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1. Einleitung

1.1. Epidemiologie der Insektengiftallergie

Insektengifte sind neben Nahrungsmitteln und Medikamenten die hédufigsten Ausloser von
anaphylaktischen ~Reaktionen (Miiller 2010), wobei der prozentuale Anteil an
insektengiftbedingten Reaktionen in den Sommermonaten deutlich zunimmt (Schifer 2009).
Laut einer Veroffentlichung von Worm et al. stellen Insektenstiche sogar mit ca. 50% den
hdufigsten Ausloser von schweren Anaphylaxien dar (Worm et al. 2012). Diese Reaktionen
werden zu 70,4% von Wespen, zu 19,9% von Bienen, zu 4,5% von Hornissen und zu 0,2% von
Hummeln ausgelost (Worm et al. 2014). Die Insektengiftallergie ist eine klassische IgE-
vermittelte allergische Erkrankung, die durch die Kreuzvernetzung von an der Oberfldche von
Mastzellen und basophilen Granulozyten rezeptorgebundenen IgE-Antikorpern ausgelost wird

(Ollert et al. 2015).

Die Héaufigkeit von gesteigerten Lokalreaktionen in der Bevolkerung wird mit bis zu 26,4%
angegeben, wobei Imker deutlich hiufiger betroffen sind (bis zu 38%). Ahnlich verhilt es sich
auch mit den systemischen Reaktionen, hier liegt die Privalenz bei den Imkern zwischen 14%
und 43%, wihrend sie in der Allgemeinbevolkerung lediglich auf bis zu 3,3% geschitzt wird
(Bilo et al. 2005, Schifer 2009). Aktuellste Daten zeigen, dass in Deutschland ca. 2,3-2,6% der
Bevolkerung bereits eine oder mehrere systemische Reaktionen nach Insektenstichen hatte,
wobei die erstmalige Reaktion vor allem zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr auftrat (Blank
et al. 2019). Ebenso sind Landwirte, Forster, Gértner, Bauarbeiter und Lastwagenfahrer
deutlich hiufiger von einer Insektengiftallergie als die Allgemeinbevolkerung betroffen, da
auch hier aus beruflichen Griinden eine deutlich hthere Exposition gegeniiber entsprechenden
Insekten vorliegt (Siracusa et al. 2015). Insgesamt werden in Deutschland pro Jahr ca. 20
Todesfille durch Kontakt mit Bienen, Wespen und Hornissen durch das Statistische Bundesamt
erfasst (Schifer 2009), die Anzahl der jahrlichen Todesfélle durch Insektengift in Europa wird
auf ca. 200 geschitzt (Miiller 2010). Die tatsdchlichen Zahlen diirften jedoch hoher liegen, da

anaphylaktische Reaktionen oft nicht erkannt werden.

Deutlich hoher als die tatsdchlich auftretenden Anaphylaxien ist jedoch das Vorkommen von
Soforttypsensibilisierungen gegeniiber Bienen- und Wespengift. Diese finden sich bei bis zu

41,6% der gesamten Bevolkerung (Blank et al. 2019), bei Kindern liegen die Raten sogar bei
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fast 50% (Schifer 2009). Sensibilisierungen gegen Wespengift kommen dabei mit 31,7%
hédufiger vor als gegen Bienengift (23,1%), wobei bei ca. 13% der Bevolkerung im Sinne einer
Doppeltsensibilisierung sIgE-Antikorper gegen beide Insektengifte nachweisbar sind (Blank et
al. 2019). Patienten mit einer solchen vorhandenen Sensibilisierung gegen Insektengift, die
jedoch keine entsprechende Anamnese aufweisen, scheinen zwar ein im Vergleich zu Patienten
ohne vorhandene Sensibilisierung deutlich erhohtes Risiko fiir ausgeprédgte Lokalreaktionen

nach Stichereignissen zu haben, jedoch nicht fiir systemische Reaktionen (Sturm et al. 2014).

1.2. Hiufigste auslosende Insekten und ihre Charakteristika

1.2.1. Einteilung der Hymenopteren

Die Gifte, die in Europa hauptsidchlich anaphylaktische Reaktionen auslésen, stammen nahezu
ausschlieBlich von Hymenopteren (Hautfliiglern), die fiir iiber 99% der durch Insektenstiche
ausgelosten Anaphylaxien verantwortlich sind (Miiller 2010). Wichtig ist hier vor allem eine
Unterform der Hymenopteren, die sogenannten Aculeatae (Stechimmen), die wiederum in

verschiedene Familien eingeteilt werden konnen.

Zu diesen Familien gehoren unter anderem die Apidae (echte Bienen), deren bekannteste
Vertreter die Honigbiene (Apis mellifera) mit ihrer braunen Farbe und méBigen Behaarung und
die Hummel (Bombus) sind. Letztere ist deutlich grofler, stirker behaart und hat neben der
braunen Farbe charakteristische kriftig ausgeprigte gelbe oder weillliche Streifen (Bilo et al.

2005).

Eine weitere dieser Familien sind die Vespidae (Faltenwespen), die wiederum in Vespinae
(echte Wespen) und Polistinae (Feldwespen) unterteilt werden (Miiller 2010). Zu den Vespinae
gehoren die Gattungen der Vespulae (Wespen), der Vespae (Hornissen) und der

Dolichovespulae (Langkopfwespen) (Bilo et al. 2005).

Weitere wichtige Anaphylaxieausloser, z.B. in Amerika oder Australien, sind die Mitglieder
der Familie der Formicidae (Ameisen). So sind z.B. in den siidlichen Teilen Nordamerikas
hdufig Feuerameisen (Solenopsis invicta) fiir allergische Insektenstichreaktionen

verantwortlich (Caplan et al. 2003), wihrend in Australien vor allem die Myrmecia pilosula-



Spezies fiir anaphylaktische Reaktionen nach Ameisenstichen verantwortlich ist (Wiese et al.

2007).

Abbildung 1: Taxonomie der Hymenoptera (Miiller 2010)

Order Hymenoptera
|
Suborder Apocrita
|
Legion Aculeata
__,.-"‘-- —
—— By e —
e - I --x-““—-
Superfamily Apoidea Vespoidea Scolioidea
Family Apidae Vespidae Myrmicidae Formicidae
Subfamily Apidae Bombinae Vespinae Polistinae Myrmicinae Formicinae
Genus Apis Bombus  Vespule  Dolichovespula Vespa Wistes Myrmecia  Solenopsis Pogono-  Formica
| | I
|
Species Apis Bombus Vespula D medic Verabeo Pdominulkss Mpibsuic S inwcto F. rugosus F. rufo
melifera  tesestris germanica D savonica Vorentofis F. galicus &others & others & others & others
Lothers &others vulgaris D maoculata P. exclomans
mocufifrons D grenara P, fuscotus
& others D sytvestris & others

1.2.2. Die hiufigsten Hymenopteren-Arten in Europa, ihre Population und ihr Verhalten

Mogliche Ausloser von Hymenopterengiftallergien sind in Mitteleuropa vor allem sogenannte
eusoziale Bienen- und Faltenwespenarten, die Kolonien bilden, die aus einigen fertilen
Weibchen (Koniginnen) und ihren sterilen weiblichen Nachkommen (Arbeiterinnen) bestehen.
Von besonderer Bedeutung sind bestimmte Faltenwespen, die Honigbiene sowie teils auch
einige Hummelarten, deren Arbeiterinnen aufgrund ihrer Korpergrofle und des Baus ihres
Stachels die menschliche Haut durchdringen konnen. Das hohe Gefahrenpotential resultiert aus
hohen Populationsdichten in der Néhe des Menschen und einem Feindabwehrverhalten in der
Nihe der Nester (Mauss 2008). In Deutschland sind die auslosenden Insekten von
Anaphylaxien vor allem die Honigbiene (Apis mellifera) und verschiedene Wespenarten (v.a.

Vespula vulgaris und Vespula germanica) (Schifer 2009).

Da die Honigbienen als gesamtes Volk liberwintern, sind sie wéahrend ihrer gesamten Flugzeit
von Ende Februar bis Anfang Oktober mit ca. der gleichen Populationsgrofe vorhanden. Bei

den Faltenwespen hingegen iiberwintern nur einige junge fertile Weibchen, die dann im



Friihjahr Nistpldtze suchen und dort eine neue Kolonie griinden, weshalb die hochste
Populationsstirke - in Abhédngigkeit von der jeweiligen Art - erst zwischen Friihsommer und

Friihherbst erreicht wird (Mauss 2008).

Beim Verhalten der jeweiligen Arten und dem damit verbundenen Stichrisiko zeigen sich teils
grolBe Unterschiede. So sind Bienen und Hummeln eher friedlich, Stiche kommen daher meist
nur in der Nihe des Stockes vor, wihrend sich Wespen eher aggressiv verhalten (Przybilla et
al.2011). Bienen zeigen in der Entfernung vom Stock bei Stérungen ein Fluchtverhalten. Stiche
kommen hier eher nur zufillig vor, wenn die Tiere durch den Menschen unbeabsichtigt
mechanisch beeintrdchtigt werden. In der Nihe des Stockes wird jedoch ein ausgeprigtes
Abwehrverhalten gezeigt. Wespen hingegen reagieren auch in der Nihe des Futterplatzes mit
aggressivem Verhalten, das vor allem durch Bewegungen ausgelost wird (Mauss 2008).
Charakteristische Futterplitze, an denen die jeweiligen Insekten hédufig zu finden sind, sind zum
einen Bliiten und Klee bei den Bienen und zum anderen Speisen und Abfall bei den Wespen

(Przybilla et al. 2011).

1.2.3. Stichmechanismen und -eigenschaften

Da sich der Giftstachel aus dem Eiablageapparat entwickelt hat, konnen nur die Weibchen
stechen. Bei einem Bienenstich werden bis zu 140 pg Gift (Schumacher 1994) abgegeben, bei
einem Wespenstich hingegen nur ca. 3 yg (Hoffman 1984). Nach einem Bienenstich bleibt der
Stachel meist stecken, wihrend er bei Wespen meist nicht in der Haut verbleibt (Miiller 2010).
Dieser Unterschied beruht auf unterschiedlich starken Widerhaken der Stechborsten. Aus
diesem Grund konnen Wespen auch mehrfach stechen. Bleibt nach dem Bienenstich der Stachel
in der Haut stecken, bleibt dieser meist mitsamt dem Giftapparat zuriick und es wird noch fiir

ca. 1 Minute weiter Gift abgegeben (Przybilla et al. 2012).

1.3. Klinik der Insektengiftallergie und Therapieoptionen

1.3.1. Reaktionsgrade und Kofaktoren

Bei der Reaktion nach einem Insektenstich wird zwischen Lokalreaktionen und systemischen

Reaktionen unterschieden. Die Lokalreaktion wird durch die toxische Wirkung des
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Insektengiftes an der Stichstelle ausgelost, zeigt sich als lokale Rétung und Schwellung von
meist weniger als 10 cm Durchmesser. Bei ca. einem Viertel der Allgemeinbevolkerung kommt
es zu einer, vermutlich allergisch bedingten, gesteigerten Lokalreaktion, die auch von
Allgemeinsymptomen wie Krankheitsgefiihl und Frosteln begleitet sein kann (Przybilla et al.
2012). Solche ausgeprégten Lokalreaktionen von iiber 10 cm Durchmesser und einer Persistenz
von iliber 24 Stunden stellen einen Risikofaktor fiir spétere systemische Reaktionen dar: in
Studien kam es bei bis zu 24% dieser Patienten beim nichsten Stich zu einer Anaphylaxie (Bilo
et al. 2019). Bei auftretenden systemischen Reaktionen handelt es sich nahezu immer um
allergische Reaktionen vom Soforttyp, die je nach Schwere in vier Grade eingeteilt werden. Die
Skala reicht von leichten systemischen Reaktionen, die nur auf die Haut begrenzt sind (Grad I),
bis zu akut lebensbedrohlichen systemischen Reaktionen, die mit Atem- oder

Kreislaufstillstand (Grad IV) einhergehen konnen (Ring et al. 1977).

Die Stirke der Reaktion kann bei Patienten mit bekannten systemischen Reaktionen stark
variieren, eine Vorhersage fiir die nichste Reaktion kann nicht getroffen werden. Friihere
leichte Reaktionen stellen bereits einen Risikofaktor fiir spétere schwerere Reaktionen dar
(Ruéff et al. 2009). Auch ein kurzer zeitlicher Abstand (weniger als zwei Monate) zwischen
zwel Stichereignissen erhoht das Risiko fiir eine Anaphylaxie (Pucci et al. 1994). Zudem
spielen sogenannte Kofaktoren eine Rolle, die eine Verstirkung der Reaktion und somit der
allergischen Symptome bewirken konnen. Die wichtigsten Kofaktoren sind Medikamente, vor
allem ACE-Hemmer, Betablocker und nicht-steroidale Antirheumatika, sowie Alkohol,
Krankheit, korperliche Anstrengung und Stress (Wolbing et al. 2013, Nassiri et al. 2015).
Zudem kann es bei Patienten, die erhohte Serumtryptasewerte aufweisen oder an einer
systemischen Mastozytose leiden, zu besonders schweren systemischen Reaktionen kommen
(Ludolph-Hauser et al. 2001). Dariiber hinaus besteht bei Patienten mit Mastozytose bereits
grundsitzlich ein erhohtes Risiko eine Insektengiftallergie zu entwickeln (Brockow et al. 2008;
Niedoszytko et al. 2014). So leiden ca. 30% der Mastozytose-Patienten unter einer Allergie
gegen Insektengift (Niedoszytko et al. 2009).

1.3.2. Spezifische Immuntherapie

Bei bekannter Insektengiftallergie mit systemischen Reaktionen sollte eine spezifische
Immuntherapie (SIT) durchgefiihrt werden, da diese die einzige effektive Behandlung zur
Prédvention erneuter schwerer allergischer Reaktionen darstellt (Kosnik et al. 2009). Die SIT
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fiihrt zum einen zu einer Abnahme der Haufigkeit auftretender systemischer Reaktionen nach
Insektenstichen und reduziert zum anderen die Schwere solcher Stichreaktionen, was zu einer
Steigerung der Lebensqualitit der betroffenen Patienten fiihrt. Dies gilt vor allem fiir Patienten
mit stattgehabten mittleren bis schweren systemischen Reaktionen (Dhami et al. 2017). Die
SIT wird mit einer Standarddosierung von 100 p g alle vier Wochen durchgefiihrt, wodurch bei
ca. 75-85% der Bienengiftallergiker und bei ca. 90-95% der Wespengiftallergiker ein
ausreichender Schutz vor einer erneuten Stichanaphylaxie erzielt wird (Przybilla et al. 2016).
Bei Therapieversagern, die mittels standardméBig durchgefiihrter Stichprovokation erkannt
werden, kann durch eine Erhohung der Dosierung in nahezu allen Fillen ebenfalls ein

ausreichender Schutz erzielt werden (Ruéff et al. 2001).

Um die Indikation fiir eine SIT stellten zu konnen, muss zum einen eine systemische Reaktion
nach einen Insektenstich stattgefunden haben und zum anderen eine entsprechende
Sensibilisierung vorliegen (Przybilla et al. 2016). Zur Erfassung der Sensibilisierung wird die
Durchfiihrung von Hauttests sowie die Bestimmung der spezifischen Serum-IgE-Antikorper
empfohlen. Wird hierbei eine eindeutige Monosensibilisierung gegen ein Insektengift
gefunden, féllt die Entscheidung zur Durchfiihrung der SIT mit dem entsprechenden
therapeutischen Insektengiftextrakt nicht schwer. Bei einer Doppeltpositivitit in den Testungen
mit Bienen- und Wespengift und unklarer Anamnese beziiglich des schuldigen Insekts treten
jedoch Probleme bei der Wahl der richtigen SIT auf (Tomsitz et al. 2017). Dies kann bei iiber
50% der getesteten Patienten auftreten (Miiller et al. 2009). Diagnostische Stichprovokationen
sollten nicht durchgefiihrt werden, da diese mit Risiken fiir den Patienten verbunden sind (u.a.
Auftreten schwerer anaphylaktischer Reaktionen) und zu einem Wiederaufleben bzw. einer
Schweregradsteigerung der allergischen Reaktion auf das Insektengift filhren konnen (Ruéff et
al. 2014). Zudem weisen die Stichprovokationen eine schlechte Reproduzierbarkeit auf,
weshalb eine vertragene Stichprovokation keine zukiinftige systemische Reaktion ausschlie3en

kann (van der Linden et al. 1994, Dubois 2003).

Um in solchen Fillen von Doppeltpositivitit dennoch nicht immer eine Hyposensibilisierung
gegen beide Insektengifte durchfiihren zu miissen, kann eine weiterfilhrende Diagnostik mit
dem Einsatz von Allergenkomponenten fiir den sIgE-Nachweis (Komponentendiagnostik =
,,component-resolved diagnosis® = CRD) und mittels Basophilenaktivierungstest (BAT) helfen.
Durch den ergénzenden Einsatz dieser beiden Methoden kann in vielen Féllen zwischen einer
wahren Doppeltsensibilisierung auf beide Insektengifte und einer klinisch irrelevanten

Kreuzreaktion auf das jeweils andere Insektengift unterschieden werden (Eberlein 2009,
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Kosnik et al. 2009, Eberlein et al. 2012). Um die Ergebnisse solcher Testungen jedoch richtig
interpretieren zu konnen ist eine genaue Kenntnis der Zusammensetzung der Insektengifte und

der Struktur der darin enthaltenen einzelnen Allergene notwendig (Bilo et al. 2005).

1.4. Zusammensetzung des Insektengifts

1.4.1. Allgemeines zur Zusammensetzung von Insektengiften

Insektengifte bestehen aus einer Mischung von Proteinen, Peptiden sowie niedermolokularen
Substanzen. Bei der Charakterisierung der einzelnen Insektengiftbestandteile wurde der grof3te
Fortschritt bisher beim Bienengift gemacht (de Graaf et al. 2009). Bereits in den 1970er Jahren
wurden die ersten Hauptallergene im Bienengift entdeckt: Phospholipase A2 und
Hyaluronidase (Hoffman et al. 1976) sowie das sogenannte ,,Allergen B*“ (Hoffman et al. 1977),
das spiter als saure Phosphatase bzw. Api m 3 bezeichnet wurde (Grunwald et al. 2006).
Inzwischen wurden dank neuester technischer Methoden insgesamt 113 Proteine und Peptide
im Bienengift nachgewiesen. So wurden erst vor wenigen Jahren durch die Kombination einer
Vorbehandlung der Testprdparate mittels Peptidbibliothek (combinatorial peptide ligand
library), um eine Anreicherung von nur in geringen Mengen vorhandenen Komponenten zu
erreichen, mit der anschlieBenden Durchfiihrung einer Analyse mittels Massenspektrometrie

(LC-ESI-FT MS) 83 neue Giftbestandteile entdeckt (van Vaerenbergh et al. 2014).

1.4.2. Allergene im Bienengift (Honigbiene, Apis mellifera)

Aus den oben genannten Bestandteilen des Giftes der Honigbiene (Apis mellifera, engl.: honey
bee) wurden bereits 12 Allergene nachgewiesen und charakterisiert. Zu den Hauptallergenen,
gegen die bei dem groften Teil der Bienengiftallergiker spezifische IgE-Antikorper
nachgewiesen werden konnen, zidhlen Phospholipase A2 (Api m 1) und Hyaluronidase (Api m
2) (Bilo et al. 2005). Zudem konnten in einer Studie bei Bienengiftallergikern in 50,0%
spezifische IgE-Antikorper gegen saure Phosphyatase (Api m 3), in 58,3% gegen
Dipeptidylpeptidase IV (Api m 5) und in 61,8% gegen Icarabin (Api m 10) nachgewiesen
werden, wodurch bewiesen wurde, dass es sich auch bei diesen Allergenen um sogenannte

Hauptallergene handelt (Kohler et al. 2014). Mellitin (Api m 4) hingegen, das zwar ca. 50%
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des Trockengewichts des Bienengifts ausmacht und somit den Hauptbestandteil darstellt
(Spillner et al. 2014), hat nur ein geringes allergisches Potential und es besteht lediglich eine
moderate Sensibilisierungsrate bei den Patienten mit Bienengiftallergie gegen Mellitin,
weshalb es nicht zu den Hauptallergenen zihlt (Bilo et al. 2005; Paull et al. 1977, Kohler et al.
2014). Weitere Allergene im Bienengift sind Api m 6, ein Proteaseinhibitor, gegen den bei iiber
40% der Bienengiftallergiker eine Sensibilisierung gefunden wurde (Kettner A et al. 2001), die
CUB-Serinprotease Api m 7 (Winningham et al. 2004), die Carboxylesterase Api m 8 und die
Carboxypeptidase Api m 9 (Ollert et al. 2015, Elieh Ali Komi et al. 2017). Zudem wurden noch
mit MRJP 8 und 9 (,,major royal jelly proteins*) zwei Isoformen von Api m 11 entdeckt (Blank
et al. 2012) und Api m 12 (Vitellogenin) gefunden (Blank et al. 2013).

1.4.3. Allergene im Wespengift (gemeine Wespe, Vespula vulgaris)

Die Hauptallergene im Wespengift der sog. gemeinen Wespe (Vespula vulgaris, engl.: yellow
jacket) sind Phospholipase A1 (Ves v 1), Hyaluronidase (Ves v 2) und Antigen 5 (Ves v 5)
(King et al. 1983, Bilo et al. 2005). In serologischen Tests konnte beispielsweise gezeigt
werden, dass bei Wespengiftallergikern tiber 70% eine Sensibilisierung gegen Ves v 1 und iiber
50% eine Sensibilisierung gegen Ves v 5 aufweisen (Seismann, Blank, Cifuentes et al 2010).
Insgesamt zeigten in einer Untersuchung 94% der Wespengiftallergiker eine Reaktion auf
mindesten eines der beiden Allergene Ves v 1 und Ves v 5 (Ebo et al. 2013). Von der
Hyaluronidase sind die zwei Isoformen Ves v 2.01 und Ves v 2.02 bekannt (Seppala et al.
2009), die zu 58% in ihrer Proteinsequenz iibereinstimmen. Die Isoform Ves v 2.02 kommt
deutlich hédufiger vor und stellt somit das eigentliche Hauptallergen dar (Kolarich et al. 2005).
Jedoch ist die Bedeutung der Hyaluronidase (Ves v 2) als Hauptallergen zunehmend umstritten,
da zwar sehr viele Wespengiftallergiker eine Sensibilisierung gegen Ves v 2 aufweisen, dies
aber zumeist doppeltpositive Patienten mit gleichzeitiger serologischer Reaktion auf Bienengift
sind und nur selten Patienten, die lediglich eine Sensibilisierung gegen Wespengift aufweisen
(Jin et al. 2010). Als weitere Allergene im Wespengift sind Ves v 3 (Dipeptidylpeptidase IV)
(Blank et al. 2010) und Ves v 6 (Vitellogenin) bekannt (Blank et al. 2013).
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1.4.4. Homologe Proteine

Unter den Allergenen von Bienen- und Wespengift finden sich einige Allergene, die enge
Strukturverwandtschaften in ihren Proteinsequenzen aufweisen und daher auch Ausloser von
Kreuzreaktionen sein konnen. Diese sog. homologen Proteine von Honigbiene und gemeiner
Wespe sind die beiden Hyaluronidasen Api m 2 und Ves v 2 (Hemmer et al. 2004), die beiden
Dipeptidylpeptidasen IV Api m 5 und Ves v 3 (Blank et al. 2010) sowie die Vitellogenine Api
m 12 und Ves v 6 (Blank et al. 2013). Als hauptverantwortliche kreuzreaktive Allergene
zwischen dem Gift der gemeinen Wespe und der Honigbiene galten schon friih die
Hyaluronidasen (Wypych et al. 1989). Es findet sich eine Ubereinstimmung in der
Proteinsequenz von ca. 50% zwischen Api m 2 und Ves v 2 (King et al. 1996). Neuere Studien
zeigen jedoch, dass ein groBer Teil dieser Kreuzreaktionen wahrscheinlich nicht auf die
Peptidepitope sondern auf kreuzreaktive Kohlenhydratseitenketten, sog. cross-reactive
carbohydrate determinants (CCDs, siehe unten), zuriickzufiihren ist (Jin et al. 2010). Hingegen
konnte fiir die beiden Dipeptidylpeptidasen IV Api m 5 und Ves v 3 gezeigt werden, dass diese
unabhéngig von einer Reaktion auf CCDs von spezifischen IgE-Antikdrpern in den Seren von
Insektengiftallergikern erkannt werden (Blank et al. 2010). Zuletzt wurden noch die beiden
Vitellogenine Api m 12 und Ves v 6 gefunden, bei denen sich eine 40%-ige Ubereinstimmung
der Proteinsequenzen findet. Auch diese scheinen eine deutliche Rolle bei Kreuzreaktionen zu
spielen, da diese in ca. 40% von Seren von Patienten mit Insektengiftallergie auch in
Abwesenheit von CCDs erkannt wurden (Blank et al. 2013). Bei allen anderen Allergenen sind

bisher keine homologen Proteine zwischen Bienen- und Wespengift bekannt.
Jedoch finden sich weitere homologe Proteine in den Giften anderer Hymenopteren:

So weist das Gift der Hummel groBe Ahnlichkeit mit dem der Honigbiene auf. Bei der
Untersuchung der Giftzusammensetzung der in Europa héufig vorkommenden Erdhummel
(Bombus terrestris) wurden 57 verschiedene Giftbestandteile identifiziert. Hierbei zeigte sich,
dass fiir 72% dieser Bestandteile ein homologes Protein im Bienengift vorliegt (Van
Vaerenbergh et al. 2015). Zu diesen 57 Proteinen zéhlen auch die beiden bisher bekannten
Allergene des Hummelgifts Phospholipase A2 (Bom t 1) und eine Serinprotease (Bom t 4). Bei
der Phospholipase A2 zeigte sich eine 53%-ige Ubereinstimmung mit der aus dem Bienengift

(Api m 1) (Hoffman et al. 2001).

Auch die Gifte der verschiedenen Gattungen der Faltenwespen (Vespidae), zu denen neben der
gemeinen Wespe u.a. auch die Hornissen (Vespae) sowie die Feldwespen (Polistinae) gehoren,
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weisen Proteine mit deutlicher Verwandtschaft auf. Ihre Gifte enthalten alle Phospholipase A1,
Hyaluronidase und Antigen 5, die groBe Ubereinstimmungen in Bezug auf Struktur und Aufbau
der Proteine aufweisen. So zeigt z.B. die Proteinsequenz der Phospholipase Al aus dem
Wespengift (Ves v 1) eine 67%-ige Ubereinstimmung mit der Proteinsequenz der
Phospholipase A1l im Hornissengift, bei der Hyaluronidase zeigt sich sogar eine
Ubereinstimmung von 92% (King et al. 1996). Auch bei den Feldwespen finden sich
Phospholipase Al (Pol d 1) und Antigen 5 (Pol d 5), zudem konnte zuletzt auch eine
Dipeptidylpeptidase IV (Pol d 3) identifiziert und rekombinant hergestellt werden (Schiener et
al. 2018).

1.5. Rekombinante Allergene des Bienen- und Wespengiftes
1.5.1. Komponentendiagnostik

Um eine gute Diagnostik einer Insektengiftallergie durchzufiihren ist, wie bereits unter 1.3.2.
aufgefiihrt, eine Komponentendiagnostik (,,component-resolved diagnosis“ = CRD)
notwendig, bei der statt mit dem gesamten Giftextrakt, der eine Vielzahl an Allergenen und
weiteren Bestandteilen in schwankenden Mengen enthélt und daher kaum standardisiert werden
kann, mit einzelnen Allergenen getestet wird, um ein genaues Profil der sIgE-Reaktivitit des
Patienten zu erhalten (Valenta et al. 1995). Dies hat den Vorteil, dass detailliertere Aussagen
zur vorliegenden Allergie und zu evtl. vorhandenen Kreuzreaktionen moglich sind. Gerade zur
Unterscheidung einer echten Doppeltsensibilisierung gegen Bienen- und Wespengift von
reinen Kreuzreaktionen, die meist von keiner klinischen Relevanz sind, ist die
Komponentendiagnostik u.a. vor Durchfiihrung einer spezifischen Immuntherapie unerlésslich
(Brehler et al. 2013). Dies ist besonders vor dem Hintergrund relevant, dass ca. 30-59% der
Patienten mit einer systemischen Reaktion nach einem Insektenstich in der Routinediagnostik
eine Sensibilisierung sowohl gegen den Gesamtextrakt des Bienengifts als auch gegen den des

Wespengifts aufweisen (Egner et al. 1998, Miiller et al. 2009).

So gilt bei Patienten mit vorliegender Sensibilisierung gegen Wespengift (,,yellow jacket
venom®“ = YJV) das Vorliegen spezifischer IgE-Antikorper gegen eines oder beide der
Hauptallergene Ves v 1 und Ves v 5, fiir die keine homologen Proteine im Bienengift vorliegen,
als beweisend fiir eine echte Wespengiftallergie. In entsprechenden Studien konnten mit Hilfe

beider Allergene bis zu 96% der Wespengiftallergiker richtig diagnostiziert werden (Ebo et al.
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2013, Hofmann, Pfender, Weckesser, Blank et al. 2011, Korosec et al. 2012). Gleiches gilt fiir
das Bienengift (,,honey bee venom* = HBV) mit dem Allergen Api m 1, das hauptsichlich zur
Diagnostik einer echten, klinisch relevanten Bienengiftallergie verwendet wird. Jedoch werden

nur ca. 80% der echten Bienengiftallergiker durch eine Testung mit Api m 1 erfasst (Jakob et

al. 2012, Miiller et al. 2012).

Zudem scheint auch bei einer Sensibilisierung gegen Api m 3 und/oder Api m 10, fiir die
ebenfalls keine @hnlichen Proteine im Wespengift bekannt sind, eine echte Bienengiftallergie

vorzuliegen (Blank et al. 2011, Frick et al. 2015).

Finden sich jedoch bei Patienten mit Sensibilisierung gegen Bienengift und Wespengift nur fiir
eines der beiden Insektengifte sIgE-Antikorper gegen Hauptallergene, so spricht dies eher fiir
eine klinisch nicht relevante Kreuzreaktion, deren Ursache beispielsweise in der Reaktion auf
die gemeinsamen Proteinepitope von homologen Proteinen liegen kann, als fiir eine echte
Doppeltsensibilisierung (Blank et al. 2010, Hemmer et al. 2001, Hofmann, Pfender, Weckesser,
Huss-Marp et al. 2011, Ollert et al. 2015).

Da jedoch die nativen Allergene, wie sie im natiirlichen Insektengift vorkommen, oft in nicht
ausreichender Menge oder in unzureichender Reinheit vorliegen, werden immer hiufiger
rekombinante Allergene fiir die Diagnostik verwendet (Valenta et al. 2002). Die meisten dieser
rekombinanten Allergene zeigen die gleichen funktionalen und immunologischen Merkmale
wie ihr natiirlicher Gegenpart und ermoglichen so eine in vitro-Diagnostik von Allergien
(Valenta et al. 1995). Der wichtigste Unterschied ist jedoch, dass die rekombinant hergestellten
Allergene ohne kreuzreaktive Kohlenhydratseitenketten, sog. cross-reactive carbohydrate

determinants (CCDs), hergestellt werden konnen.

1.5.2. Kreuzreaktive Kohlenhydratseitenketten (cross-reactive carbohydrate determinants)

Bei den CCDs im Insektengift handelt es sich um IgE-bindende Kohlenhydratstrukturen,
genauer um N-Glykane mit alpha-1,3-gebundener Fucose, die als zusitzliche Seitenketten an
den Allergenen vorkommen konnen. Diese kommen bei Insekten sowie auch im gesamten
Pflanzenreich vor, Sdugetiere besitzen jedoch keine solchen Strukturen (Altmann 2007).
Spezifische IgE-Antikorper gegen diese CCDs sind bei Allergikern hdufig zu finden, jedoch
scheinen sie keine klinische Relevanz zu haben (Mari 2002, van Ree 2002). Die CCDs finden
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sich bei nahezu allen natiirlich vorkommenden Allergenen der Insektengifte und kénnen so fiir

Kreuzreaktionen verantwortlich sein (Hemmer et al. 2004).

So wurden bei einer serologischen Untersuchung von Patienten mit Sensibilisierung gegen
Bienengift mittels natiirlichem Api m 1 (nApi m 1) und rekombinant hergestelltem, CCD-
freiem Apim 1 (rApi m 1) nur bei 72% der Patienten sIgE-Antikorper gegen rApi m 1 gefunden,
wihrend iiber 81% der Patienten eine positive Reaktion auf nApi m 1 zeigten. In der
untersuchten Kohorte waren neben Patienten mit alleiniger Positivitit auf Bienengift auch
Patienten mit Doppeltpositivitidt auf Bienen- und Wespengift. Bei nidherer Betrachtung der
Patienten mit Doppeltsensibilisierung zeigte sich, dass die Patienten aus dieser Gruppe, die nur
durch nApi m 1 jedoch nicht durch rApi m 1 positiv getestet wurden, zum groB3ten Teil hohe
Spiegel an sIgE-Antikorpern gegen CCDs aufwiesen. Bei den Patienten mit niedrigem oder
nicht vorhandenem CCD-spezifischen sIgE zeigte sich hingegen kein Unterschied zwischen

den Testungen mit nApi m 1 und rApi m 1 (Jakob et al. 2012).

