ORIGINALARBEIT

Die allergische bronchopulmonale
Aspergillose (ABPA)

Zusammenfassung: Die allergische bronchopulmonale Asper-
gillose (ABPA) ist die hdufigste allergische bronchopulmonale
Mykose bei Menschen. Die Diagnose des komplexen Kranheits-
bildes basiert auf dem Nachweis definierter Kriterien. 5 klini-
sche Stadien der ABPA werden unterschieden. Der Nachweis
bzw. die Auspriagung der definierten Kriterien ist in den ver-
schiedenen klinischen Stadien unterschiedlich. Dies kann die
Diagnose der ABPA erschweren. Insbesondere ist die Unter-
scheidung der ABPA in der Remission (Stadium Il) vom allergi-
schen Asthma mit Aspergillus fumigatus Sensibilisierung
schwierig und kann ein wichtiges Problem sein. Die friihe Diag-
nose der ABPA in einem Stadium noch ohne persistierende Ver-
dnderungen der Bronchialwand und Destruktionen des Lungen-
parenchyms ist sehr wichtig, um die schweren Endstadien der
Erkrankung zu verhindern. Die bisher in der Diagnostik benutz-
ten, kommerziellen Allergenextrakte sind nicht optimal stan-
dardisiert, zeigen ,,batch to batch“-Variationen, was zu einem
Mangel an Reproduzierbarkeit der Untersuchungen fiihren
kann. Die Maglichkeiten und Grenzen der bisher durchgefiihr-
ten diagnostischen Verfahren zur Diagnose der ABPA werden
beschrieben. Die Produktion einer Anzahl rekombinanter Aller-
gene des Aspergillus fumigatus und ihre In-vivo- und In-vitro-
Evaluation bringt die frilhe und prazise Diagnose der ABPA ei-
nen wichtigen Schritt weiter. Die fiir die prazise Diagnostik
wichtigen rekombinanten Allergene sind jetzt fiir die Routine-
bestimmung im CAP-System erhdltlich.

Allergic Bronchopulmonary Aspergillosis (ABPA): ABPA is
the most common allergic bronchopulmonary mycosis in hu-
mans. The diagnosis of the complex disease is based on defined
criteria. Five clinical stages of ABPA were proposed. The extend
of the defined criteria varies in the different stages, thus mak-
ing diagnosis difficult. Particularly the discrimination of ABPA in
remission stage (stage Il) and allergic asthma with A - sensiti-
sation may be an important problem. Early diagnosis in stages
without persistant changes of bronchial wall and lung paren-
chyma is needed to prevent severe end stages of ABPA. The up
to now widely used commercial (crude) allergen extracts for in
vitro and in vivo diagnosis show batch to batch variation, insuf-
ficient standardization and lack of reproducibility. Potentials
and limitations of routine diagnostic procedures in ABPA are
described. The production of a panel of recombinant allergens
of A. fumigatus and their evaluation for in vivo and particularly
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in vitro use has brought an important step forward in the early
and precise diagnosis of ABPA. A panel of recombinant aller-
gens is now available for routine assay in CAP-System.

Einleitung

Aspergillus (A.) gehort zu den dltesten und am hdufigsten
vorkommenden Pilzspezies [1,2,3]. Diese Untergruppe der
Ascomyceten wurde namentlich erstmals 1792 von Micheli
beschrieben (aspergere = zerstreuen, ausstreuen) [4].

Die mehreren hundert verschiedenen Aspergillus-Spezies
kommen ubiquitdr vor, von der Arktis bis zu den Tropen [5, 6].
Sie sind in der Regel wenig pathogen. Nur wenige, unter ihnen
A. fumigatus, A. flavus, A. niger und A. terreus, konnen
Krankheiten bei Mensch und Tier verursachen. Der Nachweis
von Aspergillen im Sputum gesunder Menschen ist nichts
ungewohnliches [7]. Bei normaler Immunitdtslage des befal-
lenen Organismus werden die inhalierten Sporen durch
Alveolarmakrophagen und die mukozilidre Clearance elimi-
niert. Ganz anders ist die Situation bei immunsupprimierten
Menschen, bei Allergikern oder auch bei besonders intensiver
Exposition gegeniiber pathogenen Aspergillen. Dabei kénnen
Aspergillen ihre pathogene Wirkung entfalten und sehr unter-
schiedliche Krankheitsbilder hervorrufen.

Aspergillus-assoziierte Erkrankungen des Respirationstraktes

Die klinische Manifestation der Erkrankung ist abhdngig vom
Immunstatus des Wirtsorganismus, von bereits vorhandenen
Schddigungen der Lungenarchitektur oder Stérungen der
mukozilidren Clearance sowie der Intensitdt der Exposition.

Aspergillus-assoziierte Erkrankungen des Respirationstraktes
kénnen so unterteilt werden in invasive (Infektions-)Erkran-
kungen, allergische Erkrankungen und saprophytische Koloni-
sation (Tab.1).

