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1. Zielsetzung

Ziel des Positionspapiers ist die wissenschaftlich begriindete Bewertung der
verfugbaren Testsysteme der in-vitro Allergiediagnostik. Dazu werden die zur
Verfiigung stehenden serologischen und zellularen Systeme in Bezug auf Diagnostik,

Pravention und Therapiekontrolle evaluiert.

Ein weiteres Ziel des Positionspapiers ist Perspektiven zur Weiterentwicklung der in-
vitro Allergiediagnostik darzustellen, um im Bereich der Basisdiagnostik und auch
spezialisierter Anwendungen die diagnostische Wertigkeit zu steigern. Dies umfasst
auch Aspekte zur Weiterentwicklung der Standardisierung verschiedener

Testverfahren.



2. Allgemeiner Tell

Praanalytik, Analytik und Postanalytik beeinflussen die Qualitat der Labordiagnostik.

In der praanalytischen Phase sind Aspekte der Indikationsstellung sowie die
Probenabnahme, -aufbereitung, -lagerung und -handhabung von zentraler Bedeutung.
In der analytischen Phase werden Methoden hinsichtlich ihrer Reproduzierbarkeit,
Sensitivitat, Spezifitdt und technischen Durchfihrung Gberprift. Dies gilt insbesondere
fur komplexere zellulare Testverfahren. Fragen der internen und externen
Qualitatskontrolle sind von essentieller Bedeutung. In der postanalytischen Phase

stehen Interpretation, Beurteilung und Einordnung des Testbefundes in das
Krankheitsbild im Mittelpunkt. Ein zukunftiges Ziel soll dartber hinaus die Entwicklung

von Konsensusprotokollen zur Testdurchfiihrung sein.

Bei der Anwendung der Testsysteme fur in-vitro Allergiediagnostik gelten die
allgemeinen Standards der "Guten Laborpraxis (GLP)". Zentraler Teil der Postanalytik
ist die medizinische Befundung und Beurteilung der Testresultate. Dies setzt seitens
des Arztes eine (spezialisierte) Erfahrung im Umgang mit den jeweiligen
Testverfahren voraus. Insbesondere komplexere und zellulare Methoden stellen hohe
Anforderungen an die Praanalytik und Analytik. Eine entsprechende Schulung und

Erfahrung ist daher auch beim technischen Personal von essentieller Bedeutung.

Die Qualitatssicherung im diagnostischen Laboratorium wird geregelt durch die
Bundesarztekammer (BAK). Hierzu erlasst die BAK Richtlinien, die fur den Anwender
absolut verbindlich sind. Die letzte Richtlinie der BAK zu Qualitatssicherungs-
maBnahmen im Laborbereich wurde im Deutschen Arzteblatt im Februar 2008

publiziert (ref).

Diese Richtlinie ist von all denjenigen Arztinnen und Arzten anzuwenden, die
laboratoriumsmedizinische Untersuchungen durchfihren. Also gilt sie nicht nur fur
Fachéarzte der Laboratoriumsmedizin und deren Praxen, sondern auch fur alle
anderen Arztinnen und Arzte, die innerhalb ihrer Praxen Labortests im Rahmen der
Patientenversorgung durchfihren oder interpretieren. Dartber hinaus gilt diese

Richtlinie sowohl fir den ambulanten als auch den Krankenhausbereich.



In der aktuellen Richtlinie sind eine Reihe von gravierenden Anderungen

aufgenommen worden, die auch fiur den Bereich der In-vitro-Allergiediagnostik

Auswirkungen haben. Die wichtigsten Aspekte seien hier zusammengefasst:

Es wird fur die Durchfihrung der internen und externen Qualitatskontrolle ein
umfassendes Dokumentationssystem gefordert. Dies lehnt sich im Wesentlichen
an die Richtlinien fur die Akkreditierung von diagnostischen Laboratorien an. D.
h. ein Labor/Praxis, welches sich den Akkreditierungsregeln unterwirft, kann

davon ausgehen, dass es die MaRRgaben der RiLiBAK entsprechend erfiillt.

Hierzu zahlen u. a. das Fihren eines Qualitdtsmanagement-Handbuchs, das
Anlegen von Standardarbeitsanleitungen (SOP) fir Tests und Geréte,
Validierung der eingesetzten Testverfahren, Lenkung der Dokumente, Klarung
von Beschwerden, Feststellung von Fehlern und MalRnahmen zu deren

Korrektur, die Durchflihrung interner Audits.

Eine solche Akkreditierung des diagnostischen Laboratoriums kann erfolgen z. B.
nach DIN EN ISO 15189. Offizielle Stellen in Deutschland, die zugelassen sind
solche Akkreditierungen diagnostischer Laboratorien durchzufihren, sind z. B.
die Deutsche Akkreditierungsstelle Chemie GmbH (DACH; www.dach-gmbh.de)
oder die Zentralstelle der Lander fir Gesundheitsschutz bei Arzneimitteln und

Medizinprodukten (ZLG; www.zlg.de).

Wenn auf eine Akkreditierung verzichtet wird, so muss der verantwortliche Arzt
die Einhaltung der entsprechenden Qualitatsregeln, wie sie in der RILIBAK

festgehalten sind, sicherstellen, tlberwachen und kontrollieren.

Fur alle eingesetzten Labortests missen interne Qualitatssicherungs-
maflnahmen durchgefiihrt werden. Diese erfolgen mit so genannten
Kontrollproben. Diese Kontrollproben missen mindestens in jedem Testlabor
eingesetzt werden. Die Kontrollprobenmessungen werden bewertet. Hierbei sind
bestimmte Fehlergrenzen in der Messabweichung zu beachten. Wie diese
Fehlergrenzen berechnet werden kénnen, fir einzelne Tests, ist ebenfalls in der
RILIBAK dargestellt.



Wichtig ist, dass bei einer Messabweichung des Einzelwertes, aufR3erhalb der
vorgegebenen Fehlergrenze, Konsequenzen fir die Freigabe der
Messergebnisse von Patientenproben resultieren. Dieses ist ebenfalls in der
RILIBAK geregelt.

Wichtig ist deshalb, dass diese internen Qualitatssicherungsmaflinahmen fur alle
Tests gelten, die im Rahmen der Patientenversorgung eingesetzt werden. Also

auch fur spezifisches IgE, spezifisches IgG, zellulare Tests u. a. .

» Die externe Qualitatskontrolle (= Ringversuche)
Die externe Qualitatskontrolle ist ein weiterer essentieller Aspekt des
Qualitditsmanagementsystems. Fir alle in der Praxis/im Labor durchgeflhrten
Tests muss an entsprechenden nationalen Ringversuchen teilgenommen
werden, die von anerkannten Referenzinstitutionen angeboten werden. In
Deutschland sind dieses insbesondere zwei Referenzinstitutionen, namlich das
Referenzinstitut fur Bioanalytik der Deutschen Gesellschaft fur Klinische Chemie
und Laboratoriumsmedizin (www.dgkl-rfb.de) sowie Instand e. V. (www.instand-

ev.de).

Es muss unterschieden werden zwischen so genannten RILiBAK-pflichtigen
Parametern, die in der Tabelle Bla bis ¢ aufgefiihrt sind und solchen, die nicht-
RiLIBAK-pflichtig eingestuft wurden. Zu ersteren zahlt das Gesamt-IgE als
einzigem Parameter der In-vitro-Allergiediagnostik. Alle anderen Parameter der
Allergiediagnostik unterliegen der zweiten Kategorie. Bei den RiLiBAK-pflichtigen
Parametern besteht bei den Ringversuchen eine quartalsweise Teilnahmepflicht,
wahrend bei den nicht-RiLIBAK-pflichtigen = Parametern, gem. der
Gremienbeschliisse fir den Bereich Medizinische Laboratoriumsdiagnostik, eine

Teilnahme an Ringversuchen mindestens 2-mal jahrlich erfolgen muss.

Die Reagenzienqualitat stellt in der in-vitro Allergiediagnostik eine Herausforderung

dar. FUr den Einsatz von Allergenpréparationen in in-vitro Tests ist die nach dem



jeweiligen Stand der Wissenschaft hochstmogliche Qualitat der Allergene zu fordern.
Die qualitative und quantitative Zusammensetzung der eingesetzten Allergene soll mit
den einschlagigen biochemischen und molekularen Methoden analysiert werden. Fur
den Einsatz zur Diagnostik spezifischer IgE-Antikdrper kdnnen als wissenschatftlich
begriindet solche Allergene angesehen werden, fir die positive Humanseren
vorliegen, die durch entsprechende Kklinische Symptome, bzw. Provokationstests
charakterisiert sind. In Einzelfallen kénnen auch Allergene als wissenschaftlich
abgesichert angesehen werden, sofern die Wirksamkeit allergenspezifischer IgE-
Antikdrper mit Hilfe von in-vivo Testungen (z. B. Hauttestungen) belegt werden
konnte. Fur diese und alle anderen in den Assayverfahren verwendeten Reagenzien
mussen die jeweiligen physiko-chemischen Eigenschaften in Bezug auf Haltbarkeit

und Stabilitdt im Testsystem bekannt sein.

Zur Erzielung zuverlassiger Analysenergebnisse ist die Funktionsfahigkeit der
benutzten Reagenzien und Messgerate zu gewahrleisten. FUr diagnostische
Verfahren sind ausschlie3lich geeignete, wissenschaftlich abgesicherte Methoden zu

verwenden.

Fur die nachfolgende Bestandsanalyse der verschiedenen in-vitro Tests wurden
soweit verfugbar als Basis publizierte Studien herangezogen, in denen ein Vergleich

zur Klinik validiert worden ist.

Interne und externe QualitatssicherungsmafRnahmen tragen im Labor entscheidend

zum gleichbleibend hohen Qualitatsstandard bei.




3. Gesamt IgE

3.1 Allgemeines

Antikdrper der Immunglobulinklasse E (IgE) kommen im Serum im Vergleich zu den
anderen Immunglobulinklassen in wesentlich geringerer Konzentration vor. Sie
besitzen die Fahigkeit, tber die Bindung an selektive hoch- oder niedrigaffine zellulare
Rezeptoren spezifische Reaktionen des Immunsystems auszulésen (1). Sie
unterscheiden sich strukturell von 1gG-Antikérpern durch eine zusatzliche sog. CH-

Region der konstanten Region der schweren Kette.

Fur die Erstellung der Standardkurve zur Bestimmung des Gesamt IgE ist ein
internationaler = WHO-Standard verfugbar und ermdglicht eine absolute

Konzentrationsbestimmung des Gesamt-IgE.

3.2 Indikationen zur Bestimmung von Gesamt-IgE

. im Zusammenhang mit der Bestimmung von spezifischem IgE:

— als Hinweis fur das Vorliegen einer atopischen Disposition in Verbindung mit
dem spezifischen IgE,

— als Interpretationshilfe fur die Beurteilung der spezifischen IgE-
Konzentration

. in besonderen Fallen zur ergdnzenden Diagnostik von Erkrankungen, die mit

Atopie assoziiert sein kbnnen:

—  Urtikaria, Quincke-Odem, eosinophile Gastroenteritis, unklare Exantheme,
Verdacht auf Arzneimittel-Allergien.

. bei weiteren Erkrankungen im Rahmen der Differenzialdiagnostik:

—  bei eosinophilen Lungeninfiltraten, allergischer Alveolitis (z. B. bei
Farmerlunge oder Taubenzichterkrankheit) oder Vaskulitiden wie der
Wegenerschen Granulomatose und dem Churg-Strauss-Syndrom, bei
allergischer bronchopulmonaler Aspergillose.

. zur Diagnostik und Therapiekontrolle:



—  bei Parasitosen, besonders bei unklarer Bluteosinophilie und negativem
Parasitenbefund, z. B. Filariose, Trichinose, Toxocariasis, Capillaria

philippensis, tropische Eosinophilie.

