Molekulare Allergiediagnostik

IgE-vermittelte Typ-I-
Allergien und verantwortliche
Allergene

Soforttyp (Typ-1)-Allergien und zugeh&ri-
ge Erkrankungen (z.B. allergische Rhinitis,
allergisches Asthma, Nahrungsmittelaller-
gien, Anaphylaxie) beruhen auf einer
Sensibilisierung, d.h. Bildung allergenspe-
zifischer Antikorper der Klasse E (Immun-
globulin E=1gE) gegen definierte (Glyko)
Proteine, eigentlich harmlose Umwelt-
molekile. Letztere wurden mittlerweile
groRtenteils identifiziert und anhand einer
internationalen Nomenklatur [1] mit Na-
men versehen (Allergen-Datenbanken:
http://www.allergen.org/, http://www.al-
lergome.org/und http://www.allergenon-
line.org/). Sie kommen in pflanzlichen
und tierischen Allergenquellen vor und las-
sen sich aufgrund ihrer Molekilstruktur
einer begrenzten Zahl von Protein- bzw.
Allergenfamilien zuordnen (Ubersicht bei
www.meduniwien.ac.at/allfam/) [2], die
durch ihre physiko-chemischen Eigen-
schaften (»Tab.1) und Interaktion mit
dem humanen Immunsystem (Definitio-
nen in » Tab. 2) die Bildung individueller,
allergenspezifischer IgE-Repertoires ver-
anlassen kdnnen.

Von der Extrakt- zur Molekdil-
basierten Allergiediagnostik

In der Vergangenheit wurden bei Verdacht
von IgE-vermittelten Reaktionen und Er-
krankungen fast ausschlieRlich Allergen-
extrakte zur Allergiediagnostik verwendet.
Wichtige Verfahren sind Pricktests an der
Haut, serologische, allergenspezifische
IgE-Bestimmungen und Expositionstests
mit Extrakten, d.h. heterogenen Protein-
mischungen von Pollen, Milben, Sdugetier-
bestandteilen, Schimmelpilzen oder Nah-
rungsmitteln (Ubersicht in [3]). Inzwi-
schen stehen immer mehr definierte Mole-
kiile (ca. >200 Einzelallergene, ,Allergen-
Komponenten®“) in rekombinanter oder
aufgereinigter Form fir die IgE-Diagnostik
kommerziell zur Verfligung (z.B. https://
thermofisher.com/components).

Indikationen zur Molekularen
Allergiediagnostik

Zunehmend er6ffnen sich neue Moglich-
keiten zur Verwendung von Einzelallerge-
nen in der Diagnostik von IgE-vermittelten
Inhalations-, Nahrungsmittel- und Insek-
tengift-Allergien (> Tab. 3) (Ubersicht in
[4-6]).

In folgenden Situationen bietet die mole-
kulare Allergiediagnostik Vorteile gegen-

» Tab. 1 Eigenschaften und Merkmale von Soforttyp (Typ-1)-Allergenen

Physikalisch-chemische oder umwelt-
bezogene Allergenmerkmale

Loslichkeit

Stabilitat

Relativer Anteil an der Allergenquelle

Nattirliche/geografische Exposition
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Konsequenzen und Definitionen
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Uber der traditionellen Diagnostik mit Ex-

trakten [7]:

= |. Unterreprasentierte bzw. fehlende
Einzelallergene im Extrakt

= |I. Risiko-assoziierte Allergene (z.B. in
Nahrungsmitteln)

= |ll. Einzelallergene als Indikatoren fir
IgE-vermittelte Kreuzreaktionen

= V. Marker-Allergene als Hinweis auf
eine primdre Sensibilisierung (spezi-
fisches IgE)

Wahrend bei I. die getesteten Einzelaller-
gene die analytische Sensitivitdt gegen-
iber den Extrakten erhohen, steigern bei
IL.-1V. definierte Allergene die analytische
Spezifitdt (Selektivitdt) der allergenspezi-
fischen IgE-Tests (» Tab. 3).

Einzel- (Singleplex) und
Parallelbestimmungen (Multi-
plex) fir spezifisches IgE

Mittlerweile sind verschiedene metho-
dische Varianten (» Abb. 1) fiir die klini-
sche Routine und wissenschaftliche Frage-
stellungen entwickelt worden. Sie gestat-
ten entweder eine gezielte IgE-Bestim-
mung (Singleplex) oder parallele Messung
spezifischer IgE-Antikorper gegen zahlrei-
che (100-200) Allergenmolekiile (Multi-
plex) auf der Basis von Mikroarray-Plattfor-
men [6]. Letztere wurden erfolgreich in
epidemiologischen  Querschnitts- und

Beispiele

bestimmt das Eindringen in Schleimhdute

z.B. Thermostabilitdt entscheidet tiber
Vertraglichkeit gegarter Nahrungsmittel,
Sdurestabilitat bestimmt Sensibilisie-
rungsrisiko u. Reaktionsrisiko

bestimmt das Sensibilisierungsrisiko und
das Risiko fiir Reaktionen

bestimmt die Wahrscheinlichkeit einer
Sensibilisierung und das Risiko fiir Reak-
tionen (ohne Exposition keine Allergie!)

