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Zusammenfassung: Die allergologische In-vitro-
Diagnostik zeigt in den letzten Jahren vielfaltige dynami-
sche Entwicklungen und Fortschritte. Dies ist zum einen
der Verfiigharkeit von sogenannten molekularen Kompo-
nenten der verschiedenen Allergene geschuldet, die heute
eine komponentenbasierte Diagnostik erlauben. Diese ist
zur Risikoabschdtzung und Stratifizierung von Patienten
sowie zur Auswahl der geeigneten (spezifischen) Immun-
therapie essentiell. Dariiber hinaus sind Fortschritte zu
verzeichnen in der Differentialdiagnose von Nahrungs-
mittelunvertrdglichkeiten und -allergien. Die zelluldre
Diagnostik ist ebenfalls auf dem Vormarsch, wie z.B. mit
den basophilen Aktivierungstests. Die jiingsten Entwick-
lungen werden in diesem Artikel diskutiert.

Schliisselwdrter: Allergologische Diagnostik; basophiler
Aktivierungstest; komponentenbasierte Diagnostikl Nah-
rungsmittelallergie; Nahrungsmittelunvertraglichkeit;
zelluldre Tests.

Abstract: In vitro allergy diagnostics is rapidly advancing.
This is primarily due to the development of component-
based diagnostic tools. The availability of allergen com-
ponents now allows a more precise and patient-tailored
diagnostics, which has implications for therapeutic strat-
egies including decision about specific immunotherapy.
Furthermore, differential diagnostics of food intolerances
and food allergies is also advancing because of this novel
test. Another area of advancement is cellular diagnostics,
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which is primarily based on basophile activation tests.
These recent developments will be discussed in this article.

Keywords: allergy diagnostics; basophile activation tests;
cellular diagnostics; component-based diagnostics; food
allergies; food intolerances.

Molekulare, komponentenbasierte
Allergiediagnostik

Allergische Erkrankungen sind auf dem Vormarsch. Sie

manifestieren sich an den Grenzflachen des Organismus

zur Umwelt, also:

- Haut (Neurodermitis, atopisches Ekzem),

- obere Atemwege (allergische
»Heuschnupfen®),

- untere Atemwege (Asthma),

— Gastrointestinaltrakt (Nahrungsmittelallergien).

Rhinitis,

Im Mittelpunkt der Allergiediagnostik steht nach wie vor
die Messung von Allergen-spezifischen IgE-Antikérpern.
Diese Antikorper werden produziert auf der Basis einer
komplexen Gen-Umwelt-Interaktion. Allergische Erkran-
kungen haben als komplexe, chronisch-inflammatorische
Erkrankungen (wie andere chronische Entziindungs-
erkrankungen auch) eine genetische Komponente. Es
handelt sich hierbei um multigenetische Erkrankungen,
bei denen Polymorphismen in einer Vielzahl von Genen
nachgewiesen werden konnten. Die betroffenen Gene
kodieren iiberwiegend fiir Molekiile des Immunsystems,
Strukturelemente der betroffenen Organe, Barrierefunk-
tionen etc. Jede Erkrankung und dann wiederum jeder
Patient (inter-individuelle Heterogenitét) zeigt hierbei ein
eigenes genetisches Muster.

Basierend auf der Genetik bedarf es der Exposition zu
bestimmten Umweltfaktoren, um die Erkrankung klinisch
manifest zum Ausbruch zu bringen. Die westlich-industria-
lisierte Lebensweise scheint hier von besonderer Bedeutung
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zu sein. Faktoren aus diesem Milieu inkludieren Erndh-
rung, Exposition zu Mikroben (“Hygiene-Hypothese”),
Stressfaktoren und andere. Als Resultat dieser komplexen
Gen-Umwelt-Interaktionen ist das Immunsystem des Pati-
enten insofern fehlreguliert, als dass auf die Exposition mit
harmlosen Umweltantigenen eine chronisch-inflammatori-
sche Immunantwort initiiert und perpetuiert wird, in deren
Mittelpunkt sogenannte TH2-T-Zellen stehen, die {iber ihre
Zytokinproduktion dann die Effektorphase der allergischen
Entziindung regulieren (Abbildung 1). Als eine wesentliche
Konsequenz kommt es zur Produktion von (allergen-spezi-
fischen) IgE-Antikorpern.

