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Zusammenfassung: Eine Allergiediagnostik beruht auf
einer griindlichen Anamnese, Sensibilisierungstests und
Provokationstests zur objektiven Bestdtigung des verur-
sachenden Allergenes unter kontrollierten Bedingungen.
In dieser Ubersicht werden die verfiigbaren molekularen
und zelluldren Tests zur Allergensuche beschrieben. Seit
der Identifikation, Klonierung und Expression des Haupt-
allergens der Birkenpollen, Bet v 1, haben sich die mole-
kularen Einsatzmdglichkeiten in der Allergiediagnostik
enorm gesteigert. In einer frei verfiigharen Monographie
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der European Academy of Allergy and Clinical Immuno-
logy (EAACI), dem ,,Molecular Allergy Users Guide 2016,
werden die Méglichkeiten einer modernen molekularen
serologischen Diagnostik detailliert beschrieben. Auch
die zelluldre Diagnostik hat sich in den letzten Jahren
rasch weiterentwickelt mit der Moglichkeit molekulare
Allergene einzusetzen und dem Ziel eine wiederholte
Exposition des Patienten mit dem Allergen zu vermeiden.
Exakte Messungen sind von externer Qualitdatssicherung
abhangig, die fiir die Serumdiagnostik bereits vorhanden
ist und in der zelluldren Diagnostik derzeit entwickelt
wird. Mit der europdischen Standardisierung der diag-
nostischen Tests im Labor erweitert sich die Palette der
Méoglichkeiten zur personlichen Allergiediagnostik.

Schliisselworter: Allergie; molekuldre Allergie; zelluldre
Allergie.

Abstract: Allergy diagnosis depends on a thorough anam-
nesis, laboratory tests documenting sensitisation and pro-
vocation tests to objectively confirm the causative allergen
under controlled conditions. In this review, we describe
the molecular and cellular tests available for searching
for the causative allergen. The molecular approaches in
allergy diagnosis have increased enormously since the
identification, cloning and expression of the major aller-
gen for birch pollen, Bet v 1. The diagnostic options are
described in detail in the freely available monographs of
the European Academy of Allergy and Clinical Immuno-
logy (EAACI), the “Molecular Allergy Users Guide 2016”
for molecular serological tests and the “Clinical Utility
of Basophil Activation Testing” for cellular tests, where
molecular allergens can be employed and with the aim
of reducing the re-exposure of patients to allergens they
react to. Precise measurements depend on external qua-
lity assurance, already established for serology testing,
and being in development for cellular testing. European


mailto:hjh@clin.au.dk
http://orcid.org/0000-0002-6743-7931
https://doi.org/10.1515/labmed-2017-0063

160 —— Hoffmann et al.: Molekulare und Zelluldre Méglichkeiten in der Allergiediagnostik

standardisation of diagnostic laboratory tests will expand
the variety of test options for personalised allergy
diagnosis.

Keywords: allergy; cellular allergy; molecular allergy.

Einleitung

Die Allergiediagnostik beruht auf einer ausfiihrlichen
Anamnese, Hauttests, serologischen In-vitro-Tests,
Ex-vivo-Methoden und Provokationstests.

Im Rahmen der Anamnese soll die Beziehung zwi-
schen allergieverddchtigen Beschwerden und vermuteten
Ausl6ésern herausgearbeitet werden. Um den 6rtlichen
und zeitlichen Zusammenhang zu sichern, konnen Sym-
ptomfragebdgen z.B. bei Medikamenteniiberempfindlich-
keit [1, 2] hilfreich sein. Die Familienanamnese enthalt
Angaben zu atopischen Erkrankungen. Zusitzliche
Grunderkrankungen und die Einnahme von Medikamen-
ten sind ebenfalls von Interesse.

Zur Anwendung an der Haut sind Tests zum Nachweis
von Typ-I-Sensibilisierungen von denen bei Typ-IV-Sensi-
bilisierungen zu unterscheiden. Zu den ersteren gehéren
der Prick-Test und der Intrakutan-Test, zu den letzteren
der Epikutantest. Beim Prick-Test wird ein Tropfen des
Allergens auf den Unterarm gegeben und die Haut mit
einer Prick-Lanzette kurz angestochen (,,geprickt®). Nach
15 Minuten wird die Testreaktion abgelesen und der mitt-
lere Quaddeldurchmesser dokumentiert. Bei einem uner-
warteten negativen Ergebnis im Prick-Test kann zusatzlich
ein Intrakutantest durchgefiihrt werden, bei dem die All-
ergenldsung in einer deutlich niedrigeren Konzentration
intrakutan injiziert wird. Allerdings gibt es in Deutschland
aufgrund der Priorisierung der Allergenhersteller keine
kommerziellen Testlosungen mehr zu diesem Zweck.