. im Rahmen der Diagnostik angeborener oder erworbener Immundefekte:

—  T-Zell-Defekte oder Hyper-IgE Syndrom.

3.3  Bestimmungsmethoden

Das Gesamt-IgE kann in Serum, Plasma oder Sekreten untersucht werden.

Verfahren sind:

* Nephelometrie,

* Immunoassays mit kompetitiven oder immunometrischen Verfahren und

Anwendung eines Enzym-, Fluoreszenz-, Lumineszenz- oder radioaktiv

markierten Anti-lgE-Reaktionspartners

3.4  Referenzbereiche (fir Serum)

Die Angaben zu Referenzbereichen fir das Gesamt-IgE variieren. Je nach

verwendeter Methode und epidemiologischer Datenbasis kénnen die Normalwerte

hoher oder niedriger ausfallen (2). Im Alter von sechs bis 14 Jahren ist die Streuung

der Normalwerte am héchsten (3). Die Gesamt-IgE Werte werden auch durch Nikotin-

oder Alkoholgenuss beeinflusst.

3.5 Bewertung

Erhohtes Gesamt-IgE im Rahmen der Atopiediagnostik:



Die hochsten IgE Werte finden sich bei der atopischen Dermatitis. Konzentrationen
von mehr als 10.000 U/ml kénnen erreicht werden. Bei sehr hohen Werten (> 20.000
U/ml) muss differenzialdiagnostisch ein zellularer Immundefekt ausgeschlossen
werden (4). Hohes Gesamt-IgE gepaart mit stark vermehrter Eosinophilenzahl muss
an eine Parasitose denken lassen oder ein Hypereosinophilie-Syndrom (5). Hohere
Gesamt-lgE-Werte finden sich dariber hinaus wahrend der Zeit der Allergen-
Exposition. Generell ist die Bestimmung des Gesamt-IgE zum Atopie-Screening
weniger gut geeignet als das spezifische IgE gegen haufige Umweltallergene
(Sammeltestung, keine Einzeltestung). Ein hohes Gesamt-IgE ist fuir das Vorliegen
einer Atopie nicht beweisend, andererseits schliel3t ein normales (s.0.) Gesamt-IgE

eine atopische Erkrankung nicht aus (6).

Atopiediagnostik im Nabelschnurblut:

Ein Wert kann nur beurteilt werden, wenn sichergestellt ist, dass das Nabelschnurblut
nicht mit matterlichem Blut kontaminiert wurde. Eine Erhéhung des Nabelschnur-IgE >
0,9 U/ml kann als pradiktiver Parameter fur ein Atopierisiko angesehen werden (7).
Hingegen schlieBen Werte < 0,9 U/ml die Atopieentwicklung nicht aus. Aus diesem
Grund ist das Nabelschnur-IgE-Screening nicht zu empfehlen. Diese Bestimmung
sollte einer Risikopopulation, z. B. positive Atopie-Anamnese in der Familie,

vorbehalten bleiben.

Immundefekte:

Eine Vielzahl von angeborenen Immundefekten, insbesondere des zellularen
Immunsystems, kann mit einer Erhdhung des Gesamt-IgE einhergehen (8). Im
Rahmen der Immundefektdiagnostik ist die Bestimmung des Gesamt-IgE Teil des
Screenings fur das humorale Immunsystem, zusammen mit den Ubrigen

Immunglobulinklassen und -subklassen.

Infektionskrankheiten:
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Im Rahmen der HIV-Infektion entwickelt sich insbesondere im Spatstadium bei
ausgepragter Depletion der CD4+-Zellen ein atopiedhnliches Syndrom, welches mit
zum Teil exzessiver IgE-Erhohung einhergeht (9). Nach bestimmten
Infektionskrankheiten wie Mykoplasmen-Infektionen, Pertussis und Masern sowie

RSV-Bronchiolitis sind Gesamt-IgE-Erh6hungen beobachtet worden.

Weitere Erkrankungen:

Erhéhungen des Gesamt-IgE finden sich auch bei folgenden Erkrankungen:

* bestimmte Autoimmunerkrankungen,
* Churg-Strauss-Syndrom,
* einige maligne Erkrankungen und

* Lymphome.

Fazit: Das Gesamt-IgE dient im Zusammenhang mit der Bestimmung des spezifischen
IgE als zusatzlicher Parameter zur Beurteilung fur die spezifischen IgE-Werte, es kann
jedoch eine spezifische Sensibilisierung nie ausschlieRen oder nachweisen. Zum
LAtopie-Screening” ist das Gesamt-IgE nur eingeschrankt geeignet. Aul3erhalb der
Allergologie besitzt das Gesamt-IgE vor allem eine Bedeutung bei der Diagnostik von

Parasitosen und Immundefekten.

3.6 ,Freies* Gesamt-IgE

Wenn Patienten mit Anti-IgE (Omalizumab) behandelt werden, kdnnen die Ublichen
Gesamt-lgE-Messungen abweichende Werte zeigen, so dass ein Assay notwendig ist,
der ausschlie3lich das freie totale IgE bestimmt (10;11). Bei diesem Assay wird ein
biotinylierter Fce-R1-Antikdrper zu dem Serum des Patienten gegeben. Das freie IgE,
das nicht von dem Anti-lgE-Antikérper (Omalizumab) komplexiert wurde, wird an den
biotinylierten Anti-Fce-R1-Antikérper binden. Diese Serumprobe wird dann mit einem
an eine Festphase gekoppeltes Anti-IgE inkubiert. Das gebundene biotinylierte Anti-
Fce-R1 wird dann Uber Streptavidin nach Substratzusatz enzymatisch bestimmt. Die

Menge der gebundenen biotinylierten alpha-Kette ist proportional gegenuber der
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Menge des freien IgE in der Serumprobe. Eine Referenzkurve wird mittels eines
kommerziell erhaltlichen Gesamt-lgE-Kalibrator erstellt. Es wird empfohlen, ein bis
drei Monate nach Beginn einer Anti-lgE-Behandlung das totale freie IgE zu
bestimmen, allerdings steht der Test noch nicht zur Routineanwendung zur
Verfigung. Das Assay-System ist geeignet, um Patienten, die mit Omalizumab

behandelt werden zu verfolgen und gegebenenfalls die Dosis anzupassen.
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4. Spezifisches IgE (sIgE)

4.1  Allgemeines

Spezifisches IgE beschreibt diejenige Fraktion der gesamten IgE-Antikérper im
Serum, deren Spezifitit gegeniber bestimmten Allergenen mit Hilfe von in-vitro
Testverfahren bestimmt werden kann. Der Nachweis von slgE bedeutet, dass eine
spezifische Sensibilisierung gegen das entsprechende Allergen vorliegt. Es muss
anschlieBend Uberprift werden, ob die gefundene Sensibilisierung von Klinischer
Relevanz ist. Das sIgE ist damit nur ein Parameter in der klassischen allergologischen
Stufendiagnostik: Anamnese - Hauttestung - Laboruntersuchung - Provokation.

Die Qualitat der verwendeten Allergene oder Extrakte (z.B. intakte Konformation der
Proteine, Reinheitsgrad) spielt fur die Bestimmung des spezifischen IgE eine zentrale

Rolle.

4.2  Indikationen
Die Bestimmung von sIgE im Serum und die Hauttestung sind in der Allergie-
Diagnostik grundsatzlich als gleichwertig zu betrachten.
Zur Bestimmung des slgE werden primare und sekundare Indikationen unterschieden.
Der primare Nachweis von sIgE, d.h. Bestimmung vor anderen diagnostischen
Malinahmen wie der Hauttestung, ist indiziert bei:
» Patienten, bei denen die Hauttestung schwierig durc  hzufthren ist
verminderte Belastbarkeit des Patienten (Graviditat, Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, vasomotorische Dysregulation,
Hautveranderungen im Testbereich
Vorliegen einer Urtikaria factitia
Sauglinge und Kleinkinder
andere Kontraindikationen zum Hauttest oder anderer diagnostischer Verfahren
(Antihistaminikaeinnahme etc.)

Allergene, die flr die Hauttestung nicht verfligbar sind

» Gefahrdung des Patienten

Z.B. anaphylaktischer Schock
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Verdacht auf hochgradige Sensibilisierung (Insektengiftallergie,
Arzneimittelallergie, insbesondere beta-Laktamantibiotika)

Einnahme von interferierenden Medikamenten wie Beta-Bockern im Einzelfall

» Der sekundéare Nachweis von sIgE, d.h. die Bestimmun g nach anderen
diagnostischen MalRnahmen, ist indiziert:
als zusatzlicher Baustein bei Diskrepanz zwischen Hauttest und Anamnese
in Einzelfallen bei weiteren klinisch ausgewahlten Fragestellungen zur
zusatzlichen Abschatzung des Sensibilisierungsgrades - auch als zusatzliche
Malinahme zur Vorbereitung fir die Provokation oder die spezifische

Immuntherapie

4.3 Bestimmungsmethoden

Klassische Bestimmungsmethoden

Es existieren zahlreiche Methoden zur Bestimmung des sIgE, die auf &ahnlichen
Prinzipien beruhen: spezifische Allergenextrakte und teils verfigbare rekombinante
Allergene werden entweder an eine feste Phase gekoppelt oder als Flussigallergene
eingesetzt, an die Immunglobuline mit entsprechender Spezifitat nach Inkubation
binden (12). Im Falle der Verwendung von Festphasen sollten deren Oberflache die
Aufnahme einer ausreichenden Menge und eine Qualitat der Allergene sicherstellen,
so dass im Idealfall die Gesamtheit des sIgE gebunden werden kann. Nach Entfernen
der ungebundenen Immunglobuline werden in einem anschlielBenden
Inkubationsschritt radioaktiv, mit Fluoreszenz markierte oder enzymgekoppelte Anti-
IgE-Antikdrper (AK) zugesetzt. Die gebundenen Anti-lgE-Antikbrper werden entweder
durch direkte Bestimmung der Radioaktivitat, der Fluoreszenzintensitat oder nach
Zusatz eines Substrats durch die Messung der enzymatisch eingeleiteten Farbreaktion
nachgewiesen. Die Quantifizierung gelingt durch eine auf bekannte Gesamt-IgE-
Mengen bezogene Eichkurve (heterologe Interpolation). Dabei werden eine dem
WHO-Standard fir Gesamt-Igg Werte angepasste Eichkurve zur Bestimmung der
slgE-Werte zugrunde gelegt oder kinstlich-definierte Einheiten verwendet. Somit ist
bis heute eine echte Quantifizierung des sIgE im eigentlichen Sinne nicht mdglich.
Abgesehen von den verwendeten Allergenen unterscheiden sich die Testsysteme
nicht nur in der Festphase zur Kopplung der Allergene, sondern auch in den

notwendigen Reagenzien und dem anschlie3enden Detektionssystem (Tabelle 1).
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Blotverfahren

Dot-blot mit nicht aufgetrennten Allergenmolekilen

Eine Form der vereinfachten semiquantitativen Bestimmung von sIgE wird mit der
Entwicklung von Streifentests angestrebt. Die an die Streifen gekoppelten
Allergene werden zunachst mit Serum, anschlielRend mit Anti-lgE-AK inkubiert und
die allergenspezifische Bindung mit einer Farbreaktion sichtbar gemacht. Zur
Semiquantifizierung erfolgt ein Vergleich mit einer standardisierten Farbskala. Die

Standardisierung und die Quantifizierung stellen bei dieser Methode Probleme dar.

