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1. Deutsche Zusammenfassung

Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden vom Journal ,Digestive Diseases and Sciences” am
10.03.2023 zur Veroffentlichung angenommen und am 08.04.2023 veroffentlicht.

Im Folgenden wurde zur Ubersichtlichkeit das generische Maskulinum verwendet.

1.1 Einleitung

Clusteranalysen sind ein exploratives statistisches Verfahren und dienen dazu, anhand
verschiedener Merkmale, Subgruppen zu bilden. Die Bestandteile eines Clusters sollen
sich dabei moglichst ahneln, was einer Intra-Cluster-Homogenitat entspricht. Gleichzeitig
sollen sich die Cluster untereinander abgrenzen, was mit der Inter-Cluster-Heterogenitat
beschrieben wird. Clusteranalysen eignen sich vor allem bei schwer greifbaren

Erkrankungen, da die Heterogenitat reduziert werden kann.

Aus diesem Grund bietet sich die Clusteranalyse beim Mastzellaktivierungssyndrom
(MCAS) an, da es sich um eine komplexe Erkrankung mit Manifestation in verschiedenen
Organsystemen handelt. Mithilfe einer Clusteranalyse soll die Erkrankung greifbarer
gemacht und die Detektion und Therapie von MCAS-Patienten in der Praxis erleichtert

werden.

Mastzellerkrankungen sind grundsatzlich auf eine vermehrte Ausschattung von
mastzellspezifischen Botenstoffen zurtiickzufuhren. Zu diesen Botenstoffen zahlen unter
anderem das Histamin, Leukotriene und Tryptase (Galli und Tsai 2010). Grundsatzlich
ubernehmen Mastzellen eine Barrierefunktion, da sie an der Angiogenese, der
Wundheilung und der Blut-Hirn-Schranke beteiligt sind (Albert-Bayo et al. 2019).
AuRerdem spielen Mastzellen eine wichtige Rolle bei der Typ | Allergie. Setzen
Plasmazellen Immunglobulin E (IgE) frei, kann dieses IgE-Rezeptoren auf den Mastzellen
binden und bei einer Vernetzung mit dem Antigen eine nachgeschaltete

Histaminfreisetzung auslosen (Odegard et al. 2015).

Mastzellerkrankungen konnen durch eine erhohte Anzahl von Mastzellen oder durch
hyperaktive Mastzellen bedingt sein. Hyperaktive Mastzellen finden sich beim MCAS,



wahrend eine erhohte Anzahl von Mastzellen fur die Systemische Mastozytose (SM)
spricht (Afrin et al. 2020).

Mastzellerkrankungen umfassen vor allem zahlreiche abdominelle, neurologische,
kardiologische, respiratorische und dermatologische Beschwerden (Afrin et al. 2015)
(Kolck et al. 2016) (Weinstock et al. 2020) (Picard et al. 2013) (Qureshi und Friedman
2019). Das ubiquitare Vorkommen von Mastzellen im Korper erklart dabei die zahlreichen
Symptome in unterschiedlichen Organsystemen. Patienten beklagen dabei haufig viele
Symptome gleichzeitig. Es kann zum Beispiel zu neurologischen Beschwerden wie
Fatigue und Wortfindungsstérungen kommen, die gleichzeitig mit Kurzatmigkeit, Ubelkeit,
Brustschmerz und Palpitationen sowie Juckreiz und Flushs auftreten. Dabei variiert das
klinische Erscheinungsbild der MCAS-Patienten interindividuell sehr stark. Die
interindividuelle Variabilitat bezieht sich sowohl auf die Anzahl der Symptome, als auch
auf den Schweregrad der Beschwerden. Wahrend einige Patienten zwar von einem
Symptom betroffen, aber dadurch kaum beeintrachtigt sind, kann dieses bei einem
anderen MCAS-Patienten lebensbedrohlich sein (Afrin und Molderings 2014).

Die Therapie von Mastzellerkrankungen setzt bei den hyperaktiven Mastzellen an und
dient dazu, die Mastzellaktivitdt zu senken. Dazu werden verschiedene Praparate
eingesetzt. Dazu zahlen Antihistaminika (Nurmatov et al. 2015), retardiertes Vitamin C
(Hagel et al. 2013) und Chromoglycinsaure (Advenier und Ruff 1984). Stellt sich unter
diesen Praparaten keine Besserung ein, kann auf den monoklonalen IgE-Antikorper
Omalizumab oder Immunsuppressiva zurtckgegriffen werden (Kibsgaard et al. 2014).

Um die Diagnose stellen zu konnen, mussen bestimmte Kriterien erfullt sein. So muss
immer eine MCAS-typische klinische Symptomatik vorliegen. Diese charakteristische
Symptomatik wird mithilfe einer Checkliste erfragt. Aus der Anzahl der vorliegenden
Symptome wird ein Punktewert ermittelt. Ab einer Summe von 14 Punkten in der
Checkliste kann von einer MCAS-typischen Symptomatik gesprochen werden. Zusatzlich
mussen weitere Kriterien erflllt sein. Dazu gehoren auffallige Biopsien, die aus dem
Knochenmark oder Gastrointestinaltrakt enthommen werden. Mit speziellen Farbungen
konnen dann Mastzellen sichtbar gemacht werden. Pathognomonisch fur das MCAS sind
dabei Ansammlung von Mastzellen und eine abnorme Morphologie. Auch erhohte
mastzellspezifische Laborparameter stellen ein Kriterium dar. Zu diesen



Laborparametern zahlen die Tryptase und das Histamin mit seinen Metaboliten, wie zum
Beispiel das N-Methylhistamin (NMH). Ein weiterer Hinweis auf ein MCAS kann sich
zeigen, wenn MCAS-Patienten auf die entsprechende Therapie ansprechen. Dann ist ein
weiteres Kriterium erflllt. Hinsichtlich der genauen Gewichtung der diagnostischen
Kriterien gibt es zwei verschiedene Ansatze, namentlich Consensus 1 (Valent et al. 2019)
und Consensus 2 (Molderings et al. 2017), die in ihren Herangehensweisen leicht
differieren. Wahrend beim Consensus 2 zwischen Haupt- und Nebenkriterien
unterschieden wird und bestimmte Konstellationen dieser Kriterien die Diagnose erharten,
mussen beim Consensus 1 alle drei genannten Kriterien von Patienten erfullt werden. Flr
das MCAS wird eine Pravalenz von bis zu 17 % (Molderings et al. 2013) angenommen,
wobei davon ausgegangen werden muss, dass viele Patienten entweder noch keine
Diagnose oder eine andere erhalten haben. Dies liegt vor allem darin begrindet, dass
die Erkrankung zum einen vielen Arzten unbekannt ist und zum anderen das Stellen der

Diagnose aulierst komplex ist und auf vielen verschiedenen Kriterien beruht.

Die Fragestellung dieser Arbeit bestand darin, ob man aus einer grolen MCAS-
Patientengruppe kleinere, anhand klinischer Kriterien abgrenzbare Untergruppen bilden
kann. Die Arbeitshypothese lautete, dass sich mithilfe der Daten zu Auslosern von
Beschwerden klinisch relevante Subgruppen bilden lassen, die sich im Hinblick auf ihre

klinische Symptomatik signifikant voneinander unterscheiden.