Zur Diagnose einer Typ IV Allergie werden im
Epikutantest die Allergene meist in einer Salbengrund-
lage (Vaseline) verdiinnt in Aluminiumkammern gefiillt
und verbleiben fiir 12 Tage auf der Haut. Die Testreak-
tionen (Ekzem) werden dann nach 48 und 72 Stunden
abgelesen [3].

Die In-vitro-Diagnostik umfasst vor allem die Bestim-
mung allergenspezifischer Immunglobuline der Klasse E
(IgE). Es stehen etablierte Testsysteme fiir IgE-Einzelbe-
stimmungen (Singleplex) sowie fiir Multiplex-Verfahren
zur Verfiigung. Die friiher ausschliefllich Extrakt-basierte
Diagnostik wurde durch die neuen Mdglichkeiten der
molekularen Allergologie (1. erh6hte Nachweisempfind-
lichkeit, 2. gesteigerte analytische Spezifitdt, Marker
fiir primdre Sensibilisierungen, Indikatorfunktion fiir
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Kreuzreaktionen) deutlich erweitert und optimiert den
Nachweis einer Sensibilisierung im Rahmen der Allergie-
diagnostik [4].

Dariiber hinaus stehen fiir die erweiterte All-
ergiediagnostik  zelluldre ex vivo-Tests zur Verfii-
gung. Fiir Typ-I-Sensibilisierungen ist dies vor allem
der Basophilen-Aktivierungstest (BAT, gelegentlich
noch der Histamin- und Leukotrienfreisetzungstest,
sog. CAST-ELISA), fiir Typ-IV-Sensibilisierungen der
Lymphozyten-Transformationstest.

Fiir den BAT wird Blut mit Allergenen und fluores-
zenzkonjugierten Antikdrpern (z.B. CD193 zur Identifika-
tion von basophilen Granulozyten im Blut, sowie CD63
zur Messung der Aktivierung) bei 37 °C aktiviert. Wird
IgE auf FceRI durch Allergenmolekiile aggregiert, werden
ca. 1000 bis 10 000 CD63 Antigene an die Zelloberflache
von basophilen Granulozyten transloziert. CD63 wird
anschlieflend auf der Zelloberflache von basophilen Gra-
nulozyten mittels Durchflusszytometrie quantifiziert.
Wichtig ist es, eine standardisierte Allergenkonzentrati-
onen im BAT einzusetzen. Zelluldre Tests zum Nachweis
von Typ-I-Allergien werden primdr zur Spezialdiagnos-
tik eingesetzt, wenn in der Routinediagnostik (Hauttest,
sIgE-Bestimmung) Probleme auftreten. Dies kann bei
der Interpretation der Fall sein, wenn z.B. im Falle einer
Insektengiftallergie mit unklarer Anamnese hinsichtlich
des auslosenden Insektes negative oder widerspriichliche
Resultate auftreten. Dariiber hinaus sind diese Tests dann
hilfreich, wenn z.B. Hauttestungen bei Ekzemen oder Urti-
caria factitia nicht durchfiihrbar oder auswertbar sind, das
Gesamt-IgE extrem niedrig ist [5] oder seltene Allergene
(z.B. bei Allergien auf Nahrungsmittel oder Medikamente)
fiir die Bestimmung von sIgE-Antikdrpern nicht zur Ver-
fligung stehen. Weiterhin ist ihr Einsatz méglich, wenn
Provokationstestungen aufgrund pharmakologischer
Eigenschaften von Medikamenten, aufgrund der Schwere
der anamnestisch angegebenen Reaktion oder aus ethi-
schen Bedenken (Gefahr der Neu-Sensibilisierung) nicht
durchgefiihrt werden konnen. Viele Allergene, die hierzu
in Frage kommen, stehen kommerziell zur Verfiigung;
es konnen aber auch z.B. frische, native Nahrungsmittel
eingesetzt werden. Auch sollen diese Tests in gewissem
Rahmen die Bewertung der klinischen Relevanz einer All-
ergie und Uberwachung der Allergietherapie etleichtern
(siehe Abschnitt 5).

