Leitthema

HNO
DOI10.1007/s00106-017-0372-6

© Springer Medizin Verlag GmbH 2017

@ CrossMark

Hintergrund

In der Vergangenheit wurden im klini-
schen Alltag fast ausschliefllich Aller-
genextrakte zur Diagnostik verwendet
(Pricktests, spez. IgE-Bestimmungen
und Provokationstests mit Extrakten; [1,

2]).

» Diagnostische Liicken
konnen durch die molekulare,
komponentenbasierte
Diagnostik geschlossen werden

Diese Extrakte enthalten die krankheits-
auslésenden Komponenten neben weite-
ren, meist klinisch unbedeutenden Sub-
stanzen. Inzwischen sind viele Allerge-
ne im engeren Sinne, d.h. die verant-
wortlichen Proteine (oder Allergenkom-
ponenten), identifiziert und mittels pro-
teinbiochemischer und molekularbiolo-
gischer Verfahren determiniert worden
([3]; s.auch www.allergen.org oder www.
allergome.org). Sie stehen teilweise in
biotechnologisch hergestellter, rekombi-
nanter oder aus der natiirlichen Allergen-
quelle gewonnener, hoch aufgereinigter
Form fiir die In-vitro-Diagnostik zur Ver-
figung.

Bei den Allergenkomponenten han-
delt es sich um die eigentlich allergieaus-

Einige Inhalte dieses Artikels wurden von den
Autoren und ihren Arbeitsgruppen in anderen
Artikeln, auch in Ubersichten zu speziellen

Aspekten der molekularen Allergologie, bereits
publiziert. Diese werden hier teilweise wieder-
holt, da die genannten Arbeiten nicht allen

Lesern der HNO ohne Weiteres zugénglich sind.
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losenden Proteine oder Glykoproteine.
Sie sollten im Idealfall Bestandteile des
bislang zur Diagnostik verwendeten All-
ergenextrakts sein. Einige Proteine kon-
nen jedoch im Extraktionsprozess verlo-
rengehen und sind im Extrakt dann deut-
lich unterreprasentiert. Auch die Zuga-
be einzelner Allergenkomponenten zum
Extrakt, das ,,Spiken, ist nicht immer in
ausreichendem Mafle moglich, sodass di-
agnostische Liicken beim Einsatz von Ex-
trakten auftreten konnen, die durch die
molekulare, komponentenbasierte Dia-
gnostik (,component-resolved diagnos-
tics’, CRD) geschlossen werden kénnen.

Major-, Intermediar- und
Minorallergene

Wihrend sich die Allergenkunde bislang
an der biologischen Verwandtschaft der
Allergenquellen (z.B. Pflanzenpollen,
Hausstaubmilben, Pilzsporen, Tierhaa-
re) orientierte, ermoglicht die Klassifi-
zierung iber molekulare Aspekte eine
neue Dimension der Betrachtung, die
vollig neue diagnostische Moglichkeiten
er6ffnet [4]. Diese allergieauslosenden
Proteine im engeren Sinne werden defi-
nitionsgemaf3 als Major-, Intermedidr-,
oder Minorallergene bezeichnet [5].
Aber nicht nur Proteine sind in der La-
ge, eine allergische Typ-I-Reaktion aus-
zulosen. Auch Kohlenhydrate wie das
a-Gal (Galactose-a-1,3-Galactose), wel-
ches sich im Fleisch von Siugetieren wie
Rind, Schwein oder Wild findet, konnen
zu einer Sensibilisierung mit Nachweis
von spezifischem IgE gegen a-Gal fith-
ren. Bei betroffenen Patienten kommt es
3-6h nach entsprechendem Fleischver-

zehr zu Urtikaria, gastrointestinalen Be-
schwerden bis hin zur Anaphylaxie [6].

Die Definition eines Molekiils als All-
ergen wird durch das Immunsystem des
Menschen determiniert, wobei zwangs-
ldufig eine epidemiologische Dimension
in der Beschreibung ihrer Eigenschaften
mitwirkt [5].

)) Gegen Majorallergene
weisen iber 50 % der Patienten
eine Sensibilisierung auf

Sowerden Allergenkomponentenals Ma-
jorallergene definiert, wenn iiber 50 %
der Patienten eine Sensibilisierung ge-
gen sie aufweisen. Minorallergene sind
solche Komponenten, die von weniger
als 10 % der Patienten erkannt werden.
Im Bereich zwischen 10 und 50 % wer-
den Allergenkomponenten als Interme-
didrallergene bezeichnet [5].

Allergennomenklatur

Das System der Benennung von All-
ergeneinzelkomponenten wurde unter
der Schirmherrschaft der Weltgesund-
heitsorganisation (World Health Orga-
nisation, WHO, www.who.int) und der
International Union of Immunological
Societies (IUIS, www.iuisonline.org) von
einem Subkomitee (Allergen Nomencla-
ture Sub-Committee, www.allergen.org)
fir Allergen-Nomenklatur entwickelt
[7-9].