1.2 Material und Methoden

Als  Datengrundlage  diente  der Fragebogen zur  Feststellung eines
Mastzellmediatorsyndroms (Molderings et al. 2006). Der Fragebogen wurde vom Institut
fur Humangenetik der Universitat Bonn entwickelt und dient dazu, eine typische MCAS-
Symptomatik zu erkennen und damit den Verdacht auf ein MCAS weiter einzugrenzen.
Dieser wurde von 250 Patienten im Rahmen des diagnostischen Prozesses in der
Ambulanz von Prof. Mucke oder im Zentrum fur Seltene Erkrankungen zwischen Januar
2019 und Juni 2020 ausgefullt. In der Checkliste wurden die Patienten binar nach
verschiedenen MCAS-typischen respiratorischen, kardiologischen, abdominellen,
neurologischen und dermatologischen Beschwerden sowie nach dem Verlauf ihrer
Beschwerden befragt. Neben dem Fragebogen lagen Grunddaten der Patienten sowie



von der Mehrheit der Patienten MCAS-typische Laborparameter vor. Zu den Grunddaten
zahlten Alter, Geschlecht, GroRe und Gewicht. Die Laborparameter umfassten die
Tryptase, das N-Methylhistamin (MVZ Labor Dr. Quade), das Chromogranin A, die
Neuronenspezifische Enolase und das Immunglobulin E. Alle in die Studie
eingeschlossenen Patienten waren volljahrig und hatten ein Mastzellaktivierungssyndrom
nach den Kriterien von Consensus 2. Zusatzlich wiesen alle Patienten entweder einen
auffalligen mastzellspezifischen Laborparameter auf oder zeigten eine fur die Erkrankung
charakteristische Biopsie nach mastzelltypischer Farbung. Die Ethikkommission erhob mit
Beschluss vom 30.05.2022 keinerlei Einwande gegen die Studie.

Statistische Analyse

Bei den klinischen Assoziationen wurden die Daten auf Zusammenhange zwischen den
abgefragten Parametern untersucht. Zu diesen Parametern zahlten die Symptome, die
Laborwerte, die Ausloser und das Geschlecht. Beim Zusammenhang zwischen zwei
binaren Variablen wurde der Fisher-Test gerechnet, im Fall einer binaren und einer
numerischen Variable, wie dem Zusammenhang von Geschlecht und einem

Laborparameter, wurde der Wilcoxon-Mann-Whitney-Test eingesetzt.

Die statistische Analyse erfolgte mit SPSS Version 27.0 IBM SPSS, Chicago IL, USA flur
macOS. Fur die Anwendung von Clusteranalysen stehen bei SPSS verschiedene
Optionen zur Verfugung. Es kann methodisch zwischen Two-Step Clusteranalysen,
hierarchischen Clusteranalysen und k-means Clusteranalysen gewahlt werden.
Ausgewahlt werden die verschiedenen Methoden je nach Grolie der Patientenkohorte
und Skalenniveau der untersuchten Variablen. In dieser Arbeit wurden hierarchische
Clusteranalysen und Two-Step Clusteranalysen durchgefuhrt. Als Variablen wurden die
Ausloéser von Symptomen berucksichtigt. Abgefragte Ausloser waren Stress, korperliche
Anstrengung, Verzehr von Histamin, Hitze, Kalte, Schlafentzug, Hungerphasen und
Alkoholkonsum. Die Anzahl der Cluster wurde Uber das Bayes sche Informationskriterium
festgelegt. Verschiedene Clusterlésungen wurden untereinander mit dem Silhouettenmal}
fur Kohasion und Separation verglichen. Anschlie3end folgte ein Vergleich der gebildeten
Cluster im Hinblick auf die gemessenen Werte bezuglich der Grunddaten, der Symptome



und der Laborparameter. Die statistische Signifikanz wurde dabei fur kontinuierliche
Variablen mit dem Kruskal-Wallis-Test und fur kategoriale Variablen mit dem Chi-Quadrat-

Test bestimmt. Dabei wurden p-Werte < 0,01 als signifikant gewertet.

Sowohl beim Vergleich der Cluster als auch bei den klinischen Assoziationen wurden viele
Tests gerechnet. Wenn das Signifikanzniveau, wie in dieser Arbeit, mit p < 0,01 gewahlt
wurde, ist davon auszugehen, dass bei 100 durchgefuhrten Tests im Schnitt einer

falschlicherweise positiv ausfallt.

1.3 Ergebnisse

Die Assoziationsanalysen dienten vor allem dazu, unbekannte Zusammenhange
innerhalb der Daten darzustellen. Dabei zeigten sich, vor allem im Hinblick auf die
Symptome, signifikante Zusammenhange. Insbesondere neurologische Beschwerden
traten mit verschiedenen anderen Symptomen auf. Fur dermatologische Beschwerden
konnte mit korperlicher Anstrengung und fur abdominelle Beschwerden mit
Histaminkonsum ein Zusammenhang zwischen Auslosern und Symptomen hergestellt
werden. FuUr andere Symptomgruppen wie respiratorische und kardiologische
Beschwerden konnte keine klare Verbindung zu einem Ausloser herausgearbeitet

werden.

Neben diesen Assoziationen, fiel bei den Analysen eine signifikante Abhangigkeit vom
Wert fur das NMH und dem Geschlecht auf. Signifikant hohere Werte ergaben sich dabei

fur das weibliche Geschlecht.

Wie bereits in den Methoden beschrieben, stehen fur die Clusteranalyse verschiedene
Methoden zur Verfugung, die unterschiedliche Ergebnisse liefern. SPSS bietet die
hierarchische-, die K-means- und die Two-Step Clusteranalyse an. Die K-means
Clusteranalyse schied fur die vorliegende Arbeit aus, da sie sich nur fur metrisch skalierte
Variablen eignet (Schendera 2011). Bei den anderen beiden Verfahren konnen sowohl
metrische, nominalskalierte als auch gemischt skalierte Variablen verwendet werden.
Dabei ist die Two-Step Clusteranalyse eher bei gro3eren Fallzahlen geeignet, wahrend
die hierarchische Clusteranalyse bei geringeren Fallzahlen (N<250) eingesetzt werden
kann (Schendera 2011). In dieser Arbeit wurden zuerst hierarchische Clusteranalysen
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durchgefuhrt. Die Analysen erfolgten mit verschiedenen Algorithmen. Dabei zeigten sich
je nach Sortierung der Daten leicht differierende Ergebnisse. Diese Ergebnisse wiesen im
Kern bereits die Tendenzen auf, die spater mit der Two-Step Clusteranalyse bestatigt
werden konnten. Jedoch konnte auch bei verschiedenen Einstellungen kein, von der
Sortierung der Daten unabhangiges, stabiles Ergebnis erreicht werden. Daher wurde in
der weiteren Datenanalyse mit dem Verfahren der Two-Step Clusteranalyse gearbeitet.
Mithilfe dieses Verfahrens und den Auslésern von Symptomen als Datengrundlage lieferte
SPSS ahnliche Ergebnisse wie die hierarchische Clusteranalyse. Jedoch zeigte sich auch
bei diesem Analyseverfahren eine diskrete Veranderung der Ergebnisse hinsichtlich der
Anzahl der Patienten pro Cluster und dem Punktwert fur die verschiedenen Variablen bei
unterschiedlicher Sortierung der Daten. Um diesem Problem zu begegnen, wurden die
Pradiktoren nach absteigender Wichtigkeit betrachtet. Dabei zeigten sich korperliche
Anstrengung sowie Hitze und Kalte als wichtigste Pradiktoren deutlich vor den weiteren
Faktoren. Die darauffolgenden Ausloser wie Schlafentzug und Hungerphasen fielen in
ihrem Einfluss fur die Clusterbildung bereits deutlich ab. Daher fiel die Entscheidung, fur
die Clusteranalyse, die drei wichtigsten Pradiktoren, korperliche Anstrengung, Hitze und

Kalte zu verwenden und die anderen Variablen tiber Kreuztabellen darzustellen.
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Predictor Importance

physical exertion
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|
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Abb. 1: Einfluss der einzelnen Variablen auf die Clusterbildung. Dargestellt ist der Einfluss
der einzelnen Variablen auf die Clusterbildung in abgsteigender Reihenfolge. Die
Ausloser nehmen Werte zwischen 0 und 1 an, wobei 1 dem hochsten und 0 dem
niedrigsten Pradiktoreinfluss entspricht. Enthommen aus (Hader et al. 2023).