Von grofler Bedeutung ist die Differenzierung zwi-
schen einer sogenannten Sensibilisierung und einer
klinisch relevanten Allergie. Unter einer Sensibilisie-
rung verstehen wir die Entwicklung einer spezifischen
Immunantwort und IgE-Produktion auf ein Allergen. Es ist
Aufgabe des Klinikers zu iiberpriifen, inwieweit die nach-
gewiesenen IgE-Antikodrper auch fiir die klinischen Reakti-
onen des Patienten verantwortlich sind. Dies bedarf in der
Regel weiterer diagnostischer Mafinahmen, wie z.B. einer
Allergenprovokation am Endorgan, Eliminationsdidten
bei Verdacht auf Nahrungsmittelallergie etc. In keinem
Fall wird iiber den alleinigen Nachweis von spezifi-
schem IgE die Diagnose einer Allergie gestellt!

Fiir den Nachweis spezifischer IgE-Antikorper stehen
verschiedene Testverfahren zur Verfiigung. Im Wesentli-
chen unterscheiden sich heute diese Testverfahren darin,
ob die Allergene tragergebunden oder in fliissiger Form im
Testsystem vorliegen. Fiir beide Ansdtze stehen kommer-
zielle Testsysteme zur Verfiigung.

Die allergische Entziindung

@\ = (D)
@35

Allergic
response

--

Abbildung 1: Regulation der allergischen Entziindungsantwort und
Effektorantwort {iber die Bildung von TH2-T-Zellen, die ihrerseits die
Eosinophilie, Mastzellaktivierung und IgE-Produktion im Rahmen
der Entziindungsreaktion steuern.
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Des Weiteren muss unterschieden werden zwischen
Tests mit Einzelallergenen und Tests mit Allergengemi-
schen. Bei den Einzelallergenen gilt es dann wiederum
zu unterscheiden zwischen nativen Allergenen, die im
Testsystem eingesetzt werden. Hierbei handelt es sich in
der Regel um Proteingemische, die mehr oder weniger gut
charakterisiert und aufgereinigt sind, und dem Einsatz
von Einzelkomponenten dieser Allergene. Solche Kompo-
nenten kénnen aufgereinigt sein (dann enthalten sie auch
den Kohlehydratanteil) oder sie sind in rekombinanter
Form hergestellt (dann enthalten sie diesen Kohlehydra-
tanteil nicht).

Im Zeitalter der molekularen Allergologie ist es in
den letzten zwei Dekaden gelungen, die Allergene auf
molekularer und genetischer Ebene weitestgehend zu
charakterisieren (zumindest die wichtigsten Allergene
betreffend). Hierbei ist zunichst klar geworden, dass
einzelne Allergene, wie z.B. Birkenpollen, Haselnuss,
Erdnuss, Milbe oder Graserpollen, jeweils Allergengemi-
sche darstellen. Sie setzen sich aus einer unterschiedli-
chen Anzahl von Proteinkomponenten zusammen. Diese
Komponenten haben eine mehr oder weniger grofie
Bedeutung fiir die Auslésung allergischer Reaktionen.

Wir sprechen von Major-Allergenen, wenn min-
destens 50% der entsprechend erkrankten Patienten auf
diese Komponente reagieren (z.B. Bet v 1). Dem gegeniiber
stehen Minor-Allergene. Minor-Allergene sind Kompo-
nenten, bei denen weniger als 15% der Patienten eine
klinische Reaktion zeigen. Dennoch kann diese klinische
Reaktion durchaus heftiger Natur sein (z.B. Bet v 2).

Bei vielen dieser einzelnen Komponenten finden
sich phylogenetische Verwandtschaften untereinander.
Solche Komponenten, die einer Proteinfamilie zugeordnet
werden kénnen und mit hoher Homologie bei verschiede-
nen Allergenquellen nachgewiesen werden koénnen, sind
dann verantwortlich fiir klinisch-relevante Kreuzreak-
tionen. Dem gegeniiber gibt es auch allergenspezifische
Komponenten. Wenn hier eine Sensibilisierung nachge-
wiesen wird, ist dies eine fiir dieses jeweilige Allergen
spezifische Reaktion.

In Tabelle 1 sind wichtige und klinisch relevante Pro-
teinfamilien zusammengestellt, auf die nun im Einzelnen
exemplarisch an ausgewidhlten Beispielen ndher einge-
gangen werden soll [1, 2].

Profiline

Profiline sind weit verbreitet im Pflanzenreich. Sensibili-
sierungen finden sich haufig, allerdings duf3erst selten mit
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Tabelle 1: Wichtige und klinisch relevante Proteinfamilien.

