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1 Einleitung

Epidemiologische Studien der letzten Jahre zeigen, dass 57 bis 94% der Be-
völkerung ein- oder mehrmals von einer Biene oder Wespe gestochen werden
[25, 42, 58, 85, 125]. Ein nicht geringer Teil (0,8 bis 5%) ist dabei von syste-
mischen Überempfindlichkeitsreaktionen unterschiedlichen Schweregrades auf
diese Insektenstiche betroffen. Bei bis zu 19% zeigen sich gesteigerte örtliche
Reaktionen [26, 48, 58, 85, 125].

Tab. 1.1 Klassifikation pathogener Immunreaktionen (erweitert nach Coombs
und Gell [108]

Typ Pathogenese Klinische Beispiele
I IgE Anaphylaxie

Allergische Rhinitis
Allergisches Asthma bronchiale
Allergische Konjunktivitis
Allergische Urtikaria
Allergische Gastroenteritis
(atopisches Ekzem?)

II Zytotoxisch Hämolytische Anämie
Agranulozytose
Thrombozytopenische Purpura

III Immunkomplexe Serumkrankheit
Immunkomplex
Anaphylaxie
Vaskulitis
Alveolitis
Nephritis
Arthritis

IV Zellulär Kontaktekzem (IVa)
Atopisches Ekzem (IVb)
Arzneimittelexanthem (IVc)
(Purpura pigmentosa)
(Id-Reaktionen)

V Granulomatöse Reaktion Injektionsgranulome
VI „stimulierende“

(„neutralisierende“)
Überempfindlichkeit

Autoimmunthyreoiditis
Myasthenia gravis
Reverse Anaphylaxie
Insulinresistenz
Chronische Urtikaria (Unterform mit Auto-
antikörpern gegen FciRI)
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Dabei liegt fast allen systemischen Reaktionen ein IgE-vermittelter Mecha-
nismus zugrunde, bei dem es klinisch zum Auftreten von Symptomen der So-
forttypallergie kommt (Typ I-Reaktion nach Coombs und Gell; Tab. 1.1), die als
anaphylaktische Reaktionen bezeichnet werden und in unterschiedlich starker
Ausprägung auftreten können (Tab. 1.2).

Tab. 1.2 Klassifizierung systemischer anaphylaktischer Reaktionen nach
Schweregrad

Es treten nicht alle genannten Symptome obligat auf; die Gradeinteilung erfolgt nach dem
jeweils schwersten Symptom [108, 112]

Aufgrund dieser möglicherweise lebensbedrohlichen Auswirkungen von
Insektenstichen bei allergischen Patienten müssen entsprechende Maßnahmen
zu deren Schutz ergriffen werden. Neben der Karenz (dem Meiden von
Risikofaktoren bei Insektengiftallergie, Tab. 1.3) und der medikamentösen
Therapie kommt der allergenspezifischen Immuntherapie, der Hyposensibili-
sierung, eine große Bedeutung zu.

Grad Haut Abdomen Respirationstrakt Herz-Kreislauf-
system

I Juckreiz
Flush
Urtikaria
Angioödem

- - -

II Juckreiz
Flush
Urtikaria
Angioödem
(nicht obligat)

Nausea
Krämpfe

Rhinorrhö
Heiserkeit
Dyspnoe

Tachykardie
(> 20/min)
Hypotension
(> 20 mm Hg)
systolisch)
Arrhythmie

III Juckreiz
Flush
Urtikaria
Angioödem
(nicht obligat)

Erbrechen
Defäkation

Larynxödem
Bronchospasmus
Zyanose

Schock

IV Juckreiz
Flush
Urtikaria
Angioödem
(nicht obligat)

Erbrechen
Defäkation

Atemstillstand Kreislaufstillstand
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Tab. 1.3 Risikofaktoren bei Insektengiftallergie (nach DGAI-Richtlinien)
[108, 116]

Risikofaktoren der Exposition

Berufe mit erhöhter Exposition gegenüber Hautflüglern (Obst- und Bäckereiverkäufer,
Feuerwehrleute, Waldarbeiter, Landwirte, Gärtner, Getränkeausfahrer, Müllabfuhr)

Intensiv betriebene Freizeitaktivitäten wie Gartenarbeit, Schwimmen, Tennis, Radfahren,
Golf