Bei der Two-Step Clusteranalyse kann die Anzahl der Cluster durch die Analyse bestimmt
werden. Dabei kann ein Maximum und ein Minimum angegeben werden. Um die Anzahl
selber zu bestimmen, kann das Bayes'sche Informationskriterium verwendet werden.
Dabei wird die groRte Veranderung in den Werten als Kriterium fur eine optimale
Clusteranzahl herangezogen. Die abzulesenden Werte zeigen sich auf der x-Achse in der
Darstellung von SPSS. Diese signifikante Veranderung der Werte zeigte sich fur die 2-
Clusterléosung und fur die 3-Clusterldsung. Danach nahmen die Werte zwar weiter ab,
jedoch zeigte sich keine ahnlich groe Anderung der Werte fiir vier und mehr Cluster.
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Abb. 2: Bayes’'sches Informationskriterium Mithilfe dieses Informationskriteriums kann
die optimale Anzahl von Clustern bestimmt werden. Dabei ist die grof3te Veranderung der
Werte das entscheidende Kriterium fur eine optimale Clusteranzahl. Enthommen aus

(Hader et al. 2023).

Als weiteres Kriterium fur die Qualitat von Clusterlosungen kann zusatzlich das

Silhouettenmal® fur Kohasion und Separation herangezogen werden. Im direkten

Vergleich der beiden Silhouettenmale fur eine 2- und eine 3-Clusterlésung zeigte sich fur

beide eine gute Clusterqualitat, aquivalent einem Wert von mindestens 0,5.

Vergleich war dann das Silhouettenmald der 3-Clusterlosung besser als
Clusterlosung.

Model Summary Model Summary
Algorithm TwoStep Algorithm TwoStep
Inputs 3 Inputs 3
Clusters 3 Clusters 2

Cluster Quality Cluster Quality

T T T T T T
-1,0 -0,5 0,0 05 1,0 -1,0 -0,5 0,0 05 1,0
Silhouette measure of cohesion and separation Silhouette measure of cohesion and separation

Poor Poor

Im direkten
das der 2-

Abb. 3: Silhouettenmal fur Kohasion und Separation Das Silhouettenmal} ist jeweils fur
eine 3- und eine 2-Clusterlosung angegeben. Es kann Werte zwischen -1 und +1
annehmen, wobei +1 die bestmogliche Clusterqualitat reprasentiert. Entnommen aus

(Hader et al. 2023).
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Mithilfe der statistischen Analyse konnten drei Cluster auf der Basis der Ausloser von
Symptomen gebildet werden. Dabei unterschieden sich die Angaben von Auslosern in
den Clustern deutlich. Die insgesamt 105 Patienten des Cluster 1 gaben vor allem
korperliche Anstrengung, Hitze und Kalte als Ausldser an, wobei auch die anderen Trigger
haufig genannt wurden. Im Gegensatz dazu gab das Cluster 3, bestehend aus 91
Patienten, weniger haufig korperliche Anstrengung und die thermischen Ausléser an. Und
auch die anderen Ausloser wurden insgesamt weniger als von den beiden anderen
Gruppen genannt. Cluster 2 mit 54 Patienten zeigte, wie auch Cluster 1, hohe Werte flur
korperliche Anstrengung und Hitze. Kalte wurde hingegen von keinem Patienten dieser
Gruppe angegeben und stellte den wesentlichen Unterschied im Vergleich der drei
Gruppen dar.

Triggers of symptoms in the three clusters

1 ~ -
0,8
0,6
0,4
0,2
0
Physical Heat Cold Stress Alcohol Sleep Starvation Histamine
exertion consumption deprivation periods consumption

-o—Cluster 1 (n=105) -#&—Cluster2 (n=54) -@-Cluster3 (n=91)

Abb. 4: Ubersicht der Ausldser in den verschiedenen Clustern Dargestellt sind die in der
Checkliste abgefragten Ausloser fur die verschiedenen Cluster. Ein Wert von 1 bedeutet
dabei, dass alle Patienten des Clusters den Ausloser angaben. Ein Wert von 0 hingegen
bedeutet, dass kein Patient des Clusters diesen Ausldser nannte. Entnommen aus (Hader
et al. 2023).
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In einem nachsten Schritt erfolgte ein Vergleich der Cluster hinsichtlich der klinischen
Symptomatik. Dabei wurden die verschiedenen Symptome von Patienten der ersten
beiden Cluster signifikant haufiger als von Patienten des Cluster 3 angegeben. Dies zeigte
sich in allen Symptombereichen. Denn Patienten von Cluster 1 und 2 gaben abdominelle,
kardiale, dermatologische, respiratorische und neurologische Beschwerden haufiger an
als Patienten des dritten Clusters. Ein Unterschied zwischen Cluster 1 und Cluster 2
zeigte sich lediglich beim Symptom ,Kopfschmerzen®, das von Cluster 1 noch einmal
wesentlich haufiger als von den anderen Patientengruppen genannt wurde. Ansonsten
wurden die verschiedenen Symptome in Cluster 1 und 2 ahnlich haufig angegeben.

1.4 Diskussion

Gerade bei komplexen Erkrankungen wie dem MCAS, bei dem die Symptome durch
ubiquitar vorhandene Botenstoffe hervorgerufen werden, treten Symptome in
verschiedenen Organsystemen gemeinsam auf und werden durch verschiedene Ausloser
hervorgerufen. Um Ordnung in die Vielzahl von Symptomen, Auslosern und ihren
Zusammenhangen zu bringen, eignen sich die Assoziationsanalysen. So konnen
Verbindungen zwischen verschiedenen Krankheitsmerkmalen hergestellt und strukturelle
Zusammenhange aufgedeckt werden. So ergibt sich aus dem Zusammenhang von
dermatologischen Beschwerden und korperlicher Anstrengung eine direkte Konsequenz
fur den Patienten. Er hat mit korperlicher Anstrengung einen Anhaltspunkt fur seine
Beschwerden und kann moglicherweise durch Meiden oder verminderte Exposition
gegenuber dem Ausloser seine Symptome reduzieren und die Symptomkontrolle
gleichzeitig erhdhen. Anders ist dies bei den respiratorischen Beschwerden, denen kein
Ausloser klar zugeordnet werden kann. Fur sie ergibt sich ein klarer Bedarf von weiterer

klinischer Forschung, um diese besser einordnen zu konnen.