Zurzeit gelten folgende Grundregeln:
In die Namensgebung gehen die ersten
3 Buchstaben des lateinischen Namens
der Allergenquelle, gefolgt vom 1. Buch-
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staben des Speziesnamens, ein. Beispiels-
weise werden Allergene im Extrakt von
Birkenpollen (Betula verrucosa,) in ihrer
Basis mit ,,Bet v* bezeichnet.

Die Allergeneinzelkomponenten wer-
den dann in der Reihenfolge ihrer Ent-
deckung mit arabischen Ziffern durch-
nummeriert, also ,,Bet v 1. Werden in
ihrer Struktur und im immunologischen
Verhalten homologe Allergene in ande-
ren Spezies, z. B. in Haselnusspollen oder
Erlenpollen gefunden, orientiert sich die
Nummerierung an der arabischen Zahl
des zuerst beschriebenen Allergens, so-
lange diese noch nicht vergeben sind.
Also ,,Cor a 1“ (von Corylus avellana,)
oder ,,Aln g 1“ (von Alnus glutinosa), aber
»Ara h 8 (von Arachis hypogaea) in der
Erdnuss. Derartige Allergene werden in
Gruppen zusammengefasst: Man spricht
dann von den Gruppe-I-Allergenen der
Baumpollen [8].

Esistselbstverstandlich, dass Gruppe-
I-Allergene anderer Allergenquellen vol-
lig andere Eigenschaften haben konnen.
So sind Gruppe-I-Allergene von Griser-
pollen in ihrer Struktur von Gruppe-I-
Allergenen der Baumpollen véllig ver-
schieden.

Die Nomenklatur beriicksichtigt
Isoallergene und Allergenvarianten,
allergencodierende Gene, mRNA und
cDNA sowie allergene Peptide rekom-
binanten oder synthetischen Ursprungs,
sowohl in urspriinglicher als auch in mo-
difizierter Form [4]. Isoallergenen und
ihren Varianten werden nach der Haupt-
Allergennummer mit einem vierstelligen
Zahlencode versehen. Die ersten beiden
Zahlen (01-99) bezeichnen Isoallergene
mit einer Sequenzidentitit >67 %. Die
dritte und vierte Zahl (01-99) bezeich-
nen Varianten eines Isoallergens mit
einer Sequenzidentitit von >90 %, z. B.
Bet v 1.0101 und Bet v 1.0103. Daten zu
neuen Allergenen oder zugehorigen Mo-
lekiilen werden sorgfiltig gepriift, bevor
sie ihren Namen erhalten und in die offi-
zielle Liste der Allergene aufgenommen
werden (www.allergen.org).

Genetische Basis

Im Folgenden wird der Zusammenhang
der Aminosiduresequenz mit der Protein-

‘ HNO

struktur und der Unterschied zwischen
T-Zell- und Antikorper-Epitop erldutert.

Wie jedes Protein werden auch Aller-
gene durch ein zugehoriges Gen codiert.
Die resultierende Aminosiuresequenz
(Primérstruktur) bedingt aufgrund ih-
rer physikochemischen Eigenschaften
eine rdumliche Anordnung und Faltung
der Polypeptidkette. Diese kann ver-
schiedene Formen (Sekundirstruktur)
annehmen.

Bekannte Beispiele sind z. B. a-Helix,
B-Faltblatt und p-Schleife. Hierdurch
wird die dreidimensionale Proteinstruk-
tur festgelegt (Tertidrstruktur). Zusitz-
lich kénnen sich mehrere Einzelproteine
zu grofleren Komplexen zusammenla-
gern (Quartérstruktur). Allergenmole-
kile oder -fragmente entsprechen in
ihrem Aufbau der allgemeinen Struktur-
hierarchie von Proteinen und werden als
Determinanten oder Epitope bezeichnet,
wenn sie durch das Immunsystem, repra-
sentiert durch Antikérper, Major-Histo-
compatibility-Complex(MHC)-Molekii-
le oder T-Zell-Rezeptoren, detektiert
werden kénnen.

» Konformationsepitope sind
anfallig gegeniiber Zerstérung
der Tertiarstruktur

Epitope werden als seriell oder konti-
nuierlich bezeichnet, wenn sie auf Ab-
schnitten der Primérstruktur der Pro-
teine oder Glykoproteine erkannt wer-
den. Epitope, die durch Faltung der Pri-
mirstruktur zur Tertidrstruktur ihre For-
mung herleiten, werden als Konformati-
onsepitope bezeichnet oder diskontinu-
ierlich genannt. Der Begriff diskontinu-
ierlich hebt darauf ab, dass Ankerpunkte
der Antikdrperbindungsstellen des Kon-
formationsepitops sich auf der Primér-
struktur an getrennten Stellen befinden -
dies konnen auch Peptiduntereinheiten
sein. Konformationsepitope kénnen nur
von Immunglobulinen erkannt werden.
Sie sind anfillig gegeniiber Zerstérung
der Tertidrstruktur (Denaturierung), dies
kann sie beispielsweise labil gegen Hit-
zeeinwirkung machen. Hierbei konnen
jedoch Abschnitte des diskontinuierli-
chen Epitops bei hinreichender Grofie
durchaus erkannt werden, sodass eine

abgeschwichte, aber keine aufgehobene
Immunreaktion entstehen kann. Sie sind
die Schnittstelle von chemischer Struk-
tur und Immunsystem. T-Zellen erken-
nen dagegen ausschliefflich kurze lineare
Peptide (Peptidepitope) nach ihrer Pro-
zessierung durch antigenprisentierende
Zellen.