— Profiline

- PR-10

— Lipid transfer protein
— Speicherproteine

— Tropomyosenie

— Parvalbumine

klinischer Relevanz. Prominente Beispiele sind das Birken-
pollen-Allergen Bet v 2 oder das Latex-Allergen Hev b 8 [1].

Speicherproteine

Am anderen Spektrum der klinischen Relevanz befinden
sich die Speicherproteine. Dieses sind Hauptallergene bei
Leguminosen, Samen und anderen Pflanzen. Sie machen
hédufig den grofiten Proteinanteil bei diesen Allergenen
aus. Sie sind hitzestabil und deswegen auch im gekochten
Zustand reaktiv. Ferner sind sie haufig resistent gegeniiber
enzymatischer Degradation, und es kommt bereits zur
Reaktion bei niedrigen Expositionsdosen. Die haufigste
und wichtigste Gruppe sind die 2S-Albumine.

Hieraus wird bereits deutlich, dass sich die Spei-
cherproteine in mehrere Unterfamilien gliedern lassen,
namlich die 2S-, die 7S- und die 11S-Globuline. Tabelle 2
fasst den aktuellen Stand der Kenntnisse und Verteilung
bei verschiedenen Allergenen zusammen:

Ein wichtiges Beispiel fiir die klinische Relevanz ist
die Erdnuss [3-9]. Die Erdnuss besteht aus einer grofleren
Zahl an Komponenten, die jeweils verschiedenen Protein-
familien angehdren. Arah 1, Arah 2, Arah 3, Ara h 4 und
Ara h 6 sind Mitglieder der Speicherproteine.

Welches diagnostische Vorgehen hat sich in jlingster
Zeit etablieren kénnen?

Zundchst ist deutlich geworden, dass der Nachweis
von IgE-Reaktivitdt bei den Speicherproteinen von hoher

Tabelle 2: Wichtige Speicherproteine.
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diagnostischer Bedeutung ist. Insbesondere der Kompo-
nente Ara h 2 wird hier grofle Bedeutung beigemessen.
Von weiterem Interesse ist die isolierte Positivitdt auf Ara
h 8 (AMPR10-Protein). Dieses scheint isoliert betrachtet
mit einer Toleranz gegeniiber Erdnuss assoziiert zu sein.
Ein diagnostischer Algorithmus wurde von Dang et al. [3]
vorgeschlagen.

In einer weiteren Studie sind iiber 200 Kinder eva-

luiert worden, von denen die Hilfte im Rahmen von
doppelblind-placebokontrollierten Nahrungsmittelprovo-
kationen positiv getestet worden sind auf Erdnussallergie,
und die andere Halfte Erdnuss-tolerant war. Die beste dia-
gnostische Sensitivitdt und Spezifitdt wurde erreicht mit
folgendem diagnostischem Algorithmus:
Zunichst Testung mit einem Erdnuss-Extrakt. Wenn
das IgE beim Erdnuss-Extrakt grofler 15 kU/1 ist, dann
Testung mit rekombinanten Ara h 2. Ist dieses posi-
tiv, kann die Diagnose einer Erdnussallergie gestellt
werden, ohne dass eine Provokation notwendig ist.
Mit diesem diagnostischen Algorithmus erspart man
sich — zumindest in dieser Studie — 2/3 der notwendi-
gen Provokationen.

Sojaallergie

Ein weiteres wichtiges, klinisch-relevantes Beispiel fiir
die Relevanz von Speicherproteinen ist die Sojaallergie
[10, 11]. Hier spielen die Komponenten Gly m 4, Gly m 5
und Gly m 6 eine wichtige Rolle, wobei Gly m 5 und Gly m
6 Speicherproteine darstellen. Gly m 4-Sensibilisierungen
finden sich vor allem im Rahmen von Kreuzreaktivitdten
zwischen Pollen und Soja. Dies ist zuriickzufiihren auf
Kreuzreaktivitdten mit Bet v 1 (einem PR10-Protein).

Gly m 5 und Gly m 6 haben einen hohen positiven pre-
diktiven Wert bei der Diagnose einer Sojaallergie.

