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Abstract

Uberempfindlichkeitsreaktionen auf Acetylsalicylséure und andere nicht-steroidale
Antiphlogistika (,Analgetika-Intoleranz®) sind in Kombination mit einer Polyposis nasi
und einem Asthma bronchiale unter dem Begriff ,Samter-Trias“ (Morbus Samter)
bekannt. Die Erkrankung wird heute als eine progrediente, nicht-allergische (nicht
IgE-mediierte) Uberempfindlichkeitsreaktion verstanden, die durch eine Dysbalance
im Arachidonsaure-Metabolismus bedingt ist.

Durch die Einnahme von COX-I-Inhibitoren kommt es zu einer Uberschiel3enden
Leukotrienproduktion sowie zu einer verminderten Gegenregulation durch
Prostaglandin E2 und hierdurch zu anaphylaktischen Reaktionen. Als Goldstandard
in der Diagnostik der AIT gelten Provokationstests (oral, bronchial, nasal). Diese
bedingen allerdings mdgliche Komplikationen und sollten daher nur spezialisierten
Zentren vorbehalten sein.

Seit Anfang der 90er Jahre wurden zudem in Kenntnis der pathophysiologischen
Mechanismen dieser Erkrankung verschiedene in-vitro-Testverfahren entwickelt.
Diese lassen sich in 3 methodisch unterschiedliche Gruppen gliedern: Mediator-
Freisetzungstests, durchflusszytometrische Verfahren sowie kombinierte
Testverfahren (,Hybrid-Verfahren®, bestehend aus einer Kombination von Mediator-
Freisetzungstest und Durchflusszytometrie).

Dieser Artikel gibt eine Ubersicht tiber die verschiedenen in-vitro-Testverfahren, die
bei der Diagnosefindung der AIT zur Anwendung kommen, sowie Uber Sensitivitat
und Spezifitat der einzelnen Methoden anhand der derzeit vorliegenden Studienlage
Schlusselworter:
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Einleitung

Die Acetylsalicylsaure-(ASS-)unvertraglichkeit wurde bereits kurz nach Einfuhrung
von Aspirin® im Jahre 1899 durch Hirschberg als anaphylaktoide Reaktion
beschrieben”. Im Jahre 1922 berichteten Widal und Kollegen, dass ASS-
Unvertraglichkeit, nasale Polypen und Asthma bronchiale haufig gemeinsam
auftreten®. Neben ASS, einer klassischen Salicylatverbindung, gehoéren zahlreiche
andere Wirkstoffverbindungen (Pyrazolone, Antranilsaure-, Arylessigsaure-,
Arylpropionsaure-, Oxicam- und Quinazolinonderivate) ebenfalls zur Gruppe der
Cyclooxygenasehemmer und somit zu den nichtsteroidalen Antiphlogistika (engl.

nonsteroidal anti-inflammatory drugs: NSAID).

Das Analgetika-Intoleranz-Syndrom (AIS) ist ein Symptomenkomplex, der meist mit
nasalen Beschwerden wie Obstruktion, Rhinorrhoe, Hyposmie und einer
rezidivierenden Polyposis nasi beginnt®. Im weiteren Verlauf kénnen ein - in der
Regel steroidpflichtiges - nicht allergisches Asthma bronchiale mit schweren Asthma-
Anfallen nach der Einnahme nichtsteroidaler Antiphlogistika hinzu kommen. Das
Zusammentreffen von Acetylsalicylsaure-Unvertraglichkeit, Polyposis nasi und
Asthma bronchiale wird als Aspirin®-Trias oder Morbus Widal®, im
angloamerikanischen Sprachgebiet als Samter's syndrome oder Samter’s trias
bezeichnet?. Dariber hinaus existiert auch eine kutane Form der
Analgetikaintoleranz mit Urtikaria und Angio6dem®).

