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Allergie und Asthma: Labormedizinische
Herausforderungen für eine Molekulare Diagnostik

H. Renz1

Allergie und Asthma haben als Volkskrankheiten einen
erheblich medizinischen und sozio-ökonomischen Im-
pact. Dieser ist charakterisiert durch folgende Fakten:
• Zwischen 24-32 Millionen Menschen in Deutsch-

land leiden an einer Allergie.
• Die Tendenz ist steigend.
• Die Ursachen liegen in einer multidirektionalen In-

teraktion zwischen genetischer Disposition, immu-
nologischer Fehlregulation und Umweltbedingun-
gen („westliche Lebensweise")·

• Die gegenwärtig verfügbare Therapie ist ausschließ-
lich symptomatisch. Eine Kausaltherapie steht nicht
zur Verfügung.

• Sekundär- und Tertiär-Prävention ist nur bedingt er-
folgreich. Eine Primärprävention steht nicht zur
Verfügung.

• Die verfügbare in-vitro Diagnostik ist insuffizient.
Sie beschränkt sich im wesentlichen auf die Mes-
sung von allergenspezifischen IgE-Antikörpern.
Eine molekulare Diagnostik vom Genotyp zum Phä-
notyp ist dringend erforderlich. Marker zur Prädik-
tion stehen nicht zur Verfügung.

• Allergie- und Asthma-Behandlungen kosten ca.
10-15 Mrd. DM pro Jahr (direkte und indirekte
Kosten).

In den letzten Jahren konnten erhebliche Fortschritte
im immunologischen Verständnis der zugrunde liegen-
den Fehlregulation bei Allergie und Asthma erzielt
werden. Ziel unserer Arbeitsgruppe ist hierbei über ein
besseres Verständnis der Pathogenese von Allergie und
Asthma zu einer Optimierung von Diagnostik und
Therapiestrategien zu gelangen. Hierzu sind zum einen
eine Reihe von Tiermodellen (Maus) entwickelt wor-
den, in denen wesentliche Grundzüge der immunologi-
schen Fehlregulation in-vivo induziert werden konn-
ten. Diese Tiermodelle eignen sich zur Untersuchung
der Pathogenese. Hierbei steht die Induktion und Per-
petuation einer fehlgeleiteten T-Zell Immunantwort im
Mittelpunkt. Diese Zellen sind die einzigen Zellen des
Immunsystems, die antigen-spezifische Funktionen
entfalten können. Ferner werden diese Modelle ange-
wandt, um neue immunmodulatorische Stategien eben-
falls unter in-vivo Bedingungen zu evaluieren. Ein An-
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satzpunkt ist hierbei die Intervention auf der Ebene der
fehlgeleiteten ZytokinProduktion durch Applikation
von Zytokinantagonisten, löslichen Rezeptoren etc.
Parallel hierzu ist die Ausbildung einer immunologi-
schen Toleranz durch spezifische Immuntherapie als
Intervention auf der Ebene der antigenspezifischen T-
Zellen im Mittelpunkt. Da in diesem Zusammenhang
auf Details nicht eingegangen werden kann, wird auf
aktuelle Übersichtsarbeiten verwiesen (1-5).

Im Gegensatz zu anderen chronischen Entzün-
dungserkrankungen zeichnen sich Allergie und Asthma
durch die präferenzielle Aktivierung einer besonderen
T-Zell Effektorpopulation aus, die als TH-2 Immun-
antwort definiert ist. Das charakteristische einer TH-2
Immunantwort ist ihre regulatorische Kompetenz auf
eosinophile Granulozyten, Mastzellen und IgE-Syn-
these. Damit stellt diese Form der T-Zeli Effektorant-
wort eine Schlüsselstelle im allergischen Geschehen
dar. Auslöser bzw. Initiator der Immunantwort ist der
Kontakt mit an und für sich harmlosen Umweltantige-
nen. Die normale Immunantwort gegenüber Haus-
staubmilben, Pollen, Nahrungsmitteln etc. ist eine im-
munologische Toleranz. Beim Allergiker hingegen ist
das Immunsystem nicht in der Lage, eine Toleranzant-
wort; aktiv zu formen, sondern es kommt zur Ausbil-
dung einer fehlgeleiteten TH-2 Effektorantwort. Die
Entwicklung dieses regulatorischen Konzepts trägt zur
Entwicklung von spezifischen Interventionsstrategien
bei, die gezielt in das Immungeschehen eingreifen sol-
len. Hierbei soll die herauf regulierte TH-2 Antwort di-
rekt oder indirekt antagonisiert werden. Dieses Ziel
wird mit der Entwicklung von Zytokinantagonisten,
löslichen Zytokinrezeptoren, monoklonalen Antikör-
pern etc. verfolgt. Einige dieser Substanzen, wie z.B.
ein rekombinanter löslicher IL-4 Rezeptor und mono-
klonale Antikörper gegen IL-5 sind bereits in der kli-
nischen Erprobung. Ein weiterer Ansatz ist die Verhin-
derung der immunologischen Fehlregulation durch
frühzeitige Toleranzinduktion. Hier werden unter dem
Stichwort einer „präventiven allergischen Impfung"
eine Reihe von neuen Ansätzen evaluiert: Mukosale
Toleranzinduktion, Behandlung mit immunslimulatori-
schen Sequenzen aus bakterieller DNA [CpG Oligonu-
kleotide], präventive Immuntherapie mit hohen Aller-
gendosen und andere mehr.