Allergische bronchopulmonale Aspergillose (ABPA)

Definition und Hdufigkeit

Die ABPA ist die hdufigste bronchopulmonale Mykose bei
Menschen. Sie wird iiblicherweise durch Aspergillus fumiga-
tus (A. fumigatus), seltener auch von anderen Aspergillus-
Spezies verursacht [8].
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Tab.1 Aspergillus assoziierte Erkrankungen der oberen und unteren
Atemwege

Immunstatus

Invasive pulmonale Aspergillose
[84-90]

Chronische nekrotisierende Pneumonie nicht-immunsupprimiert
[91,92]

Invasive Aspergillus-Sinusitis [93]
Nicht-invasive Aspergillus-Sinusitis [93] nicht-immunsupprimiert
Aspergillom [94-99]

immunsupprimiert

immunsupprimiert

nicht-immunsupprimiert/
Kavernen

Allergische Rhinitis [100] nicht-immunsupprimiert/

Atopiker

Allergische Aspergillus-Sinusitis nicht immunsupprimiert/

[101-106] Atopiker/Nasenpolypen
Exogen Allergische Alveolitis (EAA) nicht-immunsupprimiert
[107-111]

Allergisches Asthma bronchiale
(IgE vermittelt) [91]

Allergische bronchopulmonale
Aspergillose (ABPA) [28,40,112-116]

nicht-immunsupprimiert/
Atopiker

Atopiker/CF/Bronchiektasen

Die ABPA wurde 1952 von Hinson et al. erstmals als Krank-
heitsentitit beschrieben [9] und in den folgenden Jahren
zundchst als selten erachtet [10]. Heute wird die ABPA durch
das zunehmende Verstdndnis der zugrundeliegenden Patho-
mechanismen und die verbesserten serologischen [11-16]
und radiologischen [17 -22] Untersuchungsmethoden besser
definiert und auch etwas hdufiger diagnostiziert [23]. Bei
Patienten mit Mukoviszidose wurde die ABPA erstmals 1965
beschrieben [24].

Bis heute stellt die ABPA jedoch ein klinisches Syndrom dar,
dessen Diagnose durch den Nachweis einzelner typischer
Kriterien, klinischer, labortechnischer und radiologischer Art
(siehe unten) gestellt werden muss. Dies kann in weniger
akuten Krankheitsstadien schwerfallen. Moderne Methoden
der Molekularbiologie mit der Mdglichkeit der Produktion
rekombinanter Allergene und ihre Anwendung in der Diag-
nostik der ABPA eréffnen uns hier neue Moglichkeiten [14-
16,25]. Wir werden in diesem Artikel spater genauer darauf
eingehen.

Aus Deutschland und Mitteleuropa liegen keine Angaben zur
Pravalenz der ABPA vor. Untersuchungen aus den USA ergaben
bei unausgewdhlten Asthmatikern eine Prdvalenz von 7 bis
14% [26]. Bei Patienten mit steroidpflichtigem Asthma und A.
fumigatus-Sensibilisierung soll nach englischen Angaben der
Anteil 15 bis 22 % betragen [27].

Eine weitere pradisponierte Gruppe neben den Asthmatikern
sind Patienten mit Mukoviszidose (cystische Fibrose = CF).
Hier wird die Privalenz unter den Patienten mit A. fumigatus-
Sensibilisierung mit bis zu 23% angegeben [28,29,30,31].

Die Diagnose der Erkrankung, die sich bereits im Kindesalter,
aber auch im Jugendlichen- oder Erwachsenenalter manifes-
tieren kann, wird hdufig erst Jahre nach Beginn der Erkran-
kung gestellt [32,33]. Insbesondere wegen des potentiell
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schweren, progredienten Verlaufes ist eine friihzeitige Diag-
nosestellung wichtig, da sie unbehandelt zu schwerer De-
struktion der Lunge fiihrt.

Pathomechanismen

Die Krankheitsentitdt ABPA ist das Resultat immunologischer
Entziindungsreaktionen im Bereich der Bronchien und dem
umgebenden Lungenparenchym.

Immunologisch aktiv sind im Bronchialbaum mehrerer Anti-
gene, die von A. fumigatus freigesetzt werden. Die Aspergillen
wachsen in mukdsen Pfropfen in den Atemwegen von Asth-
matikern und Mukoviszidose-Patienten, Mycelien wachsen
auch in der Schleimhaut.

Die immunologisch aktiven Substanzen, die vom Wirtsorga-
nismus produziert werden, umfassen IgE-, I1gG- und IgA-
Antikorper [34,35], die in die bronchiale Mukosa und ins
Bronchiallumen gelangen. Dieses Nebeneinander von Anti-
genen und den reaktiven Produkten des Wirtsorganismus in
den Bronchien und dem umgebenden Lungenparenchym
resultiert in zumindest zwei Typen einer allergischen Reak-
tion: Erstens die IgE-vermittelte Reaktion (Typ-I nach Coombs
und Gell) [36], die Mastzellen und zusatzlich eosinophilen
Leukozyten, T-Lymphozyten und Makrophagen involviert.
Diese werden durch Freisetzung von Mediatoren rekrutiert.
Weiter resultiert die toxische Reaktion von Antigen-Antikor-
perkomplexen mit Komplement (Typ-III nach Coombs und
Gell).