Bei schweren arzneimittel-induzierten Hautreaktionen
wie dem Stevens-Johnson-Syndrom und der Toxischen epi-
dermalen Nekrolyse konnen Epikutantestungen diagnos-
tisch hilfreich sein [6]. Es kann weiterhin versucht werden,
das relevante T-Zell Antigen mit einem Lymphozytentrans-
formationstest zu identifizieren. Die Ausschopfung aller
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risikolosen diagnostischen Methoden ist insbesondere bei
den schweren bullosen Arzneireaktionen wichtig, weil ein
Provokationstest hier kontraindiziert ist. Im LTT werden
mononukledre Zellen aus dem peripheren Blut isoliert und
mehrere Tage mit Allergenen kultiviert. Die einsetzende Pro-
liferationsantwort der das Antigen erkennenden Lymphozy-
ten wird als Ausdruck der Sensibilisierung gemessen. Als
Messparameter dient meist der Einbau von Tritium-markier-
tem Thymidin (3H-Thymidin), wobei ein Stimulationsindex
(inkorporierte Radioaktivitéit in der unstimulierten Kultur :
Allergen-stimulierten Kultur) als Ergebnis angegeben wird.
Fiir die Ergebnisbewertung miissen Kontrollen eingeschlos-
sen werden und das klinische Bild der vermuteten Spattyp-
Allergie einbezogen werden [7].

Provokationstests mit den vermuteten Auslosern bzw.
mit Ausweichprdparaten werden als Goldstandard der
Allergiediagnostik angesehen. Mit Inhalationsallergenen
konnen sie ambulant an der Schleimhaut (Augen, Nase)
durchgefiihrt werden. Provokationen mit Medikamenten
und Nahrungsmittel erfordern bei potentiell bedrohlichen
Systemreaktionen meist einen stationdren Aufenthalt unter
Notfallbereitschaft. Dariiber hinaus kann 6 — 12 Monate nach
Beginn einer spezifischen Immuntherapie eine Insektengift-
stichprovokation durchgefiihrt werden, die in Deutschland
nur in ganz wenigen Spezialzentren mdoglich ist [3].

Molekulare und Zelluldre Algorithmen
zur Allergiediagnostik

Wird bei einem Patienten eine IgE-vermittelte allergische
Erkrankung vermutet, beginnt die Allergiediagnostik mit

Erhebung der Krankengeschichte sowie einer korperli-
chen Untersuchung (Abbildung 1). Die Anamnese liefert

Der neue diagnostische Algorithmus

Therapeutische Konsequenzen
(z.B. Allergenvermeidung,

Individuelle Anamnese, Untersuchung

(klinische Symptome?)
spezifische Immuntherapie)

SN 1

‘ SPT und/oder IgE und/oder BAT ‘

unsicher
Interpretation
(optional Provokationstestung) zur
l Bestimmung der klinischen Relevanz

sicher
(mit Extrakten)

Erweiterte IgE-Tests

Molekiil-basierte IgE-Tests
(ausgewahlte Molekule, CRD)

(Liste von z.B. kreuzreagierenden
Allergenen
Interpretation (optional
Provokationstestung) T
unsicher

sicher a) Multi-Sensibilisierung und/oder

b) breite Kreuzreaktivitat

Abbildung 1: Der neue diagnostische Algorithmus (aus [8]).
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wichtige Hinweise fiir oder gegen das Vorliegen eines all-

ergischen Zusammenhangs bzw. auf mégliche Ausloser.
Saisonal auftretende Symptome einer Rhinokon-

junktivitis lassen sich z.B. folgenden Allergenquellen

zuordnen:

—  Feb bis April: Baumpollen (Birke, Hasel, Erle, Buche,
Eiche, seltener Esche)

—  Mitte Mai bis Juli: Gréaserpollen (incl. Roggen)

—  Juli-August: Schimmelpilz Alternaria oder Krauterpol-
len (BeifuR).

Ganzjahrige allergische Symptome beruhen hdufig auf
Hausstaubmilben oder Tierbestandteilen.

Auch wenn die genaue Ursache der allergischen Sym-
ptome anamnestisch schwer einzugrenzen ist, sollte in
jedem Fall eine Sensibilisierung auf haufige Allergenquel-
len gepriift werden [9]. Dies kann mit Hilfe von Allergenex-
trakten iiber einen direkten serologischen Nachweis, oder
aber indirekt in-vivo durch Hauttests bzw. in begriindeten
Féllen ex-vivo durch einen Basophilenaktivierungstest
erfolgen. Die Testreihenfolge ergibt sich aus der Verfiigbar-
keit der Methoden; meist werden Hauttests (z.B. Pricktests)
vor Labortests durchgefiihrt. Die mittels Extrakt-basierter
Diagnostik gewonnenen Ergebnisse sollten gewissenhaft
auf ihre klinische Relevanz {iberpriift werden. Im Falle
einer Nicht-Ubereinstimmung zwischen positiver Anam-
nese, Untersuchung und negativen serologischen Tester-
gebnissen kann ein Basophilenaktivierungstest hilfreich
sein. Er ist analytisch extrem empfindlich, beruht auf zellu-
l1ar gebundenen IgE-Antikorpern und spiegelt deren funkti-
onelle Aktivitit wider [10]. Dies ist insbesondere in Fillen
sehr geringer Antikérperkonzentration (niedriges Gesamt-
IgE <10 kU/L) von Vorteil, bei denen das spezifische IgE
unterhalb der Nachweisgrenze (<0,1kU, /L) liegt.