Die Identifizierung und Charakteri-
sierung von Allergeneinzelkomponenten
ist ein dynamischer Prozess. Zusammen-
stellungen dieser Komponenten mit ih-
ren Eigenschaften sind am umfassends-
ten in der Datenbank Allergome (http://
www.allergome.org) zu finden. Sie wird
wochentlich auf den neuesten Stand ge-
bracht. Zum Stand September 2016 sind
in der Datenbank mehr als 6000 Eintra-
ge von Allergenen und ihren Isoformen
enthalten. Die Vielzahl der beschriebe-
nen Allergene kann in Allergenfamilien
zusammengefasst werden [10].

Dies geschieht anhand ihrer dreidi-
mensionalen Struktur, die haufig durch
deren Peptidsequenzen bedingt ist, da
diese die dreidimensionale Faltung und
endgiiltige Proteinstruktur bestimmen.
Nur ein Bruchteil der bekannten Pro-
teinfamilien enthilt jedoch potenzielle
Soforttypallergene.

) Epitope sind die Schnittstelle
zwischen chemischer Struktur
der Allergene und dem
Immunsystem

So wurden Pollenallergene in nur 29 von
7868 bekannten Proteinfamilien gefun-
den, die bekannten Nahrungsmittelaller-
gene konnen 20 verschiedenen Familien
zugeordnet werden, wobei 4 Familien
(Prolamine/Speicherproteine, Parvalbu-
mine/Tropomyosine, Bet-v-1-Analoga,
Profiline) 65 % der Nahrungsmittelaller-
gene beinhalten. Diese Angaben stellen
nur eine Momentaufnahme eines dyna-
mischen Forschungsgebiets da, bedeuten
aber in der Tendenz, dass konservierte
Strukturbereiche und biologische Akti-
vititen der Substanzfamilien die Aller-
genitit bestimmen und verstirken. Es
gibt Hinweise, dass konservierte rdum-
liche Strukturen der Allergenfamilien
eine groflere Ubereinstimmung aufwei-
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sen konnen, als die Sequenzidentitit
der Primdrstrukturen vermuten ldsst.
Der Aspekt der Allergenfamilien wird
in der Datenbank Allfam (http://www.
meduniwien.ac.at/allergens/allfam/) zu-
grunde gelegt.

Trotz der Kenntnisse der Eiweif3-
struktur ist es bislang nicht gelungen,
die Frage zu beantworten, was ein All-
ergen zum Allergen macht. Die Antwort
ist in der Wechselwirkung zwischen
chemischer Struktur der Allergene und
dem Immunsystem zu suchen, deren
Schnittstelle die Epitope sind.

Proteinfamilien und Verwandt-
schaft der Typ-I-Allergene

Die Zuordnung dhnlicher Proteine an-
hand ihrer dreidimensionalen Struktur
zu gemeinsamen Allergenfamilien hat
sich in der praktischen Anwendung als
sinnvoll erwiesen. Hiufig zeigen be-
reits deren Peptide (teil)identische oder
dhnliche Sequenzen, da sie die drei-
dimensionale Faltung und endgiiltige
Proteinstruktur bestimmen [10]. Daraus
wurde abgeleitet, dass eine Sequenz-
identitdt/-dhnlichkeit von mehr als 50 %
wahrscheinlich eine dhnliche Struktur
bedingt und damit das Potenzial fiir
gemeinsame Epitope kreuzreaktiver An-
tikorper steigt. Offenbar beherbergt nur
ein Bruchteil der bekannten Protein-
familien potenzielle Soforttypallergene
[11].

Die Grundlagen fiir diese selektive
Eignung zum Allergen sind bisher nicht
bekannt. Der evolutiondre Verwandt-
schaftsgrad, angegeben als Sequenziden-
titdt/-dhnlichkeit, entscheidet bei Protei-
nen, die auch im Menschen vorkommen,
wahrscheinlich tiber Toleranz (bei enger
Verwandtschaft) oder die Moglichkeit
zur Typ-I-Allergie (bei entfernter Ver-
wandtschaft). Kreuzreaktionen durch
Allergene, die nicht im Menschen vor-
kommen, konnen ebenfalls aufgrund
ihrer evolutionidren Verwandtschaft (in
Prozent der Sequenzidentitit) und resul-
tierenden Strukturdhnlichkeit vorherge-
sagt werden.