Diese beiden Typen der allergischen Reaktion laufen wohl
gleichzeitig ab [37]. Die immunologisch-entziindlichen Vor-
giange zerstoren das Bronchialepithel, die bronchiale Sub-
mukosa und das umliegende Lungenparenchym. Bei der
unbehandelten ABPA entsteht so die zentrale (proximale)
Bronchiektasie und die Fibrosierung des Lungenparenchyms
[37], aber auch bei vermeintlich addquater Behandlung
konnen irreversible Organschdden eintreten.

Das klinische Krankheitsbild

Die Diagnose der ABPA wird aus Anamnese, Kklinischen
Befunden, Hauttests, serologischen Untersuchungen und ra-
diologischen Verdanderungen gestellt.

Es hat sich bewdhrt, die diagnostischen Kriterien von Hen-
derson, Patterson und Greenberger zu verwenden. Diese sind
gegeniiber der Beschreibung von Safirstein et al. [38] und
Rosenberg et al. [39] modifiziert und etwas erweitert (Tab. 2).

Von Pddiatern werden die Kriterien nach Nelson et al. [40] fiir
die klinische Diagnose der ABPA bei CF hdufig verwendet. Sie
umfassen ,wheezing“, Lungeninfiltrate, positive Sputumkul-
tur auf A. fumigatus, Sofortreaktion im Hauttest auf A.
fumigatus, erhohtes Gesamt-IgE, spezifisches IgE und spezifi-
sches IgG gegen A. fumigatus und den Nachweis von Prazipi-
tinen gegen A. fumigatus. Fiir die Diagnosestellung sollten
sechs der sieben Kriterien nachweisbar sein.

Die Anzahl der positiven Kriterien und die Auspragung sind
abhdngig vom Stadium der Erkrankung. Hierdurch kann die
Diagnose erschwert sein und insbesondere die Abgrenzung
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Tab. 2 Kriterien der ABPA

Hauptkriterien

Asthma bronchiale/zystische Fibrose
akute/vorbeschriebene Lungeninfiltrate
Sofortreaktion im Hauttest auf A. fum.
erhdhtes Gesamt-IgE

Prazipitine gegen A. fum.
Bluteosinophilie

zentrale Bronchiektasen

O N U~ W N =

spezifisches IgE und spezifisches 1gG gegen A. fum.

Nebenkriterien

Aspergillus-Nachweis im Sputum
Expektoration von braunen Sputumpfrépfen
Spatreaktion im Hauttest auf A. fum.

Modifiziert nach Safirstein et al. [38], Rosenberg et al. und Patterson et al. [39]

vom allergischen Asthma bronchiale mit A. fumigatus-Sen-
sibilisierung Probleme bereiten. Das Gleiche gilt fiir die
Differentialdiagnose zwischen ABPA bei CF und CF mit A.
fumigatus-Sensibilisierung, insbesondere in der Phase der
Remission der ABPA.

Wir verwenden die klinische Stadieneinteilung nach Patterson
etal. [41].

Die Erstmanifestation der ABPA wird als Stadium I bezeichnet.
Bei zwei Drittel der Patienten sind akutes Auftreten von Symp-
tomen und schubartiger Verlauf typisch, bei einem weiteren
Drittel verlduft die Erkrankung in diesem Stadium subklinisch
und relativ asymptomatisch. Symptome der akuten Manifes-
tation sind die Zunahme der bronchialen Obstruktion, Fieber
tiber mindestens 3 Tage, purulentes Sputum, Thoraxschmer-
zen und zdhes braunlich verfarbtes Sputum [39,40]. Himo-
ptysen, Pleuritis sicca, Pleuraergiisse und Pneumothorax sind
selten [43].

Stadien
diagnostische Kriterien ABPA-S | Il I}
akut Remission Exazerbation
1. Asthma + + + +
2. réntgenolog. Infiltrate/ + + + +
Abnormalitdten
3. kutane Sofortreaktion + + + +
auf Aspergillus fumigatus
4. hohes total-Serum IgE ++ t++ 1 +++
5. Prazipitine auf A. f. + + + +
6. periphere Bluteosino- + + - +
philie
7. proximale Bronchiek- - + + +
tasie
8. erh6htes Serum + + + +

IgE A. f. und IgG A. f.
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Stadium II der Erkrankung ist die Remission. Sie ist gekenn-
zeichnet durch einen Riickgang des wdhrend Stadium I stark
erhohten Gesamt-IgE und des spezifischen IgG gegen A.
fumigatus [44], durch Symptomregredienz und Riickbildung
der fliichtigen radiologischen Verdnderungen [19].

Die Exazerbation der ABPA wird als Stadium III bezeichnet.
Dieses Stadium ist durch die Anamnese von Stadim I zu
differenzieren. Exazerbationen kénnen auch nach Jahren der
Remission unvermittelt auftreten [45].

Patterson et al. definieren Stadium IV als kortikoidpflichtiges
Asthma [26,46]. Heute, das viele frither systemisch-steroid-
pflichtige Asthmatiker unter hochdosierter Medikation mit
modernen inhalativen Steroiden ohne systemische Steroide
auskommen, ist diese Definition eines ABPA-Stadiums kritisch
zu sehen, evtl. auch irrefiithrend.