Der festgestellte Zusammenhang vom NMH-Wert und dem Geschlecht des jeweiligen
Patienten Iasst verschiedene Szenarien denkbar erscheinen. Entweder weisen Frauen
generell erhohte NMH-Werte auf und es fehlt eine Anpassung des Wertebereiches fur das
jeweilige Geschlecht. Oder es zeigt sich, dass die in die Studie eingeschlossenen Frauen
tatsachlich eine erhohte Mastzellaktivitat aufweisen und somit zumindest laborchemisch,

schwerer betroffen sind.
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Wie aus diesen exemplarischen Darstellungen ersichtlich wird, bietet diese Methode
groBes Potential. Jedoch muss auch konstatiert werden, dass mechanistische
Zusammenhange letztendlich nur auf molekularer Ebene detektiert werden konnen. Denn
aus den Daten lassen sich zwar Zusammenhange herauslesen, jedoch kann keine
Aussage uber die Kausalitat getroffen werden. Deswegen sollten die Ergebnisse als
vorlaufiges Ergebnis gewertet werden.

Bereits bei anderen Erkrankungen konnte gezeigt werden, welch hohen Stellenwert
Clusteranalysen fur die klinische Forschung haben. Insbesondere bei komplexen
Erkrankungen konnten durch cluster-analytische Analysen von Fragebdgen klinisch
relevante Subgruppen herausarbeitet werden. Beispiele fur solche Arbeiten finden sich
unter anderem fur den Lupus erythematodes (Margiotta et al. 2019) und die Fibromyalgie
(de Souza et al. 2009). Auch wurde fur das Reizdarmsyndrom gezeigt, wie wichtig eine
Clusteranalyse fur die klinische Praxis sein kann. So konnten durch eine Clusteranalyse
Diagnosekriterien verfeinert und die Bedeutung weiterer Faktoren fur die Erkrankung und
ihre Klassifikation herausgearbeitet werden. Im Falle des Reizdarmsyndroms waren dies
unter anderem psychologische Aspekte, wie zum Beispiel Angst, die eine unterschiedliche
Gruppierung von Patienten bedingten (Windgassen et al. 2018).

In dieser Arbeit liegt das zentrale Ergebnis in der Unterscheidung der drei Gruppen in
ihrer Reaktion auf thermische Ausloser. Wie fur Clusteranalysen Ublich, kdnnen die drei
Cluster benannt werden. Das Cluster 1 kann als ,high responder Gruppe® betitelt werden
mit ausgepragter Reaktion auf Hitze und Kalte. Im Gegensatz dazu, bildet das Cluster 3
die ,low responder Gruppe“ mit geringer Reaktion auf Hitze und Kalte. Das Cluster 2 steht
zwischen den beiden, mit einer ausgepragten Reaktion auf Hitze und keiner Reaktion auf
Kalte. Aufgrund der Stellung zwischen den anderen beiden Clustern, kdnnen die
Patienten als ,intermediate responder Gruppe“ bezeichnet werden.

Beim MCAS handelt es sich um eine immer noch unzureichend verstandene Erkrankung
mit komplexem klinischem Erscheinungsbild. Die Symptome und Ausldser variieren bei
den Patienten mitunter sehr stark. Wahrend ein Patient vor allem Hitze als Ausléser und
Atemwegsbeschwerden beklagt, kann ein zweiter Patient einen ganz anderen Ausloser
benennen und statt Atemwegsbeschwerden vor allem abdominelle Beschwerden nennen.

Aus diesem Grund erschien eine Clusteranalyse methodisch sinnvoll. Durch eine solche
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Analyse konnten klinisch relevante Subgruppen herausgearbeitet werden, die bisher
unbekannt waren. Normalerweise handelt es sich bei MCAS-Patienten um ein grof3es
Kollektiv, das zwar unter der gleichen Diagnose firmiert, sich aber sehr unterschiedlich
prasentiert. Durch die Bildung von Subgruppen ergibt sich ein erster Anhaltspunkt,

Patienten einzuteilen und eine einfach umzusetzende Ersteinschatzung vorzunehmen.

Wie sich in den Analysen zeigte, kann bei Patienten, die weder Hitze noch Kalte angeben,
von weniger klinischen Symptomen ausgegangen und ein besserer Verlauf angenommen
werden. Anders sieht es bei Patienten mit beiden Auslosern aus. Diese sollten eine
ausfuhrliche Anamnese erhalten und gezielt nach ihren Beschwerden befragt werden.
Dies bietet vor allem, im oft hektischen, klinischen Alltag eine gute Grundlage. Denn
kommen MCAS-Patienten in die Praxis ist zunachst vollig unklar, wie schwer sie betroffen
sind und welche Beschwerden flur sie im Vordergrund stehen. Therapeutisch kénnen die
Patienten gleichzeitig auf die Wichtigkeit der Ausloser und das weitgehende Meiden

dieser hingewiesen werden.

Damit ist diese Arbeit ein Schritt in Richtung der personalisierten Medizin. Dabei geht man
davon aus, dass wegen interindividueller Unterschiede von Patienten eine auf das
Individuum zugeschnittene Diagnostik und Therapie sinnvoll und notwendig ist (Goetz und
Schork 2018). Grundlage fur personalisierte Medizin ist immer eine fundierte Datenbasis.
Diese kann molekulare Daten, aber auch klinische Daten von Patienten enthalten. Je
besser die Datengrundlage ausfallt, desto individualisierter kann die Diagnostik und
Therapie auf den Patienten zugeschnitten werden. Ergebnisse solcher Untersuchungen
konnten direkte Konsequenzen haben, zum Beispiel ob ein MCAS-Patient eher einen IgE-
Antikorper, einen Mastzellstabilisator, ein Antihistaminikum oder womadglich eine ganz
andere Therapie bendtigt. Erste Ansatze gibt es beispielsweise  fur
Nahrungsmittelallergien, wo in Studien bestimmte Phanotypen erstellt und voneinander

abgegrenzt wurden (Deschildre et al. 2017).

Da es sich bei den Daten zu Symptomen und Auslésern um binare Daten handelt, sind
die Ergebnisse als praliminare Studie zu interpretieren. Um die Ergebnisse weiter zu
festigen und zu verfeinern, sollten Studien im longitudinalen Design mit Daten auf einem
hoheren Skalenniveau durchgefuhrt werden. Dadurch konnten Abstufungen innerhalb der

Symptomatik besser dargestellt und Subgruppen noch besser abgegrenzt und
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charakterisiert werden. Durch ein longitudinales Design ergibt sich zudem der Vorteil,
dass gleichzeitig der Verlauf der Beschwerden erfasst wird. Durch eine nur einmalig
stattfindende Abfrage kann das Ergebnis verzerrt werden. Methodisch kame dafur eine
Uberarbeitete Checkliste in Frage. In dieser konnten Patienten ihre Symptomschwere
beispielsweise von 0 (gar keine Beschwerden) bis 10 (hochste Intensitat) angeben. Mit
einer engmaschigen, sich wiederholenden Abfrage konnte zusatzlich eine Veranderung
der Klinik festgestellt werden.

