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1. Kurzfassung auf Englisch

Die englische Kurzfassung entstammt der Publikation im Top-Journal, die Grundlage

dieser Dissertation ist’.
Abstract

Objectives

To determine the test performance parameters for the retrievable range of high-
molecular-weight (HMW) and low-molecular-weight (LMW) occupational allergens
and to evaluate the impact of allergenic components and the implementation of

measures for test validation.

Methods

A protocol with pre-defined objectives and inclusion criteria was the basis of an
electronic literature search in MEDLINE and EMBASE (time period 1967-2016). The
Specific inhalation challenge and serial peak flow measurements were the reference
standards for the specific IgE (sIgE) test parameters. All of the review procedures
were reported according to Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and

Meta-Analyses.

Results

Seventy-one studies were selected, and 62 entered meta-analysis. Pooled pairs
analysis indicated a sensitivity of 0.74(Cl 95% 0.66 to 0.80) and specificity of 0.71(Cl
95% 0.63 to 0.77) for HMW allergens and a sensitivity of 0.28(Cl 95% 0.18 to 0.40)
and specificity of 0.89(Cl 95% 0.77 to 0.95) for LMW allergens. Component-specific
analysis improved the test parameters for some allergens. Test validation was

handled heterogeneously among studies.

Conclusion

sIgE test performance is rather satisfactory for a wide range of HMW allergens with
the potential for component-specific approaches, whereas sensitivity for LMW
allergens is considerably lower, indicating methodological complications and/or

divergent pathomechanisms. A common standard for test validation is needed.



2. Kurzfassung auf Deutsch

Die deutsche Kurzfassung ist groRteils eine Ubersetzung der englischen

Kurzfassung der Publikation im Top-Journal, die Grundlage dieser Dissertation ist'.

Zielsetzung

Die Bestimmung der Leistungsparameter des slgE-Tests fur das verfugbare
Spektrum der hochmolekularen und niedermolekularen beruflichen Allergene fur die
Diagnose beruflich bedingten Asthmas war das Ziel dieser Arbeit. Die diagnostische
Bedeutung einzelner Allergen-Komponenten und die Anwendung von Malinahmen

zur Test-Validierung waren zusatzliche Fragestellungen.

Methoden

Ein Protokoll mit vordefinierter Zielsetzung und Einschlusskriterien war die Basis
einer elektronischen Literatursuche in MEDLINE und EMBASE (Zeitraum 1967-
2016). Spezifische bronchiale Provokation und serielle Messungen des
Atemspitzenstolles waren die Referenzstandards flr die Leistungsparameter des
spezifischen Immunglobulin E (slgE)-Tests. Der gesamte Review-Prozess wurde
gemal der PRISMA-Leitlinie dokumentiert.

Ergebnisse

71 Studien wurden selektiert und 62 davon gingen in die Metaanalyse ein.
Schatzungen mit gepoolten Paaren aus Sensitivitat und Spezifitat deuteten auf eine
Sensitivitat von 0.74 (KI 95% 0.66 bis 0.80) und Spezifitat von 0.71 (KI 95% 0.63 bis
0.77) fur hochmolekulargewichtige und eine Sensitivitat von 0.28 (Kl 95% 0.18 bis
0.40) und 0.89 (Kl 95% 0.77 bis 0.95) fur niedermolekulargewichtige Allergene hin.
Zusatzlich liegen Ergebnisse fur einzelne Allergene und Allergengruppen vor. Die
Komponenten-spezifische Analyse hat die Testleistung flr einzelne Allergene

verbessert. Die inkludierten Studien validierten sIgE-Tests unterschiedlich.

Schlussfolgerungen

Die Testleistung ist flr ein weites Spektrum an hochmolekulargewichtigen Allergenen
vergleichsweise befriedigend, mit Verbesserungspotenzial durch Komponenten-
spezifische Ansatze. Die Sensitivitat fir niedermolekulargewichtige Allergene ist
dagegen bemerkenswert gering und weist auf methodische Schwierigkeiten und/oder
abweichende Pathomechanismen hin. Es bedarf eines gemeinsamen Standards zur

Test-Validierung.



Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden verdffentlicht in:

Lux H, Lenz K, Budnik LT, Baur X. Performance of specific immunoglobulin E tests
for diagnosing occupational asthma: a systematic review and meta-analysis. Occup
Environ Med. 2019 Apr;76(4):269-278. doi: 10.1136/0oemed-2018-105434. Epub
ahead of print: 25.2.2019.

3. Forschungsstand

Asthmaneuerkrankungen sind, wenn sie im Erwachsenenalter auftreten, in ca. 10%
der Falle berufsbedingt’. Beruflich bedingtes Asthma erfordert neben der
Behandlung geeignete Karenzmalnahmen, um im Erkrankungsfall eine Abnahme

der Lungenfunktion und Neuerkrankungen zu verhindern®.

Neben direkten Krankheitsfolgen nimmt das Asthma eine erhebliche sozio-
O0konomische Dimension infolge direkter und indirekter Kosten wie Abwesenheit vom
Arbeitsplatz, Arbeitskraftverlust und Aufwendungen fir alle Formen der

Krankheitsversorgung ein*°.

Um gezielt zu intervenieren, sind verlassliche diagnostische MalRnahmen und die
Identifizierung der krankheitsursachlichen Noxe erforderlich. Ein im diagnostischen
Ablauf etablierter Test ist der Nachweis des Allergen-spezifischen Immunglobulins E
(slg) im Serum. Die Prasenz spezifischen IgEs ist fur die allergische Form des
beruflich bedingten Asthmas, verursacht durch eine allergische Reaktion vom

Soforttyp, eine wesentliche diagnostische Voraussetzung®.

Eine aktuelle und umfassende Analyse der diagnostischen Verlasslichkeit des sIgE-
Serum Tests unter Verwendung fir beruflich bedingtes Asthma fehlte in der Literatur
bisher. Die Ergebnisse dieser Arbeit wurden flur die Leitlinie ,Immunological methods
for diagnosis and monitoring of IgE-mediated allergy caused by industrial sensitizing
agents (IMExAllergy)“, einer internationalen multidisziplinaren Task Force im
Rahmen der EU-COST Action DiMoPEXx, verwendet’.

Der Radioallergosorbent-Test (RAST) war, mit der Entdeckung des sIgE im Jahr

1967, eine frilhe methodische Variante zur Messung des sIgE im Serum?®®.

Das Messprinzip besteht darin, dass slgE, soweit im Serum vorhanden, Uber ein
Test-Allergen an ein Tragermedium bindet. Fir den RAST wurde das Test-Allergen

an eine Cellulose-Scheibe gekoppelt. Radioaktiv markierte anti-humane Antikérper



ermoglichten die Detektion und Quantifizierung des zuvor aus der Serum-Probe
gebundenen sIgE (Abb. 1)°.

Ab 1981 ersetzte eine enzymatische die radioaktive Markierung'’. Als nachste
wesentliche methodische Neuerung ersetzte ab 1989 ein Polymer-Schwamm die
Cellulose-Scheibe. Er bot eine grolRere Oberflache fur die Fixierung des Test-
Allergens und somit die Bindung des sIgE'®. Das sogenannte Carrier Polymer
System (CAP) nutzt eine enzymatische Fluoreszenz-Markierung und ist aktuell in
automatisierter Anwendung in der Labormedizin weit verbreitetet. Einzelne
experimentelle Ansatze wie Sepharose als flissiges Allergen-Tragermedium anstelle
eines soliden Tragers zu nutzen™ ', setzten sich nicht durch. Neben der CAP-
Methode finden heute auch Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA) und
Immunoblot Anwendung'®. Microarrays, eine Innovation der letzten Jahre, bieten die
Moglichkeit sIgE gegen eine Vielzahl molekularer Allergen-Komponenten in einer

Anwendung zu detektieren®.

Die Bestimmung des sIgE im Serum hat seit ihrer erstmaligen Anwendung die
genannten methodischen Veranderungen durchlaufen und ihre Anwendbarkeit auf

ein breiteres und stetig wachsendes Allergen-Spektrum bestétigt® °.