Das Endstadium der ABPA kann Stadium V, die Fibrose
darstellen [47]. Pulmonale Insuffizienz und Cor pulmonale
fithren zu schwerstem Krankheitsverlauf und schlieRlich zum
Exitus letalis.

In den letzten Jahren wurde mit dem Begriff der ,seroposi-
tiven ABPA“ (ABPA-S) ein weiteres Stadium eingefiihrt [48].
Bei diesem Stadium ist die zentrale Bronchiektasie noch nicht
nachweisbar (HR-CT-Untersuchung). Alle diagnostischen
Moglichkeiten sollten heute deswegen genutzt werden, um
insbesondere dieses frithe Stadium zu erkennen und durch
konsequente Therapie eine Progredienz aufzuhalten (Tab. 3).

Radiologie der ABPA

Die radiologischen Verdnderungen der ABPA kdnnen in akute
(fliichtige) und bleibende Verdnderungen eingeteilt werden.
Akute Verdnderungen sind z.B. fliichtige Lungeninfiltrate
und/oder homogene Konsolidierungen [19,20].

Gloved-finger shadows (Fingerhandschuh-Schatten) sind Dar-
stellungen erweiterter und mit Sekret gefiillter Bronchien.

Tab. 3 Diagnostische Kriterien der ABPA in
den Stadien der Erkrankung

\% Vv
kortikoid- Fibrose
pflichtiges
Asthma

+
+ +
+ +
+ +
+ +
+ -
+ +
+ +

Dieses Dokument wurde zum personlichen Gebrauch heruntergeladen. Vervielfaltigung nur mit Zustimmung des Verlages.



378 Pneumologie 2000; 54

Tooth-paste shadows (Zahnpasta-Schatten) sind 2 bis 3 cm
lange Darstellungen von gering erweiterten Bronchien mit
Sekretfiillung. Beide Verdnderungen sind Manifestationen von
mucoid-impaction, die nach Hustenattacken und/oder Be-
handlung mit systemischen Steroiden verschwinden kénnen.

Weitere typische Veranderungen sind perihildre Infiltrate, der
Adenopathie nicht undhnlich, wdhrend Pleuraergiisse und
Pneumothorax sehr selten gesehen werden [43,49].

Eine bleibende Verdnderung sehr typischer Art ist die zentrale
(proximale) Bronchiektasie. Auf der konventionellen Thorax-
tibersichtsaufnahme kénnen dabei proximale tubuldre Schat-
ten oder Ringschatten gesehen werden, in der Computer-
tomographie Siegelringzeichen oder das Perlschnurphdnomen
(Abb.1). Die zentrale Bronchiektasie gilt als pathognomonisch
fiir die ABPA. Sie bevorzugt die mittleren und besonders die
oberen Etagen der Lungen [19,50]. Eine unauffallige konven-
tionelle Rontgenaufnahme schlieRt das Vorhandensein von
bronchialdeformierenden Prozessen nicht sicher aus. Die
radiologische Untersuchungsmethode mit der héchsten Nach-
weisquote ist die High-resolution-Computertomographie
(HR-CT), die auch gegeniiber der konventionellen Computer-
tomographie Vorteile aufweist [17] (Tab. 4).

Abb.1 Projektionsabhiangige Darstellung zentraler Bronchiektasie
bei ABPA.

Allergologische In-vivo- und In-vitro-Diagnostik

Hauttests sind etablierte diagnostische Screeningverfahren.
IgE-vermittelte allergische Sofortreaktionen [51] werden so-
wohl bei einem Asthma mit A. fumigatus-Sensibilisierung wie
auch bei der ABPA beobachtet. Eine kutane Spatreaktion ist
jedoch bei der ABPA hdufiger zu sehen.

Wie die serologischen Untersuchungsmethoden sind Prick-
und Intrakutantestung stark abhdngig von Standardisierung
und Konstanz der verwendeten Allergenextrakte [52], was
besonders bei Schimmelpilzextrakten bekannterweise ein
Problem sein kann (siehe unten). Wird klinisch und radio-
logisch eine ABPA vermutet, aber Hauttest und auch Serologie
sind negativ, muss an die Maoglichkeit einer durch einen
anderen Pilz als A. fumigatus verursachten allergischen bron-
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Tab.4 Radiologie der ABPA[19,55,79]

Akute (fliichtige) Verdnderungen
Infiltrate

homogene Konsolidierungen
tram-line shadows

toothpaste shadows

gloved finger shadows

perhildre Infiltrate

Pneumothorax (selten)
Pleuraerguss (selten)

Bleibende Verdanderungen
proximale (zentrale) Bronchiektasen
lokales Emphysem
Lungenschrumpfung

Fibrose

chopulmonalen Mykose (ABPM) gedacht werden [53-58].
Die Diagnosestellung kann hierbei aufgrund der groRen Zahl
der infrage kommenden Allergene und dem Fehlen standardi-
sierter Allergene erhebliche Probleme bereiten.

Aktueller Stand der serologischen Routinediagnostik

Das Prinzip der In-vitro-Immundiagnostik basiert allgemein
auf dem Nachweis zirkulierender Antikérper gegen spezifi-
sche Antigene/Allergene. Der positive Nachweis und die
Konzentration verschiedener Immunglobulin-Isotypen spie-
geln die immunologische Antwort des Patienten gegeniiber
der Exposition wider. Fiir eine zuverldssige und reproduzier-
bare serologische Diagnostik sind standardisierte Allergene
erforderlich [59,60].