Pathogeneseassoziierte Proteine ent-
stehen als Abwehrreaktion der Pflanzen
auf von auflen einwirkenden Stress, wie
z. B. Besiedlung mit Parasiten oder Luft-
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Zusammenfassung

Die molekulare, komponentenbasierte Dia-
gnostik (,component-resolved diagnostics”,
CRD) setzt sich neben der Wissenschaft
auch mehr und mehr in der alltdglichen
klinischen Routine durch. Sie bietet eine
héhere diagnostische Sicherheit in Bezug
auf das zugrunde liegende Allergen, kann
bei der Kldrung von Kreuzreaktionen und
Polysensibilisierungen helfen und bietet
damit die Mdglichkeit einer individuellen
personalisierten Therapieplanung. Bei
Anaphylaxien und Lebensmittelallergienist
dariiber hinaus eine Abschatzung des Risikos

Molekulare, komponenten-basierte Diagnostik in der HNO-

in Bezug auf das Wiederauftreten sowie

die Schwere der zu erwartenden Reaktion
mdglich. Mit dem immensen Wissenszuwachs
sollte eine gezielte Aus- und Weiterbildung
der klinisch tatigen Allergologen auf

dem Gebiet der molekularen Allergologie
einhergehen.

Schliisselworter

Molekulare Allergologie - Allergenkompo-
nenten - Allergene - Allergische Rhinitis -
Kreuzreaktionen

Abstract

Molecular component-resolved diagnostics
(CRD) are, in addition to its research
applications, being increasingly used in
daily allergological routine. CRD offers
improved diagnostic accuracy via a better
understanding of the underlying allergen
causing symptoms and helps to distinguish
between true sensitization and cross reactions
in polysensitized patients, thereby providing
an approach for individual personalized
therapy. Particularly in food allergies and

Molecular component-resolved allergy diagnostics in ENT

anaphylaxis, CRD can stratify risks for the
recurrence of reactions and their severity. The
education and extended vocational training
of clinical allergologists has to keep pace with
the tremendous increase of knowledge in the
field of molecular allergology.

Keywords
Molecular allergology - Allergen components -
Allergens - Allergic rhinitis - Cross reactions

verschmutzung [12]. Pathogeneseassozi-
ierte Proteine mitdhnlicher Aminoséure-
sequenz werden in Proteinfamilien ein-
geteilt (B8 Tab. 1). So gehort beispielsweise
Bet v 1 zur pathogeneseassoziierten Pro-
teinfamilie PR-10. PR-10-Proteine wer-
den in hohen Konzentrationen in Pollen,
Samen oder Friichten exprimiert. Dies
gilt insbesondere fiir die Pflanzenfamili-
en der Buchenartigen, Fagales, wie Hasel-
und Erlenpollen, der Rosaceae wie Apfel,
Birne und Steinfriichten, der Apiaceae
wie Sellerie und Karotte und der Faba-
ceae wie Soja und Erdnuss. Die PR-10-
Proteine zeichnen sich durch eine grofie
Ubereinstimmung in der Struktur aus,
sodass sie aufgrund ihrer Kreuzreaktivi-
tat als Panallergene bezeichnet werden.

Kreuzreaktive Storfaktoren

Zu Kkldren ist die Frage, ob eine echte
Sensibilisierung oder eine Kreuzreakti-
on vorliegt. Aus den sog. pathogeneseas-
soziierten Proteinen lassen sich fiir eine
Allergenquelle spezifische Markeraller-
gene bzw. kreuzreaktive Allergenkompo-
nenten bestimmen (B Tab. 2). Spezifische
Allergenkomponenten zeigen mit hoher
Sicherheit die zugrunde liegende Sensibi-
lisierung gegen die entsprechende Aller-
genquelle an, konnen aber in dhnlicher
Form auch in anderen Allergenquellen
vorkommen. Klassisches Beispiel ist das
Bet v 1, welches in Homologie, wie be-
reits beschrieben, z. B. in Erdnuss, Ha-
selnuss und Pfirsich vorkommt. Kreuz-
reaktive Allergenkomponenten wie Pro-
filin oder Ca-bindendes Protein (Polcal-
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Tab. 1
Pathogeneseassoziierte Proteine
PR-2: B-1,3-Glukanasen

PR-3: Klasse-1-Chitinasen

Wichtige Allergengruppen [37]

PR-5: ,Thaumatin-like proteins”

PR-10: Bet-v-1-Homologe

PR-14: nichtspezifische Lipidtransferproteine,
,non-specific lipid-transfer-proteins” (ns-LPT)

Speicherproteine

Cupine (Viciline, Legumine)

2S Albumine

Enzyme

Papainartige Zysteinproteasen

Ribonukleasen

Pektatlyasen

Enolasen

Hyaluronidasen, Phospholipasen
Andere

Tropomyosin (Muskelprotein)
Parvalbumin (Muskelprotein)
Lipocaline (Transporterproteine)

Relevante Allergene in:
Olivenpollen, Latex, Banane, Tomate, Kartoffel

Latex, Friichte (Latex-Frucht-Syndrom), Obeche-
holz (Abachiholz)

Zypressenpollen, Kern- und Steinobst, Kiwi,
Banane, Paprika

Birkenpollen und Verwandte (Fagales), Kern-
und Steinobst, Kiwi, Baumndsse, Erdnuss, Soja,
Karotte, Feige, u. a.

