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Meiner Familie

« ...So weit gekommen und so viel gesehen

So viel passiert das wir nicht verstehen

Berge erklommen um hier heut zu stehen
Meere durchschwommen um Krieg zu entgehen
Grenzen passiert, marschiert unter Trénen
Doch ich fand hier meine Identitét

Alles verloren in der Nacht als wir flohen

Und mich dann hier gefunden als einer von 80 Millionen... «
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1. Einleitung

1.1  Allergie

1.1.1 Definition und Klassifikation

Das Wort Allergie setzt sich aus den altgriechischen Wortern allos (wird mit ,,fremd* oder
»anders® tibersetzt) sowie aus érgon, (,,Werk® oder ,,Reaktion®), zusammen. Die wortwortliche
Ubersetzung fiir Allergie ergibt daher den Begriff , Fremdreaktion® [72]. Im medizinischen
Kontext taucht eine Definition von Allergie erst im Jahr 1906 im Rahmen der Minchner
Medizinischen Wochenschrift in einem Artikel des Wiener Padiaters Clemens von Pirquet als
eine ,spezifisch verdnderte Reaktionsfahigkeit das Organismus® auf. Heutzutage wird der
Begriff Allergie als eine immunologische Hypersensitivitdt auf bestimmte, normalerweise
harmlose korperfremde Umweltstoffe, auch Allergene genannt, definiert. Allergie ist daher keine
eigenstandige Erkrankung, sondern vielmehr ein Mechanismus zur Entstehung von vielen
verschiedenen Erkrankungen mit unterschiedlichen Pathomechanismen [10].

Unter Beriicksichtigung dieser unterschiedlichen Pathomechanismen, der jeweiligen typischen
Klinik sowie dem zeitlichem Verlauf der verschiedenen allergischen Reaktionen, entwickelte
1963 der britische Tierarzt und Immunologe Robert Royston Amos Coombs zusammen mit
seinem Landsmann, dem Pathologen und Immunologen Philip George Houthem Gell, eine bis
heute gultige Einteilung von pathologischen allergischen Reaktionen, die sog. ,,Coombs and
Gell-Klassifikation (Tabelle 1) [67].

Tabelle 1 Klassifikation von Allergien (nach Coombs und Gell)

Type | Name Immunmechanismus | Erkrankungen (Bsp.)
I Soforttyp, anaphylaktischer Typ IgE-Antikorper Atopischer Formenkreis
Anaphylaxie
] Zytotoxischer, Antikorper- IgM- oder IgG- Autoimmune hdmoly-
vermittelter Typ Antikorper gegen tische Andmie

Zelloberflachen- oder
Matrix-Antigene

I Immunkomplex-Typ Immunkomplexe von | Serumkrankheit

4




1. Einleitung
zirkulierenden Arthus-Reaktion
Antigenen mit IgM-
oder IgG-Antikorpern
v Spattyp, verzogerter zellvermittelter | T-Lymphozyten Kontaktallergie
Typ granulomattse Reaktion

Im Folgenden werden die einzelnen Allergie- bzw. Uberempfindlichkeitstypen genauer erlautert.

Aufgrund der Thematik dieser Dissertation wird ein besonderer Schwerpunkt auf den Soforttyp

(Typ 1) gelegt.

Typ |: Die Soforttypreaktion

Die Typ-1-Uberempfindlichkeitsreaktion teilt sich in zwei Phasen auf.

1. Sensibilisierungsphase

Voraussetzung einer Typ-1-Allergie ist ein vorausgegangener, in der Regel
symptomloser Erstkontakt mit einem spezifischen Allergen. Im Rahmen dieses Kontaktes
kommt es nach Prozessierung des Allergens durch antigenprasentierende Zellen (APC)
wie z. B. dendritischen Zellen und Préasentation Uber den Major Histocompatibility
Complex-11 (MHCII) zur Aktivierung antigenspezifischer CD4+ T-Helferzellen des Typs
2 (Tu2-Zellen). Diese wiederum aktivieren B-Zellen und fuhren Gber die Produktion von
IL-4 zu einem Klassenwechsel der allergenspezifischen Immunglobuline (Ig) zu IgE. Die
Immunglobuline der Klasse E binden daraufhin im Gewebe uber ihren hochaffinen Fc-
Rezeptor an gewebsstandige Mastzellen und basophile Granulozyten und werden so zu
zellstandigen Antikdrpern (vgl. Abb. 1) [1; 77].




1.

Einleitung

Allergen 1. Kontakt

Koérperbarriere
z.B. Haut

6. IgE binde an Fc
Rezeptor von
gewebsstandigen

Mastzellen
Mastzelle W

3. Antigen — — — ~
| inTy2-Zelle
Présent;tibﬁan I IH\

naive J<Helferzelle

5. *ktivierung von
|B-Zelle und
Produktion vonIgE

IgE

Abb. 1: Pathomechanismus der Typ 1 Uberempfindlichkeitsreaktion — Sensibilisierungsphase
Beim Allergen-Erstkontakt wird das Allergen ber APC prozessiert und im Lymphknoten naiven T-
Helferzellen prasentiert. Diese werden hierdurch aktiviert werden und regen ihrerseits wiederum B-Zellen zur
Produktion von allergenspezifischen IgE-Antikérpern an. Die IgE Rezeptoren binden im Anschluss an
gewebsstandige myeloische Zellen wie Mastzellen und basophile Granulozyten.

2. Effektorphase
Wie der Name schon sagt, zeigt sich die Soforttypreaktion bereits wenige Minuten nach

der zweiten Allergenexposition. Hierbei kommt es durch eine allergenbedingte
Quervernetzung von IgE-Molekilen auf der Oberflache von Mastzellen oder basophilen
Granulozyten zur deren Aktivierung mit nachfolgender Degranulation dieser Zellen. Dies
fuhrt zur Freisetzung vieler verschiedener Botenstoffe — etwa: Histamin, Leukotrienen,
Prostaglandine, weitere Entzindungsmediatoren — in das umgebende Gewebe. Dies
wiederum fuhrt zu Vasodilatation, erhéhter GefélRpermeabilitdt, Mucussekretion und
Kontraktion von glatter Muskulatur. Je nach Stérke der Reaktion kann es sich um eine
rein lokale Reaktion wie bei Rhinitis oder eine systemische Reaktion im Sinne einer

Anaphylaxie bis zum Kreislaufstilstand handeln [1] .
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Allergen 2. Kontakt
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Abb. 2: Pathomechanismus der Typ 1 Uberempfindlichkeitsreaktion — Effektorphase
Die Bindung des Allergens an die antigenbindende Region der zellgebundenen (Mastzelle oder basophiler
Granulozyt) IgE-Antikorper fiihrt zu einer Quervernetzung dieser Antikdrper. Dies triggert die
Degranulation dieser Zellen mit Freisetzung von verschiedenen Mediatoren wie u.a. Histamin.

Typ Il: Zytotoxischer, AntikOrper-vermittelter Typ

Bei dieser Reaktion kommt es durch die Bindung von Antikérpern an zellstandige
Antigene, z. B. das ABO-System der Erythrozyten, oder an extrazellulare Matrixproteine
zur Aktivierung des Komplementsystems sowie von zytotoxischen Zellen mit
nachfolgender Lyse dieser Zellen. Die Typ-1l-Uberempfindlichkeitsreaktion zahlt wie

Typ | zu den unmittelbaren Allergien [33].

Typ I11: Immunkomplextyp

Bei diesem Allergiesubtyp kommt es durch die Ablagerung von Aggregaten aus
Allergen/Antigen und  zugehdrigen  Antikérpern  (sog. Immunkomplexe) zur
Komplementaktivierung mit Freisetzung von gewebsschadigenden Enzymen sowie
Chemotaxis von proinflammatorischen Zellen. Eine Ablagerung erfolgt vor allem in den

postkapillaren Venolen mit Ausldsung einer leukozytoklastischen Vaskulitis [49].
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Typ 1V: Spéttyp, verzdgerter zellvermittelter Typ

Bei der allergischen Reaktion verzdgerten Typ, auch zellvermittelte Reaktion genannt,
kommt es durch die wahrend der Sensibilisierung im Allergenerstkontakt aktivierten T-
Helfer-Zellen vom Tn1-Subtyp beim Zweitallergenkontakt zur Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokinen mit Gewebeschdden als Folgereaktion. Der klinische
Prototyp dieser Uberempfindlichkeitsreaktion ist das allergisch  vermittelte
Kontaktekzem. Hierbei kommt es ca. 48-72 Stunden nach Allergenkontakt zur
Aktivierung der allergenspezifischen Tnhl-Zellen mit typischer Ekzemcharakteristik
(Alteration der Epidermis). Die Typ-1VV-Allergie ist nach der Typ-1-Allergie die h&aufigste
Allergieform [55; 75].

An dieser Stelle soll darauf hingewiesen werden, dass der Begriff Allergie in der englischen
Literatur eine andere Bedeutung im Vergleich zur deutschen Interpretation hat. Demnach kann
die englische Ubersetzung von Allergie, ,allergy am ehesten mit der Typ-1-
Uberempfindlichkeitsreaktion von Coombs und Gell gleichgesetzt werden. Der in der deutschen
Literatur verwendete Oberbegriff Allergie ist im Englischen am ehesten mit ,,hypersensitivity®,
also Hypersensitivitat oder auch Uberempfindlichkeitsreaktion zu Ubersetzten. In dieser Arbeit
wird der Begriff Allergie und Uberempfindlichkeitsreaktion synonym verwendet (vgl. Abb. 2)
[33].

1.1.2  Atopie und assoziierte Erkrankungen

Der Begriff Atopie stammt von dem griechischen Wort ,,atopia“ ab, was iibersetzt so viel wie
Ortslosigkeit bedeutet. In der Medizin wurde dieser Begriff erstmalig im Jahr 1923 von Coca
und Cooke zur Beschreibung des gemeinsamen Auftretens von Rhinoconjunctivitis allergica und
Bronchialasthma mit Hauttestsoforttypreaktionen gegen natirrliche Antigene eingefuhrt [23].
Heutzutage versteht man unter Atopie eine genetisch determinierte Veranlagung einer Person mit
einer Uberempfindlichkeitsreaktion vom Typ-1 auf Kontakt mit normalerweise harmlosen
Umweltstoffen wie z. B. Pollen zu reagieren. Sie beschreibt also eine Ubersteigerte
Immunantwort auf Allergene, welche mit erhéhten IgE-Werten einhergeht [70]. Die European

Academy of Allergy and Clinical Immunology (EAACI) definiert Atopie als eine individuelle
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und/oder familiar bedingte Tendenz, sich zu sensibilisieren und schon auf geringe Dosen von
Allergenen, meist Proteine, IgE-Antikdrper zu produzieren® [31]. Demnach sieht diese weltweit
groRte wissenschaftliche Fachgesellschaft im Bereich der allergischen Erkrankungen die
Begriffe ,Atopie“ und ,atopisch“ als genetische Veranlagung, eine IgE-vermittelte
Sensibilisierung auf normale Antigenexposition zu entwickeln, die bei Gesunden zu keiner
anhaltenden IgE-Antwort fihre [31].

Zu dem sog. atopischen Formenkreis von Erkrankungen z&hlen klassischerweise das atopische
Ekzem, die allergische Rhinokonjunktivitis und das allergische Asthma bronchiale. Weiterhin
sind auch andere allergische Erkrankungen wie die Nahrungsmittelallergie und die eosinophile
Osophagitis mit Atopie assoziiert. Betroffene Personen mit Atopie (sog. ,,Atopiker®) leiden

haufig an mehreren dieser Erkrankungen gleichzeitig [39].

Charakteristischerweise zeigt sich eine definierte zeitliche Abfolge der verschiedenen atopischen
Erkrankungen vom atopischen Ekzem zur Nahrungsmittelallergie, zum allergischen Asthma
bronchiale und schlieBlich zur Rhinoconjunctivitis allergica. Diese Krankheitsevolution
bezeichnet man als ,,atopic march* (,,atopischer Marsch) und beschreibt somit die nattrliche

zeitliche Entwicklung der atopischen Erkrankungen [36] (siehe Abb. 3).

== Eczema == Asthma === Food Allergy
14 =

12

10 —

Incidence (%)

0 5 10 18 50 70 Years
The Atopic March

Abb. 3 Der ""Atopic March" Abbildung modifiziert nach [28]

Demnach kommt es als erste Manifestation einer atopischen Veranlagung zum Auftreten eines
atopischen Ekzems. Hierbei handelt es sich um eine chronische, entziindliche, stark juckende
9



1. Einleitung

Hauterkrankung mit einer komplexen Atiologie und Pathogenese. Das atopische Ekzem beginnt
klassischerweise friih in der Kindheit mit einer Hauptprévalenz wahrend den ersten beiden
Lebensjahre und hier insbesondere wéahrend der ersten sechs Lebensmonate [34]. Weltweit
leiden ca. 20 % der Kinder an einer atopischen Dermatitis [28]. Betroffene Kinder haben ein
sechsfach erhohtes Risiko, im weiteren Verlauf eine Nahrungsmittelallergie zu entwickeln [87].
Letztere hat ihre Hauptprdavalenz mit 10 % im 12. Lebensmonat und ist in dieser Altersgruppe
vor allem gegen HuhnereiweiR und Kuhmilch gerichtet. Allergien gegen Erdnuss, Weizen und
Soja entwickeln sich hingegen klassischerweise eher spéter in der Kindheit [56]. Gefiirchtet bei
Atopikern ist vor allem die Progression zum allergischen Asthma bronchiale, welches vor allem
zwischen dem 3. und 9. Lebensjahr auftreten kann. Auch hier gilt, dass das atopische Ekzem ein
Hauptrisikofaktor flr die Entwicklung dieser Atemwegserkrankung ist. So bekommen ca. 60 %
der Kinder mit einem schweren atopischen Ekzem im Verlauf ein allergisches Asthma [38].
Spéter, vor allem zwischen dem 7. und 13. Lebensjahr, kann zusétzlich die Rhinoconjunctivitis
allergica, auch als Heuschnupfen bekannt, auftreten [51].