Ist eine klinisch bedeutsame Sensibilisierung gegen
einen Allergenextrakt identifiziert worden, kann die
IgE-Bestimmung gegen spezifische Allergenmolekiile
im Singleplex- oder Multiplexverfahren [11] potentielle
Kreuzreaktionen enttarnen und Risikoprofile fiir schwere
Reaktionen aufzeigen [8]. So markiert die Sensibilisierung
gegeniiber den stabilen Erdnuss-Speicherproteinen (vor
allem Ara h 2, aber auch Ara h 1, 3, 6) ein erhohtes Risiko
fiir anaphylaktische Reaktionen, wahrend der IgE-Nach-
weis gegen das Erdnuss-Protein Ara h 8, strukturverwandt
mit dem labilen Hauptallergen der Birkenpollen (Bet v 1),
bestenfalls mit milden oralen Symptomen assoziiert ist.
Die Relevanz einer quantitative Bestimmung der IgE-Anti-
korper gegen Molekiile ist letztlich individuell bei jedem
Patienten im Rahmen der Ergebnisinterpretation zu klaren.

Die funktionelle Aktivitdt des IgE, auch sehr gerin-
ger Konzentrationen, ldsst sich in einem zelluldren
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Basophilenaktivierungstest darstellen [12]. Inwieweit
letzterer besser als Haut- oder IgE-Tests die klinische
Relevanz einer Sensibilisierung widerspiegelt, ist derzeit
Gegenstand der wissenschaftlichen Diskussion. Nach
wie vor gilt die In-vivo-Provokation als Goldstandard zur
Sicherung einer klinischen Diagnose [13]. Hierzu werden
Allergenextrakte oder natiirliche Allergene auf die
Schleimhaut gegeben (Konjunktiven, Nasenschleimhaut)
oder in steigenden Konzentrationen oral verabreicht. So
kann beispielsweise bei positiver Provokation eine in 5%
der saisonalen Allergiker vermutete, lokal begrenzte aller-
gische Rhinitis gegeniiber aerogenen Allergenen identifi-
ziert werden, bei der Haut- und IgE-Test negativ ausfallen.
Insbesondere im Bereich der Nahrungsmittelallergien
reprasentiert die doppelblinde Placebo-kontrollierte Pro-
vokation nach wie vor den diagnostischen Goldstandard,
da nur sie das klinische Risiko verldsslich widerspiegelt.
Es gibt Hinweise darauf, dass Parameter des BAT eine Ein-
schatzung hinsichtlich der klinischen Reaktivitdt erlau-
ben, sodass es in Zukunft moglich sein kdnnte, weniger
Provokationstests durchfithren zu miissen. Letztlich
miissen keinesfalls alle Patienten die komplette Liste
diagnostischer Optionen durchlaufen, sondern jeder dia-
gnostische Test trdgt einzeln zur Wahrscheinlichkeit der
korrekten Allergiediagnose bei [12]. Eine umfangreiche
Monographie (EAACI Molecular Allergology User’s Guide)
[8] bietet spezifische diagnostische Algorithmen fiir die
wichtigsten bekannten Einzelallergene.