Fur die Bewertung der diagnostischen Leistung der sIigE-Bestimmung sind die
beiden Gruppen der hoch- und niedermolekulargewichtigen Allergene voneinander
abzugrenzen. Diese Einteilung beruht darauf, dass niedermolekulargewichtige
Substanzen an Moleklle héheren Molekulargewichts wie humanes Serum-Albumin

binden miissen, um als Allergen zu wirken®.

Mittels des slgE-Tests wurde korrespondierendes Immunglobulin E flr eine Vielzahl
der ungefahr 400 moglichen Allergene, die respiratorische Allergien am Arbeitsplatz
verursachen kdnnen, nachgewiesen'’. Jedoch stehen nur fiir etwa 100 Allergene
kommerzielle sIgE-Tests zur Verfugung. Dies liegt v.a. am eher seltenen Vorkommen
bestimmter Allergene am Arbeitsplatz, was keine wirtschaftliche Herstellung erwarten
lasst und/oder am erstmaligen Auftreten einer allergischen Reaktion auf eine Noxe'®.
Zudem kann ein Unterschied des kommerziell verfigbaren Praparats zum
vermeintlich gleichen Allergen am Arbeitsplatz bestehen. Der kommerzielle Test
konnte in diesem Fall nicht angewendet werden. Ein Beispiel hierfur sind durch
gentechnische Methoden veranderte Enzyme, z.B. in der Lebensmittelherstellung

oder der pharmazeutischen Industrie’®?°. Dieser Bereich hat sich in den letzten



Jahren erheblich ausgedehnt'®. Aus den genannten Griinden hat die gezielte
Herstellung eines Inhouse-Tests durch ein Labor fur das beruflich bedingte Asthma
eine grol3e Bedeutung erlangt. Fir seine Herstellung wird eine Probe des suspekten

Allergens vom individuellen Arbeitsplatz verwendet.

Der slgE-Test kann eine Sensibilisierung auf ein spezifisches Allergen nachweisen.
Fir die Diagnose des beruflich bedingten, allergischen Asthmas ist der Nachweis
einer spezifischen Sensibilisierung ein wichtiger diagnostischer Schritt. Er kann
allerdings nicht mit dem Bestehen einer Asthma-Erkrankung gleichgesetzt werden,
da auch andere Organmanifestationen hiermit einhergehen und stumme
Sensibilisierungen vorkommen. Bei entsprechender Symptomatik mit Bezug zum
Arbeitsplatz und dem anamnestisch erfassten Allergenkontakt ist ein positiver sIgE-
Test jedoch ein starker Hinweis auf die Erkrankungsursache. Arbeitsplatzbezogene
Asthma-Symptome bei unklarer Allergenexposition sind die Hauptindikationen fur

den Einsatz der slgE-Bestimmung®.

Auch internationale Leitlinien empfehlen im diagnostischen Schema zunachst den

sIgE-Test zur Identifizierung des ursachlichen Allergens?®' 2.

Ein zurlckliegendes Review mit Metaanalyse, aus dem Jahr 2007, hat die
diagnostische Testleistung jeweils fur hoch- und niedermolekulargewichtige
Allergene geschatzt. Mittels Pooling der Sensitivitat und Spezifitat der slgE-Tests fur
unterschiedliche Allergene innerhalb der beiden Gruppen wurden die folgenden
Sensitivitaten und Spezifitaten ermittelt. Fir hochmolekulargewichtige Allergene lag
die Sensitivitat bei 0,73, die Spezifitat bei 0.79, flr niedermolekulare Allergene bei
0,31 und 0,89%.

Eine differenziertere und umfassende Analyse der einzelnen Allergensubgruppen
beider Kategorien gemaly Molekulargewicht wie fur sIlgE Tests mit Weizen- und
Roggenmehl oder Diisocyanaten existierte bisher nicht. Zudem bedurfte die
Schatzung der diagnostischen Leistung des slgE-Tests einer Aktualisierung. Neben
den hinzugekommenen Studien der letzten 10 Jahre, die sIgE-Tests mit
verschiedenen Allergen-Extrakten und Konjugaten fur niedermolekulargewichtige
Allergene verwendeten, hat sich der Bereich der Allergen-Komponenten bei der
slgE-Testung entscheidend weiterentwickelt. Die Bedeutung der Allergen-
Komponenten fur die Diagnostik des allergischen, berufsbedingten Asthmas war

deshalb in diesem aktuellen Systematischen Review ein Teil der Fragestellung.
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Koppelung des Test-
Allergens an das
Trager-Medium

Bindung des sIgE der Serum-Probe tber sein Paratop
aus VL- und VH-Domane an das Epitop des Test-
Allergens

Bindung der markierten Antikérper tber den Fc-Abschnitt des Allergen-gebundenen sIgE fur
die Auslesung der Signalstarke

Referenzen in Aw, st, c'®

Abbildung 1: Schema zur Funktionsweise der sIlgE Test-Methoden RAST und CAP

Legende

Medium: fiir die friiher verwendete RAST-Methode eine Cellulose-Scheibe?®

27 spater und aktuell ein Polymer-Schwamm (CAP)?; Fliissige Medien wie

1314 setzten sich nicht durch

Sepharose
Test-Allergen:  Extrakte hochmolekulargewichtiger ~Substanzen™  oder
Praparate niedermolekulargewichtiger an hochmolekulargewichtige Proteine
gebundener Substanzen (z.B. Diisocyanate an humanem Albumin)®;
hochgereinigte oder rekombinante Komponenten allergener Proteine™

Spezifisches slIgE aus einer Serum-Probe'

IV.  Fluoreszenz-?®, friher mit '®| radioaktiv markierte monoklonale Antikdrper
gegen den Fc-Abschnitt des humanen sIgE®
Abklrzungen

CAP: Fluoreszenzmarkierter Immunoassay mit kapsuliertem Polymer-Schwamm

Fc: Fragment crystallizable region
RAST: Radioallergosorbent Test

sIgE: spezifisches Immunglobulin E

VH: Heavy chain variable region

VL.: Light chain variable region



Als Alternative zum sIgE-Test kann der Skin Prick-Test verwendet werden. Der
diagnostischen Leistung wird im Vergleich zum slgE Test im Allgemeinen eine
héhere Sensitivitit bei niedrigerer Spezifitit zugeschrieben®. Jedoch hat der
Nachweis der Sensibilisierung mit dem slgE-Test in vitro entscheidende Vorteile
gegenuber der dem Hauttest in vivo. Beim sIgE-Test besteht, abgesehen von der
Probengewinnung, kein Komplikationsrisiko fir den Patienten. Sehr selten treten
hingegen beim Skin Prick-Test systemische, anaphylaktische Reaktionen auf’' *2.
Deshalb ist bei Hauttests erschwerend eine Notfallversorgung zu gewahrleisten.
Relative Kontraindikationen sind Hautkrankheiten im Testbereich und unzureichend
behandeltes schweres Asthma®’. Daneben ist bei Hauttests auf Stérfaktoren zu
achten: medikamentose Therapie, die eine Testreaktion unterdricken kann (u.a.
Mastzellstabilisatoren, Glukokortikosteroide) und Dermographismus®. Beziiglich
standardisierter Test-Extrakte fur beruflich bedingtes Asthma ist das Spektrum des
Skin Prick-Tests limitiert und bietet hier keinen Vorteil gegeniiber dem sIgE Test’.
Zudem hat sich in Deutschland die Verbreitung des Skin Prick-Tests durch
gesetzliche Anderungen und damit einhergehende hohe Preissteigerungen

verringert.

Ein Faktor fur die Vergleichbarkeit und Verlasslichkeit der Testergebnisse des sIgE-
tests ist die Standardisierung. Fur die bendétigten Inhouse-Tests hat sich bisher kein
gemeinsamer, verbindlicher Standard durchgesetzt. Auch bei der Standardisierung
kommerzieller Tests, wie fur die allergene Potenz der Extrakte
hochmolekulargewichtiger Allergene verschiedener Hersteller und die Konjugate
niedermolekulargewichtiger  Allergene einschlieBlich zuganglicher Protokolle

bestehen Mangel®.