Das Konzept des ,atopic march® mit der altersabhédngigen Sequenz der verschiedenen
atopischen Erkrankungen wurde von verschiedenen epidemiologischen longitudinalen Studien
bestatigt [50; 74; 79; 88]. Schneider et al. zeigten beispielsweise in einer longitudinal angelegten
prospektiven Studie, dass Kinder mit atopischen Ekzem im Verlauf von drei Jahren in 15,9 %
eine Nahrungsmittelallergie, in 10,7 % ein allergisches Asthma und in 22,4 % eine
Rhinoconjunctivitis allergica entwickelten [74]. Jedoch ist der atopische Marsch nur bei einer
Subgruppe von Atopikern in voller Ausprdgung vorhanden. So konnten Belgrave et al. zeigen,

dass das traditionelle Muster des ,,atopic march* nur in 7% der untersuchten Kinder vorkam [9].

Bezliglich des Immunmechanismus hinter dem atopischen Marsch scheint dem atopischen
Ekzem, insbesondere der damit einhergehenden Hautbarrierestérung eine Schlisselrolle
zuzukommen. So konnte in diversen Mausstudien gezeigt werden, dass eine Allergenexposition
uber die Haut eine Th2-Immunitat induziert, welche Nahrungsmittelallergien oder allergische
Atemwegserkrankungen beginstigt [5; 80; 82]. Hingegen fihrt die Ingestion wvon

Nahrungsmitteln eher zu einer immunologischen Toleranz, auch ,,orale Toleranz* genannt [20].

Obwohl die Definition von Atopie direkt mit der Bildung von IgE-Antikdrpern zusammenhéngt,
ist bei einigen atopischen Erkrankungen wie etwa dem atopischen Ekzem, IgE kein

10
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entscheidender pathophysiologischer Mediator. Es gibt sogar Patienten mit atopischem Ekzem,
welches normwertige IgE-Werte zeigt: das sog. intrinsische atopische Ekzem [84]. Der atopische
Marsch kann daher auch als ein Fortschreiten verschiedener allergischer Erkrankungen mit
gemeinsamen pradisponierenden genetischen und umweltbedingten Faktoren sowie einer

charakteristischen Th2-Immunantwort beschrieben werden [43].

1.1.3 Die Allergie-Epidemie — eine Volkserkrankung

Die Pravalenz von atopischen Erkrankungen zeigte innerhalb der letzten Dekaden einen
massiven Anstieg (vgl. Abb. 4). Die ,,World Allergy Organization* (WAO) geht davon aus, dass
uber alle Altersgruppen hinweg weltweit ca. 10 — 40 % der Menschen von allergischen
Erkrankungen betroffen sind [59]. In einer Studie von Blank et al. konnte gezeigt werden, dass
bereits Anfang der 2000er Jahre ca. 37 % der bayerischen Bevolkerung gegen
Inhalationsallergene sensibilisiert waren [14]. Insbesondere entwickelte Lander sind hiervon
stark betroffen. So leiden in Deutschland etwa 20 bis 30 Millionen Menschen an Allergien, man
spricht von einer Volkserkrankung, welche auch als ,,Epidemie des 21. Jahrhunderts* bezeichnet
wird [12; 54].

Der Anstieg der Erkrankungszahlen zeigt sich vor allem bei Kindern. So leiden ca. 30 % der
Kinder weltweit an Allergien, 10 % haben Asthma und allergische Rhinokonjunktivitis und 5 —
7 % Nahrungsmittelallergien. Die Prévalenz von allergischem Asthma hat sich beispielsweise
im Vergleich zu den 1950er Jahren mehr als vervierfacht. Zur Verdeutlichung dieses Anstiegs
wurde der Begriff ,,Allergie-Epidemie* gepragt (vgl. Abb. 4) [57].

11
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Abb. 4: Die ,,Allergie Epidemie®“ Abbildung modifiziert nach [36]
Deutlicher Anstieg der Pravalenz von atopischen Erkrankungen wahrend der letzten 100 Jahre, Daten vom Swiss Institute of
Allergy and Asthma Research (SIAF)[19]

Die genauen Ursachen fur die rapide Zunahme von allergischen Erkrankungen sind nicht
bekannt. Es existieren jedoch verschiedene Hypothesen zur Erklarung dieses Phdnomens. Die
bekannteste hierunter ist die Hygienehypothese — sie beruht auf der epidemiologischen
Feststellung von 1989, dass mit zunehmender Anzahl an Familienmitgliedern die Prévalenz an
Rhinokonjunktivitis abnimmt [81]. Ubersetzt man die Hygienehypothese auf eine
immunologischen Ebene, wird eine reduzierte Exposition mit mikrobiellen Antigenen im friihen
Leben und der damit einhergehende Verlust der mikrobiellen Diversitdt mit der steigenden
Préavalenz von allergischen Erkrankungen in Verbindung gebracht. Insbesondere die
zunehmende Urbanisierung wurde in diesem Rahmen als ein Hauptfaktor identifiziert. Aktuell
leben bereits mehr als die Halfte der Weltbevolkerung in einem urbanen Umfeld, mit steigender
Tendenz [54; 57; 73]. Im Gegensatz dazu konnte in mehreren epidemiologischen Studien das
Aufwachsen im landlichen Bereich invers mit dem Auftreten von Heuschnupfen im spateren

Leben assoziiert werden [17].

Die steigende Prdvalenz allergischer Erkrankungen manifestiert sich auch in einer steigenden
sozio6konomischen Belastung. Verursacht werden diese zunehmenden Kosten vor allem durch
h&ufigere Arztbesuche, eine dauerhafte Medikation sowie Fehlzeiten in Schule und Beruf.
Gemaél der EAACI fiihren allein Asthma und allergische Rhinitis in Europa zu mehr als 100
Millionen verlorener Arbeitstage und Schulfehltage pro Jahr. Bei angemessener Behandlung
konnten laut EAACI 142 Milliarden Euro eingespart werden [46; 64; 93].
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1. Einleitung

In Anbetracht dieser Zahlen kommt neben der Therapie vor allem der Diagnostik von
allergischen Erkrankungen eine essenzielle Rolle zu. Der n&chste Abschnitt dieser Arbeit
beschéftigt sich daher mit dem Immunglobulin E als diagnostischem Marker fir allergische

Erkrankungen.

1.2 Immunglobulin E (IgE)
1.2.1 Aufbau und physiologische Funktion von IgE

Immunglobuline (1g), auch Antikdrper genannt, sind Bestandteile des humoralen Immunsystems
und gehoren zur adaptiven, d. h. erworbenen Immunitdt. Es handelt sich dabei um
Proteinkomplexe, welche spezifische Strukturen, Antigene genannt, binden kénnen. Die Bindung
zwischen Antikoper und Antigen funktioniert dabei nach dem Schlussel-Schloss-Prinzip mittels
nicht-kovalenter Bindung. Entdeckt wurden Immunglobuline 1948 durch die schwedische
Immunologin Astrid Fagraeus, welche auch B-Zellen bzw. Plasmazellen als ihre
Produktionsquelle identifizierte. Seitdem wurden beim Menschen insgesamt flnf verschiedene
Klassen von Antikérpern identifiziert, Immunglobulin A, D, E, G und M [1; 35].

Strukturell teilen alle Antikérpermolekiile ein gemeinsames Gerist, welches aus zwei
identischen kleinen (sog. leichte Ketten) sowie aus zwei identischen groRen (sog. schwere
Ketten) Polypeptidketten besteht, die durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Die
leichten Ketten bestehen jeweils aus einem variablen Anteil und einem konstanten Anteil,
wohingegen die schweren Ketten jeweils neben einem variablen Anteil drei bis vier konstante
Doménen aufwiesen. Je nachdem, welches Ende des Antikdrpers man betrachtet, lassen sich
zwei funktionelle Regionen von Immunglobulinen charakterisieren. Der sog. Fc-Anteil (engl.
»crystallisable fragment®) besteht aus den konstanten Doménen der beiden schweren Ketten und
ist fur die Bindung des Antikorpers an die zelluldren Rezeptoren sowie fiir die Aktivierung von
Serumproteinen wie des Komplementsystems verantwortlich. Der gegenuber liegende Fab-
Anteil (engl. ,,antigen-binding fragment®) besteht aus der variablen Region einer schweren und
einer leichten Kette und ist fir die Antigenerkennung sowie -bindung verantwortlich. Es
existieren daher zwei Fab-Fragmente. Zwischen den Fab-Armen und dem Fc-Teil liegt die sog.
Gelenk- oder Scharnierregion (engl. ,,hinge region), welche die Beweglichkeit der variablen

Region vermittelt. Abbildung 5 zeigt den exemplarischen Aufbau eines Antikorpers [37; 76; 86].
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® = Fab-Fragment

NH> (@ = Fc-Fragment

G) (3) = schwere Ketten

@ = leichte Ketten

@ = Antigen-Bindungsseite
® = Gelenkregion

Abb. 5: Aufbau eines Immunglobulins Abbildung modifiziert nach [43]
Schematischer Aufbau eines Immunglobulins mit seinen verschiedenen funktionellen und strukturellen Regionen [37]

Einige Antikdrper wie IgM koénnen funf Duplikate dieser Strukturen bilden und liegen in
Pentamerkomplexen vor, welche bis zu 10 Antigene binden kénnen. IgE ist jedoch wie in Abb. 5

dargestellt ein monomerer Antikorper, welcher insgesamt zwei Antigenstrukturen binden kann.

Entdeckt wurde IgE, welcher als einziger Antikdrper-Typ tberwiegend zellgebunden (v.a. an
Mastzellen) vorliegt und daher eine vergleichsweise geringen Serumkonzentration aufweist, erst
1966 als letztes Immunglobulin, fast 20 Jahre nach der Erstentdeckung anderer Antikorper. Als
Alleinstellungsmerkmal von IgE ist ein Fehlen der Gelenkregion bekannt, wodurch das IgE-
Molekdl laut Theorie wéhrend der Interaktion mit seinen Rezeptoren flexiblere Konformationen
einnehmen kann. Weiterhin besitzt das IgE-Molekil zur Bindung an seinen hoch affinen
zelluldren Rezeptor Fc-epsilon-R1 starkere Glykosylierungen im Vergleich zu anderen
Antikorperklassen (vgl. Abb 6).
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Abb. 6: Gesamtstruktur von Glykosylierung von 1gG vs. IgE Abbildung modifiziert nach [46]

a. Schematischer Aufbau von Immunglobulin G (IgG). b. Schematischer Aufbau von Immunglobulin E (IgE) mit fehlender
Gelenkregion. c. Glykosylierung von 1gG. d. Glykosylierung von IgE. FUC, fructose; GAL, galactose; MAN, mannose; NAG, N-
acetylglucosamine; SIA, sialic acid [85]

IgE besitzt ein Molekulargewicht von 190 kDa, ist im Gegensatz zu 1gG nicht plazentagangig
und besitzt nicht die Fahigkeit, das Komplementsystem zu aktivieren. Im Vergleich zu anderen
Antikorperklassen ist die Serumhalbwertszeit mit nur drei Tagen sehr gering, jedoch kann IgE in
seiner zellgebundenen Form auch flir mehrere Wochen und Monate im Gewebe verbleiben. Wie
bereits in Abb. 1 aufgefiihrt, erfolgt der Isotypwechsel von IgM zu IgE in B-Zellen bzw.
Plasmazellen durch aktivierte Tu2-Zellen und ihre Schliisselzytokinen IL-4 und IL-13. Eine
erneute Exposition mit dem Antigen fuhrt schlieBlich zur Quervernetzung von an Fc-epsilon-R1
gebundenen IgE-Antikérpern, was zur Freisetzung von in zytoplasmatischen Granula
gespeicherten Mediatoren wie Histamin, Serotonin, Prostaglandinen, Tryptase und Leukotrienen
aus Mastzellen fuhrt [37; 65; 76; 86].

Neben seiner pathophysiologischen Rolle bei allergischen Erkrankungen (vgl. 1.2.3) hat IgE wie
auch die gesamte Typ-2-Immunitét eine wichtige physiologische Funktion bei der Abwehr von
Parasiten. Ein gastrointestinaler Helminthenbefall, welcher bis zu einem Drittel die
Weltbevolkerung betrifft, fuhrt beispielsweise zu einer Tu2-Immunantwort mit Produktion von
parasitenspezifischem IgE, was zur Opsonierung des Parasiten fihrt. Im Anschluss kdnnen
Effektorzellen wie Eosinophile, Basophile und Mastzellzellen mittels ihres Rezeptors Fc-
epsilon-R1 an die parasitengebundenen IgE-Antikorper binden, was wiederum zur Produktion

und Freisetzung von fir die Parasitenabwehr essenziellen biologisch aktiven Mediatoren fihrt.
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So konnte gezeigt werden, dass eine IgE-abhéngige Mastzellaktivierung im Gastrointestinaltrakt
das Ausstol’en von Parasiten mittels verstarkter Peristaltik und intraluminaler Mucussekretion
beginstigen. Weiterhin korrelieren die Level von parasitenspezifischen IgE-Antikdrpern positiv
mit einer Resistenz von Infektionen gegen dieselben. Untermauert wird die Rolle von IgE bei der
Parasitenabwehr auch durch eine explorative Studie von Cruz et al., welche unter Therapie mit
Omalizumab, einem Anti-IgE-Antikorper, eine leichte Zunahme von Wurminfektionen
feststellen konnten [1; 6; 25 ; 63].

1.2.2 Diagnostik unter Zuhilfenahme von IgE
1.2.2.1 In-vitro-lgE-Diagnostik — direkter IgE-Nachweis

Im Vergleich zu den anderen Immunglobulinklassen enthalt das menschliche Serum nur eine
geringe IgE-Konzentration, da das IgE zumeist zellgebunden im Gewebe vorliegt. Dies stellt
eine besondere Herausforderung an die Diagnostik dieser Antikdrperklasse dar.