Klassische Allergologie und
neue molekulare allergologische
Moglichkeiten

Molekulare Diagnostik bei
Nahrungsmittelallergie

Die haufigste Form der Nahrungsmittelallergie in Mitteu-
ropa basiert auf einer Kreuzreaktivitit zwischen Protei-
nen in Aeroallergenen mit Proteinen in Nahrungsmitteln
[14]. Ein Teil dieser Proteine werden auch als Panallergene
bezeichnet, da sie in sehr vielen Pflanzen vorkommen.
Heute ldsst sich die Ursache des ,,Birke-Niisse-Obst-Syn-
droms® mittels molekularer Allergiediagnostik auf eine
Sensibilisierung gegeniiber dem Majorallergen von Bir-
kenpollen (Bet v 1) zuriickfiihren [8]. In der molekularen
Allergiediagnostik stehen jetzt Bet v 1 — Homologe aus ver-
schiedenen Nahrungsmitteln zur Diagnostik zur Verfiigung.
Da die Homologie dieser Proteine nie 100% betrdgt und der
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Bereich (Epitope), der durch individuelle IgE-Antikorper auf
einem Protein erkannt wird, unterschiedlich ist, reagieren
individuelle Birkenpollen-Allergiker in unterschiedlichem
Umfang mit Bet v 1-homologen Proteinen von Nahrungsmit-
teln ,iiberkreuz® [14]. Von noch grof3erer Bedeutung ist die
molekulare Allergiediagnostik bei der Abklarung von Ana-
phylaxien gegeniiber Nahrungsmitteln. So kann eine Diag-
nostik mit dem Gesamtallergenextrakt Erdnuss in vitro nicht
zwischen einer Kreuzerkennung des Bet v 1-homologen Erd-
nussproteins Ara h 8 und risikoreichen, mit systemischen
Reaktionen assoziierten Sensibilisierungen gegeniiber sta-
bilen Speicherproteinen Ara h 1-3 oder dem ebenfalls stabi-
len Lipidtransferprotein Ara h 9 differenzieren. Durch eine
fortschreitende Differenzierung der molekularen Diagnos-
tik lassen sich teilweise Assoziationen zwischen Sensibili-
sierungsprofilen und der Wahrscheinlichkeit fiir schwere
Kklinische Reaktionen nach Genuss dieser Nahrungsmittel
nachweisen. Ahnlich wie bei der Erdnuss (Hiilsenfrucht)
verhilt es sich bei echten Niissen (z. B. Haselnuss): Cor a 1,
ein Bet v 1-homologes Protein ist als Quelle einer Haselnuss-
Kreuzreaktion in der Regel nur fiir orale Allergiesymptome
(Juckreiz, Brennen der Schleimhaut) beim Patienten verant-
wortlich. Sensibilisierungen gegeniiber den Haselnusspro-
teinen Cor a 8, Cor a 9 oder Cor a 14 sind dagegen aufgrund
ihres hoheren Anteils in der Nuss und ihrer Stabilitat durch-
aus mit Systemreaktionen verkniipft.

Der Fortschritt in der Allergiediagnostik mit Hilfe
von Einzelallergenen hat die Identifizierung neuer Enti-
taten erleichtert. So lasst sich mittlerweile eine anstren-
gungsabhdngige Weizenanaphylaxie durch Einsatz von
Proteinen aus dem Glutenanteil von Weizen gezielt diag-
nostizieren (Tri a 19 und ofy Gluten). Das Krankheitshild
der verzdgerten Soforttypallergie gegen rotes Fleisch und
Innereien kann durch den Nachweis spezifischer IgE-
Antikorper gegen die Kohlenhydratkette Galaktose-alpha-
1,3-Galaktose (kurz oGal) erfasst werden. Diese Patienten
reagieren haufig verzogert auf den Genuss von rotem
Fleisch mit einer kutanen Soforttypreaktion, die sich bis
zur Anaphylaxie steigern kann [15].

Molekulare Diagnostik bei
Insektengiftallergie

Im Falle einer generalisierten allergischen Reaktion nach
Insektenstich(en) sind Hauttestungen mit Hymenopter-
engiften indiziert. Aufgrund fehlender therapeutischer
Konsequenz wird bei reinen Lokalreaktionen, obwohl
héufig IgE-vermittelt, grundsatzlich auf eine Allergiedia-
gnostik verzichtet. Eine besondere Herausforderung stellt
die Doppelsensibilisierung auf Wespen- und Bienengift
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bei unklarem auslosenden Insekt dar. Die Haufigkeit
dieser Konstellation betrdgt bis zu 60%. Grundsatzlich
kann die Sensibilisierung auf Bienen- und Wespengift fol-
gende Ursachen haben: a) Sensibilisierung gegen beide
Insektengifte, b) Kreuzreaktivitdt aufgrund von Sequenz-
homologien zwischen Bienen- und Wespengiftproteinen
(z.B. Hyaluronidase und Dipeptidylpeptidase) sowie c)
Klinisch irrelevante Antikérperbindung an kreuzreagie-
renden Kohlenhydratketten (cross-reactive carbohydrate
determinants, CCD). Eine Komponenten-basierte moleku-
lare Diagnostik hilft zuverldssig, diese Konstellationen zu
unterscheiden [16]. Fiir den Nachweis einer Sensibilisie-
rung auf Wespengift ist eine Bestimmung von sIgE gegen
rVes v 1 und rVes v 5 mit einer diagnostischen Sensitivi-
tat von 96% ausreichend. Fiir eine dhnlich hohe Sensiti-
vitdt bei Bienengiftallergikern ist neben der Bestimmung
von sIgE gegen Api m 1 (80%) noch die Analyse von SIgE
gegen Api m 2, 3, 5 und 10 erforderlich, die seit kurzem
verfiighar ist. Die klinische Relevanz von sIgE gegen Api
m 4 ist dagegen fraglich und als Allergen aktuell auch
nicht verfiighar [17] (s. http://www.immunocapexplorer.
com/uploads/cms/asset_brick/asset/11766/Insektengift_
Flyer_2016-12.pdf). Durch Vergleich der Dosiswirkungskur-
ven (basophilen Sensitivitdt) mit Bienen- und Wespengift
im BAT lassen sich bei Doppelsensibilisierung auf beide
Insektengifte Hinweise auf das klinisch relevante Insek-
tengift gewinnen [16].