4. Methodik

Dieses systematische Review mit Metaanalyse orientiert sich an der Leitlinie flr
systematische Reviews diagnostischer Testleistung der Cochrane Group>®. Auf der
Grundlage der empfohlenen Methodik entstand ein verbindliches Protokoll mit
Festlegung der Fragestellung vor Beginn der Durchfuhrung. Die gemaf der PRISMA-
Leitline®* geforderten Aufzeichnungen und Darstellungen begleiteten die Ausfiihrung
des systematischen Reviews. Anderungen, welche die Umsetzung des Protokolls
berUhrten, wurden protokolliert. Protokoll und PRISMA-Bericht sind im Appendix des

Artikels zu finden.



Die elektronische Suche wurde leitliniengemaly mit dem PICO-Ansatz entwickelt.
Gemall PICO wurde nach Problem bzw. Patienten, Intervention, Comparison
(Vergleich) und Outcome (Ergebnis) in Bezug auf die Leistung des spezifischen
Immunglobulin E-Tests fur Patienten mit Verdacht auf allergisches, IgE-vermitteltes
Asthma gefragt. Das Problem war das slgE-vermittelte, beruflich bedingte Asthma.
Die Intervention bezeichnete den diagnostischen Test auf slgE im Serum. Ein
Vergleich (Comparison) in Form eines weiteren diagnostischen Tests (z.B. Skin
Prick-Test) war nicht obligatorisch und das Outcome waren Sensitivitat, Spezifitat,
positiver und negativer pradiktiver Wert und diagnostische Genauigkeit (Accuracy).
Synonyme relevanter Ausdricke und verwandte Bezeichnungen erweiterten die
Grundlage der englischen Begriffe der elektronischen Suchstrategie. MeSH- und
EMTREE-Bezeichnungen wurden identifiziert und einbezogen. Der Operator OR
verband die englischen Begriffe innerhalb der PICO-Konzeptgruppen und AND die
Gruppen miteinander. Der Filter ,Humans® wurde angewendet. Suchergebnisse auf
Englisch, Deutsch, Franzésisch, Italienisch, Spanisch und Portugiesisch gingen in
die erste Auswahl ein. Die Durchflihrung der Suche erfolgte in den
Literaturdatenbanken EMBASE und MEDLINE. Referenzlisten systematischer
Reviews und Metaanalysen, die durch die initiale elektronische Suche detektiert
wurden und thematische Nahe zur Fragestellung dieser Arbeit hatten, waren weitere
Quellen potenziell einzuschlieRender Artikel. Personliche Artikel-Sammlungen der
Autoren, teils aus dem World Wide Web, waren zusatzliche Quellen. Studien
mussten publiziert und ein zugehoriger Volltext verfigbar sein. Mit dem Jahr der
EinfUhrung des ersten slgE-Tests, im Jahr 1967, begann der Suchzeitraum und er

endete mit der Anwendung der elektronischen Suche, am 19. Juli 2016.

Suchergebnisse wurden zunachst in Ovid (Ergebnisse in MEDLINE) und darauf
folgend im Literaturverwaltungsprogramm Endnote von Duplikaten befreit.
Verbliebene doppelte Zitate derselben Artikel wurden im Screening-Prozess manuell

entfernt.

Die erste Auswahl thematisch relevanter Suchergebnisse erfolgte durch Screening
der Titel und Kurzfassungen bzw. der Volltexte, wenn keine Kurzfassung verfligbar
war (Lux H). Konferenz-Kurzfassungen und Briefe an die Herausgeber unter den

elektronischen Suchergebnissen wurden ausgeschlossen.



Die Erstellung eines Formulars flr den Ein- und Ausschluss der Screening-Resultate
basierte auf einer Vorlage der Cochrane Public Health Group>®. Zwei Reviewer (Lux
H, Baur X) evaluierten jeweils unabhangig voneinander die Volltexte auf
Einschlussfahigkeit der Studien. Diskrepanzen wurden diskutiert und im Fall
persistenter Meinungsverschiedenheiten konnte ein Dritter entscheiden. Die
Transparenz der Entscheidung fur Ein- oder Ausschluss erforderte fur jede Studie
jeweils ein Formular per Reviewer. Zwei italienisch-sprechende Reviewer (Fabig L,
Valle E) Ubernahmen die Evaluation der Artikel in italienischer Sprache auf gleiche
Weise. Auf der Stufe des Volltext-Screenings fuhrt der PRISMA-Report gemaf
Leitlinie neben den Referenzen eingeschlossener Studien jede Referenz

ausgeschlossener Studien mit Ausschlussgrund auf.

Die Fragestellung umfasste die Leistungsparameter des slgE-Tests fur hoch- und
niedermolekulargewichtige Allergene und Test-Komponenten sowie den Vergleich
der verschiedenen Methoden. Die in die Studie eingeschlossenen Tests waren auf

Aspekte der Standardisierung hin zu evaluieren.

Kriterien fur einschlussfahige Studien

Der Test auf spezifisches Immunglobulin E im Serum, spezifisch flir hoch- oder
niedermolekulargewichtige Allergene, war der Indextest. Als Einschlusskriterium flr
das systematische Review musste dieser fur die Diagnose des beruflich bedingten
Asthmas oder eines allergischen Asthmas, verursacht durch ein beruflich relevantes
Allergen, angewendet worden sein. Die berufliche Bedeutung eines Allergens wurde
durch die Nennung im Kompendium beruflicher Allergene definiert'”. Im Fall
allgemeiner Umwelt-Allergene und Gruppen war fur den Einschluss erforderlich, dass
die berufliche Bedeutung durch erhdhte Konzentration an einem spezifischen

Arbeitsplatz belegt war.

Jegliche slgE Test-Methode wurde akzeptiert, z. B. der Radioallergosorbent Test
(RAST), das Carrier Polymer System (CAP) und der Enzyme-linked Immunosorbent
Assay (ELISA). Studien mit Tests auf slgE-Komponenten relevanter Allergene waren

ebenfalls einzuschliel3en.

In Ubereinstimmung mit internationalen Leitlinien und der Fachliteratur wie der

«22

Leitlinie der American Thoracic Society?’ und ,Asthma in the workplace*®® war die

spezifische bronchiale Provokation der Referenztest. Akzeptierte Alternativen waren



die serielle Atemspitzenstol3 (engl. Peak Expiratory Flow)- Messung an Tagen bei
der Arbeit und an arbeitsfreien Tagen sowie die serielle unspezifische

Bronchoprovokation unter beruflicher Allergenexposition.

Indextest und Referenztest mussten das aquivalente Allergen innerhalb einer Studie
und Kohorte verwendet haben. Dies war eine Voraussetzung fur die Vergleichbarkeit
und damit die Metaanalyse. Davon ausgenommen waren Tests auf Komponenten.
Hier reichte ein Referenztest mit dem zugehdrigen Allergen-Gesamtextrakt bei

Vorliegen des Indextests mit einer Komponente davon aus.

Voraussetzung flr die Einschlussfahigkeit war ebenfalls ein anamnestisch
begrindeter Verdacht auf durch ein relevantes Allergen bedingtes Asthma, also
Dyspnoe-Symptome des unteren respiratorischen Trakts mit Bezug zur Arbeit. Ein in
der Studie dokumentierter Asthma-Nachweis expositionsbedingter
Lungenfunktionsanderung vor dem Einsatz des Referenztests war nicht zwingend
erforderlich. Ebenfalls nicht erforderlich flr den Einschluss waren Ambient-Monitoring
und weitere Tests auf Sensibilisierung, z.B. der Skin Prick-Test. Eine gemal} einem
positiven slgE-Testergebnis selektierte Kohorte war ein Ausschlussgrund. Dies betraf
Komponenten-spezifische Tests unter folgenden Umstanden nicht: war ein Merkmal
der gesamten Kohorte einer Studie ein positives Ergebnis des slgE-Tests auf das
vollstandige Allergen und lagen Testresultate zu korrespondierenden Allergen-

Komponenten vor, gingen die Daten in die qualitative Analyse ein.

Weiterhin waren Datensatze einschlussfahig, wenn sie mindestens die Test-
Sensitivitat bzw. die Madglichkeit der Kalkulation der Sensitivitat mittels richtig
positiver und falsch negativer Ergebnisse boten, mit oder ohne Spezifitat bzw. falsch

positiven und richtig negativen Ergebnissen, in Form einer 2x2- oder 1x2-Tafel.

Studien-Teilnehmer im arbeitsfahigen Alter von mindestens 16 Jahren oder

Auszubildende waren einschlussfahig.

