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1. Zielsetzung

Ziel des Positionspapiers ist die wis-
senschaftlich begriindete Bewertung
der verfligbaren Testsysteme der In-vi-
tro-Allergiediagnostik. Dazu werden die
zur Verfiigung stehenden serologischen
und zelluldren Systeme in Bezug auf Dia-
gnostik, Pravention und Therapiekontrol-
le evaluiert.

Ein weiteres Ziel des Positionspapiers
ist, Perspektiven zur Weiterentwicklung
der In-vitro-Allergiediagnostik darzustel-
len, um im Bereich der Basisdiagnostik
und auch spezialisierter Anwendungen
die diagnostische Wertigkeit zu steigern.
Dies umfasst auch Aspekte zur Weiterent-
wicklung der Standardisierung verschie-
dener Testverfahren.

2. Algemeiner Teil

Praanalytik, Analytik und Postanalytik
beeinflussen die Qualitat der Labordia-
gnostik. In der praanalytischen Phase
sind Aspekte der Indikationsstellung so-
wie die Probenabnahme, -aufbereitung,
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-lagerung und -handhabung von zen-
traler Bedeutung. In der analytischen
Phase werden Methoden hinsichtlich ih-
rer Reproduzierbarkeit, Sensitivitat, Spe-
zifitat und technischen Durchfiihrung
Uberprift. Dies gilt insbesondere flir kom-
plexere zelluldre Testverfahren. Fragen
der internen und externen Qualitdtskon-
trolle sind von essenzieller Bedeutung.
In der postanalytischen Phase stehen
Interpretation, Beurteilung und Einord-
nung des Testbefundes in das Krankheits-
bild im Mittelpunkt. Ein zukiinftiges Ziel
soll dartiber hinaus die Entwicklung von
Konsensusprotokollen zur Testdurchfiih-
rung sein.

Bei der Anwendung der Testsysteme
fur In-vitro-Allergiediagnostik gelten die
allgemeinen Standards der,Guten Labor-
praxis (GLP)". Zentraler Teil der Postana-
lytik ist die medizinische Befundung und
Beurteilung der Testresultate. Dies setzt
seitens des Arztes eine (spezialisierte) Er-
fahrung im Umgang mit den jeweiligen
Testverfahren voraus. Insbesondere kom-
plexere und zelluldre Methoden stellen
hohe Anforderungen an die Praanalytik

und Analytik. Eine entsprechende Schu-
lung und Erfahrung sind daher auch beim
technischen Personal von essenzieller Be-
deutung.

Die Qualitatssicherung im diagnos-
tischen Laboratorium wird durch die
Bundesarztekammer (BAK) geregelt.
Hierzu erldsst die BAK Richtlinien (RiLi-
BAK), die fiir den Anwender absolut ver-
bindlich sind. Die letzte Richtlinie der
BAK zu QualitatssicherungsmaBnahmen
im Laborbereich wurde im Deutschen
Arzteblatt im Februar 2008 publiziert
(Dtsch Arztebl 2008; 105: A-341, B-305,
C-301).

Diese Richtlinie ist von all denjenigen
Arztinnen und Arzten anzuwenden, die
laboratoriumsmedizinische Untersu-
chungen durchfiihren. Also gilt sie nicht
nur flir Facharzte der Laboratoriumsme-
dizin und deren Praxen, sondern auch fur
alle anderen Arztinnen und Arzte, die in-
nerhalb ihrer Praxen Labortests im Rah-
men der Patientenversorgung durchfiih-
ren oder interpretieren. Darliber hinaus
gilt diese Richtlinie sowohl fiir den ambu-
lanten als auch den Krankenhausbereich.



In die aktuelle Richtlinie ist eine Rei-
he von gravierenden Anderungen auf-
genommen worden, die auch fiir den Be-
reich der In-vitro-Allergiediagnostik Aus-
wirkungen haben. Die wichtigsten As-
pekte seien hier zusammengefasst:

B Fir die Durchfihrung der internen und

externen Qualitdtskontrolle wird ein
umfassendes Dokumentationssystem
gefordert. Dieses lehnt sich im Wesent-
lichen an die Richtlinien fiir die Akkre-
ditierung von diagnostischen Labora-
torien an. Das heif3t, ein Labor/eine Pra-
xis, welches/welche sich den Akkredi-
tierungsregeln unterwirft, kann davon
ausgehen, dass es/sie die Mal3gaben
der RiLiBAK entsprechend erfiillt.
Hierzu zahlen u.a. das Fihren eines
Qualitdtsmanagement-Handbuchs,
das Anlegen von Standardarbeitsanlei-
tungen (SOP) fiir Tests und Geréte, die
Validierung der eingesetzten Testver-
fahren, die Lenkung der Dokumente,
die Kldrung von Beschwerden, die Fest-
stellung von Fehlern und MaBnahmen
zu deren Korrektur und die Durchfiih-
rung interner Audits.
Eine solche Akkreditierung des dia-
gnostischen Laboratoriums kann z.B.
nach DIN EN ISO 15189 erfolgen. Of-
fizielle Stellen in Deutschland, die zu-
gelassen sind, solche Akkreditierungen
diagnostischer Laboratorien durchzu-
fihren, sind z.B. die Deutsche Akkre-
ditierungsstelle Chemie GmbH (DACH;
www.dach-gmbh.de) oder die Zen-
tralstelle der Lander fir Gesundheits-
schutz bei Arzneimitteln und Medizin-
produkten (ZLG; www.zlg.de).

Wenn auf eine Akkreditierung ver-

zichtet wird, so muss der verantwort-

liche Arzt die Einhaltung der entspre-
chenden Qualitatsregeln, wie sie in der

RiLiBAK festgehalten sind, sicherstel-

len, Uberwachen und kontrollieren.

B Fir alle eingesetzten Labortests miis-
sen interne Qualitatssicherungsmaf-
nahmen durchgefiihrt werden. Diese
erfolgen mit sog. Kontrollproben. Die-
se Kontrollproben miissen mindestens
in jedem Testlabor eingesetzt werden.
Die Kontrollprobenmessungen werden
bewertet. Hierbei sind bestimmte Feh-
lergrenzen in der Messabweichung zu

beachten. Wie diese Fehlergrenzen fiir
einzelne Tests berechnet werden kon-
nen, ist ebenfalls in der RiLiBAK darge-
stellt.

Wichtig ist, dass bei einer Messabwei-
chung des Einzelwerts, au3erhalb der
vorgegebenen Fehlergrenze, Konse-
quenzen fiir die Freigabe der Messer-
gebnisse von Patientenproben resul-
tieren. Dies ist ebenfalls in der RiLiBAK
geregelt.

Wichtig ist deshalb, dass diese inter-
nen Qualitatssicherungsmallnahmen
fur alle Tests gelten, die im Rahmen der
Patientenversorgung eingesetzt wer-
den, also auch fiir spezifisches IgE, spe-
zifisches IgG, zelluldre Tests und ande-
re.

Die externe Qualitdtskontrolle (Ring-
versuche) ist ein weiterer essenzieller
Aspekt des Qualitdtsmanagementsys-
tems. Fir alle in der Praxis/im Labor
durchgefiihrten Tests muss an ent-
sprechenden nationalen Ringversu-
chen teilgenommen werden, die von
anerkannten Referenzinstitutionen an-
geboten werden. In Deutschland sind
dies insbesondere zwei Referenzinsti-
tutionen, namlich das Referenzinstitut
fur Bioanalytik der Deutschen Gesell-
schaft fur Klinische Chemie und Labo-
ratoriumsmedizin (www.dgkl-rfb.de)
sowie Instand e.V. (www.instand-ev.
de).

Es muss unterschieden werden zwi-
schen sog. RiLiBAK-pflichtigen Para-
metern, die in der Tabelle B1a bis c der
RiLiBAK aufgefiihrt sind, und solchen,
die als nicht RiLiBAK-pflichtig einge-
stuft wurden. Aktuell wird kein Para-
meter der In-vitro-Allergiediagnostik
in dieser Tabelle aufgefiihrt, es unter-
liegen also alle der zweiten Kategorie.
Das gilt auch fiir die Bestimmung des
Gesamt-IgE. Bei den RiLiBAK-pflichti-
gen Parametern besteht bei den Ring-
versuchen eine quartalsweise Teilnah-
mepflicht, wahrend bei den nicht RiLi-
BAK-pflichtigen Parametern, gemaR
den Gremienbeschlissen fiir den Be-
reich Medizinische Laboratoriumsdia-
gnostik, eine Teilnahme an Ringversu-
chen mindestens zweimal jahrlich er-
folgen muss.

Die Reagenzienqualitit stellt in der
In-vitro-Allergiediagnostik eine Herausfor-
derung dar. Fiir den Einsatz von Allergen-
praparationen in In-vitro-Tests ist die nach
dem jeweiligen Stand der Wissenschaft
hochstmdogliche Qualitdt der Allergene
zu fordern. Die qualitative und quantita-
tive Zusammensetzung der eingesetzten
Allergene soll mit den einschldgigen bio-
chemischen und molekularen Methoden
analysiert werden. Fir den Einsatz zur Dia-
gnostik spezifischer IgE-Antikorper kon-
nen als wissenschaftlich begriindet sol-
che Allergene angesehen werden, fiir die
positive Humanseren vorliegen, die durch
entsprechende klinische Symptome bzw.
Provokationstests charakterisiert sind. In
Einzelfdllen kdnnen auch Allergene als
wissenschaftlich abgesichert angesehen
werden, sofern die Wirksamkeit allergen-
spezifischer IgE-Antikorper mithilfe von
In-vivo-Testungen (z.B. Hauttestungen)
belegt werden konnte. Fiir diese und alle
anderen in den Assayverfahren verwen-
deten Reagenzien missen die jeweiligen
physikochemischen Eigenschaften in Be-
zug auf Haltbarkeit und Stabilitdt im Test-
system bekannt sein.

Zur Erzielung zuverlassiger Analysen-
ergebnisse ist die Funktionsfahigkeit der
benutzten Reagenzien und Messgerdte
zu gewahrleisten. Fiir diagnostische Ver-
fahren sind ausschlief3lich geeignete, wis-
senschaftlich abgesicherte Methoden zu
verwenden.

Fir die nachfolgende Bestandsanalyse
der verschiedenen In-vitro-Tests wurden,
soweit verfligbar, als Basis publizierte Stu-
dien herangezogen, in denen ein Ver-
gleich zur Klinik validiert worden ist.

Interne und externe Qualitatssiche-
rungsmalnahmen tragen im Labor ent-
scheidend zum gleichbleibend hohen
Qualitatsstandard bei.

3. Gesamt-IgE

3.1. Allgemeines

Antikorper der Immunglobulinklasse
E (IgE) kommen im Serum im Vergleich
zu den anderen Immunglobulinklassen
in wesentlich geringerer Konzentration
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vor. Sie besitzen die Fahigkeit, Giber die
Bindung an selektive hoch- oder niedrig-
affine zelluldre Rezeptoren spezifische Re-
aktionen des Immunsystems auszuldsen
[74]. Sie unterscheiden sich strukturell
von IgG-Antikdrpern durch eine zusatz-
liche sog. CH-Region der konstanten Re-
gion der schweren Kette.

Fir die Erstellung der Standardkurve
zur Bestimmung des Gesamt-IgE ist ein
internationaler WHO-Standard verfligbar
und ermdglicht eine absolute Konzentra-
tionsbestimmung des Gesamt-IgE.

3.2. Indikationen zur Bestimmung

von Gesamt-IgE

B Im Zusammenhang mit der Bestim-
mung von spezifischem IgE:

- als Hinweis auf das Vorliegen einer
atopischen Disposition in Verbindung
mit dem spezifischen IgE,

- als Interpretationshilfe fir die Beur-
teilung der spezifischen IgE-Konzen-
tration.

B |n besonderen Fdllen zur ergdnzenden
Diagnostik von Erkrankungen, die mit
Atopie assoziiert sein kdnnen:

« Urtikaria, Quincke-Odem, eosinophi-
le Gastroenteritis, unklare Exantheme,
Verdacht auf Arzneimittelallergien.