Aber es konnen auch Kreuzreaktionen mit Allergenen von Pflanzen auftreten. So wurden
beispielsweise bei Patienten, die nach einem Insektenstich solche sIgE-Antikorper gegen CCDs
gebildet hatten, positive in vitro-Tests auf Pollenallergene gefunden, obwohl nie entsprechende
klinische Symptome vorlagen und es sich somit um ein falsch-positives Ergebnis handelte
(Kochuyt et al. 2005). Insgesamt finden sich bei ca. 75% aller Patienten mit
Doppelsensibilisierungen gegen Bienen- und Wespengift auch in vitro-Reaktionen gegen
andere CCD-tragende Allergene, wie z.B. Allergene aus Lieschgras- oder Rapspollen und
Naturlatex (Jappe et al. 2006). Es wird vermutet, dass die CCDs bei iiber 50% der Patienten mit
serologisch festgestellten Sensibilisierungen gegen Bienen- und Wespengift eine wichtige
Rolle spielen oder sogar der alleinige Ausloser der Doppeltpositivitit sind (Hemmer et al.
2001). Die neueren Zahlen von Jappe et al. machen vorhandene IgE-Antikorper gegen die
CCDs sogar fiir ca. 75% der Doppeltsensibilisierungen gegen Bienen- und Wespengift
verantwortlich (Jappe et al. 2006). Aufgrund dieser Schliisselrolle der CCDs bei
Kreuzreaktionen konnen sie eine eindeutige Diagnose bzgl. des auslosenden Insekts bei
doppeltpositiven Patientenseren deutlich erschweren. Eine genaue Kenntnis tiber ihren Einfluss
bei Kreuzreaktionen ist daher notwendig, um zwischen klinisch relevanten und irrelevanten
Sensibilisierungen unterscheiden und den richtigen Giftextrakt fiir eine Hyposensibilisierung

auswihlen zu konnen (Hemmer et al. 2004, Ollert et al. 2015).
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1.5.3. Herstellung rekombinanter Allergene

Eine Moglichkeit der Herstellung von rekombinanten Allergenen ist das Klonen und die
anschliefende Expression in Bakterien (Prokaryoten), wobei hier iiblicherweise Escherichia
coli verwendet wurde (Blank et al. 2011). Hierbei entstehen nicht-glykosylierte Formen der
Allergene, die keine CCDs aufweisen und bei einer durch Kreuzreaktion auf CCDs bedingten
Doppeltpositivitdt auf Bienen- und Wespengift helfen, das eigentlich die Allergie auslosende
Insekt zu identifizieren (Mittermann et al. 2010). Im Fall von Api m 1 konnte mittels des E.
coli-Systems eine nicht-glykosylierte, aber gleich strukturierte Form des natiirlichen Api m 1
hergestellt werden, die auch ein gleiches immunologisches Profil aufwies. Hierbei war die
fehlende Glykosylierung nicht ausschlaggebend fiir die Allergenitdt (Dudler et al. 1992).
Jedoch konnen mit diesem prokaryotischen System nicht alle Allergene der Insektengifte
korrekt hergestellt werden, da einige der natiirlichen Allergene auch IgE-Epitope aufweisen,

die bei fehlender Glykosylierung nicht mehr vorhanden sind (Perez-Riverol et al. 2015).

Eine neuere Methode ist die Produktion von rekombinanten Allergenen in eukaryotischen
Insektenzellen. Hierbei werden die rekombinanten Proteine mittels Baculovirus-Infektion von
Spodoptera frugiperda (Sf9) oder Trichoplusia ni (Tni bzw. HighFive) Insektenzellen
hergestellt (Grunwald et al. 2006, Seismann, Blank, Braren et al. 2010). Die rekombinant
hergestellten Baculoviren enthalten hierbei die fiir das jeweilige Allergen codierende DNA und
fungieren als Vektor (Seismann, Blank, Cifuentes et al. 2010). Im Gegensatz zu den mittels E.
coli hergestellten rekombinanten Allergenen weisen die aus den Insektenzellen gewonnenen
rekombinanten Allergene eine korrekte Proteinfaltung und Glykosylierung auf, bei der alle
spezifischen IgE-Epitope des jeweiligen Allergens enthalten sind (Spillner et al. 2014). Dies
macht vor allem bei den grofleren Allergenen einen deutlichen Unterschied aus. So weist z.B.
die aus den Insektenzellen gewonnene rekombinante Hyaluronidase (Api m 2) eine @hnliche
enzymatische Aktivitdt und IgE-Bindungskapazitit wie das natiirlich vorkommende Allergen
auf, wihrend beides bei der mittels E. coli hergestellten rekombinanten Hyaluronidase deutlich
reduziert ist (Soldatova et al. 1998). Der wichtigste Unterschied zwischen der Herstellung
mittels der beiden verschiedenen Insektenzellen ist das Fehlen der alpha-1,3-gebundenen
Fucoseseitenketten bei den durch Sf9-Insektenzellen hergestellten rekombinanten Allergenen,
wihrend diese bei den in den Tni-Insektenzellen hergestellten Allergenen vorkommen und
diese rekombinanten Allergene daher eine CCD-Reaktivitit aufweisen (Seismann, Blank,

Braren et al. 2010).
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1.5.4. Fiir die Diagnostik verfiigbare rekombinante Allergene

Nachdem lange Zeit nur die Hauptallergene Api m 1, Ves v 1 und Ves v 5 als rekombinante
Allergene fiir die Routinediagnostik der Bienen- und Wespengiftallergie zur Verfiigung standen
(Ollert et al. 2015), sind in den letzten Jahren noch rApi m 2, rApi m 3, rApi m 5 und rApi m
10 hinzugekommen (Tomsitz et al. 2017).

1.6. Klinische und serologische Diagnostik einer Insektengiftallergie

1.6.1. Zeitpunkt der Diagnostik

Der ideale Zeitpunkt fiir die Durchfiihrung der diagnostischen Tests ist so friith wie moglich,
um gerade Patienten mit schweren systemischen Reaktionen den moglichst zeitnahen Beginn
der SIT zu ermoglichen. Idealerweise sollte dies bereits innerhalb der ersten Woche nach dem
Stichereignis erfolgen. Um dabei keine falsch-negativen Ergebnisse zu iibersehen, sollte bei
allen zu diesem Zeitpunkt negativ getesteten Patienten eine Wiederholung der Testung in
Woche 5-6 nach dem Stichereignis erfolgen. In dieser Zeit kommt es meist zu einem Anstieg
der Konzentration des spezifischen IgE gegen das auslosende Insekt. Hierdurch kann eine
Sensibilisierung am zuverlédssigsten erfasst werden (Goldberg et al. 1997, Rieger-Ziegler et al.
1999). Ist eine solche zweimalige Testung nicht moglich, dann wird eine Testung friihestens
zwel Wochen nach dem Stichereignis empfohlen, um ein falsch-negatives Ergebnis aufgrund
einer moglichen Refraktdrphase zu vermeiden. Nach Ablauf dieser zwei Wochen sollte die
Testung jedoch moglichst bald erfolgen (Przybilla et al. 2011). Vor allem bei ldnger
zuriickliegenden Stichereignissen kann eine Testung falsch-negativ ausfallen, da es nach dem
initialen Anstieg der IgE-Konzentration kurz nach dem Stichereignis schon innerhalb der ersten
drei Jahre zu einem signifikanten Abfall selbiger kommen kann — mit einer evtl. entsprechend

niedrigeren Signifikanz der klinischen Diagnostik (Mosbech et al. 1986).

1.6.2. Hauttestungen

Hauttests werden mit den Gesamtextrakten von Bienen- und Wespengift in verschiedenen
Verdiinnungsreihen zur Ermittlung der Reaktionsschwelle durchgefiihrt. Standardméfig wird

ein Prick-Test mit den Giftkonzentrationen 1,0/10/100 pg/ml durchgefiihrt, bei negativem
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Pricktest anschlieBend der sensitivere Intrakutantest. Es kann jedoch auch ausschlieBlich ein
Intrakutantest mit den Konzentrationen 0,001/0,01/0,1/1,0 ug/ml durchgefiihrt werden
(Przybilla et al. 2011). Hauttests werden bei einer Quaddel von mindestens 5 mm Durchmesser
als positiv gewertet, ergidnzend wird ein Erythem von mindestens 11 mm Durchmesser als eine
positive Reaktion gewertet. Allerdings werden bei einer Konzentration von 1,0 xg/ml im
Intrakutantest héufig klinisch nichtrelevante positive Reaktionen beobachtet, die u.a. dem
irritativen Effekt der Insektengifte in hoheren Dosierungen zugeschrieben werden (Georgitis et
al. 1985). Man geht jedoch davon aus, dass Hauttests nicht oder nur in sehr hohen
Konzentrationen der Insektengifte durch CCDs beeinflusst werden (Sturm, Jin et al. 2011),
doppeltpositive Reaktionen gegen Bienen- und Wespengift wurden in 47,9% der Patienten mit

systemischer Reaktion nach einem Insektenstich gefunden.

1.6.3. Bestimmung spezifischer Serum-IgE-Antikorper
1.6.3.1. Ubersicht iiber die Testverfahren zur Bestimmung von spezifischem IgE

Der erste routineméfig verwendete Test zur Bestimmung von spezifischem IgE im Serum war
der Radioallergosorbent-Test (RAST), der bereits 1967 beschrieben wurde (Ollert et al. 2005).
Die Ergebnisse wurden zumeist in sechs semiquantitativen Klassen (RAST-Klassen)
angegeben (Egner et al. 1998), Papierscheiben kamen als Allergentridger zum Einsatz (Eiken et
al. 1992). Durch die Verwendung solcher festen Papierscheiben als Allergentriger war die
Sensitivitidt beeintridchtigt, zudem mussten radioaktiv markierte Substrate verwendet werden

(Leimgruber et al. 1991).

Uber die Jahre entwickelte sich eine 2. Generation von Testverfahren zum Nachweis von
spezifischem IgE, das bekannteste und am weitesten verbreitete ist das CAP-System. Diese
verwenden eine Standardreferenzkurve, die nach dem WHO-Standard fiir IgE (75/502)
kalibriert ist. Die Ergebnisse werden in quantitativen Einheiten, Kilounits pro Liter (kU/L),
angegeben. Ein kU/L entspricht 2,4 mg IgE pro Liter (Plebani et al. 1998). Dieser Test zeigte
sich im Vergleich zum RAST deutlich sensibler, wihrend zudem keine Einbuen der Spezifitit
auftraten (Leimgruber et al. 1991, Leimgruber et al. 1993). Wichtigster Unterschied war die
weiterentwickelte Tragersubstanz fiir die Allergene, mittels derer nun dreimal mehr Allergen
gebunden werden konnte als mit den Papierscheiben (Leimgruber et al. 1993). Der

Arbeitsbereich bzw. Messbereich liegt normalerweise bei 0,35-100 kU/L, die Ergebnisse

21



werden sowohl quantitativ als auch im klassischen Spektrum der semiquantitativen Klassen
(von Klasse 0, die alle Ergebnisse < 0,35 kU/L umfasst, bis Klasse 6, die alle Ergebnisse = 100
kU/L umfasst) angegeben (Ollert et al. 2005).

Als folgende 3. Generation wurden dann vollautomatische Immunoassays, wie der
Immulite2000, entwickelt, die eine hohe Ubereinstimmung beziiglich der Ergebnisse mit dem

halbautomatischen CAP zeigen (Ollert et al. 2005, Sturm, Jin et al. 2011).

1.6.3.2. Testung mit Bienen- und Wespengiftextrakt

Zur Diagnostik einer Insektengiftallergie werden initial die oben beschriebenen Hauttestungen
sowie die Bestimmung der spezifischen Serum-IgE-Antikorper gegen die Gesamtgifte
empfohlen (Przybilla et al. 2011). Wenn hierdurch kein eindeutiges Ergebnis erzielt werden
kann, sollten die spezifischen IgE-Antikorper gegen relevante Einzelallergene bestimmt
werden (Komponentendiagnostik). Insgesamt werden bis zu 59% der Patienten, die nach einem
Insektenstich allergisch reagiert haben, in der serologischen Diagnostik doppeltpositiv auf

Bienen- und Wespengift getestet (Miiller et al. 2009).

1.6.3.3. Ergénzende Komponentendiagnostik
1.6.3.3.1. Unterscheidung zwischen echter Doppeltsensibilisierung und Kreuzreaktion

Wie bereits unter 1.5.1. beschrieben, hilft die Komponentendiagnostik bei der Unterscheidung
zwischen einer echten Doppeltsensibilisierung und einer Kreuzreaktion auf homologe Proteine
oder CCDs. Kreuzreaktionen auf homologe Proteine sind immer dann anzunehmen, wenn die
Patienten erhohte sIgE-Werte gegen diese aufweisen und eine alleinige Reaktion auf CCDs
ausgeschlossen werden kann. Dies ist nicht immer einfach, da bei bis zu 75% der Patienten mit
Doppeltsensibilisierungen auch IgE-Antikorper gegen CCDs nachgewiesen werden konnen

(Jappe et al. 2006).

Gerade bei den beiden Hyaluronidasen Api m 2 und Ves v 2 scheinen die Kreuzreaktionen
zumeist nicht durch die homologen Peptidepitope, sondern grofitenteils durch die CCDs bedingt

zu sein. So konnten in einer Studie 65% der positiven Reaktionen auf die Hyaluronidase Ves v
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2 komplett den CCDs zugeschrieben werden, wihrend in nur 8% die Reaktion allein durch die

Peptidepitope ausgelost wurde (Jin et al. 2010).

Hingegen scheinen die Dipeptidylpeptidasen Api m 5 und Ves v 3 eine deutlich groBere
klinische Rolle bei der Diagnostik der Insektengiftallergie zu spielen. So konnte gezeigt
werden, dass bei Patienten mit Bienen- oder Wespengiftallergie in iiber 50% eine positive
Reaktion auf Api m 5 oder Ves v 3 vorliegt, die unabhédngig von CCDs ist (Blank et al. 2010).
Kreuzreaktionen treten zudem auch mit Pol d 3 auf, der Dipeptidylpeptidase IV im Gift von
Feldwespen (Polistes dominula), gegen die 66% der Patienten mit Sensibilisierung gegen
Polistes-Gift sIgE-Antikorper aufweisen und die eines der Majorallergene dieses Giftes ist
(Schiener et al. 2018). Eine dhnliche klinische Bedeutung kommt auch den Vitellogeninen Api
m 12 und Ves v 6 zu, die bei ca. 40% der Insektengiftallergiker unabhingig von den CCDs eine
positive Reaktion auslosen (Blank et al. 2013).

1.6.3.3.2. Verwendung CCD-freier rekombinanter Allergene bei der in vitro-Testung

Die Verwendung von CCD-freien rekombinanten Allergenen bei der Diagnostik ist v.a. bei
CCD-positiven Patienten von Vorteil, da hier durch deren Verwendung eine durch die CCDs
erhohte Reaktivitét bei der Testung vermieden wird, wihrend bei den CCD-negativen Patienten
kein Unterschied in der Reaktivitit zwischen dem natiirlichen und dem rekombinant mittels Sf9
hergestellten Allergen besteht (Jakob et al. 2012). Durch diesen Ausschluss von Reaktionen auf
CCDs bei der Anwendung von rekombinanten, CCD-freien Allergenen wird auch die
Beurteilung einer Doppeltsensibilisierung gegen Bienen- und Wespengift in Bezug auf eine

durch homologe Allergene verursachte Kreuzreaktion vereinfacht (Ollert et al. 2015).

Es wird jedoch von einigen Autoren angefiihrt, dass die Diagnostik der Bienengiftallergie
mittels des kommerziell erhiltlichen rekombinant hergestellten rApi m 1 eine deutlich
niedrigere Sensitivitit aufzuweisen scheint als die Diagnostik mit dem natiirlichen nApi m 1.
So wiesen z.B. in einer Studie reine Bienengiftallergiker nur in 57% eine positive Testreaktion
auf rApi m 1 auf, wihrend 91% davon positiv bei der Testung mit nApi m 1 reagierten (Korosec
et al. 2011). Insgesamt werden durch die reine Testung mit rApi m 1 ungefidhr 57 — 79% der
Bienengiftallergiker erfasst (Hofmann, Pfender, Weckesser, Huss-Marp et al. 2011, Jakob et al.
2012, Korosec et al. 2011, Sturm, Hemmer et al. 2011).
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Bei der Diagnostik der Wespengiftallergie scheint dieses Problem nicht zu bestehen, hier
werden positive Reaktionen auf rVes v 5 bei 84,5%-92% der Wespengiftallergiker gefunden
(Hofmann, Pfender, Weckesser, Blank et al. 2011, Michel et al. 2016, Vos et al. 2013), bei
erganzender Anwendung von rVes v 1 steigt der Anteil der positiv getesteten
Wespengiftallergiker sogar auf 92-96,3% (Hofmann, Pfender, Weckesser, Blank et al. 2011,
Korosec et al. 2012).

Jedoch kann oben genanntes Problem durch die ergénzende Testung mit weiteren
rekombinanten Allergenen wohl auch bei den Bienengiftallergikern ausgehebelt werden. In
einer Studie konnte gezeigt werden, dass durch eine Testung mit rApi m 1, rApi m 2, rApi m
3,nApi m4,rApi m 5 und rApi m 10 insgesamt 94,4% der Bienengiftallergiker erfasst werden
(Kohler et al. 2014). Ergiinzend wurde bei einer Untersuchung von doppeltpositiven Patienten
festgestellt, dass durch eine ergédnzende Diagnostik mit rApi m 3 und rApi m 10 bei insgesamt
46-65% der Api m 1-negativen Patienten doch eine Sensibilisierung gegen Bienengift

nachgewiesen werden konnte (Frick et al. 2015).

1.6.3.3.3. Erhohte Sensitivitdt durch die Komponentendiagnostik

Durch die Komponentendiagnostik kann zudem eine erhohte Sensitivitét bei der Diagnostik
einer Insektengiftallergie erreicht werden. So wurden bei Patienten, die eine eindeutige
Anamnese fiir eine anaphylaktische Reaktion nach einem Insektenstich hatten, aber weder
durch Bienen- noch Wespengiftextrakt positiv getestet worden sind, in 56% spezifische IgE-
Antikorper gegen rVes v 5 nachgewiesen (Hofmann, Pfender, Weckesser, Huss-Marp et al.
2011). Vergleichbare Ergebnisse wurden bei der Untersuchung von 308 Patienten, die mit einer
systemischen Reaktion auf einen Wespenstich reagiert hatten, gefunden. Nur 83,4% der
Patienten wurden mit dem Gesamtextrakt positiv getestet, wihrend 89,9% positiv auf rVes v 5
reagierten. Bei ergidnzender Anwendung von rVes v 1 wurden insgesamt 96,1% der
Wespengiftallergiker durch die rekombinanten Allergene positiv getestet (Vos et al. 2013). Da
zudem bei den mittels Wespengiftextrakt positiv getesteten Patienten die sIgE-Werte des
gesamten Extraktes im Durchschnitt niedriger waren als die sIgE-Werte von rVes v 5, wurde
eine Unterreprisentation von rVes v 5 im Wespengiftextrakt als Ursache fiir die diagnostische
Liicke vermutet und die Testung mit einem durch rVes v 5 angereicherten Wespengiftextrakt
wiederholt. Durch dieses sog. ,,Spiking* des Wespengiftextraktes konnte die Sensitivitéit der
Testung von 83,4% auf 96,8% erhoht werden. In einer weiteren Studie zeigte sich ebenfalls fiir
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den mit rVes v 5 angreicherten Wespengiftextrakt mit 95,6% eine hohere Sensitivitit als bei
der Testung mit dem herkdmmlichen Extrakt (nur 93,8% positiv getestete

Wespengiftallergiker), jedoch war dieser Unterschied nicht signifikant (Bokanovic et al. 2014).

Auch fiir Bienengiftallergiker konnte gezeigt werden, dass die Anwendung der
Komponentendiagnostik die Sensitivitit im Vergleich zur alleinigen Testung mit dem
Bienengiftextrakt erhohen kann. So wurden in einer Studie Bienengiftallergiker mit einem
sIgE-Wert von < 0,35 kU/L (entspricht einem negativen Testergebnis) gegen den
Gesamtextrakt in 22,2% mittels rApi m 1 und in 66,7% mittels rApi m 3 positiv getestet

(Cifuentes et al. 2014), was fiir das Vorliegen einer Bienengiftallergie spricht.

Diese Erhohung der Sensitivitit durch die Komponentendiagnostik ist v.a. auch bei
Hochrisikopatienten mit erhohten basalen Serumtryptasewerten und/oder Mastozytose wichtig.
Da diese Patienten im Vergleich zur Allgemeinbevolkerung niedrigere Gesamt-IgE-Werte
aufweisen, haben diese Patienten ein erhohtes Risiko fiir falsch-negative Hauttestungen und
werden hiufiger trotz Insektengiftallergie mit den Insektengiftextrakten negativ getestet
(Miiller et al. 1990, Potier et al. 2009). In einer Studie mit 49 Wespengiftallergikern, die alle
erhohte basale Serumtryptasewerte und/oder eine diagnostizierte Mastozytose aufwiesen,
wurden lediglich 87,7% mit dem Wespengiftextrakt unter Verwendung des standardmiBigen
Cutoffs von 0,35 kU/L positiv getestet. In der Kontrollgruppe (Wespengiftallergiker ohne
Mastzellerkrankung) wurden hierdurch 92% positiv getestet. Die Reduktion des Cutoffs auf 0,1
kU/L fiihrte in der Kontrollgruppe zu einer Sensitivitdit von 100%, wihrend bei den
Hochrisikopatienten noch immer nur 91,8% positiv getestet wurden. Nur durch die ergéinzende
Testung mit rVes v 1 und rVes v 5 und Anwendung des Cutoff von 0,1 kU/L konnten die
restlichen Wespengiftallergiker der Hochrisikogruppe erfasst werden, weshalb gerade bei
diesen Patienten mit erhohten basalen Serumtryptasewerten und/oder Mastozytose neben der
Durchfiihrung der Komponentendiagnostik auch die Anwendung eines erniedrigten
diagnostischen Cutoff von 0,1 kU/L fiir die korrekte Diagnose der Insektengiftallergie notig zu
sein scheint (Michel et al. 2016).

1.6.3.3 4. Ergidnzende Untersuchungen zum Screening auf Antikorper gegen CCDs

Zusitzlich sollte bei jeder Testung, v.a. bei Patienten, die spezifisches IgE sowohl gegen

Bienen- als auch gegen Wespengift aufweisen, ergénzend zur Diagnostik mit den
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rekombinanten Allergenen auch das spezifische IgE gegen mindestens ein CCD-tragendes
Allergen bestimmt werden (Jappe et al. 2006). Hierfiir werden aktuell verschiedene Reagenzien
verwendet: Meerrettichperoxidase, Ascorbat-Oxidase, die Cysteinprotease Bromelain sowie
MUXF (Ollert et al. 2015). Bei Meerrettichperoxidase, Ascorbat-Oxidase und Bromelain
handelt es sich um pflanzliche Glykoproteine, die reich an CCDs sind (Batanero et al. 1996).

Die Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase) wird haufig verwendet, da der menschliche
Organismus 1hr natiirlicherweise nicht ausgesetzt ist und so Allergien dagegen nicht
vorkommen (Jappe et al. 2006). Bromelain bietet sich ebenfalls fiir die CCD-Diagnostik an, da
es nicht nur reich an kreuzreaktiven Kohlenhydratseitenketten ist, sondern das Protein selbst
nahezu gar nicht als Allergen auftritt und kaum allergische Symptome auslost (Mari 2001, Mari

2002).

MUXF (bzw. MUXF3 oder MUXF3 CCD), bei dem es sich um die CCD-Komponente des aus
dem Stamm der Ananas gewonnenen Bromelain handelt, ist ein reiner CCD-Marker, da es nur
das N-Glykan mit der alpha-1,3-gebundener Fucose enthilt (Hemmer et al. 2001, Przybilla et
al. 2011). Dieses ist kommerziell erhiltlich (z.B. 0214 von Phadia fiir ImmunoCAP).

Das Vorhandensein von spezifischem IgE gegen CCDs hilft bei der Interpretation, schlieft
jedoch eine tatsdchliche Doppeltsensibilisierung bzw. die Sensibilisierung gegen
Proteinepitope von verschiedenen Insektengiften nicht aus (Sturm, Jin et al. 2011). So wurde
z.B. in einer Studie gezeigt, dass fast 50% der CCD-positiven Patienten mit Sensibilisierungen
gegen Bienen- und Wespengift auch spezifische IgE-Antikorper gegen rApi m 1 und rVes v 5
aufweisen, was gegen eine reine Kreuzreaktion wund fir eine tatsdchliche

Doppeltsensibilisierung spricht (Hofmann, Pfender, Weckesser, Huss-Marp et al. 2011).

1.6.4. Basophilenaktivierungstest (BAT)

Kann mittels der oben genannten Diagnostik kein eindeutiges Ergebnis bzgl. des ausldsenden
Insektes bei Doppeltsensibilisierung erzielt werden oder kann bei Patienten mit anamnestisch
vorliegender systemischer Reaktion nach einem Stich weder durch Hauttests noch durch die
Bestimmung der sIgE-Antikorper eine entsprechende Sensibilisierung gefunden werden,
konnen ergénzend noch zelluldre in vitro-Tests durchgefiihrt werden (Przybilla et al. 2011).

Hierzu gehdren neben dem weitestgehend verwendeten Basophilenaktivierungstest noch der
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Histaminfreisetzungstest und der Leukotrienfreisetzungstest (= ,,cellular antigen stimulation
test”). Hierbei werden Vollblut oder angereicherte Blutleukozyten der Patienten mit einer
Allergenlosung inkubiert und die durch die Allergenstimulation ausgeldste Freisetzung von
Mediatoren bzw. die Expression von Oberflichenmarkern der basophilen Granulozyten dient
als indirektes MaB fiir das Vorhandensein von zelluldr gebundenem spezifischen IgE (Eberlein,

Thomas 2016).

Beim Basophilenaktivierungstest wird die Expression von CD63 auf den Basophilen gemessen.
CD63 ist ein Oberflachenmarker, der bei aktivierten Basophilen in groBer Dichte vorkommit,
bei ruhenden Zellen jedoch kaum exprimiert wird (Knol et al. 1991). Liegen bei dieser
quantitativen Messung mehr als 15% der basophilen Granulozyten im aktivierten Zustand vor,
wird der Test als positiv gewertet (Eberlein-Konig et al. 2004). Der BAT stellt eine sehr
sensitive Messmethode zur Diagnostik der Insektengiftallergie dar. So werden fiir den BAT
Sensitivitdten von 91,3% bis hin zu 100% bei der Erkennung von Bienengiftallergikern sowie
von 85,3-97% bei der Diagnostik von Wespengiftallergikern berichtet, die teils iiber der
Sensitivitidt der Bestimmung von spezifischen IgE-Antikdrpern im Serum liegt (Eberlein-Konig
et al. 2006, Erdmann et al. 2004, Sturm et al. 2004). Aus diesem Grund eignet sich der BAT
zur weiterfilhrenden Diagnostik bei Patienten, bei denen trotz anamnestisch vorliegender
systemischer Reaktion nach einem Stich mit den herkdmmlichen Tests keine entsprechende
Sensibilisierung gefunden werden konnte. So konnte in einer Studie bei 81% solcher Patienten,
die keine spezifischen IgE-Antikorper gegen die Insektengifte aufwiesen, mittels BAT die
Diagnose einer Insektengiftallergie gestellt werden. Ergénzend konnten 56% der Patienten, die
sowohl negative sIgE-Antikorper als auch negative Intrakutantests bei der Testung mit den
Insektengiften aufwiesen, mittels BAT diagnostiziert werden (Korosec et al. 2013). Zudem
kann der BAT bei der Zuordnung von doppeltpositiven Patienten zum eigentlich ausldsenden
Allergen helfen (Kosnik et al. 2009). In einer Studie konnte mittels des BAT sogar bei fast 50%
der Patienten, die trotz Komponentendiagnostik doppeltpositiv auf Bienen- und Wespengift
getestet wurden, das fiir die Entscheidung zur spezifischen Immuntherapie relevante Insekt

gefunden werden (Eberlein et al. 2012).

27



2. Fragestellungen und Ziele der Arbeit

Trotz der umfassenden aktuell verfiigbaren diagnostischen Moglichkeiten kann noch immer bei
einigen Patienten mit anamnestisch bekannter Insektengiftallergie nicht eindeutig das
auslosende Insekt bestimmt bzw. nicht immer zwischen einer echten, klinisch relevanten

Doppeltsensibilisierung und einer reinen Kreuzreaktion unterschieden werden.

Griinde hierfiir sind unter anderem diagnostische Liicken bei der Komponentendiagnostik,
mittels derer entsprechend aktueller Zahlen nur bis zu 96,3% der Wespengiftallergiker
(Hofmann, Pfender, Weckesser, Blank et al. 2011) und bis zu 94,4% der Bienengiftallergiker
(Kohler et al. 2014) erfasst werden. Zudem ist gerade bei den Bienengiftallergikern noch nicht
endgiiltig geklirt, ob die Testung mit rekombinanten Allergenen nicht deutlich weniger sensitiv

ist als die Testung mit dem natiirlichen Allergen Api m 1 (Korosec et al. 2011).

Bei den doppeltpositiv getesteten Patienten ist zudem noch immer nicht in jedem Fall eine
korrekte Zuordnung bzgl. echter Doppeltsensibilisierung, einer Reaktion auf Peptidepitope
homologer Proteine oder einer Kreuzreaktion aufgrund von CCDs moglich. So konnte
beispielsweise zwar gezeigt werden, dass Sensibilisierungen gegen die Dipeptidylpeptidasen
Api m 5 und Ves v 3 auch unabhingig von CCDs vorliegen (Blank et al. 2010), jedoch fehlen
bisher umfassende Untersuchungen, wie haufig diese Sensibilisierungen tatsdchlich die
Ursache von Kreuzreaktionen bei doppeltsensibilisierten Patienten darstellen. Bei den
Hyaluronidasen Api m 2 und Ves v 2 scheinen solche Sensibilisierungen unabhingig von CCDs
kaum vorzukommen (Jin et al. 2010), jedoch fehlen auch hier Untersuchungen an grofleren
Kohorten um diese Ergebnisse zu iiberpriifen. Zwar konnen in solchen unklaren Fillen
Screenings auf spezifische IgE-Antikorper gegen CCDs helfen, jedoch kann auch der Nachweis
solcher nicht zuverldssig eine echte Doppeltsensibilisierung oder eine Reaktion auf homologe
Proteine ausschlieen, zumal auch bei Patienten mit nachgewiesener Reaktion auf CCDs nicht

immer entsprechende IgE-Antikorper vorliegen (Sturm, Jin et al. 2011).

Im Rahmen dieser Arbeit soll anhand groBer Fallzahlen eine umfangreiche Charakterisierung
der serologischen Immunreaktivitit von Insektengiftallergikern mittels rekombinanter
Allergene erfolgen, um weitere Erkenntnisse iliber die Unterschiede der IgE-Reaktivititen
zwischen doppelt- und monosensibilisierten Patienten zu erhalten und die Héufigkeiten und
Ursachen von Kreuzreaktionen nédher untersuchen zu konnen. Insbesondere sollen auch die
Einfliisse von CCDs auf die Diagnostik der Insektengiftallergie néher untersucht werden, um
genauere Aussagen bzgl. ihrer Auswirkung auf doppeltpositive Testergebnisse zu erméglichen.
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Weiter soll im Rahmen dieser Auswertung insbesondere auch auf die Vergleichbarkeit der
verschiedenen Testverfahren eingegangen sowie die Sensitivitidt der Komponentendiagnostik
gerade in Bezug auf oben aufgefiihrte diagnostische Liicken oder die noch fragliche
Vergleichbarkeit zwischen der Testung mit natiirlichen und rekombinant hergestellten
Allergenen weiter untersucht werden. In diesem Rahmen soll auch die diagnostische Relevanz
eines Cutoffs von 0,1 kU/L bei der Bestimmung der spezifischen IgE-Antikorper weiter
untersucht werden, da dieser wohl in einigen Fillen fiir die korrekte Diagnose einer

Insektengiftallergie notwendig zu sein scheint (Michel et al. 2016).
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3. Material und Methoden

3.1. Daten

Es erfolgte die retrospektive Auswertung von Daten, die in den Jahren 2008 und 2009 im
Rahmen verschiedener allergologischer Untersuchungen in der Klinik und Poliklinik fiir
Dermatologie und Allergologie am Biederstein, Klinikum rechts der Isar, TUM, von insgesamt
269 Patienten mit Bienen- und/oder Wespengiftallergie gewonnen und vollstindig

anonymisiert zur Verfiigung gestellt wurden.

Bei den 269 anonymisierten Datensdtzen handelt es sich um drei unterschiedliche
Patientenkollektive, die sich durch die jeweils durchgefiihrten Untersuchungen voneinander
unterscheiden. Aufgrund von teils fehlenden Einzelwerten konnten nicht alle vorliegenden
Patientendaten fiir die erfolgte statistische Auswertung verwendet werden, einzelne
Patientendaten mussten aus der Auswertung herausgenommen werden. Dies wird im Einzelnen
im Rahmen der genaueren Beschreibung der drei verschiedenen Kollektive erldutert.
Hauptséchlich handelt es sich bei den vorliegenden Daten um die Ergebnisse von serologischen
Bestimmungen der spezifischen IgE-Reaktivitit gegen Bienen- und Wespengift und
verschiedenen FEinzelallergenen. Diese serologischen Untersuchungen wurden mittels
automatisierter Immunoassay-Systeme durchgefiihrt (Immulite 2000, Siemens Healthcare
Diagnostics, Eschborn, Deutschland und Phadia UniCAP250, Thermo Fisher Scientific,
Uppsala, Schweden). Bei einem Patientenkollektiv liegen auBerdem Ergebnisse von

intradermalen Hauttests vor.