Hieraus hat sich jetzt folgende Kartierung fiir die kli-
nische Bedeutung von Sojaallergenkomponenten heraus
kristallisiert (Abbildung 2):

2S-Albumine 7S-Globuline 11S-Globuline
Erdnuss (Arachis hypogaea) Arah?2 Arah1 Arah3

Arah 6 Arah 4
Soja (Glycine max) Glym5 Glymé
Haselnuss (Corylus avellana) Cora 14 Cora11l Cora9
Walnuss (Juglans regia) Jugr1 Jugr?2 Jugr4
Paranuss (Bertolletia excelsa) Bere1
Buchweizen (Fagopyrum esculentum) Fage?2
Sesam (Sesamum indicum) Sesi1l
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- Gly m 5 und Gly m 6: Inshbesondere schwere Reakti-
onen im Gastrointestinaltrakt, aber auch Urtikaria,
Angioddem und Anaphylaxie,

- Gly m 4 als PR10-Protein im Rahmen des oralen
Allergie-Syndroms bei Kreuzreaktionen zwischen
Pollen und Nahrungsmitteln,

- Glymlund Gly m 2: Mégliche Bedeutung beim Asthma
bronchiale als inhalatives Allergen.

Haselnussallergie

Auch im Rahmen der Diagnostik der Haselnuss-Allergie
sind Fortschritte erzielt worden [12, 13]. Die Komponenten
Cor a 9 und Cor a 14 gehoren zu den Speicherproteinen
und sind eng assoziiert mit schweren Reaktionen und
einer echten primaren Haselnussallergie. Dem gegeniiber
ist die Komponente Cor a 1 ein PR10-Protein und eng ver-
wandt mit dem Birkenpollen-Allergen Bet v 1 und somit
von Bedeutung beim oralen Allergiesyndrom (Kreuzreak-
tion zwischen Pollen und Nahrungsmitteln). Eine Sensibi-
lisierung auf Cor a 8 wird selten beobachtet.

Die Familie der PR10-Proteine
(Pathogenese-related proteins)
PR10-Proteine kommen ebenfalls sehr haufig in der Natur

vor. Sie sind im Unterschied zu den Speicherproteinen
hitzesensitiv, werden also in der Regel in gekochtem oder

Sojaallergie

Gly m 1/2

\/

Gly m 5/6

Glym4

Gl, Urtikaria
Angioddem
Anaphylaxie

Abbildung 2: Rolle der Komponenten Gly m 4, Gly m 5 und Gly m 6
im Rahmen der Soja-allergiediagnostik.
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| Proteinfamilie: Pathogenese verwandte
Proteinfamilie-10 (PR-10)

Birke (Betv 1) + hitzeempfindlich
Erdnuss (Ara h 8) + gekochttoleriert

Soja (Gly m 4) + Orales Allergiesyndrom
Haselnuss (Cora1) (OAS)

Apfel (Mal d 1) * Frichte-Gemiisein
Kiwi (Act d 8) Nordeuropa

Pfirsich (Prup 1)

Karotte (Dauc 1)

Abbildung 3: Wichtige Eigenschaften und Beispiele der
PR10-Proteinfamilie.

gebackenem Zustand toleriert. Haufig sind diese Sensibi-
lisierungen assoziiert mit dem oralen Allergiesyndrom,
also mit milden lokalen Reaktionen, wie wir sie haufig
finden bei Friichte-Gemiise-Pollen-Syndromen, insbeson-
dere in Mittel- und Nordeuropa. Abbildung 3 fasst dieses
noch einmal tabellarisch zusammen.

Die Problematik der kreuzreagier-
enden Kohlehydrat-Determinanten
(CCD; Cross reactive carbohydrate
determinants)

Allergene und Allergenkomponenten im nativen Zustand
sind in der Regel glykosilierte Proteine. An diesen Prote-
inen hdangen kurze Zuckerketten. Solche kurzen Zucker-
ketten enthalten haufig nur ein IgE-Bindungsepitop. Bei
einem Patienten, der gegen diese CCD-Determinanten IgE-
Antikorper bildet, binden diese IgE-Antikdrper zwar im
in-vitro-assay-System, in der biologischen Realitdt kommt
es aber nicht zu einer Kreuzvernetzung auf der Oberflache
von IgE-Rezeptor-tragenden Effektorzellen (z.B. Mastzel-
len und basophile Granulozyten), also auch nicht zu einer
Aktivierung und Mediatorausschiittung aus diesen Zellen.
Daher ist die klinische Relevanz ausgesprochen gering
und nur sehr selten finden sich klinische Symptome bei
solchen IgE-Positivitaten.