B Bei weiteren Erkrankungen im Rahmen

der Differenzialdiagnostik:
« bei eosinophilen Lungeninfiltraten,
allergischer Alveolitis (z.B. bei Far-
merlunge oder Taubenziichterkrank-
heit) oder Vaskulitiden wie der Wege-
ner-Granulomatose und dem Churg-
Strauss-Syndrom, bei allergischer bron-
chopulmonaler Aspergillose.

m Zur Diagnostik und Therapiekontrolle:
- bei Parasitosen, besonders bei un-
klarer Bluteosinophilie und negativem
Parasitenbefund, z.B. Filariose, Trichi-
nose, Toxokariasis, Capillariasis philip-
pinensis, tropischer Eosinophilie.

B Im Rahmen der Diagnostik angebore-
ner oder erworbener Immundefekte:
« T-Zell-Defekte oder Hyper-IgE-Syn-
drom.

3.3. Bestimmungsmethoden

Das Gesamt-IgE kann in Serum, Plasma
oder Sekreten untersucht werden. Ver-
fahren sind:

® Nephelometrie,

B Immunoassays mit kompetitiven oder
immunometrischen Verfahren und An-
wendung eines Enzym-, Fluoreszenz-,
Lumineszenz- oder radioaktiv mar-
kierten Anti-IgE-Reaktionspartners.

3.4. Referenzbereiche (fiir Serum)
Die Angaben zu Referenzbereichen fiir
das Gesamt-IgE variieren. Je nach verwen-
deter Methode und epidemiologischer
Datenbasis konnen die Normalwerte ho-
her oder niedriger ausfallen [34]. Im Alter
von sechs bis 14 Jahren ist die Streuung
der Normalwerte am hochsten [72]. Die
Gesamt-lgE-Werte werden auch durch Ni-
kotin- 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 kdnnen erreicht werden.
Bei sehr hohen Werten (> 20.000 U/ml)
muss differenzialdiagnostisch ein zellu-
larer Immundefekt ausgeschlossen wer-
den [51]. Hohes Gesamt-IgE gepaart mit
stark vermehrter Eosinophilenzahl muss
an eine Parasitose oder ein Hypereosino-
philiesyndrom denken lassen [66]. HO-
here Gesamt-IgE-Werte finden sich da-
riiber hinaus wéhrend der Zeit der Aller-
genexposition. Generell ist die Bestim-
mung des Gesamt-IgE zum Atopiescree-
ning weniger gut geeignet als das spe-
zifische IgE gegen haufige Umweltaller-
gene (Sammeltestung, keine Einzeltes-
tung). Ein hohes Gesamt-IgE ist fiir das
Vorliegen einer Atopie nicht beweisend,
andererseits schlie8t ein normales (siehe
oben) Gesamt-IgE eine atopische Erkran-
kung nicht aus [13].

Atopiediagnostik im Nabelschnur-
blut: Ein Wert kann nur beurteilt werden,
wenn sichergestellt ist, dass das Nabel-
schnurblut nicht mit mitterlichem Blut
kontaminiert wurde. Eine Erh6hung des
Nabelschnur-IgE > 0,9 U/ml kann als pra-
diktiver Parameter fiir ein Atopierisiko an-
gesehen werden [6]. Hingegen schlieen
Werte < 0,9 U/ml die Atopieentwicklung
nicht aus. Aus diesem Grund ist das Na-

belschnur-IgE-Screening nicht zu emp-
fehlen. Diese Bestimmung sollte einer Ri-
sikopopulation, z.B. positive Atopieana-
mnese in der Familie, vorbehalten blei-
ben.

Immundefekte: Eine Vielzahl von an-
geborenen Immundefekten, insbesonde-
re des zelluldren Immunsystems, kann mit
einer Erh6hung des Gesamt-IgE einherge-
hen [79]. Im Rahmen der Immundefekt-
diagnostik ist die Bestimmung des Ge-
samt-IgE Teil des Screenings fiir das hu-
morale Immunsystem, zusammen mit
den Gbrigen Immunglobulinklassen und
-subklassen.

Infektionskrankheiten: Im Rahmen
der HIV-Infektion entwickelt sich ins-
besondere im Spatstadium bei ausge-
pragter Depletion der CD4*-Zellen ein
atopiedhnliches Syndrom, welches mit
zum Teil exzessiver IgE-Erh6hung ein-
hergeht [53]. Nach bestimmten Infek-
tionskrankheiten wie Mykoplasmenin-
fektionen, Pertussis und Masern sowie
RSV-Bronchiolitis sind Gesamt-IgE-Erho-
hungen beobachtet worden.

Weitere Erkrankungen: Erhhungen
des Gesamt- IgE finden sich auch bei fol-
genden Erkrankungen:

B bestimmte Autoimmunerkrankungen,
B Churg-Strauss-Syndrom,

B einige maligne Erkrankungen und

B Lymphome.

Das Gesamt-IgE dient im Zusammen-
hang mit der Bestimmung des spezi-
fischen IgE als zusatzlicher Parameter
zur Beurteilung der spezifischen IgE-
Werte, es kann jedoch eine spezifische
Sensibilisierung nie ausschliefen oder
nachweisen. Zum ,Atopiescreening*
ist das Gesamt-IgE nur eingeschrankt
geeignet. AuBerhalb der Allergologie
besitzt das Gesamt-IgE vor allem eine
Bedeutung bei der Diagnostik von Pa-
rasitosen und Immundefekten.

3.6. ,Freies” Gesamt-IgE

Wenn Patienten mit Anti-IgE (Oma-
lizumab) behandelt werden, konnen die
Ublichen Gesamt-IgE-Messungen abwei-
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chende Werte zeigen, so dass ein Assay
notwendig ist, der ausschlief3lich das freie
totale IgE bestimmt [27, 28]. Bei diesem
Assay wird ein biotinylierter Fce-R1-Anti-
korper zu dem Serum des Patienten ge-
geben. Das freie IgE, das nicht von dem
Anti-lgE-Antikorper (Omalizumab) kom-
plexiert wurde, wird an den biotinylierten
Anti-Fce-R1-Antikorper binden. Diese Se-
rumprobe wird dann mit einem an eine
Festphase gekoppelten Anti-IgE inku-
biert. Der so gebundene biotinylierte
Anti-Fce-R1 wird dann Uber Streptavidin
nach Substratzusatz enzymatisch be-
stimmt. Die Menge der gebundenen bio-
tinylierten a-Kette ist proportional gegen-
Uber der Menge des freien IgE in der Se-
rumprobe. Eine Referenzkurve wird mit-
tels eines kommerziell erhiltlichen Ge-
samt-IgE-Kalibrators erstellt. Es wird emp-
fohlen, ein bis drei Monate

allergologischen Stufendiagnostik: Ana-
mnese — Hauttestung - Laboruntersu-
chung - Provokation (Abb. 1).

Die Qualitat der verwendeten Aller-
gene oder Extrakte (z. B. intakte Konfor-
mation der Proteine, Reinheitsgrad) spielt
furr die Bestimmung des sIgE eine zentra-
le 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 pri-
mare und sekundare Indikationen un-
terschieden. Der primare Nachweis von
slgE, d. h. Bestimmung vor anderen dia-
gnostischen MaBnahmen wie der Haut-
testung, ist indiziert bei:

B Patienten, bei denen die Hauttestung
schwierig durchzufiihren ist:
- verminderte Belastbarkeit des Pati-
enten (Graviditat, Herz-Kreislauf-Er-
krankungen, vasomotorische Dysre-
gulation),
- Hautveranderungen im Testbereich,
«Vorliegen einer Urticaria factitia,
« Sduglinge und Kleinkinder,
- weitere Kontraindikationen zum
Hauttest oder zu anderen diagnos-
tischen Verfahren (Antihistaminika-
einnahme etc.),
« Allergene, die fiir die Hauttestung
nicht verfligbar sind.

B Gefdhrdung des Patienten:
- z.B. anaphylaktischer Schock,
« Verdacht auf hochgradige Sensibili-
sierung (Insektengiftallergie, Arznei-
mittelallergie, insbesondere B-Laktam-

Antibiotika),

nach Beginn einer Anti-IgE-
Behandlung das totale freie
IgE zu bestimmen, allerdings
steht der Test noch nicht zur
Routineanwendung zur Ver-
figung. Das Assaysystem ist
geeignet, um Patienten, die
mit Omalizumab behandelt
werden, zu verfolgen und
gegebenenfalls die Dosis
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tieren zahlreiche Metho-
den zur Bestimmung des
slgE, die auf dhnlichen Prin-

von klinischer Relevanz ist.
Das sIgE ist damit nur ein Pa-
rameter in der klassischen

Abb. 1: Modell der IgE-vermittelten Sensibilisierung und Effektorphase. Die Pfeile
(rechte Bildhélfte) markieren den Angriffspunkt verschiedener diagnostischer Prin-
zipien und allergologischer Tests.

zipien beruhen: Spezifische
Allergenextrakte und teils
verfligbare rekombinan-
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te Allergene werden entweder an eine
feste Phase gekoppelt oder als Flissig-
allergene eingesetzt, an die Immunglo-
buline mit entsprechender Spezifitat
nach Inkubation binden [9]. Im Fall der
Verwendung von Festphasen sollte de-
ren Oberfldche die Aufnahme einer aus-
reichenden Menge und eine Qualitat der
Allergene sicherstellen, so dass im Ideal-
fall die Gesamtheit des sIgE gebunden
werden kann. Nach Entfernen der unge-
bundenen Immunglobuline werden in
einem anschlieBenden Inkubationsschritt
radioaktive, mit Fluoreszenz markierte
oder enzymgekoppelte Anti-IgE-Antikor-
per zugesetzt. Die gebundenen Anti-IgE-
Antikorper werden entweder durch di-
rekte Bestimmung der Radioaktivitat, der
Fluoreszenzintensitdt oder nach Zusatz
eines Substrats durch die Messung der
enzymatisch eingeleiteten Farbreaktion
nachgewiesen. Die Quantifizierung ge-
lingt durch eine auf bekannte Gesamt-
IgE-Mengen bezogene Eichkurve (hete-
rologe Interpolation). Dabei werden ei-
ne dem WHO-Standard fiir Gesamt-IgE-
Werte angepasste Eichkurve zur Bestim-
mung der sIgE-Werte zugrunde gelegt
oder kinstlich definierte Einheiten ver-
wendet. Somit ist bis heute eine echte
Quantifizierung des sIgE im eigentlichen
Sinne nicht moglich.

Abgesehen von den verwendeten
Allergenen unterscheiden sich die Test-
systeme nicht nur in der Festphase zur
Kopplung der Allergene, sondern auch
in den notwendigen Reagenzien und
dem anschlieenden Detektionssystem
(Tab. 1).

Blotverfahren:

B Dot-Blot mit nicht aufgetrennten Aller-
genmolekiilen: Eine Form der verein-
fachten semiquantitativen Bestim-
mung von slgE wird mit der Entwick-
lung von Streifentests angestrebt. Die
an die Streifen gekoppelten Allergene
werden zunachst mit Serum, anschlie-
Bend mit Anti-IgE-Antikérpern inku-
biert und die allergenspezifische Bin-
dung mit einer Farbreaktion sichtbar
gemacht. Zur Semiquantifizierung er-
folgt ein Vergleich mit einer standar-
disierten Farbskala. Die Standardisie-

rung und die Quantifizierung stellen
bei dieser Methode Probleme dar.

B Western-Blot (kein Routineverfahren,
aufwendig, nur flr ausgewdhlte Fra-
gestellungen oder Forschungszwecke):
Die verschiedenen Allergenquellen
(z.B. Baum- oder Graspollen) enthal-
ten unterschiedliche Allergenkompo-
nenten (z.B.Bet v 1, Bet v 2 etc.), die
sich molekular differenzieren lassen.
slgE-Antikorper gegen diese Einzel-
komponenten lassen sich im Western-
Blot-Streifentest qualitativ analysieren.
Die durch Elektrophorese getrennten
und auf geeignete Membranen (iber-
tragenen (Glyko-)Proteinkomponenten
der Allergenextrakte werden in Streifen
geschnitten mit Serum inkubiert. Der
Nachweis der IgE-Bindung erfolgt an-
schlieBend unter Verwendung von An-
ti-lgE-Antikdrpern mit den bekannten
Nachweisverfahren. Als erstes klinisch
relevantes Beispiel hat sich die Be-
stimmung von IgE-Antikdrpern gegen
Komponenten aus Aspergillus fumiga-
tus etabliert, um die allergische bron-
chopulmonale Aspergillose abzugren-
zen (siehe unten). Darliber hinaus gibt
es bis heute nur vereinzelte Hinweise,
dass das Vorkommen von slgE-Anti-
korpern gegen ein Muster von Aller-
genkomponenten mit bestimmten Er-
krankungen oder Verldufen korreliert.
Es bleibt daher abzuwarten, inwieweit
der Nachweis von Allergenkomponen-
ten einzelner Spezies dem Kliniker zu-
satzliche Auskiinfte geben kann (siehe
auch rekombinante Allergene). Validi-
tat, Linearitat, Parallelitat und Repro-
duzierbarkeit der verschiedenen Test-
systeme kénnen durch unterschied-
liche Variablen beeinflusst werden.