Bet v 1-homologe Proteine in rohen pflanzlichen Le-
bensmitteln konnen sehr rasch Symptome hervorrufen

Geringe Thermo- und Sdurestabilitdt von Bet v 1-homo-
logen Nahrungsmittel-Allergenen erkldrt vorwiegend
lokale oropharyngeale Reaktionen nur nach rohen
pflanzlichen Lebensmitteln

Speicherproteine (z. B. 2S-Albumine) mit hohem Anteil
in Niissen, Hiilsenfriichten u. Olsaaten gelten als gefahr-
liche Allergene

Baumpollenallergie durch Bet v 1-Sensibilisierungen sind
in Nord- u. Mitteleuropa haufig, in Stideuropa eher Oli-
ven- (Ole e 1), Eichen-, Cypressen- und Platanenpollen-
allergien
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» Tab. 2 Eigenschaften und Merkmale von Soforttyp-Allergenen bezogen auf das Immunsystem und betroffene Allergiker

Immunologisch-klinische
Allergenmerkmale

Haufigkeit der IgE-Bindung
(populationsbezogen)

Konsequenzen und Definitionen

Grundlage der Einteilung:
Major-Allergen (>50% Sensibilisierungen bei

bestimmten Allergenquellen)

Minor-Allergen (< 50 % Sensibilisierungen bei
bestimmten Allergenquellen)

Anteil an der IgE-Bindung
(individuell oder populationsbezo-

Kriterium fiir ein dominantes (hoher Anteil)
oder marginales Allergen (geringer Anteil a.d.

gen) IgE-Bindung gegen samtliche Allergene einer
Allergenquelle)

Charakteristisches Allergen fiir eine
bestimmte Allergenquelle

Komplettes/inkomplettes Allergen

keine Sensibilisierung maoglich (inkomplettes
Allergen)

Langsschnittstudien eingesetzt, um die
Héufigkeit [8] und sequenzielle Entwick-
lung von Sensibilisierungen gegen defi-
nierte Allergiemolekiile (sog. ,molecular
spreading” bei Heranwachsenden) [9] bes-
ser zu verstehen.

Interpretation und
klinische Konsequenzen

Bei der Interpretation diagnostischer Re-

sultate gelten fir die Einzelallergene die

gleichen Regeln wie fiir die bisher tbliche

Extraktdiagnostik:

= Positives spezifisches IgE entspricht
einer erhohten Allergiebereitschaft

(Sensibilisierung/Kreuzreaktion).

= Der Befund ist nur bei zugehorigen
Symptomen klinisch relevant
= Negatives IgE schlieRt bei korrekter

Allergenauswahl eine allergische Sensi-

bilisierung/Kreuzreaktion weitgehend

aus, allerdings nur, wenn

- das Gesamt-IgE hoch genug ist

- das Allergen intakt, ausreichend
vorhanden u.

- die analytische Testempfindlichkeit
optimiert ist (fir viele einfache IgE-
Tests und manche Komponenten
oder Extrakte bei semiquantiativen
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Marker-Allergen (Definition), zum treffsiche-
ren Nachweis einer Sensibilisierung gegen eine
bestimmte Allergenquelle

Fahigkeit zur Sensibilisierung (komplettes
Allergen) oder

Beispiele

Feld 1 (>90% Sensiblisierungen bei Katzenallergikern)
Fel d 4 (< 25% Sensiblisierungen bei Katzenallergikern)

Bet v 1 (mehrals 90% der IgE-Bindung bezogen auf das
gesamte birkenpollenspezifische IgE)

Bet v 1 (bei Baumpollen-Sensibilisierung gegen Birken- u.
Buchengewachse)
Phl p 1 (bei Graserpollen-Sensibilisierung)

Fel d 1 (bei Katzensensibilisierung)

Bet v 1 (komplettes Allergen) als Ursache der Birkenpol-
len-Sensibilisierung mit hdufigen Kreuzreaktionen gegen
Kern- u. Steinobst, z. B. Apfel);

Mal d 1 (zu Bet v 1 kreuzreaktives Apfelallergen) ist nicht

inderLage zur primdren Sensibilisierung (da instabil u. der
Darm nicht erreicht wird)

oder Multiplex-Tests bisher nicht si-
chergestellt)
= Der betreuende Arzt (z.B. Allergologe)
interpretiert die Resultate anhand der
Vorgeschichte und ermittelt die klini-
sche Relevanz einer allergischen Sensi-
bilisierung/Kreuzreaktion, nicht der
Test.