1.5 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit behandelt die erstmalige Anwendung von Cluster- und
Assoziationsanalysen beim Mastzellaktivierungssyndrom. Bei diesem handelt es sich um
eine bisher wenig erforschte, schwer greifbare Erkrankung mit mannigfaltigen
Symptomen in verschiedenen Organsystemen. Ziel dieser Arbeit war es, klinisch
relevante Subgruppen von Patienten mit diesem Krankheitsbild herauszuarbeiten, um die
Diagnostik zu erleichtern und die Therapie zu verbessern.

Die Datenbasis dafur bildete ein Fragebogen, der von 250 diagnostizierten Patienten
vorlag und verschiedene Symptome und Ausloser abgefragt hatte. Zudem wurden
bestimmte krankheitsspezifische Laborparameter und Grunddaten berucksichtigt. Mit den
gewonnenen Daten wurden Cluster- und Assoziationsanalysen durchgefuhrt, um Muster
in den Angaben der Patienten zu erkennen. Aufgrund der Datenstruktur kamen
hierarchische und Two-Step Clusteranalysen zur Anwendung.

Final konnten drei Cluster gebildet werden: Cluster 1, die ,high responder®, zeigte eine
starke Reaktion auf Hitze und Kalte. Cluster 2, die ,intermediate responder®, reagierte
ebenfalls auf Hitze, jedoch nicht auf Kalte. Cluster 3, die ,low responder”, hatte eine
insgesamt geringere Reaktion auf thermische AuslOoser. Daruber hinaus gaben das high-
und intermediate responder Cluster haufiger die in der Checkliste aufgefuhrten
Beschwerden an als das low responder Cluster. Mithilfe der Assoziationsanalysen wurden
signifikante Zusammenhange zwischen Symptomen und Auslosern festgestellt. So war
korperliche Anstrengung mit dermatologischen Beschwerden und Histaminkonsum mit
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abdominellen Beschwerden assoziiert und neurologische Beschwerden traten haufig

zusammen mit anderen Symptomen auf.

Die Ergebnisse der Analysen zeigen, dass eine differenzierte Betrachtung von
Symptomen und Auslosern zu einer besseren klinischen Einschatzung von Patienten
fuhren kann. Dadurch kénnen sich individuelle Behandlungsstrategien ergeben, die, im
Sinne der personalisierten Medizin, zu einer verbesserten Symptomkontrolle fuhren
konnen. Mit den Erkenntnissen dieser Arbeit wurde eine Grundlage gebildet, die Anlass
fur weitere Studien bietet. Folgestudien sollten im besten Fall im longitudinalen Design
mit hohem Skalenniveau durchgefuhrt werden.
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Abstract

Background Mast cell activation syndrome (MCAS) is a clinically heterogeneous disease with allergy-like symptoms and
abdominal complaints. Its etiology is only partially understood and it is often overlooked.

Aims The aim of this study was to identify subgroups of MCAS patients to facilitate diagnosis and allow a personalized
therapy.

Methods Based on data from 250 MCAS patients, hierarchical and two-step cluster analyses as well as association analy-
ses were performed. The data used included data from a MCAS checklist asking about symptoms and triggers and a set of
diagnostically relevant laboratory parameters.

Results Using a two-step cluster analysis, MCAS patients could be divided into three clusters. Physical trigger factors were
particularly decisive for the classification as they showed remarkable differences between the three clusters. Cluster 1, labeled
high responders, showed high values for the triggers heat and cold, whereas cluster 2, labeled intermediate responders, pre-
sented with high values for the trigger heat and low values for cold. The third cluster, labeled low responders, did not react to
thermal triggers. The first two clusters showed more divers clinical symptoms especially with regard to dermatological and
cardiological complaints. Subsequent association analyses revealed relationships between triggers and clinical complaints:
Abdominal discomfort is mainly triggered by histamine consumption, dermatological discomfort by exercise, and neuro-
logical symptoms are related to physical exertion and periods of starvation. The reasons for the occurrence of cardiological
complaints are manifold and triggers for respiratory complaints still need better identification.

Conclusion Our study identified three distinct clusters on the basis of physical triggers, which also differ significantly in their
clinical symptoms. A trigger-related classification can be helpful in clinical practice for diagnosis and therapy. Longitudinal
studies should be conducted to further understand the relationship between triggers and symptoms.

Keywords Mast cell activation syndrome - MCAS - Cluster analysis - Systemic mastocytosis - SM - Food intolerance -
Histamine - Multisystemic complaints - IBS

Introduction MCAS-associated symptoms are caused by downstream

effects of mast cell mediators, which mast cells release upon
Mast cell activation syndrome (MCAS) is characterized by ~ activation and which normally play a role in the defense
allergy-like symptoms as a result of pathologically increased ~ against harmful substances or microorganisms, such as bac-
activation of mast cells and is sometimes associated with teria, parasites, and animal toxins [2, 3]. One important mast
accumulation of mast cells of abnormal morphology [1].  cell mediator is histamine, which increases permeability and
dilatation of vessels, resulting in swelling and redness [4].
Mast cells are most known for their involvement in type I
allergy, in which IgE binds tightly to the mast cell receptor
An editorial commenting on this article is available at https://doi. FceRI and, therefore, induces mast cell activation upon anti-
0rg/10.1007/510620-023-07923-3. gen contact [5]. MCAS is clinically indistinguishable from
systemic mastocytosis (SM), a rare genetic disease typically
caused by mutations in the KIT gene coding for the KIT
tyrosine-protein kinase. Both diseases are characterized by
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increased mast cell activation and accumulation of mast cells
in a variety of tissues [6]. The symptoms of MCAS and
SM patients are very diverse and include abdominal, neuro-
logical, cardiological, respiratory, and dermatological com-
plaints [7-11]. The severity of symptoms ranges from mild
over severe to life-threatening [12, 13]. Characteristically,
at the beginning of the manifestation of the disease, symp-
toms occur episodically, and a progression of symptoms is
observed during the course of the disease [14].

For a lot of patients, abdominal complaints are the major
problem in their disease. These complaints have many simi-
larities with those in irritable bowel syndrome (IBS). IBS is
classically characterized by chronic diffuse abdominal pain,
constipation, and diarrhea. Studies have shown that refrac-
tory IBS patients present with symptoms typical of MCAS
and have elevated mast cell-specific laboratory parameters

indicative of mast cell activation [15]. It was also found that
IBS patients on ketotifen therapy, an anti-histamine, had a
significant reduction in symptoms [16]. Based on these simi-
larities, it appears likely that there is an overlap of the two
disorders, highlighting the importance of clear diagnostic
criteria and more research about etiology and pathology of
both disorders.