Westernblot (kein  Routineverfahren, aufwendig, nur fir ausgewahlte
Fragestellungen oder Forschungszwecke)

Die verschiedenen Allergenquellen (z.B. Baum- oder Graspollen) enthalten
unterschiedliche Allergenkomponenten (z. B. Bet v 1, Bet v 2 etc.), die sich
molekular differenzieren lassen. sIgE-Antikorper gegen diese Einzelkomponenten
lassen sich im Westernblot-Streifentest qualitativ analysieren. Die durch
Elektrophorese getrennten und auf geeignete Membranen Ubertragenen (Glyko-)
Proteinkomponenten der Allergenextrakte werden in Streifen geschnitten mit
Serum inkubiert. Der Nachweis der IgE-Bindung erfolgt anschlielend unter
Verwendung von Anti-lgE-AK mit den bekannten Nachweisverfahren. Als erstes
klinisch relevantes Beispiel hat sich die Bestimmung von IgE-Antikdrpern gegen
Komponenten aus Aspergillus fumigatus etabliert, um die allergische broncho-
pulmonale Aspergillose abzugrenzen (s. u.). Dartber hinaus gibt es bis heute nur
vereinzelte Hinweise, dass das Vorkommen von sIgE-AK gegen ein Muster von
Allergenkomponenten mit bestimmten Erkrankungen oder Verlaufen korreliert. Es
bleibt daher abzuwarten, inwieweit der Nachweis von Allergenkomponenten
einzelner Spezies dem Kliniker zusétzliche Auskiinfte geben kann (siehe auch
rekombinante Allergene).

Validitat, Linearitat, Parallelitdt und Reproduzierbarkeit der verschiedenen
Testsysteme konnen durch unterschiedliche Variablen (Tabelle 2) beeinflusst

werden.
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4.4  Interpretation

Allgemeines

Das Ergebnis der spezifischen IgE-Testung kann nur im Zusammenhang mit
Anamnese, Klinik und den eventuell zusatzlichen Ergebnissen organspezifischer
Provokationstests richtig interpretiert werden. Die quantitativen Ergebnisse der sIgE’s
werden Ublicherweise von den verschiedenen Herstellern in Graduierungen oder
Klassen eingeteilt. Sowohl die Allergenzusammensetzungen, die verwendeten
Reagenzien als auch der technische Aufbau der Bestimmungsmethoden weichen
erheblich voneinander ab, so dass ein quantitativer Vergleich der Ergebnisse
gemessen mit unterschiedlichen Systemen kaum maglich ist. Verschiedene Hersteller
bieten eigene Qualitatskontrollen an, die eine Vergleichbarkeit der Testergebnisse
zwischen den Laboratorien sicherstellen sollen. Da die meisten Erfahrungen mit dem
seit langem verfigbaren Phadebas-RAST System und seiner Weiterentwicklung, dem
ImmunoCAP-System von Phadia, (13) vorliegen, sind beide Methoden in vielen
Studien als Referenzsysteme fiur vergleichende Untersuchungen angewandt worden.
Dennoch kdnnen diese Tests nicht als Standard verwendet werden, weil die Variablen
der in-vitro sIgE-Bestimmung auch in diese Systeme mit eingehen. Erst bei
Verfugbarkeit von nationalen und internationalen Standards und entsprechenden
Reagenzien zur Erstellung einheitlicher Standardkurven ist eine Vergleichbarkeit der
Methoden mdoglich. Untersuchungen von Ollert et al. 2005 (14) zeigten, dass eine
Herabsetzung der Quantifizierungsgrenze von 0,35 kU/L auf 0,1 kU/L, die technisch
mit der neusten Gerategeneration mdoglich wurde, eine bessere Uberstimmung
zwischen Hauttestbefunden und den spezifischen IgE-Werten ergab. Weitere
Untersuchungen sind allerdings erforderlich, um die Wertigkeit der Nachweisgrenze

als klinische Entscheidungsgrenze zu tberprifen.
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Screening-Tests fur spezifische IgE-Antikdrper

Eine Vielzahl von Screening-Tests ist zum Nachweis von sIgE gegen Mischungen aus
Nahrungsmittel- und Inhalationsallergenen verfiigbar. Ein positiver Screeningtest
besagt lediglich, dass eine Sensibilisierung gegen eines oder mehrere Allergene
vorliegt. Grundsatzlich ist das Screening zu begrufRen, wenn damit die
Rationalisierung der Diagnostik erreicht wird, jedoch sollte der Screening-Charakter
dieser Untersuchungen deutlich sein. Generell muss jedoch der Stellenwert solcher

Screening-Tests in groReren Studien evaluiert werden.

Durch den Nachweis erhohter Allergen-spezifischer IgE-AK lasst sich eine (IgE-vermittelte)
spezifische Sensibilisierung dokumentieren, deren klinische Aktualitéat/ Relevanz mittels

Anamnese und ggf. Provokationstests bewertet werden muss.

Einschrankung  der  Spezifitit des  Nachweisverfahrens und  der
Relevanzbeurteilung bei Vorliegen von Kreuzreaktion en gegen
Kohlenhydratepitope (Cross-reactive Carbohydrate De  terminants (CCD))

Viele Allergene pflanzlichen Ursprungs sind Glykoproteine, bestehend aus einem
Protein und einer oder mehreren kovalent gebundenen Kohlenhydratseitenketten. Im
Gegensatz zu klassischen Peptidepitopen tragen die Glykoepitope dazu bei, dass
Allergene auch aul3erhalb phylogenetisch verwandter Proteinfamilien
Gemeinsamkeiten aufweisen. Da Glykoepitope pradestiniert sind, ausgepragte
Kreuzreaktionen zu verursachen, werden sie auch als kreuzreaktive
Kohlenhydratdeterminanten (Cross-reactive Carbohydrate Determinants, abgekuirzt
CCD) bezeichnet. Spezifisches Anti-CCD-IgE in Seren von Pollenallergikern z.B. ist
fur die Kreuzreaktivitat mit vielen Inhalations- und Nahrungsmittelallergenen sowie den
Hymenopterengiften und Latex verantwortlich. Zumeist fehlt aber die Kklinische
Relevanz dieser Sensibilisierung (15-19). Das hatte man zunachst mit einer niedrigen
Affinitdt erklart und einer geringen biologischen Aktivitat des Anti-CCD-IgE
zugeschrieben. Jin et al. (20) zeigten, dass Anti-CCD-lgG-Antikorper starker an CCD
binden als an Proteine, so dass eine geringe klinische Relevanz der Anti-CCD-IgE
maoglicherweise auf einer Toleranzinduktion dieser ubiquitdr vorkommenden Epitope
durch den Genuss CCD-haltiger pflanzlicher Nahrungsmittel mit der Folge der Bildung
.blockierender” Anti-CCD-IgG beruht.
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Bedeutung der CCD fur die allergologische in-vitro-Diagnostik:

1. CCD scheinen die Spezifitdt der IgE-Detektion nachteilig zu beeinflussen (positive
Reaktionen ohne klinische Relevanz).

2. Bei einigen Patienten wurden allerdings sowohl bei Nahrungsmittel- als auch bei
Insektengiftallergie Hinweise fiir eine klinische Relevanz von Anti-CCD-IgE gefunden,
so dass die in-vitro-Diagnostik auf die CCD nicht verzichten kann.

An das Vorliegen von Anti-CCD-IgE sollte gedacht werden bei: a). Diskrepanz
zwischen Hauttest- und serologischen Befunden und b). bei IgE-Positivitat gegentiber
vielen  verschiedenen pflanzlichen  Allergenen  (17;21) sowie beiden
Hymenopterengiften (Bienen- und Vespidengift) (16;22;23) und im Falle Latex-
spezifischer IgE-Antikorper ohne klinische Relevanz (24;25)

Im Wesentlichen sind diejenigen in-vitro-Testverfahren beeintrachtigt, die auf einer
Antikoérperbindung beruhen. Obwohl zellulare Tests (u.a. Basophilen-Aktivierungstest)
weniger durch CCD-IgE beeinflussbar zu sein scheinen, zeigen Untersuchungen an
Insektengiftallergikern, die IgE-positiv fir beide Hymenopterengifte sind, mehrheitlich

auch im Basophilenaktivierungstest eine Doppelpositivitat (26).

Verbesserung der CCD-dominierten in vitro-Allergiediagnostik

Die Bestatigung des Verdachts auf das Vorliegen von Anti-CCD-IgE kann mit Hilfe
eines CCD-haltigen Screening-Allergens (z.B. Meerettichperoxidase, Bromelain,
Ascorbatoxidase) in den IgE-Nachweisverfahren erfolgen. Eine Inhibitionstestung mit
dem verwendeten CCD-Screening-Allergen kann die Testspezifitdt deutlich

verbessern (23).

IgE-Reaktivitditen konnen gegen kreuzreaktive Kohlenhydratdeterminanten (CCD)
gerichtet sein, die die Spezifitdt der IgE-Detektion verringern, aber meist ohne
klinische Relevanz sind. Der in vitro-Nachweis kann tGber CCD-haltige Antigene, z.B.

Meerrettichperoxidase oder Bromelain erfolgen.

Rekombinante Allergene und Microarray
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Neben den natirlichen Allergenquellen und den daraus hergestellten Extrakten
kbnnen auch durch Reinigung gewonnene oder rekombinant, d.h. mittels
biotechnologischer Verfahren, hergestellte Allergene fir die in-vitro Diagnostik
eingesetzt werden. Der Begriff ,Allergen” wird leider mehrdeutig verwendet: In der in
vitro-/in vivo-Diagnostik bezeichnete man bisher die Allergenquelle als ,Allergen®. In
der molekular-orientierten Forschung verstent man unter ,Allergen® die
Allergeneinzelkomponenten der Allergenquellen, z.B. Phl p 1 als ein Allergen des
Lieschgras-Allergenextraktes. Die molekulare Charakterisierung von
Einzelkomponenten in Allergenextrakten und ihre gezielte Verwendung fur die in vitro
und in vivo Allergiediagnostik erlauben es, eine Komponenten aufgeldoste Diagnostik
zu etablieren (27). Eine derartig verfeinerte Diagnostik ist allerdings nur dann sinnvoll,
wenn sie Konsequenzen fir die Beratung und Therapie beinhaltet.

Fur die rekombinante Herstellung von Einzelallergenen wird das Gen, das fur das
bestimmte Allergen kodiert, aus seiner nattrlichen Allergenquelle isoliert und meist in
ein Bakterium Ubertragen, so dass dieses das Allergen produzieren kann. Ein
Uberblick tiber die rekombinanten Allergene, die verfiigbar sind, findet man im Internet

unter www.allergome.org und www.allergen.org. Gegenluber den natrlichen

Allergenen erlauben die rekombinanten Allergene eine einfachere Isolierung. Nach
ihrer Herstellung handelt es sich um identische Molekule, wahrend bei den nattirlichen
Allergenen strukturelle Varianten (Isoformen) vorkommen.

Bei in Bakterien exprimierten Proteinen fehlen posttranslationale Modifikationen wie
Disulfidbricken, Glykosylierung usw. Die 3D-Struktur kann stark verandert sein mit
Einfluss auf die Loslichkeit des Proteins, seine Immunitdt und Allergenitat. (Die
fehlende Glykosylierung kann durchaus erwiinscht sein, da dann IgE-Reaktivitdten mit
den CCD nicht auftreten kdnnen.)

Einzelne rekombinante Allergene konnten bereits erfolgreich in der Immundiagnostik
bzw. -therapie eingesetzt werden. So kdnnen durch bestimmte Einzelallergene bei der
Allergischen Bronchopulmonalen Aspergillose (ABPA) bzw. beim allergischen Asthma
auf Aspergillen verschiedene Sensibilisierungsprofile identifiziert werden (28). Auch
bei der Diagnostik der Naturlatexallergie kénnen mit Hilfe von Einzelallergenen
individuelle Sensibilisierungsmuster erkannt werden. Zuséatzlich erweist sich ein
Verfahren als sehr erfolgreich, bei dem die natiurlichen Allergenextrakte mit labilen
aber dennoch wichtigen Einzelallergenkomponenten durch sog. ,spiking” angereichert

werden. So konnte die Sensibilitat der in vitro-Diagnostik der Naturlatexallergie
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eindeutig durch die Zugabe des rekombinant hergestellten rHev b 5 zum natirlichen
Latexallergenextrakt verbessert werden (24;29).