Rolle der molekularen Diagnostik bei Allergie
gegen Aeroallergene

Isolierte und aufgereinigte natiirliche Einzelallergene und
rekombinante Allergene sind fiir diagnostische und thera-
peutische Zwecke entwickelt worden, bisher aber lediglich
in der Diagnostik im Einsatz. Daneben werden modifizierte
Versionen von Allergenen mit dem Ziel reduzierter IgE-ver-
mittelter Nebenwirkungen wahrend einer Immuntherapie
entwickelt. Mit Hilfe definierter Einzelallergene in der Dia-
gnostik konnte theoretisch auch eine Immuntherapie aus
rekombinanten Allergenmischungen exakt auf die Sensibi-
lisierungsprofile der Patienten zugeschnitten werden. Die
Entwicklung derartig personalisierter Allergietherapien ist
allerdings anbetracht der aufwendigen und teuren Zulas-
sung in naher Zukunft nicht zu erwarten. Somit werden
Einzelallergene aufgrund ihrer Prazision zur Verbesserung
der allergologischen Diagnostik eingesetzt, beispielsweise,
um Fehler bei der Extraktauswahl Hyposensibilisierung
zu vermeiden. Ein Beispiel ist der Nachweis von Kreuz-
sensibilisierungen gegeniiber Pflanzenpanallergenen wie
Profilinen, z.B. Bet v 2 und Phl p 12 [18] oder Polcalcinen,
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z.B. Bet v 4 oder Phl p 7, die in sdmtlichen Pollen und bei
den Profilinen zusatzlich in zahlreichen pflanzlichen Nah-
rungsmitteln vorkommen. Die Trennschérfe (=analytische
Spezifitit) von Allergenextrakten geht unter diesen Bedin-
gungen in samtlichen Tests (Hauttest, IgE-Tests) verloren,
sodass sich nur mit primadren Markerallergenen (z.B. Bet v 1
fiir die Baumpollen, Phl p 1 fiir die Graserpollen, Art v 1 fiir
die Beifu3pollen) die zugrundeliegende Sensibilisierungs-
quelle serologisch aufdecken ldsst. Ein Mehrwert fiir die
diagnostische Routine ergibt sich fiir Patienten mit aller-
gischen Symptomen gegeniiber Aeroallergenen daher bei
Polysensibilisierungen, unklarer Symptomatik oder unzu-
reichendem Therapieansprechen. In der Pneumologie ist
die Differentialdiagnostik zwischen allergischem Asthma
bronchiale und allergischer bronchopulmonaler Aspergil-
lose (ABPA) von besonderem Interesse. Dies gelingt mittels
molekularer Diagnostik und Nachweis von spezifischem
IgE gegen rAsp f4 und rAsp f6. Diese Allergenkomponen-
ten erlauben bei Asthmapatienten die Abgrenzung einer
ABPA von einer Typ-I-Aspergillus-Sensibilisierung ohne
ABPA mit einer Sensitivitdt von 90% und einer Spezifitat
von 100% [19].

Zelluldare Moglichkeiten zur
Bewertung der klinischen Relevanz
einer Allergie und Uberwachung der
Allergietherapie

Zur spezifischen Allergiediagnostik von Typ-I-Allergien
konnen zelluldre ex-vivo-Testsysteme eingesetzt werden,
die vorwiegend auf dem indirekten Sensibilisierungs-
nachweis von basophilen Granulozyten (aufgrund ihrer
leichteren Verfiigbarkeit im Blut gegeniiber Mastzellen im
Gewebe) beruhen [7]. Sie nutzen den Nachweis von Medi-
atoren oder zelluldren Antigenen, die bei erfolgreicher
Aktivierung messbar sind. Angereicherte Blutleukozyten
oder Vollblut werden mit Allergenen oder anderen Auslo-
sern inkubiert. Die nach Allergenstimulation exprimier-
ten Oberflachenmarker bzw. die freigesetzten Mediatoren
der basophilen Granulozyten dienen als indirektes Maf3
fiir zelluldr gebundenes spezifisches IgE, das dem IgE im
Plasma entspricht.