MCAS is in real life severely underdiagnosed despite an
estimated prevalence of up to 17% [17], with negative con-
sequences for affected patients and the healthcare system.
In an effort toward the definition of clear diagnostic criteria
for MCAS, two main approaches (termed Consensus 1 and
Consensus 2) have emerged [6, 12, 18-24]. The most recent
versions of Consensus 1 [20] and 2 [24] assign different
criteria as a basis for the diagnosis of MCAS (Table 1). As
has been discussed recently [6], the criteria for diagnosis of

Table 1 Overview of the MCAS

. S . Consensus 1 [20]
diagnostic criteria according to

Consensus 2 [24]

Consensus 1 and Consensus 2

as discussed in [6]

@ Springer

1. Typical clinical symptoms of severe systemic (i.e.,
involving at least 2 organ systems) mast cell activation
include urticaria, flushing, pruritus, angioedema, nasal
congestion, nasal pruritus, wheezing, throat swelling,
hoarseness, headache, hypotensive syncope, tachycar-
dia, abdominal cramping diarrhea, and anaphylaxis

2. Involvement of mast cells is documented by bio-
chemical changes; preferred marker: increase in serum
tryptase level from the individual’s baseline to plus
20%+ 2 ng/mL; other mast cell-derived markers of
mast cell activation (histamine and histamine metabo-
lites, PGD, metabolites, and heparin) have also been
proposed, but are less specific than tryptase

3. Response of symptoms to therapy with mast cell-stabi-

lizing agents, drugs directed against mast cell mediator
production, or drugs blocking mediator release or
effects of mast cell-derived mediators

Diagnosis made by demonstrating all three of the above-
noted criteria; the diagnosed individual should then be
assessed for primary, secondary, or idiopathic MCAS
as outlined previously

Major Criterion

Constellation of clinical complaints attributable
to pathologically increased mast cell activity
(mast cell mediator release syndrome)

Minor Criteria

1. Genetic alterations of different MC genes
shown to increase mast cell activity

2. Evidence (typically from body fluids such
as whole blood, serum, plasma, or urine) of
above-normal levels of mast cell mediators
including

o tryptase

e histamine or its metabolites (e.g., N-methyl-
histamine)

© heparin

e chromogranin A (note potential confounders
of cardiac or renal failure, neuroendocrine
tumors, recent proton pump inhibitor use, or
chronic atrophic gastritis)

o other relatively mast cell-specific mediators
(e.g., eicosanoids including prostaglandin
(PG) D,, its metabolite 11-B-PGF,,, or leukot-
riene E4)

3. Symptomatic response to inhibitors of mast
cell activation or mast cell mediator produc-
tion or action

4. Multifocal order-disseminated infiltrates of
mast cells in marrow and/or extracutaneous
organ(s) (e.g., gastrointestinal or genitouri-
nary tract; > 19 mast cells/high power field)

5. Abnormal spindle-shaped morphology
in>25% of mast cells in marrow other extra-
cutaneous organs

6. Abnormal mast cell expression of CD2 and/
or CD25 (i.e., co-expression of CD117/CD25
or CD117/CD2)

Diagnosis established upon demonstration of
the major criterion combined with at least
one minor criterion (and in the unstated but
inferred absence of any other disease better
accounting for the patient’s problems)
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Consensus 1 are slightly stricter than those of Consensus 2,
whereas, at this point in time, it is debatable which approach
is more accurate.

Regardless of stricter or more lenient criteria, both
approaches have the goal to improve MCAS diagnosis.
Many MCAS patients have not yet been identified as such,
are unaware of their disease, and therefore do not benefit
from mast cell-specific therapy or even receive inappropri-
ate therapies.

Various medications are used to treat MCAS. These
include anti-histamines [25], the mast cell stabilizer cromo-
glycic acid [26], and slow-release vitamin C [27], which all
reduce mast cell activity and can reduce symptoms. In cases
of treatment failure, immunosuppressants or omalizumab
[28] can be tried [1]. A facultative symptomatic treatment is
necessary to break the vicious cycle of continuously mutu-
ally activating mast cells. Prerequisite for a response to every
drug therapy is the avoidance of mast cell trigger factors
[10, 12].

As mentioned above, MCAS is a disorder with variable
clinical presentation [6]. Accordingly, symptoms, triggers,
and laboratory values vary widely among patients. Against
this background and the estimated high prevalence [14], it
is evident that a more precise characterization of specific
subgroups could facilitate diagnosis and therapy. Cluster
analysis is an explorative statistical procedure in which
subgroups, i.e., clusters, are formed on the basis of various
characteristics. Cluster analyses have already proven to be
beneficial in the characterization of other clinical diseases,
such as fibromyalgia [29] and irritable bowel syndrome [30].
‘We therefore conducted a cluster analysis of MCAS patients
based on symptoms and triggers, with the aim of simplifying
the classification of patients on the basis of their medical his-
tory and open the road toward a more personalized therapy.

Methods
Participants

Data of 250 MCAS patients were included in the study
either from the specialized private practice of one of the
authors (MM) or from the Center for Rare Diseases at Bonn
University Hospital, between January 2019 and June 2020.
Requirements for inclusion in the study were an age of at
least 18 years and a proven mast cell activation syndrome
according to consensus 2 criteria [6]. Patients completed the
checklist as part of the diagnostic procedure. In this process,
a conspicuous score in the checklist represented one crite-
rion for the diagnosis of MCAS. Only patients in whom the
diagnosis was subsequently confirmed by the minor criteria
abnormal biopsy result and/or abnormalities in mast cell-
specific laboratory parameters were included in this study.

Instruments and Collected Data

The previously published checklist [14, 21] for the detection
of mast cell mediator release syndrome [14] served as the
data basis. In this checklist, patients were asked in a binary
fashion for various abdominal, neurological, cardiological,
dermatological, and respiratory symptoms as well as certain
factors leading to elicitation or exacerbation of symptoms
[14]. The initial trigger of the complaints could be named in
a free text column. In addition, data on age, sex, weight, and
height were collected. Mast cell-specific laboratory param-
eters such as tryptase in blood and N-methylhistamine in
urine had been assessed for more than 180 patients by MVZ
Labor Quade, Cologne, Germany. Chromogranin A, neuron-
specific enolase, and immunoglobulin E levels had also been
determined for the vast majority of MCAS patients [31-34].

Statistical Analysis
Cluster Analysis

Two-step [35] and hierarchical [36] cluster analyses were
performed using SPSS version 27.0 for macOS from IBM
SPSS, Chicago IL, USA. Factors that trigger discomfort
or lead to worsening of discomfort turned out to lead to
separable clusters and were therefore considered for cluster
analysis. These included physical exertion, heat, cold, stress,
alcohol consumption, sleep deprivation, periods of starva-
tion, and consumption of histamine-containing foods. Bayes-
ian information criterion (BIC) was used to determine the
optimal number of clusters. Cluster solutions were compared
with the silhouette measure for cohesion and separation. In
the second step, the three identified clusters were compared
in terms of baseline data collected, symptoms, and labora-
tory values using cross-tabulations. Significant differences
in the subgroups were detected using the Chi-square test for
categorical and the Kruskal-Wallis test for continuous vari-
ables. p-values of <0.01 were considered significant.

Clinical Associations

Possible associations between sex, triggers, symptoms, and
laboratory values were calculated. For two binary variables,
the p-value was calculated by Fisher’s exact test. When com-
paring a binary variable with a numerical one, the p-value
for the Wilcoxon—-Mann—Whitney test was calculated. In this
study, due to a wide variety of questions and the exploratory
nature of the study, many tests for significance were per-
formed. It should therefore be noted that with a significance
level of p <0.01, there is an average of 1 X erroneous rejec-
tion of the null hypothesis in 100 tests performed.
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«Fig. 1 A The prevalence of the triggers in the study cohort is given
as a percentage. B The prevalence of initial triggers is given as a per-
centage. C Result of two-step cluster analysis. A value of 1 means
that 100 percent of the patients in the cluster reported this trigger,
whereas a value of 0 indicates that none of the patients reported it. D
Prevalence of the symptoms in the three clusters given as a percent-
age. p-values were calculated with chi-square test

Results
Description of the Collective

In the MCAS patient cohort, about 86% were female. The
average patient age was 45 years (range 18-84 years). The
mean weight of the patients was within the normal range
with a BMI of 23.2 kg/m? (range 12.4—46.2 kg/m?).