Beiful3-, Glaskraut-, Platanenpollen, Kern- und
Steinobst, Niisse, Kiwi, u. v. a. Nahrungsmittel

Erdnuss, Soja, Baumniisse
Erdnuss, Baumniisse, Senf, Samen

Hausstaubmilbe, Graserpollen, Ficus benjamina,
Feige, Papaya, Kiwi, Ananas, Soja

Majorallergene in Graserpollen (Gruppe 5)
Zypressen- und Ragweedpollen, Friichte
Latex, Schimmelpilze

Insektengifte

Hausstaubmilbe, Krebstiere, Weichtiere, Insekten
Fisch

Katze, Hund u. a. felltragende Tiere, Milben,
Schaben, Raubwanzen

Tab.2 Markerallergene fiir echte Sensibilisierungen vs. Kreuzreaktionen [37]
Allergenquelle Spezifisch

Betv 1

Birkenpollen

Graserpollen

Eschenpollen Olee1

Beiful3pollen Artv 1

Ragweedpollen Amba1

Hausstaubmilbe Derp 1, Der p 2, Der p 23

Katze Feld1

Latex Hevb 1,Hevb5,Hevb 6, u.a.

Erdnuss Arah1,Arah2,Arah 3, Ara
h9

Haselnuss Cora8

Pfirsich Prup3

cin) sind Intermedidr- oder Minoraller-
gene, die in fast allen Pflanzenarten vor-
kommen und eine Polysensibilisierung
vortduschen kénnen, wenn ausschlief3-
lich mit Extrakten getestet wird [13, 14].
Trotz der Schwierigkeiten, die sich fiir
die extraktbasierte Diagnostik ergeben,
scheinen Sensibilisierungen gegen Profi-

| HNO

Phlp 1,Phlp5,Phlp2,Phlp6

Kreuzreaktiv

Bet v 2 (Profilin), Betv 4
(Ca-bindendes Protein)

Phl p 12 (Profilin), Phlp 7
(Ca-bindendes Protein)

Tropomyosin (Der p 10, Pena 1)
Fel d 2 (Serumalbumin)

Hev b 8 (Profilin)

Ara h 8 (Bet-v-1-Homolog)

Cora 1 (Bet-v-1-Homolog)
Pru p 1 (Bet-v-1-Homolog), Pru p 4 (Profilin)

lin und Polcalcin nur von untergeordne-
ter klinischer Relevanz zu sein [15].
Neben der Diagnostik spielen die spe-
zifischen Allergenkomponenten auch
eine Rolle bei der Herstellung von
Therapielosungen fiir die spezifische
Immuntherapie (SIT). So werden The-
rapielosungen in erster Linie auf die

Markerallergene der jeweiligen Aller-
genquelle standardisiert, wohingegen
die Konzentration an unspezifischen
Proteinen und kreuzreaktiven Allergen-
komponenten extrem stark schwanken
kann. Das von der Européischen Uni-
on geforderte CREATE-Projekt hat die
Schaffung von Referenzstandards fir
Allergenkomponenten zur Aufgabe und
tragt zur Harmonisierung der Qualitit
der Allergenkomponenten in Diagnostik
und Therapie bei [16].

) Kreuzreaktive Kohlenhy-
dratdeterminanten sind ein
Storfaktor in der Diagnostik mit
Gesamtextrakten

Neben den bereits beschriebenen Kreuz-
reaktionen aufgrund der Strukturhomo-
logie der Epitope verschiedener Aller-
genquellen gibt es weitere kreuzreaktive
Storfaktoren fiir die In-vitro-Diagnostik.
Einen betréachtlichen Nachteil von Ge-
samtextrakten stellt dabei die Tatsache
dar, dass viele der enthaltenen Proteine
N-Glykane mit a1-3-verkniipfter Fucose
aufweisen. Diese beim Menschen nicht
vorkommenden Zuckerstrukturen kon-
nen IgE induzieren und sind Ursache
ausgeprégter Kreuzreaktionen zwischen
strukturell gédnzlich undhnlichen Protei-
nen (,,cross-reactive carbohydrate deter-
minants®, CCD). Etwa 10-20 % aller Ato-
piker weisen CCD-spezifische IgE-Anti-
korper auf. Diese Antikorper haben of-
fensichtlich keine oder nur sehr geringe
klinische Relevanz und sind demnach re-
gelmiflige Ursache ,,falsch-positiver” In-
vitro-Befunde. Kreuzreaktive Kohlenhy-
dratdeterminanten sind also ein Storfak-
tor in der Diagnostik mit Gesamtextrak-
ten.