4.4. Interpretation

Allgemeines: Das Ergebnis der spezi-
fischen IgE-Testung kann nur im Zusam-
menhang mit Anamnese, Klinik und den
eventuell zusatzlichen Ergebnissen or-
ganspezifischer Provokationstests richtig
interpretiert werden. Die quantitativen
Ergebnisse der sIgE werden tblicher-
weise von den verschiedenen Herstel-
lern in Graduierungen oder Klassen ein-
geteilt. Sowohl die Allergenzusammen-

setzungen, die verwendeten Reagenzien
als auch der technische Aufbau der Be-
stimmungsmethoden weichen erheb-
lich voneinander ab, so dass ein quantita-
tiver Vergleich der Ergebnisse, gemessen
mit unterschiedlichen Systemen, kaum
maoglich ist. Verschiedene Hersteller bie-
ten eigene Qualitatskontrollen an, die ei-
ne Vergleichbarkeit der Testergebnisse
zwischen den Laboratorien sicherstellen
sollen. Da die meisten Erfahrungen mit
dem seit langem verfiigbaren Phadebas-
RAST-System und seiner Weiterentwick-
lung, dem ImmunoCAP-System von Pha-
dia [16], vorliegen, sind beide Methoden
in vielen Studien als Referenzsysteme
fir vergleichende Untersuchungen an-
gewandt worden. Dennoch kdnnen diese
Tests nicht als Standard verwendet wer-
den, weil die Variablen der In-vitro-sIgE-
Bestimmung auch in diese Systeme mit
eingehen. Erst bei Verfuigbarkeit von na-
tionalen und internationalen Standards
und entsprechenden Reagenzien zur Er-
stellung einheitlicher Standardkurven
ist eine Vergleichbarkeit der Methoden
moglich. Untersuchungen von Ollert et
al. [58] zeigten, dass eine Herabsetzung
der Quantifizierungsgrenze von 0,35 kU/I
auf 0,1 kU/I, die technisch mit der neu-
esten Gerdtegeneration moglich wur-
de, eine bessere Ubereinstimmung zwi-
schen Hauttestbefunden und den spe-
zifischen IgE-Werten ergab. Weitere Un-
tersuchungen sind allerdings erforder-
lich, um die Wertigkeit der Nachweisgren-
ze als klinische Entscheidungsgrenze zu
Uberprifen.

Screeningtests fiir spezifische IgE-
Antikorper: Eine Vielzahl von Screening-
tests ist zum Nachweis von sIgE gegen Mi-
schungen aus Nahrungsmittel- und Inha-
lationsallergenen verfiigbar. Ein positiver
Screeningtest besagt lediglich, dass eine
Sensibilisierung gegen eines oder meh-
rere Allergene vorliegt. Grundsatzlich ist
das Screening zu begriiBen, wenn damit
die Rationalisierung der Diagnostik er-
reicht wird, jedoch sollte der Screening-
charakter dieser Untersuchungen deut-
lich sein. Generell muss aber der Stellen-
wert solcher Screeningtests in groBeren
Studien evaluiert werden.
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Anbieter, Ort, Internetadresse
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www.matritech.de
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Artu Biologicals, Hamburg,
www.artu-biologicals.de
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www.fooke-labs.de

DST, Schwerin,
www.dst-diagnostic.com

Euroimmun, Libeck,
www.euroimmun.de

HAL Allergie, Diisseldorf,
www.hal-allergie.de

Hycor Biomedical, Kassel,
www.hycorbiomedical.com
Intex, Weil am Rhein
www.intex-diagnostika.com.de
MEDIWISS Analytic, Moers,
www.mediwiss-analytic.de
Milenia Biotech, Bad Nauheim,
www.milenia-biotec.de

Phadia, Freiburg,
www.phadia.com

R-Biopharm, Darmstadt,
www.r-biopharm.com

Siemens Medical Solutions
Diagnostic, Bad Nauheim,
www.medical.siemens.de

Name (Art) des Assays
ALLERgen

RA-Allergenpanel
Allervance® (EIA)

Allergodip®
(EIA-Streifentest)

IGEVAC Fastcheck identisch
mit FastCheckPOC Allergy

Fooke-EAST® (EIA)
Allerg-O-Liq® (EIA)

ALFA Seasonal Screen
ALFA Perennial Screen

FastCheckPOC Allergy
(Streifentest)

LAS Liquid
Allergen System

EUROLINE
(EIA-Streifentest)

Allercoat 6° (EIA)
ACTI.TIP® (EIA)
HYTEC?® (EIA)

Allergoset®
(EIA-Streifentest)

AllergyScreen

PolyCheck® System
(EIA-Streifentest)

ImmunoCAP® (FEIA)

ImmunoCAP® ISAC
(FIA)

Ridascreen® (EAST)

Rida® AllergyScreen
(EIA-Streifentest)

Immunlite 2000®
3gAllergy™ (EIA)

Allergene
div.

div.
eig.
eig.
div.
eig.
eig.
eig.
div.
div.
div.
div.
div.
div.
div.
div.
div.
eig.
div.
div.
div.

div.

Feste/fliissige Phase

Flussigallergene
Zellulose

CNBr-aktivierte
Papierscheiben

Patentiertes
Tragermaterial

Nitrozellulose
CNBr-aktivierte

Papierscheiben
algE an der Festphase und

biotinylierte Fliissigallergene
,Lateral flow*
Nitrozellulose
Flussigallergene
Nitrozellulose
CNBr-aktivierte
Papierscheiben
Polystyrolkugeln
CNBr-aktivierte
Papierscheiben
Nitrozellulose
Nitrozellulose
Nitrozellulose
CNBr-aktivierte
Zellulose (ImmunoCAP)
Mikrochip
CNBr-aktivierte

Nitrozellulose

Flissigallergene

Markierung
algE-HRP

algE-HRP
algE-AP
algE-AP
algE-AP
(chromogen)
algE-AP

S
algE-Farbstoff
algE-AP
algE-AP
alge-PO
algE-AP
alge-PO
algE-AP
alge-PO
algE-B, SAP
algE-B, SAP
algE-BG
algE-Fluoreszenz

farbstoff

algE-AP
Papierscheiben
algE-B, SAP

algE-AP

Detektionssystem

Photometrie
(405/450 nm)

Chemilumineszenz

Photometrie
(405 nm)

Farbreaktion
(chromogen)

Farbreaktion

Photometrie
(405 nm)

Photometrie
(450/620 nm)

Farbanreicherung

Farbreaktion
(chromogen)
Photometrie
(450/620 nm)
Farbreaktion
(chromogen)
Photometrie
(405 nm)
Photometrie
(405 nm)
Photometrie
(405 nm)
Farbreaktion
(chromogen)
Farbreaktion
(chromogen)
Farbreaktion,
Scannerauswertung

Fluorophotometer

Fluoreszenzmessung
(Laserscanner)

Photometrie
(405 nm)

Farbreaktion
(chromogen)

Chemilumineszenz

Standardkurve (Einheiten)

Kalibrierung an interner
Standardkurve (LU-Klassen)

Standardkurve mit Kalibirierung
am WHO-IgE-Standard (1U/ml)

Semiquantitativ (visuell, Klassen),
kalibiert auf EAST-Basis (Klassen 1-4)

Qualitativ

Standardkurve mit Kalibrierung am
WHO-IgE-Standard (IU/ml)

Standardkurve mit Kalibrierung am
WHO-IgE-Standard (IU/ml)

Qualitativ
Qualitativ

Standardkurve mit Kalibrierung am
WHO-IgE-Standard (IU/ml)

Semiquantitativ (visuell, Klassen)

Standardkurve mit Kalibrierung am
WHO-IgE-Standard (IU/1)

Referenz mit 1- oder 3-Punkt-
Kalibrierung (AU/ml)

Standardkurve mit Kalibrierung am
WHO-IgE-Standard (IU/ml)

Semiquantitativ (visuell, Klassen)
Semiquantitativ (visuell, Klassen)

Referenzkurve mit konjugiertem
Rinderalbumin (kU/l)

Standardkurve mit Kalibrierung am
WHO-IgE-Standard (kU/l)
in-house“-Referenzserum
erung (ISU))
Standardkurve mit Kalibrierung am
WHO-IgE-Standard (IU/ml)
Semiquantitativ (visuell, Klassen)

Am WHO-IgE-Standard (kU/I)

Tab. 1: AE, Acridiniumester; algE, Anti-IgE-Antikérper; AP, alkalische Phosphatase; B, Biotin; BG, 3-Galaktosidase; CNBr, Cyanobromid; div., diverse Hersteller; eig., eigene Herstellung; HRP, Meerrettich-Peroxi-
dase (,horseradish peroxidase”); IgE, Gesamt-Serum-IgE; PO, Peroxidase; S, Streptavidin; SAP, Streptavidin-alkalische Phosphatase




Durch den Nachweis erhéhter aller-
genspezifischer IgE-Antikorper asst
sich eine (IgE-vermittelte) spezifische
Sensibilisierung dokumentieren, deren
klinische Aktualitdt/Relevanz mittels
Anamnese und gegebenenfalls Provo-
kationstests bewertet werden muss.

Einschrankung der Spezifitit des
Nachweisverfahrens und der Relevanz-
beurteilung bei Vorliegen von Kreuzre-
aktionen gegen Kohlenhydratepitope
(,cross-reactive carbohydrate deter-
minants” [CCD]): Viele Allergene pflanz-
lichen Ursprungs sind Glykoproteine, be-
stehend aus einem Protein und einer oder
mehreren kovalent gebundenen Kohlen-
hydratseitenketten. Im Gegensatz zu klas-
sischen Peptidepitopen tragen die Glyko-
epitope dazu bei, dass Allergene auch au-
Berhalb phylogenetisch verwandter Pro-
teinfamilien Gemeinsamkeiten aufwei-
sen. Da Glykoepitope pradestiniert sind,
ausgepragte Kreuzreaktionen zu verursa-
chen, werden sie auch als kreuzreaktive
Kohlenhydratdeterminanten (,cross-re-
active carbohydrate determinants’, ab-
gekirzt CCD) bezeichnet. Spezifisches
Anti-CCD-IgE in Seren von Pollenallergi-
kern beispielsweise ist fiir die Kreuzreak-
tivitdt mit vielen Inhalations- und Nah-
rungsmittelallergenen sowie den Hyme-
nopterengiften und Latex verantwortlich.
Zumeist fehlt aber die klinische Relevanz
dieser Sensibilisierung [2, 31, 37, 42, 49].
Das hatte man zundchst mit einer nied-
rigen Affinitat erklart und einer geringen
biologischen Aktivitat des Anti-CCD-IgE
zugeschrieben. Jin et al. [39] zeigten, dass
Anti-CCD-lgG-Antikorper starker an CCD
binden als an Proteine, so dass eine ge-
ringe klinische Relevanz der Anti-CCD-
IgE mdoglicherweise auf einer Toleranzin-
duktion dieser ubiquitdr vorkommenden
Epitope durch den Genuss CCD-haltiger
pflanzlicher Nahrungsmittel mit der Fol-
ge der Bildung,blockierender” Anti-CCD-
IgG beruht.

Die Bedeutung der CCD fir die aller-
gologische In-vitro-Diagnostik stellt sich
wie folgt dar:

1. CCD scheinen die Spezifitat der IgE-De-
tektion nachteilig zu beeinflussen (po-

sitive Reaktionen ohne klinische Rele-

vanz).

2. Bei einigen Patienten wurden allerdings
sowohl bei Nahrungsmittel- als auch
bei Insektengiftallergie Hinweise auf ei-
ne klinische Relevanz von Anti-CCD-IgE
gefunden, so dass die In-vitro-Diagnos-
tik auf die CCD nicht verzichten kann.
An das Vorliegen von Anti-CCD-IgE

sollte gedacht werden bei a) Diskrepanz

zwischen Hauttest- und serologischen Be-
funden und b) bei IgE-Positivitdt gegen-

Uber vielen verschiedenen pflanzlichen

Allergenen [49, 78] sowie beiden Hyme-

nopterengiften (Bienen- und Vespiden-

gift) [32, 36, 37] und im Fall latexspezi-
fischer IgE-Antikorper ohne klinische Re-

levanz [61, 62].