Beispiele hierzu sind das Bromelain, welches z.B. in
der Ananas und in anderen Friichten vorkommt, und die
Meerrettich-Peroxidase. Mittlerweile stehen kommerzi-
elle Testsysteme zur Verfiigung, um IgE-Antikdrper gegen
CCD-Determinanten zu detektieren.
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Von Bedeutung ist die Diagnostik von CCD-IgE z.B.
bei der Bienen- und Wespengiftallergie [14-18]. Hierbei
konnen zwei unterschiedliche diagnostische Algorithmen
differenziert werden:

Entweder zundchst Testung mit nativem Bienen- und
Wespengiftextrakt. Fallt die Testung auf einen von beiden
Extrakten positiv aus, so kann von einer spezifischen Sen-
sibilisierung ausgegangen werden. Sind hingegen beide
Tests positiv, stellt sich die Frage, ob der Patient eine echte
Doppelsensibilisierung auf Biene und Wespe aufweist
oder ob es sich bei dem Patienten um eine unspezifische
Reaktion handelt (auf CCD-Epitope). Die in den nativen
Giften enthaltenen Proteine tragen ndmlich genau solche
CCD-relevanten Zuckerseitenketten. Hier wird dann im
zweiten Schritt auf CCD-IgE getestet, um zwischen der
Kreuzreaktivitit (unspezifische Sensibilisierung) bzw. der
echten Kreuzsensibilisierung zu differenzieren.

Alternativ kann heute auch gleich mit rekombinanten
Allergenen getestet werden, die genau diese Zuckersei-
tenketten nicht tragen. Der entsprechende diagnostische
Algorithmus ist dargestellt.

Wichtig ist in dem Zusammenhang auch, dass gerade
bei Wespenallergie die Testung mit Extrakten nicht alle
Allergiker erfasst. Dies konnte jiingst in einer Publikation
herausgearbeitet werden. Erst unter zusatzlichem Einsatz
von rekombinanten Ves v 5 ist es gelungen, die nach
Extrakt-Testung negativ ausgefallene Population weiter
zu diskriminieren. Der Grund hierfiir ist wahrscheinlich,
dass die Komponente Ves v 5 in nur sehr geringer Konzen-
tration im natiirlichen Extrakt enthalten ist. Von daher
stellt sich die Frage, ob der natiirliche Extrakt nicht mit
rekombinanten Ves v 5 gespiked werden kann.

Dieses spielt eine Rolle bei bestimmten Allergien auf
rotes Fleisch. Es konnte gezeigt werden, dass nach Zecken-
bissen IgE-Antikorper gegen alpha-GAL (Galactose-alpha-
1,3-Galactose) nachgewiesen werden konnen. Alpha-GAL
findet sich im Gastrointestinaltrakt der Zecke. Alpha-GAL
ist aber auch Bestandteil der Gelatine (aus Rinderkollagen
gewonnen). Patienten, die auf Gelatine allergisch reagie-
ren, reagieren in der Regel auch auf rotes Fleisch, wenn
die Gelatineallergie auf alpha-GAL zuriickzufiihren ist.
Dieser Zusammenhang scheint zunehmend von klinischer
Bedeutung zu sein [19, 20].

Die Proteinfamilie der
Tropomyosine

Tropomyosine sind Aktin-bindende Proteine, die vor
allen Dingen in Muskelzellen vorkommen. Hier bestehen
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Proteinfamilie: Tropomyosin

Aktin-bindende Proteine
in der Muskelzelle

Milbe (Der p 10)
Anisakis (Ani s 3)
Shrimp (Pena 1)
Kreuzreaktionen zwischen
+ Schalen und Krustentiere
* Milben

+» Schaben

* Nematoden

Abbildung 4: Die Proteinfamilie der Tropomyosine — Eigenschaften
und Vorkommen.

Kreuzreaktivititen zwischen Hausstaubmilben, Krusten-
und Schalentieren (Abbildung 4).

Dies ist deswegen von besonderer Relevanz, weil eine
Untergruppe der Patienten mit Hausstaubmilbenallergie
auch auf die Komponente Der p 10 mit IgE reagiert. Dieses
Der p 10 ist das Tropomyosin der Milbe und verantwortlich
fiir hdufig schwere klinische Reaktionen von Milbenaller-
gikern auf Krusten- und Schalentiere.