Besonders stérend ist dies bei der
Abklarung potenziell lebensbedrohli-
cher Allergieformen, wie z.B. Erdnuss-
oder Latexallergien. Auch bei Insekten-
giftallergien tduschen CCD bei schit-
zungsweise 25% aller Patienten eine
irrelevante Doppelsensibilisierung ge-
geniiber Bienen- und Wespengift vor.
CCD-freie rekombinante Allergene bie-
ten hier einen unschitzbaren Vorteil.
Sofern noch keine geeigneten Einzelmo-



lekiile fur die Testung verfiigbar sind,
konnen einfache kommerzielle Scree-
ningtests auf geeignete Glykanquellen
(z. B. Bromelain, CCD-MUXF3) zumin-
dest wertvolle Hinweise geben, ob im
Serum derartige Anti-CCD-IgE-Anti-
korper vorliegen.

Etablierte Testverfahren

Als Testverfahren fur die moleku-
lare, komponentenbasierte Diagnos-
tik sind folgende Methoden etabliert:
Fir die Bestimmung der allergenspe-
zifischen IgE-Antikérper sind heu-
te FEIA(Fluoreszenz-Enzym-Immuno-
assay)-, seltener EIA(Enzym-Immuno-
assay)-Bestimmungen tblich. Eher ver-
altete Messmethoden sind RIST (Radio-
Immuno-Sorbens-Test) fiir das Gesamt-
IgE und RAST (Radio-Allergo-Sorbens-
Test) fur allergenspezifisches IgE. Die
Testverfahren zum Nachweis bestimm-
ter Allergenkomponenten unterscheiden
sich dabei nicht von extraktbasierten
Verfahren.

Eine stindig steigende Anzahl an Ein-
zelkomponenten steht fiir die Testung
zur Verfiigung und muss sinnvoll zur
Klarung des Sensibilisierungsprofils des
Patienten eingesetzt werden. Dies setzt
ein fundiertes Wissen iiber die lokale
Privalenz unterschiedlicher Sensibilisie-
rungen, entsprechender Markerallergene
und Kreuzreaktionen voraus und kann zu
Beginn zeitaufwendig sein. Teurer, aber
deutlich umfangreicher ist die Testung
mittels Allergen-Microarrays.

Prinzip des Allergen-
Microarrays

Im Gegensatz zur konventionellen Aller-
giediagnostik ist mithilfe von Allergen-
Microarrays eine simultane Testung
multipler Allergenkomponenten mog-
lich [17]. Sie stellen im Prinzip einen
Multi- Analyt-Festphase-Immunoassay
zur Bindung von Antikérpern im Pati-
entenserum dar. In der nachfolgenden
Detektion konnen mittels additiver fluo-
reszenzmarkierter Sekundirantikorper
die IgE-Antik6rper im Serum quantifi-
ziert werden [17].

Ein erster standardisierter multiplex-
diagnostischer Test ist fiir den Nachweis

von molekularen Allergenkomponenten
verfiigbar. Er ermdglicht die Messung
spezifischer IgE- Antikorper von 112 un-
terschiedlichen Allergenkomponenten,
wozu 30 ul Serum oder Plasma ausrei-
chen, und liefert eine vergleichbar gute
Sensitivitat wie der FEIA [17]. Hier-
durch ist bereits eine Kapillarblutprobe
ausreichend, was ein schonenderes Vor-
gehen, z. B. bei der Untersuchung von
Kleinkindern, ermoglicht [18].

» Zur Messung der
IgE-Antikorper von 112
Allergenkomponenten reichen
30 ul Serum oder Plasma aus

Allergen-Microarrays werden mittels ei-
nes Biochipscanners und der zugehori-
gen Software evaluiert. Bei dem aktuell
erhiltlichen Biochip, dem ImmunoCAP®
ISAC (Thermo Fisher Scientific, Uppsala,
Schweden) handelt es sich um einen se-
miquantitativen Test; die Ergebnisse wer-
den in ISAC Standarized Units (ISU) an-
gegeben.

Einsatzbereich komponenten-
basierter Diagnostik

Die CRD eignet sich als Hilfestellung bei
der Indikation zur allergenspezifischen
Immuntherapie (SIT). Eine Immunthe-
rapie ist v. a. bei Vorliegen einer Sensi-
bilisierung auf die Majorallergene sinn-
voll [19, 20]. So zeigt eine retrospektive
Untersuchung von Schmid-Grendelmei-
er et al. an 746 Patienten in 73 % einen
guten bis sehr guten Therapieerfolg der
SIT bei Vorliegen einer Sensibilisierung
gegen die Majorallergene. Bei Vorliegen
einer Sensibilisierung gegen Minoraller-
gene (Profilin oder Polcalcin) jedoch le-
diglich in 16 % [21].

