchten Beschiftigten gaben arbeits-
platzbezogene Beschwerden an. In der Gruppe der Hochexpo-
nierten wurden respiratorische (20 von 23 Beschiftigte) und
konjunktivale Symptome (10 von 23 Beschiftigte) hdufiger an-
gegeben als in der Gruppe der Niedrigexponierten (p=0,031).
Widhrend mittels EAST bei den 38 symptomatischen Personen
in 14 Fdllen Phytase-spezifische IgE-Antikdrper nachweisbar
waren, war dies bei den 15 beschwerdefreien Personen lediglich
einmal der Fall. Die Anzahl der IgE-Positiven war in der Gruppe
der Hochexponierten hoher als in der Gruppe der Niedrigexpo-
nierten (12 von 23 bzw. 3 von 30; p=0,001). Phytase-spezifische
IgG-Antikorper fanden sich mittels Enzyme Linked Immunosor-
bent Assay (ELISA) bei 19 der 38 symptomatischen und bei 5 be-
schwerdefreien Personen. Nach gelelektrophoretischer Auftren-
nung der zuvor deglykosilierten Phytase war im Immunoblot bei
Verwendung eines Poolserums, bestehend aus 5 IgE-positiven
Seren, eine deutliche IgE-Bindung im Bereich von etwa 50kDa
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erkennbar. In diesem Molekulargewichtsbereich fand sich auch
die Hauptproteinbande der deglykosilierten Phytase aus Apergil-
lus niger. Im Anschluss an die Untersuchungen wurden die Be-
schéftigten aufgefordert, Masken mit P 2-Filtern zu tragen. Bei
einer erneuten Befragung nach 2-8 Wochen klagte keiner der
Beschiftigten mehr {iber arbeitsplatzbezogene respiratorische
Beschwerden [11].

Ergdnzende Untersuchungen in dem oben beschriebenen Kol-
lektiv ergaben, dass bei Pricktest-Untersuchungen mit Phytase
16 von 19 symptomatischen Beschdftigten positiv reagierten.
Im nasalen Provokationstest zeigten 14 von 15 Patienten mit ar-
beitsplatzbezogenen Beschwerden einen positiven Befund. Die
Autoren schlagen die Verwendung von Enzymen in nicht-stau-
bender Form (z.B. als verkapselte Granulate) vor [12]. Es ist nicht
transparent, inwieweit Uberschneidungen mit dem in der ilte-
ren Studie [9,10] untersuchten Kollektiv vorlagen.

86 Beschiftigte aus 2 Tierfutterfabriken (48 aus Fabrik A, 38 aus
Fabrik B) wurden zundchst im Pricktest mit jeweils 4 enzymhal-
tigen, zum Teil als Gemische vorliegenden Produkten aus ihrer
Fabrik untersucht. Dabei reagierten insgesamt 8 der untersuch-
ten Arbeiter mit einem der in den beiden Fabriken eingesetzten
Enzympraparate. Mit einer Ausnahme reagierten alle 8 sensibi-
lisierten Arbeiter auf mehr als ein Enzym(-gemisch), wobei sich
diese gleichzeitigen Reaktionen auf Enzyme aus der jeweiligen
Fabrik, die in der Regel aus demselben Ursprungsorganismus
stammten, beschrankten. In Fabrik A wurde neben Endo-1,3(4)-
p-Glucanase, a-Amylase, Endo-1,4-f3-Xylanase und eine 3-Phy-
tase aus Trichoderma reesei verwendet. Diese in pulverférmiger
Form vorliegenden Enzyme wurden fiir die Pricktestung 24
Stunden mit Phosphat-gepufferter Kochsalzlésung (10% w/v)
extrahiert. In Fabrik B wurde neben Endo-1,3(4)-f-Glucanase;
Endo-1,4-f3-Glucanase und Endo-1,4-B-Xylanase eine 6-Phytase
in fliissiger Form eingesetzt. Dieses Enzym wurde in einem gen-
technisch verdnderten Stamm von Aspergillus oryzae produziert,
das urspriingliche Gen stammte jedoch aus dem Basidiomyceten
(Standerpilz) Peniphora sp.. Fiir den Hauttest wurde die fliissige
Enzyml6sung 1:20 mit Pufferlésung verdiinnt.