In Fachkreisen wird nach wie vor diskutiert, ob rekombinant hergestellte Allergene den
Allergenextrakten fur die Austestung in der Diagnostik vorzuziehen wéren. Grol3er
Vorteil der rekombinanten Allergene ist ihre gleichbleibende Qualitat, ihre gute
Quantifizierbarkeit und Standardisierbarkeit. Allergenextrakte schwanken dagegen in
ihrer Zusammensetzung von Hersteller zu Hersteller und Produkicharge zu
Produktcharge.

IgE-Antikodrper sind gegen bestimmte Epitope auf Allergenmolekiilen gerichtet. Diese
Allergenmoleklle lassen sich nach der Arbeitsgruppe von Breiteneder (30;31) in
wenige relevante Allergenfamilien zusammenfassen, wie z.B. Profiline, Bet v 1-
Homologe, Lipidtransferproteine (LTPs). So zeigt die “AllFam”_Datenbank

(http://www.meduniwien.ac.at/allergens/allfam/), dass alle pflanzlichen

Nahrungsmittelallergene in nur 27 Pfam-Proteinfamilien gefunden werden, was einen
Anteil von 0,33% der 8.183 mdglichen Familien ausmacht. Alle Pollenallergene
konnten 29 Pfam-Familien zugeordnet werden (entspricht 0,35% aller mdoglichen
Proteinfamilien). Zusatzlich sind die meisten Allergene auf wenige dieser
Proteinfamilien konzentriert. Vier Proteinfamilien beinhalten z.B. Uber 65% aller
pflanzlichen Nahrungsmittelallergene. Damit zeigen die Daten, dass einerseits die
Allergenitat eines Proteins eng mit seiner Struktur verknipft ist und andererseits auch
die Kreuzreaktivitat eine Funktion der Struktur des Allergens ist. Dadurch ist es nicht
notwendig, alle Allergenextrakte auf eine IgE-Reaktivitat zu testen, sondern gezielt nur
die zugrunde liegenden Allergenmolekile. Auch kénnte dartiber entschieden werden,
ob eine spezifische Hyposensibilisierung sinnvoll ware, wie z.B. bei der Allergie gegen
spezifische Graserpollenallergene Phl p 1 und Phl p 5, wohingegen eine
Sensibilisierung gegen Graser-Profilin, wenn Uberhaupt, meist nur schwache
Reaktionen auslost.

Da viele Allergene komplex aufgebaut sind (Disulfidbricken,
Kohlenhydratseitenketten), kdnnen sie nicht rekombinant in gleicher 3D-Struktur wie
die naturlichen Allergene hergestellt werden. Aus diesem Grunde muss immer noch
auf die aus den naturlichen Extrakten isolierten Allergene zurlckgegriffen werden.
Zum anderen bleibt bei der Verwendung von rekombinantem Material die Problematik
der Isoallergene unbertcksichtigt. So konnten vom Bet v 1 Uber 20 Isoformen isoliert

werden, die sich in ihrer IgE-Reaktivitat und in ihrer Immunogenitat stark
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unterscheiden. Hier musste festgelegt werden, welche, eventuell auch mehrere,
Isoformen fir die Diagnostik eingesetzt werden sollten. Uberhaupt wird man auf
Allergenextrakte nicht vollstandig verzichten kdénnen, da sie immer wieder zum
Abgleich gebraucht werden, ob man mit den rekombinanten Molekilen auch alle
Allergene des Extraktes erfasst.

Eine logische Konsequenz ware, nach Ubertragung der rekombinanten Allergene in
die Diagnostik auch fir die Therapie die rekombinanten Allergene zu verwenden.
Bislang sind keine rekombinanten Therapie-Allergene zugelassen, jedoch werden
derzeit klinische Studien durchgefuhrt, um die Wirksamkeit und Vertraglichkeit der
rekombinanten Allergene zur spezifischen Immuntherapie zu prufen.

Die umfassende Diagnostik zur Erstellung eines Allergogramms des Patienten mittels
Chip-basierter in vitro-Allergietests ist seit kurzem mdglich und wird in verschiedenen
Allergiezentren Europas bereits eingesetzt. Es handelt sich um einen Screeningtest
mit einer Vielzahl von Einzel-Allergenen auf einem einzigen Chip. Im Falle der
Nahrungsmittelallergien konnte damit eine Voruntersuchung erfolgen, um vorliegende
Sensibilisierungen festzustellen, die allerdings nur bei korrespondierenden
Symptomen klinisch relevant waren. Dartber hinaus konnten Sensibilisierungen
gegen spezies-spezifische Allergene von Panallergenen (z.B. Profiline) differenziert
werden, die in zahlreichen biologischen Organismen auftreten und die Diagnostik
durch vielfaltige Kreuzreaktivitat erschweren. Risikoallergene in Nahrungsmitteln, mit
gehauftem Auftreten systemischer Reaktionen assoziiert, lassen sich von
kreuzreaktiven Komponenten unterscheiden (32) Aufgrund der hohen Anzahl von
rekombinanten Allergenen wurde ein in vitro Chip-basierender Allergietest (Mikroarray)
fur die gleichzeitige Detektion von bis zu ca. 100 verschiedenen Einzelallergenen
entwickelt, der nur geringe Blutmengen erfordert und neben der Diagnostik auch das
Monitoring wahrend der spezifischen Immuntherapie erlaubt (33). Grundsatzlich ist
aber wie bei jedem Nachweis einer Sensibilisierung der allergologisch téatige Arzt
aufgefordert, die klinische Relevanz der Sensibilisierungen zu prufen. Dies durfte bei
einer komplexen Datenlage, wie sie sich bespielsweise aus den Arrays ergibt,

aufwandig fur den Arzt sein und die Beratung der Patienten anspruchvoller gestalten.
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Neben Allergenextrakten konnen auch rekombinant hergestellte Allergene zur
Diagnostik eingesetzt werden. Letztere bieten eine bessere Moglichkeit der
Standardisierung und erlauben potentiell eine Einzelallergenkomponenten-aufgeldste
Diagnostik. Bevor die Chip-basierte in vitro-Allergie-Diagnostik
(Mikroarrays)routinemafig angewandt werden kann, missen noch breitere
Erfahrungen (technisch und auch klinisch) mit diesen neuen Verfahren gesammelt
werden. Die klinische Relevanz der Testergebnisse ist aber in jedem Fall zu

evaluieren.
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5. Allergenspezifisches IgG/IgG4

Allergenspezifische Antikérper vom Isotyp M, G, A kdnnen sowohl in Seren von
gesunden als auch atopischen Individuen nachgewiesen werden (34). Die Bildung von
allergenspezifischen Antikérpern dieser Immunglobulinklassen ist Ausdruck der
normalen Immunantwort auf eine Fremdstoffexposition; es besteht keine Korrelation
zur klinischen Symptomatik mit der allergischen Soforttypreaktion. Die Rolle von
allergenspezifischen IgG/ IgG4 in der Pathogenese des Asthma bronchiale bzw. der
Allergie ist unbekannt. Bezuglich ihrer Krankheitsrelevanz ist die Bedeutung der
Antikdrper vollig ungesichert (35). Spezifisches 1gG4 steigt wahrend der spezifischen
Immuntherapie an, die klinische Relevanz dieser Befunde ist bislang aber nicht

eindeutig geklart.

Nachweisverfahren

Im Gegensatz zum allergenspezifischen IgE sind die Serumkonzentrationen der
allergenspezifischen IgG-Antikdrper 100- bis 1 000-mal hdher, so dass ein Nachweis
mit weniger sensitiven Methoden moglich ist. Es gibt zahlreiche Verfahren zur

gualitativen und quantitativen Bestimmung der Immunglobuline (Tabelle 3).

Indikationen/Kontraindikationen Im Rahmen der Typ-I -Sensibilisierung:

Der Nachweis von allergenspezifischen IgG-Subklassen (IgG1, 1gG2, IgG3 und IgG4)
reflektiert eine Allergenexposition, zeigt aber keine Relevanz bezuglich spezifischer
klinischer Symptomatik (36;37). Eine definitive Bedeutung von IgG4 als
anaphylaktischer bzw. als blockierender Antikdrper mit protektiver Wirkung ftir die
Typ-I-Allergie konnte auch durch zahlreiche Studien (38) nicht klar belegt werden,
obwohl IgG-Antikorper unter spezifischer Immuntherapie ansteigen kdnnen (39). Aus
diesem Grund besitzt die Bestimmung von allergenspezifischem 1gG4 keine
diagnostische Bedeutung bei der Behandlung von Patienten mit allergischer Typ-I-
Sensibilisierung (40). Bei allergischen Soforttypreaktionen ist die pathogenetische

Bedeutung von allergenspezifischen IgG-Antikorpern unklar. Ihre Bestimmung hat
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keine diagnostische Bedeutung. Dies gilt auch fir IgG-Bestimmungen im Rahmen
einer Nahrungsmittelallergie. Sie haben keine diagnostische Aussagekraft und sind

nicht zu empfehlen (32)

Im Rahmen der Diagnostik bei allergischer Alveoliti S:

Dem Nachweis von antigenspezifischen IgG-Antikorpern kommt im Rahmen der
Diagnostik der exogen-allergischen Alveolitis (EAA, eine Entzindungsreaktion —
Pleonasmus — des Lungenparenchyms) eine bedeutende Rolle zu (41-43). Die EAA
wird durch wiederholte und intensive Inhalation von organischem Staub verursacht. Im
immunologischen Sinne nach Gell und Coombs stellt die EAA eine Kombination aus
Typ Il und Typ IV der allergischen Reaktion dar. Die Bildung von Immunkomplexen,
bestehend aus antigenspezifischen IgG-Antikorpern und dem Antigen, fuhrt zur
Aktivierung der Komplementkaskade. Das Zusammenspiel zwischen
Komplementkomponenten (C3a und C5a) und die Phagozytose von Immunkomplexen
mit der Initiierung von freigesetzten Entzindungsmediatoren resultieren in einer
interstitiellen Entzindung. Bei der allergischen bronchopulmonalen Aspergillose
(ABPA) kommt es neben einer Erhéhung des Gesamt-IgE und des spezifischen IgE
gegen Aspergillus fumigatus auch zu einer deutlichen Erhéhung von spezifischem IgG
gegen A. fumigatus. Letzteres ist im Vergleich zu Patienten mit einer allergischen
Sensibilisierung gegenuber A. fumigatus deutlich erhéht (Spezialdiagnostik zur
Unterscheidung beider Entitaten Uber rekombinante Allergene — Asp f 4 und Asp f 6 —
maoglich (44)). Bei der Farmerlunge (Beispiel fur eine EAA) spielen IgG-Antikorper,
insbesondere 1gG2 (45;46), gegen spezielle bakterielle Komponenten, u. a. aus
Saccharopolyspora rectivirgula (Micropolyspora faeni), eine entscheidende Rolle.
Patienten mit Farmerlunge haben eine erhéhte Serumkonzentration von
antigenspezifischem 1gG verglichen mit nicht exponierten Kontrollpersonen. Im
Gegensatz dazu zeigt sich kein Unterschied bezuglich der Gesamt-lgG- und 1gG-
Subklassen-Spiegel zwischen Patienten mit Farmerlunge und exponierten, aber
gesunden Probanden. Insgesamt st der Nachweis von IgG-vermittelter
antigenspezifischer Sensibilisierung nur eines von drei Kriterien, die von der
Arbeitsgruppe ,Exogen-allergische Alveolitis® der Deutschen Gesellschaft fir

Allergologie und klinische Immunologie im Kriterienkatalog zur Diagnose einer EAA
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gefordert werden (47). Die Bestimmung von allergenspezifischen 1gG-Antikérpern
stellt einen Baustein bei der Diagnose der exogen-allergischen Alveolitiden dar, besitzt

jedoch fur den Nachweis von Soforttyp-Allergien keine wesentliche Bedeutung.
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6. Zellulare Testsysteme mit Mastzellen, basophilen und eosinophilen

Granulozyten

Einige zellulare In-vitro-Testsysteme zur Soforttypallergie-Diagnostik nutzen den
Nachweis von Mediatoren oder von zellularen Antigenen, die bei erfolgreicher
Aktivierung auf der Zelloberflache erscheinen. Fir diese "immunologische Reaktion im
Reagenzglas” werden durch Dextransedimentation angereicherte Blutleukozyten oder
Vollblut mit Allergenen oder anderen Auslésern inkubiert. Die nach Allergenstimulation
exprimierten Oberflachenmarker (CD63 bzw. CD203c) bzw. die freigesetzten
Mediatoren der basophilen Granulozyten (z.B. Histamin, Sulfidoleukotriene) dienen als
indirektes Mald fur zellular gebundenes spezifisches IgE. Bei anderen
Ausldsern/Stimuli (bakterielles Peptid fMLP, Komplementkomponente C5a) spiegeln
eine erfolgreiche Aktivierung und Mediatorfreisetzung die zelluléare, IgE-unabhangige
Reaktionsbereitschaft der beteiligten Leukozyten wider, deren Bedeutung nur
unzureichend geklart ist.