Die Herstellung standardisierter Allergenextrakte von A.
fumigatus aus natiirlichen Quellen wird durch eine Vielzahl
verschiedener Probleme erschwert.

Ein wichtiger Grund hierfiir ist die zeitabhdngige Expression
verschiedener Proteine wihrend des Pilzwachstums [61]. Eine
weitere Komplikation stellt die rapide Anderung IgE-binden-
der Komponenten wihrend der Fermentation dar [62].

A. fumigatus produziert mehr als 70 verschiedene Allergene
[63-65]. Die Optimierung der Wachstumsbedingungen fiir
die Produktion einer groRen Zahl von Proteinen ist also nur
schwer méglich. Immunoblotts mit Seren von Patienten, die
an unterschiedlichen A. fumigatus-assoziierten Erkrankungen
litten, zeigten, dass die Patienten sehr unterschiedliche Kon-
stellationen ,erkannten“ (Immunopattern) [13,66]. Auch pro-
duziert A. fumigatus zwei bis drei verschiedene Proteasen in
einer pH-Bandbreite von 2 bis 10. Diese sind aktiv in den
Extrakten. Deshalb sind sogar moglicherweise weitgehend
standardisierte Extrakte iiber eine ldngere Zeit sicherlich
nicht stabil, was mit dem Gehalt an proteolytischen Enzymen
zusammenhdngt. Neben diesen Problemen werden Qualitdt
und Stabilitdt von Extrakten auch noch durch weitere Fakto-
ren beeinflusst (Tab. 5).
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Die in der klinischen Routinediagnostik bisher genutzten,
kommerziell erhiltlichen A. fumigatus-Gesamtextrakte sind
in der In-vivo- und In-vitro-Diagnostik aus genannten Griin-
den nur begrenzt zuverldssig. Fiir die meisten Untersucher
aber gibt es z.Z. noch keine echte Alternative [67]. Aufgrund
der dargestellten Komplexizitdt und Variabilitdt von Schim-
melpilzallergenen im allgemeinen und A. fumigatus-Allerge-
nen im besonderen ist die Standardisierung solcher Praparate
eine aufBerordentlich anspruchsvolle und verantwortungs-
volle Aufgabe. Die Losung fordert von den Herstellern kom-
merzieller Extrakte intensive Forschungs- und Entwicklungs-
arbeiten. Die Produktion relevanter rekombinater Allergene
wird dabei in der Zukunft eine wichtige Rolle spielen.

Tab.5 Einflisse auf Qualitdt und Standardisierung von Allergen-
extrakten

Faktor

Unterschiede zwischen Isolaten
Kulturmedium

Batch to batch Variationen
zeitabhdngige Genexpression
Wachstumszeit und Erntezeitpunkt
biochemische Aufarbeitungsmethoden
Proteasengehalt
Aufbewahrungsbedingungen

Erst dann werden unterschiedliche Laborverfahren besser
miteinander korrelieren und somit als gesicherte und repro-
duzierbare Kriterien fiir die Diagnostik gelten kénnen.

Derzeit sollte in Fédllen mit begriindetem Zweifel an der
Richtigkeit der Diagnose mit kommerziellen Extrakten ein
Referenzlabor zu Rate gezogen werden, das mit biochemisch
hochgereinigten Substanzen arbeiten kann oder noch besser
das in der Lage ist, rekombinante Allergene zu verwenden
(Tab.6).

Die Produktion biochemisch gereinigter Substanzen als Pilz-
kulturen wird insbesondere durch die sehr geringe Menge an
hergestelltem Allergen limitiert. Einige Allergene werden von
Pilzen nur in sehr geringen Mengen produziert und sind nur
im Immunoblott nachweisbar.

Dariiber hinaus kénnen selbst solche biochemisch hochgerei-
nigten Substanzen mit IgE-bindenden Komponenten konta-
miniert sein, was z.B. bei dem A. fumigatus-Allergen 1
(rAspf1) [68] demonstriert werden konnte [69]. Obwohl
einige hochgereinigte Allergene und Allergenfraktionen von
A. fumigatus beschrieben worden sind [70-72] und auch
gezeigt werden konnte, dass sie in der Diagnostik A. fumiga-
tus-assoziierter Erkrankungen brauchbar sein kénnen, sind
sie fiir die allgemeine Routinediagnostik nicht erhdltlich.