Ausschluss doppelter Datenverwendung

Samtliche zunachst eingeschlossenen Studien durchliefen eine Prifung auf doppelte
Verwendung derselben Daten in mehr als einer Publikation. Hierfur wurden zunachst
Verbindungen uUber Autoren und Standorte der Forschungseinrichtungen gesucht.
Bei entsprechenden Anhaltspunkten wurden die Merkmale der Studien-Populationen

sowie  diagnostische = MalRnahmen verglichen. Konnten keine  klaren

10



Unterscheidungsmerkmale identifiziert werden, wurden die Autoren kontaktiert und b.
B. bis zu drei Mal erinnert. Bei festgestellter mehrfacher Verwendung eines
Datensatzes in Bezug auf die Fragestellung dieser Arbeit wurde eine der
betreffenden Publikationen nach Aktualitdt und Qualitat ausgewahlt. Bei
Uberlappender Verwendung und Separierbarkeit der Daten einer davon nicht

betroffenen Gruppe konnten Studien dennoch inkludiert werden.

Fur den Einschluss einer Studie musste mindestens ein separierbarer Datensatz fur

einen Teil der Studienteilnehmer samtliche Einschlusskriterien erfillen.

Datenextraktion

Auch das flur die Datenextraktion verwendete Formular basierte auf einer Vorlage der
Cochrane Public Health Group®. Ein Test des modifizierten Formulars erfolgte
unabhangig voneinander mit jeweils finf zufallig ausgewahlten Artikeln durch zwei
Reviewer (Lux H, Baur X). Die Extraktion erfolgte durch einen Reviewer (Lux H), und
ein zweiter Reviewer (Baur X) Uberprifte die extrahierten Daten. Diskrepanzen
wurden durch Diskussion geldst und bei Bedarf konnte ein Dritter hinzugezogen
werden. Zwei weitere Reviewer (Fabig L, Valle E) extrahierten die italienisch-

sprachigen Artikel.

Qualitatsbewertung der eingeschlossenen Studien und Bias assessment

Wir verwendeten das QUADAS-2-Werkzeug fur die Bewertung der Qualitat, inklusive
Bias, der eingeschlossenen Studien®. Der Test einer Pilot-Version des Formulars mit
angepassten Signal-Fragen erfolgte unabhangig voneinander durch zwei Reviewer
(Lux H, Baur X) mit jeweils drei zufallig ausgewahlten Artikeln. Ein Reviewer (Lux H)
wendete das fertige Werkzeug auf die eingeschlossenen Studien an, ein zweiter
(Baur X) ubernahm die Uberpriifung der Bewertungen. Bewertungsanleitung,
Formular und detaillierte Ergebnisse werden im Appendix des Artikels zur Verfligung

gestellt.
Das Bias-Risiko der kumulierten Datensatze wurde diskutiert.

Datenanalyse

Die Analyse erfolgte getrennt nach Ergebnissen fur Tests mit hoch- und nieder-
molekulargewichtigen Allergenen, mit paralleler Anwendung der angemessenen

statistischen Methoden mit dem Programm R Version 3.4.1.
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Daten kompletter 2x2-Tafeln konnten mit dem Software-Paket ,mada®“, Version 0.5.7,
verarbeitet werden®. Diese statistische Anwendung erstellte als Metaanalyse-
Methode aus den Ergebnissen mehrerer Studien flr jede Rechnung jeweils eine

summary ROC-Kurve und eine summierte Schatzung von Sensitivitat und Spezifitat.

Areas under the curve stellen die Differenzierungsleistung des slgE-Tests, ein Mal}
fir die korrekte Diagnose Betroffener und Gesunder durch den slgE-Tests dar®.
Auch fur den Vergleich der Test-Methoden wurde dieses Programm, abhangig von

der Verfugbarkeit der Daten, genutzt.

Mit allen Datensatzen, die mindestens den Test-Leistungsparameter Sensitivitat
enthielten, 1x2- und 2x2-Tafeln entsprechend, wurden zusatzlich mit dem Software-
Paket ,meta“ Version 4.8-4 separate Schatzungen der Sensitivitdt vorgenommen®®.
Dies betraf Gesamtschatzungen fur die Tests der Gruppen hoch- und nieder-
molekulargewichtiger  Allergene sowie verfugbarer Allergen-Gruppen und
Einzelallergene innerhalb dieser Kategorien. Die Mdglichkeiten der Schatzung der
Sensitivitaten far Allergen-Untergruppen, z.B. Weizen, Roggen oder Latex, hing von
der Verflugbarkeit geeigneter Datensatze ab. Auch Test-Methoden, z. B. RAST und
CAP, wurden zusatzlich mit Hilfe der separaten Schatzung der Sensitivitat

verglichen.

Es war zu erwarten, dass bedeutend mehr Datensatze fur die Sensitivitat allein als
fur das Paar Sensitivitat und Spezifitdat zur Verfugung stehen, da zuvor bekannte
Studien ausschlieRlich von slgE-Test-Ergebnissen in Kohorten bestatigter Falle
beruflich bedingten Asthmas berichteten. Untersuchte eine Studie mehrere

Allergene, wurden allergen-spezifische Daten soweit wie moglich separat extrahiert.

Pravalenz-abhangige Parameter wie positiver und negativer pradiktiver Wert gingen
nicht in die Metaanalyse ein. Kontrollgruppen eingeschlossener Case-Control-
Studien erfullten die Einschluss-Kriterien nicht, insbesondere nicht den Verdacht auf

beruflich bedingtes Asthma und/oder das Vorliegen des Referenz-Tests.

Die Heterogenitat der einzelnen Analysen wurde visuell mit Forest Plots, Plots der

bivariaten Analyse und mit Hilfe der I°-Statistik beurteilt.

Subgruppen und —fragen ohne ausreichende Datensatze wurden deskriptiv

bearbeitet.
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Sensitivitatsanalysen

Gemal Erkenntnissen nach Datenextraktion und Inspektion der durchgeflhrten
Metaanalysen erfolgten Sensitivitatsanalysen. Datensatze einzelner Analysen
wurden auf die Veranderung der Test-Leistungsparameter durch die jeweils
enthaltenen, vermuteten Einflussfaktoren untersucht. Hier wurde die Methode der
separaten Metaanalyse der Test-Sensitivitdt mit dem R-Softwarepaket ,meta“
genutzt®. Sensitivititsanalysen wurden in beiden Gruppen der hoch- und nieder-
molekulargewichtiger Allergene jeweils flr die beiden folgenden Merkmale
durchgefuhrt: Testergebnisse mit weniger als 10 Ergebnissen flr den Testparameter
Sensitivitat und niedrigere Qualitat der Studien gemall QUADAS-2 Bewertungen.
Speziell fur slgE-Tests mit hochmolekulargewichtigen Allergenen wurde eine
Sensitivitatsanalyse vorgenommen, um den Einfluss der Studien mit den nach
Einschatzung der Autoren offensichtlich falsch negativen Holz-Extrakten zu prufen.
Unter niedermolekulargewichtigen Allergenen erschien ein Sensitivitatstest mit einer
Studie des hochwahrscheinlich unbrauchbaren Tests auf sIgE gegen Plicatsaure aus
Zedernholz (Thuja plicata, engl. Western red cedar®®) notwendig. Details und

Ergebnisse kdnnen im Artikel und Supplement nachvollzogen werden.

5. Wesentliche neue Ergebnisse

Diese Arbeit erweitert die Erkenntnisse zur Leistung des sIgE-Test fur die Diagnose
des beruflich bedingten Asthmas um Allergen-spezifische Schatzungen. Diese waren
durch eine breitere Grundlage kumulativer Evidenz mdglich. Sowohl flr separate
Schatzungen  der  Sensitivitat in den  Gruppen der hoch- und
niedermolekulargewichtigen Allergene, in die mit 1x2-Tabellen mehr Studien
eingingen, als auch fur die Schatzungen mit Paaren aus Sensitivitat und Spezifitat
mit 2x2-Tabellen konnten Ergebnisse in neuer GrofRenordnung erzielt werden. 62

Studien konnten in die quantitative Analyse einbezogen werden (Abbildung 2).

Bei separater Schatzung ergab diese aktuelle Metaanalyse eine sIgE-Test-
Sensitivitat von 0,77 (KI 95% 0,71 bis 0,82) fur hochmolekulare und von 0,34 (KI
95% 0,23 bis 0,46) fur niedermolekulargewichtige Allergene.