Bienenzucht durch den Patienten selbst, in der Familie oder in der Nachbarschaft

Motorradfahren

Risikofaktoren durch Grunderkrankungen

Begleiterkrankungen (v. a. kardiovaskuläre Erkrankungen, Asthma, Mastozytose)

Höheres Lebensalter

Körperliche oder psychische Belastungssituationen

Medikation mit d-Blockern oder ACE-Hemmern (evtl. auch NSAID)

Schwere Allgemeinreaktionen nach Insektenstich (‡ Schweregrad III) in der Vorgeschichte

DGAI: Deutsche Gesellschaft für Allergologie und klinische Immunologie

1.1 Auslöser der Insektengiftallergie

1.1.1 Insekten

Im mitteleuropäischen Raum wird die überwiegende Mehrzahl dieser syste-
mischen Reaktionen durch Stiche der Honigbiene (Apis mellifera, im Folgenden
als Biene bezeichnet) oder verschiedener Faltenwespen (Vespula germanica,
Vespula vulgaris, im Folgenden als Wespe bezeichnet) hervorgerufen. Selten
kommen andere Hymenopteren wie Hornissen (Vespa crabro), Hummeln
(Bombus spp.), Feldwespen (Polistes) und andere Wespen (Dolichovespula spp.)
als Auslöser für systemische Stichreaktionen in Betracht [94, 106] (Systematik
s. Abb. 1.1). Grundsätzlich können auch andere Insekten solche Reaktionen her-
vorrufen (z. B. Ameisen: Formicidae, Mücken: Diptera, Bremsen); sie sind
aber, was die Häufigkeit der Ereignisse betrifft, im mitteleuropäischen Raum nur
von geringer Bedeutung.



Ordnung Hymenoptera

Unterordnung Symphyta Apocrita

Aculeata Terebrantes

Überfamilie Apoidea Andere Vespoidea Formicoidea

Familie Apidae Andere Vespidae Myrmicidae Andere

Unterfamilie Vespinae Polistinae Myrmicinae

Gattung Apis Bombus Vespa Vespula Dolicho- Polistes Solenopsis Pogonomyrmex
vespula

Art A. mellifera B. terrestris V. crabro V. germanica D. media P. gallicus S. invicta P. rugosus

B. lapidarus V. orientalis V. vulgaris

Abb. 1.1 Übersicht über die Systematik der für die Insektengiftallergie wichtigsten Hautflügler (Hymenopteren) [24, 108]
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Oft sind Gattung und Art des allergieauslösenden Insektes nicht eindeutig zu
ermitteln, da Patienten nicht immer zwischen Bienen und Wespen unterschei-
den können. Anamnestische Angaben der betroffenen Personen über Jahreszeit,
Aggressivität des Insektes oder Verbleib des Stachels können aber bei der
Identifizierung hilfreich sein.

1.1.2 Zusammensetzung der Insektengifte

Die Hymenopterengifte bilden ein komplexes Gemisch aus biogenen Aminen,
Proteinen und Peptiden. Die Zusammensetzung von Bienen- und Wespengift ist
in Tab. 1.4 und 1.5 wiedergegeben [7, 49, 75, 85]. Da man Bienengift durch
Elektrostimulation der Insekten in relativ reiner Form und in hinreichend großen
Mengen gewinnen kann, ist seine Zusammensetzung gut erforscht [75].

Tab. 1.4 Inhaltsstoffe von Wespengift [7, 48, 85]

Inhaltsstoffe Molekulargewicht
[Da]

Anteil am
Trockengewicht [%]

Besonderheiten

Proteine

Phospholipasen
Hyaluronidase
Saure Phosphatase
Proteasen
Antigen 5

35 000
45 000
?
?
25 000

6-14
1-3
?
?
5-10

Peptide

Kinine
Chemotaktisches
Peptid
Hämolysin

1 000-6 000

1 000-3 000

1 500
6 000

Kommt nur bei der
Hornisse vor

Niedermolekulare

Substanzen

(Mediatoren)

Histamin
Serotonin
Katecholamine
Acetylcholin

Bis zu 1 000

111
176
150-200
182

3-6
1
1
1 Kommt nur bei der

Hornisse vor
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Tab. 1.5 Inhaltsstoffe von Bienengift [7, 48, 65, 75]

Inhaltsstoffe Molekulargewicht
[Da]

Anteil am
Trockengewicht [%]

Biologische Wirkung

Proteine

Phospholipase A2

Hyaluronidase

Saure Phosphatase
(Allergen B)
Lysophospholipase

Adolapin

Allergen C

Andere

15 800

45 000

49 000

22 000

11 092

105 000

bis zu 102 000

15-17

6-12

1-2

<1

<1

<1

<1

ø1

Schädigung der
Zellmembran
Hydrolyse der
Mukopolysaccharide
Hydrolyse der
Phosphorsäureester
Hydrolyse der Lyso-
phosphoglyceride
Störung des
Arachidonsäure-
stoffwechsels
?