Die Pravalenz der Analgetika- (Aspirin™-) Intoleranz in der Normalbevélkerung wird
mit 0,5 bis 5,7% angegeben, bei Asthmatikern steigt die Zahl auf ca. 15%. Frauen
sind haufiger (60-70%) von Analgetikaintoleranz betroffen als Manner, die
Erkrankung kommt familiar gehauft vor %7, Darliber hinaus scheint die Dunkelziffer

der Analgetika-Intoleranz hoch zu sein: in einer Studie der European Network of



Aspirin-induced Asthma ® mit 500 Asthma-Patienten lieR sich die bis dahin
unbekannte Analgetika-Intoleranz bei 18% im Provokationstest nachweisen. Bei
gleichzeitigem Vorliegen einer Sinusitis konnte die Erkrankung sogar bei 34%

nachgewiesen werden ®),

Bei der Diagnosefindung gelten Provokationstests mit NSAIDs als Goldstandard und
ein positives Testergebnis bildet die Grundlage der einzigen kausalen
Therapiemoglichkeit, der sog. adaptiven Desaktivierung (AD)®. In einem
Positionspapier der European Academy of Allergy and Clinical Immunology (EAACI)
sind Protokolle zur nasalen, oralen und bronchialen Provokation beschrieben
worden®. Allerdings ist die Durchfiihrung dieser Testungen spezialisierten Zentren
mit intensivmedizinischem Hintergrund vorenthalten, da diese zum teil sehr starke
anaphylaktische Reaktionen ausbilden kénnen.

Aus diesem Grund wurden in den letzen 15 Jahren funktionelle in-vitro-Testverfahren
als als mogliche Alternative zu den Provokationstests entwickelt mit dem Ziel, ex vivo
auf zelluldrer Ebene Intoleranzreaktionen gegen NSAIDs

nachzuweisen!'?,

Pathophysiologie

Das ASS-Intoleranz-Syndrom (AIS) beruht nach derzeitigem Wissensstand nicht auf
einem IgE-vermittelten Mechanismus, sondern auf Dysbalancen im Arachidonsaure-
Stoffwechsel, welche durch die Aufnahme von nichtsteroidalen Antiphlogistika
(nonsteroidal anti-inflammatory drugs, NSAIDs) oder von Salicylaten aus der
Nahrung verstarkt werden™.

Arachidonsaure wird mittels Phospholipasen aus den Phospholipiden der

Zellmembranen von Eosinophilen, Mastzellen und Leukozyten bereitgestellt. Uber



Lipoxygenase und Cyclooxygenasen (COX-1 und COX-2) werden wahlweise zwei
Stoffwechselwege beschritten, deren Produkte z. T. antagonistisch wirken (Abb .1).
Uber den "Cyclooxygenase-1-Stoffwechselweg" werden Prostaglandine gebildet, wie
z.B. das Prostaglandin E, (PGE;), welches broncho- und vasodilatativ wirkt
(12 Der "Cyclooxygenase-2-Stoffwechselweg" spielt in diesem Zusammenhang keine
entscheidende Rolle, so dass die Patienten mit AlS in der Regel selektive COX-2-
Inhibitoren gut vertragen?®.

Uber den "Lipoxygenase-Stoffwechselweg" werden peptid-Leukotriene (pLT)
gebildet, die einen Bronchospasmus und eine verstarkte Schleimbildung bewirken.
Die Bildung von pLT wird wiederum durch das PGE; Uber einen cAMP-bedingten
Mechanismus gehemmt, daher wird PGE, in diesem Zusammenhang auch als
broncho-protektiv angesehen™ .

Bei Patienten mit einem AIS scheint zudem eine verstarkte Aktivitat der Leukotrien
Cs (LTC,)-Synthase vorzuliegen, was in der verstarkten Synthese von Peptid-
Leukotrienen resultiert [28]. Bei diesen Patienten wurde nach Gabe von NSAIDs, die
den Cyclooxygenase-Stoffwechselweg hemmen, ein sogenanntes ,Shifting“ - ein

ungebremster Wechsel - zum "Lipoxygenase-Stoffwechselweg beschrieben

(1)
Auf der Grundlage dieser pathophysiologischen Mechanismen bieten sich
in-vitro-Tests zur Erfassung der charakteristischen Veranderungen des
Arachidonsaure-metabolismus bei AIS als spezifische diagnostische Verfahren an.
Die vorliegende Ubersichtsarbeit stellt die verschiedenen methodischen Ansétze der
in-vitro-Testverfahren dar und zieht einen Vergleich aufgrund der Sensitivitdt und

Spezifitat der verschiedenen Methoden(?.