Um die Ausbildung von Allergie und Asthma
primär zu verhindern, ist es erforderlich, die initialen
Schritte der Immunaktivierung zu verstehen. Wann im
Leben und durch welche molekularen Ereignisse wird
die immunologische Fehlregulation in Gang gesetzt?
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Dieses Forschungsfcld gewinnt in allerjüngster Zeit an
Dynamik, da eine Vielzahl von Erkenntnissen belegen,
daß die materno-fetalen Interaktionen offensichtlich
deutlich komplexer sind als bisher angenommen. Hier
zeichnet sich ein bahnender Einfluß auf die Allergie-
entstehung ab. Es gibt Hinweise, die zeigen, daß das
maternale Immunsystem die Ausbildung der fetalen
Immunität ab etwa dem zweiten Trimenon der
Schwangerschaft funktioneil beeinflußt. Gleichzeitig
kommt es während der Schwangerschaft zu einer loka-
len immunologischen Umorganisation, womit die Ab-
stoßung des fetalen „Allotransplantats" und damit
einen Abort verhindert werden soll.

Diese Erkenntnisse münden auch in eine Weiterent-
wicklung der Diagnostik. Die molekulare Charakteri-
sieaing von Hauptallergenen erlaubt heute über die
Herstellung von rekombinanten Majorallergenen eine
valide quantitative Bestimmung von allergenspezifi-
schen IgE-Antikörpern. Die Messung spezifischer IgE-
Antikörper ist nach wie vor die Domäne der in vitro
AJlergiediagnostik. Patienten unter spezifischer Im-
muntherapie bedürfen eines intensiven immunologi-
schen Monitorings. Hier gibt es erhebliche Defizite, da
bis heute keine Marker zur Verfügung stehen, die den
Erfolg einer solchen Therapie sicher anzeigen können.
Ferner ist ein immunologisches Monitoring erforder-
lich, um Patienten zu selektionieren, die von einer spe-
zifischen immunologischen Intervention profitieren.
Da diese Therapiestrategien aufwendig, zeit- und ko-
stenintensiv sind, ist eine Weiterentwicklung dringend
erforderlich. Ferner entwickelt sich das Umweltmoni-
toring zu einem unverzichtbaren Bestandteil einer mo-
dernen Allergiediagnostik. Die Verfügbarkeit mono-
klonaler Antikörper, gerichtet gegen Majorallergene
erlaubt heute die Quantifizierung von Allergenen in
der Umwelt des Patienten. Dieser neue Aspekt der Al-
lergiediagnostik wird in den nächsten Jahren sehr an
Bedeutung gewinnen.

Die Entwicklung und Empfehlung von Präventiv-
strategien setzt eine sichere Prädiktion für die Ent-
wicklung von Allergie und Asthma voraus. Viel En-
thusiasmus ist mit der Messung von Gesamt-IgE im
Nabelschnurblut verbunden gewesen, allerdings haben
große prospektive Kohortenstudien belegt, daß dieser
Parameter kein geeigneter Prädiktionsmarker für ein
Populationsscreening darstellt. In jüngster Zeit eröff-

net die Molekulargenetik eine neue Perspektive. Daß
Allergie und Asthma eine genetische Komponente
haben, steht außer Zweifel, jedoch wird ebenso deut-
lich, daß es sich hierbei nicht um eine monogene Er-
krankung handelt, sondern daß Major- und Minorgene
komplex ineinander greifen. Dieses Bild wird noch da-
durch kompliziert, daß offensichtlich verschiedene
Phänotypen wie z.B. IgE-Produktion, bronchiale
Hyperreagibilität, Ausbildung bestimmter Entzün-
dungsformen, organspezifische Manifestationen wie
Neurodermitis und Asthma mit Mutationen an unter-
schiedliche Genloci gekoppelt sind. Ferner zeigen Un-
tersuchungen in verschiedenen ethnischen Populatio-
nen wiederum unterschiedlich genetische Koppelun-
gen. Dieses komplexe Bild kann möglicherweise
durch den Einsatz neuerer Technologien für eine mo-
lekulargenetische Risikodiagnostik genutzt werden.
Hier eröffnet die molekulargenetische Diagnostik mit-
tels Chiptechnologien eine Perspektive.