Therapeutischer Einsatz
molekularer Allergene zur
Immuntherapie

Der potentielle Einsatz von definierten
Molekilen zur Allergen-Immuntherapie ist
bereits wiederholt in klinischen Entwick-
lungsprogrammen gepriift worden. Bisher
haben die getesteten Varianten (nicht-
modifizierte oder modifizierte, rekombi-
nant hergestellte Allergene, Allergenfrag-
mente oder -multimere, Allergenpeptide
oder adjuventierte Allergenmutanten)
(Ubersicht bei [10]) keinen Durchbruch in
der klinischen Anwendung erzielt. Eine po-
tentielle Marktzulassung fiir eines dieser
innovativen Produkte steht aktuell aus
und ist derzeit aus der Sicht des Autors in-
ternational noch nicht absehbar.

Fazit

Die Erkenntnisse der molekularen Allergo-

logie werden schrittweise unser Verstand-

nis hinsichtlich der verantwortlichen So-

forttyp (Typ I)-Allergene, ihrer klinischen

Bedeutung und ihres potentiellen Nutzen

erweitern. |hr diagnostischer Einsatz er-

laubt den empfindlicheren Nachweis und

die selektive Differenzierung von (insbe-

sondere multiplen) IgE-vermittelten Sensi-

bilisierungen durch

= Aufdecken unentdeckter Sensibilisie-
rungen gegen unterreprasentierte Ein-
zelallergene

= Erkennen von Risiko-assoziierten Aller-
genen mit erhohtem Gefdhrdungs-
potenzial

= Aufdecken von Kreuzallergien gegen
ubiquitdr vorkommende Molekiile so-
wie

= |dentifikation Familien- oder Spezies-
spezifischer, primdrer Sensibilisierun-
gen

Die Ergebnisse gestatten eine prazisere Di-
agnostik, z.B. bei der Auswahl geeigneter
Allergenquellen (z.B. Pollenextrakte) fir
die Allergen-Immuntherapie polysensibili-
sierter Patienten, fiir die gezielte Abkla-
rung von Nahrungsmittel- und Insekten-
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» Tab. 3 Testindikation fiir spezifische IgE-Bestimmung und diagnostische Vorteile bei Verwendung von Allergenmolekiilen (Auswahl von Sofort-
typ-Allergenen mit Herkunft und Kurzbeschreibung).

Test-Indikation

I Unterreprdsentier-
te bzw. fehlende
Allergene im Ex-
trakt

Il. Risiko-assoziierte
Allergene

. Indikatoren fiir
IgE-vermittelte
Kreuzreaktionen

IV. Marker-Allergene
als Hinweis auf
eine primdre Sen-
sibilisierung

* Allergenbezeichnungen gemaR offizieller [UIS-WHO Allergendatenbank (http://allergen.org/)

Kleine-Tebbe J. Molekulare Allergiediagnostik

Allergene™ (Art,
Proteinfamilie)

Alpha-GAL (Glykolipid-
CCD)*

Apim 10 (Icarapine)

Gly m 4 (PR10-Familie)

Tria 19 (Gliadine)

Ana o 3 (2S-Albumin)
Ara h 2 (2S-Albumin)
Cora 14 (2S-Albumin)
Jugr 1 (2S-Albumin)
Sesi1(2S-Albumin)

Bet v 2/Phl p 12 (Profi-
line)

Bet v 4/Phl p 7 (Polcal-
cine)

Bet v 7 (Cyclophiline)

Fel d 2 (Serumalbumi-
ne)

Amb a 1 (Pectatlyase)
Artv 1 (Defensine)
Betv 1 (PR-10-Familie)

Ole e 1 (Olive Gruppe 1)

Phl p 1 (Beta-Expansin)

Gad c 1 (Parvalbumine)

Pen a1 (Tropomyosine)

Allergenquelle

z.B. rotes Fleisch

Bienengift

Sojabohne

Weizen

Cashewkerne
Erdnuss
Haselnuss
Walnuss
Sesam

Birken-/Graserpol-
len

Birken-/Grdserpol-
len

Birkenpollen

Katze

Ambrosiapollen
BeifuRpollen

Birkenpollen

Olivenbaumpollen

Lieschgraspollen

Dorsch

Garnele
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Eigenschaften der Allergen-
molekiile

tierische kreuzreaktive Kohlen-
hydratdeterminante (CCD)