Dartber hinaus liegen fur hoch- und niedermolekulargewichtige Allergene nun die

folgenden Allergen-spezifischen Schatzungen der Sensitivitat vor. In der Kategorie
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der hochmolekulargewichtigen Allergene lagen sie fur die Untergruppen uberwiegend

im Bereich der Gesamtschatzung.
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Abbildung 2: PRISMA-Flussdiagramm'

Flr Weizen- und Roggenmehl betrug die Sensitivitat 0,78 (KI 95% 0,68 bis 0,86)
(Abb. 3 A). Mit insgesamt 697 Test-Ergebnissen enthielt dieses Resultat unter den
separat geschatzten Sensitivitaten den groflten Datensatz dieser Arbeit. Die
separate Analyse fur Weizenmehl schatzte die Sensitivitat auf 0,79 (KI 95% 0,65
bis 0,88) und fur Roggenmehl auf 0,84 (KI 95% 0,65 bis 0,94). Spezifisches IgE
gegen bovine Allergene wurde mit einer gepoolten Sensitivitat von 0,86 (KI 95%
0,64 bis 0,95) im Serum detektiert.

Schatzungen fur die Gesamtheit der einbezogenen Tests fur slgE gegen Enzyme,
die vorwiegend im Zusammenhang mit der Lebensmittelproduktion (insbesondere
Teigwaren) standen, resultierten in einer Sensitivitat von 0,73 (Kl 95% 0,61 bis 0,83)
(Abb. 3 B). Fur die Untergruppe der Alpha-Amylase, gewonnen aus Aspergillus
oryzae, war sie 0,72 (Kl 95% 0,52 bis 0,86), fur Cellulase aus Aspergillus niger bzw.
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fungalen Ursprungs (ohne nahere Angabe der Autoren Uber den Ursprung) 0,72 (Kl
95% 0,42 bis 0,90).

Die relativ hohe geschatzte Sensitivitat von 0,88 (KI 95% 0,42 bis 0,99) fur Latex
basierte auf einer Datengrundlage von 104 Test-Ergebnissen. Dies war nach Tests

mit Cerealienmehlen der grote Datensatz der Untergruppen.

Ein kleiner Datensatz fur Insektenlarven (n=5) wies mit einer geschatzten Sensititvitat
von 0,86 (KI 95% 0,42 bis 0,98) auf eine ganz Uberwiegend richtige sIgE-Testung
hin.

Das Ergebnis eines Tests mit Maus- und Ratten-Hautschuppen wich vom Bereich
der Gesamt-Sensitivitat fir hochmolekulargewichtige Allergene ab. Die einzelne
Studie mit Extrakt aus Hautschuppen wies auf eine niedrige Sensitivitat von 0,32
hin*', der jedoch vier richtig positive Ergebnisse fiir Maus-Urin gegeniiber standen®?.
Die Zusammensetzung des Extrakts fir Maus- und Rattenallergene, u.a. der Gehalt
an der Komponente Mus m 1 bzw. unterschiedliche Zusammensetzungen der
verschiedenen Korperprodukte, kdnnten hierbei Bedeutung haben (Jones, Meinier et

al., personliche Mitteilung, nicht publizierte Daten).

Separate Schatzungen der Sensitivitat in der Gruppe der
niedermolekulargewichtigen Allergene ergaben fur Hexamethylendiisocyanat (HDI)
0,21 (KI 95% 0,09 bis 0,41), fur Methyldiphenyldiisocyanat (MDI) 0.42 (KI 95% 0,22
bis 0,66), fur Toluoldiisocyanat (TDI) 0,25 (KI 95% 0,10 bis 0,51) und fur Anhydride
0,81 (KI 95% 0,46 bis 0,95) (Abb. 3 C).

Einzelne Ergebnisse lagen fur weitere niedermolekulargewichtige Allergene vor. Eine
durch  Glutaraldehyd-spezifisches IgE nachgewiesene Sensibilisierung mit
allergischen Asthma-Symptomen wies eine niedrige Korrelation auf*’. Die Test-
Sensitivitat mit einem kommerziellen Test auf Chloramin T lag mit wenigen

asthmatischen Teilnehmern bei einer moderaten Sensitivitat von 0,6744.

Eine fUr niedermolekulargewichtige Substanzen relativ hohe Detektionsrate mit einer
Sensitivitat von 0,57 und 0,58 wurde auch fur slgE gegen Ni- und Co-Konjugate
ermittelt’®. Jedoch scheint nur bei einem geringen Anteil der Betroffenen tatsachlich

ein slgE-vermittelter Pathomechanismus vorzuliegen®.

Mit den verfugbaren Paaren Sensitivitat und Spezifitat aus kompletten 2x2-Tabellen

ging die Test-Spezifitat in die Metaanalyse ein. Fur diese Datensatze fand die
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Methode nach Reitsma mit dem Software-Paket ,mada“ Anwendung®. Daraus
ergaben sich methodisch und zeitlich aktualisierte Erkenntnisse. Schatzungen der
Sensitivitat und Spezifitdt beruhen auf einer groReren Datenbasis als die der

friheren Analyse®.

Spezifische IgE-Tests mit hochmolekulargewichtigen Allergenen hatten eine
Sensitivitat von 0,74 (KI 95% 0.66 bis 0.80) und eine Spezifitat von 0,71 (KI 95%
0,63 bis 0,77). Damit lagen die Ergebnisse im Bereich der vorangegangenen Analyse
mit 0,73 (Kl 95% 0,64 bis 0,81) und 0,79 (KI 95% 0,51 bis 0,93). Die robustere
Schatzung der aktuellen Arbeit wird durch das wesentlich kleinere Vertrauensintervall

fur die Spezifitat deutlich.

Fir Allergene niedrigen Molekulargewichts lag die Gesamt-Schatzung der
Sensitivitat mit 0,28 (KI 95% 0,18 bis 0,40) weit unter der Sensitivitat fur
hochmolekulargewichtige Allergene. Die Spezifitat war fur niedermolekulargewichtige
Allergene mit 0,89 (KI 95% 0,77 bis 0, 95) hoher. Diese Ergebnisse stimmten mit den
Schatzungen der vorhergehenden Analyse (Sens. 0,31 (Kl 95% 0,23 bis 0,41); Spez.
0,89 (KI 95% 0,85 bis 0,92) (iberein®*.

Eine Schatzung der Sensitivitat und Spezifitat fur slgE-Tests in der Gruppe der
Diisocyanate war zusatzlich mdglich, weil HDI, MDI und TDI den grofiten Anteil der
kompletten Datensatze einer 2x2-Tafel unter den Tests mit
niedermolekulargewichtigen Allergenen ausmachten. Sie lag bei 0,21 (KI 95% 0,14
bis 0,31) und 0,94 (KI 95% 0,88 bis 0,97). Die hohe Schatzung der Spezifitat lag
unter Einbeziehung einer umfangreicheren Datengrundlage marginal Uber dem
Vertrauensintervall der vorangegangen Gesamt-Analyse mit einer Spezifitat von 0,89
(KI 95% 0,85 bis 0,92), in die Diisocyanate jedoch nur mit einem Anteil ohne

separate Schatzung eingingen.

Summary ROC-Kurven zeigten fir hochmolekulargewichtige Allergene mit einer Area
under the curve von 0,778 eine moderate und flr niedermolekulargewichtige
Allergene mit 0,566 eine schlechte Differenzierungsleistung des slgE-Tests (siehe
Abbildung 2 A und B im Hauptartikel der Publikation). Eine generell niedrige
Sensitivitat fur niedermolekulargewichtige Allergene verursachte grofteils die
schlechte Differenzierungsleistung in dieser Gruppe. Testergebnisse fiir Anhydride*®
*” und Chloramin T* mit hoherer Sensitivitit wiesen auf Basis geringer

Teilnehmerzahlen auf mogliche Ausnahmen hin. Die untersuchten Anhydride waren
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Phthalsaureanhydrid, Pyromellitsauredianhydrid und Tetrachlorphthalsaureanhydrid

mit insgesamt 11 Testergebnissen*®*’.