Hieraus wird deutlich, daß die Laboratoriumsmedi-
zin erheblich von einer kliniknahen Grundlagenfor-
schung profitiert, die die immunologische Fehlregula-
tion allergischer Erkrankungen analysiert, die geneti-
sche Komponente versucht zu identifizieren und hier-
aus neben diagnostischen insbesondere auch moderne
therapeutische Konzepte entwickelt. Die enge Verzah-
nung zwischen kliniknaher Grundlagenforschung, La-
bordiagnostik und Klinik erfordert ein interdisziplinä-
res Netzwerk vor Ort, um zukunftsorientiert die Pro-
bleme und Herausforderungen dieser Volkskrankheiten
anzugehen.
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C-reactive Protein (CRP) in Atherogenesis*
Michael Torzewski, Michael Kapinsky, Gregor Rothe, Gerd Schmitz

Institute for Clinical Chemistry and Laboratory Medicine, University of Regensburg, Germany

atherogente LDL Intima

O Subendothelial deposition of native LDL
G Modification of LDL by hydroiases (e. g. enzymatically

modified LDL, E-LDL)
O Opsonization of modified LDL by innate (CRP, comple-

ment) and specific (immunoglobulins) opsonins
G Cellular uptake of opsonized LDL by macrophages and

foam cell formation
G Complement activation by e. g. CRP, E-LDL and

sublytic complement attack on smooth muscle cells
(SMCs)

Background

CRP is emerging as a key mediator (complement
activation, lipoprotein opsonization, monocyte che-
motaxis) of inflammatory processes already in early
atherogenesis. The identification and functional cha-
racterization of receptors for CRP have been the target
of extensive research. Potential candidates are the
FcyRI (CD64), the FcyRII (CD32), and a xunique% CRP
receptor (CRP-R).

Goals

Analysis of peripheral blood and peripheral
blood monocyte subpopulations of healthy donors
and patients with acute phase reactions by flow
cytometry using a mAb against the leukocyte CRP-R
as well as a polyclonal anti-CRP antibody

Assessment of CRP-binding during foam cell
formation as induced by enzymatically (trypsin,
cholesterol esterase, neuraminidase) modified
LDL (E-LDL)

Ce//s
D Heparinized peripheral blood samples (PB) from

healthy donors
G Heparinized PB from septicemia patients
G Elutriated monocytes cultured in serum free me-

dium (Macrophage-SFM, Gibco Life Technologies),
supplemented with human recombinant M-CSF

Enzymatic Modification of LDL (E-LDL)
G Triple enzyme modification of LDL (Bhakdi et al., J

Exp Med 1995; 182:1959): trypsin, cholesterol
esterase, neuraminidase

Flow-Cytometric Analysis
Whole blood staining of surface antigens (CD 14,
CD16, CD32.CD64)

G Detection of CRP binding by a polyclonal anti-CRP
antibody (CRPpAb)

G Detection of the CRP-R by a monoclonal antibody
(clone RC10.2, CRP-RmAb)

G Four colour analysis on a FACSCalibur flow cytq-
meter

'Presented at the Congress "Molecular and Cellular Diagnostics",
October 3-5, 1999 in Regensburg, Germany.
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Analysis of CRP binding (A) and expression of the CRP-R (B) in peri-
pheral blood samples of healthy donors and patients with acute phase
reactions. CRP binding and expression of the CRP-R on monocytes
and granulocytes is enhanced under acute phase reactions.
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Analysis of CRP binding (A) and expression of the CRP-R (B)
in peripheral blood monocyte subpopulations of patients with
acute phase reactions. A distinct population of CD14*19" mono-
cytes showed enhanced CRP binding and expression of the
CRP-R (arrows)

Analysis of CRP binding during lipid loading of freshly isolated
monocytes (24 h and 72 h, respectively). Binding of CRP is markedly
enhanced on E-LDL loaded monocyte-derived macrophages com-
pared to non loaded (MCSF = 100 %) cells already after 24 h incu-
bation
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Analysis of CRP binding during lipid loading of freshly isolated
monocytes with E-LDL (24 h and 72 h, respectively) with and with-
out CRP preincubation. CRP preincubation of loaded monocyte-
derived macrophages does not influence significantly CRP binding

Expression of the FcyRi/CD64 during lipid loading of freshly isolated
monocytes (24 h and 72 h, respectively) compared to non loaded
(MCSF = 100 %) cells. Expression of the FcyRI/CD64 is not en-
hanced on E-LDL loaded monocyte-derived macrophages, even
after 72 h incubation.
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