Major-Allergen mit geringem
Anteil am Bienengiftprotein

thermo- und saurelabiles Bet v
1-homologes Protein mit gerin-
gem Anteil am Gesamtprotein

Omega-5-GCliadin: schlecht
wasserlosliches und daher
schlecht extrahierbares Protein

hohe Stabilitdt und groRer An-
teil am Gesamtprotein; assozi-
iert mit anaphylaktischen Reak-
tionen bei primarer Nahrungs-
mittelallergie

Ubiquitdr vorkommende
Minorallergene (Panallergene)
in sdmtlichen Pollen und vielen
pflanzlichen Nahrungsmitteln

Ubiquitar vorkommende
Minorallergene (Panallergene,
Ca**-bindende Proteine) in
samtlichen Pollen

Ubiquitdr vorkommende vor-
kommende Minorallergene
(Panallergene) in allen Pollen,
Nahrungsmitteln, Schimmelpil-
zen u.v.a. Organismen

Ubiquitdr vorkommendes
Transportprotein; in Sdugetie-
ren hohe strukturelle Ahnlich-
keit

Major-Allergen in Ambrosia
Major-Allergen im Beifu

Major-Allergen in Buchen-
gewdchsen

Major-Allergen in Oliven- u.
ahnlich in Eschenpollen

Major-Allergen in Grdserpollen
(Pooidae)

Major-Allergen in samtlichen
Fischen

Major-Allergen in Krustentieren

Diagnostische
Vorteile gegen-
iiber der Aller-
genquelle

T Sensitivitdt

1 Spezifitdt

T Sensitivitdt u.
T Spezifitat

1 Spezifitat
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rekombinante Herstellung

eine Isoform
ohne CCD

N

Reagenzien:

A

rekombinante
Allergenkomponenten

eine Isoform
mit CCD

/

1 Komponente
A

@ Thieme

Aufreinigung

gemischte Isoformen
(+ CCD)

nattirliche
Allergenkomponenten
(evtl. Isoformen)

\
(>

2.B. Microarray: samtliche wgespikt“: Extrakt
zahlreiche verfligbare (_j plus 1 Komponente
N a 2 Komponenten
ausgewdhlte Komponenten - <D
Komponenten (statt Allergenextrakt)
N J
' '
Multiplex Singleplex-Methoden

(,Einzelbestimmungen®)

» Abb. 1 Auswahl und Nutzung von Allergenmolekiilen zur Diagnostik. a-d Varianten der Testsysteme zur IgE- Einzelbestimmung (Singleplex)
unter Verwendung von aufgereinigten oder rekombinant hergestellten Einzelallergenen (CCD: kreuzreaktive Kohlenhydratepitope). a Allergen-
molekiile werden einzeln als Reagenz zur spezifischen IgE-Bestimmung eingesetzt. b Ausgewdhlte Einzelallergene werden kombiniert als Reagenz
zur spezifischen IgE-Bestimmung verwendet (z. B. Kombination von wichtigen Markerallergenen wie etwa Phl p 1 und Phl p 5 oder Kreuzallergene
wie Phl p 7 und Phl p 12). ¢ Samtliche verfiigbaren Einzelkomponenten einer Allergenquelle konnten als Mix anstatt eines komplexen Allergen-
extraktes verwendet werden (*theoretisch méglich, aber bisher nicht umgesetzt, da aufwendig, teuer und Nutzen fraglich). d Einzelkomponenten
konnen Allergenextrakten zugesetzt werden (,spiken®), um die Testempfindlichkeit zu erhdhen (z.B. bei unterreprasentierten Allergenkompo-
nenten). Hiervon abzugrenzen ist der Einsatz von 100-200 Einzelallergenen zur IgE-Diagnostik in Multiplex-Verfahren (li. unten).

giftallergien und andere komplexe Kkli-
nische Fragestellungen. Bei molekularer
Allergiediagnostik sind Interpretation der
erzielten Resultate und die sich anschlie-
Rende Relevanzpriifung anspruchsvoll
und Aufgabe des behandelnden Arztes.

Fir die Pravention oder Therapie IgE-ver-
mittelter Reaktionen und Erkrankungen
stehen bisher keine zugelassenen, moleku-
lar definierten, rekombinant hergestellten
Allergenprdparate zur Verfiigung. Aktuelle
Entwicklungen verfolgen diverse Ansétze
mit dem Ziel, im Menschen anhaltende
Immuntoleranz gegeniiber molekular defi-
nierten Allergenen zu erzeugen.
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