Bei Verwendung ansteigender Allergenkonzentrationen entstehen sigmoide oder
glockenformige Dosiswirkungskurven (Abb. 2), deren Anstieg der zellularen
Sensibilisierung entspricht und keine Beziehung zum Maximum der Kurven (zellulare
Reaktivitat als diagnostisch i.d.R. unerhebliches Mal der Signallibertragung) besitzt
(48). Allergenspezifische Dosiswirkungskurven sind intra- und interindividuell héchst
variabel. Ein Freisetzungs- oder Aktivierungstest mit nur einer Allergenkonzentration
ist daher zum indirekten Sensibilisierungsnachweis haufig nicht ausreichend (49).
Zusatzlich muss berlcksichtigt werden, dass die Basophilen von ungefahr 5 - 15 %
der Zellspender trotz vorhandenem zellularen IgE nicht in der Lage sind, nach IgE-
vermittelter Stimulation aktiv zu werden und Mediatoren freizusetzen (sogenannte
Non-Responder). Zellulare Tests sind daher gegentber einer direkten IgE-
Bestimmung in ihrer Aussagekraft geschmalert. Sie sind methodisch aufwendig, nicht
ohne weiteres fur den Versand von Proben geeignet, kostspielig und anspruchsvoll in
Durchfihrung und Interpretation. Fur die allergologische Routinediagnostik ist ihr
Stellenwert eher gering; eine geeignete Indikation stellen Proben mit niedrigem
Gesamt-lgE und erfolglosem spezifischen IgE-Nachweis trotz vermuteter
Sensibilisierung oder seltene Allergene dar. Aufgrund der technischen Anforderungen
und der komplexen Interpretation sollten sie nur von Labors durchgefuhrt werden, die

umfangreiche Erfahrung mit spezialisierten zellularen Allergietests erworben haben.
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Fazit: Zellulare Allergenstimulationstests sind zur Bestimmung IgE-vermittelter,
zellularer Sensibilisierungen geeignet. Bei Verdacht einer IgE-vermittelten Allergie und
unklaren diagnostischen Vorbefunden sowie in Féllen mit fehlender Mdglichkeit zur
spezifischen IgE-Bestimmung und/oder Durchfihrung von Hauttests ist ihr Einsatz
hilfreich. Dartber hinaus kann mittels dieser Tests in Einzelfallen auch bei negativem
spezifischen IgE sowie negativem Hauttest eine IgE-vermittelte Sensibilisierung

nachgewiesen werden.

6.1 Basophilen-Degranulationstest und Histaminfreis etzung aus basophilen

Granulozyten

Im Basophilen-Degranulationstest werden die Zellen nach Stimulation mit Allergenen
gefarbt und ausgezahlt. Durch die inakzeptable Streuung der Ergebnisse besitzt die
Methode derzeit keine Bedeutung mehr.

Der Histaminfreisetzungstest beruht auf der Messung des aus den Granula basophiler
Leukozyten freigesetzten praformierten Mediators Histamin. Die Zellen werden mit
den fraglichen Allergenen, dem Verdunnungspuffer (Negativkontrolle) und einer
Positivkontrolle (haufig Anti-IgE-Antikdrper) inkubiert. Darlber hinaus wird der
Gesamthistamingehalt nach Zerstérung der Zellen bestimmt. Nach Beendigung der
Inkubation werden die Uberstande fur die spektrofluorometrische, enzym- oder
radioimmunologische Histaminbestimmung aufbewahrt. Die Histaminfreisetzung wird
meist in Prozent des Gesamthistamingehalts angegeben. Eine Vorinkubation mit
Interleukin-3 verstarkt die Allergen-induzierte Histaminfreisetzung (Abb. 2). Da sich
keine Vorteile in der Routinediagnostik von IgE-vermittelten Allergien gegenuber
direkten IgE-Nachweisverfahren ergeben, wird der Test nur in wenigen Zentren
durchgefuhrt und bleibt vorwiegend speziellen diagnostischen oder wissenschaftlichen

Fragestellungen vorbehalten.

Der Histamin-Freisetzungstest aus basophilen Granulozyten ist aufwendig und nicht
zur Routinediagnostik geeignet. Er sollte bei Verdacht einer IgE-vermittelten Allergie
und unklaren diagnostischen  Vorbefunden der spezialisierten  In-vitro-

Allergiediagnostik und wissenschaftlichen Fragestellungen vorbehalten bleiben.
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6.2 Bestimmung anderer Effektorzell-Mediatoren (Leu  kotrien-
Freisetzungstest)

Bei diesem Test werden die in der Zellmembran basophiler Granulozyten
synthetisierten Sulfidoleukotriene gemessen, die nach Praaktivierung mit Interleukin-3
und Allergenkontakt beim Sensibilisierten gebildet werden (z.B. Cellular-Antigen-
Stimulation-Test = CAST) (50). Nach Beendigung der Allergeninkubation und
Zentrifugation werden die Leukotriene in den Uberstanden mit Hilfe eines ELISA
bestimmt und in pg/ml angegeben.

Als Positivkontrolle fur die Allergen-induzierte Freisetzung wird ein monoklonaler Anti-
Fc-IgE-Rezeptor Antikorper verwendet. Durch Zugabe weiterer Stimuli wie Ch5a , fMLP
oder PAF wird die Leukotrienfreisetzung verstarkt.

Der Leukotrien-Freisetzungstest stellt ein komplexes zellulares Testsystem dar,
dessen Bedeutung in der weiterfihrenden In-vitro- und nicht der Basis-
Allergiediagnostik liegt. Zur Identifizierung von nicht-Igg-abhéngigen Reaktionen (z.B.
Intoleranzraktionen) lasst sich der Leukotrien-Freisetzungstest zum gegenwartigen
Zeitpunkt nicht empfehlen. Bei gezielter Indikation, kontrollierter Durchfiihrung und
kritischer Interpretation ist der Leukotrien-Freisetzungstest ein potentieller Baustein fur

die spezialisierte In-vitro-Allergiediagnostik.

Der Leukotrienfreisetzungstest ist komplex und nicht zur Routinediagnostik geeignet.
Bei Verdacht einer IgE-vermittelten Allergie und unklaren diagnostischen Vorbefunden
kann er der spezialisierten In-vitro-Allergiediagnostik dienen und fur wissenschatftliche

Fragestellungen eingesetzt werden.

6.3 Bestimmung der Basophilen-Aktivierung mithilfe der

Durchflusszytometrie

Die Basophilen-Aktivierungstests beruhen auf dem durchflusszytometrischen
Nachweis von Aktivierungsmarkern auf basophilen Granulozyten. Fir IgE-vermittelte
Reaktionen wurden bisher vor allem die Marker CD63 und CD203c eingesetzt. CD63,

Bestandteil der Granulamembranen, ist kein Basophilen-spezifischer Marker und wird
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auch auf anderen Blutzellen exprimiert. Daher ist eine weitere Markierung zur
Identifizierung von Basophilen erforderlich. CD203c ist ein Basophilen-spezifischer
Marker und wird konstitutiv exprimiert. Beide Marker werden nach IgE-
Rezeptoraggregation  hochreguliert, haben aber teilweise  verschiedene
Stoffwechselwege und folgen unterschiedlichen Kinetiken(51). Interleukin-3 potenziert
die Allergen-induzierte CD63 Expression ohne selbst CD63 hochzuregulieren,
wahrend es die CD203c-Expression auch ohne Allergen steigert (sogenannter
“Priming”-Marker). Resultate der Basophilen-Aktivierungstests werden in Prozent
aktivierte Basophile angegeben. Untersuchungen mit Pollen-, Insektengift- und
Nahrungsmittelallergenen, sowie Medikamenten demonstrieren die Tauglichkeit der
Bestimmung mit CD63 oder CD203c fur spezielle diagnostische Fragestellungen
(49;52-59)

Inwieweit die Basophilen-Aktivierungstests einen hoheren Stellenwert fur die In-vitro-
Allergiediagnostik im Vergleich zum Histamin- oder Leukotrien-Freisetzungstest

besitzen, muss in weiteren kontrollierten Studien ermittelt werden.

Die basophilen Aktivierungstests sind potentiell zur Bestimmung IgE-vermittelter,
zellularer Sensibilisierungen in der Lage. Bei Verdacht einer IgE-vermittelten Allergie
und unklaren diagnostischen Vorbefunden liegt ihr Stellenwert in der spezialisierten

In-vitro-Allergiediagnostik.
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7. Zellulare Testsysteme mit T-Lymphozyten

Die Anwendung von in vitro Tests in der Diagnostik zellular vermittelter allergischer
Reaktionen ist begrenzt. Der Lymphozytenstimulationstest (LST) ist der zur Zeit
gebrauchlichste Test. Im LST werden Lymphozytenkulturen in Anwesenheit

antigenprasentierender Zellen mit dem verdachtigten Allergen exponiert.

Der Einbau von Tritium-markiertem Thymidin (3H-Thymidin) ist der gebrauchlichste
Read-out Parameter zur Abschatzung der Lymphozyten-Stimulation. Im LST wird eine
spezifische T-Zellantwort aus dem Blut isolierter mononuklearer Zellen gegen ein
Antigen/Allergen nachgewiesen. Ein prinzipielles Problem des LST besteht darin, dass
nicht zwischen einer "physiologischen" Antwort auf ein Antigen und einer

"allergischen" T-Zellantwort unterschieden werden kann.

7.1 Klinische Indikation

Der Dbreiteste anerkannte  Anwendungsbereich ist die Diagnostik von
Arzneimittelunvertraglichkeiten (60;61). Dabei ist die diagnostische Aussagekraft von
Arzneimittel zu Arzneimittel unterschiedlich. Da Hauttestungen und in vitro Testungen
fur exanthematische Hautverdnderungen nach Medikamenteinnahme haufig keine
klinisch relevanten Ergebnisse liefern, zahlt diese Krankhetsgruppe zu den haufigsten
Indikationen, bei denen ein LST veranlasst wird, um die "diagnostische Licke" zu
schlief3en. Daneben sind auch ganz andere Medikamenteniberreaktionen, bei denen
LST in der Diagnostik eingesetzt wurden, wie Vaskulitis allergica, aplastische Anamie
oder Hepatitis beschrieben worden.