Tierallergene

Sensibilisierung und Allergien gegen Tiere kommen
zunehmend héaufiger vor [21]. Prominente Beispiele sind
die Katzenallergie (hier ist es das Sekretoglobulin Fel d 1
aus dem Speichel der Katze), aber auch Hunde- und Pfer-
deallergien. Bei Berufs-Exponierten spielt auch eine All-
ergie auf Miuse (und Ratten) eine Rolle (Tierpfleger etc.).
Hierbei sind es haufig die Lipocaline, die verantwortlich
sind fiir die entsprechenden Reaktivitadten.

Die Kklinische Relevanz solcher Sensibilisierungen
ist insbesondere bei Patienten mit Asthma hinlanglich
bekannt. Dies liegt daran, dass Tierallergene haufig inha-
lativ zur Exposition gelangen. In einer aktuellen Studie

Tabelle 3: Allergene der Haustiere.

Lipocalcine Cang1,2 (Hund)
Feld 4 (Katze)
Equc1 (Pferd)
Mus m 1 (Maus)
Secretoglobine Feld 1 (Katze)
Kallikreine Canghs (Hund)
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wurde dies untersucht an Schulkindern mit schwerem
Asthma. Hier konnte gezeigt werden, dass Kinder mit
Multi-Sensibilisierungen gegen Tierproteine mit einer
schwereren Verlaufsform assoziiert sind, als oligosen-
sibilisierte oder gar nicht gegen Tierhaar sensibilisierte
Kinder (Tabelle 3).

Nahrungsmittelunvertraglichkeit —
Nahrungsmittelallergie

Klinische Reaktionen auf Nahrungsmittel sind ein hdu-
figes klinisches Problem. Verschiedene pathogenetische
Mechanismen und Prinzipien kénnen hier ursachlich ver-
antwortlich sein. In aktuellen differentialdiagnostischen
Algorithmen wird unterschieden zwischen immunolo-
gischen und nicht-immunologischen Reaktionen. Nicht-
immunologische Reaktionen sind z.B. Enzymdefekte
im Lactase-Gen, die zu einer Lactose-Unvertrdglichkeit
fiihren.

Immunologische Reaktionen konnen allergischer
oder nicht-allergischer Genese sein. Nicht-allergische
Reaktionen sind z.B. Autoimmunreaktionen wie wir sie
bei der Zoliakie gegen Gluten kennen.

In diesem Zusammenhang spielen dann auch Kom-
ponenten des Weizens eine wichtige Rolle [22, 23]. In
jlingster Zeit ist in diesem Kontext ein neues Syndrom
beschrieben worden, welches als WDEIA (wheat-depen-
dent exercise-induced anaphylaxis) bezeichnet wird.
Hierunter verbirgt sich das weizenabhdngige bewegungs-
induzierte Anaphylaxie-Syndrom. Dieses findet sich bei
Patienten, die eine Anaphylaxie entwickeln, wenn eine
zeitliche Ndhe zwischen dem Konsum von weizenhaltigen
Nahrungsmitteln und koérperlicher Anstrengung besteht.
Nur in diesem zeitlichen Kontext betrachtet ist dann die
Omega-5-Gliadin-IgE-Reaktivitdt von klinischer Relevanz.
Wie dies pathogenetisch zu erklaren ist, bleibt nach wie
vor offen und ist Gegenstand weiterer Studien. Allerdings
scheint das WDEIA-Syndrom in unseren Breiten zuzuneh-
men. Zugrunde liegt eine IgE-Reaktivitdt gegen Omega-
5-Gliadin (Tri a 19).

Im Unterschied hierzu spielen IgE-Reaktivitdten
gegen Tri a 27 und 28 eine Rolle bei Mehlstaubinhalation,
wie wir es beim sogenannten “Bécker-Asthma” als Berufs-
erkrankung kennen.

Weitere Informationen zu den Details der Biochemie,
Pathophysiologie und klinischen Relevanz verschiedener
Allergenkomponenten — auch seltene Allergene — finden
sich in einem Kkiirzlich publizierten Konsensuspapier,
welches unter der Schirmherrschaft der World Allergy
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Association (WAO) erschienen ist und als Open Access
Document bezogen werden kann.

Hieraus abgeleitet wird eine ,,Hitliste“ der wichtigsten
komponentenbasierten Allergene, die mit einem schwe-
ren klinischen Verlauf und hohem Risikopotential assozi-
iert sind.