Im Wesentlichen sind diejenigen In-vi-
tro-Testverfahren beeintrachtigt, die auf
einer Antikdrperbindung beruhen. Ob-
wohl zellulare Tests (u.a. Basophilenakti-
vierungstest) weniger durch CCD-IgE be-
einflussbar zu sein scheinen, zeigen Un-
tersuchungen an Insektengiftallergikern,
die IgE-positiv fiir beide Hymenopteren-
gifte sind, mehrheitlich auch im Basophi-
lenaktivierungstest eine Doppelpositivi-
tat [20].

Verbesserung der CCD-dominierten In-
vitro-Allergiediagnostik: Die Bestatigung
des Verdachts auf das Vorliegen von Anti-
CCD-IgE kann mithilfe eines CCD-haltigen
Screeningallergens (z.B. Meerrettichper-
oxidase, Bromelain, Ascorbatoxidase) in
den IgE-Nachweisverfahren erfolgen. Eine
Inhibitionstestung mit dem verwendeten
CCD-Screeningallergen kann die Testspe-
zifitat deutlich verbessern [36].

IgE-Reaktivitdten kdnnen gegen kreuz-
reaktive Kohlen hydratdeterminanten
(CCD) gerichtet sein, die die Spezifitat
der IgE-Detektion verringern, aber
meist ohne klinische Relevanz sind.
Der In-vitro-Nachweis kann Uber CCD-
haltige Antigene, z. B. Meerrettichpero-
xidase oder Bromelain, erfolgen.

Rekombinante Allergene und Mi-
kroarray: Neben den natirlichen Aller-
genquellen und den daraus hergestellten
Extrakten kdnnen auch durch Reinigung
gewonnene oder rekombinant, d. h. mit-

tels biotechnologischer Verfahren herge-
stellte Allergene flr 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 ,Aller-
gen”. In der molekular orientierten For-
schung versteht man unter,Allergen” die
Allergeneinzelkomponenten der Allergen-
quellen, z.B. Phl p 1 als ein Allergen des
Lieschgrasallergenextraktes. Die moleku-
lare Charakterisierung von Einzelkompo-
nenten in Allergenextrakten und ihre ge-
zielte Verwendung fiir die In-vitro- und In-
vivo-Allergiediagnostik erlauben es, eine
komponentenaufgel6ste Diagnostik zu
etablieren [77]. Eine derartig verfeinerte
Diagnostik ist allerdings nur dann sinn-
voll, wenn sie Konsequenzen fir die Be-
ratung und Therapie beinhaltet.

Fir die rekombinante Herstellung von
Einzelallergenen wird das Gen, das fir
das bestimmte Allergen kodiert, aus sei-
ner natirlichen Allergenquelle isoliert
und meist in ein Bakterium Ubertragen,
so dass dieses das Allergen produzieren
kann. Einen Uberblick tiber die rekom-
binanten Allergene, die verfligbar sind,
findet man im Internet unter www.aller
gome.org und www.allergen.org. Gegen-
Uber den natiirlichen Allergenen erlau-
ben die rekombinanten Allergene eine
einfachere Isolierung. Nach ihrer Herstel-
lung handelt es sich um identische Mole-
kile, wahrend bei den nattrlichen Aller-
genen strukturelle Varianten (Isoformen)
vorkommen.

Bei in Bakterien exprimierten Protei-
nen fehlen posttranslationale Modifika-
tionen wie Disulfidbriicken, Glykosylie-
rung usw. Die 3-D-Struktur kann stark ver-
andert sein, mit Einfluss auf die Loslichkeit
des Proteins, seine Immunitat und Aller-
genitdt. (Die fehlende Glykosylierung
kann durchaus erwiinscht sein, da dann
IgE-Reaktivitdten mit den CCD nicht auf-
treten kdnnen.)

Einzelne rekombinante Allergene
konnten bereits erfolgreich in der Im-
mundiagnostik bzw. -therapie eingesetzt
werden. So kdnnen durch bestimmte Ein-
zelallergene bei der allergischen bron-
chopulmonalen Aspergillose (ABPA) bzw.
beim allergischen Asthma auf Aspergil-
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len verschiedene Sensibilisierungspro-
file identifiziert werden [30]. Auch bei der
Diagnostik der Naturlatexallergie kdnnen
mithilfe von Einzelallergenen individu-
elle Sensibilisierungsmuster erkannt wer-
den. Zusatzlich erweist sich ein Verfahren
als sehr erfolgreich, bei dem die natr-
lichen Allergenextrakte mit labilen, aber
dennoch wichtigen Einzelallergenkom-
ponenten durch sog.,spiking” angerei-
chert werden. So konnte die Sensibilitat
der In-vitro-Diagnostik der Naturlatex-
allergie eindeutig durch die Zugabe des
rekombinant hergestellten rHev b 5 zum
natdrlichen Latexallergenextrakt verbes-
sert werden [47, 62].

In Fachkreisen wird nach wie vor dis-
kutiert, ob rekombinant hergestellte
Allergene den Allergenextrakten fiir die
Austestung in der Diagnostik vorzuziehen
waren. Ein grof3er Vorteile der rekombi-
nanten Allergene ist ihre gleichbleibende
Qualitdt und damit ihre gute Quantifizier-
barkeit und Standardisierbarkeit. Aller-
genextrakte schwanken dagegen in ih-
rer Zusammensetzung von Hersteller zu
Hersteller und Produktcharge zu Produkt-
charge.

IgE-Antikorper sind gegen bestimmte
Epitope auf Allergenmolekdilen gerich-
tet. Diese Allergenmolekiile lassen sich
nach der Arbeitsgruppe von Breiteneder
[38, 60] in wenige relevante Allergenfa-
milien zusammenfassen, wie z.B. Profi-
line, Bet v 1-Homologe, Lipidtransferpro-
teine (LTPs). So zeigt die , All-Fam"“-Daten-
bank (www.meduniwien.ac.at/allergens/
allfam/), dass alle pflanzlichen Nahrungs-
mittelallergene in nur 27 Pfam-Proteinfa-
milien gefunden werden, was einen An-
teil von 0,33 % der 8.183 mdglichen Fami-
lien ausmacht. Alle Pollenallergene konn-
ten 29 Pfam-Familien zugeordnet werden
(entspricht 0,35 % aller mdglichen Prote-
infamilien). Zusatzlich sind die meisten
Allergene auf wenige dieser Proteinfami-
lien konzentriert. Vier Proteinfamilien be-
inhalten z.B. Gber 65 % aller pflanzlichen
Nahrungsmittelallergene. Damit zeigen
die Daten, dass einerseits die Allergeni-
tat eines Proteins eng mit seiner Struktur
verkniipft ist und andererseits auch die
Kreuzreaktivitdt eine Funktion der Struk-
tur des Allergens ist. Dadurch ist es nicht

notwendig, alle Allergenextrakte auf ei-
ne IgE-Reaktivitat zu testen, sondern ge-
zielt nur die zugrunde liegenden Aller-
genmolekdle. Auch kénnte darlber ent-
schieden werden, ob eine spezifische Hy-
posensibilisierung sinnvoll wére, wie z. B.
bei der Allergie gegen spezifische Gra-
serpollenallergene Phl p 1 und Phl p 5,
wohingegen eine Sensibilisierung gegen
Graserprofilin, wenn tiberhaupt, meist nur
schwache Reaktionen auslost.

Da viele Allergene komplex aufgebaut
sind (Disulfidbriicken, Kohlenhydratsei-
tenketten), kdnnen sie nicht rekombinant
in gleicher 3-D-Struktur wie die natr-
lichen Allergene hergestellt werden. Aus
diesem Grund muss immer noch auf die
aus den natirlichen Extrakten isolierten
Allergene zurilickgegriffen werden. Zum
anderen bleibt bei der Verwendung von
rekombinantem Material die Problema-
tik der Isoallergene unberiicksichtigt. So
konnten vom Bet v 1 Uiber 20 Isoformen
isoliert werden, die sich in ihrer IgE-Reak-
tivitat und in ihrer Immunogenitat stark
unterscheiden. Hier misste festgelegt
werden, welche, eventuell auch mehrere,
Isoformen fiir die Diagnostik eingesetzt
werden sollten. Uberhaupt wird man auf
Allergenextrakte nicht vollstandig ver-
zichten kdnnen, da sie immer wieder zum
Abgleich gebraucht werden, ob man mit
den rekombinanten Molekiilen auch alle
Allergene des Extraktes erfasst.

Eine logische Konsequenz ware, die
rekombinanten Allergene nach ihrer
Ubertragung in die Diagnostik auch fiir
die Therapie zu verwenden. Bislang sind
keine rekombinanten Therapieallergene
zugelassen, jedoch werden derzeit kli-
nische Studien durchgefiihrt, um die
Wirksamkeit und Vertraglichkeit der re-
kombinanten Allergene zur spezifischen
Immuntherapie zu priifen.

Die umfassende Diagnostik zur Erstel-
lung eines Allergogramms des Patienten
mittels chipbasierter In-vitro-Allergietests
ist seit kurzem mdglich und wird in ver-
schiedenen Allergiezentren Europas be-
reits eingesetzt. Es handelt sich um einen
Screeningtest mit einer Vielzahl von Ein-
zelallergenen auf einem einzigen Chip. Im
Fall der Nahrungsmittelallergien konnte
damit eine Voruntersuchung erfolgen,

um vorliegende Sensibilisierungen fest-
zustellen, die allerdings nur bei korres-
pondierenden Symptomen klinisch re-
levant wéren. Darliber hinaus kdnnten
Sensibilisierungen gegen speziesspezi-
fische Allergene von Panallergenen (z.B.
Profiline) differenziert werden, die in zahl-
reichen biologischen Organismen auftre-
ten und die Diagnostik durch vielféltige
Kreuzreaktivitat erschweren. Risikoaller-
gene in Nahrungsmitteln, mit gehduftem
Auftreten systemischer Reaktionen as-
soziiert, lassen sich von kreuzreaktiven
Komponenten unterscheiden [41]. Auf-
grund der hohen Anzahl von rekombi-
nanten Allergenen wurde ein chipbasie-
render In-vitro-Allergietest (Mikroarray)
furr die gleichzeitige Detektion von bis zu
ca. 100 verschiedenen Einzelallergenen
entwickelt, der nur geringe Blutmengen
erfordert und neben der Diagnostik auch
das Monitoring wédhrend der spezifischen
Immuntherapie erlaubt [56]. Grundsatz-
lich ist aber wie bei jedem Nachweis einer
Sensibilisierung der allergologisch tatige
Arzt aufgefordert, die klinische Relevanz
der Sensibilisierungen zu priifen. Dies
dirfte bei einer komplexen Datenlage,
wie sie sich beispielsweise aus den Arrays
ergibt, aufwendig fiir den Arzt sein und
die Beratung der Patienten anspruchs-
voller gestalten.

Neben Allergenextrakten kénnen auch
rekombinant hergestellte Allergene zur
Diagnostik eingesetzt werden. Letz-
tere bieten eine bessere Mdglichkeit
der Standardisierung und erlauben
potenziell eine einzelallergenkompo-
nentenaufgeldste Diagnostik. Bevor die
chipbasierte In-vitro-Allergiediagnostik
(Mikroarrays) routinemafig angewandt
werden kann, mlssen noch breitere Er-
fahrungen (technisch und auch klinisch)
mit diesen neuen Verfahren gesammelt
werden. Die klinische Relevanz der
Testergebnisse ist aber in jedem Fall zu
evaluieren.

5. Mllergenspezifisches 1gG/1gG,
Allergenspezifische Antikdrper vom
Isotyp M, G, A kdnnen sowohl in Seren

von gesunden als auch atopischen Indi-
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viduen nachgewiesen werden [8]. Die Bil-
dung von allergenspezifischen Antikor-
pern dieser Immunglobulinklassen ist
Ausdruck der normalen Immunantwort
auf eine Fremdstoffexposition; es besteht
keine Korrelation zur klinischen Sympto-
matik mit der allergischen Soforttypreak-
tion. Die Rolle von allergenspezifischen
IgG/1gG, in der Pathogenese des Asth-
ma bronchiale bzw. der Allergie ist unbe-
kannt. Bezliglich ihrer Krankheitsrelevanz
ist die Bedeutung der Antikorper véllig
ungesichert [10]. Spezifisches IgG, steigt
wahrend der spezifischen Immuntherapie
an, die klinische Relevanz dieser Befunde
ist bislang aber nicht eindeutig geklart.