Testverfahren




Die aktuell verfugbaren in-vitro Testverfahren zur Diagnsotik der ASA-Intoleranz
lassen sich in drei methodisch unterschiedliche Gruppen gliedern: Mediator-
Freisetzungstests, durchflusszytometrische Verfahren sowie kombinierte
Testverfahren (,Hybrid-Verfahren®, bestehend aus einer Kombination von Mediator-

Freisetzungstest und Durchflusszytometrie).

a) Mediatorfreisetzungstest
Das Grundprinzip dieser Tests besteht darin, dass Leukozyten ex-vivo isoliert und
in-vitro mit COX-1-Inhibitoren stimuliert werden und die dabei liberierten Mediatoren
(als Marker der pathognomonischen Dysbalance des Arachidonsaure-Metabolismus)
quantifiziert werden. Unterschiede finden sich bei den verschiedenen Testverfahren
bezlglich der Auswahl der Marker-Mediatoren sowie in der Art der Quantifizierung.
So haben die Auswahl der stimulatorischen Ko-Faktoren sowie deren Konzentration
bei der Testung einen wesentlichen Einfluss auf die Testsensitivitat und —spezifitat.
Unterschiede dieser Parameter finden sich allerdings auch in den publizierten
Studien bei gleicher Basismethodik. Daher werden im folgenden nur die aktuellsten
Studien als Referenz fir die Testsensitivitat und —spezifitat
herangezogen.
Far einen der altesten Mediatorenfreisetzungstests, den Histamin-Release-Assay
(HRA), konnte als diagnostisches Verfahren bei der AIS nur eine Senstivitat von 53%
und eine Spezifitat von 35% belegt werden"®), so dass dieser Test fir die Diagnostik
der AIS nicht empfohlen werden kann".
Zu den aktuell bedeutsamsten Mediatorfreisetzungs-Testverfahren sind der cellular
allergen stimulation test (CAST), der Analgetikaintoleranztest (AlT) sowie der aspirin-
sensitive patients identifications test (ASPITest) zu zahlen, die im folgenden

dargestellt werden.



Cellular allergen stimulation test (CAST-2000)

Dieser von der Fa. Buhlmann (Allschwil, Schweiz) angebotene Test ist der zur Zeit
einzige kommerziell verfigbare und bekanntester funktioneller Assay.

Hierbei werden die Leukozyten aus dem peripheren Blut mittels
Dextransedimentation isoliert und im Anschlu3 mit einem Stimulationspuffer
stimuliert (Basiswert). Hieran schliet sich die Stimulation mit monoklonalen
Antikorpern gegen den hochaffinen FceRl an (Positivkontrolle) sowie mit COX-I-
Inhibitoren in aufsteigenden Konzentrationen in Anwesenheit von IL-3 (Testansatz).
Mittels ELISA erfolgt im Anschluss nach Inkubation und Aufbereitung des
Uberstandes die Messung der de-novo-synthetisierten Sulfidoleukotriene
LTC4, LTDs und LTE4. Das seit Anfang der 90er Jahre entwickelte CAST bzw.
CAST-2000-System stellt aufgrund der zentralen SchlUsselrolle der Leukotriene bei
der pathognomonischen Dysbalance des Arachidonsaure-Metabolismus eine haufig
angewendete und zuverlassige Testmethode dar. In der Literatur finden sich derzeit
14 publizierte Studien (mit jeweils mehr als 15 Patienten), die insgesamt die Befunde
von 582 Patienten mit AIS umfassen!®. Allerdings unterscheiden sich die
Testsensitivitat (21%-100%, im Mittel 55%) sowie —spezifitdt (83%-100%, im Mittel
90%) betrachtlich voneinander, so dass die diagnostische Wertigkeit des CAST in
den publizierten Studien unterschiedlich beurteilt wird (15921,