Die derzeit meist verwendete serologische Routinediagnostik
ist in Tab.7 zusammengefasst. Es sei an dieser Stelle darauf
hingewiesen, dass negative A. fumigatus-Prdzipitine unter
einer systemischen Steroidtherapie der ABPA vorkommen
konnen. Sehr typisch fiir die ABPA ist der Abfall des Gesamt-
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Tab. 6 Forderungen an Hersteller von Schimmelpilzextrakten

Sicherung der maximalen Identitdt des Rohmaterials
Etablierung standardisierter Herstellungsverfahren

Identifizierung der allergenen Komponenten (im Extrakt), die das
Sensibilisierungsspektrum von Patienten abdecken

Verwendung rekombinanter Allergene als Referenzstandard, besser
noch in der direkten Diagnostik

Tab. 7 Routinediagnostik-Interpretation

Befund (Labor, Radiologie, Klinik) diagnostischer Wert

Asthma/CF ABPA mdglich
Eosinophilie ABPA mdglich
fliichtige pulmonale Infiltrate ABPA moglich

zentrale Bronchiektasie ABPA fast sicher

Serologie diagnostischer Score

der kompletten Serologie

1. Prézipitine gegen A. fumigatus pos. 4 Tests positiv = Diagnose
sicher

2. A. fum.-IgE-Antikorper > 2fach-
Asthmakontrolle’

3. A. fum.-IlgG-Antikérper > 2fach-
Asthmakontrolle'

4. Gesamt-Serum-IgE > 1000

3 Tests positiv = Diagnose
sehr wahrscheinlich

2 Tests positiv = Diagnose
moglich

Asthmakontrolle': Asthmatiker sensibilisiert auf A. fumigatus [48]

IgE um 50 bis 75% nach einer hochdosierten Steroidtherapie.
Sind alle vier Tests, die in Tab. 6 aufgefiihrt sind, positiv, kann
die Diagnose als sicher wahrgenommen werden, sind drei der
vier Tests positiv, ist die Diagnose sehr wahrscheinlich; bei
zwei positiven Tests ist die Diagnose moglich [48].

Die Verwendung rekombinanter A. fumigatus-Allergene
fiir die Diagnostik der ABPA

Unserer Arbeitsgruppe gelang es zuerst, das A. fumigatus-
Hauptallergen 1 (r Aspf 1) zu sequenzieren und zu klonen und
sowohl in vitro als auch in vivo zu priifen [15]. r Aspf1 ist ein
Protein aus der Familie der Ribotoxine mit einem Molekular-
gewicht von 18 kD. Es zeigt zytotoxische Eigenschaften und
ist einer der potentesten und spezifischsten Inhibitoren der
eukaryotischen Translation. Es fiihrt zu einer enzymatischen
Spaltung der 28 rRNA und damit zur irreversiblen Inaktivie-
rung der Ribosomen in der Zelle. Das klonierte r Aspf 1-Gen
wird von E. coli mit einer Ausbeute von 15 g reinem Protein
auf 1001 Fermentationsmedium produziert und ist damit in
praktisch unbegrenzter Menge verfiigbar.

Das Protein wurde bei allergischen Asthmatikern mit A.
fumigatus-Sensibilisierung [15], Patienten mit Mukoviszidose
[25] und Patienten mit atopischer Dermatitis [73] auf seine
diagnostische Aussagefdhigkeit untersucht. Fiir Patienten mit
allergischem Asthma und A. fumigatus-Sensibilisierung, Pa-
tienten mit ABPA, Patienten mit Mukoviszidose und A.
fumigatus-Sensibilisierung ist r Aspf 1 ein Hauptallergen.
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Im Gegensatz dazu zeigen Patienten mit atopischer Dermati-
tis (ohne Lungenerkrankung) keine Sensibilisierung gegen
rAspf1 [73]. Mit Hilfe der spezifischen Serologie unter
Verwendung des rekombinanten Hauptallergens rAspf1
konnte bei CF-Patienten eine gute Ubereinstimmung gezeigt
werden. Das spezifische IgE gegen rAspf1 war bei CF mit
ABPA 10 x hoher als bei CF mit A. fumigatus-Sensibilisierung
oder CF-Kontrollen. Fiir spezifisches IgG 1 war das Verhaltnis
5:1,flirlgG44:1[25].

Ohne Kenntnis der klinischen Daten konnten mit dieser
spezifischen Serologie in der Untersuchung alle ABPA-Patien-
ten richtig identifiziert werden.

Die Identifizierung eines Allergens und der Immunantwort
gegen dieses ermoglicht, wie bei der Komplexizitdt der Krank-
heitsbilder schon vermutet, nicht die Diagnose aller A.
fumigatus-sensibilisierten Individuen [15]. Auch die Differen-
zierung zwischen ABPA und allergischem A. fumigatus-asso-
ziierten Asthma alleine mit diesem Hauptallergen ist nicht
sicher moglich, da r Aspf 1 sowohl von allergischen Asthmati-
kern als auch Patienten mit ABPA ,erkannt* wird. Fiir eine
zuverldssige Diagnosestellung ist also eine reprdsentative
Anzahl weiterer relevanter Allergene erforderlich.

Aus fritheren Untersuchungen ist bekannt, dass sowohl ABPA-
Patienten als auch entsprechend sensibilisierte Allergiker etwa
30 IgE-bindende Komponenten im Extrakt ,erkennen*[13].

Kiirzlich konnten Crameri u. Mitarb. 73 verschiedene IgE-
bindende Klone als das Allergenrepertoir von A. fumigatus
identifizieren [64].