5.1. Nachweisverfahren

Im Gegensatz zum allergenspezi-
fischen IgE sind die Serumkonzentratio-
nen der allergenspezifischen IgG-Antikor-
per 100- bis 1.000-mal héher, so dass ein
Nachweis mit weniger sensitiven Metho-
den moglich ist. Es gibt zahlreiche Verfah-
ren zur qualitativen und quantitativen Be-
stimmung der Immunglobuline (Tab. 2).

5.2. Indikationen/Kontraindika-
tionen im Rahmen der Typ-I-
Sensibilisierung

Der Nachweis von allergenspezifischen
lgG-Subklassen (IgG,, 19G,, I9G, und IgG,)
reflektiert eine Allergenexposition, zeigt
aber keine Relevanz beztliglich spezi-
fischer klinischer Symptomatik [23, 75].
Eine definitive Bedeutung von IgG, als
anaphylaktischer bzw. als blockierender
Antikorper mit protektiver Wirkung fur
die Typ-I-Allergie konnte auch durch zahl-
reiche Studien [35] nicht klar belegt wer-
den, obwohl IgG-Antikorper unter spe-
zifischer Immuntherapie ansteigen kén-
nen [26]. Aus diesem Grund besitzt die
Bestimmung von allergenspezifischem
IgG, keine diagnostische Bedeutung bei
der Behandlung von Patienten mit aller-
gischer Typ-I-Sensibilisierung [1]. Bei aller-
gischen Soforttypreaktionen ist die pa-
thogenetische Bedeutung von allergen-
spezifischen IgG-Antikorpern unklar. Ih-
re Bestimmung hat keine diagnostische
Bedeutung. Dies gilt auch fir IgG-Bestim-
mungen im Rahmen einer Nahrungsmit-
telallergie. Sie haben keine diagnostische

Testverfahren fiir den Nachweis
von allergen- bzw. antigen-
spezifischem lg6

Qualitative Verfahren

= Quchterlony-Technik

= |mmunelektrophorese

= Gekreuzte Elektrophorese

Quantitative Verfahren

= Radioimmunoassay (RIA)

= Enzymimmunoassay (EIA)

= Enzyme-linked immunosorbent assay”
(ELISA)

Als quantitative Methode eignen sich die
gleichen Nachweisverfahren, wie sie auch
fir das slgE verwendet werden, allerdings
mit einem Anti-lgG-Nachweisantikdrper und
mit verdlinnten Serumproben (in der Regel
1:100). Die Interpretation der quantitativen
antigenspezifischen 1gG-Werte erweist

sich als nicht unproblematisch, da fir jedes
Allergen/Antigen und jedes verwendete
Testverfahren Normkonzentrationen der
spezifischen IgG-Spiegel zu bestimmen
sind. Eine Beurteilung unter Berticksich-
tigung des klinischen Befundes ist daher
immer erforderlich.

Tab. 2

Aussagekraft und sind nicht zu empfeh-
len [41].

5.3.Im Rahmen der Diagnostik bei
allergischer Alveolitis

Dem Nachweis von antigenspezi-
fischen IgG-Antikdrpern kommt im Rah-
men der Diagnostik der exogen-aller-
gischen Alveolitis (EAA, eine Entziin-
dungsreaktion des Lungenparenchyms)
eine bedeutende Rolle zu [3-5]. Die exo-
gen-allergische Alveolitis wird durch wie-
derholte und intensive Inhalation von or-
ganischem Staub verursacht. Im immuno-
logischen Sinne nach Gell und Coombs
stellt die exogen-allergische Alveolitis
eine Kombination aus Typ Ill und Typ IV
der allergischen Reaktion dar. Die Bildung
von Immunkomplexen, bestehend aus
antigenspezifischen IgG-Antikoérpern und
dem Antigen, fihrt zur Aktivierung der
Komplementkaskade. Das Zusammen-
spiel zwischen Komplementkomponen-
ten (C3a und C5a) und die Phagozyto-
se von Immunkomplexen mit der Initi-
ierung von freigesetzten Entziindungs-

mediatoren resultieren in einer intersti-
tiellen Entziindung. Bei der allergischen
bronchopulmonalen Aspergillose kommt
es neben einer Erhéhung des Gesamt-IgE
und des spezifischen IgE gegen Aspergil-
lus fumigatus auch zu einer deutlichen
Erhohung von spezifischem IgG gegen
A. fumigatus. Letzteres ist im Vergleich zu
Patienten mit einer allergischen Sensibi-
lisierung gegentiber A. fumigatus deut-
lich erhoht (Spezialdiagnostik zur Unter-
scheidung beider Entitdten Uber rekom-
binante Allergene — Asp f4 und Asp f 6 —
moglich [15]). Bei der Farmerlunge (Bei-
spiel fuir eine exogen-allergische Alveoli-
tis) spielen IgG-Antikorper, insbesondere
IgG, [57, 63], gegen spezielle bakterielle
Komponenten, u.a. aus Saccharopolyspo-
ra rectivirgula (Micropolyspora faeni), eine
entscheidende Rolle. Patienten mit Far-
merlunge haben eine erhdhte Serumkon-
zentration von antigenspezifischem IgG,
verglichen mit nicht exponierten Kon-
trollpersonen. Im Gegensatz dazu zeigt
sich kein Unterschied beziiglich der Ge-
samt-lgG- und IgG-Subklassen-Spiegel
zwischen Patienten mit Farmerlunge und
exponierten, aber gesunden Probanden.
Insgesamt ist der Nachweis von IgG-ver-
mittelter antigenspezifischer Sensibilisie-
rung nur eines von drei Kriterien, die von
der Arbeitsgruppe ,Exogen-allergische Al-
veolitis” der Deutschen Gesellschaft fir
Allergologie und klinische Immunologie
im Kriterienkatalog zur Diagnose einer
exogen-allergischen Alveolitis gefordert
werden [71]. Die Bestimmung von aller-
genspezifischen IgG-Antikorpern stellt ei-
nen Baustein bei der Diagnose der exo-
gen-allergischen Alveolitiden dar, besitzt
jedoch fiir den Nachweis von Soforttyp-
allergien keine wesentliche Bedeutung.

Die Bestimmung von allergenspe-
zifischem 19G/lgG4 hat keine dia-
gnostische Bedeutung bei Patienten
mit allergischen (IgE-vermittelten)
Erkrankungen. Bei der Diagnose der
exogen-allergischen Alveolitis stellen
spezifische IgG-Antikérper nur einen
von mehreren Bausteinen in der Dia-
gnosesicherung dar. Hierbei fehlt nach
wie vor eine Standardisierung der ver-
fligbaren Tests.



6. Zelluldire Testsysteme mit
Mastzellen, basophilen und
eosinophilen Granulozyten

Einige zelluldre In-vitro-Testsysteme
zur Soforttypallergiediagnostik nut-
zen den Nachweis von Mediatoren oder
von zelluldren Antigenen, die bei erfolg-
reicher Aktivierung auf der Zelloberfla-
che erscheinen. Fir diese ,immunolo-
gische Reaktion im Reagenzglas” wer-
den durch Dextransedimentation ange-
reicherte Blutleukozyten oder Vollblut mit
Allergenen oder anderen Ausldsern inku-
biert. Die nach Allergenstimulation expri-
mierten Oberflaichenmarker (CD63 bzw.
CD203c) bzw. die freigesetzten Media-
toren der basophilen Granulozyten (z.B.
Histamin, Sulfidoleukotriene) dienen als
indirektes MaR fiir zelluldar gebundenes
spezifisches IgE. Bei anderen Auslosern/
Stimuli (bakterielles Peptid fMLP, Komple-
mentkomponente C5a) spiegeln eine er-
folgreiche Aktivierung und Mediatorfrei-
setzung die zelluldre, IgE-unabhdngige
Reaktionsbereitschaft der beteiligten Leu-
kozyten wider, deren Bedeutung nur un-
zureichend geklart ist.

Bei Verwendung ansteigender Aller-
genkonzentrationen entstehen sigmo-
ide oder glockenférmige Dosis-Wirkungs-
Kurven, deren Anstieg der zelluldren Sen-
sibilisierung entspricht und keine Bezie-
hung zum Maximum der Kurven (zellu-
lare Reaktivitat als diagnostisch in der
Regel unerhebliches MaB3 der Signal-
Ubertragung) besitzt [48]. Allergenspe-
zifische Dosis-Wirkungs-Kurven sind in-
tra- und interindividuell hochst variabel.
Ein Freisetzungs- oder Aktivierungstest
mit nur einer Allergenkonzentration ist
daher zum indirekten Sensibilisierungs-
nachweis haufig nicht ausreichend [40].
Zusatzlich muss berlicksichtigt werden,
dass die Basophilen von ungeféhr 5-15 %
der Zellspender trotz vorhandenem zel-
luldren IgE nicht in der Lage sind, nach
IgE-vermittelter Stimulation aktiv zu wer-
den und Mediatoren freizusetzen (sog.
Nonresponder). Zellulare Tests sind da-
her gegeniiber einer direkten IgE-Bestim-
mung in ihrer Aussagekraft geschmalert.
Sie sind methodisch aufwendig, nicht oh-
ne Weiteres fiir den Versand von Proben

geeignet, kostspielig und anspruchsvoll
in Durchfiihrung und Interpretation. Fiir
die allergologische Routinediagnostik ist
ihr Stellenwert eher gering; eine geeig-
nete Indikation stellen Proben mit nied-
rigem Gesamt-IgE und erfolglosem spe-
zifischen IgE-Nachweis trotz vermuteter
Sensibilisierung oder seltene Allergene
dar. Aufgrund der technischen Anforde-
rungen und der komplexen Interpretation
sollten sie nur von Labors durchgefiihrt
werden, die umfangreiche Erfahrung mit
spezialisierten zelluldren Allergietests er-
worben haben.

Zellulére Allergenstimulationstests

sind zur Bestimmung IgE-vermittelter,
zellulérer Sensibilisierungen geeignet.
Bei Verdacht einer IgE-vermittelten
Allergie und unklaren diagnostischen
Vorbefunden sowie in Fallen mit feh-
lender Méglichkeit zur spezifischen IgE-
Bestimmung und/oder Durchfiihrung
von Hauttests ist ihr Einsatz hilfreich.
Dartiber hinaus kann mittels dieser
Tests in Einzelféllen auch bei nega-
tivem spezifischen IgE sowie negativem
Hauttest eine IgE-vermittelte Sensibili-
sierung nachgewiesen werden.

6.1. Basophilendegranulationstest
und Histaminfreisetzung aus
basophilen Granulozyten

Im Basophilendegranulationstest wer-
den die Zellen nach Stimulation mit Aller-
genen gefarbt und ausgezéhlt. Durch die
inakzeptable Streuung der Ergebnisse be-
sitzt die Methode derzeit keine Bedeu-
tung mehr.

Der Histaminfreisetzungstest beruht
auf der Messung des aus den Granu-
la basophiler Leukozyten freigesetzten
praformierten Mediators Histamin. Die
Zellen werden mit den fraglichen Aller-
genen, dem Verdiinnungspuffer (Nega-
tivkontrolle) und einer Positivkontrolle
(haufig Anti-IgE-Antikorper) inkubiert.
Daruber hinaus wird der Gesamthista-
mingehalt nach Zerstérung der Zellen
bestimmt. Nach Beendigung der Inku-
bation werden die Uberstande fiir die
spektrofluorometrische, enzym- oder
radioimmunologische Histaminbestim-
mung aufbewahrt. Die Histaminfreiset-

zung wird meist in Prozent des Gesamt-
histamingehalts angegeben. Eine Vorin-
kubation mit Interleukin-3 verstdrkt die
allergeninduzierte Histaminfreisetzung.
Da sich keine Vorteile in der Routinedia-
gnostik von IgE-vermittelten Allergien
gegeniber direkten IgE-Nachweisver-
fahren ergeben, wird der Test nur in we-
nigen Zentren durchgefiihrt und bleibt
vorwiegend speziellen diagnostischen
oder wissenschaftlichen Fragestellungen
vorbehalten.