Patientenkollektiv 1:

Hierbei handelt es sich um 67 Datensitze, die von Patienten mit Bienen- und/oder
Wespengiftallergie stammen. Bei allen Patienten liegen die Ergebnisse der serologischen
Bestimmung der spezifischen IgE-Reaktivitit gegen Wespengift (Yellow Jacket Venom — YJV)
und Bienengift (Honey Bee Venom — HBV) vor, hierbei waren jeweils die kommerziell
erhéltlichen Assays fiir YJV (i3) und HBV (il) der Firma Siemens Healthcare Diagnostics

verwendet worden. Weiter liegen jeweils die sIgE-Reaktivitidten gegen die Allergene Ves v 3,
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Apim1,Apim2, Apim 3, Api m 4 und Apim 5 vor, die mittels Prototypen von Immunoassays
fir die klinische Forschung bestimmt worden sind. Hierbei waren die rekombinant in
Spodoptera frugiperda (Sf9)-Insektenzellen hergestellten Allergene rVes v 3,rApi m 1, rApi m
2, rApi m 3 und rApi m 5 verwendet worden, die nahezu CCD-frei sind. Fiir das Allergen Api
m 3 liegen zudem bei allen Patienten die Ergebnisse der IgE-Reaktivititen vor, die mittels
rekombinant in Trichoplusia ni (Tni)-Insektenzellen hergestelltem rApi m 3 ermittelt wurden,
das im Gegensatz zu den Sf9-Produkten CCDs aufweist. Das fiir die Tests verwendete Api m
4 war mittels Peptidsynthese hergestellt worden. Die IgE-Reaktivititen sind mit Werten von <
0,10 kU/L bis > 100 kU/L sowie zusitzlich als Zuordnung zu den IgE-Klassen 0-VI angegeben.
Die Daten eines Patienten konnten jedoch fiir die meisten Auswertungen nicht verwendet
werden, da hier keine Daten fiir die sIgE-Reaktivitidt gegen Api m 1, Api m 2 und Api m 4
vorlagen, sodass grof3tenteils nur die restlichen 66 Datensitze ausgewertet wurden. Ergénzend
liegen bei allen 67 Patienten die Ergebnisse eines intradermalen Hauttests vor, der jeweils mit
den natiirlichen Bienen- und Wespengiftextrakten durchgefiihrt worden ist. Hier ist jeweils die
niedrigste Konzentration in xg/ml angegeben, mit der ein positives Ergebnis erreicht werden
konnte, sowie die entsprechende Wertung des Testergebnisses (negativ = neg, Reaktion ab 0,1
ug/ml = pos, Reaktion ab 0,01 yg/ml = pos+, Reaktion ab 0,001 xg/ml = pos++, Reaktion ab
0,0001 pg/ml = pos+++). Hier konnte ebenfalls ein Datensatz nicht fiir die statistische
Auswertung verwendet werden, da hier die Angaben nicht eindeutig waren (Angabe, dass

Reaktion ab 0,0001 ug/ml, Testbewertung jedoch als pos/neg).

Bei 55 der 67 Patienten liegen zusitzlich die Ergebnisse der mittels von der Firma Phadia
(Thermo Fisher Scientific, Uppsala, Schweden) rekombinant hergestellten, CCD-freien und
kommerziell vertriebenen Allergene rApi m 1 (1208) und rVes v 5 (1209) ermittelten sIgE-

Reaktivititen vor.

Patientenkollektiv 2:

Hierbei handelt es sich um 100 Bienengiftallergiker, deren sIgE-Reaktivititen gegen rApim 1,
rApi m 2, rApi m 3, Api m 4, rApi m 5, Bienengift und gegen das aus Bromelain abgeleitete
CCD-haltige Glykopeptidallergen MUXF3 bestimmt worden sind. Auch hier sind wie beim
Patientenkollektiv 1 die rekombinant in Spodoptera frugiperda (Sf9)-Insektenzellen
hergestellten Allergene rApi m 1, rApi m 2, rApi m 3 und rApi m 5 verwendet worden, die
nahezu CCD-frei sind. Ergénzend liegen zudem fiir Api m 5 nicht nur die Daten fiir die mittels
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Sf9-Insektenzellen hergestellte Variante, sondern auch fiir das mittels Tni-Insektenzellen
hergestellte rApi m 5 vor. Das fiir die Tests verwendete Api m 4 war mittels Peptidsynthese
hergestellt worden. Fiir die Bestimmung des sIgE-Wertes gegen Bienengift ist wie bei Kollektiv
1 der kommerziell erhiltliche Assay fiir HBV (i1) der Firma Siemens Healthcare Diagnostics
verwendet worden. Die IgE-Reaktivitdten sind wie beim Kollektiv 1 mit Werten von < 0,10
kU/L bis > 100 kU/L sowie zusitzlich als Zuordnung zu den IgE-Klassen 0-VI angegeben. Bei
5 Patienten fehlen jedoch die Ergebnisse fiir die Tests mittels rApi m 1, rApi m 2 und/oder rApi

m 3, weshalb deren Datensitze nicht fiir alle Auswertungen verwendet werden konnten.

Patientenkollektiv 3:

Der letzte Datensatz stammt von 102 Patienten mit einer anamnestisch vorliegenden
anaphylaktischen Reaktion auf einen Bienenstich, deren sIgE-Reaktivitdten gegen Apim 1, Api
m 2, Api m 5, Bienengift und MUXF3 (aus Bromelain) bestimmt worden sind. Hierbei sind fiir
die serologische Diagnosik neben natiirlichem nApi m1 rekombinantes rApi m1 aus Sf9- und
Tni-Insektenzellen verwendet worden, auBlerdem mittels Sf9- und Thni-Insektenzellen
hergestelltes rApi m 2 und mittels Sf9-Insektenzellen hergestelltes rApi m 5. Bei dem
verwendeten CCD-Marker MUXF3 handelt es sich um das kommerziell erhiltliche Préaparat
0214 der Firma Phadia (Thermo Fisher Scientific, Uppsala, Schweden). Jedoch sind bei
insgesamt 9 Patienten die Daten teils liickenhaft, weshalb diese Datensitze nur eingeschrankt

fiir die Auswertung zur Verfiigung standen.

3.2. Aufbereitung der Daten und statistische Analyse

Primir wurden die Daten in einer Ubersichtstabelle (Microsoft Excel) gesammelt.
Entsprechend der geplanten graphischen und/oder statistischen Auswertungen wurde
anschlieBend die gesamte Ubersichtstabelle oder einzelne Ausziige daraus zur Auswertung in
IBM SPSS Statistics Version 21 bzw. in Sigma Plot Version 10.0, Systat Software GmbH,
konvertiert. Fiir die statistische Auswertung wurden dem Wert < 0,1 kU/L der Wert 0,09 kU/L
zugewiesen, dem Wert > 100 kU/L wurde der Wert 100 kU/L zugewiesen.
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Zuerst erfolgte eine graphische Auswertung der vorliegenden Daten mit Sigma Plot. So wurden
die Verteilungen der einzelnen Werte durch Boxplots dargestellt, zur Darstellung von
prozentualen Werten wurden Tortendiagramme verwendet. Direkte Vergleiche von
Wertepaaren wurden entweder durch Verbindung der jeweiligen Einzelwerte durch eine Gerade
oder mittels iibereinanderliegender Kurven dargestellt und ihre Differenzen wurden als
Sédulendiagramm abgebildet. Sédulendiagramme dienten auch zur Darstellung von
Patientenanzahlen oder anderen absoluten Zahlenwerten. Die graphische Darstellung von
Korrelationen erfolgte iiber Eintragung der Einzelwerte in das entsprechende
Koordinatensystem, durch die anschlieBend eine von Sigma Plot berechnete Korrelationsgerade

gezogen wurde.

Zur Signifikanzpriifung erfolgte dann die statistische Auswertung der Daten mittels SPSS. Zur
Datenkorrelation wurden verschiedene statistische Tests eingesetzt. Zum Vergleich zweier
qualitativer Parameter in Bezug auf ihre Héiufigkeitsverteilung wurde der Chi-Quadrat-Test
nach Pearson durchgefiihrt. In zwei Féllen konnte aufgrund eines zu grofen Datasets keine
exakte Signifikanz mit SPSS berechnet werden, diese wurde dann stattdessen mittels Monte-
Carlo-Methode geschitzt. Handelte es sich jedoch lediglich um eine 2x2-Kreuztabelle oder
lagen die zu erwartenden Haufigkeiten zu oft unter 5, wurde stattdessen der exakte Test nach
Fisher (Fisher-Exact-Test) angewendet, der auch bei kleineren Fallzahlen genaue Werte liefert.
Bei zwei quantitativen, jedoch nicht normalverteilten Parametern erfolgte der Vergleich mittels
U-Test nach Mann und Whitney (kurz: Mann-Whitney-U), wenn es sich um zwei unabhéngige
Stichproben handelte, oder mittels Wilcoxon-Test bei abhingigen Stichproben. Fiir die
Korrelationsanalysen wurden — aufgrund der fehlenden Normalverteilung der Variablen — die

beiden Rangkorrelationskoeffizienten Kendalls Tau-b und Spearmans Rho herangezogen.

Als signifikant wurde fiir alle statistischen Tests eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05

angesehen.

AuBerdem wurden zur Beschreibung der Boxplots mittels SPSS deskriptive Werte wie
Mittelwert, Minimum, Maximum, Median und Standardabweichung berechnet. Als Standard
wurde auf zwei Stellen hinter dem Komma gerundet, bei sehr kleinen Werten wurden bei den

Berechnungen mit SPSS drei Stellen hinter dem Komma angegeben.
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4. Ergebnisse

4.1. Vergleich der sIgE-Reaktivititen von Hymenopterengiftallergikern
4.1.1. Ubersicht iiber die sIgE-Reaktivititen

Um eine Ubersicht iiber die Verteilung der sIgE-Reaktivititen von Bienen- und
Wespengiftallergikern sowie von doppeltpositiv getesteten Patienten zu erhalten, wurden bei
diesen drei Patientengruppen jeweils die Verteilungen ihrer ermittelten sIgE-Werte fiir
Bienengift (Honey Bee Venom) und Wespengift (Yellow Jacket Venom) sowie fiir die
Allergene Apim 1, Apim 2, Apim 3, Apim 4, Apim 5 und Ves v 3 mittels Boxplot dargestellt.
Zudem wurden die Kenngréen Minimum, Maximum, Median, Mittelwert, 05., 25., 75. und
95. Perzentile, Standardabweichung und Varianz berechnet. Insgesamt wurden hierfiir 66
Patienten (Kollektiv 1) ausgewertet, das Kriterium fiir die Verteilung auf die einzelnen Gruppen
war das Ergebnis bei den Testungen mit Bienen- und Wespengift, die jeweils ab einem Cutoff
von 0,35 kU/L als positiv gewertet wurden. Insgesamt wiesen 40 Patienten Sensibilisierungen
gegen Bienen- und Wespengift auf und jeweils 13 der Insektengiftallergiker aus dem

Patientenkollektiv 1 waren lediglich gegen Bienen- oder Wespengift sensibilisiert.

Hierbei zeigten die Bienengiftallergiker (siehe Abb. 2) durchschnittlich die hochsten IgE-Werte
bei Bienengift (Mittelwert 12,25 kU/L und Median 2,33 kU/L), Api m 1 (Mittelwert 9,85 kU/L
und Median 1,77 kU/L) und Api m 2 (Mittelwert 12,74 KU/L und Median 0,62 kU/L). Der
hochste IgE-Wert wurde bei Apt m 2 mit 85,36 kU/L erreicht. Mittels Api m 4 wurden
durchschnittlich nur wenig hohere IgE-Werte erzielt als bei Wespengift und Ves v 3, der
Mittelwert lag mit 0,29 kU/L unterhalb des Cutoffs von 0,35 kU/L.

Bei den Wespengiftallergikern (siehe Abb. 3) zeigten sich entsprechend die hochsten Werte bei
der Testung mit Wespengift (Mittelwert 6,80 kU/L und Median 2,00 kU/L). Bei der Testung
mit Ves v 3 zeigten sich genau wie bei den Testungen mit Bienengift sowie mit den Allergenen
Api m 1-5 durchschnittlich nur sehr geringe sIgE-Werte, die gro3tenteils unterhalb des Cutoffs
von 0,35 kU/L lagen. Nur bei einem einzigen Wespengiftallergiker wurde fiir ein

rekombinantes Bienengiftallergen ein Wert iiber dem Cutoff gemessen (Api m 2: 0,38 kU/L).
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Auch der maximal bei der Testung mit Ves v 3 erreichte sIgE-Wert lag mit 0,55 kU/L nur knapp

tiber dem Cutoff.
Abbildung 2:
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0,35 kUL IgE-Cutoff
YJ Ves v3 HB Api m1 Api m2 Api m3 Api m4 Api m5
Maximum ,33 ,87 72,70 41,27 85,36 34,70 2,38 25,40
Perzentil 95 ,33 ,87 72,70 41,27 85,36 34,70 2,38 25,40
Perzentil 75 19 ,09 9,48 18,81 2,55 1,24 ,09 ,53
Median 12 ,09 2,33 1,77 ,62 1 ,09 ,29
Perzentil 25 ,09 ,09 ,96 ,35 ,09 ,09 ,09 ,09
Perzentil 05 ,09 ,09 44 ,09 ,09 ,09 ,09 ,09
Minimum ,09 ,09 ,44 ,09 ,09 ,09 ,09 ,09
YJ Ves v3 HB Api m1 Api m2 Api m3 Api m4 Api m5
Mittelwert ,151 ,150 | 12,253 9,853 12,738 5,067 ,293 3,676
Standardabweichung ,073 ,217 | 20,917 13,264 | 26,225 11,412 ,633 8,311
Varianz ,005 ,047 | 437,515 | 175,937 | 687,731 130,245 ,401 69,066
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YJ Ves v3 HB Api m1 Api m2 Api m3 Api m4 Api m5
Maximum 22,10 55 22 A2 ,38 21 ,09 ,31
Perzentil 95 22,10 ,565 ,22 12 ,38 ,21 ,09 ,31
Perzentil 75 9,61 ,09 ,09 ,09 ,09 ,09 ,09 ,09
Median 2,00 ,09 ,09 ,09 ,09 ,09 ,09 ,09
Perzentil 25 1,10 ,09 ,09 ,09 ,09 ,09 ,09 ,09
Perzentil 05 ,60 ,09 ,00 ,09 ,09 ,09 ,09 ,09
Minimum ,60 ,09 ,00 ,09 ,09 ,09 ,09 ,09
YJ Ves v3 HB Api m1 Api m2 Api m3 Api m4 Api m5
Mittelwert 6,797 ,146 ,086 ,092 112 ,099 ,09 117
Standardabweichung 8,086 ,139 ,060 ,008 ,081 ,034 ,00 ,068
Varianz 65,390 ,019 ,004 ,000 ,006 ,001 ,00 ,005

Bei den doppeltpositiven Patienten zeigte sich fiir die sIgE-Werte von Bienengift und den
entsprechenden Allergenen eine dhnliche Verteilung wie bei den Bienengiftallergikern, ebenso
zeigten die sIgE-Werte fiir Wespengift und Ves v 3 eine vergleichbare Verteilung wie bei den
Wespengiftallergikern. Jedoch waren die sIgE-Werte fiir Bienen- bzw. Wespengift im
Durchschnitt hoher als bei den Patienten, die jeweils nur auf eines der beiden Insekten positiv
getestet wurden. So lagen z.B. Mittelwert und Median der sIgE-Werte bei Testung mit
Bienengift bei 13,61 bzw. 4,06 kU/L (bei den Bienengiftallergikern nur 12,25 bzw. 2,33 kU/L)
und bei der Testung mit Wespengift bei 11,41 bzw. 4,62 kU/L (bei den Wespengiftallergikern
nur 6,80 bzw. 2,00 kU/L). Gleiches galt fiir die Mittelwerte der sIgE-Messungen bei den
Dipeptidylpeptidasen IV Ves v 3 (0,86 kU/L bei den Doppeltpositiven und nur 0,15 kU/L bei
den Wespengiftallergikern) und Api m 5 (4,06 bzw. 3,68 kU/L). Bei den meisten Allergenen
des Bienengiftes zeigten jedoch die Bienengiftallergiker hohere Werte als die doppeltpositiven
Patienten: bei Api m 1 lag der Mittelwert der sIgE-Messung bei den Bienengiftallergikern bei
9,85 kU/L, bei den doppeltpositiven Patienten nur bei 4,93 kU/L. Bei Api m 2 lagen die
Mittelwerte bei 12,74 bzw. 3,94 kU/L, bei Api m 3 erzielten die Bienengiftallergiker einen
Mittelwert von 5,07 kU/L und die doppeltpositiven Patienten von 3,18 kU/L. Bei Api m 4 war
kein Unterschied im Mittelwert festzustellen (beide bei 0,30 kU/L).
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Abbildung 4:

1000
IgE-Reaktivitit von
doppeltpositiven Patienten
100 ° 2 (Patientenkollektiv 1)
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YJ oo Vesv3d  HB  Apiml Apim2 Apim3 Apimd Apimd
[ lgE-Werteverteilung der 40 Patienten
e Einzelwerte
0,35 kUL IgE-Cutoff
YJ Ves v3 HB Api m1 Api m2 Api m3 Api m4 Api m5
Maximum 100,00 21,20 100,00 54,53 29,63 55,00 4,07 32,30
Perzentil 95 47,40 2,87 71,10 32,47 23,99 19,31 1,04 25,85
Perzentil 75 15,20 14 13,95 3,14 2,89 1,55 ,09 3,75
Median 4,62 ,09 4,06 ,94 ,47 ,59 ,09 21
Perzentil 25 1,59 ,09 1,44 ,09 ,09 ,09 ,09 ,09
Perzentil 05 ,47 ,09 ,47 ,09 ,09 ,09 ,09 ,09
Minimum ,40 ,09 ,37 ,09 ,09 ,09 ,09 ,09
YJ Ves v3 HB Api m1 Api m2 Api m3 Api m4 Api m5
Mittelwert 11,413 ,861 13,607 4,926 3,937 3,182 ,292 4,059
Standardabweichung 18,669 3,362 22,266 11,065 7,558 9,728 ,663 7,783
Varianz 348,517 11,305 | 495,792 | 122,438 57,123 94,633 ,440 60,568

4.1.2. Gegeniiberstellung von Bienengiftallergikern und Doppeltpositiven

Zur niheren Untersuchung der oben beschriebenen Unterschiede bzgl. der Verteilung der sIgE-
Reaktivititen von Bienengiftallergikern und doppeltpositiven Patienten aus dem
Patientenkollektiv 1 wurde ein direkter Vergleich der gemessenen sIgE-Werte bei Testung der
jeweiligen Patienten mit Bienengift und dem Hauptallergen Api m 1 durchgefiihrt. Zudem
wurde noch bzgl. der Dipeptidylpeptidase IV Api m 5 verglichen, da hier im Gegensatz zu den
anderen Allergenen bei den Doppeltpositiven durchschnittlich hohere Werte festgestellt

wurden.

Zur besseren Ubersicht erfolgte zuerst die direkte graphische Gegeniiberstellung der
entsprechenden Boxplots, wodurch die Unterschiede bei Median und der Verteilung der Werte
zwischen den reinen Bienengiftallergikern und den Doppeltpositiven verdeutlicht werden

konnten. AnschlieBend erfolgte die statistische Analyse der Unterschiede bei den Verteilungen
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mittels Mann-Whitney-U-Test. Hierbei konnte jedoch weder fiir die Werteverteilung bei
Testung mit Bienengift (p = 0,491) noch fiir die Testungen mit Api m 1 (p = 0,160) oder Api

m 5 (p = 0,929) ein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden.

1000 Abbildung 4:
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e Einzelverte
0,35 kUL IgE-Cutoff
Statistik fir Test?
Réange
sIgE HB-
Venom
Mann-Whitney-U 226.000 Allergietyp N Mittlerer Rang| Rangsumme
Wilcoxon-W 317,000 slgE HB-Venom  Bienengiftallergiker 13 24,38 317,00
z ..703 Doppeltpositive 40 27,85 1114,00
Asymptotische Signifikan ,482 Gesamt 53
(2-seitig)
Exakte Signifikanz (2- ,491
seitig)
Exakte Signifikanz (1- ,245
seitig)
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,004
Statistik fir Test?
- Rénge
sIgE Apim 1
Mann-Whitney-U 192,000 Allergietyp N Mittlerer Rang| Rangsumme
Wilcoxon-w 1012,000 SIgE Apim 1 Bienengiftallergiker 13 32,23 419,00
z -1,422 Doppeltpositive 40 25,30 1012,00
Asymptotische Signifikan3 ,155
(2-seitig) Gesamt 53
Exakte Signifikanz (2- ,160
seitig)
Exakte Signifikanz (1- ,080
seitig)
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,003
Statistik fir Test?
sIgE Apim 5 Rénge
Mann-Whitney-U 255,500
Wilcoxon-W 1075,500 Allergietyp N Mittlerer Rang| Rangsumme
z -,096 sIlgE Apim 5  Bienengiftallergiker 13 27,35 355,50
Asymptotische Signifikanz ,924 Doppeltpositive 40 26,89 1075,50
(2-seitig) Gesamt 53
Exakte Signifikanz (2- ,929
seitig)
Exakte Signifikanz (1- ,462
seitig)
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,004

a. Gruppenvariable: Allergietyp
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4.1.3. Gegeniiberstellung von Wespengiftallergikern und Doppeltpositiven

Die gleiche Analyse wurde mit den Verteilungen der sIgE-Werte der Testungen mit Wespengift

und Ves v

3 bei

Patientenkollektivs 1 durchgefiihrt.

den Wespengiftallergikern und doppeltpositiven Patienten des

Auch hier konnte trotz der in der graphischen Darstellung ersichtlichen verschiedenen

Verteilungsmuster kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden. Beim Vergleich der

Werte fiir die Testung mit Wespengift lag die Irrtumswahrscheinlichkeit bei 0,557, beim

Vergleich der Werte aus der Testung mit Ves v 3 bei 0,675.
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Abbildung 5:
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slgE YJ-Venom| Allergietyp N Mittlerer Rang| Rangsumme
Mann-Whitney-U 231,000 slgE YJ-Venom  Wespengiftallergiker 13 24,77 322,00
Wilcoxon-W 322,000 Doppeltpositive 40 27,73 1109,00
z -,600 Gesamt 53
Asymptotische Signifikan: ,549
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seitig) Statistik fiir Test®
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Wilcoxon-W 335,000
z -,438
. Asymptotische Signifikan: ,661
Rénge (2-seitig)
Exakte Signifikanz (2- ,675
Allergietyp N Mittlerer Rang| Rangsumme seitig)
slgEVesv3  Wespengiftallergiker 13 25,77 335,00 Exakte Signifikanz (1- ,326
seiti
Doppeltpositive 40 27,40 1096,00 9)
Punkt-Wahrscheinlichkeit ,004
Gesamt 53
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4.2. Vergleich von einfach- und doppeltpositiven Patienten in Bezug auf die

Klasseneinteilung mittels verschiedener Testverfahren

Da im direkten Vergleich der sIgE-Reaktivititen von Bienen- bzw. Wespengiftallergikern mit
den doppeltpositiv getesteten Patienten trotz der aufgefallenen Abweichungen keine
signifikanten Unterschiede festgestellt werden konnten, erfolgte anschlieBend ein erneuter
Vergleich zwischen den jeweiligen Patientengruppen. Jedoch wurden hier nicht die absoluten
sIgE-Werte, sondern lediglich ihre Zuordnung zu den standardisierten semiquantitativen IgE-
Klassen beriicksichtigt. Da eine solche Zuteilung zu festen Klassen geméf der Reaktionsstérke
auch bei der Durchfilhrung und Auswertung von Hauttestungen (Prick- bzw. I.C.-Testung)
angewendet wird, wurden die Patientengruppen auch beziiglich ihrer Reaktion bei einem
durchgefiihrten Intrakutantest verglichen. Die Untersuchung wurde mit den unter 4.1.
beschriebenen Patientengruppen aus dem Patientenkollektiv 1 durchgefiihrt, weshalb bei den
gemif ihrer sIgE-Werte doppeltpositiven Patienten z.T. auch negative Ergebnisse bei dem

Hauttest auftreten.

4.2.1.IgE-Klassenverteilung von einfach- und doppeltpositiven Patienten bei Testung mit

Bienengift (Honey Bee Venom)

IgE-Klassen-Verteilung der IgE-Klassen-Verteilung der . )
Bienengiftallergiker doppeltpositiven Patienten Abbildung 6:

Ubersicht iiber die IgE-
Klassenverteilung bei Testung mit
Bienengift (13 Bienengiftallergiker
und 40 doppeltpositive Patienten
aus Kollektiv 1)

"/ e

= |gE-Klasse | = |gE-Klasse |
== |gE-Klasse || == |gE-Klasse Il
= |y E-Klasse Il = |gE-Klasse Il
== lgE-Klasse IV == |gE-Klasse IV
=== |gE-Klasse V == |gE-Klasse V
== |gE-Klasse VI —= IgE-Klasse VI
Chi-Quadrat-Tests
Asymptotisc Exakte
he Signifikanz
Wert df Signifikanz ... (2-seitig)
Chi-Quadrat nach a
Pearson 2,068 4 ,723 ,779
Likelihood-Quotient 2,209 4 ,697 ,773
Exakter Test nach Fisher 2,449 ,680
Anzahl der giiltigen Falle 53

a. 6 Zellen (60,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist ,98.
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Bei der Verteilung der Testergebnisse der serologischen Testung mit Bienengift auf die
einzelnen IgE-Klassen findet sich bei den Bienengiftallergikern mit 46,2% ein deutlich héherer
Prozentsatz mit einem Ergebnis der Klasse II. Im Gegensatz hierzu weisen bei den
doppeltpositiven Patienten mit 35,0% wesentlich mehr Patienten einen sIgE-Wert der Klasse
III auf als bei den Bienengiftallergikern. Bei den anderen Klassen zeigen sich in der graphischen
Darstellung keine relevanten Unterschiede. Jedoch konnte mittels Chi-Quadrat-Test kein
signifikanter Unterschied in der Gesamtheit der Klassenverteilung nachgewiesen werden (p =
0,779). Da jedoch 60% der Zellen bei der Berechnung eine erwartete Haufigkeit kleiner 5
aufwiesen, wurde ergédnzend noch ein Fisher-Exact-Test durchgefiihrt. Auch hiermit konnte

kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden (p = 0,680).

4.2.2.IgE-Klassenverteilung von einfach- und doppeltpositiven Patienten bei Testung mit

Wespengift (Yellow Jacket Venom)

Analog zur oben aufgefiihrten Auswertung wurde der Vergleich der Klassenverteilung auch bei
den Wespengiftallergikern und Doppeltpositiven aus Patientenkollektiv 1 bei Testung mit
Wespengift durchgefiihrt.

IgE-Klassen-Verteilung der

lgE-Klassen-Verteilung der 1= "
doppeltpositiven Patienten

Wespengiftallergiker

Abbildung 7:

Ubersicht iiber die IgE-
Klassenverteilung bei Testung mit
Wespengift (13 Wespengift-
allergiker und 40 doppeltpositive
Patienten aus Kollektiv 1)
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= |y E-Klasse |l
== lgE-Klasse IV
=== |gE-Klasse V
—= IgE-Klasse VI

Chi-Quadrat-Tests

g E-Klasse |

== |gE-Klasse ||
= [gE-Klasse Il
== |gE-Klasse IV
= |gE-Klasse V
—= lgE-Klasse V|

Asymptotisc Exakte
he Signifikanz

Wert df Signifikanz ... (2-seitig)
Chi-Quadrat nach
Pearson 2,356" 5 ,798 ,811
Likelihood-Quotient 2,799 5 ,731 ,811
Exakter Test nach Fisher 2,552 ,822
Anzahl der giiltigen Félle 52

a. 8 Zellen (66,7%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist ,23.
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Auch hier wiesen die Wespengiftallergiker deutlich mehr sIgE-Werte der Klasse II als die
doppeltpositiv getesteten Patienten auf, bei diesen traten jedoch hiufiger sIgE-Werte der Klasse
[ und III auf. Auch hier konnte jedoch weder mittels Chi-Quadrat-Test (p = 0,811) noch mittels
des genaueren Tests nach Fisher (p = 0,822) ein signifikanter Unterschied in der Verteilung

zwischen den beiden Patientengruppen festgestellt werden.

4.2 3. Vergleich der Intrakutantest-Ergebnisse von einfach- und doppeltpositiven Patienten

bei Testung mit Bienengift (Honey Bee Venom)

Ergebnisse der Bienengiftallergiker Ergebnisse der doppeltpositiven Patienten ; .
’ im Intrakutantegst ! im Intrakutantest Abblldung 8:

Testergebnisse bei
Durchfiihrung eines
Intrakutantests mit Bienengift
(13 Bienengiftallergiker und
40 doppeltpositive Patienten
aus Kollektiv 1)

= e ativ = negativ
=== positiv == positiv
== positiv+ == positi+
== positiv++ === positiv ++
== ) 0sitiv +++ == nositiv ++

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotisc Exakte
he Signifikanz

Wert df Signifikanz ... (2-seitig)
Chi-Quadrat nach
Pearson 5,291° 4 ,259 ,269
Likelihood-Quotient 6,623 4 ,157 ,225
Exakter Test nach Fisher 4,972 ,279
Anzahl der giiltigen Félle 53

a. 6 Zellen (60,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 1,47.

Bei dem Vergleich der Ergebnisse der Intrakutantests von Bienengiftallergikern und
doppeltpositiven Patienten (siche Abb. 9) ist in der graphischen Darstellung zu sehen, dass bei
den reinen Bienengiftallergikern deutlich mehr Patienten (38,5% im Vergleich zu 17,5% bei
den doppeltpositiven Patienten) bereits eine positive Reaktion bei der hochsten
Verdiinnungsstufe (0,0001 pg/l = pos+++) aufweisen. Bei den in der sIgE-Testung
doppeltpositiven Patienten sind hingegen hiufig positive Reaktionen erst bei einer Verdiinnung
von 0,01 pg/l (= pos+) nachzuweisen. Hinzu kommt, dass einige der mittels des serologischen

Tests doppeltpositiv bewerteten Patienten im Intrakutantest eine negative Reaktion aufweisen.
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Auch dieser Unterschied erwies sich jedoch als nicht signifikant (p = 0,269 im Chi-Quadrat-
Test bzw. p = 0,279 im Fisher-Exact-Test).

4.2.4. Vergleich der Intrakutantest-Ergebnisse von einfach- und doppeltpositiven Patienten

bei Testung mit Wespengift (Yellow Jacket Venom)

Analog wurden auch die Testergebnisse der Intrakutantests mit Wespengift in den
verschiedenen Verdiinnungsstufen der Wespengiftallergiker und der mittels sIgE-Testung

doppeltpositiv getesteten Patienten aus dem Patientenkollektiv 1 verglichen.

Ergebnisse der Wespengiftallergiker Ergebnisse der doppeltpositiven Patienten i
: im Intrakutgntegst : im Intrakutantest Abbildung 9:

Testergebnisse bei
Durchfiihrung eines
Intrakutantests mit Wespengift
(13 Wespengiftallergiker und 40
doppeltpositive Patienten aus
Kollektiv 1)

= negativ = 1 egativ
=== positi === positiv
== positiv+ == positiv+
== positiv++ == positiv +
== positiv+++ == positiy +H+

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotisc Exakte
he Signifikanz
Wert df Signifikanz ... (2-seitig)
Chi-Quadrat nach a
Pearson 5,565 4 ,234 ,242
Likelihood-Quotient 7,165 4 ,127 ,194
Exakter Test nach Fisher 5,630 ,203
Anzahl der giiltigen Fille 52

a. 7 Zellen (70,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 1,38.

Hier zeigte sich in der graphischen Darstellung nur ein wesentlicher Unterschied in der
Verteilung bzgl. der Patienten, die gerade noch bei der geringsten Verdiinnung positiv
reagierten (25,0% bei den Wespengiftallergikern gegen 7,5% bei den Doppeltpositiven), und
der Patienten, die im Hauttest negativ blieben (22,5%, nur bei den im sIgE-Test doppeltpositiv
bewerteten Patienten vorkommend). Jedoch konnte auch hier kein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Patientenkollektiven mittels Chi-Quadrat-Test (p = 0,242) oder mittels

des genaueren Tests nach Fisher (p = 0,203) nachgewiesen werden.
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4.3. Auswertung der doppeltpositiven Testergebnisse

4.3.1. Allgemeines

Bei oben aufgefiihrtem Vergleich der unterschiedlichen Patientengruppen des
Patientenkollektivs 1 beziiglich ihrer Sensibilisierungen gegen Bienen- und Wespengift, die
mittels sIgE-Bestimmung im Serum festgestellt wurden, und der Auswertung der Ergebnisse
im Hauttest fiel auf, dass viele der mittels sIgE-Bestimmung doppeltpositiv getesteten Patienten
im Hauttest entweder auf Bienengift (15,0%) oder auf Wespengift (22,5%) keine positive
Reaktion zeigten. Insgesamt wiesen 15 der 40 mittels sIgE-Bestimmung gegen Bienen- und
Wespengift doppeltpositiv bewerteten Patienten im Hauttest keine Doppeltpositivitit auf. 13
dieser Patienten zeigten im entscheidenden sIgE-Test (sIgE-Test mit dem Gift, das im Hauttest
negativ blieb) maximal eine Reaktion der Klasse II, nur bei zweien lag eine Reaktion der Klasse
III vor. 11 dieser 15 Patienten hatten bei der Bestimmung des spezifischen sIgE-Wertes deutlich
hohere Werte (mindestens eine IgE-Klasse hoher) fiir das Gift erzielt, das auch spiter im
Hauttest positiv getestet wurde. Diese Beobachtungen werfen die Frage auf, ob ein Teil der
mittels sIgE-Bestimmung doppeltpositiv getesteten Patienten lediglich eine Kreuzreaktion auf
einzelne Allergene von Bienen- bzw. Wespengift aufweist und keine wirkliche
Doppeltsensibilisierung besteht. Aus diesem Grund erfolgte die ndhere Untersuchung der
doppeltpositiven Patienten mit der Frage nach den Ursachen der Doppeltpositivitdt und nach
der Hiufigkeit von Kreuzreaktionen. Da nicht fiir alle der oben beschriebenen 40
doppeltpositiven Patienten samtliche hierfiir notwendigen Parameter bestimmt wurden, konnte

die Untersuchung nur mit 34 dieser Patienten durchgefiihrt werden.

4.3.2. Haufigkeit von echten Doppeltsensibilisierungen und Kreuzreaktionen

Unter den mittels des gesamten Bienen- und Wespengifts doppeltpositiv getesteten Patienten
wurden die Patienten als echt doppeltsensibilisiert gewertet, die in den erginzend
durchgefiihrten serologischen Tests mit den Phadia-Produkten 1208 (rApi m 1) und 1209 (rVes
v 5) in beiden Fillen bei einem Cutoff von 0,35 kU/L eine positive Reaktion aufwiesen. Dies
kann damit begriindet werden, dass sowohl rApi m 1 als auch rVes v 5 keine entsprechenden
homologen Proteine im Gift des jeweils anderen Insekts besitzen und zudem keine CCDs

aufweisen, die weitere falsch positive Ergebnisse verursachen konnten.
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Bei den restlichen Patienten, die oben genanntes Kriterium fiir eine echte
Doppeltsensibilisierung nicht aufwiesen, wurde nach anderen Ursachen fiir das doppeltpositive
Testergebnis gesucht. So wurde eine Kreuzreaktion auf die Dipeptidylpeptidase IV-Proteine
Apim 5 und Ves v 3 angenommen, wenn der jeweilige Patient bei mindestens einem der beiden
Allergene tiber dem Cutoff von 0,35 kU/L und bei dem zweiten mindestens tiber dem Cutoff
von 0,1 kU/L lag. Bei den iibrigen Patienten wurde eine Reaktion auf die Hyaluronidasen
vermutet, wenn keines der bisher angefiihrten Kriterien zutraf und die sIgE-Bestimmung fiir
Api m 2 mindestens 0,35 kU/L ergab. Die restlichen Patienten wurden dann noch beziiglich
einer moglichen Reaktion auf die CCDs untersucht, hierbei war eine Differenz zwischen den
sIgE-Werten bei Testung mit Api m 3, das einmal mittels Tni- (mit CCDs) und zum anderen
mittels Sf9-Insektenzellen (ohne CCDs) hergestellt wurde, um mindestens eine IgE-Klasse

entscheidend.