Sie werden zur Diagnostik eingesetzt, wenn bei den
konventionellen Allergietests Probleme auftreten, sei es
bei der Interpretation (z.B. bei widerspriichlichen Resul-
taten) oder Durchfiihrung, wenn z.B. Hauttestungen bei
Ekzemen oder Urticaria factitia nicht durchfiihrbar oder
auswertbar sind oder im Falle von seltenen Allergenen


ftproteinen
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Abbildung 2: (A) Ableitung der Basophilenreaktivitdt (Hohe der maximalen Aktivierung) und der Basophilensensitivitdt (EC50 bzw CD-sens,
=Allergenkonzentration zur halbomaximalen Stimulation). (B) Eine Anderung der Sensitivitit kann auch mit wenigen Allergenkonzentrationen

nachgewiesen werden (aus [10]).

(z. B. Medikamenten) die Bestimmung sIgE-Antikorper
nicht zur Verfiigung steht [10]. Dariiber hinaus ist ihr
Einsatz moglich, wenn Provokationstestungen aufgrund
pharmakologischer Eigenschaften von Medikamenten,
aufgrund der Schwere der anamnestisch angegebenen
Reaktion oder aus ethischen Bedenken (Gefahr der Neu-
Sensibilisierung) nicht durchgefiihrt werden.

Neben diesen Einsatzfeldern gibt es Hinweise
dafiir, dass es insbesondere mittels des Basophilen-
Aktivierungstests (BAT) moglich ist, zum einen Kli-
nisch manifeste Allergien von reinen Sensibilisierungen
zu unterscheiden und zum anderen das Ansprechen
von Therapien (spezifische Immuntherapie, Therapie
mit Omalizumab) zu iiberpriifen. Wahrend es bei der
Diagnostik vorrangig um eine Aktivierung der Zellen
(Angaben in % Aktivierung) durch das Allergen jenseits
eines definierten Cut-offs geht (,Basophilenreaktivi-
tat“), miissen zur differenzierteren Betrachtung Dosis-
Wirkungskurven mit mindestens 6-8 Konzentrationen
des Allergens erstellt werden, aus denen man die sog.
»Basophilensensitivitit“ ablesen kann (Berechnung von
EC50 oder CD-sens, Abbildung 2). Hierbei wird die EC50
bestimmt, also diejenige Allergenkonzentration, auf die
50% der Basophilen antworten. Aus diesem Wert kann
die CD-sens berechnet werden, indem der reziproke Wert
mit 100 multipliziert wird [10].

Im Bereich der Insektengiftallergie konnte zwischen
der Hohe der Basophilenaktivierung und der Schwere
der anamnestisch angegebenen Stichreaktion allerdings
keine Korrelation gefunden werden. Das Auftreten von
Nebenwirkungen wahrend der spezifische Immunthe-
rapie wurde von einigen Autoren mit Relationen von
konzentrationsabhdngigen Werten beim BAT in Zusam-
menhang gebracht; andere konnten dies nicht zeigen. Der
Erfolg der spezifischen Immuntherapie spiegelt sich erst

nach mehrjahriger Therapie mit signifikant reduzierter
Aktivierung bei submaximalen Stimulationsbedingungen
wider. Dies konnte auch in Gruppen, bei denen mittels
Stichprovokation am Ende der Immuntherapie der Erfolg
iiberpriift wurde, gezeigt werden [20, 21].

Auch bei den Inhalationsallergien gibt es Daten, dass
es zu einer Reduktion der Basophilenantwort nach mehr-
jahriger spezifischer Immuntherapie kommt [22]. Dariiber
hinaus konnte der therapeutische Effekt von Omalizumab
mittels des BAT {iiberpriift werden [23, 24]. Bis zu einem
gewissen Grad kann der BAT bei Nahrungsmittelallergien
moglicherweise dazu beitragen zwischen einer asympto-
matischen Sensibilisierung und einer klinisch relevanten
Allergie zu unterscheiden. Dies wurde fiir die Erdnuss-,
Ei- und Milchallergie bei Kindern sowie bei Haselnuss-
sensibilisierten und -allergischen Individuen in Pilotstu-
dien gezeigt. Fiir Kinder schien der BAT dariiber hinaus
zusammen mit anderen Parametern (sIgE, Prick-Test)
eindeutige Hinweise zu geben, zu welchem Zeitpunkt
eine orale Provokationstestung mit Ei oder Milch erfolgen
sollte, um schwere klinische Reaktionen zu vermeiden.
Bei Immuntherapien, z.B. mit Erdniissen, konnte eine sig-
nifikante Abnahme der Aktivierung im BAT nachgewiesen
werden [12, 25]. Sofortreaktionen im Rahmen von rasch
gesteigerten Desensibilisierungsprotokollen bei Allergien
auf Chemotherapeutika (z.B. Platinkomponenten) gingen
mit positiven Ergebnisse im BAT und erhdhten Tryptase-
werten einher.