Die zur SIT verwendeten Extrakte
werden v. a. auf die entsprechenden
Majorallergene standardisiert, was si-
cherstellen soll, dass diese in gleichblei-
bender und ausreichend hoher Menge in
der Therapiel6sung vorhanden sind und
damit eine besonders gute Immunmodu-
lation im Sinne einer Toleranzinduktion
gelingt [22]. Dies ist umso wichtiger,
da der Gehalt an Intermedidr- und Mi-

norallergenen von Produkt zu Produkt
und von Hersteller zu Hersteller stark
schwanken kann [23, 24].

) Die zur SIT verwendeten
Extrakte werden v. a. auf die
entsprechenden Majorallergene
standardisiert

Lisst sich erho6htes spezifisches IgE gegen
die Graserpollen-Markerallergene Phlp 1
und Phl p 5 nachweisen, ist dies ein Hin-
weis auf eine spezifische Sensibilisierung,
bei der eine SIT sinnvoll ist. Liegt hinge-
gen ausschliefllich erhohtes spezifisches
IgE (sIgE) gegen Kreuzallergene wie das
Polcalcin Phl p 12 und das Profilin Phlp 7
vor, ist eine SIT weniger erfolgverspre-
chend und sollte daher sehr zuriickhal-
tend indiziert werden. Ahnlich ist eine
SIT bei birkenpollenassoziierter Rhino-
konjunktivitis sinnvoll, wenn IgE gegen
das Markerallergen Bet v 1 vorliegt, bei ei-
ner alleinigen Sensibilisierung gegen die
Kreuzallergene Bet v 4 und Bet v 2 da-
gegen nicht [14, 20]. Eine ausschlief3li-
che Sensibilisierung auf die Panallergene
Profilin/Polcalcin kann je nach Kollektiv
bei 10-25 % der Pollinosepatienten vor-
liegen, scheint aber klinisch eher von un-
tergeordneter Relevanz zu sein [15, 25].

Die komponentenbasierte Diagnos-
tik scheint also tatsachlich sinnvoll zu
sein, um insbesondere fiir die Pollen-SIT
ungeeignete Patienten selektionieren zu
kénnen und dadurch neben dem grofien
Zeitaufwand allfillige Nebenwirkungen
und letztendlich auch unnétige Kosten
zu vermeiden. Dabei konnen Sensibi-
lisierungen auf Profilin und Polcalcin
durchaus summarisch erfasst werden,
da im klinischen Alltag eine Abgren-
zung auf eine der beiden Gruppen nicht
notwendig ist. So ist die kombinier-
te Bestimmung etwa von Phl p 7/Phl
p 12 als eine einzelne Bestimmung
oft ausreichend. Aufgrund der hohen
Kreuzreaktivitit werden dadurch auch
Sensibilisierungen auf die entsprechen-
den Panallergene anderer Pollengruppen
wie Baum- oder Krauterpollen miter-
fasst und miissen daher nicht gesondert
bestimmt werden.
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Leitthema

Zudem konnen pollenassoziierte
Nahrungsmittelallergien, etwa zwischen
Birkenpollen und rohem Stein- und
Kernobst und anderen Nahrungsmitteln,
in iberwiegendem Mafle auf Kreuzreak-
tionen zwischen verschiedenen Bet-v-1-
Homologen zurtickgefithrt werden [11].

) Die SIT gegen Hausstaubmil-
ben ist nur bei Sensibilisierung
gegen die Majorallergene
aussichtsreich

Auch bei der Hausstaubmilbenallergie,
bei der die spezifische Immuntherapie
deutlich geringere Erfolgsraten aufweist
als bei den pollenassoziierten Allergien
[26], tragt die komponentenbasierte Di-
agnostik sinnvoll zur Verbesserung eines
individuellen Therapiekonzepts bei. Da
die aktuell verfiigbaren Préparate zur SIT
v. a. gegen die Majorallergene Der p 1
und Der p 2 standardisiert sind, sollte
eine Therapie bei fehlender Sensibilisie-
rung gegen die Majorallergene verworfen
oder zumindest kritisch mit dem Patien-
ten diskutiert werden. Sensibilisierungen
gegen die Majorallergene sind deutlichen
regionalen Schwankungen unterworfen
und konnen in einer nicht unerhebli-
chen Anzahl der Fille fehlen, obwohl
positive Reaktionen gegen das Milbenex-
trakt nachgewiesen werden konnen [27,
28]. Die Testung mittels Milbenextrakt
ist somit zum Nachweis einer Milbenall-
ergie geeignet, auch wenn diese auf an-
dere Allergenkomponenten wie z. B. Der
p 23 zuriickzufiihren ist [29, 30]. Vor der
Einleitung einer SIT sollte aufgrund der
Standardisierung der Therapiepréparate
jedoch auf Der p 1 und Der p 2 ge-
testet werden. Sensibilisierungen gegen
Der p 10 (Tropomyosin) sind deutlich
seltener und konnen bei Unvertraglich-
keitsreaktionen gegeniiber Meeresfriich-
ten zur Kldrung der Symptome beitragen
[28,31]. Kreuzreaktive Antikorper gegen
Der p 10 reagieren mit Tropomyosin, z. B.
in Shrimps, und lésen so eine allergische
Reaktion aus.