11.8%

Abbildung 10:

34 sIgE-doppeltpositive Patienten (Kollektiv 1) -
echte Doppeltsensibilisierung?

== cchte Doppeltsensibilisierung

=== Reaktion auf DPP IV

=== vermutliche Reaktion auf Hyaluronidasen
== yermutlicher CCD-Einfluss

=== Patienten dber slgE-Werte nicht zuzuordnen

Bei den mittels sIgE-Bestimmung fiir Bienen- und Wespengift doppeltpositiv getesteten
Patienten des Patientenkollektivs 1 wiesen immerhin 32,4% eine echte Doppeltsensibilisierung
auf, die mittels positiver Reaktion auf rApi m 1 und rVes v 5 nachgewiesen wurde. Bei
insgesamt 55,9% konnte eine Kreuzreaktion nachgewiesen bzw. angenommen werden. 11,8%

konnten iiber ihre sIgE-Werte keiner der beschriebenen Gruppen zugeordnet werden.

Da in den unter 4.2. durchgefiihrten Vergleichen auffiel, dass einige der mittels sIgE-
Bestimmung doppeltpositiven Patienten im  durchgefiihrten Intrakutantest keine
Doppeltpositivitit aufwiesen, wurden anschlieend noch jene Patienten separat untersucht, die
sowohl mittels sIgE-Bestimmung als auch mittels Hauttest positiv auf beide Insektengifte
getestet wurden, um zu sehen, ob die ergidnzende Untersuchung mit dem Hauttest hilft, den

Anteil an echt doppeltsensibilisierten Patienten an den doppeltpositiv getesteten Patienten zu
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erhohen — also den Anteil an eigentlich félschlicherweise doppeltpositiv getesteten Patienten

zu reduzieren.

Abbildung 11:

20 sIgE- und Hauttest-doppeltpositive Patienten
(Kollektiv 1) - echte Doppeltsensibilisierung?

= cchte Doppeltsensibilisierung

=== Reaktion auf DPP IV

== vermutliche Reaktion auf Hyaluronidasen
=== yermutlicher CCD-Einfluss

Hierbei zeigte sich im Vergleich zu den nur mittels sIgE-Bestimmung doppeltpositiv getesteten
Patienten ein mit 40,0% deutlich erhohter Anteil an Patienten, die eine echte
Doppeltsensibilisierung aufweisen. Bei den restlichen 60,0% konnte eine Kreuzreaktion auf
homologe Proteine oder CCDs als Ursache des doppeltpositiven Testergebnisses nachgewiesen
bzw. hinreichend angenommen werden. Patienten, die keiner dieser Gruppen zugeordnet
werden konnten, kamen hier — im Gegensatz zur Auswertung der nur mittels sIgE-Bestimmung

doppeltpositiv bewerteten Patienten — nicht vor.

4.4. Genauigkeit der Allergietestung mit rekombinanten Allergenen

Nachdem immer mehr rekombinante Allergene fiir die Allergiediagnostik zur Verfiigung
stehen, stellt sich die Frage, ob eine reine Diagnostik iiber diese Allergene genauso viele
wirkliche Allergiker erfasst — also positiv testet — wie die sIgE-Bestimmung mit dem gesamten
Gift. Dies ist vor allem auch deshalb interessant, da die sIgE-Bestimmung mittels der Allergene
im Gegensatz zu der mit dem Gesamtgift genauere Riickschliisse iiber eine evtl. vorliegende
Kreuzreaktion zulésst. Jedoch konnten bei einer reinen Diagnostik mittels der Einzelallergene
Allergiker falsch negativ getestet werden. Untersucht wurden hierfiir insgesamt 148
Bienengiftallergiker, die sowohl aus Kollektiv 1 (53 Patienten) als auch aus Kollektiv 2 (95

Patienten) rekrutiert wurden. Voraussetzung war eine nachgewiesene Sensibilisierung gegen
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Bienengift (Honey Bee Venom; Cutoff 0,35 kU/L) sowie das Vorhandensein von sIgE-

Bestimmungen fiir die Allergene Api m 1, Api m 2, Api m 3, Api m 4 und Api m 5.

4.4.1. Vergleich der Reaktionsstirken

Zuerst wurden die durchschnittlich erzielten sIgE-Werte in kU/L der Patienten bei der Testung

mit dem Bienengift mit den Testungen der einzelnen Allergene verglichen.
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= s H
X 10 A e ° g
. —— L]
= I : ]
= ]
D @ ] H
= j» 8 £
§ :
2 B 0 O e e O
: g
H 8 b2 [
0,1 pa =& o =
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HEBE Api m1 Apim2 Api m3 Apimd Api ms
[ lyE-Werteverteilung der 148 Patienten
e Einzelwerte
0,35 kUL IgE-Cutoff
HB Api m1 Api m2 Api m3 Api m4 Api m5
Maximum 100,00 100,00 85,36 55,00 60,70 32,30
Perzentil 95 97,80 77,70 25,13 15,80 15,90 10,50
Perzentil 75 29,95 18,71 2,92 2,11 ,565 74
Median 7,48 3,89 ,60 ,62 ,09 11
Perzentil 25 2,44 ,83 14 ,11 ,09 ,09
Perzentil 05 ,64 ,09 ,09 ,09 ,09 ,09
Minimum ,37 ,00 ,00 ,09 ,09 ,09
HB Api m1 Api m2 Api m3 Api m4 Api m5
Mittelwert 21,323 14,622 4,689 3,140 3,016 1,871
Standardabweichung 28,002 23,816 11,818 7,858 9,309 5,089
Varianz 784,135 567,201 139,656 61,748 86,658 25,896

Abbildung 12:

Reaktion von 148 Bienengift-
allergikern auf die einzelnen
Allergene (Kollektiv 1+2)

Bereits in der Ubersicht mittels Boxplots war zu sehen, dass bei der Testung mit dem Bienengift

(HB) durchschnittlich die hochsten sIgE-Werte erzielt wurden. Nur knapp dahinter lagen die

Werte fiir das Hauptallergen Api m 1, wihrend die IgE-Werte fiir Api m 4 und Api m 5 sogar

zu iiber der Hilfte (Median: 0,11 kU/L) unterhalb des Cutoffs von 0,35 kU/L lagen.
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Statistik fir Test?
HB - Apim1 | HB - Apim2 | HB - Api m3 | HB - Api m4 | HB - Api m5
z -9,355° -9,330° -10,092° -9,541° -9,428°

Asymptotische
Signifikanz (2-seitig)

,000 ,000 ,000 ,000 ,000

a. Wilcoxon-Test
b. Basiert auf negativen Réangen.

Statistik fiir Test?

Api m1 - Api | Api m1 - Api | Api m1 - Api | Api m1 - Api
m2 m3 m4 m5

2 -6,746° -7,758° -8,109° -8,068°

Asymptotische
Signifikanz (2-seitig)

,000 ,000 ,000 ,000

a. Wilcoxon-Test
b. Basiert auf negativen Réangen.

Statistik fiir Test?

Api m2 - Api | Api m2 - Api | Api m2 - Api | Api m3 - Api [ Api m3 - Api | Api m4 - Api
m3 m4 m5 m4 m5 m5

z -,730° -4,718° -5,072° -3,972° -4,794° -,500°
Asymptotische

Signifikanz (2-seitig) ,465 ,000 ,000 ,000 ,000 ,617

a. Wilcoxon-Test
b. Basiert auf negativen Réngen.
c. Basiert auf positiven Réangen.

In den ergénzend durchgefiihrten statistischen Berechnungen wurde mittels Wilcoxon-Test
gezeigt, dass die fiir die einzelnen Allergen gemessenen sIgE-Werte in allen Fillen
durchschnittlich signifikant niedriger ausfallen als die sIgE-Werte der Testung mit dem
Bienengift (p = 0,000 bei allen Vergleichen). Jedoch konnte auch gezeigt werden, dass bei der
Testung mit dem Hauptallergen Api m 1 signifikant hohere sIgE-Werte als bei den Testungen
mit den iibrigen Allergenen erzielt werden (p = 0,000 in allen Féllen). Zwischen den
durchschnittlich erzielten sIgE-Werten bei Testung mit Api m 2 und Api m 3 zeigte sich kein
signifikanter Unterschied (p = 0,465), ebenso zwischen den fiir die Allergene Api m 4 und Api
m 5 gemessenen Werten (p = 0,617). Jedoch lagen die durchschnittlichen sIgE-Werte bei den
Testungen mit Api m 4 und Api m 5 signifikant unterhalb der Werte bei den Testungen mit Api
m 2 und Api m 3 (p = 0,000). Dies spiegelte sich auch in der Untersuchung der Differenzen
zwischen den bei der Testung mit Bienengift und den bei Testung mit den einzelnen Allergenen

gemessenen sIgE-Werten wieder.
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1000 Abbildung 13:

Vergleich der sIgE-Reaktion auf
100 4 s y Bienengift mit der auf einzelne
-4 -‘r— 'ﬂ' & Allergene bei 148 Bienengift-
o 1 allergikern (Kollektiv 1+2)
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0.1 - s .
oo T T T T T
HB-Apim1  HB-Apim2 HB-Apim3 HB-Apim4 HB-Apim5
[ Differenz der slgE-Werte (Verteilung)
o Einzehverte
HB-Api m1 | HB-Api m2 | HB-Api m3 | HB-Api m4 | HB-Api m5
Maximum 54,19 99,87 99,91 99,91 99,91
Perzentil 95 31,31 82,20 88,80 85,20 96,71
Perzentil 75 9,85 24,08 24,69 26,38 27,22
Median 2,26 5,62 6,20 6,04 6,79
Perzentil 25 74 1,22 1,36 1,37 1,36
Perzentil 05 -,20 -1,01 ,28 ,28 -2,54
Minimum -31,79 -75,88 -25,22 -29,10 -17,67
HB-Api m1 | HB-Api m2 | HB-Api m3 | HB-Api m4 | HB-Api m5
Mittelwert 6,701 16,634 18,182 18,307 19,452
Standardabweichung 11,239 26,780 26,550 27,546 27,960
Varianz 126,313 717,188 704,904 758,765 781,781

Der graphisch bereits gut sichtbare Unterschied zwischen der Differenz der sIgE-Werte von
Bienengift und Api m 1 und den Differenzen der sIgE-Werte von Bienengift und den anderen
Allergenen konnte auch mittels Wilcoxon-Test bestétigt werden. Hier zeigte sich, dass der
Unterschied der sIgE-Werte von Api m 1 und Bienengift signifikant geringer ist als bei den

tibrigen Allergenen (p = 0,000).

Statistik fiir Test?

Differenz Api | Differenz Api | Differenz Api | Differenz Api
m1 zu HB - m1 zu HB - m1 zu HB - m1 zu HB -
Differenz Api | Differenz Api | Differenz Api | Differenz Api
m2 zu HB m3 zu HB m4 zu HB m5 zu HB
z -6,744° -7,761° -8,110° -8,069°
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) ,000 ,000 ,000 ,000

a. Wilcoxon-Test
b. Basiert auf positiven Réngen.

Erginzend durchgefiihrte Berechnungen mittels Wilcoxon-Test zeigten zudem — entsprechend
zu den oben aufgefiihrten Ergebnissen — deutlich geringere Differenzen zwischen den sIgE-

Werten von Api m 2 bzw. Api m 3 und Bienengift als beim Vergleich Api m 4 bzw. Api m 5
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und Bienengift (p = 0,000). Die durchschnittlichen sIgE-Werte von Api m 2 und Api m 3
unterschieden sich beziiglich ihrer Differenz zu den sIgE-Werten bei der Testung mit
Bienengift nicht signifikant (p = 0,466), ebenso wiesen auch die sIgE-Werte bei den
serologischen Testungen mit Api m 4 und Api m 5 keinen diesbeziiglichen signifikanten

Unterschied auf (p = 0,623).

Statistik fiir Test?

Differenz Api | Differenz Api | Differenz Api | Differenz Api | Differenz Api | Differenz Api

m2 zu HB - m2 zu HB - m2 zu HB - m3 zu HB - m3 zu HB - m4 zu HB -
Differenz Api | Differenz Api | Differenz Api | Differenz Api | Differenz Api | Differenz Api
m3 zu HB m4 zu HB mb5 zu HB m4 zu HB m5 zu HB mb5 zu HB
2 -,729° -4,720° -5,072° -3,972° -4,790° -,492°
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) ,466 ,000 ,000 ,000 ,000 ,623

a. Wilcoxon-Test
b. Basiert auf positiven Réngen.
c. Basiert auf negativen Réangen.

Insgesamt zeigte sich, dass die Testung mit Api m 1 von allen Einzelallergenen in Bezug auf
die erzielten sIgE-Werte am nidchsten an die Ergebnisse einer Testung mit dem kompletten
Bienengift kommt. Um aber zu klédren, ob die reine Testung mit dem Hauptallergen Api m 1
bzw. eine Testung mit allen Einzelallergenen mit einer &hnlichen Sensitivitit die
Bienengiftallergiker erfasst wie die Testung mit Bienengift selbst, ist eine Untersuchung der

Gesamtzahl der mittels dieser Testungen erfassten Bienengiftallergiker notwendig.

4.4.2. Anteil der von rekombinanten Allergenen erfassten Allergikern

Anhand der 148 Patienten aus den Patientenkollektiven 1 und 2, die positiv auf Bienengift
(sIgE-Wert von mindestens 0,35 kU/L) getestet wurden, wurde untersucht, wie viele dieser
Patienten durch eine Testung mit den rekombinanten Allergenen Api m 1, Api m 2, Api m 3,
Api m 4 und Api m 5 erfasst werden. Auch bei der Testung mit den rekombinanten Allergenen
war ein Cutoff von 0,35 kU/L fiir ein als positiv gewertetes Ergebnis angewandt worden.
Verwendet wurden die Daten von 108 Patienten mit Monosensibilisierung gegen Bienengift

und von 40 Patienten mit einer Allergie gegen Bienen- und Wespengift.
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- Abbildung 14:
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Von 148 Bienengiftallergikern wurden durch Api m 1 die meisten Patienten erfasst. Eine
Reaktion auf Api m 4 zeigte sich bei den wenigsten Patienten. Nur wenige mehr wurden durch
eine Testung mit Api m 5 als positiv gewertet. Durch die Allergene Api m 2 und Api m 3

wurden immerhin jeweils etwas iiber die Hélfte der Patienten positiv getestet.

Abbildung 15:

Prozentualer Anteil der mittels Einzelallergenen erfassten Bienengiftallergiker (ges. 148 Pat. aus Kollektiv 1+2)

¢ e o

— Apim1:85,1% (126 Pat) — Apim2:58 8% (87 Pat) m— Apim3: 59 5% (88 Pat)
— Api m4: 27 0% (40 Pat.) = Apim5:33 8% (50 Pat.)
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Anhand beider Graphiken zeigt sich eindeutig, dass Api m 1 als Hauptallergen mit Abstand den
grofBten Teil der Bienengiftallergiker erfasst (126 von 148 Patienten, insgesamt 85,1%).

durchgefiihrter IgE-Test * Testergebnis Kreuztabelle

Testergebnis
negativ positiv Gesamt
durchgefiihrter IgE-Test Api m1 Anzahl 22 126 148
Erwartete Anzahl 11,0 137,0 148,0
nat. Venom  Anzahl (1] 148 148
Erwartete Anzahl 11,0 137,0 148,0
Gesamt Anzahl 22 274 296
Erwartete Anzahl 22,0 274,0 296,0

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotisc Exakte Exakte
he Signifikanz Signifikanz

Wert df Signifikanz ... (2-seitig) (1-seitig)
Chi-Quadrat nach a
Pearson 23,766 1 ,000 ,000 ,000
Kontinuitétskorrektur® 21,655 1 ,000
Likelihood-Quotient 32,267 1 ,000 ,000 ,000
Exakter Test nach Fisher ,000 ,000
Anzahl der giiltigen Fille 296

a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 11,00.
b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet

Jedoch zeigte die statistische Berechnung mittels Chi-Quadrat-Test bzw. exaktem Test nach
Fisher eindeutig, dass ein signifikanter Unterschied (p = 0,000) zwischen der Testung mit Api
m 1 und der mit Bienengiftextrakt besteht. Aus diesem Grund wurde anschliefend noch
untersucht, mit wie vielen weiteren einzelnen Allergenen noch zusitzlich getestet werden muss,

um keinen signifikanten Unterschied mehr zur Testung mit dem reinen Bienengift zu haben.
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Hier zeigte sich, dass sich durch eine Testung mit allen fiinf Einzelallergenen der Anteil an
positiv getesteten Bienengiftallergikern bei einem Cutoff von 0,35 kU/L von 85,1% bei der

Testung nur mit Api m 1 auf 95,3% (insgesamt 141 der 148 Bienengiftallergiker) erhdhen lasst.

Jedoch wurden auch durch die Testung mit allen fiinf einzelnen Allergenen noch signifikant

weniger Bienengiftallergiker positiv getestet als mit dem Bienengift selbst (p = 0,015).

durchgefiihrter IgE-Test * Testergebnis Kreuztabelle

Testergebnis
negativ positiv Gesamt
durchgefiihrter IgE-Test Api m1-5 Anzahl 7 141 148
Erwartete Anzahl 3,5 144,5 148,0
nat. Venom  Anzahl 0 148 148
Erwartete Anzahl 3,5 144,5 148,0
Gesamt Anzahl 7 289 296
Erwartete Anzahl 7,0 289,0 296,0

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotisc Exakte Exakte
he Signifikanz Signifikanz

Wert df Signifikanz ... (2-seitig) (1-seitig)
Chi- drat nach
Poaron " 7,170° 1 007 015 007
Kontinuitatskorrektur® 5,267 1 ,022
Likelihood-Quotient 9,874 1 ,002 ,015 ,007
Exakter Test nach Fisher ,015 ,007
Anzahl der giiltigen Fille 296

a. 2 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 3,50.
b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet

Es stellt sich noch die Frage, ob sich dies bei der Anwendung eines Cutoffs von 0,1 kU/L
genauso verhilt oder ob in diesem Fall ausreichend Patienten durch die Allergendiagnostik
erfasst werden, sodass kein signifikanter Unterschied zur Testung mit Bienengift mehr besteht.
Bei Anwendung des Cutoffs von 0,1 kU/L fiir die Testung mit den rekombinanten Allergenen
zeigen sich im gleichen Patientenkollektiv (Kriterium fiir die Bewertung als
Bienengiftallergiker bleibt weiterhin ein sIgE-Wert von min. 0,35 kU/L bei Testung mit dem

natiirlichen Bienengiftextrakt) folgende Ergebnisse:

Durch die alleinige Testung mit Api m 1 werden bereits 88,7% (133 von 148) der
Bienengiftallergiker erfasst. Bei ergidnzender Diagnostik mit Api m 2 werden bei einem Cutoff
von 0,1 kU/L 94,0% (141 von 148) erfasst, bei Testung mit allen fiinf Einzelallergenen kann
der Anteil an positiv getesteten Bienengiftallergikern auf 97,3% (146 von 148) gesteigert
werden und liegt somit etwas liber dem Wert bei Anwendung des Cutoffs von 0,35 kU/L

(95,3%, 141 der 148 Patienten).
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Apim1  Apimi1-2 Apim1-3 Apiml-4 Apimi1-5 HBE
durchgefiihrter IgE-Test * Testergebnis Kreuztabelle Chi-Quadrat-Tests
Testergebnis Asymptotische| Exakte ol si Exakte ;
negativ positiv Gesamt Wert df (zweiseitig) seitig) seitig)
durchgefiihrter IgE-Test  Api m1 Anzahl 15 133 148 g::rg::d"‘ nach 15,8017 1 ,000 ,000 ,000
Erwartete Anzahl 7,5 140,5 148,0 b 13,764 1 000
nat. Venom  Anzahl 0 148 148 Likelihood-Quotient 21,596 1 ,000 ,000 ,000
Erwartete Anzahl 7,5 140,5 148,0 Exakter Test nach Fisher ,000 ,000
Gesamt Anzahl 15 281 296
Anzahl der giiltigen Félle 296
Erwartete Anzahl 15,0 281,0 296,0
a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit
ist 7,50.
b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet
Chi-Quadrat-Test
durchgefiihrter IgE-Test * Testergebnis Kreuztabelle Quadrat-Tests
Asymptotische|  Exakte  Exakte
Testergebnis HHikar e o
" — Wert df (zweiseitig) seitig) seitig)
negativ | positiv | Gesamt Chi-Quadrat nach 7,170° 1 ,007 015 ,007
durchgefiihrter IgE-Test  Api m1-2 Anzahl 7 141 148 Pearson
Erwartete Anzahl 3,5 144,5 148,0 KontinuitétskorrektuP 5,267 1 ,022
nat. Venom _ Anzahl o 148 148 Likelihood-Quotient 9,874 1 ,002 ,015 ,007
Exakter Test nach Fisher ,015 ,007
Erwartete Anzahl 3,5 144,5 148,0
Gesamt Anzahl 7 289 206 Anzahl der giiltigen Flle 296
Erwartete Anzahl 7,0 289,0 296,0 a. 2 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete
Haufigkeit ist 3,50.
b. Wird nur fir eine 2x2-Tabelle berechnet
durchgefiihrter IgE-Test * Testergebnis Kreuztabelle Chi-Quadrat-Tests
Testergebnis Asymptotische| __Exakte __Exakte
negativ positiv Gesamt Wert df (zweiseitig) seitig) seitig)
durchgefiihrter IgE-Test Api m1-5 Anzahl| 2 146 148 g:ai-rg::drat nach 2,014° 1 1156 498 1249
Erwartete Anzahl 1,0 147,0 148,0 P ,503 1 ,478
nat. Venom  Anzahl 0 148 148 Likelihood-Quotient 2,786 1 ,095 ,498 ,249
Erwartete Anzahl 1,0 147,0 148,0 Exakter Test nach Fisher ,498 ,249
Gesamt Anzahl 2 294 296 Anzahl der giiltigen Fille 206
Erwartete Anzahl 2,0 294,0 296,0

a. 2 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete

Haufigkeit ist 1,00.

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet

Jedoch geniigt auch hier die alleinige Testung der Patienten mit Api m 1 nicht aus, um

vergleichbare Ergebnisse wie bei der Testung mit Bienengift zu erreichen. Auch eine Testung

mit Api m 1 und Api m 2 zeigte sich als nicht ausreichen. Es konnte noch immer ein

signifikanter Unterschied mittels Fisher-Exact-Test nachgewiesen werden (p = 0,015). Erst bei

Anwendung aller fiinf Einzelallergene zusammen konnte ein mit der sIgE-Bestimmung gegen

Bienengift vergleichbares Ergebnis erzielt werden, hier konnte kein signifikanter Unterschied

zwischen den beiden Testverfahren mehr nachgewiesen werden (p = 0,498).
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4.5. Untersuchung des Einflusses von kreuzreaktiven Kohlenhydratseitenketten (cross-

reactive carbohydrate determinants, CCDs) auf das Testergebnis

Die IgE-Reaktivitit von Patienten gegeniiber den kreuzreaktiven Kohlenhydratseitenketten
(CCDs) kann gerade bei der Bewertung von doppeltpositiv getesteten Patienten eine
wesentliche Rolle spielen und auch diagnostische Liicken in der Komponentendiagnostik mit
CCD-freien rekombinanten Allergenen erkldren. Die Voraussetzung ist jedoch eine genaue
Kenntnis tiber ihren Einfluss bei der Testung mit dem Gesamtextrakt und mit einzelnen
Allergenen. Dies kann zum einen iiber den Vergleich der IgE-Reaktivitidten von verschieden
gewonnenen Allergenen mit der IgE-Reaktivitit bei Verwendung des Gesamtextraktes

geschehen, zum anderen durch die Verwendung von CCD-Markern.

4.5.1. Vergleich der IgE-Reaktivitdten von verschieden gewonnenen Allergenen

In diesem Zusammenhang erfolgte eine Untersuchung aller Patienten aus dem Kollektiv 3, die
neben der eindeutigen Anamnese fiir eine anaphylaktische Reaktion nach einem Bienenstich
auch spezifische IgE-Werte von mindestens 0,35 KU/L fiir den Bienengiftextrakt aufwiesen.
Bei ihnen wurden die IgE-Reaktivititen bei Testung mit natiirlichem Api m 1 (nApi m 1) sowie
rekombinant hergestelltem Api m 1 (rApi m 1) und die so erreichte Sensitivitit der jeweiligen
Testung miteinander verglichen. Bei dem rekombinant hergestellten Api m 1 wurden zudem
bei der Auswertung zwei verschiedene Produkte verglichen. Es handelte sich um glykosyliertes
rApi m 1, das entweder in Spodoptera frugiperda (Sf9) oder in Trichopluria ni (Tni)
Insektenzellen hergestellt wurde, wobei das Sf9-Priparat keine CCDs enthilt, wihrend diese

im Tni-Priparat enthalten sind.

Untersucht wurden bei insgesamt 83 Patienten Unterschiede im Hinblick auf die absolut
erzielten sIgE-Werte, die Gesamtzahl an positiv getesteten Patienten und die Verteilung der

Reaktionsstidrken gemessen an den aufgetretenen IgE-Klassen.
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1000 Abbildung 18:
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nApi m1 rApim1 (Sf9)  rApim1 (Tni) nat. HB
[ lgE-Werteverteilung der 83 Patienten
0,35 kUL IgE-Cutoff
*  Einzelwerte
nat. HB- nat. HB-
nApim 1| rApi m 1 (Sf9)| rApi m 1 (Tni) Venom nApi m 1 | rApim 1 (Sf9) | rApi m 1 (Tni) Venom

Maximum 100,00 100,00 100,00 100,00 Mittelwert 4,77 5,04 8,03 6,99
Perzentil 95 10,70 11,60 37,70 30,50 Standardabweichung 15,55 18,70 19,47 19,04
Perzentil 75 2,87 1,51 5,67 3,10 Varianz 241,95 349,52 379,11 362,42
Median 1,04 ,46 1,95 1,55
Perzentil 25 ,56 ,09 ,92 1,07
Perzentil 05 ,16 ,09 ,35 ,61
Minimum ,09 ,09 ,09 ,47

In der graphischen Darstellung ist bereits deutlich zu sehen, dass bei der Testung der Patienten
mit rApi m 1, das in Tni-Insektenzellen hergestellt wurde und daher CCDs enthilt, und mit dem
vollstindigen Bienengiftextrakt im Durchschnitt (Mittelwerte 8,03 bzw. 6,99 kU/L) die
hoheren sIgE-Werte erzielt werden als bei Testung mit nApi m 1 oder rApi m 1 aus S{9-
Insektenzellen (Mittelwerte 4,77 bzw. 5,04 kU/L). Dies wird bei Betrachtung der
Werteverteilung noch eindeutiger. So liegen 75% der gemessenen sIgE-Werte bei Testung mit
rApi m 1 (Sf9) bei maximal 1,51 kU/L, wéhrend bei der Messung mit rApi m 1 (Tni) 25% der
Werte iiber 5,67 kU/L liegen.

Durch die statistische Auswertung (Wilcoxon-Test) der in der graphischen Darstellung
sichtbaren Unterschiede zwischen den Testergebnissen konnte nachgewiesen werden, dass bei
sIgE-Bestimmung mittels des natiirlichen Bienengifts signifikant hohere Werte auftreten als bei
der sIgE-Bestimmung mittels nApi m 1 (p = 0,000) oder rApi m 1 aus Sf9-Insektenzellen (p =
0,000). Zwischen der Testung mit natiirlichem Bienengift und dem CCD-haltigen rApi m 1 aus
Tni-Insektenzellen konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen werden (p = 0,594).

Beim direkten Vergleich der verschiedenen Api m 1-Prédparate untereinander traten bei den
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IgE-Wertbestimmungen mit nApi m 1 und rApi m 1 (Sf9) signifikant niedrigere Werte auf als

bei Testung mit rApi m 1 (Tni) (p = 0,000 in beiden Féllen). Die Testung mit rApi m 1 (Sf9)

zeigte zudem signifikant niedrigere Werte als die Testung mit nApi m 1 (p=0,001).

Statistik fir Test®

Réange
N Mittlerer Rang| Rangsumme nat. HB- nat. HB- nat. HB-

- 2 Venom - nApi [ Venom - rApi | Venom - rApi
nat. HB-Venom - nApi m Negative Rénge 18 32,83 591,00 m1 m 1 (Sf9) m 1 (Tni)
1

Positive Rénge 64° 43,94 2812,00 z -5,134° -6,993° -,537°
Bindungen 1° Asymptotische Signifikan: ,000 ,000 ,591
Gesamt 83 (2-seitig)
nat. HB-Venom - rApi m  Negative Ringe 49 40,50 162,00 E::Ikgt)e Signifikanz (2- ,000 ,000 ,594
1 (Sf9) . . e
Positive Range 76 40,50 3078,00 Exakte Signifikanz (1- ,000 ,000 ,297
Bindungen 3! seitig)
Gesamt 83 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,000 ,000 ,001
nat. HB-Venom - rApi m  Negative Rénge 359 49,49 1732,00 N
1 (Tni) h a. Wilcoxon-Test
Positive Range 45 33,51 1508,00
Bindungen 3!
Gesamt 83
Rénge Statistik fiir Test®
rApi m 1 (Sf9)
N Mittlerer Rang| Rangsumme nApim1 - nApim1 - - rApi m 1
. rApi m 1 (Sf9) [ rApi m 1 (Tni) (Tni)
nApi m 1 - rApi m 1 (Sf9) Negative Rénge 31 32,03 993,00 3
b z -3,143 -6,408° -7,354°
Positive Réange 50 46,56 2328,00
Asymptotische Signifikan: ,002 ,000 ,000
Bindungen 2°¢ (2-seitig)
Gesamt 83 Ex_a_kte Signifikanz (2- ,001 ,000 ,000
nApi m 1 - rApi m 1 (Tni) Negative Rénge 719 42,56 3021,50 seitig)
Exakte Signifikanz (1-
Positive Rénge 10° 29,95 299,50 s:itig) ignifikanz ( ,001 ,000 ,000
. f
Bindungen 2 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,000 ,000 ,000
Gesamt 83
rApi m 1 (Sf9) - rApim 1 Negative Rénge 759 40,23 3017,00 a. Wilcoxon-Test
(Tni)
Positive Ringe 3h 21,33 64,00
Bindungen 5
Gesamt 83

Anschlieend erfolgte der Vergleich beziiglich der absoluten Anzahl von bei einem Cutoff von

0,35 kU/L positiv getesteten Patienten.

Hier wurden durch die Testung mit rApi m 1 (S9), bei der durchschnittlich die signifikant

niedrigsten Werte bei der sIgE-Bestimmung erzielt wurden, auch die wenigsten Patienten

positiv getestet. So wurden durch das rApi m 1 (Sf9) mit 48 der 83 ausgewerteten Patienten nur

57,8% positiv getestet, wihrend durch die Testung mit nApi m 1 bereits 70 der Patienten

(84,3%) als positiv gewertet werden. Bei der Testung mit rApi m 1 (Tni) wurden dagegen tiber

95% der Patienten (79 von 83) positiv getestet.
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Abbildung 19:

Ubersicht iiber die mittels verschieden gewonnenem Api m 1 positiv getesteten Patienten mit
Sensibilisierung gegen Bienengift (83 Patienten aus dem Patientenkollektiv 3)

Anteil der 83 getesteten Patienten, Anteil der 83 getesteten Patienten, Anteil der 83 getesteten Patienten,
dervon nApim1 erfasst wird dervon rApim1 (Sf9) erfasst wird dervon rApim1 (Tni) erfasst wird

—— nApi m1: 84 3% (70 Pat) l | —— rApi m1 (Sf3): 57 8% (48 Pat) l | —— tApi m1 (Tnij: 95.2% (79 Pat)

Analog zum Vergleich der gemessenen sIgE-Werte werden durch die Testung mit nApi m 1
und rApi m 1 (Sf9) ein deutlicher Anteil der Patienten mit Sensibilisierung gegen Bienengift
nicht positiv getestet. Dieser Unterschied zur Testung mit dem Bienengiftgesamtextrakt ist bei
beiden Allergenen signifikant (p = 0,000 bei beiden Testungen). Hingegen findet sich auch hier
bei Testung mit rApi m 1 (Tni) kein signifikanter Unterschied mehr zur Testung mit dem
Bienengift (p = 0,120). Vergleicht man die einzelnen Api m 1-Préparate untereinander, so
werden mittels der Testung durch rApi m 1 (Tni) signifikant mehr Patienten positiv bewertet
als bei den Testungen mit nApi m 1 (p = 0,038) und rApi m 1 aus Sf9-Insektenzellen (p =
0,000). Bei der Testung mit rApi m 1 (Sf9) werden zudem signifikant weniger Patienten positiv

getestet als durch nApi m 1 (p = 0,000).

angewendetes Allergen * Testergebnis Kreuztabelle Chi-Quadrat-Tests

Testergebnis ignifil (akte | si Excute
negativ positiv Gesamt Wert df (2weiseitig) seitig) seitig)
angewendetes Allergen  nat. HB-Venom  Anzahl 0 83 83 §2j‘,§;’:‘”" nach 14,105 ! 000 -000 000
Erwartete Anzahl 6,5 76,5 83,0 Kontinuits P 12,018 1 ,001
nApi m1 Anzahl 13 70 83 Likelihood-Quotient 19,128 1 ,000 ,000 ,000
Erwartete Anzahl 6,5 76,5 83,0 Exakter Test nach Fisher ,000 ,000
Gesamt Anzahl 13 153 166 Anzahl der giiltigen Fille 166
Erwartete Anzahl 13,0 153,0 166,0

a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit
ist 6,50.