Bei der diagnostischen Bestimmung von IgE im Serum muss man primar zwischen Gesamt- und
spezifischem IgE unterscheiden. Das Gesamt-IgE spiegelt dabei die totale IgE-Konzentration im
Serum wider. Sie ist auch bei gesunden Personen sehr variabel und liegt zwischen <2 bis >100
kU/L (1kU = 2,44 ug IgE; 1 KU/L = 2,44 ng/ml = 1 L.LE./ml) [86]. Ein oberer Grenzwert fur
Gesunde lasst sich demnach schlecht definieren, wird aber meist bei > 100 kU/L angesetzt (vgl.
Abb. 6). Das Gesamt-IgE kann neben dem Serum auch im Plasma und in Sekreten untersucht
werden [54].

Grenzwerte <25 >100 LLE./mL (kKU/L)
! (=240 ng/mL IgE)

Grauzone

Nicht-
atopiker

Atopiker z.B. atopisches
Ekzem

<0,35 1 10 100 1000 10000
Gesamt-Serum-IgE [I.E./mL]

Abb. 7: Verteilung von Gesamt-IgE Abbildung modifiziert nach [44]
Oberer Grenzwert von IgE nicht eindeutig definiert, da es deutliche Uberlappungen zwischen Atopikern und Nicht-Atopikern
gibt [86]
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Das spezifische IgE (sIgE), auch allergenspezifisches IgE genannt, bezeichnet hingegen die
Fraktion des Gesamt-IgE im Serum, welche eine Reaktivitdt gegen Allergenextrakte oder
Einzelallergene aufweist, die in in-vitro Testverfahren bestimmt werden kdnnen. Das sIgE weist
somit eine serologische Sensibilisierung gegen spezifische Allergene nach [7; 11].

Zur Bestimmung von sIgE existieren zahlreiche unterschiedliche Systeme (vgl. Tabelle 2), die

jedoch alle auf &hnlichen Prinzipien aufbauen.

Tabelle 2 Beispiel von Textsystemen zur Bestimmung von sIgE (Auszug aus Leitlinie AWMF mit Optigen ergénzt)[7]
(algE = Anti-1gE-Antikdrper; HRP = Horseradish Peroxidase; S = Streptavidin)

Name des Assays Phase Markierung Detektionssystem
ALLERgen flussig algeE-HRP Photometrie
Allerg-o-liq fest und flussig algE-S Photometrie
CAP-System fest alge Fluorophotometer
CLA Allergietestsystem | fest alge Chemilumineszenz
OPTIGEN

Immulite 2500 fllissig alge-HRP Chemilumineszenz

Je nachdem, welches Testsystem verwendet wird, werden die spezifischen Allergene
(Allergenextrakte oder rekombinante Allergene) entweder an eine feste Phase, z. B. Zellulose
oder Polystyrol, gekoppelt oder als Flussigallergene eingesetzt. Im ersten Schritt werden diese
Allergene mit dem zu untersuchenden Probandenserum inkubiert. Hier erfolgt eine Bindung des
sIgE an das jeweilige Antigen. Das ungebundene IgE wird im Anschluss durch Waschschritte
entfernt. Zur Quantifizierung des antigengebundenen sIgE erfolgt im nédchsten Schritt eine
Inkubation mit fluoreszenzmarkierten oder enzymgekoppelten Anti-IgE-Antikdrpern (algE).
Mittels Bestimmung der Fluoreszenzintensitat (FEIA oder ,fluorescence enzyme immuno
assay“) oder der nach Substratzugabe enzymatisch eingeleiteten Farbreaktion (EIA oder
»enzyme immuno assay“) bzw. einer induzierten chemischen Reaktion mit Lichtfreisetzung
(CLA oder ,,chemiluminescence assay) kann durch die Verwendung spezieller Eichkurven auf
die Gesamtmenge an sIgE rickgeschlossen werden (vgl. Abb. 7). Nur noch historische
Bedeutung haben radioaktive markierte algE, die ehemals beim sog. RAST (Radio Allergo
Sorbent Test) eingesetzt wurden [7; 15; 53; 86].
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Abb. 8: Grundprinzip der in-vitro-Diagnostik von sIgE
Abbildung modifiziert nach [86]

Der Nachweis von spezifischen IgE bei einem Patienten zeigt jedoch primér erstmal eine
Sensibilisierung und noch keine Allergie auf. Erst durch eine passende Anamnese bzw. einen
positiven Provokationstest kann eine Allergie auf das jeweilige Allergen diagnostiziert werden
[71].

1.2.2.2 In-vivo-Diagnostik von spezifischen IgE (Prick-Test) — indirekter IgE-Nachweis

Eine weitere Methode, um indirekt sIgE zu detektieren, besteht im Hauttest, z. B. im Prick-Test
(aus dem Englischen ,to prick®, stechen). Hierbei wird das in der Regel in wassriger Lésung
verdunnte Allergen bzw. Allergengemisch auf die Haut (i. d. R. Unterarm oder Riicken) getropft
und im Anschluss mit Hilfe einer Lanzette in die Dermis befordert. Eine weitere Moglichkeit
besteht in dem sog. Prick-zu-Prick-Test, bei dem im ersten Schritt die Allergenquelle (z. B. ein
Apfel) mittels Lanzette ,,geprickt wird und im Anschluss mit der gleichen Lanzette die Haut
penetriert wird. Liegt eine Typ-I-Hypersensitivitat gegen das verwendete Allergen vor, kommt
es nach ca. 15 bis 20 Min. zum Auftreten einer quantifizierbaren Odemreaktion, die als Quaddel
bezeichnet wird. Pathomechanistisch fiihrt das durch die Epidermis in die Dermis ,,geprickte®

Allergen zur Quervernetzung von an Mastzellen zellgebundenem spezifischen IgE (vgl. Abb. 2)
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mit nachfolgender Degranulation dieser Zellen und Freisetzung von u. a. Histamin. Klinisch
zeigt sich diese Reaktion als Quaddel mit umgebendem Ro&tungshof. Eine positive Reaktion
wird ab einem Quaddeldurchmesser von (iber 3 mm definiert und weist somit eine
Sensibilisierung gegentiber dem Allergen nach. Jedoch spricht man nur bei Vorliegen klinischer
Symptome von einer Allergie [90].

Jeder Prick-Test beinhaltet eine Positiv- und eine Negativkontrolle. Bei der Positivkontrolle wird
Histamin in die Haut geprickt, bei der Negativkontrolle physiologische Kochsalzlésung. Diese
Kontrollen geben dariiber Aufschluss, ob der Test grundsatzlich auswertbar ist. Nach ein bis
zwei Stunden klingt die Reaktion wieder ab, jedoch sind sowohl bei negativer als auch bei
positiver Sofortreaktion Spatreaktionen nach 6 bis 24 Stunden mdglich.

Da es sich beim Prick-Test um eine lokale Reaktion handelt, konnen gleichzeitig mehrere
Allergene nebeneinander getestet werde. In sehr seltenen Fallen kann es zu einer systemischen
Reaktion im Sinne einer anaphylaktischen Reaktion kommen.

Vorteile des Prick-Tests gegeniiber anderen Testmethoden sind die minimale Invasivitét, die
geringen Kosten sowie die Tatsache, dass Ergebnisse sofort verfligbar sind. Im Gegensatz zur
In-vitro-Diagnostik dirfen beim Prick-Test vor der Untersuchung keine Medikamente
eingenommen werden, die eine allergische Reaktion potenziell unterdriicken kénnten, z. B.
Kortikosteroide oder Antihistaminika. Zudem ist der Prick-Test eine rein qualitative Messung
und schwierig zu standardisieren [41].

1.2.3 Klinische Relevanz — IgE als Biomarker

In der Klinischen Praxis gibt es neben der klassischen Allergiediagnostik verschiedene andere
Indikationen fir die Bestimmung von Gesamt- bzw. spezifischen IgE. So kann IgE in der
Behandlung von diversen Erkrankungen als Biomarker eingesetzt werden. Marzano et el. zeigten
kirzlich, dass ein hoher Gesamt-1gE-Spiegel signifikant mit einem Ansprechen auf den Anti-
IgE-Antikorper Omalizumab bei der chronisch spontanen Urtikaria korreliert [60]. Weiterhin
gibt es auch positive Daten fiir einen Einsatz von IgE als Biomarker, um das Ansprechen auf
eine spezifische Immuntherapie vorherzusagen [16; 22]. Zink et al. konnte in einer klinischen
Studie zeigen, dass mittels Immunadsorption von IgE aus dem Blut von Patienten mit
atopischem Ekzem nicht nur eine signifikante Verringerung der Serum IgE-Spiegel erreicht
werden konnte, sondern auch eine Verbesserung des atopischen Ekzem auftrat [92]. Daruber

hinaus konnte gezeigt werden, dass einer Therapie mit dem anti-IL-4/IL-13-Rezeptor-Antikorper
19



Dupilumab, der fir die Therapie des atopischen Ekzems sowie des allergischen Asthma
bronchiale zugelassen ist, zu einer signifikanten Reduktion von IgE in nasalen Polypen fihrt.
Eine Verwendung als Biomarker bei der chronischen Rhinosinusitis mit nasalen Polypen kdnnte
daher auch hier in Zukunft erfolgen [48]. Zuséatzlich kann mittels Komponenten-basierter IgE

Diagnostik bei z.B. Erdnussallergikern eine Voraussage zur Schwere der Reaktion getroffen

werden [26].
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2. Ziel der Arbeit

Allergische Erkrankungen haben in unserer modernen Gesellschaft mittlerweile epidemisches
Ausmald erreicht. Flr eine gezielte Diagnostik ist es somit bereits in der gesundheitlichen
Erstversorgung beim Allgemein- oder Kinderarzt essenziell, qualitativ hochwertige
Testverfahren zu etablieren, die eine Friherkennung dieser Krankheitsbilder erlauben. Die
Herausforderung moderner allergologischer Diagnostika ist es, hochzuverléssige und belastbare
Daten flr eine Vielzahl von Allergenen im Rahmen des klinischen Alltags zu generieren, jedoch

bei zunehmendem Kostendruck im Gesundheitssystem gleichzeitig kostenglinstig zu bleiben.

Ziel dieser Arbeit ist es daher zwei verschiedene laborchemische Messmethoden fir sIgE
miteinander zu vergleichen und klinisch zu evaluieren. Bei den beiden Testsystemen handelt es
sich zum einen um den auf herkdmmlicher Singleplex-Testung basierenden Immunoassay
Phadia® 250 (ImmunoCAP®) (ThermoFisher Scientific, Uppsala, Schweden) und zum anderen
um das Paneltest-System AP720S™ (OPTIGEN®) (Hitachi Chemical Diagnostics, Mountain
View, CA, USA), mit dem die gleichzeitige Analyse von mehreren Allergenen mdglich ist. Die
Zielsetzung ist es herauszuarbeiten, ob das kostenglinstige Paneltestsystem Optigen gegenulber
dem weithin als Standard eingefihrten ImmunoCAP-System in der IgE-Diagnostik fir die
klinische Routine in Bezug auf Sensitivitat und Spezifitat gleichwertige prazise Ergebnisse

liefert. Dabei sollen prinzipiell zwei Vorgange beleuchtet werden:

A. Korrelation der spezifischen IgE-Werte zwischen den beiden Testsystemen

B. Klinische Evaluierung

Ad A) In einem ersten Schritt werden die spezifischen IgE-Werte von definierten Antigenen bei

Probanden mit beiden Testsystemen gemessen und miteinander verglichen.

Ad B) Im zweiten Schritt wird die diskriminative Gute (Sensitivitadt und Spezifitat) der beiden
Systeme in Referenz auf die Sensibilisierung der gleichen Probanden im klinischen Prick-Test

evaluiert.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien
3.1.1 Probanden und Materialgewinnung

Es erfolgte eine retrospektive Erhebung an 80 Probanden, welche sich routinemé&Rig in der
Allergieabteilung der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie der TU Miinchen vorstellten. Im
Rahmen der klinischen Routine erhobene Daten wurden fir die Analyse in dieser Dissertation
verwendet. Bei der Klinischen Vorstellung enthommene vendse Blutproben wurden zur
Gewinnung des Serums nach Entnahme zentrifugiert (10 Min., 4000 U/min; 4°C) und im
Anschluss in 150 pl Aliquots bei - 20° C zur weiteren Analyse eingefroren.