Peptide

Melittin

Apamin

Mastzell-
degranulierendes
Peptid (MCDP)
Secapin
Tertiapin

Andere

2 840

2 038

2 593

2 600
1 000
2
bis zu 5 000

48-70

40-60

3

2

0,5
0,1

ø1

Zerstörung der
Lipidmembranen
Gleichgewicht des
Zellkaliums
Stoffwechsel des
Zellkalziums und
Degranulation
?
?

Niedermolekulare

Substanzen

Histamin
Noradrenalin

Dopamin
Lipide
Kohlenhydrate
Aminosäuren

111
169

153
bis zu 500
bis zu 180
bis zu 200

3-10

1
1

1
5
2
1

Vasodilatation
Einfluss auf
adrenerge Nerven
Nervenerregung
?
?
?
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Dagegen ist die Charakterisierung von Wespengift aufgrund technischer Pro-
bleme bei der Gewinnung (höhere Aggressivität der Insekten und geringere
Ausbeute) mit Schwierigkeiten verbunden [84].
Biogene Amine, wie z. B. Histamin, Dopamin und Noradrenalin, steigern die
Gefäßpermeabilität, führen zur Vasodilatation und sind damit für die lokale
Schmerzreaktion und das lokale Ödem, die nach einem Stichereignis auftreten,
verantwortlich. Die Hyaluronsäure begünstigt durch ihre hydrolytische Aktivität
die Ausbreitung des Giftes im Gewebe. Peptide, wie Melittin und Apamin, und
Phospholipasen sind dagegen eher an hämolytischen, zytotoxischen und neuro-
toxischen Reaktionen beteiligt. Melittin, das mit ca. 50% den größten Anteil am
Bienengift darstellt, zerstört aufgrund seiner molekularen Eigenschaften die
Lipidschicht der Zellmembran, hat aber nur geringe allergische Potenz: lediglich
ca. 3% der Bienengiftallergiker sind gegen Melittin sensibilisiert [75].Wegen
ihres hohen Molekulargewichtes wirken vor allem die Proteine der Hymen-
opterengifte als Allergene. Das Hauptallergen des Bienengiftes bildet die
Phospholipase A2, als weitere Allergene wirken Hyaluronidase und saure
Phosphatase [75]; bei den Vespidengiften bilden Phospholipase A1 und B,
Hyaluronidase und Antigen 5 die Hauptallergene [84]. Hornissengift enthält
spezifische Kinine und Acetylcholin.

1.1.3 Kreuzreaktivität

Verschiedene allergische Personen reagieren auf mehr als ein Hymenopteren-
gift mit systemischen Symptomen. Dabei variiert der Grad der immunologi-
schen Kreuzreaktivität zwischen den Hymenopterengiften mit der phyloge-
netischen und systematischen Verwandtschaft der Insekten (Abb. 1.2).

Apidae Apis Bombus

Vespidae Vespula

Vespa Dolichovespula

Vespa orientalis

Polistes

Abb. 1.2 Kreuzreaktivität zwischen verschiedenen Hymenopterengiften [20]
Sehr stark, stark, schwach, sehr schwach



1 Einleitung8

So besteht zwischen den Giften der Vespiden weitgehende Kreuzreaktivität [64,
89, 93, 128, 129], während eine Kreuzreaktivität zwischen Bienen- und Ves-
pidengiften deutlich seltener beobachtet wird [106, 107, 145]. Den Nachweis
einer Kreuzreaktivität kann man mit einem RAST-Inhibitionstest führen.