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet

angewendetes Allergen * Testergebnis Kreuztabelle Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische| Exakte Exakte
Testergebnis ignifil ignifil ignifi
" — Wert df (2weiseitig) seitig) seitig)
negativ positiv Gesamt
Chi-Quadrat nach 44,351° 1 ,000 ,000 ,000
angewendetes Allergen nat. HB-Venom  Anzahl 0 83 83 Pearson
Erwartete Anzahl 17,5 65,5 83,0 KontinuitétskorrektuP 41,853 1 ,000
rApi m1 (S19) Anzahl 35 48 83 Likelihood-Quotient 57,986 1 ,000 ,000 ,000
Exakter Test h Fishe ,000 ,000
Erwartete Anzahl 17,5 65,5 3,0 | [ reier Test nachFisher
Gesamt Anzahl 35 131 166 Anzahl der gilltigen Félle 166
Erwartete Anzahl 35,0 131,0 166,0

a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit
ist 17,50.

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet
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angewendetes Allergen * Testergebnis Kreuztabelle Chi-Quadrat-Tests

Testergebnis Asymptotische: Exakte Exakte
negativ positiv Gesamt Wert df (zweiseitig) seitig) seitig)
angewendetes Allergen  nat. HB-Venom  Anzahl 0 83 83 g:;'r‘:::d'a‘ nach 4,099° 1 ,043 120 ,060
Erwartete Anzahl 2,0 81,0 83,0 . b 2,306 1 129
rApi m1 (Tni) Anzahl 4 79 83 Likelihood-Quotient 5,644 1 ,018 ,120 ,060
Erwartete Anzahl 2,0 81,0 83,0 Exakter Test nach Fisher ,120 ,060
Gesamt Anzahl 4 162 166
Anzahl der giiltigen Fille 166
Erwartete Anzahl 4,0 162,0 166,0

a. 2 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die
Haufigkeit ist 2,00.

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet

inimale erwartete

angewendetes Allergen * Testergebnis Kreuztabelle Chi-Quadrat-Tests
Testergebnis Asymptotische|  Exakte ol s Exakie
negativ positiv Gesamt Wert df (zweiseitig) seitig) seitig)
angewendetes Allergen  nat. HB-Venom  Anzahl 0 83 83 g:;;g::drat nach 14,108° 1 »000 ,000 ,000
Erwartete Anzahl 6,5 76,5 83,0 PR b 12,018 1 001
nApl m1 Anzahl 13 70 83 | [ Likelihood-Quotient 19,128 1 ,000 ,000 ,000
Erwartete Anzahl 6,5 76,5 83,0 Exakter Test nach Fisher ,000 ,000
Gesamt Anzahl 13 153 166
Anzahl der giiltigen Falle 166
Erwartete Anzahl 13,0 153,0 166,0
a. 0 Zellseg (0,0%) haben eine erwartete Haufi it kleiner 5. Die mini erwartete Ha

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet

angewendetes Allergen * Testergebnis Kreuztabelle Chi-Quadrat-Tests
Testergebnis ianifi | Exakte ] si Exakte
negativ | positiv | Gesamt Wert dt (zweiseitig) seitig) seitig)
angewendetes Allergen  nat. HB-Venom  Anzahl 0 83 83 g:;;g::d'a' nach 44,3517 1 ;000 ;000 ;000
Erwartete Anzahl 17,5 65,5 83,0 PR b 41,853 1 000
rApi m1 (Sf9) Anzahl 35 48 83 Likelihood-Quotient 57,986 1 ,000 ,000 ,000
Erwartete Anzahl 17,5 65,5 83,0 Exakter Test nach Fisher ,000 ,000
Gesamt Anzah| 35 131 166
Anzahl der gilltigen Félle 166
Erwartete Anzahl 35,0 131,0 166,0
a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufi it kleiner 5. Die minimale erwartete Ha
i
b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet
angewendetes Allergen * Testergebnis Kreuztabelle Chi-Quadrat-Tests
Testergebnis Asymptotische|  Exakte ol s Exakte
negativ positiv Gesamt Wert df (zweiseitig) seitig) seitig)
angewendetes Allergen nat. HB-Venom  Anzah| 0 83 83 gg;;(s)::drat nach 4,000° 1 ,043 »120 ;060
Erwartete Anzahl 2,0 81,0 83,0 K b 2.306 1 129
rApi m1 (Tni) Anzahl 4 79 83 Likelihood-Quotient 5,644 1 ,018 1120 ,060
Erwartete Anzahl 2,0 81,0 83,0 Exakter Test nach Fisher ,120 ,060
Gesamt Anzahl 4 162 166
Erwartete Anzahl 4,0 | 162,0 | 166,0 [ |Ar=anidergiltigenFalle| 166

a. 2 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete
Haufigkeit ist 2,00.

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet

Zum Abschluss wurde dann noch die Verteilung der gemessenen sIgE-Werte auf die
verschiedenen IgE-Klassen verglichen, um Unterschiede in Bezug auf die durchschnittlichen

Reaktionsstidrken genauer beurteilen zu kdnnen.

Hier ist in der graphischen Auswertung zu sehen, dass bei allen getesteten Préparaten die IgE-
Klasse II am héufigsten vertreten ist. Weiter wurden bei allen Priparaten noch zahlreiche

Ergebnisse der IgE-Klassen I und III erzielt, jedoch wenige Werte in hoheren Klassen.
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Die hauptsidchlich auffallenden Unterschiede sind die Bewertungen der Patienten als positiv
oder negativ (vgl. vorangehende Abbildungen). Zudem erreichten gerade beim Vergleich von
nApi m 1 und dem CCD-freien rApi m 1 (Sf9) durch nApi m1 deutlich mehr Patienten IgE-
Werte, die innerhalb der Klassen I und II liegen. Bei Testung mit dem CCD-haltigen rApi m1
(Tni) und der Testung mit dem Gesamtextrakt zeigen sich vor allem beziiglich der IgE-Werte
im Bereich von 0,71-3,50 kU/L (entspricht Klasse II) die gro3ten Unterschiede zur Testung mit
dem CCD-freien rApi m1 (Sf9).

45.2. Vergleich der IgE-Reaktivititen von verschieden gewonnenen Allergenen unter

Berticksichtigung der CCD-Reaktivitét

Da sich bei den unter 4.5.1. aufgefiihrten Ergebnissen ein deutlicher Einfluss der CCDs auf die
jeweiligen Testergebnisse zeigte, erfolgte anschlieBend die Aufteilung in CCD-negative
Patienten und Patienten mit einem hohen Anteil an CCD-spezifischem IgE. Diese Aufteilung
erfolgte anhand der erzielten sIgE-Werte bei Testung mit dem CCD-Marker MUXF3. Bei
Werten < 0,35 kU/L wurden die Patienten der CCD-negativen Gruppe zugeordnet, bei Werten
von 0,71 kU/L oder hoher (entspricht einer IgE-Klasse II oder hoher) der Gruppe mit einer
hohen CCD-Reaktivitit. Hierbei ergab sich fiir 27 Patienten eine Zuordnung zur Gruppe mit
hohem CCD-spezifischen IgE und fiir 44 Patienten eine Zuordnung zur Gruppe der CCD-
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negativen Patienten. Auf die restlichen der 83 ausgewerteten Bienengiftallergiker aus dem

Patientenkollektiv 3 traf keines der beiden Kriterien zu.

1000 Abbildung 34:
Vergleich der sIgE-Werte von
100 4 3 . s N verschieden hergestelltem Api
* v 3.
o m 1 und dem natiirlichen
°
N =LA Bienengift bei 27 Patienten aus
= .
2 104 Kollektiv 3 mit hohem CCD-
£ H spezifischen IgE
@
2 : :
T i
L
[=)]
S e 52 ‘L -‘_ g
. § hd
D.‘I T ° g °
0o T T T T
nApi m1 rApim1 (Sf9)  rApi m1 (Tni) nat. HB
[ lyE-Werteverteilung der 27 Patienten mit hohem CCD-spezifischen IgE
s 0,35 kUAL 1gE- Cutoff
*  Einzelwerte
nat. HB- nat. HB-
nApi m 1 | rApim 1 (Sf9) [ rApi m 1 (Tni) Venom nApim 1| rApi m 1 (Sf9) | rApi m 1 (Tni) Venom
Maximum 99,50 100,00 100,00 100,00 Mittelwert 7,12 5,05 10,39 7,28
Perzentil 95 27,10 16,70 48,00 35,30 Standardabweichung 19,46 19,31 21,19 19,85
Perzentil 75 3,43 ,46 6,47 2,99 Varianz 378,84 372,99 448,87 393,92
Median 1,22 ,16 2,86 1,22
Perzentil 25 ,59 ,09 1,13 ,80
Perzentil 05 ,31 ,09 ,37 ,60
Minimum ,09 ,09 ,09 ,47
Rénge Statistik fiir Test®
N Mittlerer Rang| Rangsumme nat. HB- i nat. HB- . nat. HB- .
nat. HB-Venom - nApi m  Negative Rénge 10? 15,10 151,00 Veno$ .1"‘\pl Ve,';.":"é{;?"' Verr:‘o;n(_-nr‘:;pl
1
Positive Rénge 17° 13,35 227,00 z -,913b _4!457b 2,209°
Bindungen o° Asymptotische Signifikang ,361 ,000 ,022
Gesamt 27 (2-seitig)
na(;f;!)B-Venom - rApi m  Negative Ringe o¢ ,00 ,00 5:;;:;9 Signifikanz (2- ,374 ,000 1020
1
Positive Réange 26° 13,50 351,00 Exakte Signifikanz (1- 187 ,000 ,010
Bindungen 1! seitig)
Gesamt 27 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,006 ,000 ,001
nat. HB-Venom - rApi m  Negative Rénge 179 15,65 266,00 y
1 (Tni) h a. Wilcoxon-Test
Positive Rénge 9 9,44 85,00
Bindungen 1
Gesamt 27
Ringe Statistik fir Test®
rApi m 1 (Sf9)
N Mittlerer Rang| Rangsumme nApim1 - nApim1 - -rApim1
N N N - a rApim 1 (Sf9) [ rApi m 1 (Tni) (Tni)
nApim 1 -rApi m 1 (Sf9) Negative Riange 5 7,00 35,00
. b z -3,569° -3,848° -4,286°
Positive Range 21 15,05 316,00
c Asymptotische Signifikang ,000 ,000 ,000
Bindungen 1 (2-seitig)
Gesamt 27 Exakte Si (2- ,000 ,000 ,000
nApim 1 -rApim 1 (Tni) Negative Ringe 249 13,63 327,00 seitig)
Positive Rénge 2 12,00 24,00 E:i?ig)e Signifikanz (1- ,000 ,000 ,000
Bindungen 1 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,000 ,000 ,000
Gesamt 27
rApi m 1 (Sf9) - rApim 1 Negative Rénge 249 12,50 300,00 a. Wilcoxon-Test
o
(Toi) Positive Riinge o" ,00 ,00
Bindungen 3!
Gesamt 27
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Bei den Patienten mit hohen Werten an CCD-spezifischem IgE wurden dhnlich wie bei der
Betrachtung aller Patienten bei den Messungen mit nApi m 1 und rApi m 1 (Tni) signifikant
hohere sIgE-Werte erzielt als bei Testung mit dem CCD-freien rApi m 1 (Sf9). Auch bestand
auch hier ein signifikanter Unterschied der Testung mit rApi m 1 (Sf9) zu der Testung mit dem
natiirlichen Bienengift in Bezug auf die gemessenen IgE-Werte (p = 0,000). Jedoch gab es
keinen signifikanten Unterschied mehr zwischen den IgE-Werten bei Testung mit dem
natiirlichen nApi m 1 und denen bei Testung mit dem Bienengiftextrakt (p = 0,374). Die
gemessenen sIgE-Werte fiir rApi m 1 (Tni) lagen hingegen sogar signifikant iiber den sIgE-
Werten fiir den Bienengiftextrakt (p = 0,020), allerdings wurde einer der Patienten dennoch

durch die Testung mit rApi m 1 (Tni) nicht erfasst.

Abbildung 35:

Ubersicht iiber die mittels verschieden gewonnenem Api m 1 positiv getesteten Patienten mit Sensibilisierung
gegen Bienengift - Betrachtung von 27 Patienten mit hohem CCD-spezifischen IgE aus Patientenkollektiv 3

Anteil der 27 CCD-reaktiven Patienten,  Anteil der 27 CCD-reaktiven Patienten, Anteil der 27 CCD-reaktiven Patienten,
dervon nApi m1 erfasst wird dervon rApim1 (Sf9) erfasst wird der von rApi m1 (Tni) erfasst wird

—— népi m1: 92,6% (25 Pat) ‘ ‘ —— rApi m1 (Sf9):33.3% (3 Pat.) ‘ ‘ —— tApi m1 (Tni): 96,3% (26 Pat)

Beim Vergleich bzgl. der absoluten Anzahl an positiv getesteten Patienten werden bei den 27
Patienten mit hohem CCD-spezifischen IgE wie auch bei Betrachtung aller 83 Patienten mit
Sensibilisierung gegen Bienengift bei Testung mit dem CCD-freien rApi m 1 (Sf9) signifikant
weniger Patienten erfasst, als bei Testung mit nApi m 1 (p = 0,000) und dem CCD-haltigen
rApi m 1 (Tni) (p = 0,000). Ebenso erfasst die Testung mit rApi m 1 (Sf9) insgesamt einen
deutlichen Anteil der 27 Patienten nicht. Im Gegensatz zur Untersuchung aller 83 Patienten
zeigt sich bei den deutlich CCD-reaktiven Patienten jedoch kein signifikanter Unterschied mehr
zwischen der Testung mit nApi m 1 und rApi m 1 (Tni) (p = 1,000). Auch werden hier durch
nApi m 1 nur unwesentlich weniger Patienten positiv getestet als mit dem Bienengift (p =
0,491). Mittels rApi m 1 (Tni) werden auch hier wieder fast alle Patienten mit Sensibilisierung
gegen Bienengift erfasst, es besteht kein signifikanter Unterschied zur Testung mit dem

Bienengiftgesamtextrakt (p = 1,000).
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angewendetes Allergen (CCD-reaktive Patienten) * Testergebnis Kreuztabelle

Chi-Quadrat-Tests

Testergebnis Asymptotische|  Exakte ~ Exakte
negativ positiv Gesamt Wert df (zweiseitig) seitig) seitig)
angewendetes Allergen  nat. HB-Venom  Anzahl 0 27 27 ghi-Ouadra! nach 2,077% 1 ,150 ,491 ,245
(CCD-reaktive Patienten) earson
Erwartete Anzahl 1,0 26,0 27,0 . b 519 s 47
nApi m1 Anzahl 2 25 27 Likelihood-Quotient 2,850 1 ,001 ,491 ,245
Erwartete Anzahl 1,0 26,0 27,0 Exakter Test nach Fisher 491 245
Gesamt Anzahl 2 52 54
Erwartete Anzahl 2,0 52,0 54,0 Anzahl der giiltigen Félle 54

angewendetes Allergen (CCD-reaktive Patienten) * Testergebnis Kreuztabelle

a. 2 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete

Haufigkeit ist 1,00.

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet

Chi-Quadrat-Tests

Testergebnis Asymptotische|  Exakte _ Exakte
negativ positiv Gesamt Wert df (zweiseitig) seitig) seitig)
angewendetes Allergen nat. HB-Venom  Anzahl 0 27 27 Chi-Quadrat nach 27,000 1 ,000 ,000 ,000
CCD-reaktive Patienten) Pearson
( ) Erwartete Anzahl 9,0 18,0 27,0 N
- 24,083 1 ,000
rApi m1 (Sf9) Anzahl 18 9 27
Likelihood-Quotient 34,372 1 ,000 ,000 ,000
Erwartete Anzahl 9.0 18,0 27,0 Exakter Test nach Fisher ,000 ,000
Gesamt Anzahl 18 36 54
Erwartete Anzahl 18,0 36,0 54,0 Anzahl der giiltigen Félle 54

angewendetes Allergen (CCD-reaktive Patienten) * Testergebnis Kreuztabelle

a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit

ist
b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet

Chi-Quadrat-Tests

Testergebnis Asymptotische|  Exakte _ Exakte
negativ positiv Gesamt Wert df (zweiseitig) seitig) seitig)
angewendetes Allergen nat. HB-Venom  Anzahl 0 27 27 Chi-Quadrat nach 1,019° 1 ,313 1,000 ,500
CCD-reaktive Patienten P
( ) Erwartete Anzahl 5 26,5 27,0 earson
- - KontinuitatskorrektuP ,000 1 1,000
rApi m1 (Tni) Anzahl 1 26 27
Likelihood-Quotient 1,405 1 ,236 1,000 ,500
Erwartete Anzahl ,5 26,5 27,0 .
Exakter Test nach Fisher 1,000 ,500
Gesamt Anzahl 1 53 54
Erwartete Anzahl 1,0 53,0 54,0 Anzahl der giiltigen Félle 54

angewendetes Allergen (CCD-reaktive Patienten) * Testergebnis Kreuztabelle

Testergebnis
negativ positiv Gesamt
angewende.tes Allc_ergen nApi m1 Anzahl 0 27 27
(CCD-reaktive Patienten) Erwartete Anzahl 9,0 18,0 27,0
rApi m1(Sf9)  Anzahl 18 9 27
Erwartete Anzahl 9,0 18,0 27,0
Gesamt Anzahl 18 36 54
Erwartete Anzahl 18,0 36,0 54,0

angewendetes Allergen (CCD-reaktive Patienten) * Testergebnis Kreuztabelle

a. 2 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete

Haufigkeit ist ,50.
b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet

Chi-Quadrat-Tests

Asymptotische|  Exakte Exakte
Wert df (zweiseitig) seitig) seitig)

Chi-Quadrat nach 20,329 1 ,000 ,000 ,000
Pearson
KontinuittskorrektuP 17,868 1 ,000
Likelihood-Quotient 22,558 1 ,000 ,000 ,000
Exakter Test nach Fisher ,000 ,000
Anzahl der gilltigen Falle 54

a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit

ist 10,00.

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet

Chi-Quadrat-Tests

Testergebni Asymptotische|  Exakte . Exakte
negativ | posi Gesamt Wert df (zweiseitig) seitig) seitig)
?ggg‘iz’;ﬂ:‘:::a"‘?e’gf:") nApi m1 Anzahl 0 27 27 Chi-Quadrat nach ,353° 1 ,552 1,000 ,500
Erwartete Anzahl 5 26,5 27,0 Pearson )
" . Kontinuitatskorrekt , 1 1,
vApim1 (Tni) _ Anzahi P 26 27 ontinuitétskorrektu 000 000
Likelihood-Quoti 1 4 1
Erwartete Anzahl 5 26,5 27,0 ikelihood-Quotient ,359 ,549 ,000 ,500
Exakter Test nach Fisher 1,000 ,500
Gesamt Anzahl 1 53 54
Erwartete Anzahl 1,0 53,0 54,0 Anzahl der giiltigen Falle 54
a. 2 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete
Haufigkeit ist 1,50.
b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet
angewendetes Allergen (CCD-reaktive Patienten) * Testergebnis Kreuztabelle Chi-Quadrat-Tests
Testergebnis Asymptotische| _Exakte __Exakte
negativ Gesamt Wert dt (zweiseitig) seitig) seitig)
angewendetes Allergen  rApi m1 (Sf9)  Anzahl 18 9 27 g"i'u“ad"“' nach 23,468° 1 ,000 ,000 ,000
(CCD-reaktive Patienten) earson
Erwartete Anzahl 9,5 17,5 27,0 b 20,788 1 1000
rApi m1 (Tni)  Anzahl 1 26 27 Likelihood-Quotient 27,121 1 ,000 ,000 ,000
Erwartete Anzahl 9,5 17,5 27,0 Exakter Test nach Fisher ,000 ,000
Gesamt Anzahl 19 35 54
Anzahl der giiltigen Félle 54
Erwartete Anzahl 19,0 35,0 54,0

63

a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die
i 50.

ist

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet

imale erwartete Haufigkeit




Anschlieend erfolgte die Betrachtung der 44 Bienengiftallergiker aus Patientenkollektiv 3 mit
einem CCD-spezifischen IgE von < 0,35 kU/L.

1000 Abbildung 36:
Vergleich der sIgE-Werte
100 4 . : s 3 von verschieden
hergestelltem Api m 1 und
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nApi m1 rApim1 (Sf9)  rApi m1 (Tni) nat. HB
[ lyE-Werteverteilung der 44 CCD-negativen Patienten
““““ 0,35 kUAL IgE- Cutoff
* Einzelwerte
nat. HB- nat. HB-
nApim 1| rApim 1 (Sf9) [ rApi m 1 (Tni) Venom nApi m 1| rApi m 1 (Sf9) [ rApi m 1 (Tni) Venom
Maximum 100,00 100,00 100,00 100,00 Mittelwert 4,01 5,87 7,69 7,14
Perzentil 95 10,50 11,60 25,30 24,10 Standardabweichung 14,99 20,89 20,93 20,86
Perzentil 75 2,17 1,33 4,55 2,76 Varianz 224,76 436,39 438,01 434,95
Median ,85 ,82 1,27 1,61
Perzentil 25 ,50 ,30 ,76 1,13
Perzentil 05 ,16 ,09 ,35 ,67
Minimum ,09 ,09 ,28 ,52
Ringe
Statistik fiir Test®
N Mittlerer Rang| Rangsumme
nat. HB-Venom - nApi m _ Negative Réinge 6° 16,67 100,00 Voo 'oagi | Vemar T eapi Ve::;'_‘f;pi
Positive Ringe 37° 22,86 846,00 m1 m 1(St9) m 1(Tni)
Bindungen 1° z -4,504° -4,833° -,625°
Asymptotische Signifikang ,000 ,000 ,532
Gesamt 44 (2-seitig)
nat. HB-Venom - rApi m  Negative Rénge 39 21,67 65,00 Exakte Signifikanz (2- ,000 ,000 ,538
1 (sf9) N B o 21.49 838,00 seitig)
Positive Range 39 ’ ’ Exakte Signifikanz (1- ,000 ,000 ,269
Bindungen 2! seitig)
Gesamt 44 Punk inlichkei ,000 ,000 ,002
?a(gl:nril)B-Venom - rApi m  Negative Rénge 159 26,77 401,50 a. Wilcoxon-Test
Positive Réinge 27" 18,57 501,50
Bindungen 2!
Gesamt 44
Rénge
Statistik fiir Test®
N Mittlerer Rang ] ] rApi m 1 (Sf9)
nApim 1 -rApi m 1 (Sf9) Negative Rénge 22?2 20,09 442,00 rR;\iP':‘T (18;9) r:gF:Tl‘": :T.ni) - "A(PT'"fi')‘
Positive Range 21° 24,00 504,00 Z Y70 673" 5.045°
Bindungen 1° Asymptotische Signifikan{ ,708 ,000 ,000
(2-seitig)
Gesamt a4
- - - —~ ] Exakte Signifikanz (2- ,715 ,000 ,000
nApim1-rApim 1 Negative Rénge 38 22,63 860,00 seitig)
(Tni) e S
Positive Ringe 5 17,20 86,00 S:if;ikg'f Signifikanz (1- ,358 ,000 ,000
Bindungen 1t Punkt- inli i ,004 ,000 ,000
Gesamt 44
:Agi m1(Sf9)-rApim  Negative Rénge 399 21,92 855,00 a. Wilcoxon-Test
(Tni) Positive Rénge 3" 16,00 48,00
Bindungen 2f
Gesamt 44
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Wie bereits in der Darstellung der Werteverteilung gut zu sehen ist, zeigte sich fiir die CCD-
negativen Patienten eine deutlich bessere Ubereinstimmung der Ergebnisse der Testungen mit
nApi m 1 und dem CCD-freien rApi m 1 (Sf9) als bei Betrachtung aller Patienten oder der
CCD-reaktiven Patienten. Der Unterschied bzgl. der IgE-Werteverteilung von nApi m 1 und
rApi m 1 (Sf9) ist bei den CCD-negativen Patienten nicht mehr signifkant (p = 0,715). Zudem
zeigte sich hier ein signifikanter Unterschied zwischen der Testung mit nApi m 1 und dem
gesamten Bienengift bzgl. der gemessenen sIgE-Werte (p = 0,000), der bei Betrachtung der
CCD-reaktiven Patienten nicht vorlag. Jedoch wurden auch hier bei der Testung mit dem CCD-
haltigen rApi m 1 (Tni) signifikant hohere Werte als bei Testung mit den beiden anderen
Allergenen gemessen (p = 0,000 bei beiden Vergleichen), obwohl die Patienten bei Testung mit
dem CCD-Marker MUXF3 nur sehr niedrige Werte erzielten oder sogar keinerlei CCD-
spezifisches IgE nachgewiesen werden konnte. Allerdings lagen die hier gemessenen sIgE-
Werte im Mittel unterhalb der bei den Patienten mit hohen CCD-spezifischen IgE-Werten

gemessenen Werte fiir rApi m 1 (Tni).

Abbildung 37:

Ubersicht iiber die mittels verschieden gewonnenem Api m 1 positiv getesteten Patienten mit Sensibilisierung
gegen Bienengift - Betrachtung von 44 CCD-negativen Patienten aus Patientenkollektiv 3

Anteil der 44 CCD-negativen Patienten, Anteil der 44 CCD-negativen Patienten, Anteil der 44 CCD-negativen Patienten,
dervon nApim1 erfasst wird der von rApi m1 (S) erfasst wird dervon rApim1 (Tni) erfasst wird

—— nApi m1: 79,5% (35 Pat) | | —— rApi m1 (S13): 68.2% (30 Pat) | | —— tApi m1 (Tni): 95 5% (42 Pat)

Bei Betrachtung der insgesamt durch die einzelnen Allergene erfassten Patienten mit
Bienengiftsensibilisierung wurden immerhin 8 Patienten, die bei Testung mit nApi m 1 als
positiv gewertet wurden, nicht von der Testung mit rApi m 1 (Sf9) erfasst. Hingegen wiesen 3
Patienten sIgE-Werte von > 0,35 kU/L gegen rApi m 1 (Sf9) auf, blieben bei Testung mit nApi
m 1 aber negativ. Jedoch konnte kein signifikanter Unterschied mehr zwischen den beiden
Testungen festgestellt werden (p = 0,332). Beide dieser Testungen erfassten jedoch signifikant
weniger Patienten als bei Testung mit Bienengift (p = 0,002 bzw. 0,000) oder mit rApi m 1
(Tni) (p =0,049 bzw. 0,002). Allerdings fiel der Unterschied zwischen den Testungen mit nApi
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m 1 und rApi m 1 (Tni) nur sehr knapp signifikant aus. Kein signifikanter Unterschied konnte
jedoch zwischen der Testung mit dem gesamten Bienengift und der Testung mit dem CCD-
haltigen rApi m 1 (Tni) festgestellt werden (p =0,494), obwohl die hier ausgewerteten Patienten
kein oder nur wenig CCD-spezifisches IgE aufwiesen. Hier stellt sich die Frage, wie gut die
gemessenen CCD-spezifischen IgE-Werte mit den wirklichen Unterschieden zwischen den

Messungen mit in Sf9- bzw. in Tni-Insektenzellen hergestellten Allergenen korrelieren.

Chi-Quadrat-Tests

angewendetes Allergen (CCD-negative Patienten) * Testergebnis Kreuztabelle
- Asymptotische| Exakte Exakte
Testergebnis ignifi ignifil (24 signifil
negativ positiv Gesamt Wert df (zweiseitig) seitig) seitig)
- a
angewendetes Allergen nat. HB-Venom  Anzahl (] 44 44 g:;,g::dm nach 10,025 1 ,002 002 .001
(CCD-negative Patienten)
Erwartete Anzahl 4,5 39,5 44,0 Kontinuitf P 7,921 1 ,005
nApi m1 Anzahl 9 35 44 Likelihood-Quotient 13,504 1 ,000 ,002 ,001
Erwartete Anzahl 4,5 39,5 44,0 Exakter Test nach Fisher ,002 ,001
Gesamt Anzahl 9 79 88
Anzahl der giiltigen Falle 88
Erwartete Anzahl 9,0 79,0 88,0

a. 2 Zellen (50,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete
Haufigkeit ist 4,50.

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet

angewendetes Allergen (CCD-negative Patienten) * Testergebnis Kreuztabelle Chi-Quadrat-Tests

Testergebnis Asymptotische|  Exakte el si Exakte
negativ positiv Gesamt Wert df (zweiseitig) seitig) seitig)
angewendetes Allergen  nat. HB-Venom  Anzahl 0 44 44 ghi-auadrat nach 16,6497 1 ,000 ;000 ,000
(CCD-negative Patienten) earson
Erwartete Anzahl 7,0 37,0 44,0 L b 14,355 1 1000
rApim1 (Sf9)  Anzahl 14 30 44 Likelihood-Quotient 22,073 1 ,000 ,000 ,000
Erwartete Anzahl 7,0 37,0 44,0 Exakter Test nach Fisher ,000 ,000
Gesamt Anzahl| 14 74 88
Erwartete Anzahl 14,0 74,0 88,0 [ | Anzahl der giiltigen Falle 88
a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die mini erwartete
ist 7,00.

b. Wird nur fir eine 2x2-Tabelle berechnet

angewendetes Allergen (CCD-negative Patienten) * Testergebnis Kreuztabelle Chi-Quadrat-Tests

Testergebnis Asymptotische| Exakte Exakte
negativ positiv Gesamt Wert df (zweiseitig) seitig) seitig)
angewendetes Allergen nat. HB-Venom  Anzahl [ 44 44 Chi-Quadrat nach 2,047 1 ,153 ,494 ,247
(CCD-negative Patienten Pearson
( 9 ) Erwartete Anzahl 1,0 | 43,0 | 440 .
inuité ,512 1 ,474
rApi m1 (Tni) Anzahl 2 42 44
E A hi 10 43,0 44,0 Likelihood-Quotient 2,819 1 ,093 ,494 1247
rwartete Anza > - > Exakter Test nach Fisher ,494 ,247
Gesamt Anzahl 2 86 88
Erwartete Anzahl 2,0 86,0 88,0 Anzahl der giiltigen Falle 88
a. 2 Zellen (50,0%) haben eine Haufit it kleiner 5. Die minil erwartete

Haufigkeit ist 1,00.
b. Wird nur fir eine 2x2-Tabelle berechnet

angewendetes Allergen (CCD-negative Patienten) * Testergebnis Kreuztabelle Chi-Quadrat-Tests

Testergebnis ympto . Exakte 1 Exakte
negativ positiv Gesamt Wert df (zweiseitig) seitig) seitig)
angewendetes Allergen  nApi m1 Anzahl 9 35 44 Chi-Quadrat nach 1,472° 1 ,225 ,332 ,166
(CCD-negative Patienten) Pearson
Erwartete Anzahl 11,5 32,5 44,0 P b
,942 1 ,332
rApim1 (Sf9)  Anzahi 14 30 44 Likelihood-Quotient 1,481 1 224 ,332 ,166
Erwartete Anzahl 11,5 32,5 44,0 Exakter Test nach Fisher 1332 166
Gesamt Anzahl 23 65 88
Erwartete Anzahl 23,0 65,0 88,0 Anzahl der giiltigen Falle 88
a. 0 Zellen (0,0%) haben eine Haufit it kleiner 5. Die minii erwartete Hai
ist 11,5
b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet
Chi-Quadrat-Tests
angewendetes Allergen (CCD-negative Patienten) * Testergebnis Kreuztabelle Asymptotische|  Exakte @l si Exakte
(zweiseiti seiti seiti
Testergebnis : wma df ( 9) 9) i9)
negativ | positiv | Gesamt | | Shi-Quadrat nach 5,091 1 024 ,049 ,025
angewendetes Allergen nApi m1 Anzahl 9 35 44 KontinuititskorrektuP 3,740 1 053
(CCD-negative Patienten) ' ’
Erwartete Anzahl 5,5 38,5 44,0 Likeli Quotient 5,455 1 ,020 ,049 ,025
rApim1 (Tni)  Anzahl 2 42 44 Exakter Test nach Fisher ,049 ,025
Erwartete Anzahl 5,5 38,5 44,0
Anzahl d Glti Fall 88
Gesamt Anzahl 11 77 88 nzan] cer gtitigen Falle
Erwartete Anzahl 11,0 77,0 88,0 a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit
ist 5,50.

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet
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angewendetes Allergen (CCD-negative Patienten) * Testergebnis Kreuztabelle Chi-Quadrat-Tests

- Asymptotische Exakte Exakte
Testergebnis A ey 2] signifi
negativ positiv Gesamt Wert df (zweiseitig) seitig) seitig)
angewendetes Allergen  rApi m1 (Sf3)  Anzahl 14 30 44 Chi-Quadrat nach 11,0007 1 ,001 ,002 ,001
(CCD-negative Patienten) Erwartete Anzahl 8,0 36,0 44,0 Pearson
> - > KontinuititskorrektuP 9,243 1 ,002
rApi m1 (Tni)  Anzahl 2 42 44 - N
Likelihood-Quotient 12,133 1 ,000 ,002 ,001
Erwartete Anzahl 8,0 36,0 44,0 Exakter Test nach Fisher ,002 ,001
Gesamt Anzahl 16 72 88
Erwartete Anzahl 16,0 72,0 88,0 Anzahl der giiltigen Félle 88

a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufi it kleiner 5. Die minil erwartete Haufi i
ist 8,00.

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet

4.5.3. Korrelation der Hohe des CCD-spezifischen IgEs (MUXF3) mit dem wirklichen CCD-

Einfluss bei Testung mit rekombinanten Allergenen

Um diese Korrelation ndher zu untersuchen, wurden bei allen Patienten aus dem Kollektiv 3
die sIgE-Werte fiir rApi m 1 (Sf9) und rApi m 1 (Tni) bzgl. ihres Unterschiedes zueinander
untersucht und anschliefend dieser Unterschied in Korrelation mit dem gemessenen CCD-
spezifischen IgE-Wert (gemessen mit MUXF3) gebracht. Fiir diese Auswertung konnten die
Werte von insg. 96 Patienten verwendet werden. Zudem lagen bei insg. 98 Patienten aus diesem
Kollektiv neben den CCD-spezifischen IgE-Werten (MUXF3) die IgE-Werte fiir rApi m 2 (S{9)
und rApi m 2 (Tni) vor, sodass auch hier der Vergleich der gemessenen IgE-Werte durchgefiihrt
und anschlieBend die Korrelation mit den IgE-Werten bei Testung mit MUXF3 berechnet
wurde. Verglichen wurden die Testergebnisse von Sf9- und Tni-Gruppe jeweils anhand der
Hohe der gemessenen IgE-Werte, der Menge an bei einem Cutoff von 0,35 kU/L positiv
getesteten Patienten und beziiglich ihrer Differenz (sIgE-Wert bei Messung mit aus Tni-
Insektenzellen stammendem rekombinanten Allergen abziiglich sIgE-Wert bei Messung mit
aus Sf9-Insektenzellen stammendem Allergen). AnschlieBend erfolgte die Uberpriifung der
Korrelation zwischen den berechneten Differenzen und dem gemessenen Wert fiir das CCD-

spezifische IgE.