Folgende patientenbezogene Parameter wurden fiir die Analyse erhoben:

Kategorie Subkategorie
Geschlecht Weiblich
Mannlich
Alter < 18 Jahre
> 18 Jahre
Allergiekategorie Saisonale Aeroallergene
Perenniale Aeroallergene
Nahrungsmittelallergie

3.1.2 Gerate
Gerét Hersteller
Phadia® 250 ThermoFisher Scientific, Uppsala, Schweden
AP720S™ OPTIGEN® Semi-Automated In Vitro Hitachi, Tokio, Japan
Allergy Diagnostic System
Zentrifuge Biofuge 13 Heraeus, Hanau, Deutschland
Zentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus, Hanau, Deutschland
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3.1.3  Einzelallergene und Allergenextrakte
Name Allergenname Latein Abklrzung Bezugsquelle
(Prick-L6sung)
Hausstaubmilbe Dermatophagoides pteronyssinus Derp Bencard Allergie
Hausstaubmilbe Dermatophagoides farinae Der f Bencard Allergie
Schimmelpilz Aspergillus Asp Allergopharma
Schimmelpilz Cladosporium Cla Alk-Abello
Pferd Pferd (Equus caballus) Equ Allergopharma
Hund Hund (Canis lupus) Can Alk-Abello
Katze Felis catus Fel Bencard Allerige
Lieschgras Phleum pratense Phl Allergopharma
Beifu Artemisia vulgaris Art Allergopharma
Birke Betula verrucosa 1 Bet vl Allergopharma
Haselnuss Corylus avellana Cor Bencard Allergie
Hulhnereiweil3 Ovalbumin Alb Allergopharma
Milcheiweild Lac Lac Allergopharma
Kabeljau Gadus morhua Gad Nicht durchgefiihrt
Weizen Triticum Tri Bencard Allergie
Sojabohne Glycine max Gly Alk-Abello
Erdnuss Arachis hypogaea Ara Allergopharma
Apfel Malus Mal Nativ
Karotte Daucus carota Dau Bencard Allergie
Latex Hevea brasiliensis Hev Nativ

3.1.3  Substanzen fir IgE Messung

Gerat Substanz Bezugsquelle
Phadia® 250 Enzym-Anti-IgE, B-Galaktosidase ThermoFisher
Phadia® 250 Substratlésung, 0,001 % 4-Methylumbelliferyl-p-D- ThermoFisher

Galaktosid
Phadia® 250 Stopplésung, 4 % Natriumcarbonat ThermoFisher
Phadia® 250 Substratlésung, 0,001 % 4-Methylumbelliferyl-p-D- ThermoFisher
Galaktosid
Phadia® 250 IgE Standards, Konzentrationen: 0,35; 0,7; 3,5; 17,5; 50 | ThermoFisher
und 100 kU/I
(IgE-Standards sind gegen das 2. Internationale
Referenzpraperat 75/502 von menschlichem Serum-IgE
der WHO Kalibriert)
Phadia® 250 Kontrollen ThermoFisher
Phadia® 250 Waschlotionen ThermoFisher
AP720S™ Optigen® Antikdrperreagenz, enzymmarkierter Anti-Human-I1gE Hitachi
AP720S™ Optigen® Photoreagenz 1:1 Hitachi
- Lésung mit 7-15 mM 3-Aminophthalhydrazid
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(Luminol), 5-25 uM Enhancer und 0,025 M
Boratpuffer, pH 9,4

Loésung mit 7-15 mM 3-Aminophthalhydrazid
(Luminol), 5-25 uM Enhancer und 0,025 M
Boratpuffer, pH 9,4

AP720S™ Optigen® Waschpufferkonzentrat, Enthélt nach Verdinnung 0,01 M | Hitachi
phosphatgepufferte Salzlésung, 0,1 % Tween 20 und
0,001 % Natriumazid als Konservierungsmittel.
AP720S™ Optigen® Waschlotionen Hitachi

3.2 Methoden

3.2.1 In-vitro-Testsysteme

Das zu analysierende Serum wurde langsam bei Raumtemperatur aufgetaut und mittels der
beiden zu untersuchenden Systeme von ThermoFisher Scientific und Hitachi nach den jeweils
entsprechenden Herstellerangaben auf spezifische IgE-Antikdrper gemessen. Es wurden

spezifische IgE-Antikorper gegen die in 3.1.3 aufgefuhrten Allergene untersucht.

3.2.1.1 Phadia® 250

3.2.1.1.1 ImmunoCap Testprinzip

Das Gerat Phadia® 250 von ThermoFisher Scientific analysiert spezifisches IgE nach dem
ImmunoCap-Testprinzip. Bei diesem Testverfahren handelt es sich um einen Sandwich-ELISA.
Hierbei werden die spezifischen Allergene irreversibel an ein Cellulosederivat, also einen
Feststoff, gebunden. Nach Bindung des spezifischen IgE-Antikdrpers an das Allergen (Abb. 9A)
und Abwaschung der unspezifischen, nicht gebundenen IgE-Antikdrper werden Enzym-
markierte Antikorper gegen IgE hinzugefiigt, welche mit dem gebundenen spezifischen IgE
einen Komplex bilden (Abb. 9B). Nach einem weiteren Waschschritt zur Entfernung des
ungebundenen Enzym-markierten Anti-IgE wird der gebundene Komplex mit einem
Entwicklerreagenz inkubiert (Abb. 9C). In einem letzten Schritt wird die enzymatische Reaktion

abgestoppt und die Fluoreszenz des Eluats gemessen (Abb. 9D).
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Abb. 9: Testprinzip von Phadia® ImmunCap Abbildung modifiziert
A. Spezifisches IgE bindet an Cellulose gebundenes Allergen B. Inkubation mit Enzymkarierten Anti-IgE C. Inkubation mit
Entwicklerreagenz fiir enzymatische Reaktion D. Fluoreszenzmessung

3.2.1.1.2 ImmunoCAP-Reaktionsschritte

Reaktionsschritt 1: Serum- Inkubation

Es werden 22 pl des Probandenserums mit 198 pl Verdunnungslésung in einem
Verdinnungsréhrchen gemischt und von dieser Mischung im Anschluss 18 ul in eine Vertiefung
(sog. well) mit 72 ul Sample Diluent pipettiert. Die Vertiefung enthélt bereits das
zellulosegebundene spezifische Antigen. Im Anschluss erfolgt bei 37 ° C fir 30 Min. die

Inkubation zur Bildung von Antigen-Antikorper-Komplexen mit Standard und Kontrollen.

Waschschritt 1: Entfernung nicht spezifisch gebundener Serum-Antikdrper

Reaktionsschritt 2: Serum-Konjugat-Inkubation

In diesem Schritt werden 90 pl eines mit B-Galaktosidase markierten anti-human IgE-Antikorper
(Konjugat) in das jeweiligen Wells pipettiert und fir 28 Min. bei 37 ° C inkubiert. Es erfolgt die
Bildung von enzymmarkierten Antigen-Antikorper-Komplexen mit Patientenproben, Standards

und Kontrollen.

Waschschritt 2: nicht spezifisch gebundene Konjugat-Antikdrper werden eliminiert
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Reaktionsschritt 3: Substrat-Inkubation

Zum Start der enzymatischen Reaktion werden 90 pl von 0,001 % 4-Methylumbelliferyl-p-D-
Galaktosid-Losung (Substrat) in die jeweilige Vertiefung pipettiert und fir 39 Min. bei 37 ° C
inkubiert. Die Antikorper gekoppelte B-Galaktosidase setzt nun das Substrat in -Galaktose und
das fluoreszierende 4-Methylumbelliferon um.

Reaktionsschritt 4: Stopp-Reaktion

Zum Stopp der enzymatischen Reaktion werden 200 pl 4 % Natriumcarbonat-Losung

(Stoppldsung) in die jeweilige Vertiefung pipettiert.

Fluorometrische Messung:

Im Anschluss erfolgt die automatische Messung nach einem fluorometrischen Messprinzip mit
einer Anregungswellenldnge von 367 nm und einer Emissionswellenldnge von 445 nm. Die
emittierte Lichtmenge ist dabei direkt proportional zu der Menge an allergenspezifischem IgE im
Serum des Probanden. Mittels der mittgemessenen definierten Standards kann eine fiir das
Probandenserum  spezifische = Konzentrationsangabe der allergenspezifischen  IgE-
Antikorpermenge erfolgen. Die Konzentrationsangabe der spezifischen IgE-Antikorper wird
quantitativ (0,1 — 100 kU/L) oder in ImmunoCAP Klassen (0 — 6) angegeben (vgl. Tab. 4). Je
hoher der Messwert, desto hoher ist die Konzentration des allergenspezifischen IgE-Antikorpers

im Probandenserum.

Tabelle 3: ImmunoCAP-Klassen

ImmunoCAP-Klassen kU/L Beurteilung

0 <0,35 Keine Sensibilisierung

1 0,35-0,70 Leichte Sensibilisierung

2 0,70 — 3,50 Leichte Sensibilisierung

3 3,50-17,5 Mittlere Sensibilisierung

4 17,5-50,0 Mittlere Sensibilisierung

5 50,0 — 100 Starke Sensibilisierung

6 > 100 Sehr starke Sensibilisierung
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3.2.1.2 AP720S™ Optigen®

3.2.1.2.1 Optigen-Testprinzip

Das Gerat AP720S™ arbeitet nach dem OPTIGEN-Testprinzip. Bei diesem Verfahren werden
kleine Plastikvorrichtungen, sog. Petten, welche jeweils 36 Testkammern (davon eine negative
Leerwertkontrolle und eine positive Verfahrenskontrolle) enthalten, mit Patientenserum
inkubiert. Dabei wird das Serum gleichzeitig mit einer Reihe von Allergenen in Kontakt
gebracht (vgl. Abb. 10). Die Allergene sind in den einzelnen Testkammern jeweils an eine
Festphase aus Polystyrol gebunden. Das Prinzip der IgE-Messung ist vergleichbar mit dem
ImmunoCAP-System (vgl. Abb. 9).

36 Discrete
Allergen Wells

All reactions happen —
inside Pette ~—

Abb. 10: Testprinzip von Optigen® Abbildung modifiziert

3.2.1.2.2 Optigen-Reaktionsschritte

Waschschritt 1: Rehydrierung der Pette mit 10 mL Waschpuffer

Reaktionsschritt 1: Serum-Inkubation

Zum Aufziehen des Serums wird die Pette senkrecht ins Serum gestellt. Mittels einer an die Pette
oben angeschlossenen 3-ml-Spritze wird das Serum langsam aufgezogen, bis das oberste Fenster

gefiillt ist (ca. 490 ul bei <20 Testkammern). Dann wird die Pette nach Verschluss fur zwei
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Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Bei diesem Schritt folgt die Bindung des

allergenspezifischen Antikorpers an den Boden der Testkammer.

Waschschritt 2: Entfernung nicht spezifisch gebundener Serum-Antikdrper

Reaktionsschritt 2: Serum-Antikdrperreagenz-lnkubation

In diesem Schritt werden wie bei Reaktionsschritt 1 beschrieben das Antikérperreagenz, welches
den enzymarkierten anti-human IgE-Antikorper enthdlt, in die Pette aufgezogen und nach
Verschluss fir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Das Antikorper gekoppelte Enzym
beim Optigen-Prinzip ist Meerrettichperoxidase (engl. ,,horseradish peroxidase® oder HRP). Es
erfolgt die Bildung von enzymmarkierten Antigen-Antikorperkomplexen in den jeweiligen

Testkammern.

Waschschritt 3: nicht spezifisch gebundene anti-lgE-AntikOrper werden eliminiert

Reaktionsschritt 3: Substrat-Inkubation

Zum Start der enzymatischen Reaktion wird die Pette wie in den vorangehenden Schritten
beschrieben mit dem Photoreagenz befillt (1 : 1; Losung mit 7-15 mM 3- Aminophthalhydrazid
(Luminol), 5 —25 uM Enhancer und 0,025 M Boratpuffer, pH 9,4: Lésung mit 0,00125 M Ethyl-
Orange, 0,002 M Wasserstoffperoxid) und fir 10 Min. bei 37 ° C inkubiert. Die Antikdrper
gekoppelte Meerrettichperoxidase oxidiert nun das Substrat (Luminol + Wasserstoffperoxid)
unter  Freisetzung eines  Photons im  blauen  Bereich des  Lichtspektrums

(Chemolumineszenzreaktion).

Chemilumineszenz-Messung:

Im Anschluss erfolgt die Messung der Testkammern mittels des CLA-1™-Luminometers. Die
Messung muss innerhalb von 60 Min. nach dem Befiillen der Pette mit der Photoreagenzreaktion
gestartet werden. Das Luminometer misst die Menge an Licht in sog. Lumineszenzeinheiten
(LE), die von den einzelnen Testkammern emittiert werden. Zur Berechnung des jeweiligen IgE-
Werts werden die Emissionen der Negativkontrolle automatisch abgezogen. Die Einordnung in
sog. CLA-Klassen 0 — 4 (CLA Class Allergy Scoring System) beruht auf der Lichtmenge, die

von den jeweiligen Allergenen in der Pette emittiert wird (vgl. Tabelle 4).
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Tabelle 4: CLA-Klassen

CLA-Klasse Netto LE Konzentration der allergenspezifischen
IgE-Antikorper

0 0-26 Es wurden keine Antikorper erkannt

1 27 — 65 Niedrige Antikdrperkonzentration

2 66 — 142 Moderate Antikdrperkonzentration

3 143 — 242 Hohe Antikorperkonzentration

4 >242 Sehr hohe Antikérperkonzentration

3.2.2 In-vivo-Testsystem: Prick-Test

Die Theorie sowie praktische Durchfuihrung des Prick-Tests wurde bereits in der Einleitung (vgl.
1.2.2.2) abgehandelt. Die verwendeten Prick-Losungen sind im Material-Teil aufgefuhrt (vgl.
3.1.3).

Alle Prick-Tests in dieser Arbeit wurden nach vorheriger Desinfektion am Unterarm der
jeweiligen Probanden ausschlieBlich in der Allergie-Ambulanz der dermatologischen Klinik der
TU Minchen durchgefiihrt. Neben der Positivkontrolle (Histamin; Allergopharma) und der
Negativkontrolle (sterile Kochsalzlésung; Klinikumsapotheke des Klinikums rechts der Isar der
Technischen Universitat Minchen) wurden alle der im Materialteil (vgl. 3.1.3) aufgefihrten
kommerziellen Prick-Lésungen bzw. native Produkte getestet. Eine Ablesung der Ergebnisse
erfolgte jeweils nach 15 Min. Der Prick-Test wurde als positiv gewertet, wenn die entstandene

Quaddel des jeweiligen Allergens >3 mm groRer als die Negativkontrolle war.