Der Histaminfreisetzungstest aus
basophilen Granulozyten ist aufwen-
dig und nicht zur Routinediagnostik
geeignet. Er sollte bei Verdacht einer
IgE-vermittelten Allergie und unklaren
diagnostischen Vorbefunden der spezi-
alisierten In-vitro-Allergiediagnostik und
wissenschaftlichen Fragestellungen
vorbehalten bleiben.

6.2 Bestimmung anderer Effektor-
zellmediatoren (Leukotrien-
freisetzungstest)

Bei diesem Test werden die in der Zell-
membran basophiler Granulozyten syn-
thetisierten Sulfidoleukotriene gemessen,
die nach Praaktivierung mit Interleukin-3
und Allergenkontakt beim Sensibilisier-
ten gebildet werden (z.B. ,cellular anti-
gen stimulation test” [CAST]) [81]. Nach
Beendigung der Allergeninkubation und
Zentrifugation werden die Leukotriene in
den Uberstianden mithilfe eines ELISA be-
stimmt und in pg/ml angegeben.

Als Positivkontrolle fiir die allergenin-
duzierte Freisetzung wird ein monoklo-
naler Anti-Fc-IgE-Rezeptor-Antikdrper
verwendet. Durch Zugabe weiterer Sti-
muli wie C5a, fMLP oder PAF wird die Leu-
kotrienfreisetzung verstarkt.

Der Leukotrienfreisetzungstest stellt
ein komplexes zelluldres Testsystem dar,
dessen Bedeutung in der weiterfiihren-
den In-vitro- und nicht der Basis-Allergie-
diagnostik liegt. Zur Identifizierung von
nicht IgE-abhédngigen Reaktionen (z.B. In-
toleranzraktionen) lasst sich der Leukotri-
enfreisetzungstest zum gegenwartigen
Zeitpunkt nicht empfehlen. Bei gezielter
Indikation, kontrollierter Durchfiihrung
und kritischer Interpretation ist der Leu-
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kotrienfreisetzungstest ein potenzieller
Baustein fiir die spezialisierte In-vitro-
Allergiediagnostik.

Der Leukotrienfreisetzungstest ist kom-
plex und nicht zur Routinediagnostik
geeignet. Bei Verdacht einer IgE-
vermittelten Allergie und unklaren dia-
gnostischen Vorbefunden kann er der
spezialisierten In-vitro-Allergiediagnos-
tik dienen und flir wissenschaftliche
Fragestellungen eingesetzt werden.

6.3. Bestimmung der Basophilen-
aktivierung mithilfe der Durch-
flusszytometrie

Die Basophilenaktivierungstests beru-
hen auf dem durchflusszytometrischen
Nachweis von Aktivierungsmarkern auf
basophilen Granulozyten. Fiir IgE-ver-
mittelte Reaktionen wurden bisher vor
allem die Marker CD63 und CD203c ein-
gesetzt. CD63, Bestandteil der Granula-
membranen, ist kein basophilenspezi-
fischer Marker und wird auch auf ande-
ren Blutzellen exprimiert. Daher ist eine
weitere Markierung zur Identifizierung
von Basophilen erforderlich. CD203c ist
ein basophilenspezifischer Marker und
wird konstitutiv exprimiert. Beide Mar-
ker werden nach IgE-Rezeptor-Aggrega-
tion hochreguliert, haben aber teilwei-
se verschiedene Stoffwechselwege und
folgen unterschiedlichen Kinetiken [33].
Interleukin-3 potenziert die allergenin-
duzierte CD63-Expression, ohne selbst
CD63 hochzuregulieren, wéhrend es die
CD203c-Expression auch ohne Allergen
steigert (sog.,Priming“-Marker). Resul-
tate der Basophilenaktivierungstests wer-
den in Prozent aktivierte Basophile an-
gegeben. Untersuchungen mit Pollen-,
Insektengift- und Nahrungsmittelaller-
genen sowie Medikamenten demonstrie-
ren die Tauglichkeit der Bestimmung mit
CD63 oder CD203c fiir spezielle diagnos-
tische Fragestellungen [19, 21, 22, 40, 55,
68, 69, 82, 83].

Inwieweit die Basophilenaktivierungs-
tests einen hoheren Stellenwert fir die
In-vitro-Allergiediagnostik im Vergleich
zum Histamin- oder Leukotrienfreiset-
zungstest besitzen, muss in weiteren
kontrollierten Studien ermittelt werden.

Die Basophilenaktivierungstests

sind potenziell zur Bestimmung IgE-
vermittelter, zellulérer Sensibilisie-
rungen in der Lage. Bei Verdacht einer
IgE-vermittelten Allergie und unklaren
diagnostischen Vorbefunden liegt ihr
Stellenwert in der spezialisierten In-
vitro-Allergiediagnostik.

1. Telluldre Testsysteme
mit T-Lymphozyten

Die Anwendung von In-vitro-Tests in
der Diagnostik zellular vermittelter aller-
gischer Reaktionen ist begrenzt. Der Lym-
phozytenstimulationstest (LST) ist der
zurzeit gebrauchlichste Test. Im LST wer-
den Lymphozytenkulturen in Anwesen-
heit antigenprasentierender Zellen mit
dem verddchtigten Allergen exponiert.

Der Einbau von tritiummarkiertem Thy-
midin (3H-Thymidin) ist der gebrauch-
lichste ,read-out”-Parameter zur Abschat-
zung der Lymphozytenstimulation. Im
LST wird eine spezifische T-Zell-Antwort
aus dem Blut isolierter mononukledrer
Zellen gegen ein Antigen/Allergen nach-
gewiesen. Ein prinzipielles Problem des
LST besteht darin, dass nicht zwischen ei-
ner,physiologischen” Antwort auf ein An-
tigen und einer ,allergischen” T-Zell-Ant-
wort unterschieden werden kann.

7.1. Klinische Indikation

Der breiteste anerkannte Anwen-
dungsbereich ist die Diagnostik von
Arzneimittelunvertraglichkeiten [52,
59]. Dabei ist die diagnostische Aussa-
gekraft von Arzneimittel zu Arzneimit-
tel unterschiedlich. Da Hauttestungen
und In-vitro-Testungen fiir exanthema-
tische Hautverdanderungen nach Medi-
kamenteinnahme haufig keine klinisch
relevanten Ergebnisse liefern, zahlt die-
se Krankheitsgruppe zu den haufigsten
Indikationen, bei denen ein LST veran-
lasst wird, um die diagnostische Liicke”
zu schlielen. Daneben sind auch ganz
andere MedikamentenUberreaktionen,
bei denen LST in der Diagnostik einge-
setzt wurden, wie Vasculitis allergica,
aplastische Andamie oder Hepatitis be-
schrieben worden.

Bei akuten Uberreaktionen auf Arznei-
mittel liegt die hdchste Treffsicherheit in
der Regel etwa vier bis acht Wochen nach
der klinischen Reaktion vor. Besonders
haufig wurden positive Reaktionen im
LST fiir Exantheme (makulopapulds, bul-
16s), die akute generalisierte exanthema-
tische Pustulose (AGEP), das DRES-Syn-
drom und Anaphylaxien beschrieben.
Gelegentlich wurden positive Reaktionen
flr arzneimittelinduzierte Hepatitiden,
Nephritiden, Urtikaria und Angioédeme
beschrieben. Bei der toxischen epider-
malen Nekrolyse und Vaskulitiden ist ein
positiver LST eine Ausnahme.

Besonders gute Ergebnisse lassen sich
mit dem LST bei Penicillin- und anderen
B-Laktam-Antibiotika-Allergien und fir
Sulfonamide erzielen [59]. Dies flhrte
zu vertiefenden Untersuchungen zum
Mechanismus zellularer Immunreaktio-
nen gegen Penicillin [67]. Auch fir Car-
bamazepin und Phenytoin liegen publi-
zierte Berichte tber - im Vergleich zur kli-
nischen Reaktion - aussagekraftige LST-
Ergebnisse vor einem immunologischen
Hintergrund vor [50]. Positive Reaktionen
im LST wurden in kleinerer Fallzahl oder
in Einzelfallen aber auch zu einer Vielzahl
anderer Arzneimittel beschrieben, so z.B.
ACE-Hemmer, Diuretika, Lokalanasthe-
tika und nichtsteroidale Antirheumati-
ka, Nitrofurantoin, Chinidin oder Nysta-
tin [59].

Medikamentenallergien — haufigste In-
dikation flir die Durchflihrung von LST.

Auch gibt es Berichte Uber positive
LST von Blutlymphozyten bei proteinin-
duzierten Allergien wie Nahrungsmittel-
allergien oder Verschlechterungen der
atopischen Dermatitis durch Inhalations-
allergene [84]. Hier hat sich der LST fur kli-
nische Fragestellungen aufgrund seiner
Storanfalligkeit allerdings nicht durch-
setzen konnen, so dass die Anwendung
auBlerhalb von wissenschaftlichen Un-
tersuchungen nicht empfohlen wird. Fiir
die Abklarung von Soforttypreaktionen
und von allergischen Kontaktekzemen
sind in der Regel sensitivere Testmdglich-
keiten vorhanden (Hauttestungen, spe-
zifisches IgE). Wie storanfallig der LST
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ist, konnte am Beispiel von Endotoxinen
gezeigt werden, die fast obligat als Kon-
taminanten in Proteinfraktionen zu fin-
den sind und bei der Untersuchung von
Milchproteinen zu falsch positiven Ergeb-
nissen bei Kontrollpersonen fiihrten, so
dass eine, Detoxifizierung” von kommer-
ziellen Proteinfraktionen oder Allergen-
extrakten vor deren Einsatz im LST zu for-
dern ist [84].

Proteinallergene im LST: Probleme mit
kontaminierenden Endotoxinen.

Eine weitere Gruppe von Allergenen
sind ,klassische” Kontaktallergene wie
Nickelsulfat, Chromsalze oder Isothia-
zoline [65]. Auch wurde der LST als ge-
eigneter Test beschrieben, um eine Sen-
sibilisierung gegen Beryllium nachzu-
weisen, und die Abkldrung einer Beryl-
liose ist zurzeit eine besonders gut eta-
blierte Indikation fur einen LST [65]. In
hoéheren Konzentrationen kénnen einige
Kontaktallergene auch als Mitogene (also
obligate Stimuli) fungieren, so dass eine
individuelle Austitration zu fordern ist.
Ob die zum Teil schlechte Spezifitat von
LST bei der Untersuchung von Metallver-
bindungen mit nicht optimierten Bedin-
gungen zu begriinden ist, ist nicht ganz
klar. Besonders gute Uberstimmungen
lassen sich zwischen LST und Epikutante-
stungen insbesondere fiir Nickelsulfat er-
zielen. Dennoch gibt es aus dermatolo-
gischer Sicht keine klinische Indikation,
den aufwendigen und fiir die meisten
Allergene nicht validierten In-vitro-Test
dem Hauttest vorzuziehen, so dass der
eigentliche Wert des LST in Bezug auf
Kontaktallergien fraglos bei der Kldrung
von wissenschaftlichen Fragestellungen
(auch im Hinblick auf mogliche Weiter-
entwicklungen dieses Testsystems) zu se-
hen ist. Ein unkritischer Einsatz von LST
(oder Modifikationen wie dem MELISA)
[11] bei der Abklarung von vermeint-
lichen Quecksilberallergien ist abzuleh-
nen.

Der LST bei epikutanen Kontaktall-
ergien — Indikation bei wissenschaft-
lichen, kaum jedoch bei klinischen
Fragestellungen.

7.2. Probleme bei der Durchfiih-
rung und Auswertung von LST

Das Ergebnis im LST wird in der Regel
als Stimulationsindex (SI) angegeben, der
sich als Quotient aus der Thymidineinbau-
rate der Zellen mit und ohne Antigenzu-
satz errechnet. Der Schwellenwert, bei
dem ein Test als positiv zu werten ware,
muss fir jedes Allergen einzeln ermittelt
werden. Bei einem S| > 3 kann bei guter
Methodik eine Proliferationsstimulierung
sicher angenommen werden. Ein Sl zwi-
schen 2 und 3 ist in der Regel grenzwer-
tig und nur in einem sehr gut kontrol-
lierten System ,mit gro3er Wahrschein-
lichkeit positiv”.

Bei der Bewertung des Slist die Hinter-
grundproliferation der Ansdtze mit zu be-
rticksichtigen. Ein hoher Sl spiegelt eine
hohe Frequenz antigenspezifischer Ge-
déchtnis-T-Zellen wieder und nicht un-
bedingt eine klinisch schwer verlaufen-
de Reaktion [59]. Ein positiver LST hilft in
der Diagnostik, aber ein negativer Test
schlieBt eine Sensibilisierung nicht aus
[80]. Die Ergebnisse sind nur im Kontext
mit der Klinik und den Ergebnissen an-
derer diagnostischer Verfahren zu ver-
werten.