Bei akuten Uberreaktionen auf Arzneimittel liegt die hochste Treffsicherheit in der
Regel ca. 4-8 Wochen nach der klinischen Reaktion vor. Besonders haufig wurden
positive Reaktionen im LST beschrieben fur Exantheme (makulopapulés, bullds), die
akute generalisierte exanthematische Pustulose (AGEP), das DRES-Syndrom und
Anaphylaxien. Gelegentlich wurden positive Reaktionen beschrieben fir Arzneimittel-
induzierte Hepatitiden, Nephritiden, Urtikaria und Angio6deme. Bei der toxischen
epidermalen Nekrolyse und Vaskulitiden ist ein positiver LST eine Ausnahme.
Besonders gute Ergebnisse lassen sich mit dem LST bei Penicillin- und anderen

Betalactam-Antibiotikaallergien und fir Sulfonamide erzielen (60). Dieses fihrte zu
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vertiefenden Untersuchungen zum Mechanismus zellularer Immunreaktionen gegen
Penicillin (62). Auch fur Carbamazepin und Phenytoin liegen publizierte Berichte tber
—im Vergleich zur Kklinischen Reaktion- aussagekréftige LST-Ergebnisse vor einem
immunologischen Hintergrund vor (63). Positive Reaktionen im LTT wurden in
kleinerer Fallzahl oder in Einzelfallen aber auch zu einer Vielzahl anderer Arzneimittel
beschrieben, so z.B. ACE-Hemmer, Diuretika, Lokalanasthetika und nicht-steroidale

Antirheumatika, Nitrofurantoin, Quinidin oder Nystatin (60).

Medikamentenallergien - haufigste Indikation fur die Durchfihrung von LST

Auch gibt es Berichte Uber positive LST von Blutlymphozyten bei Protein induzierten
Allergien wie Nahrungsmittelallergien oder Verschlechterungen der atopischen
Dermatitis durch Inhalationsallergene (64). Hier hat sich der LST fur Klinische
Fragestellungen aufgrund seiner Stéranfalligkeit allerdings nicht durchsetzen kénnen,
sodass die Anwendung ausserhalb von wissenschaftlichen Untersuchungen nicht
empfohlen wird. Fir die Abklarung von Soforttypreaktionen und von allergischen
Kontaktekzemen sind in der Regel sensitivere Testmdglichkeiten vorhanden
(Hauttestungen, spezifisches IgE). Wie storanfallig der LST ist, konnte am Beispiel
von Endotoxinen gezeigt werden, die fast obligat als Kontaminanten in
Proteinfraktionen zu finden sind und bei der Untersuchung von Milchproteinen zu
falsch positiven Ergebnissen bei Kontrollpersonen fiihrte, so dass eine
"Detoxifizierung" von kommerziellen Proteinfraktionen oder Allergenextrakten vor

deren Einsatz im LST zu fordern ist (64).

Proteinallergene im LST: Probleme mit kontaminierenden Endotoxinen

Eine weitere Gruppe von Allergenen sind "klassische" Kontaktallergene wie
Nickelsulfat, Chromsalze oder Isothiazoline (65). Auch wurde der LST als geeigneter
Test beschrieben, um eine Sensibilisierung gegen Berryllium nachzuweisen und die
Abklarung einer Berylliose ist zur Zeit eine besonders gut etablierte Indikation fur
einen LST (65). In h6heren Konzentrationen kdénnen einige Kontaktallergene auch als
Mitogene (also obligate Stimuli) fungieren, sodass eine individuelle Austritation zu

fordern ist. Ob die z.T. schlechte Spezifitait von LST bei der Untersuchung von
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Metallverbindungen mit nicht optimierten Bedingungen zu begrinden ist, ist nicht ganz
klar. Besonders gute Uberstimmungen lassen sich zwischen LST und
Epikutantestungen insbesondere fur Nickelsulfat erzielen. Dennoch gibt es aus
dermatologischer Sicht keine Kklinische Indikation, den aufwendigen und fur die
meisten Allergene nicht validierten in vitro Test dem Hauttest vorzuziehen, sodass der
eigentliche Wert des LST in Bezug auf Kontaktallergien klar bei der Klarung von
wissenschaftlichen  Fragestellungen  (auch im  Hinblick auf  mdgliche
Weiterentwicklungen dieses Testsystems) zu sehen ist. Ein unkritischer Einsatz von
LST (oder Modifikationen wie dem MELISA) (66) bei der Abklarung von vermeintlichen
Quecksilberallergien ist abzulehnen.

Der LST bei epikutanen Kontaktallergien - Indikation bei wissenschaftlichen, kaum

jedoch bei klinischen Fragestellungen

7.2  Probleme bei der Durchfihrung und Auswertung vo nLST

Das Ergebnis im LST wird in der Regel als Stimulationsindex (SI) angegeben, der sich
als Quotient aus der Thymidineinbaurate der Zellen mit und ohne Antigenzusatz
errechnet. Der Schwellenwert, bei dem ein Test als positiv zu werten wére, muss fur
jedes Allergen einzeln ermittelt werden. Bei einem Sl von > 3 kann bei guter Methodik
eine Proliferationsstimulierung sicher angenommen werden. Ein Sl zwischen 2 und 3
ist in der Regel grenzwertig und nur in einem sehr gut kontrollierten System ,mit
grol3er Wahrscheinlichkeit positiv*.

Bei der Bewertung des Sl ist die Hintergrundproliferation der Ansétze mit zu
bertcksichtigen. Ein hoher Sl spiegelt eine hohe Frequenz Antigen-spezifischer
.,memory“-T-Zellen wieder und nicht unbedingt eine klinisch schwer verlaufende
Reaktion (60). Ein positiver LTT hilft in der Diagnostik, aber ein negativer Test schliel3t
eine Sensibilisierung nicht aus (67). Die Ergebnisse sind nur im Kontext mit der Klinik
und den Ergebnissen anderer diagnostischer Verfahren zu verwerten.

Die Ergebnisinterpretation ist durch die Mdoglichkeit falsch-positiver und falsch-
negativer Befunde erschwert. Weil der LST sich nicht vollkommen standardisieren
lasst, ist die Beachtung von Qualitatssicherungsaspekten durch den Auftraggeber und

durch das Labor besonders wichtig (65).
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Konkret ist fir jede zu testende Substanz zu fordern, dass das Labor im Rahmen der
Validierung ein Referenzkollektiv von exponierten, jedoch nicht symptomatischen
Kontrollpersonen mituntersucht. Fur den LST gilt wie flr jeden in vitro Test, dass er
nur vor dem Hintergrund einer klaren klinischen Reaktion zu werten ist. Anders als
beim Nachweis von spezifischen IgE ist bei zellularen Proliferationen auf einen
Stimulus noch nicht sicher, ob diese dem "allergischen" Reaktionsmechanismen
zuzuordnen oder lediglich Ausdruck einer "normalen" Auseinandersetzung des
Organismus mit einem Antigen ist. In der Praxis wird man daher ein positives LST
Ergebnis kaum zur "Weichenstellung” fur weitere diagnostische Schritte (z.B.

Provokationstestungen) heran ziehen.

Sensibilisierung bedeutet nicht Allergie! Eine erhéhte Lymphozytenstimulation kann
auch als Ausdruck einer normalen Auseinandersetzung des Organismus mit einem

Antigen interpretiert werden.

Besonders falsch negative Reaktionen limitieren die Anwendung bzw. Akzeptanz des

Tests in der Praxis. Fur negative Ergebnisse gibt es eine Reihe von Griinden:

» Die am Patienten beobachtete Reaktion ist nicht immunologisch vermittelt.

 Es wurde zum falschen Zeitpunkt, zum Beispiel zu frih nach Behandlung mit
Steroiden, oder nach einem zu grof3en Zeitintervall zwischen Allergenkontakt und
Blutentnahme getestet.

* Nicht das Medikament, sondern ein Metabolit, der nicht in vitro getestet wurde,
wirkt allergen

* Das Medikament hemmt durch seine pharmokologische Eigenwirkung den Einbau
von Thymidin

e 3H-Thymidin wird durch Enzyme in zugegebenen Testseren starker enzymatisch
abgebaut als in Kontrollen

» Der Test ist aufgrund der zu geringen Zahl von sensibilisierten Memory-Zellen im

Blut, die wahrscheinlich im LST reagieren, nicht sensitiv genug.

Problem: Falsch negative Reaktionen im LST

7.3  Variationen und Entwicklungsmdglichkeiten von z ellularen in vitro
Testsyteme
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Dem Inkubationsmedium kann anstelle des autologen Serums (Eigenplasma) ein
kommerziell verfiigbares AB- Spenderpoolserum zugesetzt werden. Allerdings flhrt
die Inkubation in Eigenplasma oft zu einer starkeren Stimulierung der Lymphozyten
(68).

Da nicht immer nur die Ausgangssubstanz, sondern manchmal deren Metabolite zu
klinischen Reaktionen fihren koénnen, kann die alleinige Testung mit der
Ausgangssubstanz im LTT dann zu einem negativen Ergebnis fuhren. Erst durch
Einsatz der — allerdings nur selten zur Verfiigung stehenden

Metabolite - kbnnen dann oft doch noch positive Befunde erhoben werden. Durch
Prainkubation von Antigenen mit Cytochrom p450-haltigen Lebermikrosomen konnte
die Aussagekraft des LST insbesondere bei Sensibilisierungen gegen Pyrazolone und
Antikonvulsiva verbessert werden, da so auch Metabolite erfasst werden kdénnen (61).
Neuere Read-out Systeme wie die Messungen von Zytokinen, der sog. MTT Assay
oder die durchflul3zytometrische Darstellung von sich teilenden Zellen mit dem
Farbstoff CFSE nach Zugabe eines Stimulus bieten interessante Perspektiven fur die
Weiterentwicklung der zelluléaren in vitro Diagnostik von allergischen Reaktionen. Bei
Untersuchungen zu Beryllium hatte diese Methode eine sehr hohe Spezifitat, und war
besser als der klassische LST (69).

Neben der Messung der DNA-Synthese als Proliferationsmarker lasst die Bestimmung
von Zytokinen eine Aussage Uber stimulierte Zellen und ihre Funktionen zu. Daher
wurden mehrere Alternativen zum klassischen LTT etabliert, die nicht auf Methoden
der Proliferationsmessung, sondern auf die Bestimmung von Zytokinen im Uberstand
aufbauen (60;61).

Die Technik des Elispot macht ebenfalls zytokinsezernierende Zellen sichtbar, kann
zwischen naiven und Memoryzellen unterscheiden. Hierzu gibt es positive Berichte in
der Diagnostik von Metallunvertraglichkeiten z.B. gegen Nickel (70).
DurchfluRzytometrische  Auswertungen von Lymphozytenstimulationstests mit
Aktivierungsmarkern, d.h. Membranmolekilen, die nach Antigentriggerung vermehrt
oder vermindert auf Lymphozyten nachweisbar sind, scheinen weniger sensitiv als die
Bestimmungen vom  Thymidineinbau zu sein. Durch die Madglichkeit,
Lymphozytensubpopulationen  durch  funktionell —assoziierte  Marker weiter
einzugrenzen, laRt sich mit der DurchfluRzytometrie fir wissenschaftliche

Fragestellungen aber eine hdhere Spezifitdt von Lymphozytenstimulationstests (etwa
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durch die Bestimmung von Allergen-getriggerten CLA+ Blutlymphozyten bei kutanen
Entzindungen oder von alphadbeta7+ Lymphozyten bei Nahrungsmittelallergien)

erzielen.

7.4  Stellenwert des LST in der Diagnostik

Die Kommission ,Methoden und Qualitatssicherung in der Umweltmedizin“ am Robert-
Koch-Institut (71) ordnet den LST zur Diagnostik von Arzneimittelallergien in die
Kategorie IA ein: MalRnahme kann bei gegebener umweltmedizinischer Indikation
,uneingeschrankt empfohlen®* werden (71). In einer aktuellen ergadnzenden
Stellungnahme weisen die Mitglieder der Kommission auf eine Reihe von
Limitierungen des Testsystems hin, bleiben aber bei der grundsatzlich positiven
Einschéatzung (65).