Eine Verbesserung der Testsensitivitdt durch Einflhrung von Cb5a in das
Stimulationsprotokoll konnte in zwei Studien belegt werden®2®  Weitere
methodische Verbesserungen des Tests fuhrten u.a. zu der Zugabe von bakteriellen
Endotoxinen bei der Stimulation®). In einer europaweite, multizentrische Studie
wurden 89 Patienten mit AIS sowie 109 Kontroll-Personen eingeschlossen, wobei
drei COX-I-Inhibitoren in jeweils zwei Konzentrationen mit dem CAST-2000 getestet

worden sind®,



Analgetikaintoleranztest (AIT)

Bei diesem, von Baenkler und Schéafer beschriebenen Test wird neben den
Sulfidoleukotrienen (LTC,, LTD, und LTE4) auch der gegenlaufig gebildete Metabolit
Prostaglandin E, (PGE;) mittels ELISA bestimmt®®. Hierdurch kann neben der
quantitativen Bestimmung der Sulfidoleukotriene und PGE;-Konzentrationen auch
deren Relation zur Einstufung einer individuellen Risikomusters bestimmt
werden®@’?8),

In einer Studie zu dem AIT von Hecksteden et al. ®® zeigte sich bei der Testung von
50 anlgetikaintoleranten Patienten eine Testsensitivitat von 100% und eine
Testspezifitat von 73,3% sowie ein positiver Vorhersagewert von 71% und ein
neagtiver Vorhersagewert von 100%. Daruber hinaus konnte eine deutliche
Korrelation der Testergebnisse des AIT mit dem Auftreten von unerwilnschten
Nebenwirkungen bei der intravendsen adaptiven Desaktivierung mit Aspirin in einer
prospektiven Studie an 36 Patienten mit ASS-Intoleranz und Polyposis nasi et
sinuum gefunden werden®. Auch zum Monitoring der oralen adaptiven
Desaktivierung konnte der AIT erfolgreich eingesetzt werden®".

Obgleich zum jetzigen Zeitpunkt noch wenige Studien zu dieser Methode vorliegen,
lassen die vorliegenden Daten auf eine hohe klinische Relevanz des AIT schlie3en
und unterstreichen das Potential dieses Verfahrens.

Aspirin-sensitive patients identification test (ASPITest)

In den letzten Jahren ist als neues, potentielles Zielmolekul in der
in-vitro-Diagnostik die 15-Hydroxyeicosatetraensaure (15-HETE) als
Stoffwechselprodukt der 15-Lipoxygenase in den Focus geriickt®®. Es konnte
demonstriert werden, dass nach Zusatz von Aspirin im Zellkultursystem 15-HETE
sowohl von epithelialen Zellen aus Nasenpolypen von Patienten mit aspirinsensitiver

Rhinosinusitis als auch von Basophilen von Patienten mit aspirinsensitivem Asthma



im Vergleich zu Kontrollen signifikant vermehrt produziert wird®?34,
Interessanterweise lasst sich die 15-HETE-Produktion sowohl durch Aspirin als auch
durch andere COX-1-selektive NSAID steigern, wogegen COX-2-selektive NSAID
diesen Effekt nicht aufweisen®,

Den pathophysiologischen Mechanismen folgend (Abb. 1) wird PGE; bei aspirin-
intoleranten Patienten in vermindertem Malle freigesetzt, so dass die erhdhte
Produktion von 15-HETE auf einen dysregulierten Arachidonsauremetabolismus bei
Analgetikaintoleranz rick schlieBen lasst, da die Produktion von 15-HETE im
Normalfall durch PGE; inhibiert wiirde!'%'5%),