Als mogliche Ursachen fur die allgemein geringen Detektionsraten fur sIgE in der
Gruppe der niedermolekulargewichtigen Allergene und extreme Abweichungen
einzelner Resultate vom Schatzwert*® wurden eine fragliche Beteiligung des sIgE bei
der Pathogenese und Schwierigkeiten bei der Herstellung geeigneter Test-Konjugate
aus dem niedermolekulargewichtigen Agens und einem Protein wie humanes Serum-
Albumin diskutiert.

Komponenten

Mit der als ,Spiking® bezeichneten Zugabe einer rekombinant hergestellten
Komponente zu einer Latex Allergen-Zubereitung konnte die Leistung des sIgE-Tests
bereits erhdoht werden. Die Test-Sensitivitat nahm ohne Verringerung der Spezifitat

zu®. Fiir Weizen- und Roggenmehl war dieser Ansatz bisher erfolglos.

Fur Latexallergene konnte zudem die kombinierte Interpretation separater Test-
Ergebnisse flir einzelne Allergen-Komponenten das Ergebnis des spezifischen
Bronchoprovokationstest besser vorhersagen als der sIlgE-Test mit dem naturlichen,

vollstindigen Extrakt™®.

Leistung der verschiedenen Test-Methoden

Ein signifikanter Unterschied in der Testleistung mit unterschiedlichen Test-
Methoden war nicht feststellbar. In der Literatur findet sich jedoch ein Hinweis auf die
Tendenz hoherer Sensitivitat der CAP- gegenuber der RAST-Methode, die auch der
Vergleich verschiedener Studien in dieser Arbeit andeutete. Die hdhere Beladung der
Polymer-Schwamme mit Allergenen bei CAP-Tests und damit hoherer Allergen-
Bindungskapazitat gegenuber Papierscheiben bei RAST-Tests konnte diese hohere,

separate Schatzung der Sensitivitat erklaren?.
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A Getreidemehle
Weight Weight

Study Events Total Proportion 95%-Cl (fixed) (random)
Block,G,1983_Rye 4 4 _— 1.00 [0.40;1.00] 0.7% 2.6%
Block,G,1983_Wheat 2 2 — 1.00 [0.16;1.00] 0.7% 2.4%
Choudat,D,1999_Wheat 11 11 '—< 1.00 [0.72;1.00] 0.8% 2.8%
Letran,A,2008_Rye 2 2 — 1.00 [0.16;1.00] 0.7% 2.4%
Merget,R,1997_Wheat 12 18 —*-;— 0.67 [0.41;0.87] 6.4% 1.7%
Quirce,S,1992_Wheat 4 4 _— 1.00 [0.40;1.00] 0.7% 2.6%
Salvatori,N,2008_Wheat 1 2 T 0.50 [0.01;0.99] 0.8% 2.9%
Sander,1,2004_Rye 34 47 — 0.72 [0.57;0.84] 15.1%  15.7%
Sander,1,2004_Wheat 24 29 —- 0.83 [0.64;0.94] 6.6% 11.9%
Schwarting,HH,1979_Wheat_and_Rye 9 14 —~—;— 0.64 [0.35;0.87] 5.1% 10.6%
Thiel,H,1980_Rye 30 32 et 0.94 [0.79;0.99] 3.0% 7.8%
Thiel,H,1980_Wheat 27 28 Ll 0.96 [0.82;1.00] 1.5% 4.9%
Wiszniewska,M,2011_Wheat 93 151 —'—' ; 0.62 [0.53;0.69] 57.2% 19.2%
Wurzinger,G,1997_Wheat 4 4 T 1.00 [0.40;1.00] 0.7% 2.6%
Fixed effect model 348 < 0.69 [0.64; 0.74] 100.0% -
Random effects model — 0.78 [0.68; 0.86] -- 100.0%

Heterogeneity: /2 = 49%, 1° = 0.3173, p = 0.02 I T T T I
02 04 06 038

-

B Enzyme

Weight Weight
Study Events Total Proportion 95%-Cl (fixed) (random)
Escudero,C,2003_Lysozyme 2 4 0.50 [0.07;0.93] 7.9% 7.9%
Merget,R,1993_Alpha-amylase 2 5 0.40 [0.05;0.85] 9.5% 9.5%
Merget,R,1993_Hemicellulase 2 2 1.00 [0.16;1.00] 3.3% 3.3%
Merget,R,1993_Papain 1 1 1.00 [0.03;1.00] 3.0% 3.0%
Merget,R,1993_Bacterial_protease 1 1 1.00 [0.03;1.00] 3.0% 3.0%
Merget,R,1993_Pectinase 0 1 0.00 [0.00;0.98] 3.0% 3.0%
Merget,R,1993_Cellulase 1 2 0.50 [0.01;0.99] 4.0% 4.0%
Moneo,l,1995a_Alpha—amylase_(ELISA) 6 8 —_—a 0.75 [0.35;0.97] 11.9% 11.9%
Moneo,l,1995b_Alpha—amylase_(Immunoblot) 6 8 — = 0.75 [0.35;0.97] 11.9% 11.9%
Paggiaro,PL,1984_Protease 5 6 — 0.83 [0.36;1.00] 6.6% 6.6%
Park,H-S,2002_PPE 4 4 = 1.00 [0.40;1.00] 3.6% 3.6%
Quirce,S,1992_Alpha-amylase 5 5 — 1.00 [0.48;1.00] 3.6% 3.6%
Quirce,S,1992_Cellulase 4 4 — 1.00 [0.40;1.00] 3.6% 3.6%
Quirce,S,2002_Glucoamylase 3 3 — 1.00 [0.29;1.00] 3.5% 3.5%
Quirce,S,2002_Alpha—-amylase 3 3 — 1.00 [0.29;1.00] 3.5% 3.5%
Sen,D,1998_Pectinase_and_Glucanase 3 3 i 1.00 [0.29;1.00] 3.5% 3.5%
Tarvainen,K,1991_Xylanase,_Cellulase 2 2 1.00 [0.16;1.00] 3.3% 3.3%
Vanhanen,M,2000_Cellulase 5 7 — = 0.71 [0.29;0.96] 11.3% 11.3%
Fixed effect model 69 _ 0.73 [0.61; 0.83] 100.0% -

Random effects model _ 0.73 [0.61; 0.83] -- 100.0%
Heterogeneity: P= 0%, 2= 0, p=0.92

C Diisocyanate
Weight Weight

Study Events Total Proportion 95%-Cl (fixed) (random)
Bernstein,DI,2002_MDI 2 2 - 1.00 [0.16;1.00] 0.9% 2.2%
Bernstein,DI,2002_TDI 0 5—m+—— 0.00 [0.00;0.52] 1.0% 2.4%
Budnik,LT,2013a_MDI_(commercial) 4 7 —_— 0.57 [0.18;0.90] 3.7% 5.8%
Campo,P,2007¢_Pre-polymeric_HDI2_(RAST) 5 23 —+—v— 0.22 [0.07;0.44] 8.4% 8.0%
Campo,P,2007d_Pre—polymeric_HDI2_(ELISA) 2 23 —— 0.09 [0.01;0.28] 3.9% 5.9%
Cartier,A,1989_TDI 0 b 0.00 [0.00;0.60] 1.0% 2.4%
Cartier,A,1989_MDI 2 10 _._.— 0.20 [0.03;0.56] 3.4% 5.6%
Cartier,A,1989_HDI 7 15 e — 0.47 [0.21;0.73] 8.0% 7.9%
Keskinen,H,1988_TDI 0 2 0.00 [0.00;0.84] 0.9% 2.2%
Keskinen,H,1988_MDI 5 17 — 0.29 [0.10;0.56] 7.5% 7.8%
Keskinen,H,1988_HDI 2 16 ———— 0.12 [0.02;0.38] 3.7% 5.8%
Kim,H,1997_TDI 3 8 —— 0.38 [0.09;0.76] 4.0% 6.0%
Park,H-S,1999_TDI 7 50 ——— 0.14 [0.06;0.27] 12.9% 9.0%
Pezzini,A,1984_TDI 13 22 — 0.59 [0.36;0.79] 11.4% 8.7%
Pezzini,A,1984_MDI 5 6 e 0.83 [0.36;1.00] 1.8% 3.8%
Scheidler,L,2013_MDI,TDI,HDI 0 33— 0.00 [0.00;0.11] 1.1% 2.6%
Tee,RD,1998_MDI, TDI,HDI 16 58 —am 0.28 [0.17;0.41] 24.8% 10.1%
Zammit-Tabona,M,1983_MDI 1 6 ] 0.17 [0.00;0.64] 1.8% 3.8%
Fixed effect model 307 < 0.28 [0.23; 0.35] 100.0% -
Random effects model - 0.27 [0.19; 0.39] -—  100.0%