3.3 Daten und statistische Auswertung

Es erfolgte die Auswertung von klinischen und laborimmunologischen Daten, die in den Jahren
2013 und 2014 im Rahmen verschiedener allergologischer Untersuchungen in der Klinik und
Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie am Biederstein, Klinikum rechts der Isar, TUM, an
insgesamt 80 Patienten mit Inhalationsallergie oder Nahrungsmittelallergie gewonnen und
vollstdndig anonymisiert zur Verfugung gestellt wurden. Neben den klinisch-allergologischen

Daten, die auch Hauttestergebnisse einschlossen, handelte es sich bei den vorliegenden Daten

29



3. Material und Methoden

um die Ergebnisse von serologischen Bestimmungen der spezifischen IgE-Reaktivitat gegen
multiple klinisch relevante Inhalations- und Nahrungsmittelallergene. Diese serologischen
Untersuchungen wurden mittels automatisierter (Phadia UniCAP250, Thermo Fisher Scientific,
Uppsala, Schweden) oder teil-automatisierter (Hitachi Chemical Diagnostics, Mountain View,

CA, USA) Immunoassay-Systeme durchgefihrt.

Die Korrelation von Optigen- und ImmunoCAP-Messwerten sowie entsprechender
Klasseneinteilungen wurde mittels des Korrelationskoeffizienten nach Spearman quantifiziert.
Die diagnostische Gute von Optigen und ImmunoCAP-Messungen bezlglich der Prick-
Klassifikation wurde anhand der Fl&che unter der Kurve (,,area under the curve®, AUC) der
Grenzwertoptimierungskurve (,receiver operating characteristic, ROC) beurteilt. Alle
statistischen Hypothesentests wurden auf explorativen und zweiseitgien 5 -%-Signifikanzniveaus
durchgefihrt. Entsprechend wurden zweiseitige 95 -%-Konfidenzintervalle fiir Effektgrofen,
z. B. fur die AUC, berechnet. Statistische Analysen wurden in R 3.0.0 (R, Foundation for
Statistical Computing, Wien, Osterreich) durchgefithrt. Die statistische Auswertung erfolgte
unter Konsultation und Unterstiitzung des Instituts fur Medizinische Statistik und Epidemiologie
(IMSE) durch PD Dr. Alexander Hapfelmeier.
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4, Ergebnisse
4.1 Probandenkollektiv

Es erfolgte der Einschluss von insgesamt 80 Patienten im Alter von 6 bis 78 Jahren in das
Probandenkollektiv dieser Arbeit. Das Durschnittalter betrug 35,15 + 20,3 Jahre mit einem
Median von 32 Jahren (Abb. 11A). Das Ménner-Frauen-Verhaltnis betrug 0,86 mit insgesamt 37
eingeschlossenen Mé&nnern und 43 Frauen (Abb. 11B). Wahrend das Durchschnittalter der
Frauen 36,4 + 20,1 Jahre betrug, wiesen die Ménner mit 33,7 = 20,4 Jahre ein etwas jlngeres
Alter auf.
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Abb. 11: Probandenkollektiv

Einschuss von insgesamt 80 Probanden; A. Alter in Jahren mit Mittelwert und Standardabweichung; B. Geschlechterverhaltnis;
C. Allergiekategorie der eingeschlossenen Probanden; mit Sensibilisierung gegen saisonale Aeroallergenen, perenniale
Aeroallergene und Nahrungsmittelallergene; D. Gesamt-IgE in kU/L der jeweiligen Probanden mit Mittelwert und
Standardabweichung

VVon den 80 eingeschlossenen Probanden stellte sich die Mehrheit mit 48,7 % (n = 39) wegen
einer Allergie gegen saisonale Aeroallergene, 38,8 % (n = 31) wegen einer Allergie gegen

perenniale Aeroallergene und 12,5 % (n = 10) wegen einer Nahrungsmittelallergie vor.

Das durchschnittliche Gesamt-IgE der 80 Probanden war deutlich erhéht und betrug

557,1 + 1018,9 kU/L, mit einem Median von 232 kU/L.
31



4, Ergebnisse

4.2  Korrelation der spezifischen IgE-Werte zwischen ImmunoCAP und Optigen

Die Korrelation der spezifischen IgE-Werte und Klassen zwischen ImmunoCAP und Optigen
wurde mit dem Rangkorrelationskoeffizienten r nach Spearman berechnet, da die Daten keiner
Normalverteilung folgten. Bei der Interpretation des r-Werts, orientiert sich diese Arbeit an der
Einteilung von Cohen aus dem Jahr 1992 [24]:

r = .10 entspricht einem schwachen Effekt
r = .30 entspricht einem mittleren Effekt
r = .50 entspricht einem starken Effekt

4.2.1 Korrelation der spezifischen IgE-Werte

Von den insgesamt 20 verschiedenen Allergenen, fur welche bei jedem Probanden mit beiden

Testsystemen jeweils spezifische IgE-Werte bestimmt wurden, zeigte sich zwischen
ImmunoCAP und Optigen im Durchschnitt ein Korrelationskoeffizient r = 0,668 + 0,22 bei
einem medianen r-Wert von 0,764. Eine Signifikanz wurde fur die Korrelation bei allen
Allergenen erreicht. Der Koeffizient r schwankte zwischen der geringsten Korrelation von 0,235
bei Kabeljau (Gad) und der héchsten Korrelation mit 0,930 bei Hausstaubmilbe (Der f1, vgl.

Tab. 5).

Tabelle 5: Korrelation der spezifischen IgE-Werte zwischen ImmunoCAP und Optigen

Korrelation nach Spearman (r)

spezifische IgE-Werte
Allergene r Signifikanz p
Der f1 0,930 <0,001
Cor 0,923 < 0,001
Der p1 0,897 < 0,001
Fel 0,882 < 0,001
Phl 0,869 < 0,001
Can 0,813 < 0,001
Dau 0,807 < 0,001
Mal 0,799 < 0,001
Betv1 0,780 < 0,001
Ara 0,770 <0.001
Art 0,758 < 0,001
Gly 0,685 < 0,001
Tri 0,597 < 0,001
Asp 0,558 < 0,001
Hev 0,522 < 0,001
Alb 0,458 < 0,001
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Equ 0,452 <0,001
Cla 0,380 0,001
Lac 0,252 0,024
Gad 0,235 0,036

In Abb. 12 werden exemplarisch die Korrelationsgraphiken der spezifischen IgE-Werte von
Hausstaubmilbe (Der f1) (starkste Korrelation) und Kabeljau (Gad) (schwachste Korrelation)
aufgezeigt. Eine komplette Auflistung der Graphen der analysierten Allergene findet sich im

Anhang dieser Arbeit.
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Abb. 12: Korrelationsgraphik der spezifischen IgE-Werte

Korrelation der spezifischen IgE-Werte zwischen dem ImmunoCAP-System in der y-Achse und dem Optigen-System in der x-
Achse. Jeder Punkt entspricht einem Probanden. In der unteren Zeile Darstellung der Achsen zum Teil logarithmisch; A.
Hausstaubmilbe (Der f1); B. Kabeljau; Opti, Optigen; CAP, ImmunoCAP; sIgE, spezifisches IgE, LE, Lumineszenzeinheiten

4.2.2 Korrelation der IgE-Klassen

Neben der Korrelation der spezifischen IgE-Werte erfolgte auch eine Korrelation der IgE-
Klassen von ImmunoCAP und Optigen. Dabei reichen die ImmunoCAP-Klassen von 0 — 6 (vgl.
3.2.1.1.2) und die Optigen-Klassen, auch CLA-Klassen genannt, von 0 — 4 (vgl. 3.2.1.2.2). Bei
den 20 gemessenen Allergenen zeigte sich im Mittel hinsichtlich der IgE-Klassen ein
Korrelationskoeffizient nach Spearman von 0,618 + 0,26 sowie ein Median von 0,699. Bis auf
die spezifischen IgE-Werte gegen Milch und Kabeljau zeigten sich die Korrelationskoeffizienten

uberall signifikant. Der r-Wert reicht von - 0,013 bei Kabeljau mit der geringsten Korrelation
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(negative Korrelation) zu 0,930 bei Hausstaubmilbe (Der p1) mit der starksten Korrelation. Bei

Latex konnte kein Korrelationskoeffizient berechnet werden.

Tabelle 6: Korrelation der IgE-Klassen zwischen ImmunoCAP und Optigen

Korrelation nach Spearman (r)
IgE-Klassen

Allergene r Signifikanz p

Der p1 0,930 < 0,001
Fel 0,926 <0,001
Der f1 0,913 < 0,001
Cor 0,897 < 0,001
Phl 0,876 < 0,001
Betv1 0,77 <0,001
Can 0,724 < 0,001
Art 0,721 <0,001
Equ 0,707 <0,001
Asp 0,699 < 0,001
Gly 0,67 < 0,001
Cla 0,573 < 0,001
Dau 0,527 < 0,001
Mal 0,476 < 0,001
Alb 0,451 < 0,001
Ara 0,414 < 0,001
Tri 0,28 0,012
Lac 0,2 0,075
Gad -0,013 0,911

In Abb. 13 werden exemplarisch die Korrelationsgraphiken der IgE-Klassen des ImmunoCAP-
und des Optigen-Systems von Hausstaubmilbe (Der f1) (sehr starke Korrelation) und Kabeljau
(Gad) (negative Korrelation) aufgezeigt. Eine komplette Auflistung der Graphen der analysierten

Allergene findet sich im Anhang dieser Arbeit.
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Abb. 13: Korrelationsgraphik der IgE-Klassen

Korrelation der IgE-Klassen zwischen dem ImmunoCAP- und dem Optigen-System. In der oberen Zeile Gegentiberstellung der
absoluten Anzahl der jeweiligen IgE-Klassen beider Systeme, x-Achse CAP und y-Achse Opti; in der unteren Zeile Darstellung
der Korrelation mittels Blasendiagramm, je groRer die Blase desto héher die Anzahl der Probanden ; A. Hausstaubmilbe (Der f1);

B. Kabeljau; Opti, Optigen; CAP, ImmunoCAP;

4.2.3 Korrelation des spezifischen IgE - Zusammenfassung

Beim Vergleich der Korrelationskoeffizienten zwischen den spezifischen IgE-Werten und den

IgE-Klassen zeigte sich im Schnitt eine Differenz von 0,149 + 0,148: mit dem geringsten

Unterschied bei Huhnereiweil? und Lieschgras von jeweils 0,007 und der grof3ten Diskrepanz mit

0,356 bei der Erdnuss (Abb. 14).
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Abb. 14: Vergleich der Korrelationen zwischen
den spezifischen IgE-Werten und IgE-Klassen
Korrelation der spezifischen IgE-Werte (schwarz)
und der IgE-Klassen (grau) zwischen dem
ImmunoCAP- und dem Optigen-System, bezogen
auf die einzelnen Allergene in der Ubersicht. In der
x-Achse wird der Korrelationskoeffizient r nach
Spearman gezeigt. In der y-Achse sind die
einzelnen Allergene aufgetragen, gegen welche im
Serum das spezifische IgE bestimmt wurde. Von
oben nach unten nimmt das Delta des
Korrelationskoeffizienten zwischen IgE-Werten
und IgE-Klassen zu.
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4.3  Diskriminative Gute von ImmunoCAP und Optigen im Vergleich zum Prick-Test

Zur Klinischen Evaluierung der beiden Testsysteme erfolgte die Bestimmung der diskriminativen
Gute (Sensitivitat und Spezifitadt) der beiden Systeme in Referenz zur Sensibilisierung der
gleichen Probanden im Prick-Test. Der Hauttest wird hierbei als Goldstandard angesehen, in
welchem die Probanden entweder als positiv oder negativ gegentiber dem einzelnen Allergen
gewertet werden. Es wird geprift, inwieweit die beiden in-vitro IgE-Testsysteme ImmunoCAP
und Optigen (welche eine quantitative GroRRe darstellen) das qualitative Ergebnis (positiv bzw.
negativ) des Prick-Tests abbilden kénnen. Es erfolgt daher die Bestimmung der prognostischen
Aussage von ImmunoCAP und Optigen zum Prick-Test, welche mittels der
Grenzwertoptimierungskurve, auch ROC-Kurve genannt, dargestellt wird. Zur Quantifizierung
des Ergebnisses erfolgt die Berechnung der Flache unter der ROC-Kurve (AUC). Liegt die
Kurve auf der Diagonalen, also bei einem AUC von 0,5, deutet dies auf einen Zufallsprozess mit
gleich hoher Trefferquote wie Falschpositivquote hin. Nach Hosmer & Lemeshow wird die
Qualitat eines Tests mittels Bestimmung der AUC wie folgt eingeteilt [45]:

AUC =05 -> keine Diskrimination, Zufallsprinzip

AUC 05-0,7 —> schlechte Diskrimination

AUCO0,7-0,8 —> akzeptable Diskrimination

AUC0,8-0,9 -> gute Diskrimination

AUC >0,9 -> sehr gute Diskrimination

4.3.1  Diskriminative Gute der spezifischen IgE-Werte

Hinsichtlich der spezifischen IgE-Werte zeigte sich beim ImmunoCAP eine durchschnittliche
AUC von 0,734 + 0,155 bei einem Median von 0,778. Im Vergleich dazu zeigte sich beim
Optigen-Testsystem eine durchschnittliche AUC von 0,780 = 0,131 und ein Median von 0,796.
Bei beiden Testsystemen zeigte sich die stérkste Diskrimination mit 0,976 (ImmunoCAP) bzw.
0,964 (Optigen) bei Hausstaubmilbe (Der f1) und die schwéchste Diskrimination mit 0,515
(ImmunoCAP) bzw. 0,549 (Optigen) beim Schimmelpilz (Cla) (Tab. 7). Bei allen gemessenen
Allergenen zeigt sich kein signifikanter Unterschied zwischen dem ImmunoCAP und dem
Optigen-Testsystem. Fur drei Allergene, Huhnereiweil3, Milch und Kabeljau, konnte keine AUC

berechnet werden.
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Tabelle 7: Diskriminative Gute der spezifischen IgE-Werte von ImmunoCAP und Optigen zum Prick-Test

ImmunoCAP Optigen
spezifische IgE-Werte spezifische IgE-Werte
Allergene AUC AUC Signifikanz p
Der f1 0,976 0,964 0,571
Phl 0,967 0,93 0,095
Fel 0,96 0,938 0,331
Betv 1 0,944 0,893 0,067
Der p1 0,937 0,928 0,684
Art 0,858 0,796 0,235
Equ 0,858 0,877 0,679
Dau 0,809 0,845 0,388
Can 0,778 0,843 0,124
Cor 0,721 0,687 0,521
Mal 0,679 0,581 0,251
Gly 0,633 0,657 0,689
Ara 0,624 0,641 0,769
Tri 0,604 0,644 0,305
Asp 0,588 0,732 0,151
Hev 0,574 0,75 0,26
Cla 0,515 0,549 0,606

In Abb. 15 werden exemplarisch die ROC-Kurven der spezifischen IgE-Werte des ImmunoCAP-

und des Optigen-Systems im Vergleich zum Prick-Test fir Hausstaubmilbe (Der f1) (sehr gute

Diskrimination) und Schimmelpilz (Cla) (schlechte Diskrimination) aufgezeigt. Eine komplette

Auflistung der Graphen der analysierten Allergene findet sich im Anhang dieser Arbeit.
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Abb. 15: Diskriminative Gute der spezifischen IgE-Werte von ImmunoCAP und Optigen in Referenz zur Prick-
Klassifikation — ROC-Kurvenanalyse.
ROC-Kurven der spezifischen IgE-Werte des ImmunoCAP- und Optigen-Testsystems in Bezug auf die Prick-Klassifikation (+/-
). In der x-Achse zeigte sich die Spezifitdt und in der y-Achse die Sensitivitat der spezifischen IgE-Werte von ImmunoCAP und
Optigen in Referenz zur Prick-Klassifikation. Weiterhin Berechnung von AUC mit 95 % Konfidenzintervall. A. Hausstaubmilbe
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(Der f1); B. Schimmelpilz (Cladosporium); AUC, area under the curve; CAP, ImmunoCAP; CI, Konfizdenzintervall; Opti,
Optigen.