Der 2005 publizierte aspirin-sensitive patients identification test (ASPITest) bestimmt
demnach als primares Zielmolekul fur die in-vitro-Diagnostik der Analgetikaintoleranz
15-HETE. An einer kontrollierten Studie an 35 analgetikaintoleranten Patienten
konnten Kowalsi et al. flr die Stimulation mit 200 uM Aspirin ein hochsignifikante
Produktion von 15-HETE im Vergleich zu den Kontrollen demonstrieren
3% IN dieser Studie erreichte der ASPITest eine Testsensitivitdt von 83% und eine
Testspezifitat von 82% und einen positiven Vorhersagewert von 79% und ein
neagtiver Vorhersagewert von 86%.

Diese vielversprechenden Ergebnisse dieser, bislang einzigen Studie zum ASPITest

mussen sich noch in weiteren Studien reproduzieren lassen.

b) Durchfusszytometrische Verfahren
Wahrend bei den oben genannten Verfahren freigesetzte Mediatoren mit ELISA
bestimmt werden, detektierten durchflusszytometrische Testverfahren (FACS)
zellulare Oberflachenentigene, die als Aktivitatsmarker die zellulare Antwort nach

pharmakologischer Stimulation anzeigen.



Nach Stimulation der in-vitro isolierten Leukozyten wird mittels einer FACS-Analyse
die aktivierte Leukozytenpopulation als Teilmenge der Gesamtzahl aller analysierten
Leukozyten quantifiziert®=". Hierbei wird als ein positives Testergebnis in den
meisten Studien ein Anteil der aktivierten Leukozyten von mehr als 10-15%
angesehen.

Zu den derzeit am besten untersuchten Aktivitatsmarkern der zellularen Antwort nach
pharmakologischer Stimulation gehort das Transmembranprotein CD-63 (synonym:
gp 53, LAMP-3), welches in nicht-aktivierten Zellen ausschliel3lich auf (intra-)
zytoplasmatischen Granula nachweisbar ist®®

Nach Aktivierung basophiler Leukozyten erscheint CD-63 de-novo an der
Zelloberflache und korreliert hiermit direkt mit der zelluldaren Degranulation und
Mediatorenfreisetzung®*“%. CD-63 wurde fiir basophile Leukokzyten, gewebestanige
Mastzellen, Makrophagen und Thrombozyten nachgewiesen und bietet sich als
neues, potentielles Zielmolekul auch in derin-vitro-Diagnsotik der
Analgetikaintoleranz an “'3),

Als weiterer Oberfachen-Aktivierungsmarker von basophilen Leukozyten gilt CD203c
(synonym E-NPP3, PD-IB, B10, gp130), wobei die diagnostische Wertigkeit im

Vergleich zu CD-63 derzeit noch Gegenstand der aktuellen Diskussion ist

(38;44,45)

In den bislang durchgefuhrten Studien zur in-vitro-Diagnostik bei Analgetikaintoleranz
mit durchflusszytometrischen Analysen wurde die Expression von CD63 im Vollblut
(Basotest, Fa. Orpegen, Heidelberg, Deutschland) oder auf isolierten Leukozyten
(Flow Cast, Fa. Buhimann, Allschwil, Scheiz) untersucht'®. Allerdings wiesen die
Studien deutlich unterschiedliche Ergebnisse auf. So fand sich bei der Analyse der
CD-63-Expression auf der Basis von Vollblut-Proben eine Testsensitivitdt von

30%®®, wahrend in einer Studie von Gamboa et al. die durchflusszytometrische



Bestimmung dieses Aktivierungsmarkers auf eine Testsensitivitat —je nach
eingesetzter Einzelsubstanz- zwischen 15% und 55% schlieflen liel3, wobei die
Testspezifitat generell liber 90% lag“®. Durch Kombination der Testergebnisse der
Stimulation mit Aspirin, Paracetamol, Metamizol und Diclofenac lie® sich die
Testsensitivitat auf 63,3% und die —spezifitat auf 93,3% steigern. In einer weiteren
multizentrischen, paneuropaischen Studie an 140 aspirinsensitiven Patienten und
163 Kontrollpersonen wurde eine Testsensitivitat von 76% und eine Testspezifitat von
41%-91% fur die kombinierte Auswertung nach Stimulation isolierter Leukozyten mit
Aspirin, Diclofenac und Naproxen gefunden®),