In der Allergologie hat der LST seinen Stellenwert im Rahmen einer weiterfihrenden
allergologischen Diagnostik bei gegebener Indikation. Er kann angezeigt sein bei
speziellen Fragestellungen oder Krankheitsbildern, wenn andere Methoden der
Routinediagnostik nicht weiterhelfen. Insbesondere hat der LST jedoch seinen Platz

zur Bearbeitung wissenschaftlicher Fragestellungen in der Allergieforschung.
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8. Entzindungsmediatoren

(ECP, Tryptase, Histamin und deren Metabolite)

8.1 Histamin und seine Metabolite

Der prototypische Mediator aus Mastzellen und basophilen Granulozyten bei
Soforttypreaktionen ist Histamin. Der Nachweis von Histamin und seinen Metaboliten
im Plasma oder Urin bei anaphylaktischen Reaktionen ist méglich und eine Erhéhung
korreliert mit dem Ereignis einer Anaphylaxie, wenngleich bei einigen Patienten mit
Anaphylaxie keine Erhohung detektiert werden kann (72). Auch ohne sichtbare
Aktivierung  kann  bei  systemischer = Mastozytose eine  erhdhte  N-
Methylhistaminausscheidung in den Urin als Folge der hohen Mastzellbelastung
gefunden werden (73). Des Weiteren wird freigesetztes Histamin im Rahmen von
zellularen in vitro Tests mit basophilen Granulozyten zum Sensibilisierungsnachweis

nach Inkubation mit Allergenen bestimmt (siehe dort).

Serum ist fir den Nachweis von Histamin nicht geeignet und es muissen einige
ungunstige Einflussfaktoren bei der Bestimmung von Histamin und seinen Metaboliten
bedacht werden. Die Halbwertszeit von Histamin betrdgt nur wenige Minuten,
Blutentnahmen mussen daher zeitnah zum Ereignis erfolgen, méglichst innerhalb der
ersten Stunde. Zusatzlich muss das Blut bis zur Gewinnung des Plasmas durch
Zentrifugation moglichst einer Kuhlkette unterworfen werden. Histaminmetabolite wie
Nt-Methylhistamin und Methylimidazolessigsdure weisen eine deutlich langere
Halbwertszeit auf, werden Uber den Urin ausgeschieden und kénnen daher im
Sammelurin bestimmt werden. Allerdings stéren andere Histaminquellen wie
Nahrungsmittel oder histaminbildende Bakterien eine eindeutige Korrelation zu der
Freisetzung von Histamin in vivo. Histamin und seine Metaboliten wie Nt-
Methylhistamin oder Methylimidazolessigsdure kénnen aus Korperflissigkeiten mit
verschiedenen sensitiven und spezifischen Methoden (Radio-, Immunassay, High
Performance Liquid Chromatography (HPLC)) bestimmt werden, vorwiegend aber auf
Immunoassay-Basis (74). Eine Normierung auf die Nierenfunktion (und Korpergrolde)
ist allerdings notig, um Unterschiede zwischen Alters- und Gewichtsklassen und
Geschlecht angemessen zu berlcksichtigen. Zusammengefasst besitzt die

Bestimmung von Histamin und seinen Metaboliten im Plasma oder Urin bei
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allergischen Ereignissen keinen grof3en diagnostischen Stellenwert mehr, da durch
rasche Metabolisierung im Organismus und den Einflul3 zahlreicher weiterer Variablen

dieses Verfahren aufwendig und stéranfallig ist.

Durch rasche Metabolisierung und zahlreiche Variablen besitzt die Bestimmung im

Plasma oder Urin bei allergischen Ereignissen keinen diagnostischen Stellenwert.

8.2  Tryptase

Tryptasen sind Serinpeptidasen der Trypsinfamilie und gehdéren zu den Mediatoren,
die vor allem fir Mastzellen weitgehend spezifisch sind aber auch von basophilen
Granulozyten sezerniert werden konnen. Wie die Bestimmung von Histamin und
seinen Metaboliten kann auch der Nachweis einer erh6hten Tryptase Hinweise fur
eine aktuelle oder gerade abgelaufene Aktivierung dieser Entziindungszellen geben
(z.B. nach anaphylaktischer Reaktion). Im Gegensatz zum Histamin wird die Tryptase
aber langsamer abgebaut (Serum-Halbwertszeit ca. 2 Stunden) und kann retrospektiv
Ereignisse mit Mastzellbeteiligung aufdecken helfen (75). Die humane
Mastzelltryptase wird von vier Genloci sowie einer Vielzahl von Allelvariationen
kodiert. Das gewachsene Verstandnis Uber die Tryptasen erlaubt eine Neubewertung
ihres Einsatzes fur die Diagnostik. Heute sind a, B1-3, d und y-Tryptasen bekannt,
wobei nur die a- und die B-Tryptasen als (Pro-)Peptide in léslicher Form vorkommen.
Ein sensitiver und spezifischer Immunoassay erkennt diese zwei verschiedenen
Isoformen der Mastzell-Tryptase, die aber nicht differenziert werden (Phadia,
Freiburg). Der Basiswert der Serumtryptase besteht aus der pro-a und zum Grof3teil
der pro-B Tryptase (76). Dieser Basiswert kann bei Patienten mit systemischer
Mastozytose erhoht sein und ein Wert von > 20 ug/l ist als Minorkriterium von
diagnostischer Bedeutung fur die systemische Mastozytose (Leitlinie ,Mastozytose*;
http://www.awmf.org/). Erhdhte basale Serumtryptasewerte kénnen aber auch bei
anderen hé&matologischen Erkrankungen gefunden werden, weshalb gegebenenfalls
weitere diagnostische Schritte an den Nachweis eines erhdhten Basalwerts der
Tryptase angeschlossen werden muissen. Da a-Tryptase nicht in den Granula
gespeichert werden kann, ist es der Anstieg der B-Tryptase, der im Anschluss an

anaphylaktische Ereignisse detektiert wird. Der gunstigste Zeitpunkt zur Erfassung
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eines Tryptaseanstiegs ist wenige Stunden nach einem anaphylaktischen Ereignis
(77). Der immunologisch detektierte Anstieg der Serumtryptase wird auch dann eher
bei starken als bei milderen anaphylaktischen Reaktionen beobachtet (72). Eine
diagnostische Zuordnung bei fraglich anaphylaktischen Ereignissen ist haufig auch mit
dieser Methode nicht mdoglich (78). Das bedeutet, dass gleichbleibende
Tryptasespiegel eine Anaphylaxie nicht ausschlie3en, der Nachweis eines Anstiegs ist
diagnostisch aber in jedem Fall hilfreich (79).

Tryptase kann auch in anderen Koérperflussigkeiten bestimmt werden. Es konnten
signifikante Tryptasespiegel in Nasensekret bei Polyposis nasi und perennialer
Rhinitis allergica detektiert werden (80), diese Untersuchungen kénnen aber bis dato

fur die Routine nicht empfohlen werden.

Indikationen fur die Tryptase-Bestimmung im Serum:

» Fragliche Reaktionen mit Mastzellbeteiligung innerhalb der letzten Stunden, z.B.
IgE-vermittelte Reaktionen durch Soforttypallergene wie Insektengift oder
Pharmaka mit geringerer Sensitivitat bei Reaktionen auf Nahrungsmittel.

» Differenzialdiagnostische Abklarung einer vermuteten Schockreaktion

* Erhohter basaler Tryptasewert zur Diagnostik einer Risikogruppe fir schwere
Anaphylaxie (z.B. erhdhter basaler Tryptasewert und gleichzeitig anaphylaktische

Reaktionen auf Insektenstiche in der Anamnese (81;82).

Verschiedene Variable beeinflussen das Ergebnis von Bestimmungen im Verlauf einer
Anaphylaxie und erschweren die Interpretation:

» Schweregrad der Reaktion

» Zeitverlauf des Ereignisses und Zeitpunkt der Blutentnahme

* Interindividuelle Abweichungen der Mastzellaktivierung und der Tryptase-Werte

» keine Verfiigbarkeit allgemein giltiger Normwerte

Ein hoher Tryptasespiegel (> 11,4 ug/l, Phadia, Freiburg) kann fur die diagnostische
Zuordnung bei V.a. Mastozytose hilfreich sein. Bei allergischen Sofortypreaktionen
unterliegen Patienten mit einer Mastozytose einem besonderen Risiko schwer zu
reagieren, weshalb der basale Tryptasespiegel insbesondere im Rahmen einer

Anaphylaxieabklarung immer bestimmt werden sollte (Leitlinie ,Erhéhte basale
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Serumtryptasekonzentration oder Mastozytose als Risikofaktor der
Hymenopterengiftallergie* http://www.awmf.org/ oder Allergo Journal 2004, 13:440-
442). Seltenere Ursachen einer stark erhdhten basalen Serumtryptase kodnnen
beispielsweise auch andere hamatologischen Erkrankungen oder auch eine
Hamodialyse sein (83;84). Fur die diagnostische Zuordnung mdoglicher allergischer
Sofortypreaktionen ist nur der Verlauf (Anstieg) des Tryptasespiegels aussagekréaftig.
Ein niedriger Basalwert schliel3t ein akutes Ereignis mit Mastzellbeteiligung nicht aus,.
Insbesondere ist der Normbereich der basalen Tryptase (<11,4 pg/l) fur die
diagnostische Zuordnung einer vermuteten Schockreaktion nicht aussagekraftig. Fur
das Monitoring moderater allergischer Ereignisse (z.B. beginnende, IgE-vermittelte
Nahrungsmittelreaktionen nach oraler Provokation) bringt die Tryptase-Bestimmung
aber aufgrund unzureichender Sensitivitat offenbar oft keine Vorteile gegentuber einer

klinischen Beurteilung (81).

Erhohte basale Tryptase-Konzentrationen im Serum (> 11,4 pg/l) kbnnen auf eine
systemische Mastozytose hinweisen. Ein Anstieg der Tryptase-Konzentration im
Serum gegenuber dem Basalwert ist ein starker Hinweis auf eine Reaktion mit

Mastzellbeteiligung.

8.3  Eosinophiles Cationisches Protein

Die eosinophilen Granulozyten sind an der Pathogenese allergischer Erkrankungen
malfdgeblich beteiligt und kénnen in der Schleimhaut der oberen und unteren
Atemwege von Allergikern sowie in der Haut von Patienten mit atopischer Dermatitis
vermehrt nachgewiesen werden. Die im Serum messbaren Mediatoren spiegeln nicht
nur die Zahl der Eosinophilen, sondern auch deren Aktivierungszustand wider und

damit den Grad und aktuellen Zustand der entztindlichen Reaktion.

Zahlreiche Untersuchungen beruhen auf der Bestimmung des "Eosinophil Cationic
Protein" (ECP), die stark von der Praanalytik abhangt: bei der Gewinnung von Serum
wird wahrend der Gerinnung von Vollblut (préanalytische Vorbereitung: 1 h bei
Raumtemperatur, d.h. 18 - 22<C) die Freisetzung von ECP aus den eosinophilen
Granulozyten je nach ihrem Aktivierungsgrad induziert. ECP kann ebenfalls aus

anderen biologischen Flissigkeiten (z.B. Serum, Lavageflussigkeiten) mit Hilfe eines

39




Immunoassays bestimmt werden. Die Werte fur das Serum-ECP liegen beim CAP-
FEIA System laut Herstellerangaben bei <11,1 ug/l fur die 90. Perzentile und bei
<13,3 ug/l fur die 95. Perzentile, mithin wird fir Erwachsene >15 pg/l als
pathologischer Wert betrachtet (Phadia, Schweden). Studien zur Bestimmung von
ECP aus Nasensekret bei verschiedenen chronischen Rhinitisformen ergaben die
erwarteten Erhdhungen von ECP bei perennialer und saisonaler Rhinitis. Auffallig
waren die besonders hohen Werte fur das ,Nonallergic rhinitis with eosinophilia
syndrome” (NARES), allerdings wurden hier bisher keine Grenz- oder Referenzwerte
etabliert (80). Bis auf Weiteres kann die Untersuchung von Nasensekret auf ihren
ECP Gehalt daher nur bei individueller Indikation als ein Baustein umfassenderer
Diagnostik eingesetzt werden. Weitere wissenschaftliche Untersuchungen bleiben
abzuwarten. Generell gilt, dass die ECP-Bestimmung aus dem Serum eine erhebliche
interindividuelle Streuung aufweist. Insofern ist mit Hilfe von erhéhten ECP-Spiegeln
weder eine diagnostische Abklarung noch eine Kklare Zuordnung zu einem
spezifischen Krankheitsbild mdoglich (85). In einzelnen Fallen kann die ECP-
Bestimmung zur Bestatigung einer Diagnose oder als Verlaufsparameter dienen,

sofern andere Verlaufsparameter nicht zur Verfigung stehen.