Die Ergebnisinterpretation ist durch
die Moglichkeit falsch positiver und falsch
negativer Befunde erschwert. Weil der
LST sich nicht vollkommen standardisie-
ren ldsst, ist die Beachtung von Qualitats-
sicherungsaspekten durch den Auftrag-
geber und durch das Labor besonders
wichtig [65].

Konkret ist fiir jede zu testende Sub-
stanz zu fordern, dass das Labor im Rah-
men der Validierung ein Referenzkollek-
tiv von exponierten, jedoch nicht sym-
ptomatischen Kontrollpersonen mitun-
tersucht. Fiir den LST gilt wie fiir jeden
In-vitro-Test, dass er nur vor dem Hinter-
grund einer klaren klinischen Reaktion zu
werten ist. Anders als beim Nachweis von
spezifischen IgE ist bei zelluldren Prolife-
rationen auf einen Stimulus noch nicht
sicher, ob diese den ,allergischen” Reak-
tionsmechanismen zuzuordnen oder le-
diglich Ausdruck einer ,normalen” Aus-
einandersetzung des Organismus mit
einem Antigen ist. In der Praxis wird man
daher ein positives LST-Ergebnis kaum

zur ,Weichenstellung” fiir weitere dia-
gnostische Schritte (z.B. Provokations-
testungen) heranziehen.

Sensibilisierung bedeutet nicht Allergie!
Eine erhohte Lymphozytenstimulation
kann auch als Ausdruck einer normalen
Auseinandersetzung des Organismus
mit einem Antigen interpretiert werden.

Besonders falsch negative Reaktionen
limitieren die Anwendung bzw. Akzep-
tanz des Tests in der Praxis. Fir negative
Ergebnisse gibt es eine Reihe von Griin-
den:

B Die am Patienten beobachtete Reak-
tion ist nicht immunologisch vermittelt.

B Es wurde zum falschen Zeitpunkt, z.B.
zu friih nach Behandlung mit Steroi-
den, oder nach einem zu grof3en Zeit-
intervall zwischen Allergenkontakt und
Blutentnahme getestet.

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

B Das Medikament hemmt durch seine
pharmokologische Eigenwirkung den
Einbau von Thymidin.

B 3H-Thymidin wird durch Enzyme in zu-
gegebenen Testseren starker enzyma-
tisch abgebaut als in Kontrollen.

B Der Test ist aufgrund der zu geringen
Zahl von sensibilisierten Gedachtnis-
zellen im Blut, die wahrscheinlich im
LST reagieren, nicht sensitiv genug.

Problem: falsch negative Reaktionen
im LST.

7.3. Variationen und Entwicklungs-
maoglichkeiten von zelluldren
In-vitro-Testsystemen

Dem Inkubationsmedium kann anstel-
le des autologen Serums (Eigenplasma)
ein kommerziell verfiigbares AB-Spender-
poolserum zugesetzt werden. Allerdings
fihrt die Inkubation in Eigenplasma oft
zu einer starkeren Stimulierung der Lym-
phozyten [25].

Da nicht immer nur die Ausgangssub-
stanz, sondern manchmal auch deren Me-
taboliten zu klinischen Reaktionen fiih-
ren kénnen, kann die alleinige Testung
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mit der Ausgangssubstanz im LST dann
zu einem negativen Ergebnis fiihren. Erst
durch Einsatz der - allerdings nur selten
zur Verfligung stehenden Metaboliten -
kénnen dann oft doch noch positive Be-
funde erhoben werden. Durch Prdinku-
bation von Antigenen mit Cytochrom-
P450-haltigen Lebermikrosomen konn-
te die Aussagekraft des LST insbesonde-
re bei Sensibilisierungen gegen Pyrazo-
lone und Antikonvulsiva verbessert wer-
den, da so auch Metaboliten erfasst wer-
den kénnen [52].

Neuere ,read-out”-Systeme wie die
Messungen von Zytokinen, der sog. MTT-
Assay oder die durchflusszytometrische
Darstellung von sich teilenden Zellen mit
dem Farbstoff CFSE nach Zugabe eines
Stimulus bieten interessante Perspektiven
fur die Weiterentwicklung der zelluldren
In-vitro-Diagnostik von allergischen Re-
aktionen. Bei Untersuchungen zu Beryl-
lium hatte diese Methode eine sehr ho-
he Spezifitat und war besser als der klas-
sische LST [54].

Neben der Messung der DNA-Synthese
als Proliferationsmarker lasst die Bestim-
mung von Zytokinen eine Aussage liber
stimulierte Zellen und deren Funktionen
zu. Daher wurden mehrere Alternativen
zum klassischen LST etabliert, die nicht
auf Methoden der Proliferationsmessung,
sondern auf der Bestimmung von Zytoki-
nen im Uberstand aufbauen [52, 59].

Die Technik des Elispot macht eben-
falls zytokinsezernierende Zellen sicht-
bar, kann zwischen naiven und Gedacht-
niszellen unterscheiden. Hierzu gibt es
positive Berichte in der Diagnostik von
Metallunvertraglichkeiten z. B. gegen Ni-
ckel [73].

Durchflusszytometrische Auswer-
tungen von LST mit Aktivierungsmarkern,
d.h. Membranmolekulen, die nach An-
tigentriggerung vermehrt oder vermin-
dert auf Lymphozyten nachweisbar sind,
scheinen weniger sensitiv als die Bestim-
mungen des Thymidineinbaus zu sein.
Durch die Moglichkeit, Lymphozytensub-
populationen durch funktionell assoziier-
te Marker weiter einzugrenzen, ldsst sich
mit der Durchflusszytometrie fiir wissen-
schaftliche Fragestellungen aber eine ho-
here Spezifitdat von LST (etwa durch die

Bestimmung von allergengetriggerten
CLA*-Blutlymphozyten bei kutanen Ent-
zlindungen oder von a,8.*-Lymphozyten
bei Nahrungsmittelallergien) erzielen.

7.4. Stellenwert des LST in der
Diagnostik

Die Kommission,Methoden und Quali-
tatssicherung in der Umweltmedizin“ am
Robert-Koch-Institut [64] ordnet den LST
zur Diagnostik von Arzneimittelallergien
in die Kategorie IA ein: MaBnahme kann
bei gegebener umweltmedizinischer Indi-
kation ,uneingeschrankt empfohlen” wer-
den [64]. In einer aktuellen ergdnzenden
Stellungnahme weisen die Mitglieder der
Kommission auf eine Reihe von Limitie-
rungen des Testsystems hin, bleiben aber
bei der grundsatzlich positiven Einschat-
zung [65].

In der Allergologie hat der LST seinen
Stellenwert im Rahmen einer weiterfiih-
renden allergologischen Diagnostik bei
gegebener Indikation. Er kann angezeigt
sein bei speziellen Fragestellungen oder
Krankheitsbildern, wenn andere Metho-
den der Routinediagnostik nicht wei-
terhelfen. Insbesondere hat der LST je-
doch seinen Platz zur Bearbeitung wis-
senschaftlicher Fragestellungen in der
Allergieforschung.

8. Entziindungsmediatoren
(ECP. Tryptase, Histamin
und deren Metaboliten)

8.1. Histamin und seine
Metaboliten

Der prototypische Mediator aus Mast-
zellen und basophilen Granulozyten bei
Soforttypreaktionen ist Histamin. Der
Nachweis von Histamin und seinen Meta-
boliten im Plasma oder Urin bei anaphy-
laktischen Reaktionen ist moglich, und
eine Erhohung korreliert mit dem Ereig-
nis einer Anaphylaxie, wenngleich bei ei-
nigen Patienten mit Anaphylaxie keine
Erhohung detektiert werden kann [45].
Auch ohne sichtbare Aktivierung kann bei
systemischer Mastozytose eine erhohte
N-Methylhistamin-Ausscheidung in den
Urin als Folge der hohen Mastzellbela-
stung gefunden werden [17]. Des Wei-
teren wird freigesetztes Histamin im Rah-

men von zelluldren In-vitro-Tests mit ba-
sophilen Granulozyten zum Sensibilisie-
rungsnachweis nach Inkubation mit Aller-
genen bestimmt (siehe dort).

Serum ist fiir den Nachweis von Hista-
min nicht geeignet, und es missen eini-
ge unglnstige Einflussfaktoren bei der
Bestimmung von Histamin und seinen
Metaboliten bedacht werden. Die Halb-
wertszeit von Histamin betrdgt nur weni-
ge Minuten, Blutentnahmen miissen da-
her zeitnah zum Ereignis erfolgen, mog-
lichst innerhalb der ersten Stunde. Zu-
satzlich muss das Blut bis zur Gewinnung
des Plasmas durch Zentrifugation mog-
lichst einer Kiihlkette unterworfen wer-
den. Histaminmetaboliten wie Nt-Me-
thylhistamin und Methylimidazolessig-
saure weisen eine deutlich langere Halb-
wertszeit auf, werden Uber den Urin aus-
geschieden und kénnen daher im Sam-
melurin bestimmt werden. Allerdings
storen andere Histaminquellen wie Nah-
rungsmittel oder histaminbildende Bak-
terien eine eindeutige Korrelation zu der
Freisetzung von Histamin in vivo. Hista-
min und seine Metaboliten wie Nt-Me-
thylhistamin oder Methylimidazolessig-
saure kdnnen aus Korperflissigkeiten
mit verschiedenen sensitiven und spezi-
fischen Methoden (Radio-, Immunoassay,
+high-performance liquid chromatogra-
phy” [HPLC]) bestimmt werden, vorwie-
gend aber auf Immunoassaybasis [29].
Eine Normierung auf die Nierenfunktion
(und KorpergroBe) ist allerdings notig,
um Unterschiede zwischen Alters- und
Gewichtsklassen und Geschlecht ange-
messen zu berticksichtigen. Zusammen-
gefasst besitzt die Bestimmung von His-
tamin und seinen Metaboliten im Plas-
ma oder Urin bei allergischen Ereignis-
sen keinen groBBen diagnostischen Stel-
lenwert mehr, da durch rasche Metaboli-
sierung im Organismus und den Einfluss
zahlreicher weiterer Variablen dieses Ver-
fahren aufwendig und storanfallig ist.

Durch rasche Metabolisierung und
zahlreiche Variablen besitzt die Be-
stimmung von Histamin oder seinen
Metaboliten im Plasma oder Urin bei
allergischen Ereignissen keinen dia-
gnostischen Stellenwert.
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8.2. Tryptase

Tryptasen sind Serinpeptidasen der
Trypsinfamilie und gehéren zu den Medi-
atoren, die vor allem fur Mastzellen weit-
gehend spezifisch sind, aber auch von ba-
sophilen Granulozyten sezerniert werden
kdnnen. Wie die Bestimmung von Hista-
min und seinen Metaboliten kann auch
der Nachweis einer erhdhten Tryptase
Hinweise auf eine aktuelle oder gerade
abgelaufene Aktivierung dieser Entzln-
dungszellen geben (z.B. nach anaphylak-
tischer Reaktion). Im Gegensatz zum His-
tamin wird die Tryptase aber langsamer
abgebaut (Serumhalbwertszeit ca. zwei
Stunden) und kann retrospektiv Ereig-
nisse mit Mastzellbeteiligung aufdecken
helfen [12]. Die humane Mastzelltrypta-
se wird von vier Genloci sowie einer Viel-
zahl von Allelvariationen kodiert. Das ge-
wachsene Verstandnis Gber die Trypta-
sen erlaubt eine Neubewertung ihres Ein-
satzes fiir die Diagnostik. Heute sind a-,
B, ;- 6-und y-Tryptasen bekannt, wobei
nur die a- und die B-Tryptasen als (Pro-)
Peptide in l6slicher Form vorkommen.
Ein sensitiver und spezifischer Immuno-
assay erkennt diese zwei verschiedenen
Isoformen der Mastzelltryptase, die aber
nicht differenziert werden (Phadia, Frei-
burg). Der Basiswert der Serumtryptase
besteht aus der Pro-a- und zum Grof3-
teil der Pro-B-Tryptase [14]. Dieser Ba-
siswert kann bei Patienten mit syste-
mischer Mastozytose erhéht sein, und
ein Wert von > 20 pg/l ist als Minorkrite-
rium von diagnostischer Bedeutung fir
die systemische Mastozytose (Leitlinie
+Mastozytose”; www.awmf.org). Erh6hte
basale Serumtryptasewerte kdnnen aber
auch bei anderen hdamatologischen Er-
krankungen gefunden werden, weshalb
gegebenenfalls weitere diagnostische
Schritte an den Nachweis eines erhoh-
ten Basalwerts der Tryptase angeschlos-
sen werden missen. 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 giinstigste Zeitpunkt
zur Erfassung eines Tryptaseanstiegs ist
wenige Stunden nach einem anaphylak-
tischen Ereignis [70]. Der immunologisch
detektierte Anstieg der Serumtryptase

wird auch dann eher bei starken als bei

milderen anaphylaktischen Reaktionen

beobachtet [45]. Eine diagnostische Zu-
ordnung bei fraglich anaphylaktischen

Ereignissen ist haufig auch mit dieser

Methode nicht moglich [43]. Das be-

deutet, dass gleichbleibende Tryptase-

spiegel eine Anaphylaxie nicht ausschlie-

Ben, der Nachweis eines Anstiegs ist

diagnostisch aber in jedem Fall hilfreich

[24].