Der Allergie-Protein-Array

Zunehmende Verbreitung findet ein Allergen-Mikrochip,
der das umfanglichste Spektrum an Allergenkomponen-
ten abgreift. Hierbei handelt es sich um den Einzug der
Protein-Array-Diagnostik in den Alltag der Labormedi-
zin. Auf diesem Array in seiner aktuellsten Version sind
112 Komponenten von 51 verschiedenen Allergenquellen
aufgetragen. Jede dieser Komponenten wird in einer Drei-
fachbestimmung analysiert, um die Qualitat der erzeugten
Resultate zu optimieren. Ferner gibt es Positivkontrollen
und Standards. Ausgewiesen wird das Ergebnis in semi-
quantitativer Form in sogenannten ISU (International
Standardized Units). Diese Einheiten sind allerdings nicht
identisch mit den an einem WHO-Standard kalibrierten
International Units, die heute in der routinemidfigen
Einzel-Komponenten-Analytik Verwendung finden. Aller-
dings konnte gezeigt werden, dass fiir viele — aber bei
weitem nicht alle! - Komponenten eine enge Korrelation
zwischen ISU und IU besteht. Abweichungen finden sich
allerdings insbesondere im niedrigen Konzentrationsbe-
reich von spezifischen IgE-Antikérpern. Bei Sensibilisie-
rungen <1 IU spezifisches IgE finden sich am haufigsten
diskrepante Resultate.

Dennoch hilft dieser Protein-Array gerade bei Patien-
ten mit schwierigen Verldufen, vielfdltigen Sensibilisie-
rungen (sogenannte ,polysensibilisierte Patienten“) und
in anderen Spezialfdllen der allergologischen Abklarung.
Unter Einsatz einer solchen Multi-Parameter-Analytik
werden zunehmend neue Erkenntnisse iiber die Onto-
genese der allergischen Sensibilisierung bei Patienten
gewonnen. So konnte in mehreren Studien jetzt gezeigt
werden, dass IgE-Antikérper gegen bestimmte einzelne
Komponenten z.T. Jahre vor Ausbruch der klinisch-mani-
festen Allergie nachgewiesen werden. In einer italieni-
schen Studie im Rahmen einer retrospektiven Analyse
konnte nachgewiesen werden, dass Graserpollenallergi-
ker Jahre vor Ausbruch der klinischen Symptomatik insbe-
sondere Sensibilisierungen gegen Phl p 1, Phl p 2 und Phl
p 4 aufweisen. Dies deckt sich mit einer anderen Unter-
suchung, bei der mittlerweile Daten iiber 18 Lebensjahre
vorliegen (hier ebenfalls eine retrospektive Analyse). Hier
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finden sich IgE-Reaktivititen vor Ausbruch der Erkran-
kung insbesondere bei Pollen, Tierhaaren, Erdnuss, Soja
und Fischen.

Zelluldre Tests

Zelluldre Testungen spielen im Rahmen der (erweiterten)
Allergiediagnostik eine zunehmende Rolle. Zum einen bei
Patienten mit diskrepanten Ergebnissen zwischen Ana-
mnese, Hauttest und spezifischer IgE-Diagnostik, zum
anderen bei Patienten mit besonderen Fragestellungen,
wie z.B. Medikamentenunvertraglichkeiten und Medi-
kamentenallergien. Aber auch wenn es um exotische
Allergene geht, die in dem reguldren Panel der in-vitro
Diagnostik nicht verfiighar sind, bieten zelluldre Testsys-
teme eine probate Alternative.

Historisch betrachtet ist die Histaminmessung bzw.
die Histaminfreisetzung nach Stimulation von Effektor-
zellen ein erster Ansatz hin zu einer zelluldren Routine-
analytik gewesen. Die Messung des Histamins bzw. seiner
Abbauprodukte stellt allerdings eine analytische Heraus-
forderung dar, bedingt durch niedrige Konzentrationen
und schnelle Verstoffwechselung.

Ein Fortschritt sind die Leukotrien-Freisetzungs-
Assays. Diese Tests sind im Prinzip in einem 2-Stufen-
System aufgebaut. In einem ersten Schritt werden Zellen
des Patienten mit den entsprechenden Allergenen oder
Medikamenten inkubiert. In einer zweiten Stufe schlief3t
sich dann die Messung des Mediators mittels (manueller
und aufwandiger) ELISA-Technik an.

Eine Alternative stellen nun die durchflusszytometri-
schen Untersuchungen dar [24-39].