Triggers of symptoms varied widely, with stress and con-
sumption of histamine-containing foods reported most fre-
quently (Fig. 1A). Heat was named as a trigger factor more
often than cold. The initial trigger could be identified by
almost half of the patients and was mainly related to stress,
surgery or hospitalization, and infections (Fig. 1B).

The symptoms reported by the MCAS patients were very
variable and affected different organ systems, including
various abdominal, neurological, respiratory, cardiological,
and dermatological symptoms. Neurological complaints, in
particular word-finding disorder and weakness/exhaustion,
affected almost every patient in the collective (Fig. 2A). On
the other hand, other symptoms, in particular dermatological
complaints, affected smaller subgroups (Fig. 2B-E). In the
majority of the collective, symptoms occurred episodically
and many observed a shortening of symptom-free intervals
(Fig. 2F).

Laboratory chemistry showed an increase of the mean and
median value only for N-methylhistamine. Tryptase, immu-
noglobulin E, chromogranin A, and neuron-specific enolase
showed abnormal values only in a few patients (Fig. 4A-E).

Two-Step Cluster Analysis Worked Better
than Hierarchical Cluster Analysis

To identify clusters, hierarchical cluster analyses were
performed first. Although the resulting clusters showed
already great similarity with the final results, they were not
completely stable with regard to cluster size and values for
the respective triggers in response to altered data sorting.
Therefore, a two-step cluster analysis for binary data was
conducted, since it is typically more robust with regard to
sorting dependency [37]. However, using the two-step clus-
ter analysis and taking all factors into account also shows a
slightly varying result with different sorting of the data. For
this reason, a predictor importance table supplied with the
two-step cluster analysis was generated. This showed with
descending influence physical exertion, heat, and cold as

the three most important provoking factors (Fig. 3A). The
other triggers showed a significant decrease in importance
and therefore were not chosen as cluster variables, but were
presented via cross-tabulations. Setting physical exertion,
heat, and cold as variables and log-likelihood as a meas-
ure of quality, a robust clustering result was shown, which
remained unchanged with different sorting of the data.

Bayesian information criterion (BIC) was used to deter-
mine the optimal number of clusters. The largest changes in
the values were seen when jumping from a 1- to a 2-cluster
solution and from a 2- to a 3-cluster solution. At 4 clus-
ters and beyond, the curve flattened and the BIC values
changed only slightly (Fig. 3B). The decision for a 3-cluster
solution was made due to the better silhouette measure for
cohesion and separation compared to the 2-cluster solution
(Fig. 3C-D). In addition, the 3-cluster solution provided the
best content interpretability (not shown).

The results showed that MCAS patients could be clas-
sified into three groups based on the factors that provoke
symptoms or cause an exacerbation of existing symptoms
(Fig. 1C). These factors include physical exertion, heat, cold,
stress, alcohol consumption, insomnia, periods of starvation,
and histamine consumption.

Cluster 1 Responded to All Triggers

The largest cluster with a total of 105 patients showed high
scores on all triggers (Fig. 1C). Discomfort was particu-
larly triggered by physical exertion, heat, and cold; the
three triggers were reported by all patients of cluster 1. Less
important was sleep deprivation and alcohol consumption,
although these triggers were still mentioned by at least 70
percent of the patients of cluster 1 (Fig. 1C).

Cluster 2 Did Not React to Cold

In the smallest cluster (54 patients), cold was not a trigger
of discomfort (Fig. 1C). Main triggers were instead physical
exertion and heat which were reported by all patients of the
cluster (Fig. 1C). The response to the other provoking fac-
tors was similar to that of the third cluster, but slightly more
pronounced. Alcohol consumption and starvation periods
were the least mentioned provoking factors (Fig. 1C).

Cluster 3 Showed Little Response to Physical Factors

The third cluster, consisting of 91 patients, showed the least
response to the mentioned triggers (Fig. 1C). In contrast
to the first two clusters, physical exertion and temperature
extremes were not significant factors (Fig. 1C). Except for
stress, the other triggers mentioned above were reported less
by this group of patients than by those in clusters 2 and
especially 1 (Fig. 1C).
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Fig.2 The respective prevalence of Abdominal (A), Respiratory (B), Neurological (C), Cardiological (D), and Dermatological (E) are given as
percentage. In F, the prevalence are given for progressive course of the complaints

Clinically, Clusters 1 and 2 Were More Severely
Affected than Cluster 3

In the second step, the prevalence of the symptoms in the
three clusters was compared (Fig. 1D). Patients from clus-
ters 1 and 2 reported abdominal, cardiac, dermatologic,
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respiratory, and neurologic symptoms significantly more
frequently than those of the third cluster (Fig. 1D). This
was most pronounced for cardiological and dermatologi-
cal symptoms. Increases in blood pressure, for example,
were reported approximately twice as often by the first two
clusters than by the third, and acne-like skin changes also
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occurred more than twice as frequently in the first two clus-
ters. The first and the second cluster, on the other hand, did
not differ significantly with regard to reported symptoms
(Fig. 1D). Differences between these two patient groups
(however, not reaching the level of significance) may exist
with regard to neurological complaints and may reach sta-
tistical significance in future studies with larger patient
numbers.

Laboratory Chemistry Results Between the Clusters

Laboratory chemistry revealed no evidence for significant
differences between the three clusters with respect to the
laboratory parameters immunoglobulin E, N-methylhista-
mine, tryptase, neuron-specific enolase, and chromogranin
A (results not shown).

Association Analysis of Symptoms and Triggers

As our analysis revealed clusters that differed with respect
to symptom triggers, we next asked if different triggers are
typically associated with specific symptoms or if certain
symptoms typically occur together. Indeed, closer inspection
showed that abdominal symptoms were primarily triggered
by histamine consumption. In addition, they were associated
with episodic symptom onset and symptom progression dur-
ing the course of the disease (Table 2).

For respiratory symptoms, no trigger showed a clear
significant association with multiple respiratory symp-
toms. However, respiratory complaints co-occurred with
symptoms in several other systems of the body, particularly
neurological symptoms, like fatigue attacks, headache, and
word-finding disorders (Table 2).

Dermatological complaints were most often associated
with the trigger physical exertion. In particular, the occur-
rence of flushing, itching, and acne-like skin lesions showed
a significant relationship to physical activity. Skin and
mucous membrane complaints occurred together with res-
piratory complaints, such as runny nose and irritable cough
(Table 2).

The triggers of the cardiological complaints were diverse.
These symptoms were associated with the occurrence of

Table 2 Associations between symptoms and triggers

physical weakness and exhaustibility as well as fatigue
attacks (Table 2).

Neurological complaints were mainly triggered by physi-
cal exertion and periods of hunger. Cold led to symptoms of
weakness and fatigue as well as headaches. Heat played only
a minor role with regard to this symptom group. Neurologi-
cal complaints showed many associations with other symp-
toms, especially cardiac and respiratory symptoms (Table 2).

There was a significant association between gender and
renal N-methylhistamine excretion. Women had significantly
higher mean and median values than men. In both sexes,
median and mean values were above the reference value of
6.5 pg/mmol/Cr/m? Body Surface Area (Fig. 4F).

All calculated p-values of associations between symp-
toms and triggers can be found in Supplemental Table 1.