Tryptase kann auch in anderen Kor-
perflissigkeiten bestimmt werden. Es
konnten signifikante Tryptasespiegel in
Nasensekret bei Polyposis nasi und pe-
rennialer Rhinitis allergica detektiert wer-
den [44], diese Untersuchungen kénnen
aber bis dato fiir die Routine nicht emp-
fohlen werden.

Indikationen fir die Tryptasebestim-
mung im Serum sind:

B fragliche Reaktionen mit Mastzellbetei-
ligung innerhalb der letzten Stunden,
z.B. IgE-vermittelte Reaktionen durch
Soforttypallergene wie Insektengift
oder Pharmaka mit geringerer Sensi-
tivitat bei Reaktionen auf Nahrungs-
mittel,

m differenzialdiagnostische Abklarung
einer vermuteten Schockreaktion,

B erhohter basaler Tryptasewert zur Dia-
gnostik einer Risikogruppe fiir schwe-
re Anaphylaxie (z.B. erhdhter basaler
Tryptasewert und gleichzeitig anaphy-
laktische Reaktionen auf Insektenstiche
in der Anamnese) [7, 46].
Verschiedene Variable beeinflussen das

Ergebnis von Bestimmungen im Verlauf

einer Anaphylaxie und erschweren die

Interpretation:

B Schweregrad der Reaktion,

m Zeitverlauf des Ereignisses und Zeit-
punkt der Blutentnahme,

m interindividuelle Abweichungen der
Mastzellaktivierung und der Tryptase-
werte,

B keine Verfligbarkeit allgemeingdltiger
Normwerte.

Ein hoher Tryptasespiegel (> 11,4 ug/|,
Phadia, Freiburg) kann fiir die diagnos-
tische Zuordnung bei V. a. Mastozyto-
se hilfreich sein. Bei allergischen Sofort-
typreaktionen unterliegen Patienten
mit einer Mastozytose einem besonde-

ren Risiko, schwer zu reagieren, weshalb
der basale Tryptasespiegel insbesondere
im Rahmen einer Anaphylaxieabklarung
immer bestimmt werden sollte (Leitlinie
,Erhohte basale Serumtryptasekonzen-
tration oder Mastozytose als Risikofak-
tor der Hymenopterengiftallergie”, www.
awmf.org oder Allergo J 2004; 13: 440-
2). Seltenere Ursachen einer stark erhoh-
ten basalen Serumtryptase konnen bei-
spielsweise andere hdamatologische Er-
krankungen oder auch eine Himodialy-
se sein [18, 76]. Fiir die diagnostische Zu-
ordnung maoglicher allergischer Sofort-
typreaktionen ist nur der Verlauf (An-
stieg) des Tryptasespiegels aussagekraf-
tig. Ein niedriger Basalwert schlief3t ein
akutes Ereignis mit Mastzellbeteiligung
nicht aus. Insbesondere ist der Normbe-
reich der basalen Tryptase (< 11,4 ug/l)
fur die diagnostische Zuordnung einer
vermuteten Schockreaktion nicht aus-
sagekraftig. Fir das Monitoring mode-
rater allergischer Ereignisse (z.B. begin-
nende IgE-vermittelte Nahrungsmittelre-
aktionen nach oraler Provokation) bringt
die Tryptasebestimmung aber aufgrund
unzureichender Sensitivitat offenbar oft
keine Vorteile gegeniiber einer klinischen
Beurteilung [7].

Erhéhte basale Tryptasekonzentratio-
nen im Serum (> 11,4 ug/l) kdnnen auf
eine systemische Mastozytose hinwei-
sen. Ein Anstieg der Tryptasekonzen-
tration im Serum gegeniiber dem Ba-
salwert ist ein starker Hinweis auf eine
Reaktion mit Mastzellbeteiligung.

8.3. Eosinophiles kationisches
Protein

Die eosinophilen Granulozyten sind
an der Pathogenese allergischer Erkran-
kungen maBgeblich beteiligt und kon-
nen in der Schleimhaut der oberen und
unteren Atemwege von Allergikern so-
wie in der Haut von Patienten mit ato-
pischer Dermatitis vermehrt nachgewie-
sen werden. Die im Serum messbaren Me-
diatoren spiegeln nicht nur die Zahl der
Eosinophilen, sondern auch deren Akti-
vierungszustand und damit den Grad und
aktuellen Zustand der entziindlichen Re-
aktion wider.
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Zahlreiche Untersuchungen beru-
hen auf der Bestimmung des ,eosino-
phil cationic protein” (ECP), die stark
von der Praanalytik abhdngt: Bei der Ge-
winnung von Serum wird wahrend der
Gerinnung von Vollblut (praanalytische
Vorbereitung: 1 Stunde bei Raumtem-
peratur, d.h. 18-22 °C) die Freisetzung
von ECP aus den eosinophilen Granulo-
zyten je nach deren Aktivierungsgrad in-
duziert. ECP kann ebenfalls aus anderen
biologischen Fliissigkeiten (z.B. Serum,
Lavagefliissigkeiten) mithilfe eines Im-
munoassays bestimmt werden. Die Wer-
te fuir das Serum- ECP liegen beim CAP-
FEIA-System laut Herstellerangaben bei
< 11,1 pg/I fur die 90. Perzentile und bei
< 13,3 ug/l fur die 95. Perzentile, mit-
hin wird fir Erwachsene ein Wert > 15
pg/l als pathologisch betrachtet (Phadia,
Schweden). Studien zur Bestimmung von
ECP aus Nasensekret bei verschiedenen
chronischen Rhinitisformen ergaben die
erwarteten Erhéhungen von ECP bei pe-
rennialer und saisonaler Rhinitis. Auffal-
lig waren die besonders hohen Werte fiir
das ,nonallergic rhinitis with eosinophi-
lia syndrome” (NARES), allerdings wur-
den hier bisher keine Grenz- oder Refe-
renzwerte etabliert [44]. Bis auf Weiteres
kann die Untersuchung von Nasensekret
auf seinen ECP-Gehalt daher nur bei indi-
vidueller Indikation als ein Baustein um-
fassenderer Diagnostik eingesetzt wer-
den. Weitere wissenschaftliche Untersu-
chungen bleiben abzuwarten. Generell
gilt, dass die ECP-Bestimmung aus dem
Serum eine erhebliche interindividuelle
Streuung aufweist. Insofern ist mithilfe
von erhohten ECP-Spiegeln weder ei-
ne diagnostische Abklarung noch eine
klare Zuordnung zu einem spezifischen
Krankheitsbild moglich [85]. In einzelnen
Féllen kann die ECP-Bestimmung zur Be-
statigung einer Diagnose oder als Ver-
laufsparameter dienen, sofern andere
Verlaufsparameter nicht zur Verfiigung
stehen.

Erhéhte ECP-Konzentrationen spiegeln
den Aktivierungszustand der eosinophi-
len Leukozyten wider, gestatten aber
keine Zuordnung oder Abklarung von
bestimmten allergischen Erkrankungen.

9. Perspektiven der
In-vitro-Diagnostik

Viele Bereiche und Aspekte der In-vi-
tro-Allergiediagnostik unterliegen so-
wohl in technischer als auch in wissen-
schaftlicher Hinsicht einer kontinuier-
lichen Weiterentwicklung. Hieraus erge-
ben sich Chancen, aber auch Risiken, auf
die im Folgenden stichpunktartig hinge-
wiesen werden soll:

B Im Zentrum der In-vitro-Diagnostik
steht nach wie vor die Bestimmung des
allergenspezifischen IgE. Angesichts
der klinischen Bedeutung dieses Ver-
fahrens ist es umso verwunderlicher,
dass bis heute eine Standardisierung
dieser Diagnostik fehlt und somit die
Vergleichbarkeit von Resultaten zwi-
schen den Testsystemen ein ungeldstes
Problem darstellt. Im Prinzip muss die
Messung von IgE-Antikdrpern gegen
jedes einzelne Allergen als ein eigener
Laborparameter betrachtet werden.
Fir jedes einzelne Allergen sind Para-
meter wie Affinitdt und Aviditat diffe-
renziell zu betrachten. Insofern miissen
alle heute in den verschiedenen Assay-
systemen eingesetzten Standardisie-
rungsversuche als Hilfskonstrukte be-
trachtet werden. Es ist dringend erfor-
derlich, dass herstelleriibergreifend Re-
ferenzmaterialien fiir die Kalibrierung
der IgE-Assaysysteme entwickelt wer-
den, die dann von den Herstellern ver-
bindlich zur Standardisierung der Test-
systeme eingesetzt werden kdnnen.

B Ein weiterer wesentlicher Aspekt, der
zur Qualitatssicherung beitragt, ist die
interne und externe Qualitatskontrolle.
Gerade fir Spezialbereiche der Labor-
diagnostik wie die Allergologie muss
dringend ein hoheres Mal3 an Verbind-
lichkeit fiir die Durchfiihrung von Qua-
litdtssicherungsmalnahmen beim An-
wender gefordert werden.

B Die zelluldre Allergiediagnostik zeigt in
den letzten Jahren neue und interes-
sante Weiterentwicklungen. Die Auf-
gabe der vor uns liegenden Jahre wird
darin bestehen, den klinischen Stellen-
wert dieser Tests zu validieren. Hierzu
mussen gut konzeptionierte klinische
Studien durchgefiihrt werden, die im-

mer auch die klinische Situation des
Patienten als ,Goldstandard” bertick-
sichtigen.

B Erheblicher Entwicklungsbedarf be-
steht im Bereich des (lokalen) Monito-
rings der Entziindungsantwort. Vor-
bildcharakter in diesem Zusammen-
hang hat sicherlich die NO-Messung
im Atemwegskondensat bei entziind-
lichen Lungenerkrankungen. Aufbau-
end auf Erfahrung in diesem Bereich
mit hier entwickelten Technologien,
stellt dies einen Aspekt der In-vitro-
Allergiediagnostik mit erheblichem
Zukunftspotenzial dar. Ein derartiges
Monitoring wird dringend benétigt,
um den Entwicklungen auf der Ebene
der Therapie gerecht zu werden. Hier
zeichnen sich immer mehr Therapie-
optionen ab, die einem speziellen Kreis
von Indikationen gerecht werden. Ei-
ne dann zukiinftig,malRgeschneiderte”
Therapie bedarf einer analogen und
parallelen,maBgeschneiderten” Dia-
gnostik.

B Aktuelle Neuentwicklungen wie die
Verfligbarkeit von rekombinanten
Allergenen, die Chipdiagnostik und an-
dere eroffnen einerseits neue Perspek-
tiven und Dimensionen in der Diagnos-
tik, andererseits stellt sich aber auch
die Frage des klinischen Umgangs mit
den hier gewonnenen neuen Informa-
tionen. Diese Diskrepanz in Einklang zu
bringen, ist eine Aufgabe der kommen-
den Jahre.

Verfahren zur Leitlinienentwicklung

Update von friiherer S1-Leitlinie; Literatur-
recherche, Schwerpunkt: ,Evidenz*-basierte
Publikationen, Delphiverfahren; Konsensus der
Arbeitsgruppe ,In-vitro-Allergiediagnostik” der
Sektion Immunologie der DGAKI; konsentiert von
DGAKI, ADA, GPA und DDG; nachste Uberprii-
fung geplant: 2014.
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