Heterogeneity: /2 = 58%, t° = 0.579, p < 0.01 f f T f T I

Abbildung 3: Separat geschatzte Sensititvitat fir Getreidemehle, Enzyme und
Diisocyanate’
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Verbesserungen der Allergen-Praparate, die mit der aktuell verfugbaren, neueren
CAP-Methode einhergingen, wie die Zugabe relevanter allergener Komponenten
zum naturlichen Extrakt, sind denkbare Grunde fir die genannte Tendenz. Auch die
geringflgig groRere Area under the curve und somit angedeutete bessere
Differenzierung Betroffener und Gesunder durch die CAP-Methode kénnte durch die
genannten Grinde bedingt sein. Die Datengrundlage verfugbarer Paare von
Sensitivitat und Spezifitat fur diesen Vergleich von CAP- und RAST-Tests war jedoch
eingeschrankt. Unterschiede zwischen Schatzungen fiur die verschiedenen Test-
Methoden kdnnten ebenso durch die ungleiche Verteilung anderer Ursachen flr

Heterogenitat bedingt und somit ein Artefakt sein.

Der Vergleich von CAP und RAST ist akademisch, da RAST nicht mehr zur
Verfigung steht. Die ELISA-Methode scheint eine brauch- und machbare Alternative
mit ahnlicher geschatzter Sensitivitat wie CAP zu sein. Die Literatur bestatigt eine

hohe Ubereinstimmung von ELISA und CAP fiir natiirliches Latex>°.

Standardisierung

Standardisierungsmethoden der Inhouse-Tests waren allgemein unzureichend und
ohne gemeinsamen Ansatz fir Qualitdt und Quantitdt der Kontrollen. Die
Verwendung von Inhouse- gegenuber kommerziellen Tests war fur
hochmolekulargewichtige Allergene ausgeglichen. Fir niedermolekulare Allergene
wurden hauptsachlich Inhouse-Tests verwendet. Verwendeten die Autoren
kommerzielle Tests, verlieBen sie sich grofteils auf die Validierung der Hersteller.
Studien schlossen nur bei einem Drittel der kommerziellen Tests Vergleiche der

Resultate mit Serum-Kontrollen ein.

Die Validierung der Inhouse-Tests erfolgte mit heterogenen Malinahmen und die
Positivitats-Schwelle wurde in ungefahr der Halfte der Inhouse-Tests mit Serum-
Kontrollen ermittelt. Die Anzahl der Sera reichte von bis zu 5 bis zu mehr als 20.
Kontrollserum-Gruppen hatten verschiedene Eigenschaften und waren nicht

exponiert und gesund oder nicht exponiert und/oder atopisch.

Samtliche Zitate der einzelnen Artikel, die in die hier aufgefiihrten Schatzwerte
eingegangenen sind, werden im Journalartikel und den zugehdrigen Appendices

aufgefiihrt'.
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6. Klinische Anwendungen

In Kombination mit korrespondierender klinischer und beruflicher Anamnese sind
positive Ergebnisse hoch- und niedermolekulargewichtiger sIgE-Tests stark

hinweisend auf beruflich bedingtes Asthma.

Der slgE-Test weist eine spezifische Sensibilisierung nach, die mit dem beruflich
bedingten allergischen Asthma einhergeht. Das Vorhandensein oder die Auspragung

einer klinischen Symptomatik beweist er isoliert betrachtet nicht.

Deshalb sollte bei hinweisender Symptomatik gemafl empfohlenem diagnostischem
Vorgehen eine Lungenfunktionsmessung ein Asthma nachweisen®'. Theoretisch
entfiele dieser Schritt durch ein vorliegendes Resultat einer spezifischen
Bronchoprovokation oder eine spirometrische Messung am Arbeitsplatz mit

asthmatypischer Veranderung der Lungenfunktion.

Bei unklaren Befunden (mit widersprichlichen oder unklaren Ergebnissen) wird ein
spezifischer Bronchoprovokationstest und/oder arbeitsplatzbezogene Messungen
wie eine spirometrische Lungenfunktionsmessung am Arbeitsplatz oder auch eine
serielle Messung des Peak Expiratory Flow am Arbeitsplatz und an Tagen fern des
Arbeitsplatzes empfohlen. Diese diagnostischen Malnahmen stellen durch den
lungenfunktionsdiagnostischen Nachweis einer asthmatischen Reaktion auf das
mutmallich ursachliche Allergen den direkten Beleg fur das Vorhandensein eines

beruflich bedingten Asthmas dar.

Der Anwendungsbereich des sIgE-Tests umfasst Asthma, verursacht durch die im
systematischen Review enthaltenen sowie weitere hochmolekulargewichtige
Allergene. Wenn kommerzielle Test-Allergene nicht verfugbar sind, kdbnnen Inhouse-
Antigenpraparate hergestellt werden. Das Ausgangsmaterial ist die am spezifischen
Arbeitsplatz verwendete Substanz. Insbesondere gentechnisch modifizierte Proteine

wie einige Enzyme'® "

und vom Antigenprofil der kommerziell verfugbaren Praparate
mdglicherweise abweichende Substanzen wie bovine Allergene verschiedener
Rinder-Rassen®® bediirfen der Herstellung eines passenden Inhouse-

Allergenpraparates im eigenen oder vorzugsweise im spezialisierten Labor.

FUr niedermolekulargewichtige Allergene bestehen die genannten Einschrankungen
der Sensitivitdt und die Schwierigkeit eines anspruchsvollen Herstellungsprozesses

der Allergen-Protein-Konjugate. Mit der geringen Sensitivitat der Tests fur Allergene
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niedrigen Molekulargewichts besteht keine diagnostische Aussagekraft negativer

Ergebnisse.

7. WeiterfUhrende wissenschaftliche Fragestellungen

Die Beschaffenheit der verwendeten Test-Allergenpraparate ist ein wesentlicher
Faktor der Verlasslichkeit der sIgE-Testergebnisse. Der Gehalt relevanter Allergen-
Komponenten variiert teils erheblich zwischen verschiedenen Herstellern und
Extrakt-Arten (z.B. Mus m1 in Maus-Extrakt>). Die folgenden méglichen Faktoren fiir
die Variabilitat der Allergen-Praparate und somit der Testergebnisse veranlassen zu

weiterfUhrenden wissenschaftlichen Fragestellungen.

Verschiedene Korperprodukte oder Pflanzenteile einer Art, die in verschiedenen
Anteilen in die Chargen gelangen, und die natlrliche Variabilitdt des
Ausgangsmaterials konnen allergene Moleklle in unterschiedlichen Konzentrationen

enthalten.

Im Speziellen wurde bei der Zusammensetzung der slgE-Test-Allergene fir Maus-
und Ratten-Allergene Forschungsbedarf identifiziert'’ “?. Hierbei scheint die
Berucksichtigung verschiedener Korperprodukte wie Urin und Epithel infolge
abweichender Zusammensetzungen des Test-Allergens oder heterogener
Befundinterpretation ein fir die Testleistung entscheidender Faktor zu sein. Eine
systematische Analyse zur Interpretation der slgE-Testergebnisse mit Extrakten des
Maus- oder Ratten-Epithels und Urins und zusatzlich unter Bertcksichtigung des
Gehalts an Allergen-Komponenten wie Mus m 1 konnte die Verlasslichkeit des sIgE-

Tests entscheidend verbessern.