Discussion
Cluster Analysis

The central result of the present study is the possibility
to divide MCAS patients into clinical subgroups. Taken
together, the MCAS patient collective presents with a uni-
form reaction to stress, consumption of histamine, alcohol
consumption, insomnia, and periods of hunger. The cru-
cial difference appears in the evaluation of heat and cold
as trigger factors, which resulted in the emergence of three
clusters:

e Cluster 1 can be considered as the group of high respond-
ers; complaints were caused by many triggers, including
temperature changes in either direction. The latter were
reported by all patients of the cluster.

e Cluster 2 comprises the intermediate responders, who
stated heat as a trigger but not cold, in contrast to the first
cluster.

e Cluster 3 covers the low responders, who were particu-
larly notable for their low response to the main triggers
of the first two clusters.

Classification of patients into three clusters allows the
division of MCAS patients on the basis of their medical

Symptom section Most commonly associated triggers

Associations

Abdominal complaints Histamine consumption

Dermatological complaints Physical exertion
Manifold

No clear association

Cardiological complaints
Respiratory complaints

Neurological complaints Physical exertion; starvation periods

Episodic course of symptoms; symptom progression

Respiratory symptoms (especially runny nose and irritable cough)

Hot flushes; weakness and fatigue

Mostly neurological symptoms

Many associations (especially cardiological and respiratory symptoms)
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(average of 9.7 pg/mmol/Cr/m? Body Surface Area versus the refer-
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above the reference value (F). The median NMH excretion was sig-
nificantly higher in women than in men (F)
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history. Physical triggers such as heat and cold are well
known from previous studies [38, 39]. Similar findings can
be observed in SM patients [40]. From a methodological
perspective, a cluster analysis on the basis of trigger factors
has not yet been applied to MCAS patients. Our study con-
firms the usefulness of this approach in MCAS patients as it
allows for the subtyping of patients based on the anamnesis
regarding the two physical triggers heat and cold, which is
not only clinically meaningful but also can serve as an easily
accessible and therefore an economic way to gain an esti-
mate of the patient’s needs. Patients who report heat and/
or cold will usually have more clinical symptoms (Fig. 1D)
and require closer medical care than patients who do not
report either trigger. Clusters 1 and 2 typically show more
symptoms overall, but especially many dermatological and
cardiological symptoms, to which special attention should
therefore be paid.

The commonly used laboratory parameters immuno-
globulin E, N-methylhistamine, tryptase, neuron-specific
enolase, and chromogranin A did not show any significant
differences in the three clusters and therefore cannot serve as
indicators for one of the clusters. This is in accordance with
previous reports showing that laboratory values are highly
diverse among patients and do not correlate with diseases
severity or symptoms ([6] and references therein).

Our results highlight the relevance of trigger factors
and underline once more that patients should be advised to
observe and subsequently avoid their specific triggers, in
addition to drug therapy [1]. While three distinct clusters
of patients emerged from our analysis, it should however be
noted that individual complaints vary greatly among patients
overall.

This type of heterogeneity among patients poses par-
ticular challenges not only to diagnosis, but also therapy.
The relatively new field of precision medicine attempts to
extract information, often from large amounts of data, aim-
ing at providing personalized therapies based on the precise
understanding of individual or stratified differences among
patients, in order to be able to deliver to each patient the
best type of therapy at the optimal time point and dosage to
maximize efficiency [41]. At the same time, it enables the
identification of specific biomarkers for identification of the
optimal therapy for an individual patient. Our study could
be seen as a first step toward tackling this heterogeneity in
MCAS, although much more data combined with machine or
deep learning strategies would be needed to identify precise
differences between patients. For such an approach, several
omics data would ideally be needed, e.g., patient genomes,
single-cell omics of mast cells, (gut) microbiomics, as
well as longitudinal, high-resolution data on diet, labora-
tory parameters and symptoms, and potentially even health
monitoring data from wearable or mobile sensors. Knowl-
edge about, e.g., the exact changes in mast cell genetics or
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signaling could have direct implications on the best symp-
tomatic therapy, like, for example, the choice between mast
cell stabilizers, anti-histamines, anti-IgE antibodies, or
suppression of mast cell development [42] or even suggest
new types of interventions, including diets to optimize gut
microbiota for MCAS patients. Indeed, a specialized sub-
area of precision medicine is precision nutrition, which
tries to optimize individualized nutritional advice based on
large amounts of data and machine learning or deep learning
approaches [43], which could prove particularly beneficial
for MCAS patients in the future, as many suffer from food
intolerances and are often looking for the right diet to man-
age their symptoms.

Association Analysis

With the help of association analyses, previously unknown
relationships between triggers and symptoms could be
established. To be more specific, this means for clinical
practice that patients with certain complaints can be given
recommendations for action to improve their quality of life.
This can be illustrated by specific examples: A patient with
neurological complaints could be informed about his symp-
toms being most likely associated with starvation periods
and physical exertion. If abdominal complaints occur, a pro-
gression of complaints and an episodic course of symptoms
can be expected.

It should be noted that this method is rarely used, but
offers great potential. In psychiatric research, association
analyses and networks are already used to work out which
symptoms are central to a disorder and how strongly they are
related [44, 45]. With this in mind, it also seems possible
that inferences can be made on a mechanistic basis. Thus,
certain symptoms could occur together because of the same
activation pathway or mediator being responsible. This also
requires a better link between clinical and basic research to
connect clinical findings with research results at the cellular
level [46].

Limitations

The applied symptom checklist currently has a binary scale
level. A more differentiated assessment that gives estimates
of symptom severity may facilitate the understanding of dif-
ferences in clinical symptomatology.

Furthermore, patients’ symptoms and triggers may
change over time, which cannot be assessed by our study
design. Therefore, it might be more appropriate to see
clusters as disease stages, which evolve over time. Lon-
gitudinal, circadian, and environmental changes are also
potential confounders for the interpretation of laboratory
parameters, which were determined at only one time point
as part of the diagnostic process. In follow-up studies,
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longitudinal data, including the laboratory parameters,
should therefore be collected under controlled conditions
(e.g., all patients on a specific diet) and at specific time
points during the study, which would furthermore allow
the inclusion of more objective data to complement sub-
jective patient-reported experience measures, like the
symptom checklist.

Conclusion

This is the first cluster analysis performed in MCAS
patients and thus the first approach to dissect the geneti-
cally highly heterogeneous disease into less clinically het-
erogeneous subgroups. Clustering can have an immediate
impact on daily clinical practice, as different clusters of a
disease could have different needs with regard to therapy
and supportive care. In this case, our results show that cli-
nicians should especially take note of the triggers reported
by patients, as they point toward different symptom loads
that should be expected, which could prompt them to
adjust symptomatic therapy accordingly. This is important
in order to avoid exacerbation of symptoms by a vicious
cycle of constantly mutually activating hyperactive mast
cells. The information could be helpful to identify at-risk
patients more easily.

The association analyses are new in the sense that they
establish connections between triggers and symptoms that
have not been described before. This allows an even more
differentiated approach to the patient. Depending on which
complaints the patient describes, the trigger can be named,
a statement can be made about accompanying complaints,
and recommendations about measures to reduce complaints
can be given.

In summary, our study confirms the utility of a cluster
analytic approach and the potential of association analysis
to improve the understanding of MCAS and to personalize
the therapy. To validate the results of our study, prospective
longitudinal studies should be performed in future.
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