4.5.3.1. Auswertung der CCD-Reaktivitidt von 96 Patienten mittels rApi m 1 (Sf9), rApi m 1
(Tni) und MUXF3
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Hier ist bei der direkten Gegeniiberstellung der beiden Priparate im Boxplot deutlich zu sehen,
dass bei der Testung der Patienten mittels rApi m 1 aus Tni-Insektenzellen durchschnittlich

hohere IgE-Werte erzielt wurden als bei der Testung mit rApi m 1 aus Sf9-Insektenzellen.

1000 Abbildung 38:
Direkter Vergleich von rApi m 1 aus
100 - . . Tni- und Sf9-Insektenzellen anhand
s von 96 Patienten aus Kollektiv 3
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Api m1 (S0) Api m1 (Tni)
[ IgE-Werteverteilung der 96 Patienten
o Einzelwerte
0,35 kUL IgE- Cutoff
Api m1 (Sf9) | Api m1 (Tni) Api m1 (Sf9) | Api m1 (Tni)
Maximum 100,00 100,00 Mittelwert 4,370 7,003
Perzentil 95 11,60 37,70 Standardabweichung 17,452 18,279
Perzentil 75 1,14 4,67 Varianz 304,575 334,119
Median ,35 1,44
Perzentil 25 ,09 ,68
Perzentil 05 ,09 ,09
Minimum ,09 ,09

So weisen die Testergebnisse mit rApi m 1 (Tni) einen Mittelwert von 7,00 kU/L auf, wihrend
bei der Testung mit rApi m 1 (Sf9) lediglich ein Mittelwert von 4,37 kU/L vorliegt. Gleiches
gilt fiir die Spannweiten von 25. und 75. Perzentile: Die mittleren 50% der gemessenen Werte
liegen bei der Testung mit rApi m 1 (Tni) mit 0,68 — 4,67 kU/L deutlich hoher als bei der
Testung mit rApi m 1 (Sf9) (0,09 — 1,14 kU/L). Besonders deutlich ist der Unterschied bei
Betrachtung der 95. Perzentile. Diese liegt bei der Testung mit rApi m 1 (Tni) bei 37,70 kU/L,
wihrend bei der Testung mit rApi m 1 (Sf9) lediglich ein Wert von 11,60 kU/L erreicht wird.

In der anschlieBend durchgefiihrten statistischen Auswertung dieser Gegeniiberstellung mittels
Wilcoxon-Test zeigte sich, dass der bereits in der graphischen Darstellung gut zu sehende
Unterschied zwischen den Ergebnissen der oben beschriebenen Testung mit rApi m 1 aus S{9-

Insektenzellen und mit rApi m 1 aus Tni-Insektenzellen statistisch signifikant ist. Mit einer
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Irrtumswahrscheinlichkeit p = 0,000 kann in diesem Fall davon ausgegangen werden, dass

durch die Testung mit rApi m 1 (Tni) hohere sIgE-Werte erzielt werden.

Statistik fiir Test?

Api m1 (Tni)
- Api m1
(Sf9)

z -7,657°
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) ,000
Exakte Signifikanz (2-
seitig) ,000
Exakte Signifikanz (1-
seitig) ,000
Punkt-
Wahrscheinlichkeit ,000

a. Wilcoxon-Test
b. Basiert auf negativen Réangen.

Dieser Unterschied war auch beim direkten Vergleich der beiden Préparate im Hinblick auf die
Gesamtzahl der jeweils bei einem Cutoff von 0,35 kU/L positiv getesteten Patienten zu sehen.
Es wurden durch die Testung mit rApi m 1 (Tni) deutlich mehr Patienten positiv getestet als
mit rApi m 1 (Sf9). Durch die Testung mit rApi m 1 (Tni) wurden mit 84 Patienten insgesamt
36 Patienten mehr positiv gewertet als bei der Testung mit rApi m 1 (Sf9). Dies konnte im Chi-

Quadrat-Test auch als signifikant nachgewiesen werden (p = 0,000).

Abbildung 39:

Vergleich der bei einem Cutoff von
0,35 kU/L durch rApi m 1 (Sf9) und
rApi m 1 (Tni) anteilig positiv
getesteten Patienten

(gesamt: 96 Pat. aus Kollektiv 3)

—— Apim1 (5f3): 50 00% (46 Pat) ‘ ’ — Apim1 (Tni): 87 50% (84 Pat.)
Kreuztabelle Chi-Quadrat-Tests
Testergebnis Asymptotisc Exakte Exakte
" — he Signifikanz Signifikanz
negativ | positiv_| Gesamt Wert df Signifikanz ...|  (2-seitig) (1-seitig)
Apim1  sf9 Anzahl 48 48 96 Chi-Quadrat nach
Erwartete Anzahl 30,0 66,0 96,0 Pearson 31,4187 1 ,000 ,000 ,000
o i "
— :lnnhelrhalb von Api m1 50,(:“/; 50,0;/: 100,0;/; Kontinuits rektur® 29,607 1 /000
ni nzal
Likelihood-Quotient 33,073 1 ,000 ,000 ,000
Erwartete Anzahl 30,0 66,0 96,0 Exakter Test h Fish
% innerhalb von Api m1 12,5% 87,5% | 100,0% xakter Tesf ?a? is! ner ,000 ,000
Gesamt Anzahl 50 132 192 Anzahl der glltigen Fille 192
Erwartete Anzahl 60,0 132,0 192,0 a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 30,00.
% innerhalb von Api m1 31,3% 68,8% 100,0% . -
b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet
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Anschlieend erfolgte die direkte Gegeniiberstellung der Ergebnisse der beiden

unterschiedlichen Testverfahren bei jedem getesteten Patienten.

100 Abbildung 40:
Direkte Gegeniiberstellung der bei
der Testung mit rApi m 1 (Tni) und
rApi m 1 (Sf9) erzielten Werte
= 104 .
=) (gesamt: 96 Pat. aus Kollektiv 3)
=
=
)
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-_— ‘l .
01 ¥
Api m1 (Sf9) Api m1 (Tni)
—#— Patmit IgE <0 1kU/L beibeiden Tests (insg 8)
—&— Pat mit héherem Wert bei SB-Test (insg 3)
& Pat mit gleichem Wert bei beiden Tests (insg 1)
—a&— Pat mit héheren Werten bei Tni-Test (insg 81)
—&— Patmit IgE > 100 kUL bei beiden Tests (insg 3)
Réange
Mittlerer
N Rang Rangsumme
Api m1 (Tni) - Api m1 Negative Rédnge 32 22,67 68,00
(819 Positive Range g1® 43,23 3502,00
Bindungen 12°
Gesamt 96

Insgesamt 81 von 96 Patienten aus dem Patientenkollektiv 3 erzielten bei der Testung mit rApi
m 1 (Tni) einen hoheren Wert als bei der Testung mit rApi m 1 (Sf9) erzielt wurde. Nur bei 3
der 96 Patienten wurden hohere Werte bei der Testung mittels rApi m 1 (Sf9) erreicht.
Insgesamt wurde bei 12 Patienten in beiden Auswertungen der gleiche IgE-Wert erzielt. So
wiesen 3 Patienten bei beiden Auswertungen ein spezifisches IgE von > 100 kU/L auf, ein
Patient hatte bei beiden Testungen einen sIgE-Wert von 9,22 kU/L. Die restlichen 8 Patienten

mit gleichen Werten hatten bei beiden Testungen jeweils einen sIgE-Wert von unter 0,1 kU/L.

Da sich bei Betrachtung dieser Ergebnisse ein eindeutiger CCD-Einfluss bei dem untersuchten
Patientenkollektiv zeigen konnte, wurde anschlieBend untersucht, ob sich bei den einzelnen
Patienten aus der Hohe des mittels MUXF3 gemessenen CCD-spezifischen IgE-Wertes der
Unterschied zwischen den Testungen mit dem CCD-freien rApi m 1 (Sf9) und dem CCD-
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haltigen rApi m 1 (Tni) vorhersagen lasst. Hierzu wurde fiir jeden Patienten die Differenz
zwischen den fiir die rekombinanten Allergene bei ihm gemessenen sIgE-Werten in Korrelation
zum beim Patienten vorliegenden Wert fiir das CCD-spezifische IgE gebracht. Dies erfolgte
zum einen anhand einer graphischen Gegeniiberstellung und zum anderen mittels

durchgefiihrter Korrelationsanalyse.

120 Abbildung 41:
100 1 Betrachtung der Differenz zwischen den
sIgE-Werten der Testungen mitrApim 1
(Tni) und rApi m 1 (Sf9) sowie des

o | entsprechenden CCD-spezifischen sIgE-
r * Wertes (gemessen mit MUXF3)

80

40

I .

i ’Q (gesamt: 96 Pat. aus Kollektiv 3)
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| [ Hohe der Differenz: IgE-Wert bei Testung mit Api m1 (Tni) - IgE-Wert Apim1 (5f3) |

In der graphischen Darstellung ist erneut deutlich zu erkennen, dass die bei der Testung mit
rApim 1 (Tni) gemessenen sIgE-Werte zum groBten Teil hoher als die bei der Testung mit rApi
m 1 (Sf9) erreichten Werte sind. Hier finden sich zum Teil sogar Differenzen die mehr als 20,0
kU/L betragen. Zudem deutet sich in der Grafik an, dass in diesem Fall ein Zusammenhang
zwischen der Hohe der Differenz und dem Wert der MUXF3-Messung vorliegt. So weist der
Patient mit der hochsten Differenz (> 47 kU/L) auch den héchsten CCD-spezifischen IgE-Wert
(34,5 kU/L) auf, wihrend man in der Grafik bei den Patienten mit eher niedrigen CCD-

spezifischen IgE-Werten eher keine sichtbaren Differenzen von > 5 kU/L findet.
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Dieser Zusammenhang konnte in der anschlieBend durchgefiihrten Korrelationsanalyse

bestdtigt werden. Bei der Berechnung der Korrelation wurden alle Patienten, die fiir beide

Allergene einen sIgE-Wert < 0,1 kU/L aufwiesen, ausgeschlossen, um eine Verféalschung der

Ergebnisse zu verhindern. Es zeigte sich, dass zwischen der Hohe des sIgE-Wertes fiir MUXF3

(Bromelain) und der Hohe der Differenz zwischen den sIgE-Werten bei Testung mit rApi m 1

(Tni) und rApi m 1 (Sf9) ein positiver Zusammenhang besteht. Dies zeigte sich auch anhand

der ermittelten Regressionsgeraden, jedoch waren zum Teil deutliche Ausreiser in der

graphischen Darstellung zu finden. Mittels der ergidnzend durchgefiihrten statistischen Tests

konnten Korrelationskoeffizienten von 0,272 (Kendalls Tau-b) bzw. von 0,358 (Spearmans

Rho) berechnet werden, die signifikant waren (p = 0,000). Somit lag in diesem Fall eine

schwache positive Korrelation vor, die statistisch signifikant war.

Abbildung 42:

Korrelation von gemessenem CCD-
spezifischen IgE-Wert (MUXF3) und der
Differenz der Ergebnisse aus den
Testungen mit rApi m 1 (Tni) und rApi
m 1 (Sf9)

(gesamt: 96 Pat. aus Kollektiv 3)
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Regressionsgerade
Korrelationen
Differenz der
IgE-Werte
MUXF3 Api m1 Tni -
Bromelin Api m1 Sf9
Kendall-Tau-b  MUXF3 Bromelin Korrelationskoeffizient 1,000 ,272
Sig. (2-seitig) . ,000
N 88 88
Differenz qer IgE.-Werte Korrelationskoeffizient ,272" 1,000
gpim1Tni- Apim1 Sig. (2-seitig) ,000 .
N 88 88
Spearman-Rho  MUXF3 Bromelin Korrelationskoeffizient 1,000 ,358“
Sig. (2-seitig) . ,001
N 88 88
Differenz d_er IgE_-Werte Korrelationskoeffizient ,358" 1,000
er:; m1 Tni - Api m1 Sig. (2-seitig) 001

N

88

88

**. Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig).
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4.5.3.2. Auswertung der CCD-Reaktivitidt von 98 Patienten mittels rApi m 2 (Sf9), rApi m 2
(Tni) und MUXF3

Auch bei dieser Auswertung ist bei der direkten Gegeniiberstellung der beiden Priparate im
Boxplot deutlich zu sehen, dass bei der Testung der Patienten mittels des rekombinanten, CCD-
haltigen Allergens aus Tni-Insektenzellen durchschnittlich hohere sIgE-Werte erzielt wurden

als bei der Testung mit dem in Sf9-Insektenzellen hergestellten, CCD-freien Allergen.

1000 Abbildung 43:
Direkter Vergleich von rApi m 2 aus
100 4 o : Tni- und Sf9-Insektenzellen anhand
H ® von 98 Patienten aus Kollektiv 3
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[ lgE-Werteverteilung der 98 Patienten
o Einzelwerte
0,35 kUL IgE- Cutoff
Api m2 (Sf9) | Api m2 (Tni) Api m2 (Sf9) | Api m2 (Tni)
Maximum 100,00 100,00 Mittelwert 3,146 6,816
Perzentil 95 22,50 36,00 Standardabweichung 12,145 14,999
Perzentil 75 ,91 5,18 Varianz 147,513 224,967
Median ,09 1,40
Perzentil 25 ,09 ,48
Perzentil 05 ,09 ,09
Minimum ,01 ,09

Bei den Testergebnissen der Auswertung mit rApi m 2 (Tni) liegt ein Mittelwert von 6,82 kU/L
vor, wihrend bei der Testung mit rApi m 2 (Sf9) lediglich ein Mittelwert von 3,15 kU/L erreicht
wird. Auch bei Betrachtung der Perzentilen sowie des Medians wurden bei der Testung der
Patientenseren mit rApi m 2 (Tni) deutlich hohere Werte erzielt. So liegt hier der Median bei
1,40 kU/L, wéhrend bei der Auswertung mit rApi m 2 (Sf9) nur ein Median von 0,09 kU/L
vorliegt. Bei der 75. Perzentile steht einem Wert von 5,18 kU/L bei der Testung mit rApi m 2
(Tni) lediglich ein Wert von 0,91 kU/L bei der Testung mit rApi m 2 (Sf9) gegeniiber, fiir die
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95. Perzentile ergab die Auswertung entsprechend 36,00 kU/L im Vergleich zu lediglich 22,50
kU/L.

Statistik fir Test?

Api m2 (Tni)
- Api m2
(sf9)

z -7,163°
Asymptotische
Signifikanz (2-seitig) ,000
Exakte Signifikanz (2-
seitig) ,000
Exakte Signifikanz (1-
seitig) ,000
Punkt-
Wahrscheinlichkeit ,000

a. Wilcoxon-Test
b. Basiert auf negativen Réangen.

Die anschliefend durchgefiihrte statistische Auswertung dieser Gegeniiberstellung mittels
Wilcoxon-Test bestitigte, dass der bereits in der graphischen Darstellung gut zu sehende
Unterschied zwischen den Ergebnissen der oben beschriebenen Testung mit rApi m 2 aus S{9-
Insektenzellen und rApi m 2 aus Tni-Insektenzellen statistisch signifikant ist. Mit einer
Irrtumswahrscheinlichkeit von p = 0,000 kann auch in diesem Fall davon ausgegangen werden,

dass durch die Testung mit rApi m 2 (Tni) durchschnittlich hohere sIgE-Werte erzielt werden.

Erginzend wurde auch hier der direkte Vergleich der beiden Prédparate im Hinblick auf die
Gesamtzahl der jeweils bei einem Cutoff von 0,35 kU/L positiv getesteten Patienten
durchgefiihrt. Es wurden durch die Testung mit rApi m 2 (Tni) mit 77 Patienten deutlich mehr
Patienten positiv getestet als bei der Testung mit rApi m 2 (Sf9), bei der nur 36 Patienten als
positiv bewertet wurden. Dieser Unterschied konnte mittels Chi-Quadrat-Test auch als

statistisch signifikant bewiesen werden (p = 0,000).

Abbildung 44:

Vergleich der bei einem Cutoff von
0,35 kKU/L durch rApi m 2 (Sf9) und
rApi m 2 (Tni) positiv getesteten
Patienten

(gesamt: 98 Pat. aus Kollektiv 3)

—— Apim?2 (5f9): 36 73% (36 Pat) | ‘ —— Apim2 (Tni): 78,57 % (77 Pat.)
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Kreuztabelle Chi-Quadrat-Tests

Testergebnis Asymptotisc Exakte Exakte
negativ_| positiv_| Gesamt Wert df Signri‘f?kanz s;gnslgll;?;)z $(|1gns|2:;?;)z
Apim2 S0 Anzahl 62 36 98 Chi-Guadratnach -
Erwartete Anzahl 41,5 56,5 98,0 Pearson 35,129 1 ,000 ,000 ,000
% innerhalb von Apim2 |  63,3% 36,7% | 100,0% Kontinuita o 33,436 1 ,000
Tni Anzahl 21 77 98 Likelihood-Quotient 36,391 1 ,000 ,000 ,000
Erwartete Anzahl 41,5 56,5 98,0 Exakter Test nach Fisher ,000 ,000
% innerhalb von Apim2 | 21.4% | 78,6% | 100,0% Anzahl der giiltigen Félle 196
Gesamt Anzahl 83 13 196 a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit ist 41,50.
Erwartete Anzahl 83,0 | 113,0 | 1960 b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet
% innerhalb von Api m2 42,3% 57,7% 100,0%

Auch hier wurde ergénzend die direkte Gegeniiberstellung der Ergebnisse aus den beiden

Testverfahren fiir jeden einzelnen getesteten Patienten durchgefiihrt.

100 Abbildung 45:
Direkte Gegeniiberstellung der bei
der Testung mit rApi m 2 (Tni) und
rApi m 2 (Sf9) erzielten Werte
= 104
= (gesamt: 96 Pat. aus Kollektiv 3)
c
=
)
=
5
— 1 4
01
—— Pat. mit IgE <0,1 kUL bei beiden Tests (insg 17)
—a— Pat. mit héheren Werten bei Sf9-Test (insg B)
—&— Pat. mit héheren Werten bei Tni-Test (insg 74)
—a— Pat. mit IgE > 100 kU/L beibeiden Tests (insg 1)
Réange
Mittlerer
N Rang Rangsumme
Api m2 (Tni) - Api m2 Negative Rénge 6? 21,08 126,50
(5f9) Positive Rénge 74b 42,07 3113,50
Bindungen 18°
Gesamt 98

Es wurde bei 74 der insgesamt 98 Patienten bei der Testung mit rApi m 2 (Tni) ein hoherer
sIgE-Wert als bei der Testung mit rApi m 2 (Sf9) erzielt. Lediglich 6 der 98 Patienten zeigten
bei der Testung mit rApi m 2 (Sf9) hohere Werte. Insgesamt wurde bei 18 Patienten in beiden
Auswertungen der gleiche sIgE-Wert erzielt. Dies war bei einem Patienten der Fall, der bei
beiden Testungen einen sIgE-Wert von > 100 kU/L aufwies, sowie bei 17 Patienten, die bei

beiden Testungen jeweils einen sIgE-Wert von unter 0,1 kU/L hatten.
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Entsprechend der vorhergehenden Auswertung wurden auch hier die Differenzen zwischen den
sIgE-Werten fiir rApi m 2 (Sf9) und rApi m 2 (Tni) dargestellt und dem beim jeweiligen
Patienten mittels MUXF3 gemessenen CCD-spezifischen IgE-Wert gegeniibergestellt.

120

Abbildung 46:
100 4
Betrachtung der Differenz zwischen den
a0 4 sIgE-Werten der Testungen mit rApi m 2
(Tni) und rApi m 2 (Sf9) sowie des
80 - | entsprechenden CCD-spezifischen sIgE-

I | Wertes (gemessen mit MUXF3)
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In der graphischen Darstellung war deutlich zu erkennen, dass die bei der Testung mit rApi m
2 (Tni) gemessenen sIgE-Werte zum grof3ten Teil hoher als die bei der Testung mit rApi m 2
(Sf9) gemessenen Werte ausfallen. Auch bei diesem Patientenkollektiv fanden sich einige
Differenzen, die mehr als 20,0 kU/L betragen. In einem Fall lag die groBte Differenz sogar bei
tiber 60,0 kU/L, der entsprechende Patient wies einen sIgE-Wert von 34,5 kU/L bei Testung
mit MUXF3 auf. Ein weiterer Patient mit einem CCD-spezifischen sIgE von knapp 9 kU/L
hatte bei Testung mit rApi m 2 (Tni) einen sIgE-Wert, der 19 kU/L iiber dem sIgE-Wert fiir
rApi m 2 (S19) lag. Ebenso zeichnet es sich in der Grafik ab, dass Patienten mit niedrigem

CCD-spezifischen IgE eher geringere Differenzen aufweisen.

76



In der anschlieBend durchgefiihrten Korrelationsanalyse konnte auch hier eine positive
Korrelation zwischen der Hohe des CCD-spezifischen sIgE-Wertes (gemessen mit MUXF3)
und der Hohe der Differenz zwischen den sIgE-Werten bei Testung mit CCD-haltigem und
CCD-freiem Allergen bewiesen werden. Zur Berechnung waren erneut alle Patienten mit einem
sIgE-Wert von < 0,1 kU/L bei beiden Testungen mit den rekombinanten Allergenen

ausgeschlossen worden.
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Regressionsgerade

Korrelationen

Differenz der
IgE-Werte
MUXF3 Api m2 Tni -
Bromelin Api m2 Sf9
Kendall-Tau-b  MUXF3 Bromelin Korrelationskoeffizient 1,000 ,106
Sig. (2-seitig) . ,180
N 81 81
Differenz d_er IgE'-Werte Korrelationskoeffizient ,106 1,000
Qf[;l m2 Tni - Api m2 Sig. (2-seitig) 180 .
N 81 81
Spearman-Rho  MUXF3 Bromelin Korrelationskoeffizient 1,000 ,146
Sig. (2-seitig) . ,194
N 81 81
Differenz d.er IgE.-Werte Korrelationskoeffizient ,146 1,000
&l M2 Tni- Apim2 Sig. (2-seitig) 194 .
N 81 81

Es zeigte sich, dass zwischen der Hohe des fiir MUXF3 gemessenen sIgE-Wertes und der Hohe
der Differenz zwischen den sIgE-Werten bei Testung mit rApi m 2 (Tni) und rApi m 2 (S19)
ein schwacher positiver Zusammenhang besteht, der mittels der berechneten
Regressionsgeraden graphisch dargestellt werden konnte. Auch hier fanden sich jedoch wieder
einige deutliche Ausreiser in der Grafik. Mittels der ergénzend durchgefiihrten statistischen
Tests konnten Korrelationskoeffizienten von 0,106 (Kendalls Tau-b) bzw. von 0,146

(Spearmans Rho) berechnet werden. Diese schwach positive Korrelation konnte jedoch bei
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einem Signifikanzniveau von 0,05 nicht als statistisch signifikant anerkannt werden, da bei
beiden statistischen Tests eine zu hohe Irrtumswahrscheinlichkeit (p = 0,180 bzw. 0,194)

vorlag.

4.6. Vergleich von ImnmunoCAP- und Immulite-System beziiglich ihrer Sensitivit:it

Im Folgenden wurden die beiden aktuell in der Routinediagnostik fiir die komponentenbasierte
Diagnostik verwendeten Immunoassaysysteme in Bezug auf ihre Sensitivitit bei Testung
mittels rApi m 1 miteinander verglichen. Dabei handelt es sich um das ImmunoCAP-System
Phadia UniCAP250 (Thermo Fisher Scientific) und das Immulite-System Immulite2000
(Siemens). Fiir die Auswertung wurden nur Patienten verwendet, die mittels Bestimmung des
sIgE-Wertes gegen Bienengift bei einem Cutoff von 0,35 kU/L positiv getestet wurden und
einen positiven Intrakutantest mit Bienengift aufwiesen (insgesamt 38 Patienten aus dem 1.
Patientenkollektiv). Verglichen wurden die Testergebnisse aus den serologischen
Untersuchungen mit den beiden verschiedenen rApi m 1-Allergenen beziiglich der absoluten
Hohe der gemessenen sIgE-Werte sowie der Anzahl an dadurch positiv getesteten Patienten

(Cutoff 0,35 KU/L).

In der graphischen Darstellung der gemessenen sIgE-Werte ist bereits gut sichtbar, dass sowohl
bei Messung mit dem Immulite-System als auch bei Messung mit dem ImmunoCAP mittels
rApi m 1 deutlich weniger Patienten positiv getestet werden als bei Testung mit dem
Bienengiftgesamtextrakt. Auch werden bei Anwendung des ImmunoCAP-Systems
durchschnittlich niedrigere sIgE-Werte gemessen als mittels Immulite. So lagen die bei Testung
mittels des Gesamtextrakts gemessenen sIgE-Werte durchschnittlich bei 12,80 kU/L, bei
Testung mit rApi m 1 wurde mittels Immulite im Mittel ein sIgE-Wert von 6,54 kU/L gemessen,
mittels ImmunoCAP ein sIgE-Wert von 242 kU/L. Mehr als die Hilfte der mittels
ImmunoCAP gemessenen Werte lag sogar unterhalb des Cutoffs (Median: 0,28 kU/L).
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Vergleich von ImmunoCAP und
100 Py Immulite beziiglich der
H Verteilung der gemessenen
_ T * sIgE-Werte fiir Api m 1 bei 38
=3 = = =
2 104 H * Bienengiftallergikern aus
£ 8 Kollektiv 1
(]
= v °
[ ° i
= i H
W1 ’ :
o ]
¢ 4] =.
[} L]
L]
- L]
01 & :
°
00 T T +
nat. HB Immulite ImmunoCAP
[ IgE-Werteverteilung der 38 Patienten
e Einzelwerte
0,35 kUAL IgE- Cutoff
nat. HB- Apim 1 Api m1 nat. HB- Apim 1 Api m1
Venom Immulite ImmunoCAP Venom Immulite ImmunoCAP
Maximum 100,00 54,53 28,05 Mittelwert 12,80 6,54 2,42
Perzentil 95 81,40 41,27 12,93 Standardabweichung 21,56 13,07 5,40
Perzentil 75 13,80 2,97 ,81 Varianz 464,83 170,80 29,17
Median 3,57 1,20 ,28
Perzentil 25 1,09 ,09 ,03
Perzentil 05 ,44 ,09 ,00
Minimum ,40 ,09 ,00
Ringe Statistik fiir Test?
Api m1 Api m1
N Mittlerer Rang| Rangsumme Apim1 ImmunoCAP - | ImmunoCAP -
" e N ~ a Immulite - nat. nat. HB- Apim 1
agl_‘rllr:;:‘lmullte nat. Neg-a‘tlve F‘!‘ange 34.h 19,29 656,00 HB-Venom Venom Immulite
Positive Riinge 4 21,25 85,00 Z -4,140° -5,069° -4,750°
1, c
Bindungen 0 Asymptotische Signifikan: ,000 ,000 ,000
Gesamt 38 (2-seitig)
Api m1 ImmunoCAP - Negative Range 379 19,46 720,00 Exakte Signifikanz (2- ,000 ,000 ,000
nat. HB-Venom e seitig)
Positive Rénge 1 21,00 21,00
¢ Exakte Signifikanz (1- ,000 ,000 ,000
Bindungen [1] seitig)
Gesamt 38 Punkt-Wahrscheinlichkeit ,000 ,000 ,000
Api |In1 ImlmunoCAP - Api Negative Ringe 349 20,53 698,00
m 1 Immulite .
Positive Rénge qh 10,75 43,00 a. Wilcoxon-Test
Bindungen of b. Basiert auf positiven Réangen.
Gesamt 38

Dass diese Unterschiede signifikant sind, konnte in der statistischen Auswertung bewiesen
werden. So konnte mittels Wilcoxon-Test nachgewiesen werden, dass sowohl bei Anwendung
des Immulite-Systems als auch beim ImmunoCAP mittels rApi m 1 signifikant niedrigere sIgE-
Werte als bei der Testung mit dem natiirlichen Bienengift erzielt werden (p = 0,000 in beiden
Fillen). Zudem konnte mittels Wilcoxon-Test gezeigt werden, dass bei der Testung mit dem

ImmunoCAP-System signifikant niedrigere Werte als bei der Testung mittels Immulite erzielt

werden (p=0

000).
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Anschlielend wurde noch verglichen, welcher Anteil der fiir die Auswertung verwendeten 38

Bienengiftallergiker durch das jeweilige Testsystem mittels rApi m 1 erfasst wird.

Anteil der 38 Bienengiftallergiker, der mittels
Immulite rApim1 erfasst wird

Anteil der 38 Bienengiftallergiker, der mittels
ImmunoCAP rApi m1 erfasst wird

Abbildung 49:

Vergleich der Sensitivitit von
ImmunoCAP- und Immulite-
System anhand von 38 Patienten
aus Kollektiv 1

= |mmulite: 60,5% (23 Pat.)

— |mmunoCAP: 47 4% (18 Pat.)

Bei der Testung mittels Immulite-System wurden durch rApi m 1 insgesamt 23 der 38 Patienten

positiv getestet (60,5%), wihrend durch das ImmunoCAP-System nur 18 Patienten ein

positives Testergebnis erzielten (47,4%). Dieser Unterschied konnte jedoch in der statistischen

Auswertung auch bei einseitiger Betrachtung nicht als signifikant nachgewiesen werden (p =

0,179).

Angewendetes System * Testergebnis Kreuztabelle

Testergebnis
negativ positiv Gesamt
Angewendetes System ImmunoCAP  Anzahl 20 18 38
Erwartete Anzahl 17,5 20,5 38,0
% innerhalb von 52,6% 47,4% 100,0%
Angewendetes System
Immulite Anzahl 15 23 38
Erwartete Anzahl 17,5 20,5 38,0
% innerhalb von 39,5% 60,5% 100,0%
Angewendetes System
Gesamt Anzahl 35 41 76
Erwartete Anzahl 35,0 41,0 76,0
% innerhalb von 46,1% 53,9% 100,0%
Angewendetes System
Chi-Quadrat-Tests
Asymptotische Exakte Exakte
Signifikanz | Signifikanz (24 Signifikanz (1
Wert df (zweiseitig) seitig) seitig)
Chi-Quadrat nach 1,3242 1 ,250 ,357 ,179
Pearson
KontinuitétskorrektuP ,847 1 ,357
Likelihood-Quotient 1,328 1 ,249 ,357 ,179
Exakter Test nach Fisher ,357 ,179
Anzahl der giiltigen Falle 76

a. 0 Zellen (0,0%) haben eine erwartete Haufigkeit kleiner 5. Die minimale erwartete Haufigkeit

ist 17,50.

b. Wird nur fiir eine 2x2-Tabelle berechnet
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5. Diskussion

Um gerade vor einer notwendigen spezifischen Immuntherapie genau kldren zu konnen
welches Insekt der Ausloser der anaphylaktischen Reaktion war, stehen neben der Anamnese
aktuell mit Prick- und Intrakutantestung, der Bestimmung spezifischer IgE-Antikorper gegen
die Insektengifte und ihre einzelnen Allergene und dem Basophilenaktivierungstest zahlreiche
diagnostische Moglichkeiten zur Verfiigung. Jedoch finden sich trotzdem noch immer viele
strittige Fille mit positiven Testergebnissen sowohl fiir Bienen- als auch Wespengift, in denen
die Bestimmung des auslosenden Insekts nicht eindeutig moglich ist (Tomsitz et al. 2017). Zwar
hat die tiber die Jahre immer besser entwickelte Komponentendiagnostik in vielen solchen
Fillen zur Unterscheidung zwischen einer echten, klinisch relevanten Doppeltsensibilisierung
und einer reinen Kreuzreaktion gefiihrt und in letzterem Fall das auslosende Insekt identifiziert,
jedoch stellen auch hier noch zu hiufig diagnostische Liicken oder Einfliisse durch CCDs ein
Problem bei der korrekten Unterscheidung zwischen reinen Bienen- und Wespengiftallergikern

sowie echt doppeltsensibilisierten Patienten dar.

Um solche diagnostischen Liicken oder mogliche Fehlinterpretationen moglichst gering zu
halten, ist eine umfassende Kenntnis iliber die Sensibilisierungsmuster der einzelnen
Patientengruppen und die moglichen Ausloser von klinisch nicht relevanten Kreuzreaktionen

notig.