Erhohte ECP-Konzentrationen spiegeln den Aktivierungszustand der eosinophilen
Leukozyten wider, gestatten aber keine Zuordnung oder Abklarung von bestimmten

allergischen Erkrankungen.
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0.

Perspektiven der In-vitro-Diagnostik

Viele Bereiche und Aspekte der in-vitro Allergiediagnostik unterliegen sowohl in

technischer, als auch in wissenschaftlicher Hinsicht einer kontinuierlichen

Weiterentwicklung. Hieraus ergeben sich Chancen, aber auch Risiken, auf die im

Folgenden stichpunktartig hingewiesen werden soll:

Im Zentrum der in-vitro Diagnostik steht nach wie vor die Bestimmung des
Allergen-spezifischen IgE. Trotz der klinischen Bedeutung dieses Verfahrens ist
es umso verwunderlicher, dass bis heute eine Standardisierung dieser
Diagnostik fehlt und somit die Vergleichbarkeit von Resultaten zwischen den
Testsystemen ein ungeléstes Problem darstellt. Im Prinzip muss die Messung
von IgE-Antikbrpern gegen jedes einzelne Allergen als ein eigener
Laborparameter betrachtet werden. Fir jedes einzelne Allergen sind Parameter
wie Affinitat und Aviditat differenziell zu betrachten. Insofern missen alle heute
in den verschiedenen Assaysystemen eingesetzten Standardisierungs-
Versuche als Hilfskonstrukte betrachtet werden. Es ist dringend erforderlich,
dass herstellertibergreifend Referenzmaterialien fir die Kalibrierung der IgE-
Assaysysteme entwickelt werden, die dann von den Herstellern verbindlich zur

Standardisierung der Testsysteme eingesetzt werden kdnnen.

Ein weiterer wesentlicher Aspekt, der zur Qualitatssicherung beitragt, ist die
interne und externe Qualitatskontrolle. Gerade flr Spezialbereiche der
Labordiagnostik wie die Allergologie muss dringend ein hdéheres Mal3 an
Verbindlichkeit fur die Durchfiihrung von Qualitatssicherungsmafinahmen beim

Anwender gefordert werden.

Die zellulare Allergiediagnostik zeigt in den letzten Jahren neue und
interessante Weiterentwicklungen. Die Aufgabe der vor uns liegenden Jahre
wird darin bestehen, den klinischen Stellenwert dieser Tests zu validieren.
Hierzu mussen gut konzeptionierte klinische Studien durchgefuhrt werden, die
immer auch die Kklinische Situation des Patienten als ,Goldstandard®

bertcksichtigen.
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Erheblicher Entwicklungsbedarf besteht im Bereich des (lokalen) Monitorings
der Entzindungsantwort. Vorbildcharakter in diesem Zusammenhang hat
sicherlich die NO-Messung im Atemwegskondensat bei entzindlichen
Lungenerkrankungen. Aufbauend auf Erfahrung in diesem Bereich mit hier
entwickelten  Technologien stellt dies einen Aspekt der in-vitro
Allergiediagnostik mit erheblichem Zukunftspotential dar. Ein derartiges
Monitoring wird dringend bendtigt, um den Entwicklungen auf der Ebene der
Therapie gerecht zu werden. Hier zeichnen sich immer mehr Therapieoptionen
ab, die einem speziellen Kreis von Indikationen gerecht werden. Eine dann
zukiunftig ,mafl3geschneiderte” Therapie bedarf einer analogen und parallelen

.,mafdgeschneiderten” Diagnostik.

Aktuelle Neuentwicklungen wie die Verfugbarkeit von rekombinanten
Allergenen, die Chip-Diagnostik und Andere eroffnen einerseits neue
Perspektiven und Dimensionen in der Diagnostik, andererseits stellt sich aber
auch die Frage des klinischen Umgangs mit den hier gewonnenen neuen
Informationen. Diese Diskrepanz in Einklang zu bringen ist eine Aufgabe der

kommenden Jahre.
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Abbildungen

Tabelle 3: Testverfahren fiir den Nachweis von allergen- bzw.
antigen-spezifischem lgG.

*  Ouchterlony-Technik

*  Immunelektrophorese
Qualitative Verfahren

«  Gekreuzre Immunelektrophorese

+  Radicimmunoassay (R1A)
Quantitative Verfahren | + Enzymimmunoassay (E[A)

Enzyme-Linked-Immunosorbenr-Assay
(ELISA)

Als quancitative Methode eignen sich die gleichen Nachweisverfahren, wie
sie auch fiir das sIgE verwender werden, allerdings mit einem Anti-
IeGNachweisantikérper und mit verdiinnren Serumproben (in der Regel

1 : 100). Die Interpreration der quantirativen antigenspezifischen [gG-
Werte erweist sich als nicht unproblemartisch, da fiir jedes Allergen/
Antigen und jedes verwendete Testverfahren Normkonzentrationen der
spezifischen 1pGGSpiegel zu bestimmen sind. Eine Beurteilung unter
Berticksichrigung des klinischen Befundes ist daher immer erforderlich.
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Testmethoden zur Bestimmung von allergenspezifische

n IgE-Antikdrpern

Anbieter, Ort, Name (Art) des | Allergene Feste/fllissige Markierung Detektionssystem Standardkurve (Einheiten)
Internetadresse Assays Phase
Adaltis. Ereib div Flussigallergene algE-HRP Photometrie (405
altis, Freiburg ALLERgen nM/450 nm)
www.adaltis.com
ADL-Matritech GmbH, RA-Allergenpanel | div Zellulose algE-HRP Chemilumineszenz Kalibrierung an interner Standardkurve
Freiburg
www.matritech.de
(LU-Klassen)
Allergopharma, Reinbek Allervance® (EIA) | eig CNBr-aktivierte algE-AP Photometrie (405 Standardkurve mit Kalibirierung am WHO-
Papierscheiben nm) IgE-Standard (IU/ml)
www.allergopharma.de AIIergodip® eig Patentiertes algE-AP Farbreaktion Semiquantitativ (visuell, Klassen),kalibiert
auf EAST-Basis (Klassen 1-4)
(EIA-Streifentest) Tragermaterial (Chromogen)
Artu Biologicals, Hamburg | IGEVAC Fastcheck | div Nitrozellulose algE-AP Farbreaktion qualitativ
www.artu-biologicals.de identisch mit (chromogen)
FastCheckPOC
Allergy
Dr. Fooke, Neuss Fooke-EAST® |eig CNBr-aktivierte algE-AP Photometrie (405 Standardkurve mit Kalibrierung am WHO-
(EIA) Papierscheiben nm) IgE-Standard (IU/ml)
www.fooke-labs.de
Allerg-O-Lig® (EIA) | eig algE an der S Photometrie Standardkurve mit Kalibrierung am WHO-
Festphase und (450/620 nm) IgE-Standard (IU/ml)
biotinylierte
Flissigallergene
ALFA Seasonal eig Lateral Flow algE-Farbstoff Farbanreicherung qualitativ
Screen ALFA
Perennial Screen
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DST, Schwerin FastCheckPOC div Nitrozellulose alge-AP Farbreaktion qualitativ
Allergy
(Streifentest)
www.dst-diagnostic.com (Chromogen)
LAS Liquid div Flissigallergene algE-AP Photometrie Standardkurve mit Kalibrierung am WHO-
Allergen System (450/620 nm) IgE-Standard (IU/ml)
Euroimmun, Libeck EUROLINE (EIA- | div Nitrozellulose alge-PO Farbreaktion Semiquantitativ (visuell, Klassen)
Streifentest) (chromogen)
wWww.euroimmun.de Allercoat 6° (EIA) |div CNBr-aktivierte algE-AP Photometrie (405 Standardkurve mit Kalibrierung am WHO-
Papierscheiben nm) IgE-Standard (1U/1)
HAL Allergie, Dusseldorf ACTL.TIP® (EIA) div Polystyrolkugeln alge-PO Photometrie (405 Referenz mit 1- oder 3-Punkt-Kalibration
nm) (AU/ml)
www.hal-allergie.de
Hycor Biomedical, Kassel HYTEC® (EIA) div CNBr-aktivierte algE-AP Photometrie (405 Standardkurve mit Kalibrierung am WHO-
Papierscheiben nm) IgE-Standard (IU/ml)
www.hycorbiomedical.com
Intex, Weil a. Rhein Allergoset” div Nitrozellulose alge-PO Farbreaktion Semiquantitativ (visuell, Klassen)
(Chromogen)
www.intex-
diagnostika.com.de (EIA-Streifentest)
MEDIWISS Analytic GmbH | AllergySreen div Nitrozellulose algE-B, SAP Farbreaktion Semiquantitativ (visuell, Klassen)
www.mediwiss-analytic.de/ (Chromogen)
Milenia Biotech, Bad PonCheck® div Nitrozellulose algE-B, SAP Farbreaktion, Referenzkurve mit konjugiertem
Nauheim System Scanner-Auswertung | Rinderalbumin (kU/I)
www.milenia-biotec.de EIA-Streifentest)
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Phadia, Freiburg ImmunoCAP® eig CNBr-aktivierte algE-betaG Fluorophotometer Standardkurve mit Kalibrierung am WHO-
(FEIA) Zellulose IgE-Standard (kU/1)
(ImmunoCAP)
www.phadia.com
ImMmuoCAP® ISAC | div Microchip algE- Fluoreszenzmessung | Semiquantitativ, Inhouse-Referenzserum
(FIA) Fluoreszenzfarbstoff | (Laser-Scanner) mit 1 Punkt-Kalibration (ISU)
P B ® ’ P .
R-Biopharm, Darmstadt I(?éizass_?)reen div gg‘?é}iléﬂ\gﬁgi algk-AP E::;tometne (405 Standardkurve mit Kalibrierung am WHO-
P IgE-Standard (IU/ml)
www.r-biopharm.com Rida” div Nitrozellulose algE-B, SAP Farbreaktion Semiquantitativ (visuell, Klassen)
AllergyScreen
(EIA-Streifentest) (Chromogen)
Siemens Medical Solutions | Immunlite 2000® div Flissigallergene algE-AP Chemilumineszenz | am WHO-IgE-Standard (kU/I)

Diagnostic GmbH, Bad

Nauheim

www.medical.siemens.de

3gAIIergyT'VI (EIA)

AE = Acridinium-Ester; AP = alkalische Phosphatase; algE = Anti-IgE-Antikdrper; B = Biotin; CNBr = Cyanobromid; (]G = [I-Galaktosidase; div = diverse Hersteller; eig = eigene Herstellung; HRP = Meerrettich-

Peroxidase (Horseradish Peroxidase);

IgE = Gesamt-Serum-IgE; PO = Peroxidase; S = Streptavidin; SAP = Streptavidin-alkalische Phosphatase
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Abbildungen

Abb. 1: Modell der IgE-vermittelten Sensibilisierung und Effektorphase. Die Pfeile (re.
Bildhalfte) markieren den Angriffspunkt verschiedener, diagnostischer Prinzipien und

allergologischer Tests.
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