Im Mittelpunkt des Interesses stehen die basophilen
Granulozyten. Basophile Granulozyten exprimieren den
hoch affinen IgE-Rezeptor (genauso wie Mastzellen),
konnen also iiber die IgE-vermittelte Kreuzvernetzung
zur Mediatordegranulation gebracht werden. Gleichzei-
tig konnen diese Zellen auch iiber nicht-IgE-vermittelte
Mechanismen zur Degranulation und Mediatorausschiit-
tung gebracht werden (Bindung von C5a, FNLP-vermit-
telte Aktivierung etc.). Damit verhalten sich basophile
Granulozyten, zumindest in Bezug auf diese Aspekte,
sehr dhnlich wie Mastzellen als wichtige Effektoren der
allergischen Reaktion. Eingesetzt wird heute Vollblut
des Patienten (50 uL reichen pro Testansatz aus). Eine
weitere Anreicherung der Zellen ist nicht erforderlich,
da nachher die Basophilen durch entsprechende Marker
auf der Oberfliche durchflusszytometrisch identifiziert
werden konnen. Hierbei konnen die Zellen identifiziert
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werden iiber die Expression von CD123 (dem IL-3 Rezep-
tor) sowie der charakteristischen Positionierung im
Vorwarts- und Seitwarts-Scatter. Des Weiteren konnen
Antikorper gegen CCR3 ebenfalls herangezogen werden
anstelle von CD123.

Als Ausdruck der Aktivierung wird die Expression von
CD63 gemessen. CD63 ist physiologischerweise intrazellu-
lar lokalisiert und wird erst nach Aktivierung/Degranula-
tion auf der Oberflache exprimiert. In den meisten Fallen
korreliert die Expression von CD63 mit der Histaminfrei-
setzung [24]. Neben einer kleinen Basal-Expression von
CD63 findet sich manchmal eine bimodale Kurve nach
Aktivierung. Dies deutet darauf hin, dass bei diesem Pati-
enten zwei Populationen an Mastzellen im peripheren
Blut vorhanden sind, ndmlich Zellen, die besonders stark
reagieren und dann eine sehr hohe CD63 Expression auf-
weisen, und eine zweite Population mit schwacher Reagi-
bilitat. Dies ist allerdings fiir die klinische Interpretation
des Testergebnisses nur von nachgeordneter Bedeutung,
weil diese Tests vor allen Dingen dazu dienen, zu priifen
ob das entsprechende Allergen/Antigen iiberhaupt zu
einer Aktivierung der Zellen fiihrt.

Um die Basophilenaktivierung richtig in Schwung zu
bringen, bedarf es der zusitzlichen Exposition mit IL-3.
In den kommerziellen Assays ist daher IL-3 entsprechend
mitgeliefert. IL-3 fithrt aber auch zur Heraufregulation von
CD69 und von CD203c. Sollte der Patient also auf seinen
Basophilen bereits erh6hte Expressionen an CD69 und/
oder CD203c zeigen, spricht dies fiir eine vorangegangene
in-vivo Exposition zu IL-3 (hdufig assoziiert mit einer vor-
angegangenen Mastzell-/Basophilenaktivierung).

Der Basophilenaktivierungstest (BAT) wird vielfdltig
eingesetzt, sowohl im Forschungs- als auch im Routine-
labor [25-38].

Ein wesentlicher Anwendungspunkt ist die Fragestel-
lung der Medikamentenallergie/-unvertraglichkeit. Hier
konnen im klinischen Routinealltag 3 wesentliche Medi-
kamentengruppen voneinander unterschieden werden
(Abbildung 4):

— Die Betalactam-Antibiotika

Dies sind die einzigen Medikamente, bei denen IgE-
Antikorper haufig nachgewiesen werden koénnen. Bei
diskrepanten Resultaten zwischen Hauttest, IgE und Ana-
mnese wiirde man dann in einer zweiten Stufe den BAT
durchfiihren.

— Neuromuskulire Blocker aus der Andsthesie

Hier werden in der Regel keine IgE-Antikorper gefun-
den. Der Hauttest mit den entsprechenden Medikamen-
ten ist in der Diagnostik die Testung der Wahl. Sollten
auch hier wiederum diskrepante Untersuchungen zwi-
schen Hauttest, Anamnese und klinischer Exposition
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nachgewiesen werden, so kommt in einer zweiten Stufe
der BAT zur Anwendung.

Die nicht-steroidalen Antiphlogistika (NSAID)
Hier spielen nur Hauttest und Provokation eine Rolle,

IgE-Diagnostik ist negativ und haufig frustran, ebenso der
BAT.

Interessenkonflikt: Der Autor erklart, dass keine wirt-

schaftlichen oder personlichen Interessenkonflikte
bestehen.
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