Die molekulare Struktur des Antigens ist insbesondere fur Tests auf slgE gegen
industriell hergestellte und mit gentechnischen Methoden veranderte Enzyme ein
entscheidender Faktor. Fur ein verlassliches Testergebnis muss die
Molekularstruktur des mutmallich ursachlichen Allergens am individuellen
Arbeitsplatz mit der Molekularstruktur des im Test eingesetzten Allergen-Praparats
ubereinstimmen. Gibt es Abweichungen oder bleibt die molekulare Struktur unklar,
sind die slgE-Testergebnisse i.d.R. nicht valide. Letzteres ist u.a. durch
Geheimhaltung des Herstellers bedingt. Ein kommerziell verfugbarer Standard-Test
wie z.B. fur Alpha-Amylase aus Aspergillus oryzae ist in diesen Fallen wegen

modglicherweise abweichender Struktur nicht ohne Weiteres verwendbar. Ein
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spezialisiertes Labor kann mit einer Probe des am Arbeitsplatz genutzten Enzyms
unter Wahrung der Struktur einen Inhouse-Test herstellen, der eine valide sIgE-
Bestimmung im Zweifelsfall ermdglicht. Dies wurde exemplarisch fir die bakterielle

Alpha-Amylase Termamyl® nachgewiesen'®.

Uber die diagnostische Leistung des slgE-Tests hinaus wéaren Erkenntnisse iber
Veranderungen des allergenen Potenzials von Interesse, die mit der durchgeflhrten
molekulargenetischen  Leistungs-Optimierung der Enzyme  einhergehen™.
Urheberrecht und Geheimhaltung durch die Hersteller industriell verwendeter

Enzyme erschweren jedoch nahere Forschungsbemuhungen.

Weitere Faktoren flr unterschiedliche Zusammensetzungen der Extrakte eines
Allergenpraparates sind verschiedene Ausgangsmaterialien und der
Extraktionsvorgang. Chargen koénnen sich in ihrer Zusammensetzung unterscheiden,
wenn Umwelteinflisse die Expression allergener Molekile im lebenden Organismus
und somit deren Konzentration im Ausgangsmaterial verandern. Verschiedene
Extraktionsmethoden kdénnen sich zudem auf die Konzentration wichtiger und flr
Zersetzung anfallige Komponenten unterschiedlich auswirken. Mit Kenntnis
definierter molekularer Allergene kénnen deren Konzentrationen im Test-Allergen-
Praparat kontrolliert und/oder mit hochgereinigten oder rekombinanten Allergen-
Komponenten modifiziert werden. Aus weiteren Studien zur Identifizierung relevanter
Komponenten in den Allergenquellen und Allergen-Gruppen koénnen somit

verbesserte Test-Leistungsparameter resultieren.

Die Erforschung der Unterschiede der molekularen Zusammensetzung
verschiedener ursachlicher Allergene gleicher Gruppenzuordnung wie bei
Rinderallergen-Extrakten mit Unterschieden in der Proteinzusammensetzung

einzelner Zuchtlinien stellen weitere interessante Fragestellungen dar *2.

Die Verwendung eines einzelnen, fix zusammengesetzten Allergenextrakts konnte
sich fur einzelne Allergengruppen wie bovine Allergene aufgrund solcher
zuchtbedingter Variabilitat, mit der die Betroffenen in der Praxis konfrontiert sind, auf
die Testleistung negativ auswirken®’. Fiir andere Allergene wie Latex ist jedoch
denkbar, dass ein standardisiertes Profil der Test-Allergene mit Angabe der
Komponenten-Konzentrationen zu einer besseren Vergleichbarkeit der Ergebnisse

verschiedener Test-Angebote fuhrt.

22



Speziell fur slgE-Tests mit niedermolekulargewichtigen Allergenen kdnnten
methodologische Ansatze, die eine hohere Sensitivitat erzielten, mit erweiterten
Studien wie mit hdheren Fallzahlen pro Testmethode reproduziert werden. So kann
die Herstellung des Konjugats aus humanem Serum-Albumin und Diisocyanat im
Diisocyanat-Dampf ,in-vapor die Leistung des sIgE-Test verbessern; darauf wies
das Ergebnis eines direkten Vergleichs fiir MDI-HSA hin**. Die Erklarung der
Uberlegenheit gegeniiber der ,in-fluid“-Methode, der Verbindung von Albumin mit
flissigem Diisocyanat, leiten die Autoren aus der Ahnlichkeit zum
Entstehungsvorgang der letztendlich funktionellen Allergenstrukturen im
menschlichen Organismus ab®. Der Vorteil der ,in-vapor‘-Methode war allerdings
nicht in allen Untersuchungen gegeben, so erzielte ein alterer Radioallergosorbent
Test mit HDI-HSA nach ,in-solution®- Herstellung bei einem direkten Vergleich die
bessere Differenzierungsleistung®™. Fiir den statistisch fassbaren Nachweis eines
Vorteils einer der Herstellungsmethoden des Konjugats sind Studien mit héheren

Teilnehmerzahlen erforderlich.

Ein gemeinsamer Standard fir die Validierung der sIgE-Tests hat sich bisher nicht
durchgesetzt. Die Verwendung des World Health Organisation (WHO) Standard
Serums (11/234) ermoglicht zwar mittels einer Gesamt-IgE-Kalibrationskurve von 0.1
bis 100 kUa/l die Konzentrationsangabe jedes Allergen-spezifischen IgE im
untersuchten Serum®. Fiir verlassliche und vergleichbare Ergebnisse mit sowohl
Inhouse- als auch kommerziell verfigbaren Tests ist jedoch ein erweiterter Standard
erforderlich, um die Test-Resultate flr eine IgE-Fraktion als spezifisch fur ein
Allergen zu bestatigen. Ein Kontroll-Standard kann bereits positiv getestete Sera fur
das aktuell zu detektierende sIgE und negative Sera einschlie3en. Kontrollen mit
Serum atopischer, nicht auf das Test-Allergen sensibilisierter Individuen sind
ebenfalls gefordert. Um einen gemeinsamen Standard fur sIgE-Tests zu etablieren,
ist eine Evaluation der festgelegten Eigenschaften und der Anzahl der Kontrollsera

notig.

Uber den slgE-Test hinaus verweist diese Arbeit auf Forschungsbedarf zu zelluléren
Testverfahren. Durch die Feststellung einer Sensibilisierung Uber die Prasenz
relevanter slgE-Konzentrationen im Serum mittels des slIgE-Tests besteht ein
indirekter diagnostischer Nachweis des beruflich bedingten Asthmas. Ein
Zusammenhang der spezifischen Sensibilisierung mit einer klinischen Symptomatik

wird jedoch am verlasslichsten und direkt durch Provokation mit dem vermuteten
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ursachlichen Allergen und Lungenfunktionsdiagnostik nachgewiesen. Diagnostische
in vitro Test-Verfahren unter Verwendung von Zellen des Immunsystems
beanspruchen, dass sie eine klinische Symptomatik mittels der Messung der
zellularen Reaktion auf das Test-Allergen besser als der slgE-Test voraussagen.
Einige Studien haben mit verschiedenen Verfahren bereits aussichtsreiche
Ergebnisse erzielt®® *”. Fir einen Mastzell-Aktivierungs-Test wies eine Studie auf
uberlegene diagnostische Leistung gegenuber existierenden Testmethoden wie dem
sIgE-Test hin®2.

Insbesondere fur Allergene mit niedrigem Molekulargewicht kdnnten zellulare
Verfahren wie der Mastzell-Aktivierungs-Test eine Alternative zu den slgE-Tests
bieten, die fur diese Gruppe bei negativem Ergebnis Uberwiegend unbrauchbar sind.
Fir Asthma aufgrund niedermolekulargewichtiger Substanzen wie insbesondere
Diisocyanate deutete diese Arbeit mit dem Ergebnis mehrheitlich mangelhafter Test-
Sensitivitat bei guter Spezifitat u.a. auf einen mdglicherweise nur teilweise
slgE-vermittelten Pathomechanismus und Schwierigkeiten bei der Haptenisierung
hin. Der Monozyten-Stimulationstest-Test MCP-1 hat mit dem
Referenzstandard des spezifischen Inhalationstests eine gute Sensitivitat von

0,79 und eine Spezifitdat von 0,91 fur Diisocyanate erreicht und somit

entscheidende Probleme des slgE-Tests mdglicherweise umgangen®®.

Entscheidend fiir gezielte und zuverlassige diagnostische Methoden ist zudem die
weitere Aufklarung des wahrscheinlich Uber die slgE-Vermittlung hinausgehenden
Pathomechanismus durch den die niedermolekulargewichtigen Substanzen Asthma

verursachen.
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