Mittels der unter 4.1. durchgefiihrten, vergleichenden Gegeniiberstellung der IgE-Reaktivitdten
von reinen Bienen- und Wespengiftallergikern sowie von doppeltpositiv getesteten Patienten
kann ein erster Eindruck tiber die verschiedenen Sensibilisierungsmuster vermittelt werden.
Wie zu erwarten lagen bei den reinen Wespengiftallergikern die spezifischen IgE-Werte fiir die
Rekombinanten des Bienengifts in nahezu allen Féllen deutlich unterhalb des Cutoffs von 0,35
kU/L. Lediglich bei einem Patienten war fiir Api m 2 ein Wert knapp iliber dem Cutoff gemessen
worden (0,38 kU/L). Da es sich hierbei um ein homologes Protein der Hyaluronidase Ves v 2
handelt (Hemmer et al. 2004), kann eine Kreuzreaktion der Hyaluronidasen die Ursache fiir den
positiven Antikdrpernachweis gegen Api m 2 bei einem reinen Wespengiftallergiker sein. Bei
der Betrachtung der Bienengiftallergiker hingegen fanden sich mehrere Patienten mit Werten
tiber 0,35 kU/L fiir spezifisches IgE gegen Ves v 3. Da diese im Maximum jedoch einen Wert
von 0,87 kU/L erreichten, konnen auch diese durch Kreuzreaktionen aufgrund der
Verwandtschaft von Ves v 3 und Api m 5 (Blank et al. 2010) erklédrt werden. Im Durchschnitt

lagen die bei den Bienengiftallergikern aufgetretenen Werte fiir Ves v 3 jedoch unterhalb des
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Cutoffs. Allerdings =zeigten auch die reinen Wespengiftallergiker &hnlich geringe
Sensibilisierungsraten gegen Ves v 3 (Durchschnittlich 0,09 kU/L, maximal 0,55 kU/L), was
unterstreicht, dass es sich hierbei nicht um ein Hauptallergen handelt. Ahnliches zeigte sich
auch fiir Api m 4 bei Betrachtung der Bienengiftallergiker: im Gegensatz zu den Werten bei
den Hauptallergenen Api m 1, Api m 2, Api m 3 und Api m 5 wurden hier im Durchschnitt
spezifische IgE-Werte unterhalb des Cutoffs (0,293 kU/L) und im Maximum ein Wert von 2,38
kU/L gemessen. Dies steht in Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Kohler et al, die
ebenfalls nur eine moderate Sensibilisierungsrate fiir Api m 4 feststellten und dieses somit nicht
zu den Hauptallergenen zihlten (Kohler et al. 2014). Durchschnittlich wurden bei den
Bienengiftallergikern die hochsten Werte fiir Api m 1 gemessen, was dessen Rolle als
diagnostisch wichtigstes Allergen unterstreicht. Ahnliche Verteilungen der sIgE-Werte zeigten
sich bei den doppeltpositiven Patienten, jedoch lagen hier die sIgE-Werte fiir Bienen- und
Wespengift durchschnittlich hoher als bei den reinen Bienen- bzw. Wespengiftallergikern. Im
direkten Vergleich (siehe 4.1.2.) konnte dieser Unterschied jedoch nicht als signifikant
bewiesen werden. Ebenso waren die sIgE-Werte fiir die beiden Dipeptidylpeptidasen IV Ves v
3 und Api m 5 durchschnittlich hoher als bei den reinen Bienen- bzw. Wespengiftallergikern,
was auf das Vorhandensein von Kreuzreaktionen auf die homologen Proteine in der Gruppe der
doppeltpositiv getesteten Patienten hinweist. In der direkten Gegeniiberstellung konnte jedoch
auch hier trotz der bereits in der graphischen Darstellung zum Teil gut sichtbaren Unterschiede
nicht gezeigt werden, dass diese festgestellten erhohten Werte bei den doppeltpositiv getesteten
Patienten fiir die Dipeptidylpeptidasen signifikant sind. Zudem wurden in der direkten
Gegeniiberstellung noch die sIgE-Werte fiir das in der Routinediagnostik wichtige Api m 1
zwischen Bienengiftallergikern und Doppeltpositiven verglichen. Hier zeigten sich
durchschnittlich hohere sIgE-Werte fiir Api m 1 bei den reinen Bienengiftallergikern, dies ist
auch in der graphischen Darstellung klar ersichtlich. Jedoch war auch dies nicht signifikant.
Als mogliche Ursache fiir die hier aufgefiihrten zwar graphisch gut sichtbaren, jedoch nicht
signifikant nachweisbaren Unterschiede ist sicherlich die kleine Fallzahl der reinen Bienen-

(13) bzw. Wespengiftallergiker (13) anzufiihren.

Um diese Unterschiede weiter zu differenzieren, wurden anschlieBend die Verteilungen der
gemessenen Werte auf die verschiedenen semiquantitativen IgE-Klassen miteinander
verglichen (siehe 4.2.). Dieser Vergleich ergab jedoch ebenfalls keine signifikanten

Unterschiede zwischen den einfach- und doppeltpositiv getesteten Patienten.
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Bei dem ergédnzend durchgefiihrten Vergleich der Ergebnisse im Intrakutantest (4.2.3. und
4.2.4.) konnte jedoch in der graphischen Darstellung deutlich gezeigt werden, dass sowohl die
reinen Bienen- als auch die reinen Wespengiftallergiker héufiger als die doppeltpositiven
Patienten bereits bei den niedrigsten Verdiinnungsstufen eine positive Reaktion aufweisen.
Dieser graphisch sichtbare Unterschied war jedoch ebenfalls nicht signifikant, auch hier konnte
die zu geringe Fallzahl bei den einfachpositiven Patienten die Ursache sein. Negative
Ergebnisse im Intrakutantest kamen nur bei Patienten vor, die mittels der sIgE-Antikorper
doppeltpositiv getestet wurden. Sowohl dies als auch die hdufigere Reaktion auf die niedrigste
Verdiinnungsstufe bei den einfachpositiven Patienten unterstreicht sicher die Feststellung von
Sturm et al, dass die Hauttestungen im Gegensatz zu den Antikorperbestimmungen kaum oder

sogar gar nicht durch CCDs beeinflusst werden (Sturm, Jin et al. 2011).

5.1. Ursachen von doppeltpositiven Testergebnissen in der serologischen Diagnostik

In der Literatur werden die Raten an Patienten mit Doppeltpositivitit bei Routinediagnostik
mittels sIgE-Bestimmung gegen Bienen- und Wespengift zwischen 30% und 59% angegeben
(Egner et al. 1998, Miiller et al. 2009). Jedoch ist dieser Doppeltpositivitit hdufig keine
klinische Bedeutung beizumessen und systemische Reaktionen werden trotz entsprechender
Sensibilisierung nicht durch beide Insektengifte ausgeldst (Sturm et al. 2014). In dem hier
untersuchten Patientenkollektiv waren es sogar 60,6%, bei denen mittels der reinen
Antikorperbestimmung durch die Gesamtextrakte keine eindeutige Aussage zum ursidchlichen
Insekt getroffen werden konnte. Dies unterstreicht, dass die Komponentendiagnostik fiir eine
folgende Therapieplanung unerlésslich ist, um unnétige Hyposensibilisierungen gegen Bienen-
und Wespengift zu vermeiden (Brehler et al. 2013), die mit einem erhohten Risiko fiir
Nebenwirkungen und fiir neu auftretende Sensibilisierungen verbunden sind und zudem
erhohte Kosten verursachen (Blank et al. 2018). Da auch die Komponentendiagnostik nicht
immer eindeutige Aussagen liefert, ist es sicherlich von grofler Bedeutung die Haufigkeiten von
reinen, klinisch relevanten Kreuzallergien bzw. von den verschiedensten Auslosern von
Kreuzreaktionen in groBeren Patientenkollektiven zu kennen, um strittige Ergebnisse bei
einzelnen Individuen besser interpretieren und bzgl. der Entscheidung iiber die notwendige

Hyposensibilisierung werten zu konnen. Um hierzu noch weitere und evtl. genauere Daten
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liefern zu konnen, wurden alle in diesem Patientenkollektiv doppeltpositiv getesteten Patienten

auf die moglichen Ursachen dieser positiven Reaktionen untersucht.

Als Patienten mit echter Doppeltsensibilisierung wurden alle Patienten eingeordnet, die neben
einer positiven Reaktion auf beide Gesamtextrakte auch positiv sowohl auf rApi m 1 und rVes
v 5 (Phadia 1208 und 1209, CCD-frei) getestet wurden (Cutoff 0,35 kU/L), da es fiir beide
Proteine keine Homologen im jeweils anderen Insektengift gibt. Somit kann aufgrund der CCD-
freien Herstellung der rekombinanten Allergene ausgeschlossen werden, dass hierbei
filschlicherweise Patienten mit Kreuzreaktionen erfasst werden. In dem hier untersuchten
Kollektiv lag die Rate von sicher vorliegenden echten Doppeltsensibilisierungen bei 32,4% der

doppeltpositiv getesteten Patienten.

Bei den restlichen Patienten miissen auch Kreuzreaktionen als Ursache des doppeltpositiven
Ergebnisses angenommen werden. Hier ist jedoch eine eindeutige Bestimmung nicht moglich,
sondern es handelt sich lediglich um eine Interpretation der Ergebnisse. Von Kreuzreaktionen
muss ausgegangen werden, wenn bei Patienten mit Sensibilisierung gegen Bienengift und
Wespengift nur fiir eines der beiden Insektengifte sIgE-Antikorper gegen Hauptallergene
gefunden werden (Blank et al. 2010, Hemmer et al. 2001, Ollert et al. 2015). Hohes spezifisches
IgE gegen Allergene mit entsprechenden homologen Proteinen im jeweils anderen Insektengift
spricht fiir eine diesbeziigliche Kreuzreaktion. Kritisiert wurde diese Interpretation jedoch von
einigen Kollegen, die einen groBen Einfluss von CCDs postulieren, da diese bei bis zu 75% der
doppeltpositiven Patienten nachgewiesen werden konnen (Jappe et al. 2006). So wurden in
einer Studie 65% der positiven Reaktionen auf die Hyaluronidase Ves v 2 komplett auf CCD-
Kreuzreaktionen zuriickgefiihrt, wahrend wohl nur 8% durch die Peptidepitope allein ausgelost
wurden (Jin et al. 2010). Diese Vermutung, dass Kreuzreaktionen auf die Hyaluronidasen zum
groBten Teil nur durch CCDs ausgeldst werden, wurde zudem von der Beobachtung unterstiitzt,
dass die Sensibilisierungsraten gegen CCD-freies Api m 2 bei reinen Bienengiftallergikern
genauso hoch sind wie bei Patienten mit Sensibilisierung gegen Bienen- und Wespengift,
wihrend bei doppeltsensibilisierten Patienten deutlich erhohte Sensibilisierungsraten fiir die
Dipeptidylpeptidase rApi m 5 im Vergleich zu reinen Bienengiftallergikern gefunden und als
Zeichen fiir das Vorhandensein von Kreuzreaktionen aufgrund der homologen Proteinepitope

gewertet wurden (Arzt et al. 2017).

In dem hier aufgearbeiteten Patientenkollektiv wurde eine Kreuzreaktion auf die

Dipeptidylpeptidasen rApi m 5 und rVes v 3 angenommen, wenn der jeweilige Patient bei
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mindestens einem der beiden Allergene iiber dem Cutoff von 0,35 kU/L und bei dem zweiten
mindestens iiber dem Cutoff von 0,1 kU/L lag. Dies traf auf 11,8% der mittels
Komponentendiagnostik untersuchten doppeltpositiven Patienten zu — unabhéngig von CCDs,
da CCD-freie rekombinante Allergene verwendet wurden. Bei insgesamt 26,5% der
doppeltpositiven Patienten im untersuchten Kollektiv spielte die Reaktion auf die
Hyaluronidase rApi m 2 vermutlich eine wesentliche Rolle: diese wiesen eine positive Reaktion
auf rApi m 2 auf (bei Cutoff 0,35 kU/L, ebenfalls CCD-freie Herstellung), konnten hingegen
nicht als eindeutig echt doppeltsensibilisiert eingeordnet werden und zeigten auch keine
positive Reaktion auf die Dipeptidylpeptidasen. Zusammen zeigten sich somit bei insg. 38,3%
der doppeltpositiven Patienten deutliche Hinweise auf fiir die klinische Beurteilung relevante
Kreuzreaktionen durch homologe Proteine, weshalb diese in der Diagnostik nicht
vernachlédssigt werden sollten. Dies deckt sich mit den Beobachtungen von Blank et al., die den
Dipeptidylpeptidasen Api m 5 und Ves v 3 eine relevante klinische Rolle in der Diagnostik der
Insektengiftallergie zuschreiben (Blank et al. 2010). Die oben aufgefiihrten Ergebnisse legen
jedoch im Gegensatz zu den Beobachtungen von Jin et al. eine wesentlich groBere Rolle der
Hyaluronidasen unabhingig von CCDs bei Kreuzreaktionen nahe, die in der klinischen
Diagnostik nicht vernachléssigt werden sollte. Jedoch muss an dieser Stelle erwihnt werden,
dass bei den doppelpositiven Patienten in diesem Kollektiv durchschnittlich niedrigere
Sensibilisierungsraten gegen CCD-freies Api m 2 (sIgE-Mittelwert von 3,94 kU/L) als bei den
reinen Bienengiftallergikern (sIgE-Mittelwert von 12,74 kU/L) vorlagen, weshalb insgesamt
von einer eher geringeren Rolle der Hyaluronidasen im Vergleich zu den Dipeptidylpeptidasen
als Ausloser von Kreuzreaktionen ausgegangen werden muss. Bei Letzteren konnten im
Gegensatz zu Api m 2 sowohl fiir CCD-freies Api m 5 (durchschnittliche sIgE-Werte von 4,06
kU/L bei den Doppeltpositiven und von 3,68 kU/L bei den reinen Bienengiftallergikern) als
auch fiir CCD-freies Ves v 3 (durchschnittliche sIgE-Werte von 0,86 kU/L bei den
Doppeltpositiven und von 0,15 kU/L bei den reinen Wespengiftallergikern) hohere

Sensibilisierungsraten bei den doppeltpositiven Patienten nachgewiesen werden.

Hinweise fiir eine Kreuzreaktion lediglich auf Grundlage der CCDs fanden sich in diesem
Kollektiv nur bei 17,6% der doppeltpositiv getesteten Patienten. Bei 11,8% dieser Patienten
konnte mittels der durchgefiihrten Diagnostik kein Hinweis auf die Ursache der

doppeltpositiven Reaktion gefunden werden.

Angefiihrt werden muss zudem noch, dass die Anzahl der Patienten mit echter

Doppeltsensibilisierung wahrscheinlich noch iiber den hier sicher mindestens vorliegenden
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32,4% liegt, da gemdl verschiedener Studien nur ca. 84,5-89,9% der Wespengiftallergiker
durch rVes v 5 (Hofmann, Pfender, Weckesser, Blank et al. 2011, Vos et al. 2013) und nur ca.
72,2-81,7% der Bienengiftallergiker durch rApi m 1 erfasst werden (Frick et al. 2016, Kohler
et al. 2014). Entsprechend muss bei dieser Auswertung auch angenommen werden, dass bei
einigen Patienten trotz Hinweisen auf eine Kreuzreaktion durch homologen Proteine oder durch
CCDs dennoch eine echte Doppeltsensibilisierung vorliegt. Diese zu geringe Sensitivitit der
Diagnostik nur mit rVes v 5 und rApi m 1 kann durch den ergénzenden Einsatz weiterer
Hauptallergene in der Komponentendiagnostik gesteigert werden. So wurde z.B. berichtet, dass
bei bis zu 65% der Api m 1-negativen doppeltpositiven Patienten durch eine erginzende
Diagnostik mit rApi m 3 und rApi m 10 doch eine Bienengiftallergie nachgewiesen werden
kann (Frick et al. 2015). Bei den Wespengiftallergikern steigt durch die erginzende
Anwendung von rVes v 1 der Anteil der in der Komponentendiagnostik erfassten Patienten von
lediglich bis zu 89,9% durch rVes v 5 alleine auf bis zu 96,3% an (Hofmann, Pfender,
Weckesser, Blank et al. 2011, Korosec et al. 2012).

Zusammenfassend ist daher zu sagen, dass neben dem Erkennen und Interpretieren von
Hinweisen auf Kreuzreaktionen bei der Diagnostik einer Insektengiftallergie vor allem eine
moglichst liickenlose, sehr sensitive Erfassung von echten Sensibilisierungen entscheidend ist.
Hierbei spielen nach wie vor die beiden Hauptallergene Api m 1 und Ves v 5 eine entscheidende
Rolle, da diese neben einer hohen Sensitivitit (bis zu 79% bei Testung von
Bienengiftallergikern mit rApi m 1 und bis zu 90% bei Testung von Wespengiftallergikern mit
rVes v 5) auch eine sehr hohe Spezifitit aufweisen (Hofmann, Pfender, Weckesser, Huss-Marp
et al. 2011). Deren alleinige Anwendung zur Identifikation von Bienen- bzw.
Wespengiftallergikern wird jedoch als ungeniigend bewertet, da nur durch die Testung mit rApi
m 1 und rVes v 5 noch viele Insektengiftallergiker unerkannt bleiben wiirden. Dies trifft vor
allem bei den Bienengiftallergikern zu. So untersuchten Sturm et al. 40 Bienengiftallergiker
und stellten fest, dass bei der Testung mit rApi m 1 sogar 32,5% nicht erkannt werden. Bei
ergdnzender Anwendung von rApi m 2 und nApi m 4 konnten lediglich 17,5% der
Bienengiftallergiker nicht erkannt werden (Sturm, Hemmer et al. 2011). Die Autoren forderten
daher eine Ausweitung der Standarddiagnostik von einer reinen Testung mit lediglich rApi m
1 auf zumindest die ergédnzende Anwendung von rApi m 2, wiesen jedoch ausdriicklich darauf
hin, dass die Anwendung weiterer rekombinanter Allergene die Testgenauigkeit beim

Screening auf eine Bienengiftallergie weiter erhohen wiirde.
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5.2. Diagnostische Liicke bei der Testung mit rekombinanten Allergenen

Diese von Sturm et al. hervorgehobene diagnostische Liicke bei der Anwendung der
Komponentendiagnostik (Sturm, Hemmer et al. 2011) muss moglichst geringgehalten werden,
um keine relevanten Sensibilisierungen zu iibersehen und im klinischen Alltag eine moglichst
korrekte Therapieentscheidung treffen zu konnen. Bei der Diagnose einer echten
Wespengiftallergie mittels der rekombinanten Allergene kann diese durch die parallele
Diagnostik mit rVes v 1 und rVes v5 auf unter 4% gesenkt werden (Hofmann, Pfender,
Weckesser, Blank et al. 2011). Somit erreicht man hier durch Testung mit den beiden
kommerziell erhiltlichen Allergenen eine sehr hohe Sensitivitit, die sogar hoher ist als bei der
unspezifischeren Testung mit dem gesamten Wespengiftextrakt, durch die nur ca. 83-94% der

Patienten mit Wespengiftallergie erfasst werden (Bokanovic et al. 2014, Vos et al. 2013).

Bei den Bienengiftallergikern hingegen féllt die diagnostische Liicke grofer aus, hier werden
selbst bei der Testung mit rApi ml, rApi m2 und nApi m4 noch immer 17,5% nicht erfasst
(Sturm, Hemmer et al. 2011), was den Einsatz weiterer rekombinanter Allergene zur Erh6hung
der Sensitivitdt nahelegt. Eine entsprechende Untersuchung wurde von Kohler et al. 2014
durchgefiihrt, bei der 144 Bienengiftallergiker mit rApi m 1, rApi m 2, rApi m 3, nApi m 4,
rApi m 5 und rApi m 10 getestet wurden. Durch die Anwendung dieser 6 Allergene konnten
bei einem Cutoff von 0,35 kU/L 94,4% der Bienengiftallergiker korrekt diagnostiziert werden
(min. ein positives Testergebnis auf eines der Allergene), die Sensitivitit der Testung konnte

somit deutlich gesteigert werden.

Zur Uberpriifung dieser Prozentsitze und der damit verbundenen Forderung nach einer
konsequenten Testung mittels eines Panels an CCD-freien Bienengiftallergenen zur Sicherung
der Diagnose einer Bienengiftallergie erfolgte eine vergleichbare Untersuchung an dem hier

vorliegenden Patientenkollektiv (siehe 4.4.2.).

Hierbei wurden 148 Patienten mit Bienengiftallergie bzgl. ihrer Sensibilisierungsraten auf die
einzelnen Allergene untersucht. Bei Anwendung des Cutoffs von 0,35 kU/L wiesen 85,1% der
hier untersuchten Bienengiftallergiker eine Sensibilisierung gegen rApi m 1, 58,8% gegen rApi
m 2, 59,5% gegen rApi m 3, 27,0% gegen nApi m 4 und 33,8% gegen rApi m 5 auf. In der
Literatur finden sich beschriebene Sensibilisierungsraten von 72,2-81,7% fiir rApi m 1, 47.9-
52,2% fiir rApi m 2, 49,6-50,0% fiir rApi m 3, 22,9-28% fiir nApi m 4 und 58,3-61,7% fiir rApi
m 5 (Bilo et al. 2005, Frick et al. 2016, Kohler et al. 2014). Somit zeigten sich im hier
untersuchten Kollektiv hohere IgE-Reaktivititen fiir rApi m 1, rApi m 2 und rApi m 3 als in
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Vergleichsstudien berichtet, wodurch die Rolle dieser drei Allergene als Hauptallergene des
Bienengifts sicherlich betont wird. Die IgE-Reaktivitdt von nApi m 4 lag mit 27,0% im erwartet
niedrigen Bereich, jedoch wiesen mit lediglich 33,8% auch vergleichsweise wenige der hier

untersuchten 148 Bienengiftallergiker eine Sensibilisierung gegen rApi m 5 auf.

Bei Anwendung der Kombination aller o.g. Allergene zur Diagnostik konnten bei Anwendung
des Cutoffs von 0,35 kU/L insgesamt 141 der 148 Bienengiftallergiker erfasst werden, dies
entspricht einer diagnostischen Sensitivitit von 95,3%. Dies liegt sogar iiber der von Kohler et
al. erreichten Sensitivitdt von 94,4%, obwohl in dieser Studie die Bienengiftallergiker noch
zusitzlich mit rApi m 10 getestet wurden (Kohler et al. 2014). Allerdings wurden auch hier
durch die Komponentendiagnostik noch immer signifikant weniger Bienengiftallergiker als mit
der Testung mittels des reinen Bienengiftextrakts erfasst, durch die in entsprechenden Studien
bis zu 98-100% der von einer Bienengiftallergie betroffenen Patienten positiv getestet werden
(Leimgruber et al. 1993, Miiller et al. 2009). Vorteil der Komponentendiagnostik mit CCD-
freien Allergenen ist jedoch sicherlich die hohere Spezifitidt im Gegensatz zur Testung mit dem
Bienengiftextrakt. Zudem wurden in einer Studie bei Patienten mit anaphylaktischer Reaktion
nach einem Bienenstich und einem entsprechenden positiven Hauttest, die dennoch bei einem
Cutoff von 0,35 kU/L keine Reaktion auf den Bienengiftextrakt zeigten, in 66,7% positive
Reaktionen auf rApi m 3 und in 22,2% auf rApi m 1 gefunden und somit eine Bienengiftallergie
diagnostiziert (Cifuentes et al. 2014). Hierdurch zeigte sich, dass auch die Sensitivitdt der
Testung mit dem Bienengiftgesamtextrakt eingeschridnkt ist und eine erginzende
Komponentendiagnostik sicherlich stets durchgefiihrt werden sollte. Fraglich bleibt dariiber
hinaus, ob der oben beschriebene Unterschied in der Sensitivitit zwischen der Testung mit dem
reinen Bienengiftextrakt und der Komponentendiagnostik bei ergénzender Anwendung von
rApi m 10 auch noch bestanden hitte. Zudem muss diskutiert werden, ob nicht in einigen Fillen

auch die Anwendung des sensitiveren Cutoffs von 0,1 kU/L sinnvoll wire.

Dies ist vor allem bei Insektengiftallergikern mit erhdhten basalen Serumtryptasewerten
und/oder einer diagnostizierten Mastozytose wichtig, da bei diesen aufgrund niedrigerer
Gesamt-IgE-Werte gehiuft falsch-negative Hauttestungen und negative sIgE-Tests auftreten
(Miiller et al. 1990, Potier et al. 2009). So konnte bei Patienten mit einer klinisch eindeutigen
Wespengiftallergie und einer begleitenden Mastzellerkrankung nur durch die Anwendung des
Cutoffs von 0,1 kU/L sowie durch die ergidnzende Komponentendiagnostik mit rVes v 1 und
rVes v 5 (ebenfalls mit Cutoff 0,1 kU/L) die Wespengiftallergie serologisch nachgewiesen

werden. Ohne Komponentendiagnostik und bei einem Cutoff von 0,35 kU/L wurden lediglich
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bei 87,8% der betroffenen Patienten sIgE-Reaktivititen gegen Wespengift nachgewiesen, durch
die erginzende Anwendung der Komponentendiagnostik blieben bei einem Cutoff von 0,35
kU/L noch immer 8,2% der Wespengiftallergiker mit begleitender Mastzellerkrankung
unerkannt (Michel et al. 2016). Dies spricht fiir die Anwendung des erniedrigten Cutoffs bei
Hochrisikopatienten mit begleitenden Mastzellerkrankungen sowie bei Patienten mit
eindeutiger klinischer Anamnese und fehlendem Korrelat in der standardméBigen Testung.
Zudem sollte bei der Entscheidung, ob ein erniedrigter Cutoff von 0,1 KU/L angewendet wird,
die Hohe des Gesamt-IgE betrachtet werden. So haben spezifische IgE-Werte eine deutlich
hohere Signifikanz, wenn sei bei niedrigem Gesamt-IgE statt bei sehr hohen Gesamt-IgE-

Werten auftreten (Bokanovic et al. 2014).

Unstrittig ist sicherlich, dass die Herabsetzung des Cutoffs auf 0,1 kU/L mit einer erhohten
Sensitivitit einhergeht. Im Rahmen dieser Auswertung konnte gezeigt werden, dass durch die
Anwendung des Cutoffs von 0,1 kU/L 146 der 148 untersuchten Bienengiftallergiker mittels
der Komponentendiagnostik erfasst werden konnten, dies entspricht einer Sensitivitidt von
97,3%. Es ergab sich kein signifikanter Unterschied mehr zu der Testung mit dem
Bienengiftextrakt. Jedoch muss bei der Anwendung im klinischen Alltag sicherlich
beriicksichtigt werden, dass diese erhohte Sensitivitit evtl. zu Lasten der Spezifitit erreicht wird
und die Moglichkeit von félschlicherweise positiv gewerteten Ergebnissen ansteigen kann.
Daher sollte vor der Anwendung von 0,1 kU/L als Cutoff stets die Indikation streng gepriift

werden.

5.3. Einfluss der kreuzreaktiven Kohlenhydratseitenketten (CCDs) auf die Interpretation

von Testergebnissen

Wie unter 5.1. und 5.2. dargestellt, nimmt die Komponentendiagnostik mittels rekombinanter
Allergene im klinischen Alltag eine &duBlerst wichtige Stellung bei der Diagnostik der
Insektengiftallergie ein. Jedoch ist nach wie vor die eingeschrinkte Sensitivitidt dieser
Diagnostik ein Thema und wie bereits unter 5.2. diskutiert, erfasst die reine Testung mit
rekombinanten Allergenen nicht immer alle Patienten mit einer Sensibilisierung gegen den
Gesamtextrakt. Bei der Bewertung dieser diagnostischen Liicke sollte jedoch ein evtl.

vorliegender Einfluss von CCDs nicht vergessen werden, da diese vermutlich bei iliber 50%
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aller Insektengiftallergiker eine wesentliche Rolle in Bezug auf das Sensibilisierungsmuster
spielen (Hemmer et al. 2001) und spezifische IgE-Antikorper gegen diese alpha-1,3-Fucose-
Seitenketten schitzungsweise fiir bis zu 75% der Doppeltsensibilisierungen gegen Bienen- und
Wespengift verantwortlich sind (Jappe et al. 2006). Das Vorliegen von anti-CCD IgE kann
mittels eines CCD-Marker wie z.B. MUXF3 oder der Cysteinprotease Bromelain bewiesen
werden (Ollert et al. 2015). Jedoch schlieBt das Vorhandensein einer Sensibilisierung gegen
CCDs nicht aus, dass die oben beschriebene diagnostische Liicke zwischen der Testung mit
dem Gesamtextrakt und der Komponentendiagnostik durch die fehlende Verfiigbarkeit weiterer
rekombinanter Allergene oder durch die zu geringe Sensitivitét der verfiigbaren rekombinanten
Allergene statt durch eine CCD-Reaktion zu erkléren ist (Aberer et al. 2017, Sturm, Jin et al.
2011). Eine reine CCD-Reaktion wird erst dann sicher auszuschlieBen sein, sobald eine Testung
des Gesamtextraktes — auf die wegen der nicht vollstindigen Erfassung aller Allergiker mittels
der rekombinanten Allergene nicht verzichtet werden sollte — ohne gleichzeitiges Auftreten von
CCD-Reaktivitdat moglich ist. Einen Losungsversuch fiir dieses Problem stellte die Anwendung
von CCD-Inhibitoren dar, die dem zu testenden Patientenserum beigemischt werden. Die CCD-
Inhibitoren, die selbst die kreuzreagierenden Seitenketten tragen, konkurrieren mit der
Testsubstanz (z.B. dem Insektengiftgesamtextrakt) um die Bindung der CCD-spezifischen IgE-
Antikorper und konnen so eine Bindung des CCD-spezifischen IgE an die CCDs der
Testsubstanz und somit mogliche durch die CCDs ausgeloste falsch-positive Ergebnisse
verhindern (Altmann 2016). Jedoch ist bisher keine vollstandige CCD-Inhibition moglich, in
einer aktuellen Studie wurde diese nur in 41,9% erreicht, wihrend bei 51,2% der untersuchten
Patienten nur eine teilweise Inhibition sowie bei 7% gar keine Inhibition erreicht werden konnte
(Aberer et al. 2017). Folglich sind auch weiterhin genauere Untersuchungen bzgl. der IgE-
Reaktivititen der einzelnen Allergene sowie zu der Aussagekraft von Testungen mit CCD-

Markern notwendig.

Korosec et al. fiihrten z.B. an, dass eine solche diagnostische Liicke nicht durch CCD-
Reaktivitdt bedingt sein muss, sondern durch die mangelnde Sensitivitidt der verwendeten
rekombinanten Allergene. So wurde dem kommerziell erhéltlichen rApi m 1 (CCD-freies rApi
m 1) eine zu niedrige Sensitivitit fiir die korrekte Diagnose einer Bienengiftallergie
zugeschrieben und der Einsatz verbesserter diagnostischer Tests gefordert, da durch die
Testung mit nApi m 1 ein deutlich groBerer Anteil (91%) der untersuchten Bienengiftallergiker
als bei der Testung mit rApi m 1 (57%) erfasst wurde und sich dieser Unterschied besonders
deutlich bei Patienten mit anamnestisch schwereren anaphylaktischen Reaktionen zeigte
(Korosec et al. 2011). Ein Einfluss von CCDs, die im natiirlichen Allergen enthalten sind,
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wurde in dieser Untersuchung fiir nicht wahrscheinlich angesehen, da nur 9% der untersuchten
Bienengiftallergiker (16 von 174) eine IgE-Reaktivitit gegeniiber CCDs zeigten und nur ein

kleiner Teil dieser Patienten (insg. 6) auf nApi m 1 jedoch nicht auf rApi m 1 reagierten.

Die von Korosec et al. berichteten Prozentsiitze decken sich mit den unter 4.5.1. aufgefiihrten
Ergebnissen der hier untersuchten Patienten. Bewertet wurden hier die Ergebnisse bei Testung
mit dem natiirlichen Api m 1 sowie mit rApi m 1, dass entweder in Sf9- oder in Tni-
Insektenzellen hergestellt wurde. Der wesentliche Unterschied zwischen den verwendeten
rekombinanten Allergenen lag bei den kreuzreaktiven Kohlenhydratseitenketten. Diese CCDs
werden bei Produktion der Allergene in Spodoptera frugiperda (Sf9)-Insektenzellen nicht
exprimiert, wahrend sie bei Allergenen, die in Trichoplusia ni (Tni bzw. HighFive)-
Insektenzellen produziert wurden, vorhanden sind (Seismann, Blank, Braren et al. 2010). Von
den hier untersuchten 83 Patienten mit Sensibilisierung gegen Bienengift (sIgE von 0,35 kU/L
oder hoher) und einer entsprechenden Anamnese wurden lediglich 57,8% bei der Testung mit
CCD-freiem rekombinanten rApi m 1 (S19), aber 84,3% bei der Testung mit nApi m 1 erfasst.
Somit lag die Sensitivitidt der Testung mit rApi m 1 aus Sf9-Insektenzellen in diesem Fall
deutlich unterhalb der in mehreren Studien festgestellten Sensibilisierungsraten von 72,2-
81,7% (Bilo et al. 2005, Frick et al. 2016, Kohler et al. 2014), wihrend bei Testung mit nApi
m 1 deutlich mehr Patienten erfasst wurden. Jedoch wurden das hier untersuchte
Patientenkollektiv nicht beziiglich einer begleitend vorliegenden Sensibilisierung gegen
Wespengift untersucht, wihrend bei Korosec et al. nur Patienten verwendet wurden, die keine
Sensibilisierung gegen Wespengift aufwiesen (sIgE < 0,35 kU/L). Folglich muss bei der
Interpretation der hier vorliegenden Testergebnisse auf jeden Fall eine evtl. vorliegende
Reaktion auf CCDs berticksichtigt werden, zumal nahezu alle der untersuchten Patienten (iiber
95%) mittels des CCD-tragenden rApi m 1 aus Tni-Insektenzellen positiv getestet wurden. Dies
legt nahe, dass der festgestellte Unterschied zwischen den Sensibilisierungsraten auf rApi m 1
(S19) und nApi m 1 vor allem durch die CCD-Reaktivitit der Patienten bedingt ist. Auch wiesen
die Patienten, die durch nApi m 1 aber nicht durch rApi m1 (Sf9) erfasst wurden, vor allem
niedrige IgE-Reaktivititen bei Testung mit nApi m 1 auf (Werte zwischen 0,35-3,50 kU/L, v.a.
IgE-Klasse I und II, siche Abb. 33 unter 4.5.1.). Diese geringen Differenzen in der IgE-
Reaktivitit, die jedoch zu einer positiven Bewertung bei Testung mit nApi m 1 fiihrten, konnten
nur durch die zusétzliche Reaktion auf CCDs bedingt sein, da es sich beim Vergleich von CCD-
freiem und CCD-haltigem rApi m 1 bzgl. der Verteilung auf die verschiedenen IgE-Klassen

dhnlich verhilt.
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5.3.1. Unterschiede zwischen CCD-negativen Patienten und Patienten mit hohem CCD-

spezifischen IgE bei der Testung mit natiirlichen und rekombinanten Allergenen

Zur Untersuchung der Rolle des CCD-Einflusses bei Testung mit nApi m 1 wurde bereits von
Jakob et al. eine umfassende Auswertung der IgE-Reaktivititen von Bienengiftallergikern
durchgefiihrt, bei der festgestellt wurde, dass sich die IgE-Reaktivitdten gegeniiber CCD-freiem
rApi m 1 und natiirlichem Api m 1 bei CCD-negativen Patienten mit Bienengiftallergie nicht
unterscheiden (Jakob et al. 2012). Daraus wurde die Schlussfolgerung gezogen, dass gerade in
dieser Gruppe allenfalls eine Minderheit der Bienengiftallergiker, die nicht von rApi m 1 erfasst
werden, durch nApi m 1 positiv getestet werden wiirde und somit in der Routinediagnostik der
Vorteil von CCD-freiem rApi m 1 iiberwiegt, da dieses keine CCD-bedingten falsch-positiven
Ergebnisse liefert. Im Rahmen der unter 4.5.2. beschriecbenen Auswertung der
Bienengiftallergiker nach Aufteilung in CCD-negative Patienten (sIgE MUXF3 < 0,35 kU/L)
und Patienten mit hohem CCD-spezifischen IgE (sIgE MUXF3 > 0,70 kU/L) zeigte sich ein
vergleichbares Ergebnis: bei Betrachtung der 44 Patienten, die kaum oder gar keine Reaktivitét
bzgl. des CCD-Markers MUXF3 zeigten, konnte kein signifikanter Unterschied mehr zwischen
der Testung mit nApi m 1 und mit dem CCD-freien rApi m 1 (Sf9) gefunden werden (p =
0,332). Es wurden jeweils 79,5% bzw. 68,2% der Bienengiftallergiker positiv getestet. Dies
korreliert gut mit den in der Literatur fiir Api m 1 beschriebenen Sensibilisierungsraten von
72,2-81,7% (Bilo et al. 2005, Frick et al. 2016, Kohler et al. 2014). Hingegen waren die
Unterschiede zwischen den beiden Testverfahren bei den 27 Patienten mit hohen CCD-
spezifischen IgE-Werten noch groBer als bei der Auswertung aller 83 Patienten mit
Bienengiftsensibilisierung. Hier wurden sogar 92,6% der untersuchten Patienten mittels nApi
m 1 positiv getestet (im Vergleich zu 84,3% bei Betrachtung aller Patienten), wihrend nur
33,3% durch das CCD-freie rApi m 1 (Sf9) erfasst wurden (im Vergleich zu 57.8% bei
Betrachtung aller Patienten). Zusammenfassend zeigt diese Auswertung somit deutlich, dass
der Unterschied zwischen der Sensitivitit einer Testung mit nApi m 1 und CCD-freiem rApi m
1 vor allem bei Patienten mit hohem CCD-spezifischen IgE vorliegt. Bei Patienten, die keine
oder nur eine sehr niedrige CCD-Reaktivitit aufweisen, konnte in Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen von Jakob et al. auch in der hier durchgefiihrten Untersuchung kein signifikanter
Unterschied zwischen den Testungen mit den beiden Allergenen nachgewiesen werden. Somit
kann angenommen werden, dass der Sensitivitdtsunterschied zwischen nApi m 1 und dem
CCD-freien rApi m 1 (Sf) bei den Patienten mit hoher CCD-Reaktivitit vermutlich zu einem
grofen Teil auf die CCD-Reaktivitit zuriickzufiihren ist. Jedoch darf die sehr niedrige
Sensitivitidt von nur 33,3% bei Testung der CCD-reaktiven Patienten mit dem CCD-freien rApi
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m 1 nicht vergessen werden: diese lag deutlich unter den in der Literatur berichteten
Sensibilisierungsraten fiir Api m 1 (72,2-81,7%, siehe oben). Deshalb muss davon ausgegangen
werden muss, dass in dieser Patientengruppe bei Testung mit CCD-freiem rApi m 1 einige
Patienten mit einer klinisch relevanten Sensibilisierung gegen Bienengift nicht erfasst, also
falsch-negativ getestet werden, und der Sensitivititsunterschied zur Testung mit nApi m 1 nicht

unbedingt allein durch die CCD-spezifische IgE-Reaktivitit der Patienten erklidrt werden kann.