Vier Arbeiter aus Fabrik A zeigten im Hauttest eine deutliche Re-
aktion auf die in ihrer Fabrik verwendete 3-Phytase aus T. reesei.
Bei 3 von ihnen ergaben sich im Basophilen-Aktivierungstest po-
sitive Befunde (42 %, 48 %, 37 % Aktivierung). Die prozentuale Ba-
sophilen-Aktivierung mit der Negativ- bzw. Positivkontrolle hat-
te 2,0% bzw. 55,5 % betragen. Mit den Seren der 4 hauttestpositi-
ven Arbeiter und zusdtzlich dem Serum eines Arbeiters der Fa-
brik A, der jedoch nicht im Hauttest auf die 3-Phytase reagiert
hatte, konnte eine Reaktion (einmal schwach positiv, zweimal
positiv, zweimal deutlich positiv) im Immunoblot mit 3-Phytase
erzielt werden.

3 der Arbeiter aus Fabrik B reagierten im Pricktest auf die dort
verwendete 6-Phytase aus Peniphora sp.. In allen Fillen fiihrten
der Basophilen-Aktivierungstest (85 % und zweimal 87 % Aktivie-
rung) und der Immunoblot (einmal positiv, zweimal deutlich po-
sitiv) zu positiven Befunden. Zwischen den Phytasen aus T. reesei
und Peniphora sp. konnte im Immunoblot keine Kreuzreaktivitdt
gezeigt werden [13].

In einer Querschnittstudie wurden 140 Beschdftigte aus 4 Tier-
futterfabriken untersucht. In den Fabriken wurden seit 7-9 Jah-
ren verschiedene pulverférmige oder granulierte Enzyme ver-
wendet. Erst kurz vor Beginn der Studie im Jahr 1996 wurden
erstmals fliissige Enzyme eingesetzt. Als Kontrollen dienten 78
nicht-exponierte Biiroangestellte aus den Betrieben. Rhinitische
Beschwerden wurden von den exponierten Personen doppelt so
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hdufig angegeben wie von den Kontrollen (16 % vs. 8 %), wahrend
in beiden Gruppen gleich haufig {iber arbeitsplatzbezogene Be-
schwerden der unteren Atemwege geklagt wurde (4%). 5 der
140 exponierten (4 %) und keine der nicht-exponierten Personen
reagierten im Pricktest auf Phytase. Insgesamt auf Enzyme (Pro-
tease, a-Amylase, Cellulase, 3-Glucanase, Xylanase oder Phyta-
se) reagierten im Hauttest 10 der 140 (7 %) exponierten Arbeiter.
Ein signifikanter Zusammenhang zwischen Enzymsensibilisie-
rung und arbeitsbedingter Rhinitis (Odds ratio 4,8 [95% Konfi-
denzintervall 1,2-18,6]; adjustiert fiir Atopie) sowie zwischen
Enzymsensibilisierung und Beschwerden an den unteren Atem-
wegen (OR 5,7 [95% KI 0,9-35,5]) war erkennbar [14].

Schlussfolgerung

v

Durch eine Anzahl von Studien sind Fille von spezifischer Uber-
empfindlichkeit der Atemwege durch die in der Regel aus Asper-
gillus-Arten stammenden Phytasen gut belegt, insbesondere
wenn beriicksichtigt wird, dass Phytasen in der Tierfutterindus-
trie erst seit Beginn der 90er-Jahre Verwendung finden. Da
Symptome, Hauttestergebnisse, der Nachweis spezifischer IgE-
Antikorper und die Ergebnisse spezifischer Provokationsteste in
der Regel gut iibereinstimmen, ist ein immunologischer Wirk-
mechanismus gesichert.
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