Bei Tierhaarallergien spricht eine Sen-
sibilisierung gegen Lipocaline oder Se-
rumalbumin fiir eine breite Reaktions-
bereitschaft gegeniiber simtlichen fell-
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tragenden Tieren, wihrend eine reine
Sensibilisierung etwa gegen Katzen-Ute-
roglobin Fel d 1 eine ausschlief3liche Kat-
zenallergie erwarten ldsst.

Wihrend bei der Milbenallergie die
Testung auf Der p 1 und Der p 2 bereits
vielerorts Einzug in die alltdgliche Dia-
gnostik gehalten hat, ist der Einsatz der
komponentenbasierten Diagnostik bei
Tierhaarallergien noch vorwiegend zu
wissenschaftlichen Zwecken und weniger
in der alltiglichen Praxis einzuordnen.

Ausblick

Welches sind die Vorteile der Untersu-
chung mit Allergenkomponenten gegen-
tber der Testung mit Gesamtextrakten?
Die molekulare Diagnostik mit Allergen-
komponenten ermoglicht eine gezielte
Testung auf relevante Sensibilisierungen
gegeniiber denallergieauslgsenden Kom-
ponenten [32]. Somit erlaubt sie eine ho-
here analytische diagnostische Empfind-
lichkeit und Prézision. Es werden nur
definierte Einzelmolekiile und somit nur
relevante Proteine gemessen, keine Kon-
taminationen mit anderen Allergenen,
unabhingig vom Ausgangsmaterial [33].
Dies ebnet den Weg hin zu einer perso-
nalisierten und stratifizierten Allergie-
diagnostik in der HNO-Heilkunde [34].

) Einen Einblick in molekulare
Allergiediagnostik bietet der
+EAACI Molecular Allergology
User’s Guide”

Es konnen umfassende individuelle Sen-
sibilisierungsmuster erstellt werden, die
eine bessere Einordnung der klinischen
Symptome erlaubt. In vielen Fillen er-
moglicht sie eine Abgrenzung von Pri-
marsensibilisierungen (genuinen Sensi-
bilisierungen) und Kreuzreaktionen. Bei
entsprechenden technischen Vorausset-
zungen kann somit eine héhere Sensiti-
vitdt und Spezifitit erreicht werden (bei-
spielsweise entfallt die Interferenz mit
CCD). Nachteile sind weiterhin, dass bis-
lang (noch) nicht alle relevanten Aller-
gene fiir die molekulare Diagnostik ver-
fugbar sind, die Herstellung korrekt ge-
falteter rekombinanter Molekiile manch-

mal schwierig ist und Polymorphismen
natiirlicher Extrakte teilweise schwer ab-
bildbar sind [35].

Definitiv besteht ein verstarkter Fort-
bildungsbedarf fiir alle anwendenden all-
ergologisch titigen Kollegen, da die Inter-
pretation der Ergebnisse ein umfangrei-
cheres Wissen voraussetzt. Einen guten
Einblick in den aktuellen Stand des Wis-
sens zur molekularen Allergiediagnostik
bietet der ,,EAACI Molecular Allergolo-
gy User’s Guide“ [36].

Durch eine prizisere Diagnostik wer-
den in einigen Fillen hohere Kosten
entstehen, denen von regulatorischer
Seite Rechnung getragen werden muss.
Auf der anderen Seite ist zu erwarten,
dass es durch eine Verbesserung der Di-
agnostik mittel- bis langfristig auch zu
einem verbesserten Therapieansprechen
kommt und damit zu einer besseren
Kosten-Nutzen-Relation.

Fazit fiir die Praxis

== Die molekulare, komponentenba-
sierte Diagnostik (CRD) setzt sich
zunehmend in der alltaglichen klini-
schen Routine durch.

== Eine umfangreiche Zusammenstel-
lung aktuell bekannter Allergen-
komponenten bietet die Allergome-
Datenbank (http://www.allergome.
org).

== Die Bestimmung allergenspezifi-
scher IgE-Antikorper wird heute
mittels Fluoreszenz-Enzym-Immuno-
assay, seltener Enzym-Immunoassay,
durchgefiihrt.

== Allergen-Microarrays bieten die Mog-
lichkeit einer simultanen Testung
multipler Allergenkomponenten.

== Sie ermdglichen die Erstellung eines
umfassenden individuellen Sensibili-
sierungsmusters.

== Eine Immuntherapie ist vorrangig
bei Vorliegen einer Sensibilisierung
auf die Majorallergene sinnvoll, da
die zur spezifischen Inmuntherapie
verwendeten Extrakte v. a. auf die
Majorallergene standardisiert sind.

== Die CRD ebnet den Weg hin zu einer
personalisierten und stratifizierten
Allergiediagnostik in der HNO-
Heilkunde.


http://www.allergome.org
http://www.allergome.org
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