Die vorgestellten Daten beruhen vorwiegend auf dem
Vergleich von Gruppen und sind fiir eine individuelle Vor-
hersage bisher noch nicht ausreichend. Im Einzelfall muss
daher das Ergebnis des BAT im Hinblick auf die klinische
Relevanz oder den Erfolg einer Therapie immer kritisch
hinterfragt und in Zusammenschau von Anamnese und den
Resultaten anderer Typ-I-Allergietests bewertet werden.
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Perspektiven der Allergiediagnostik

Quantitative Bestimmungen des spezifischen IgE mit
Methoden verschiedener Diagnostikahersteller sind
leider schlecht vergleichbar. In deutschen Ringversuchen
werden daher spezifische IgE-Resultate herstellerab-
hédngig ausgewertet; sie zeigen dariiberhinaus zwischen
den durchfiihrenden Labors je nach Methode erhebliche
Abweichungen [26]. Fiir Basophilen-Aktivierungstests
sind externe Ringversuche geplant - bei INSTAND e.V. fiir
deutsche Labors, und durch die EAACI fiir europdische
und eventuell weltweite Interessenten.

Der Hauttest (Pricktest) ist in Deutschland und den
meisten anderen Liandern der Europdischen Union auf
Grund seiner Verbreitung, der leichten Durchfiihrung
und dem Kkurzen Zeitbedarf der haufigste Allergietest
(Cardona et al, in Vorbereitung). Durch die hohen Zulas-
sungsanforderungen der EU an In-vivo-Testallergene und
die Riicknahme vieler Testallergene vom Markt, wird die
Allergiediagnostik derzeit erschwert. Da bei dem Hauttest
Allergene in den Korper eingebracht werden, betrachtet
man die dazu verwendeten Allergenprdparate seit der
EU Direktive 89/342/ECC bzw. 2001/83/EC als Arzneimit-
tel, und unterwirft sie den gleichen Produktions- und
Zulassungsbedingungen wie therapeutische Allergene
und andere Medikamente. In Deutschland gewahrleistet
das Paul-Ehrlich-Institut als zustdndige Bundesbehorde
die Umsetzung der EU-Direktiven. Im Zeitraum 2004 bis
2012 sind fast 50% der registrierten Hauttestallergene
(insbesondere fiir den Intrakutantest) vom Markt genom-
men worden [27, 28]. In den 70er Jahren forderte der All-
ergologe Jack Pepys am Brompton Hospital in London,
dass der Patient die vermeintlichen Allergieausldser fiir
die Diagnostik selbst mitbringen sollte. Obwohl dieses
bei manchen Nahrungsmitteln tatsdchlich noch notwen-
dig ist, weil entweder die fraglichen Allergenquellen fiir
die klinische Diagnostik nicht kommerziell zur Verfiigung
stehen, oder weil nur ein frisches, natives (zugegebener-
maflen nicht-standardisiertes) Allergen die wirklich rele-
vanten Allergene in ausreichender Menge und Stabilitat
enthélt, sind heute viele Allergene als standardisierte
Produkte verfiighar. Die Forderungen der Deutschen und
Europdischen Behdrden an die Hersteller sollten diese
Entwicklung unterstiitzen.

Etwa 15% der deutschen BevoOlkerung haben eine
klinisch manifeste allergische Rhinitis und weitere 7%
ein klinisch manifestes allergisches Asthma [29]. Eine
zuverldssige Allergiediagnostik ist daher von erheb-
licher Bedeutung. Da derzeit zunehmend weniger
diagnostische Allergene fiir Haut- und Provokationstes-
tungen zur Verfiigung stehen, werden zukiinftig in-vitro/
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ex-vivo-Testverfahren wie die molekulare Allergiedia-
gnostik und die zelluldre in-vitro/ex-vivo-Allergiediag-
nostik wahrscheinlich eine immer gréfiere Bedeutung
bekommen.
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