Die Entwicklung eines neuen Klonierungssystems (pJuFo)
(Crameri et al.) fiihrte zu einer schnelleren Isolierung und
Charakterisierung von A. fumigatus-Allergenen. Vier dieser
Allergene wurden immobilisiert und auf ihren routinemafi-
gen Einsatz im Immuno-CAP-System untersucht. Unsere
angefiihrten Untersuchungen haben gezeigt, dass rekombi-
nante Allergene fiir die In-vitro und In-vivo Diagnostik
allergischer Erkrankungen geeignet sind. Die exakte Uberein-
stimmung zwischen Hauttestergebnissen und Serologie [74]
zeigt die Moglichkeiten und das Potential rekombinanter
Allergene in der Diagnostik allergischer Erkrankungen.
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Welche A. fumigatus-Allergene sind fiir die Diagnose
und Differentialdiagnose der ABPA von entscheidender
Bedeutung?

Wie oben bereits angefiihrt, liel3 die Verwendung von r Aspf 1
alleine eine sichere Unterscheidung zwischen ABPA und A.
fumigatus-Sensibilisierung (z.B. bei Asthma) nicht zu, da
Seren von ABPA-Patienten und auch nicht ABPA-Patienten
IgE-Antikorper gegen Aspf 1 enthalten konnen [15].

Nachdem die gentechnische Produktion weiterer A. fumiga-
tus-Allergene gelungen war, dehnten wir die In-vivo- und In-
vitro-Untersuchungen zundchst auf r Aspf3 aus [75]. r Aspf3
ein 18,5 kD peroxisomales Protein ist ein Major-Allergen von
A. fumigatus. 84% der Asthmapatienten mit A. fumigatus-
Sensibilisierung zeigten eine positive Prick-Test-Reaktion. Die
in vivo-Testung und die In-vitro-Untersuchung mit Immuno-
CAP zeigten eine 100%ige Korrelation. Es gab keine falsch-
positiven oder falschnegativen Resultate.

Eine Diskriminierung von ABPA und A. fumigatus-sensibili-
sierten Allergikern ist jedoch wie schon mit rAspf1 auch
mittels r Aspf 3 nicht moglich [76] (Abb. 2).

rAspf4 und rAspf 6 ermdéglichen die Differentialdiagnose
von ABPA mit einer Spezifitdt von 100% und einer Sensitivitt
von (iber 90% [76,77]

Im Unterschied zu den oben erwdhnten Untersuchungen mit
rAspf1 und rAspf3 zeigten die serologischen Tests unter
Benutzung von rAspf4, einem 34 kD-Protein unbekannter
biologischer Funktion und Verwendung von rAspf6, der
Mangan-Superoxiddismutase, eine klare Trennung zwischen
den Patientengruppen. Spezifisches Serum IgE gegen beide
Allergene konnte nur bei den ABPA-Patienten nachgewiesen
werden [76,77] (Abb. 3).

So ist die Diagnose der ABPA allein durch diese spezifische
serologische Untersuchung auch in der Remissionsphase der
Erkrankung moglich!

Bei Mukoviszidose, wo eine Unterscheidung zwischen ABPA
und A. fumigatus-Sensibilisierung (ohne ABPA) besonders
schwierig und besonders bedeutsam ist, reichen die Allergene
rAspf4 und r Aspf6 aus, um eine serologische Diagnose mit
nahezu 100 %iger Sensitivitdt zu stellen [78].
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Abb. 2 Spezifische IgE-Antikorper gegen
rAspf1 (A) und rAspf3 (B) in Seren von 20
gesunden Kontrollindividuen (Controls), 40
A. fumigatus-sensibilisierten Asthmatikern
8 ohne ABPA und 60 A. fumigatus-sensibili-
sierten mit ABPA. Die IgE-Bindung gegentiber
_@_ dem Allergen wurde mit einem antigen-
@ spezifischen ELISA bestimmt und verglichen
mit der IgE-Bindung eines Referenzserums,
@0 das auf 100 EU/ml eingestellt ist. Die Mittel-

ABPA  Sensitised

Control ABPA

werte sind mit Linien dargestellt. Die ge-
strichelte Fldche reprasentiert den cut-off-
Wert, der durch Hauttests ermittelt wurde.

Sensitised  Control
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Abb. 3 Spezifische IgE-Antikérper gegen
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rAspf6 (A) und r Aspf4 (B) in Seren von
gesunden Kontrollindividuen und A. fumiga-
tus-sensibilisierten Asthmatikern mit oder
ohne ABPA. Weitere Erkldrungen unter

Abb. 2. Die Daten zeigen, dass diese beiden
Allergene hochspezifisch sind fiir Seren von
Patienten mit ABPA. Von den 60 Patienten
mit ABPA zeigten 48 (80%) eine IgE-Antwort
gegeniiber r Aspf4, 33 (55%) gegenliber

ABPA

Control

Sensitised ABPA

Die beschriebenen Aspergillus-Allergene gehdren zwei ver-
schiedenen Gruppen an: Sekretierten und zytoplasmatischen
Proteinen. Wihrend die sekretierten Allergene (z.B. r Aspf1
und rAspf3) sowohl von IgE-Antikérpern A. fumigatus-sen-
sibilisierter Individuen mit ABPA als auch ohne ABPA erkannt
werden, werden die nicht-sekretierten Allergene ausschlie3-
lich von IgE von ABPA-Patienten gebunden [77].