4.3.2  Diskriminative Gute der IgE-Klassen

Hinsichtlich der diskriminative Giite bei den IgE-Klassen zeigte sich beim ImmunoCAP eine
durchschnittliche AUC von 0,734 + 0,157 und ein Median von 0,777. Beim Optigen-Testsystem
zeigte sich bei den IgE-Klassen, bezogen auf den Prick-Test, eine durchschnittliche AUC von
0,747 £ 0,155 und ein Median von 0,754. Die hochste diskriminative Gute zeigte sich wie schon
bei den spezifischen IgE-Werten — auch bei den IgE-Klassen mit einer AUC von 0,965
(ImmunoCAP) bzw. 0,974 (Optigen) bei der Hausstaubmilbe (Der fl). Die schwéchste
diskriminative Gite, bezogen auf den Prick-Test, zeigt sich bei den IgE-Klassen beim
ImmunoCAP-Testsystem mit einer AUC von 0,5 bei Latex (Hev) und beim Optigen-Testsystem
mit einer AUC von 0,505 bei Sojabohne (Gly) (Tab. 8). Bei allen gemessenen Allergenen zeigte
sich auch bei den IgE-Klassen kein signifikanter Unterschied zwischen dem ImmunoCAP und
dem Optigen-Testsystem. Fir drei Allergene — Hihnereiwei8, Milch und Kabeljau — konnte

keine AUC berechnet werden.

Tabelle 8: Diskriminative Gute der IgE-Klassen von ImmunoCap und Optigen zum Prick-Test

ImmunoCAP Optigen
IgE-Klassen IgE-Klassen
Allergene AUC AUC Signifkanz p
Der f1 0,964 0,974 0,513
Fel 0,944 0,89 0,06
Der pl 0,934 0,936 0,881
Phl 0,918 0,961 0,056
Betv 1 0,87 0,913 0,092
Equ 0,839 0,816 0,746
Dau 0,802 0,754 0,551
Art 0,79 0,847 0,197
Can 0,777 0,777 0,989
Cor 0,671 0,732 0,136
Tri 0,608 0,689 0,711
Cla 0,597 0,576 0,311
Ara 0,582 0,628 0,638
Gly 0,567 0,505 0,209
Mal 0,561 0,642 0,734
Asp 0,552 0,52 0,058
Hev 0,5 0,537 0,837
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In Abb. 16 werden exemplarisch die ROC-Kurven der IgE-Klassen des ImmunoCAP- und des
Optigen-Systems in Referenz zum Prick-Test von Hausstaubmilbe (Der f1) (sehr gute
Diskrimination) und Schimmelpilz (Cla) (schlechte Diskrimination) aufgezeigt. Eine komplette

Auflistung der Graphen fir die restlichen Allergene findet sich im Anhang dieser Arbeit.
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Abb. 16: Diskriminative Gute der IgE-Klassen von ImmunoCAP und Optigen in Referenz zur Prick-Klassifikation —
ROC-Kurvenanalyse.

ROC-Kurven der IgE-Klassen des ImmunCAP und Optigen-Testsystems in Bezug auf die Prick-Klassifikation (+/-). In der x-
Achse zeigte sich die Spezifitdt und in der y-Achse die Sensitivitat der IgE-Klassen von ImmunoCAP und Optigen in Bezug auf
die Prick-Klassifikation. Weiterhin Berechnung von AUC mit 95 % Konfidenzintervall. A. Hausstaubmilbe (Der f1); B.
Schimmelpilz (Cladosporium); AUC, area under the curve; CAP, ImmunoCAP; Cl, Konfizdenzintervall; Opti, Optigen.

4.3.3 Diskriminative Glte — Zusammenfassung

Beim Vergleich der diskriminativen Gute des ImmunoCAP- und Optigen-Testsystems in Bezug
auf den Prick-Test zeigte sich bei den spezifischen IgE-Werten im Durchschnitt ein nicht
signifikantes Delta der AUC von 0,05 + 0,05 und bei den IgE-Klassen ebenfalls ein nicht
signifikantes Durchschnittsdelta von 0,04 + 0,02. Bei den spezifischen IgE-Werten zeigte sich
die grolte Differenz der AUC zwischen ImmunoCAP und Optigen mit 0,176 bei Latex und die
geringste Differenz mit 0,009 bei Hausstaubmilbe (Der pl). Bei den IgE-Klassen wiesen sowohl
Apfel als auch Weizen mit einer AUC Differenz von 0,081 den grofiten Unterschied zwischen
dem ImmunoCAP- und dem Optigen-Testsystem auf. Keine Abweichung der IgE-Klassen
zwischen den beiden Messsystemen zeigte sich bei dem Allergen Hund. Abb. 17 zeigt die
Differenz der AUC mit 95 % Konfidenzintervall von ImmunoCAP und Optigen. Bei keinem
Allergen zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen dem ImmunoCAP und Optigen-

Testsystem.
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Abb. 17: Vergleich der diskriminativen Giite zwischen dem ImmunoCAP- und Optigen-Testsystem.

Differenz der AUC von ImmunoCAP und Optigen in Bezug auf die Prick-Klassifikation. In der x-Achse zeigte sich das Delta der
AUC von ImmunCAP und Optigen mit 95 % Konfidenzintervall. In der y-Achse zeigen sich die einzelnen Allergene. A.
Spezifische IgE-Werte; B. IgE-Klassen; AUC, area under the curve; CAP, ImmunoCAP; Cl, Konfizdenzintervall; Opti, Optigen.
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Die Identifikation von klinisch relevantem spezifischem IgE ist entscheidend fiir die Diagnose,
Behandlung und Prévention allergischer Erkrankungen [69; 78]. Weltweit gibt es verschiedenste
In-vitro-Testsysteme zur Bestimmung von spezifischem IgE. Die Effektivitat der IgE-Messung
kann stark von dem jeweiligen methodischen VVorgehen — wie z. B. dem Allergen-Coating oder
den einzelnen Detektionsmechanismen der IgE-Allergen-Bindung — beeinflusst werden, was eine
Validierung neuer Testsysteme im Vergleich zu etablierten Methoden notwendig macht [91].
Eine der besonders etablierten und zuverldssigen IgE-Messsysteme stellt das ImmunoCAP-
System dar — von einigen Autoren als ,,Goldstandard* in der In-vitro-Diagnose von allergischen
Erkrankungen bezeichnet [4]. Allerdings kann das ImmunoCAP-System nur spezifisches IgE
gegen ein einzelnes Allergen oder eine Allergenfraktion detektieren, und zwar in der sog.

Singleplex-Methode.

Aus diesem Grund erfolgte die Entwicklung weiterer Testsysteme — etwa jenes von Optigen, das
in einem Testlauf tUber 30 verschiedene allergenspezifische IgE-Wert ermitteln kann. Diese im
allgemeinen kostengunstigeren Systeme werden MAST (,,multiple allergen simultaneous test)
oder Paneltest bzw. Multiplex-Methode genannt [42].

51 Performance des Optigen- vs. ImmunoCAP-Testsystem

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass bezogen auf die spezifischen IgE-Werte und die
Ige-Klassen fur die groBe Mehrheit der hier analysierten Allergene anhand des
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman insgesamt eine starke Korrelation zwischen dem
Singleplex ImmunoCAP- und dem Multiplex Optigen-System besteht [24]. Weiterhin zeigte
sich die diskriminative Gite zum Prick-Test bei der Optigen-Testmethode bei der Mehrheit der

analysierten Allergene vergleichbar mit dem Goldstandard der IgE-Diagnostik ImmunoCAP.

In der Literatur findet man vergleichbare Ergebnisse. Zur Bestimmung der Performance des
neueren Optigen-Systems analysierten Kim et al. die Diagnoseeffektivitat bei der allergischen
Rhinitis im Vergleich zu einem Vorgangermodell von Optigen. Als Referenz diente wie in der
vorliegenden Arbeit das ImmunoCAP-System sowie der Prick-Test [53]. In den 1990er Jahren
erfolgte die Einfihrung des MAST-CLA in Korea, mit welchem die gleichzeitige Messung von

35 Allergenen moglich wurde. Die Weiterentwicklung erfolgte im Jahr 2007 mit der Einfuhrung
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des MAST-CLA-Optigen-Systems, welches durch eine um 80 % verkirzte Inkubationszeit
deutlich schnellere Ergebnisse liefern kann.

Wesentlicher Nachteil des VVorgangermodells war eine schlechtere Sensitivitat im Vergleich zum
Prick-Test [2]. Beim Optigen-Test wurde daher versucht, durch eine erhéhte Bindung der
Allergene an eine Polystyren-basierte Festphase die Sensitivitdt zu erhohen. In einer ersten
Studie zeigte der Vergleich des alten und des neuen Testsystems eine Konkordanz von tber 90
% zwischen den beiden Testsystemen [58]. In der Studie von Kim et al. zeigte das Optigen-
System vergleichbare Ergebnisse mit der Hauttestung sowie mit dem ImmunoCAP, bei
gleichzeitig weniger falsch positiven Ergebnissen im Vergleich zur VVorgeneration. Das Optigen-
System korrelierte dabei besser mit dem ImmunoCAP als mit dem Hauttest. Die Autoren
argumentierten diese Beobachtung damit, dass beide Testsysteme spezifisches IgE messen und
sich daher vom Grundprinzip sehr dhnlich sind, wohingegen bei der Hauttestung eine

funktionelle Histaminausschiittung gemessen wird.

Im Vergleich zur vorliegenden Studie erfolgte bei Kim et al. eine Fokussierung auf in Korea
relevante Aeroallergene bei der RCA. Bis auf die Kiichenschabe wurden jedoch alle relevanten
analysierten Allergene im hier durchgefihrten Vergleich zwischen Optigen und ImmunoCAP
(Der pl1, Der f1, Hund, Katze, Beiful}) auch in dieser Arbeit ausgewertet. Hier ergab sich
interessanterweise eine sehr &hnliche Anordnung der Korrelationskoeffizienten. Die hochste
Korrelation der getesteten IgE-Werte zeigte sich wie in unserer Arbeit bei Der f1 und Der pl
gefolgt von Katze, Beiful und Hund. Der Korrelationskoeffizient zeigt sich dabei nahezu
identisch zwischen der Arbeit von Kim et al. und der vorliegenden Studie.

Im Vergleich verschiedener MAST-IgE-Testsysteme analysierten Shin et al. unter anderem die
Ubereinstimmung zwischen ImmunoCAP und Optigen bei diversen inhalativen und
Nahrungsmittelallergenen. Bei Aeroallergenen zeigte sich bei den positiven Ergebnissen eine
91,75 %-ige und bei den Nahrungsmittelallergenen eine 86,4 %-ige Ubereinstimmung zum
ImmunoCAP. Im Vergleich zu den anderen beiden MAST-Systemen (Polycheck Allergy und
RIDA Allergy Screen) wies das Optigen-System insgesamt eine hohere Sensitivitat auf.
Insgesamt ergab sich aus dieser Studie eine moderate Ubereinstimmung von Optigen und
ImmunoCap mit Cohens Kappa bei inhalativen Allergenen von 0,27 wund beli
Nahrungsmittelallergenen von 0,59. Optigen zeigte insgesamt verglichen zu den beiden anderen
MAST-Systemen in dieser Studie die beste Kapazitdt im Direktvergleich zum ImmunoCAP.

42



5. Diskussion

Jedoch wurden insgesamt nur 23 Proben mit dem ImmunoCAP verglichen [40]. Im Vergleich
zur vorliegenden Studie konnte sich die hohe Ubereinstimmung bei Hausstaubmilbe, BeifuR,

Lieschgras, Hund und Katze erneut bestatigen.

Weiterhin zeigte sich ebenfalls wie in dieser Arbeit eine geringe Ubereinstimmung von nur 50
% bei Huhnereiweil3. Im Gegensatz zu den hier vorliegenden Ergebnissen zeigte sich jedoch eine
hohe Ubereinstimmung bei Kabeljau und Milch. Zu beriicksichtigen sind jedoch die kleine
Probandenanzahl, da nur einer bis drei Probanden mit beiden Systemen getestet wurden.