Zusammenfassend zeigen die derzeit vorliegenden Studien zur
durchflusszytometrischen Bestimmung von CD63 an isolierten Leukozyten (Flowcast)
vor allem flr die kombinierte Auswertung der Stimulation mit verschiedenen
Substanzen eine hohe diagnostische Wertigkeit bei der in-vitro-Diagnostik der ASS-
Intoleranz.

c) Hybridverfahren/ Methodenkombinationen

Der CAST-Combi fasst als Kombination des CAST-2000 und dem Flow-CAST der
Fa. Buhlmann (Allschwil, Schweiz) die Detektion von Sulfidoleukotrienen
(LTC4, LTD4, LTE,4) mittels ELISA sowie die durchflussztyometrische Bestimmung des
Oberflachen(aktivitats)-Markers CD63 zusammen. Fur Tests mit Metamizol lie} sich
die Sensitivitat des CAST-2000 von 52% mittels dieses Hybridverfahrens auf 77%
erhdhen®”), Ebenfalls fand sich bei der kombinierten Testung nach Stimulation mit
Aspirin, Paracetamol, Metamizol und Diclofenac eine Sensitivitat von 73% und eine
Spezifitat von 71%, wobei sich in dieser Studie im Vergleich zur
durchflusszytometrischen Methode alleine ein Abfall der Testspezifitat

zeigte“®).



Aufgrund fehlender weiterer Studien zu den Hybridverfahren kann derzeit noch nicht
abgeschatzt werden, inwieweit der deutliche Mehraufwand dieser Methoden im
Vergleich zu den durchflusszytometrischen Verfahren allein einen diagnostischen

Vorteil ergeben®).

Zusammenfassung

Seit Anfang der 90er Jahre wurden in Kenntnis der pathophysiologischen
Mechanismen der Analgetika-Intoleranz verschiedene in-vitro-Testverfahren
entwickelt. Bis heute hat sich kein Verfahren als Goldstandard qualifizieren kénnen.
Aus der Ubersicht der vorgestellten Verfahren und der derzeit hierzu publizierten
klinischen Studien wird deutlich, dass die Erfassung isolierter Stoffwechselprodukte
(z.B. Sulfidoleukotriene) alleine nicht fur eine zweifelsfreie Diagnosefindung
auszureichen scheint.

Vielmehr wird zukinftig bei der in-vitro Diagnostik der Analgetika-Intoleranz von
Bedeutung sein, verschiedene Teil-Mechanismen des dysbalanzierten
Arachidonsaure-Metabolismus zu untersuchen, diverse Stoffwechselprodukte bzw.
Markermolekule in der Analyse zu erfassen und unterschiedliche methodische
Ansatze zu kombinieren.

Um die zur Verfligung stehenden Methoden zielgerichtet abzustimmen und
Standards zu definieren, die eine valide in-vitro-Diagnostik der ASS-Intoleranz
mdglich machen, wird es unumganglich sein, prospektive, multizentrische Studien

durchzufihren.
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Abb. 1: Arachidonsaure (AS)-Metabolismus und Pathophysiologie der ASS-Intoleranz
(nach“z) (30))

Durch die Einnahme von COX-Hemmern (hierbei vor allem bei den COX-1-

Hemmern) kommt es zu einem Rickstau von Abbau-Produkten des Arachidonsaure-



Metabolismus in Richtung der Leukotrien-Achse (mit vermehrter Bildung von
verschiedenen pro-inflammatorischen Mediatoren). Daruber hinaus scheinen bei
Patienten mit AIS die Leukotrien-spezifische Synthasen verstarkt aktiv zu sein,

welche diesen ,shift” potenzieren.
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