So ist zum Beispiel r Aspf 6 (Mangansuperoxiddismutase) ein
strikt intrazelludres Protein, wie auch r Aspf4. Beide Proteine
werden vom Schimmelpilz nicht sekretiert und wirken so
nicht als Aero-Allergen, was die negativen Resultate bei den
A. fumigatus-sensibilisierten Asthmatikern erkldrt. Bei den
ABPA-Patienten kommt es jedoch zum Wachstum des Pilzes
in den Bronchien und der Lunge [79,80]. Die zelluldre
Immunabwehr des Wirtsorganismus fiithrt dann zur Zersto-
rung der Pilzstrukturen und damit zur Exposition gegeniiber
nicht sekretierten Antigenen/Allergenen [77,78].

Die rekombinanten Aspergillus-Allergene 1, 2, 3, 4 und 6 sind
jetzt im Jahre 2000 kommerziell im CAP-RAST-FEIA-System
(Fa. Pharmacia) erhdltlich.

Therapie der ABPA

Die beschriebene Stadieneinteilung hilft bei der Therapiepla-
nung. Kortikosteroide (Prednison/Methylprednisolon) sind
Mittel der Wahl in der Behandlung akuter Lungeninfiltrate in
Stadium I (akute Erstmanifestation) und Stadium III (Exazer-
bation) und in Stadium IV (kortikoidpflichtiges Asthma). Eine
Dosis von 0,5 mg/kg/Tag wird allgemein initial iber 2 Wochen
empfohlen [81].

Bei den meisten Patienten wird damit eine Remission einge-
leitet, die Infiltrate verschwinden, die klinischen Symptome
sind unter Kontrolle und das Gesamt-IgE beginnt drastisch zu
fallen [44]. Gewohnlich sind 2 bis 4 Wochen einer taglichen
Steroidtherapie in angepasster Dosierung zwischen 0,25 mg/
kg/Tag und 0,5 mg/kg/Tag ausreichend. Neu diagnostizierte
Fille in Stadium IV und besonders Stadium V kénnen jedoch
initial hohere Dosierungen erforderlich machen.

Falls eine addquat durchgefiihrte Steroidtherapie nicht inner-
halb von 4 bis 6 Wochen zum Riickgang der Lungeninfiltrate
bzw. anderer fliichtiger Lungenverdnderungen und Besserung
der klinischen Symptomatik fiihrt, muss zum einen an eine
mangelhafte Compliance seitens des Patienten, zum anderen

rAspf6 und 54 (90%) erkannten wenigstens
eines der beiden Allergene. Damit erreicht
die Sensitivitat fir die Diagnose der ABPA
90% und die Spezifitat 100 %.

Control

Sensitised

an eine die ABPA komplizierende zusdtzliche Lungenerkran-
kung gedacht werden.

Im Stadium V konnen Infiltrate nicht selten Zeichen einer
bakteriellen Pneumonie sein und erfordern neben der Steroid-
therapie eine Antibiose.

Ein komplettes Programm zur optimalen Sekretdrainage ist
bei allen ABPA-Patienten mit Bronchiektasie genau wie bei
anderen Krankheitsbildern mit Bronchiektasie erforderlich.

Rontgenologische Kontrollen sind nach Therapieeinleitung
zumindest nach 2 und 4 Wochen notwendig. Falls keine
ausreichende Riickbildung der fliichtigen réntgenologischen
Veranderungen zu verzeichnen ist, muss die Kortikosteroid-
dosis erhoht werden. Wie das Gesamt-IgE fallt auch das
spezifische IgG-A. fumigatus bei einer erfolgreichen Remis-
sionsinduktion deutlich ab.

Wenn dieser Abfall ausbleibt, muss eine aktuell starke Besied-
lung mit A. fumigatus angenommen werden. Wir haben in
diesen seltenen Fallen dann mit einer Therapie mit Itracona-
zol 200mg 2 x tgl. iiber mehrere Wochen zusdtzlich zur
Steroidtherapie Erfolg gehabt. Kontrollierte Untersuchungen
iiber den Einsatz von Itraconazol oder auch anderen Myko-
statika fehlen jedoch noch [81]. Die systemische Steroid-
therapie kann bis auf die Fille in Stadium IV (und V) meist
innerhalb von 2 bis 3 Monaten ausgeschlichen werden.

Kontrollen des Gesamt-IgE, des spezifischen IgG und auch der
Eosinophilen sind als Marker in dieser Reduktions- und Aus-
schleichphase niitzlich. Sie sind ebenfalls wertvoll in der
Uberwachung der Remissionsphase [82].

Exazerbationen konnen sich im Ansteigen der immunologi-
schen Marker deutlich vor klinischen und radiologischen
Verdanderungen ankiindigen [82,83].

Die Zukunft wird zeigen, ob eine bessere Uberwachung der
asymptomatischen Patienten mittels ,,immunologischem Fin-
gerabdruckes” (Immunoprint) moglich sein wird (Verwen-
dung der ,rekombinanten Serologie*).

Die Frithdiagnostik der ABPA, moglichst in Phasen noch ohne
bleibende Verdnderungen von Bronchialsystem und Lungen-
parenchym, die addquate und konsequente Therapieeinlei-
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