In einer weiteren Studie mit 78 Patienten zur Diagnose einer allergischen Rhinits zeigte sich eine
vergleichbare Ubereinstimmung von MAST-CLA (91,5 %) und ImmunoCAP (92,1 %) im
Vergleich zur Hauttestung. Die Sensitivitat des MAST-CLA war mit 73,4 % niedriger als die
des ImmunoCAP mit 81,4 %, wohingegen die Spezifitat mit 95,3 % etwas hoher als die des
ImmunoCAP (94,5 %) lag [52].

Neben diesen Studien flihrte auch der Hersteller Hitachi einen eigenen Validierungsprozess des
Optigen-Systems durch. Hierbei erfolgte eine Evaluation des sog. Universalpanels gegen den
ImmunoCAP der Firma Phadia. Bei diesem Panel wurden mit Hilfe von Padiatern und
Allergologen in verschiedenen Landern die 20 haufigsten Allergene inkludiert (Abb. 18A).
Dieses enthdlt auch 16 von 20 der in dieser Arbeit untersuchten Allergene.

A B
ALLERGEN LATIN NAME
OPTIGEN vS. CAP
Birch, White Betula verrucosa (alba, pendula)
Ragweed Mix | Ambrosia elatior / Ambrosia trifida
) Cc No. % w/1C
Timothy Grass Phleum pratense
Mugwort Artemisia vulgaris
- 0,
Latex Hevea brasiliensis - 890 66.02%
Soybean Glycine max
Rice Oryza sativa +1 203 15.06% 90%
Codfish Gadus morhua
Wheat Triticum aestirum -1 115 8.53%
Peanut Arachis hypogaea
Egg white Gallus gallus +2 79 5.86%
Cow's Milk N/A
Aspergillus Aspergillus fumigatus -2 44 3.26%
Cladosporium Cladosporium herbarum / Cladosporium cladosporiodes
Alternaria Alternaria aiternata (tenuis) +3 7 0.52%
Dog Canis
Cat Felis domesticus 3 10 0.74%
Cockroach Mix Blatella germanica / Periplaneta americana
Mite Dermatophagoides pteronyssinus
ep phagoldes plerony Total 1848 | 100.00%
Mite f Dermatophagoides farinae

Abb. 18: Optigen vs. ImmunoCAP — Validierung des Herstellers Abbildung modifiziert nach [70]
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A. Allergene des Universalpanels B. Vergleich der IgE-Klassen von Optigen und ImmunoCAP; C, Class (Klassen); No. Number
(Anzahl); W/1C, within one class (innerhalb einer Klasse)

Bei insgesamt 1348 Datenpunkten ergab der Vergleich zum ImmunoCAP eine Sensitivitat von
88 % und eine Spezifitat von 94 %. Bezogen auf die IgE-Klassen lagen 90 % der Optigen-
Ergebnisse innerhalb einer CAP-Klasse (Abb. 18B). Neben einer genauen Auflistung der
Diagnoseglite einzelner Allergene zwischen den beiden Systemen fehlt ein Vergleich zum
Hauttest bei dieser nicht in der wissenschaftlichen Fachliteratur verdffentlichten
Validierungsstudie [44].

Nach ausfuhrlicher Recherche verfuigbarer Literatur hat sich gezeigt, dass die vorliegende Arbeit
die einzige Studie darstellt, welche das Optigen-Testsystem in groRerem AusmaR mit den
identischen  Patienten gegen eine Vielzahl von verschiedenen Inhalations- und
Nahrungsmittelallergenen mit dem ImmunoCAP-System und gleichzeitig dem Prick-Test
vergleicht. Dies zeigt den Stellenwert dieser Studie, welche insgesamt eine hohe

Ubereinstimmung des Optigen-Testsystem zum ImmunoCAP und Hauttest aufzeigen konnte.

5.2  Vergleich von Singleplex- und Multiplex-lIgE-Messsystemen

Der grofite Vorteil eines Mulitplex-IgE-Messsystems wie Optigen — im Vergleich zu einem
Singleplex-System wie dem ImmunoCAP - besteht in der gleichzeitigen Analyse von
spezifischen IgE-Werten gegen eine Vielzahl von Allergenen. Die Vorteile des Multiplex- im
Vergleich zum Singleplex-System lassen sich dabei verschiedenen Ebenen zuordnen: [44; 47,
89]

1. Zum einen die deutliche Zeitersparnis. Das hier nach dem ImmunoCAP-Singleplex-
Prinzip getestete Phadia 250-Gerdt kann innerhalb von 5 Stunden ca. 250 Ergebnisse
analysieren. Der AP720S™ mit der Multiplex-Optigen-Technik liefert in der gleichen
Zeit mehr als 400 Ergebnisse.

2. In der Péadiatrie mit haufig erschwerter Blutabnahme, aber auch bei Erwachsenen im
Rahmen von Nachbestimmungen ist es oft essenziell, mit wenig Serum viele Allergene
zu testen. Mit dem ImmunoCAP-System bendtigt man pro Allergen ca. 50 pL Serum.
Zusatzlich zu beriicksichtigen ist ein Todvolumen von ca. 300 pL, was bei 20 zu
testenden Allergenen zu einer Gesamtmenge von 1100 pL Serum (55 pL pro Allergen)
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fihrt. Mit dem Optigen-Testsystem konnen 20 Allergene mit 300 uL Serum bestimmt
werden, was 15 pL pro Allergen entspricht, einer Reduktion der Serummenge pro
Allergen von (ber 70 %.

3. In einer Zeit des zunehmenden Kostendrucks im Gesundheitssystem ist es von enormer
Bedeutung, medizinische Diagnostik bei hochster Qualitat so kostengunstig wie moglich
zu erbringen. Ein Vergleich der reellen Kosten ist schwierig, da neben den reinen
Materialkosten auch die Personalkosten berechnet werden missen. Beim Multiplex-
Verfahren zeigt sich durch die Zeitersparnis beim Messen vieler Allergene hier ein
Vorteil hinsichtlich der Personalkosten.

4. Als Hauptvorteil des Multiplex-Systems muss der diagnostische Mehrgewinn des
Klinikers gesehen werden. Dieser erlangt mit diesem Testverfahren sofort einen
Uberblick tiber das Sensibilisierungsprofil des untersuchten Individuums und kann daraus

weitere diagnostische sowie therapeutische Malinahmen ableiten.

Zur Geltung kommen die Vorziige des Multiplex-Systems allerdings erst im Zuge groRerer
Allergiescreening-Untersuchungen (bei denen das IgE-Reaktionsprofil eines Patienten gegen
maoglichst viele Allergene bestimmt werden soll). Ein klassisches Beispiel: die idiopathische
Anaphylaxie, bei der es hdufig schwierig ist, durch eine allergologische Testung einen klaren
Ausloser zu identifizieren. Es erfolgt daher die Testung gegen typische Ausldser einer
idiopathischen Anaphylaxie wie z. B. alpha-Gal, Lupinensamen, Sellerie und Omega-5-Gliadin.
Durch ein Multiplex-System kann hier in kurzer Zeit, kosteneffektiv und mit wenig Serum eine
ausfihrliche Diagnostik erfolgen, damit ein lebensbedrohliches Allergen identifiziert wird [13;
68]. Hierfiir ist es essenziell, dass die Sensitivitat von Multiplex IgE-Messsystemen im Vergleich
zu Singleplex-Systemen hoch genug ist. Dies konnte in dieser Arbeit sowie in Zusammenschau
mit der Literatur flr das Optigen-System aufgezeigt werden.

In klinischen Fragestellungen, bei denen nur wenige Allergene zu testen sind — beispielsweise
bei einer in den Wintermonaten aggravierten rhionkonjunktivitisartigen Symptomatik mit
Verdacht auf Hausstaubmilbenallergie — ist die Singleplex-Methode im Vorteil. Das
ImmunoCAP-System ist in diesem Setting sowohl schneller als auch kostenglinstiger und hat als
definierter Goldstandard auch die etwas hohere Sensitivitat (vgl. 5.1).
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5.3 Molekulare IgE-Diagnostik mit Allergenchips

Unter molekularer Allergiediagnostik (auch komponenten-basierte IgE Diagnostik genannt)
versteht man die Bestimmung von spezifischen IgE-Antikdrpern gegen einzelne natirlich
isolierte oder rekombinant hergestellte Einzelallergene bzw. Allergenfragmente, nicht wie
herkdmmlich gegen Gesamtextrakte [27; 61]. Diese Weiterentwicklung des spezifischen IgE-
Nachweises hat die Qualitat der Allergiediagnostik wesentlich verbessert [8]. Mit dieser Technik
kann eine genuine Sensibilisierung von einer Kreuzreaktion unterschieden werden. So zeigen
Bienengiftallergiker hdufig eine Kreuzsensibilisierung auf den Gesamtextrakt des Wespengifts.
Mit Hilfe von rekombinanten Allergenen kann analysiert werden, ob eine genuine
Doppelsensibilisierung oder nur eine Kreuzreaktivitat wegen der molekularen Verwandtschaft
einzelner Allergene vorliegt [21; 66]. Gerade bei unklarer Stichanamnese unterstutzt diese
Diagnostik den Kliniker bei der Entscheidung, welche allergenspezifische Immuntherapie
(Hyposensibilisierung) durchgefihrt werden soll [21; 32; 83].

Aktuell gibt es sowohl die Mdglichkeit, molekulare IgE-Diagnostik mittels Singleplex-System
durchzufuhren als auch jene, mit Multiplex-Systemen zu arbeiten. Dabei werden verschiedene

Vorgehensmethoden unterschieden:

Bei der sog. ,top down“-Methode entscheidet der Kliniker — ausgehend  von der
allergologischen Anamnese —, welche Sensibilisierungen im Hautest und mittels spezifischer
IgE-Messung mit Gesamtextrakten bestimmt werden soll. Basierend auf diesen Befunden wird
eine klinische Hypothese erstellt und diese mittels weiterer molekularer Diagnostik ergénzt.
Besagte Strategie eignet sich aufgrund der begrenzten Anzahl zu testender Allergene am besten

flr ein Singleplex-System.

Bei der sog. ,bottom up“-Methode wird — ausgehend von einer breit aufgestellten IgE-
Diagnostik — eine klinische Hypothese erstellt. Diese Strategie eignet sich am besten fir
Multiplex-Systeme, da eine Vielzahl von Allergenen getestet wird. Bei dem sog. ,,U-shaped
approach® wird nach Diagnostik mittels ,,top down“-Prinzip zur Erweiterung der spezifischen

IgE-Diagnostik ein Multiplex-Verfahren nachgeschoben [18].

Die diagnostische Liicke zwischen Multiplex-Test und molekularer Diagnostik wurde zuletzt
durch die Das MAST-Verfahren nach Optigen-Prinzip bietet die Moglichkeit der gleichzeitigen
Analyse von bis zu 36 Allergenen. Allerdings basieren die kommerziell erhéltlichen Panels fir
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dieses System auf Gesamtallergenextrakten. Eine Komponenten-basierte molekulare Diagnostik
ist fur dieses System derzeit nicht etabliert [44] — ein groRer Nachteil gegentber der
ImmunoCAP Singlexplex-Methode, mit welcher sowohl eine Analyse von spezifischem IgE
gegen Gesamtextrakte als auch gegen Einzelallergene bzw. Allergenfragmente maoglich ist [89].
Auch neuere Systeme wie der ImmunoCAP-ISAC- oder der Euroimmun EUROLINE IgE-Test
weisen diesen Vorteil gegentiber dem Optigen-Testsystem [30] auf. Prinzipiell wirde sich das
MAST-Verfahren jedoch optimal fir die Komponenten-basierte molekulare IgE-Diagnostik
eignen, weil neben der geringen Menge an Serum nur eine geringe Menge an molekularen

Allergenen erforderlich ist.

Entwicklung von sog. Allergenchips geschlossen. Der etablierteste Vertreter dieser Gruppe ist
der sog. ImmunoCAP-ISAC (Immuno Solid-Phase Allergen Chip), welcher die Biochip-
Technologie mit der molekularen Allergologie in einem miniaturisierten Immunoassay vereint.
Mit diesem Chip ist es moglich, unter Einsatz von nur 40 pL Serum auf 112 gleichzeitig
natlrlich gereinigte oder rekombinant hergestellte Einzelallergene aus 51 Allergenquellen zu
testen. Der Nachteil gegenuber Singleplex-ImmunoCAP- und Optigen-Verfahren: ISAC liefert
nur semiquantitative Ergebnisse. Zudem besteht durch die geringen Allergenmengen auf dem
Allergenchip eine reduzierte Sensitivitat des Tests. Eine weitere Reduktion der Empfindlichkeit
wird durch die Interferenz von Antikdrpern anderer Klassen (v. a. 1gG) hinsichtlich der Bindung
an immobilisiertes Allergen ausgelost. Im Gegensatz dazu sind bei den Singleplex-Verfahren
Allergene in einer wesentlich hoheren Quantitat (10.000-fach héhere Allergenmenge) eingesetzt,
sodass mehr spezifische IgE-Antikorper eine Bindungsstelle finden, wodurch eine hdhere
Sensitivitat erzielt wird [3; 68; 89].

GemaR dem WAO-Konsensusdokument zur molekularen Allergiediagnostik eignet sich die
Allergenchip-Testung ISAC am besten fir polysensibilisierte Kinder und Erwachsene bei
Verdacht auf Sensibilisierung gegen Nahrungsmittel- und Inhalationsallergene  mit
kreuzreaktiven Eigenschaften [62]. Aktuell ist der ISAC in der Praxis vor allem fur seltene

Komplexfélle reserviert.