Jedoch lag bei dieser Patientengruppe mit hohem CCD-spezifischen IgE kein signifikanter
Unterschied mehr zwischen der Testung mit nApi m 1 und dem CCD-haltigen rApi m 1 (Tni)
vor. Diese nahezu gleiche Sensitivitdt der Testungen mit nApi m 1 (92,6% positiv getestete
Patienten) und dem CCD-haltigen rApi m 1 (Tni) (96,3% positiv getestete Patienten) bei den
CCD-reaktiven Patienten unterstreichen den Einfluss der CCDs auf die Testergebnisse bei
dieser Patientengruppe. Somit muss angenommen werden, dass durch nApi m 1 bei Patienten
mit hohem CCD-spezifischen IgE falsch-positive Testergebnisse erzielt werden, die keine echte
Sensibilisierung gegen Api m 1, sondern eine reine CCD-Reaktivitit wiederspiegeln. Gerade
bei einem solchen Patientenklientel ist somit davon auszugehen, dass die Anwendung von
CCD-freien rekombinanten Allergenen einen deutlichen Vorteil bzgl. der Spezifitiat der
Testung bietet. Die oben beschriebene, evtl. zu geringe Sensitivitit der Testung kann durch die
zusitzliche Testung mit weiteren CCD-freien rekombinanten Allergenen ausgeglichen werden,

wodurch eine Sensitivitit der Testung von bis zu 95% erreicht werden kann (vgl. 4.4.2.).

Der Nachweis von hohen CCD-spezifischen IgE-Werten, z.B. durch die Testung mit MUXF3,
kann somit auch eine Erklarung fiir eine evtl. vorliegende diagnostische Liicke zwischen der
Testung mit CCD-freien rekombinanten Allergenen und mit dem CCD-enthaltenden
Insektengiftgesamtextrakt liefern. Da jedoch, wie bereits oben aufgefiihrt, eine vorliegende
CCD-Reaktivitdt dennoch nicht ausschlieBen kann, dass eine Sensibilisierung gegen ein
anderes, nicht getestetes Allergen vorliegt (Aberer et al. 2017, Sturm, Jin et al. 2011), ist genau
abzuwigen, ob in einem solchen Fall bei doppeltsensibilisierten Patienten dennoch eine
Hyposensibilisierung gegen beide Insektengifte eingeleitet werden sollte oder ob man aufgrund
der vorliegenden CCD-Reaktivitit von einer klinisch irrelevanten Kreuzreaktion ausgehen und
sich gegen eine zweite Hyposensibilisierung entscheiden kann. Hier spielt sicherlich eine Rolle,
ob die Hohe der vorliegenden CCD-spezifischen IgE-Antikorper in Korrelation mit der

entsprechenden IgE-Reaktivitit gegen die Seitenketten steht.

93



Unter 4.5.2. wurde bereits gezeigt, dass bei Patienten mit IgE-Werten von < 0,35 kU/L bei
Testung mit dem CCD-Marker MUXF3 eine CCD-bedingte Kreuzreaktion nahezu
ausgeschlossen werden kann. Dies unterstreicht die bereits von vielen Kollegen postulierte
Notwendigkeit  einer  Testung  bzgl.  CCD-spezifischer  IgE-Antikdrper  bei
doppeltsensibilisierten Insektengiftallergikern, um eine genauere Einordnung in Bezug auf
vorhandene Kreuzreaktionen zu ermdglichen (Hemmer et al. 2004, Ollert et al. 2015). Dass der
CCD-Marker MUXF3 fiir diese Unterscheidung zwischen CCD-negativen und CCD-positiven
Patienten geeignet ist, wurde bereits von Mertens et al. bewiesen: durch Testung mit MUXF3
kann bei Anwendung eines Cutoffs von 0,35 kU/L mit einer Sensitivitdt von 96% und einer
gleichzeitigen Spezifitdt von 97% zwischen CCD-negativen Patienten und Patienten mit einer
vorliegenden CCD-spezifischen IgE-Reaktivitit unterschieden werden (Mertens et al. 2011).
Eine nihere Untersuchung der CCD-positiven Patienten bzgl. der Stirke dieser IgE-Reaktivitit
war nicht erfolgt. Um jedoch bei einem Patienten mit Sensibilisierung gegen den
Gesamtextrakt, der bei Testung mit den rekombinanten Allergenen keine entsprechende
Sensibilisierung aufweist, aus dem Nachweis von CCD-spezifischem IgE auf eine reine
Kreuzreaktion schlieBen zu konnen, miisste ein eindeutiger Zusammenhang zwischen der Hohe
des CCD-spezifischen IgE beim Patienten und der Stdrke seiner IgE-Reaktivitit gegen
vorliegende kreuzreaktive Kohlenhydratseitenketten 1im entsprechenden Insektengift

nachgewiesen sein.

5.3.2. Zusammenhang von Hohe der CCD-spezifischen IgE-Antikorper und Stédrke der CCD-

spezifischen IgE-Reaktivitdt beim einzelnen Patienten

Unter 4.5.3. sind die Ergebnisse des direkten Vergleichs der CCD-bezogenen IgE-Reaktivitit
einzelner Patienten mit der Hohe ihrer CCD-spezifischen IgE-Antikorper dargestellt. Die IgE-
Reaktivitit des einzelnen Patienten wurde anhand des Unterschiedes der IgE-Werte bei
Bestimmung der sIgE-Werte fiir CCD-freie Allergene aus Sf9-Insektenzellen und fiir CCD-
haltige Allergene aus Tni-Insektenzellen gemessen und mittels der Differenz der beiden Werte
(sIgE rApi m 1 bzw. 2 (Tni) abziiglich sIgE rApi m 1 bzw. 2 (Sf9)) dargestellt. Die Hohe der
beim jeweiligen Patienten vorhandenen CCD-spezifischen IgE-Antikorper wurde mittels des
CCD-Markers MUXF3 gemessen. Sowohl bei der Untersuchung mit verschieden hergestelltem
rApi m 1 als auch mit rApi m 2 wurden signifikant hohere sIgE-Werte durch die Testung mit
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dem in Tni-Insektenzellen hergestellten, CCD-haltigen Allergenen gemessen sowie durch
selbiges signifikant mehr Patienten positiv getestet, weshalb von einem eindeutigen CCD-
Einfluss auf die Testergebnisse und von einer durchschnittlich erhdhten IgE-Reaktivitit gegen
CCDs bei den untersuchten Patienten ausgegangen werden kann. Insgesamt wiesen nur 4
Patienten bei Testung mit rApi m 1 (4,2%) und nur 6 Patienten bei Testung mit rApi m 2 (6,1%)
gleich hohe oder sogar hohere Werte bei der Testung mit dem CCD-freien Allergen im

Vergleich zum CCD-haltigen Allergen auf.

Fiir die Uberpriifung des Zusammenhangs zwischen der Hohe des mittels MUXF3 bestimmten
CCD-spezifischen IgEs und der CCD-spezifischen IgE-Reaktivitit bei den einzelnen Patienten
wurde sowohl fiir die Testung mit rApi m 1 als auch fiir rApi m 2 die Korrelation zwischen
dem IgE-Wert fiir MUXF3 und der Differenz zwischen den IgE-Werten von CCD-haltigem
und CCD-freiem Allergen berechnet. Patienten mit Testergebnissen von < 0,1 kU/L sowohl fiir
CCD-freies Allergen (Sf9) als auch fiir CCD-haltiges Allergen (Tni) wurden von der
Auswertung ausgeschlossen, da aufgrund der komplett negativen Testergebnisse kein
Riickschluss auf eine vorliegende CCD-abhidngige Reaktivitit gezogen werden konnte. Bei
beiden Auswertungen zeigte sich eine schwache positive Korrelation zwischen der Hohe des
gemessenen CCD-spezifischen IgE und der abgeschitzten IgE-Reaktivitit auf die CCDs. Dies
war jedoch nur bei der Auswertung der IgE-Reaktivitdten auf das verschieden hergestellte rApi

m 1 signifikant.

Somit kann bei Nachweis von CCD-spezifischem IgE aus dessen Hohe nur sehr bedingt auf die
Stiarke einer vorhandenen CCD-bezogenen IgE-Reaktivitit beim jeweiligen Patienten
geschlossen werden. Aufgrund der lediglich schwachen positiven Korrelation kann daher bei
der Bewertung von Patienten mit Sensibilisierung gegen Bienen- und Wespengift nur bei sehr
hohem CCD-spezifischen IgE davon ausgegangen werden, dass eine CCD-Reaktivitdt die
alleinige Ursache der Doppeltsensibilisierung sein kann. Mittels der durchgefiihrten
Untersuchungen konnte somit keine wesentliche Verbesserung bei der Bewertung von

doppeltsensibilisierten Patienten mit nachgewiesener Reaktion auf CCDs erreicht werden.
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5.4. Vergleichbarkeit verschiedener Testsysteme in der komponentenbasierten

Allergiediagnostik

In der Diagnostik der Insektengiftallergiker werden aktuell zwei verschiedene Testsysteme
verwendet: das weitverbreitete, nahezu standardméfig verwendete ImmunoCAP-System
(Thermo Fisher Scientific), bei dem es sich um einen Immunoassay mit fester Phase handelt,
sowie das Immulite-System (Siemens), bei dem es sich um einen Immunoassay mit fliissiger
Phase handelt (Ollert et al. 2005, Schrautzer et al. 2016). Mehrfach wurde in der Vergangenheit
bereits die zu geringe Sensitivitit des in der Routinediagnostik verwendeten rekombinanten
Apim 1 fiir die Diagnose der Bienengiftallergie diskutiert, dies auch in Zusammenhang mit der
Anwendung der verschiedenen Testsysteme. So wurden in einer Studie anhand von 266
Patienten mit Bienengiftallergie die Sensitivitdt von rApi m 1 bei Anwendung von CAP- und
Immulite-System miteinander verglichen. Hierbei zeigte sich fiir das ImmunoCAP-System
lediglich eine Sensitivitdt von 68,4%, wihrend bei gleicher Spezifitdt mittels des Immulite-
Systems eine Sensitivitit von 83,1% erzielt werden konnte (Schrautzer et al. 2016). Ahnliches
zeigte sich bei einer Untersuchung von 134 Patienten mit Monosensibilisierung gegen
Bienengift, bei der mittels ImmunoCAP bei Testung mit rApi m 1 lediglich 54,5% positiv
getestet wurden, mittels Immulite-System jedoch 76,9%. Selbst durch die Anwendung des
gesamten Panels an kommerziell verfiigbaren rekombinanten Bienengiftallergenen (rApi m
1,2,3,5 und 10) lag die Sensitivitit des CAP-Systems bei dieser Untersuchung mit 71,6% noch
unter der Sensitivitdt des Immulite-Systems bei Testung nur mit rApi m 1 (Arzt et al. 2017).
Diese Beobachtungen decken sich mit den unter 4.6. aufgefiihrten Ergebnissen beim Vergleich
der rApi m 1-Testungen mittels Phadia UniCAP250 (Thermo Fisher Scientific) und
Immulite2000  (Siemens  Healthcare  Diagnostics). Bei den  untersuchten 38
Bienengiftallergikern (IgE = 0,35 kU/L bei Testung mit Bienengift und positiver Intrakutantest)
zeigte sich bei Testung mit dem ImmunoCAP-System eine Sensitivitidt von 47,4% fiir rApi m
1, wihrend beim Immulite-System eine Sensitivitdt von 60,5% vorlag. Dieser Unterschied war
jedoch bei einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 nicht signifikant. Jedoch wurden bei
dem Vergleich der gemessenen IgE-Werte bei der Messung mittels des ImmunoCAP-Systems
signifikant niedrigere Werte als mittels des Immulite-Systems erzielt. Die fiir rApi m 1
gemessenen sIgE-Werte lagen jedoch bei beiden Systeme durchschnittlich deutlich unterhalb

der mittels des Bienengiftgesamtextrakts gemessenen Werte.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse in Ubereinstimmung mit den oben aufgefiihrten

Studien, dass die Testung mittels des Immulite-Systems in Bezug auf die korrekte Diagnose
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einer Bienengiftallergie mittels rApi m 1 deutlich sensitiver als das weitverbreitete
ImmunoCAP-System ist. Jedoch muss einschrinkend angefiihrt werden, dass die von beiden
Testverfahren in der hier durchgefiihrten Untersuchung erzielten Sensitivititen deutlich
unterhalb der in der Literatur fiir Api m 1 berichteten Sensibilisierungsraten von 72,2-81,7%
(Bilo et al. 2005, Frick et al. 2016, Kohler et al. 2014) liegen. Dies kann an der relativ kleinen
hier untersuchten Patientenanzahl liegen, weshalb die Interpretation der hier vorliegenden

Ergebnisse nur eingeschrénkt gelten kann.

Weitere Untersuchungen haben zudem gezeigt, dass eine solche bessere Sensitivitdt des
Immulite-Systems nicht generell angenommen werden kann. So zeigte sich in der
Untersuchung von Schrautzer et al. keine Uberlegenheit des Immulite bei der Testung mit dem
Bienengiftgesamtextrakt, zudem war der ImmunoCAP bei der Diagnostik einer
Wespengiftallergie beziiglich Sensitivitiat und Spezifitét liberlegen (Schrautzer et al. 2016).
Jedoch diirfen neue Untersuchungen nicht auler Acht gelassen werden, die falsch-positive
Testergebnisse aufgrund von CCD-Reaktivitit beim ImmunoCAP nachgewiesen haben. In
einer Studie wurde gezeigt, dass die beim ImmunoCAP als solide Tréagersubstanz verwendete
Zellulose geringe variable Mengen an CCDs aufweist, die bei Patienten mit hohen Leveln an
CCD-spezifischen IgE-Antikorpern trotz Verwendung CCD-freier Allergene falsch-positive
Testergebnisse von bis zu 2 kU/L hervorrufen konnen (Hemmer et al. 2018). Somit muss auch
eine solche falsch-positive Reaktion als mogliche Ursache der hoheren Sensitivitdt des
ImmunoCAP-Systems bei der Diagnostik der Wespengiftallergie in Betracht gezogen werden,
weshalb sicherlich weitere Untersuchungen an ausreichend groflen, klar definierten
Patientenkollektiven notwendig sind, um eine genauere Aussage beziiglich der

unterschiedlichen Sensitivitédt der beiden Immunoassay-Systeme treffen zu konnen.
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5.5. Ubersicht iiber Ergebnisse und Limitationen der Arbeit

In Ubereinstimmung mit bereits verdffentlichten Daten zeigte sich im Rahmen der hier
durchgefiihrten Auswertungen zur Charakterisierung der serologischen Immunreaktivitit von
Insektengiftallergikern mit 60,6% eine hohe Rate an Insektengiftallergikern mit
Doppeltpositivitdat bzgl. Bienen- und Wespengift. Bei der genaueren Untersuchung dieser
Patienten konnte bei 38,3% dieser Patienten die Doppeltpositivitit auf eine CCD-unabhéngige
Kreuzreaktion durch homologe Proteine zuriickgefiihrt werden. Im Gegensatz zu bisher
verOffentlichten Daten konnte hier gezeigt werden, dass in diesem Rahmen auch die
Hyaluronidase Api m 2 eine relevante Rolle spielt — 26,5% der doppeltpositiven Patienten
wiesen eine CCD-unabhiéngige diesbeziigliche Sensibilisierung auf, wihrend keine
Sensibilisierung gegen die ebenfalls untersuchten Dipeptidylpeptidasen Api m 5 und Ves v 3
vorlag (vgl.4.3.2.).

Bei nédherer Untersuchung der Bienengiftallergiker bzgl. der korrekten Erfassung durch die
Anwendung rekombinanter Allergene konnten insg. 95,3% der Patienten mittels kombinierter
Testung mit rApi m 1, rApi m 2, rApi m 3, nApi m 4 und rApi m 5 korrekt diagnostiziert
werden. Die hier ermittelte Sensitivitit der Komponentendiagnostik lag liber den bisher
berichteten max. 94,4% (Kohler et al. 2014), jedoch bestand noch immer ein signifikanter

Unterschied zur Testung mit dem Gesamtextrakt.

Zur genaueren FEinordnung der, bei der mit rekombinant hergestellten Allergenen
durchgefiihrten Untersuchung verbliebenen, diagnostischen Liicke wurde die von Korosec et al
2011 aufgestellte These, dass diese Liicke durch die mangelnde Sensitivitét der rekombinanten
Allergene im Gegensatz zu natiirlichen Allergenen bedingt sei, iiberpriift. Durch die
Auswertung der hier vorliegenden Daten konnte gezeigt werden, dass bei Patienten ohne CCD-
spezifischem IgE kein Unterschied zwischen einer Testung mit rApi m 1 und nApi m 1 besteht
(vgl.4.5.2.) und die o.g. These von Korosec et al. somit wiederlegt werden. Bei den Patienten
mit hohem CCD-spezifischen IgE wurden hingegen durch nApi m 1 signifikant mehr
Bienengiftallergiker positiv getestet, der Unterschied ist jedoch durch die hier enthaltenen
CCD’s und nicht durch die mangelnde Sensitivitdt des rekombinanten Allergens zu erkliren.
Dies deckt sich mit den von Jakob et al. 2012 veroffentlichten Daten zur Untersuchung der
Rolle des CCD-Einflusses bei Testung mit nApi m 1. Eine gute Korrelation zwischen der Hohe

des CCD-spezifischen IgE und der tatsdchlich beim jeweiligen Patienten vorliegenden CCD-
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Reaktivitit konnte jedoch nicht gefunden werden, es zeigte sich nur eine geringe positive

Korrelation in den im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Auswertungen (vgl. 4.5.3.).

Bei dem anhand der vorliegenden Daten erfolgten Vergleich der beiden aktuell verwendeten
Testsysteme konnte gezeigt werden, dass mittels des Immulite-Systems (Siemens)
durchschnittlich hohere sIgE-Werte bei der Testung mit rApi m 1 als beim ImmunoCAP-
System (Thermo Fisher Scientific) erzielt werden. Die Sensitivitit der Testung von
Bienengiftallergikern mit rApi m 1 lag bei 60,5% (Immulite) bzw. bei nur 47,4% mit dem
ImmunoCAP-System. Dies deckt sich mit den Daten von Schrautzer et al. 2016 und Arzt et al.
2017. Dass dies zu einem signifikanten Unterschied bzgl. der Sensitivitdt zwischen den beiden

Testverfahren fiihrt, konnte hier jedoch nicht nachgewiesen werden.

Limitierend waren bei den durchgefiihrten Auswertungen die zum Teil geringen
Patientenzahlen = beim  Vergleich  verschiedener  Untergruppen der  einzelnen
Patientenkollektive. So zeigten sich beispielsweise beim Vergleich der reinen Bienen- und
Wespengiftallergiker (jeweils nur 13 Patienten) mit den doppeltpositiven Patienten des
Kollektivs 1 zwar Unterschiede bzgl. der durchschnittlichen sIgE-Werte fiir die
Gesamtextrakte, das Hauptallergen Api m 1 und die Dipeptidylpeptidasen Ves v 3 und Api m

5, diese waren jedoch bei keiner Auswertung signifikant (siehe 4.1.2. und 4.1.3.).

Eine weitere Limitation der Auswertung ist sicherlich das Fehlen von sIgE-Werten fiir Api m
10 bei den untersuchten Patientenkollektiven, da dieses mit Sensibilisierungsraten von bis zu
61,8 % ein weiteres Hauptallergen des Bienengifts darstellt (Kohler et al. 2014) und bereits
gezeigt werden konnte, dass durch die Testung mit rApi m 10 auch ein groBer Teil der Api m
I-negativen Bienengiftallergiker erfasst wird (Frick et al. 2015). So konnte unter 4.4.2. zwar
gezeigt werden, dass mittels der Allergene rApi m 1, rApi m 2, rApi m 3, nApi m 4 und rApi
m 5 953% der Bienengiftallergiker erfasst werden, es bestand allerdings weiterhin ein
signifikanter Unterschied zur Testung mit dem Bienengiftgesamtextrakt, obwohl der hier
festgestellte Wert sogar iiber den bisher verdffentlichten max. 94,4% durch eine Kombination
an verschiedenen Allergenen positiv getesteten Bienengiftallergikern lag (Kohler et al. 2014).
Durch die fehlenden Daten fiir Api m 10 muss daher offenbleiben, ob eine ergénzende Testung
mit Api m 10 noch weitere, bisher negativ getestete Bienengiftallergiker erfasst hitte und evtl.
sogar die vorliegende diagnostische Liicke im Vergleich zum Gesamtextrakt vollstindig
geschlossen hitte. Zudem hitte eine Untersuchung der Patienten bzgl. ihrer Reaktivitéit auf Api

99



m 10 aufgrund des Fehlens eines homologen Proteins im Wespengift zur genaueren Einordnung
der doppeltpositiven Patienten im Hinblick auf echte Doppeltsensibilisierung oder reine

Kreuzreaktion unter 4.3. beitragen kénnen.

Zudem handelte es sich bei den fiir die Auswertungen verwendeten Allergenen groftenteils um
Prototypen fiir die klinische Forschung, es wurden nur in Einzelfédllen Untersuchungen mittels
kommerziell erhiltlicher Immunoassays durchgefiihrt (z.B. mittels HBV/il und YJY/i3 der
Firma Siemens Healthcare Diagnostics im Patientenkollektiv 1). Dies kann evtl. zu einer
gewissen Beeinflussung der Messergebnisse und zu einer nicht vollstindigen
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse bei Anwendung der kommerziell erhiltlichen Produkte

gefiihrt haben.
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6. Zusammenfassung

Durch die hier erfolgte Untersuchungen der verschiedenen IgE-Reaktivititen von insgesamt
269 Patienten mit Bienen- und/oder Wespengiftallergie konnte ein umfangreicher Uberblick
tiber die serologische Immunreaktivitdt der Insektengiftallergiker gewonnen und diese bzgl.
auftretender Unterschiede zwischen Einfach- und Doppeltsensibilisierten sowie zwischen
Patienten mit und ohne CCD-spezifischer IgE-Reaktivitit untersucht werden. Zudem konnten
weiterfiihrende ~ Untersuchungen  bzgl. der  Sensitivitit und  Spezifitit  der
Komponentendiagnostik sowie verschiedener, hierfiir verwendeter Testsysteme durchgefiihrt

werden.

Beim Vergleich von Patienten mit Monosensibilisierung gegen Bienen- oder Wespengift mit
doppeltsensibilisierten Patienten zeigten sich bei den Doppeltpositiven durchschnittlich hohere
sIgE-Werte bei Testung mit den Gesamtextrakten sowie mit den Dipeptidylpeptidasen Ves v 3
und Api m 5. Zwar waren diese Unterschiede in der hier durchgefiihrten Auswertung aufgrund
der vermutlich zu niedrigen Fallzahlen bei den monosensibilisierten Patienten nicht signifikant,
jedoch weisen diese durchschnittlich erhohten Werte auf einen deutlichen Einfluss von
Kreuzreaktionen auf homologe Proteine beim Auftreten doppeltpositiver Testergebnisse in der
Routinediagnostik mittels der Insektengiftgesamtextrakte hin. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen von Arzt et al., die beim Vergleich von Bienengiftallergikern mit
doppeltsensibilisierten Patienten mehr als 2-fach erhohte Werte fiir Api m 5 bei den
Doppeltsensibilisierten feststellten (Arzt et al. 2017). Da bei der Diagnostik mittels Bienen- und
Wespengift durchschnittlich 30-59% (Egner et al. 1998, Miiller et al. 2009) oder, wie im
Rahmen dieser Untersuchung gemessen, sogar bis zu 60,6% der Patienten eine solche
Doppeltpositivitit aufweisen, sollten mogliche Kreuzreaktionen auf homologe Proteine bei der
Interpretation der Testergebnisse stets in Betracht gezogen werden. Dies wurde von den unter
4 3. durchgefiihrten Untersuchungen noch unterstrichen, bei denen bei 11,8% der untersuchten
doppeltpositiven Patienten in der Komponentendiagnostik eine Kreuzreaktion auf die
Dipeptidylpeptidasen nachgewiesen wurde. Zudem konnte eine nicht zu vernachlédssigende
Rolle einer Sensibilisierung gegen Api m 2 und somit einer moglichen Kreuzreaktion auf das
homologe Ves v 2 bei den doppeltpositiven Patienten aufgezeigt werden: 26,5% der
doppeltpositiven Patienten wiesen bei einem Cutoff von 0,35 kU/L eine Sensibilisierung gegen
Api m 2 auf, wihrend bei ihnen keine Reaktivitét bzgl. der nicht-kreuzreaktiven Allergene Api
m 1 und Ves v 5 oder bzgl. der Dipeptidylpeptidasen vorlag. Da zudem ein CCD-freies,

rekombinant hergestelltes Api m 2 fiir die Auswertung verwendet wurde, kann ein Einfluss von
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CCD-Reaktivitdt auf das Ergebnis ausgeschlossen werden. Dieses Ergebnis liegt im
Widerspruch mit bisherigen Studien, die den grofiten Teil von positiven Reaktionen auf die
Hyaluronidasen auf CCD-bedingte Kreuzreaktionen zuriickfilhren und nur eine geringe
Reaktion durch die Peptidepitope postulieren (Arzt et al. 2017, Jin et al. 2010). Jedoch wird
eine Beurteilung von doppeltpositiven Patienten bzgl. Kreuzreaktionen aufgrund von
homologen Proteinen in der Routinediagnostik weiterhin nur eingeschrinkt moglich sein, da
die kreuzreaktiven Allergene Ves v 2 und Ves v 3 noch nicht kommerziell erhiltlich sind (Blank

et al. 2018).

Ein weiteres Problem in der Routinediagnostik stellte die hdufig im Vergleich zur Testung mit
dem Gesamtextrakt zu geringe Sensitivitdt der Komponentendiagnostik und die korrekte
Interpretation der hierdurch entstehenden diagnostischen Liicke, v.a. in Bezug auf eine
mogliche CCD-bedingte Reaktion, dar. Wird nur mit den Hauptallergenen Ves v 5 und Api m
1 getestet, bestehen zum Teil groe Unterschiede zur Testung mit dem Gesamtextrakt. Bei den
Wespengiftallergikern konnte dieses Problem durch den erginzenden Einsatz von Ves v 1
nahezu behoben werden, hierdurch wird eine Sensitivitit von bis zu 96,3% erreicht (Hofmann,
Pfender, Weckesser, Blank et al. 2011, Korosec et al. 2012). Bei den Bienengiftallergikern
konnte selbst bei Anwendung aller fiir die Diagnostik verfiigbaren Allergene bisher nur eine
Sensitivitit von 94,4% gezeigt werden (Kohler et al. 2014). In der hier durchgefiihrten
Untersuchung von 148 Bienengiftallergikern konnten mittels Api m 1, Api m 2, Api m 3, Api
m 4 und Api m 5 sogar 95,3% erfasst werden. Der jedoch noch signifikante Unterschied zur
Testung mit dem Bienengift konnte durch den begleitenden Einsatz von Api m 10 evtl. beseitigt
werden. Eine Absenkung des Cutoffs auf 0,1 kU/L bei der Komponentendiagnostik fiihrte in
dieser Untersuchung zu einer Sensitivitit von 97,3%, die keinen signifikanten Unterschied
mehr zur Testung mit dem Gesamtextrakt aufwies. Allerdings darf nicht vernachlissigt werden,
dass die Sensitivitit der Komponentendiagnostik auch vom angewendeten Testverfahren
abhiingig ist. Die unter 4.6. festgestellten Ergebnisse bestitigten vorhandene Untersuchungen
zur abweichenden Sensitivitit in Bezug auf das angewendete Testsystem: mittels des in der
klinischen Routine hiufig angewendeten ImmunoCAP-Systems wurden beim Vergleich der
IgE-Reaktivitidten auf rApi m 1 durchschnittlich signifikant niedrigere sIgE-Werte als mit dem
Immulite-System gemessen. Im hier untersuchten Patientenkollektiv konnte zudem ein
deutlicher Unterschied zwischen der jeweils erreichten Sensitivitit festgestellt werden, die
hohere Sensitivitdat des Immulite-Systems war jedoch nicht signifikant. Dies kann allerdings

durch die relativ geringe Anzahl an untersuchten Patienten bedingt sein.
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Bei der Interpretation der diagnostischen Liicke zwischen der Testung mit dem Gesamtextrakt
und der Komponentendiagnostik darf jedoch auch ein Einfluss von CCDs bei Testung mit dem
Gesamtextrakt nicht vernachlédssigt werden. In der hier durchgefiihrten Untersuchung von 83
Patienten mit Sensibilisierung gegen Bienengift zeigte sich beispielsweise kein signifikanter
Unterschied zwischen der Testung mit dem Gesamtextrakt und der Testung mit dem CCD-
haltigen rApi m 1 aus Tni-Insektenzellen. Hingegen wurden durch das CCD-freie rApi m 1
signifikant weniger Patienten positiv getestet und durchschnittlich niedrigere sIgE-Werte
gemessen. Jedoch wurden auch durch das natiirliche und daher CCD-haltige nApi m 1
signifikant weniger Patienten als mittels rApi m 1 (Tni) erfasst, allerdings noch immer deutlich
mehr als mit dem CCD-freien Allergen. Dieser Unterschied zwischen der Testung mit dem
CCD-freien Api m 1 (Sf9) und dem natiirlichen Api m 1 lag bei Auswertung der Testergebnisse
von Patienten ohne IgE-Antikorper gegen CCDs nicht mehr vor, verstérkte sich allerdings bei
Betrachtung von Patienten mit hoher CCD-spezifischer IgE-Reaktivitit. Somit konnte gezeigt
werden, dass durch die Anwendung von CCD-freien rekombinanten Allergenen in der
Routinediagnostik eine bessere Spezifitdt bzgl. echter Sensibilisierungen auf das jeweilige
Insekt als mittels Gesamtextrakt oder natiirlichen Allergenen erreicht wird. Eine hohe CCD-
Reaktivitdt kann somit eine Erklédrung fiir eine diagnostische Liicke zwischen der Testung mit
dem Gesamtextrakt und mit CCD-freien rekombinanten Allergenen liefern. Jedoch kann diese
eine evtl. begleitend vorliegende Sensibilisierung gegen ein nicht getestetes Allergen nicht
ausschliefen. Aus diesem Grund wird die Interpretation von Testergebnissen bzgl. CCD-
abhingiger Kreuzreaktionen weiterhin eine Herausforderung darstellen, zumal in der unter
4.5.3. durchgefiihrten Auswertung nur eine geringe positive Korrelation zwischen der Hohe der
beim Patienten vorliegenden CCD-Reaktivitdt und der mittels eines CCD-Markes bestimmten

Hohe von CCD-spezifischem IgE nachgewiesen werden konnte.
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