Mittels besagter Allergenchips werden groRe Mengen an Daten (Stichwort ,,big data“) generiert,
die in Zukunft dazu beitragen kénnen, eine personalisierte Medizin im Bereich der Allergologie

zu entwickeln [29].
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6.  Zusammenfassung

Allergische Erkrankungen haben innerhalb der letzten Jahrzehnte ein epidemieartiges Ausmald
erreicht und gehen mit hohen EinbuBen an Lebensqualitét fir die Betroffenen einher. Eine Studie
der Charité Berlin schétzte in der Europdischen Union die Mdglichkeiten eines jahrlichen
Einsparpotenzials auf Uber 140 Milliarden Euro: auf der Basis sachgerechter Diagnose und
Therapie von allergischen Erkrankungen. Entscheidend fur die Diagnostik dieser Erkrankungen
ist die Bestimmung von IgE aus dem Serum. Hierflr sind verschiedene In-vitro-Testsysteme
etabliert, von denen der ImmunoCAP aktuell als Goldstandard angesehen wird.

Ziel dieser Arbeit war es, ein neuartiges Panel-IgE Messverfahren, das sog. Optigen-Testsystem,
mit dem Singleplex ImmunoCAP-System sowie mit dem Hauttest bei der Diagnostik
verschiedener Allergene zu vergleichen und zu bestimmen, welcher IgE-Test fur die klinische
Routine in Bezug auf Sensitivitdt und Spezifitdt prazisere Ergebnisse liefert bzw. ob eine
Inferioritat des Optigen-Tests gegeniiber dem ImmunoCAP-Test besteht.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass — bezogen auf spezifische IgE-Werte als auch IgE-
Klassen — fur die groBe Mehrheit der hier analysierten Allergene (anhand des
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman) eine starke Korrelation zwischen dem
Singleplex-ImmunoCAP- und dem Multiplex-Optigen-System besteht. Weiterhin zeigte sich die
diskriminative Gilite zum Prick-Test mit der Optigen-Testmethode bei der Mehrheit der
analysierten Allergene vergleichbar mit dem Goldstandard der IgE-Diagnostik ImmunoCAP. Die
Literatur weist ahnliche Ergebnisse auf, wobei bislang gréRere Vergleichsstudien zwischen den
beiden Testsystemen nicht durchgefiihrt wurden.

Zusammenfassend zeigt diese Studie, dass das Optigen-Testsystem als klassischer Vertreter
eines Mulitplex-1gE-Testsystems fir eine breit aufgestellte IgE Diagnostik anstelle des
ImmunoCAP Testsystems gut geeignet ist und gegeniiber diesem keine Inferioritat aufweist.
Derzeit kann jedoch das Optigen-System aufgrund der fehlenden komponentenbasierten

Allergiediagnostik nur flr die Basisdiagnostik bei Standardféllen eingesetzt werden.
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2.2 Diskriminative Giite von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassi-
fikation (4/-)
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3.2 Diskriminative Giite von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassi-
fikation (4/-)
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4.1.2 Korrelation der ermittelten Klassen
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4.2 Diskriminative Giite von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassi-
fikation (4/-)
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5.1.2 Korrelation der ermittelten Klassen
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5.2 Diskriminative Giite von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassi-
fikation (4/-)

5.2.1 ROC der gemessenen Werte
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5.2.2 ROC der ermittelten Klassen
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6 Hund

6.1 Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP
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6.1.2 Korrelation der ermittelten Klassen
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6.2 Diskriminative Giite von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassi-
fikation (4/-)

6.2.1 ROC der gemessenen Werte
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6.2.2 ROC der ermittelten Klassen
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7 Katze
7.1 Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP

7.1.1 Korrelation der gemessenen Werte
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7.1.2 Korrelation der ermittelten Klassen
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7.2 Diskriminative Giite von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassi-
fikation (4/-)

7.2.1 ROC der gemessenen Werte
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7.2.2 ROC der ermittelten Klassen
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8 Lieschgras
8.1 Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP

8.1.1 Korrelation der gemessenen Werte
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8.1.2 Korrelation der ermittelten Klassen
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8.2 Diskriminative Giite von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassi-
fikation (4/-)

8.2.1 ROC der gemessenen Werte
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8.2.2 ROC der ermittelten Klassen

Sensitivity

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

AUC (95%—CI):

—— OPTI: 0.918 (0.859, 0.978)
---- CAP: 0.961 (0.922, 1.000)

1.0

I I I I I
0.8 0.6 0.4 0.2 0.0

Specificity

36




9 Beifuss
9.1 Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP

9.1.1 Korrelation der gemessenen Werte
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9.1.2 Korrelation der ermittelten Klassen
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9.2 Diskriminative Giite von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klas-
sifikation (+/-)

9.2.1 ROC der gemessenen Werte
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9.2.2 ROC der ermittelten Klassen
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10 Birke
10.1 Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP

10.1.1 Korrelation der gemessenen Werte
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10.1.2 Korrelation der ermittelten Klassen
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10.2 Diskriminative Giite von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klas-
sifikation (+/-)

10.2.1 ROC der gemessenen Werte
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10.2.2 ROC der ermittelten Klassen
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11 Haselnuss

11.1 Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP

11.1.1 Korrelation der gemessenen Werte
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11.1.2 Korrelation der ermittelten Klassen
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11.2 Diskriminative Giite von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klas-
sifikation (+/-)

11.2.1 ROC der gemessenen Werte
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11.2.2 ROC der ermittelten Klassen
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12 Hiihnereiweif3
12.1 Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP

12.1.1 Korrelation der gemessenen Werte
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12.1.2 Korrelation der ermittelten Klassen
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13 Milch

13.1 Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP

13.1.1 Korrelation der gemessenen Werte
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13.1.2 Korrelation der ermittelten Klassen

CAP

r=0.200 (p = 0.075)
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14 Kabeljau

14.1 Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP

14.1.1 Korrelation der gemessenen Werte

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1
0.0

CAP

0.50

0.20
0.10
© 005

AP

0.02
0.01

(@]
r=0.235 (p = 0.036)

e)
60 o [oJNe)
RSP ©
[ | | | | |
0 20 40 60 80 100
r=0.235 (p = 0.036)
e)
6 o o o o
o) o
o) o
o o
@) ) @) @) @)
[ [ [ [ [ [
1 2 10 20 50 100
OPTI

53



14.1.2 Korrelation der ermittelten Klassen

CAP

r=-0.013 (p = 0.911)
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15 Weizen

15.1 Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP

15.1.1 Korrelation der gemessenen Werte
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15.1.2 Korrelation der ermittelten Klassen
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15.2 Diskriminative Giite von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klas-
sifikation (+/-)

15.2.1 ROC der gemessenen Werte
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15.2.2 ROC der ermittelten Klassen
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16 Sojabohne
16.1 Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP

16.1.1 Korrelation der gemessenen Werte
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16.1.2 Korrelation der ermittelten Klassen
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16.2 Diskriminative Giite von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klas-
sifikation (+/-)

16.2.1 ROC der gemessenen Werte
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16.2.2 ROC der ermittelten Klassen
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17  Erdnuss
17.1 Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP

17.1.1 Korrelation der gemessenen Werte
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17.1.2 Korrelation der ermittelten Klassen
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17.2 Diskriminative Giite von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klas-
sifikation (+/-)

17.2.1 ROC der gemessenen Werte
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17.2.2 ROC der ermittelten Klassen
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18 Apfel
18.1 Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP

18.1.1 Korrelation der gemessenen Werte
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18.1.2 Korrelation der ermittelten Klassen
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18.2 Diskriminative Giite von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klas-
sifikation (+/-)

18.2.1 ROC der gemessenen Werte
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18.2.2 ROC der ermittelten Klassen
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19 Karotte
19.1 Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP

19.1.1 Korrelation der gemessenen Werte
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19.1.2 Korrelation der ermittelten Klassen
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19.2 Diskriminative Giite von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klas-
sifikation (+/-)

19.2.1 ROC der gemessenen Werte
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19.2.2 ROC der ermittelten Klassen
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20 Latex
20.1 Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP

20.1.1 Korrelation der gemessenen Werte
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20.1.2 Korrelation der ermittelten Klassen
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20.2 Diskriminative Giite von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klas-
sifikation (+/-)

20.2.1 ROC der gemessenen Werte
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20.2.2 ROC der ermittelten Klassen
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21 ROC der gemessenen Werte, Zusammenfassung
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22 ROC der ermittelten Klassen, Zusammenfassung

Mite.P.D1 —
Mite.FD2 —
Aspergillus —
Cladosporium —
Horse.Epithelia.E3 — | L 4
Dog.E5 — —o—]
CatEl - —o—
Timothy.G6 — |—0—|
Mugwort. W6 — —eo—
Birch.T3 — |—o—

Hazelnut.Pollen.T4 —

L 4

WheatF4 o |

Soybean.F14 — —e—

Peanut.F13 — | ¢ I

Apple.F49 - | L 4
Carrot.F31 | L 4 I
Latex.K82 | ¢ |

-0.4 -0.2 0.0 0.2 0.4

AUC CAP - AUC OPTI (95%~ClI)

80



	Mite.P.D1
	Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP
	Korrelation der gemessenen Werte
	Korrelation der ermittelten Klassen

	Diskriminative Güte von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassifikation (+/-)
	ROC der gemessenen Werte
	ROC der ermittelten Klassen


	Mite.F.D2
	Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP
	Korrelation der gemessenen Werte
	Korrelation der ermittelten Klassen

	Diskriminative Güte von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassifikation (+/-)
	ROC der gemessenen Werte
	ROC der ermittelten Klassen


	Aspergillus
	Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP
	Korrelation der gemessenen Werte
	Korrelation der ermittelten Klassen

	Diskriminative Güte von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassifikation (+/-)
	ROC der gemessenen Werte
	ROC der ermittelten Klassen


	Cladosporium
	Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP
	Korrelation der gemessenen Werte
	Korrelation der ermittelten Klassen

	Diskriminative Güte von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassifikation (+/-)
	ROC der gemessenen Werte
	ROC der ermittelten Klassen


	Horse.Epithelia.E3
	Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP
	Korrelation der gemessenen Werte
	Korrelation der ermittelten Klassen

	Diskriminative Güte von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassifikation (+/-)
	ROC der gemessenen Werte
	ROC der ermittelten Klassen


	Dog.E5
	Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP
	Korrelation der gemessenen Werte
	Korrelation der ermittelten Klassen

	Diskriminative Güte von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassifikation (+/-)
	ROC der gemessenen Werte
	ROC der ermittelten Klassen


	Cat.E1
	Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP
	Korrelation der gemessenen Werte
	Korrelation der ermittelten Klassen

	Diskriminative Güte von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassifikation (+/-)
	ROC der gemessenen Werte
	ROC der ermittelten Klassen


	Timothy.G6
	Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP
	Korrelation der gemessenen Werte
	Korrelation der ermittelten Klassen

	Diskriminative Güte von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassifikation (+/-)
	ROC der gemessenen Werte
	ROC der ermittelten Klassen


	Mugwort.W6
	Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP
	Korrelation der gemessenen Werte
	Korrelation der ermittelten Klassen

	Diskriminative Güte von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassifikation (+/-)
	ROC der gemessenen Werte
	ROC der ermittelten Klassen


	Birch.T3
	Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP
	Korrelation der gemessenen Werte
	Korrelation der ermittelten Klassen

	Diskriminative Güte von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassifikation (+/-)
	ROC der gemessenen Werte
	ROC der ermittelten Klassen


	Hazelnut.Pollen.T4
	Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP
	Korrelation der gemessenen Werte
	Korrelation der ermittelten Klassen

	Diskriminative Güte von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassifikation (+/-)
	ROC der gemessenen Werte
	ROC der ermittelten Klassen


	Egg.White.F1
	Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP
	Korrelation der gemessenen Werte
	Korrelation der ermittelten Klassen

	Diskriminative Güte von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassifikation (+/-)
	ROC der gemessenen Werte
	ROC der ermittelten Klassen


	Milk.F2
	Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP
	Korrelation der gemessenen Werte
	Korrelation der ermittelten Klassen

	Diskriminative Güte von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassifikation (+/-)
	ROC der gemessenen Werte
	ROC der ermittelten Klassen


	Codfish.F3
	Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP
	Korrelation der gemessenen Werte
	Korrelation der ermittelten Klassen

	Diskriminative Güte von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassifikation (+/-)
	ROC der gemessenen Werte
	ROC der ermittelten Klassen


	Wheat.F4
	Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP
	Korrelation der gemessenen Werte
	Korrelation der ermittelten Klassen

	Diskriminative Güte von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassifikation (+/-)
	ROC der gemessenen Werte
	ROC der ermittelten Klassen


	Soybean.F14
	Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP
	Korrelation der gemessenen Werte
	Korrelation der ermittelten Klassen

	Diskriminative Güte von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassifikation (+/-)
	ROC der gemessenen Werte
	ROC der ermittelten Klassen


	Peanut.F13
	Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP
	Korrelation der gemessenen Werte
	Korrelation der ermittelten Klassen

	Diskriminative Güte von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassifikation (+/-)
	ROC der gemessenen Werte
	ROC der ermittelten Klassen


	Apple.F49
	Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP
	Korrelation der gemessenen Werte
	Korrelation der ermittelten Klassen

	Diskriminative Güte von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassifikation (+/-)
	ROC der gemessenen Werte
	ROC der ermittelten Klassen


	Carrot.F31
	Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP
	Korrelation der gemessenen Werte
	Korrelation der ermittelten Klassen

	Diskriminative Güte von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassifikation (+/-)
	ROC der gemessenen Werte
	ROC der ermittelten Klassen


	Latex.K82
	Korrelation (nach Spearman) von OPTI mit CAP
	Korrelation der gemessenen Werte
	Korrelation der ermittelten Klassen

	Diskriminative Güte von OPTI und CAP in Referenz auf die Prick Klassifikation (+/-)
	ROC der gemessenen Werte
	ROC der ermittelten Klassen


	ROC der gemessenen Werte, Zusammenfassung
	ROC der ermittelten Klassen, Zusammenfassung