1.2 Pathologie der Insektengiftreaktion

1.2.1 Symptome der systemischen anaphylaktischen Reaktion

Eine schmerzhafte, juckende und brennende Lokalreaktion infolge eines
Hymenopterenstiches ist normal, da diese Gifte sowohl toxische, als auch
allergisierende Substanzen enthalten. Unter ungünstigen Umständen, z. B. bei
einer sehr hohen Zahl an Stichen oder bei ungünstiger Lokalisation (z. B. Mund-
oder Rachenschleimhaut) kann es auch bei einem nicht allergischen Patienten
auf Grund von systemischen toxischen Reaktionen zur lebensbedrohlichen
Situation kommen [110]. Dabei stehen Hämolyse, Rhabdomyolyse, zentral-
nervöse Störungen, Niereninsuffizienz und Leberparenchymschäden im
Vordergrund. Solche Ereignisse sind aber selten und lassen sich anhand der
Anamnese eindeutig identifizieren.
Die häufigste und gravierendste Form der Überempfindlichkeitsreaktion auf
Bienen- und Wespenstiche ist jedoch die systemische, IgE-vermittelte
anaphylaktische Reaktion. Typisch für eine Reaktion vom Soforttyp (Typ I) ist
dabei das schnelle Auftreten der Symptome innerhalb von wenigen Minuten
nach Kontakt mit dem entsprechenden Antigen. Dabei ist bei einem Allergiker
bereits der Stich eines einzigen Insektes ausreichend, um Reaktionen aus-
zulösen, die bis zum anaphylaktischen Schock reichen können (Tab. 1.2).
Die Symptome erstrecken sich dabei von leichten Hautreaktionen (Juckreiz,
Hautrötung, Urticaria, Angioödem) über respiratorische (Atemnot, Broncho-
spasmus, Beklemmungsgefühl, Hustenreiz, Stridor), kardiovaskuläre (Blut-
druckabfall, Herzrhythmusstörungen) und gastrointestinale Symptome (Übel-
keit, Erbrechen, Defäkation) bis zum Schockzustand mit Kreislaufversagen,
Zyanose und Bewusstlosigkeit, der ohne medizinische Versorgung zum Tode
führen kann.
Auch treten oft zusätzliche Symptome auf, wie z. B. Sehstörungen, Hyper-
ventilation, Benommenheit, Schwindel, Hitzewallungen und Harnabgang, die
ebenfalls auf eine allergische Reaktion hinweisen [23, 41]. Viele Patienten ge-
ben darüber hinaus subjektive Beschwerden an, wie Parästhesien oder Kopf-
schmerzen, die aufgrund des gehäuften Auftretens ebenfalls für eine allergische
Reaktion sprechen [84].
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Zu beachten ist dabei, dass Symptome, die schnell abklingen, nach einigen
Stunden erneut auftreten können. In der Regel sind sie aber nur vorübergehend,
dauern nicht lange an und verschwinden meist, ohne Folgeschäden zu hinter-
lassen. Nur in seltenen Fällen wird von ernsthaften Schädigungen, wie Myo-
kardinfarkt, schweren zentralnervösen Störungen oder Abort bei Schwangeren,
berichtet [96].

1.2.2 Pathomechanismus der IgE-vermittelten allergischen
Reaktion vom Soforttyp (Typ I)

Die Immunantwort gegen Allergene scheint von mehreren Faktoren, ein-
schließlich genetischen, entwicklungsbedingten und Umweltfaktoren, abzu-
hängen [57, 55].
Die Überempfindlichkeitsreaktion vom Soforttyp (Typ I-Reaktion nach Coombs
und Gell) [60, 68, 114] (Tab. 1.1) ist charakterisiert durch sofortige allergische
Reaktion unmittelbar nach Kontakt mit harmlosen Fremdsubstanzen (Allergene
oder Antigene). Die allergischen Reaktionen werden durch Antikörper der
Immunglobulin E (IgE-)Klasse [59] vermittelt, die eine hohe Affinität zu Zell-
rezeptoren auf Mastzellen und basophilen Granulozyten besitzen.
Bei Kontakt mit einem Antigen bilden B-Zellen unter Mitwirkung von T-
Lymphozyten spezifische IgE-Antikörper. IgE ist ein Immunglobulin mit dem
Molekulargewicht 190 000, das sich vom IgG durch eine zusätzliche Domäne
im Fc-Anteil des Moleküls unterscheidet. Über diese Domäne binden die IgE-
Antikörper an hochaffine FciRI-Zellrezeptoren in der Membran von Gewebe-
mastzellen und basophilen Granulozyten [63, 101, 126, 144]. Eine menschliche
Mastzelle besitzt etwa 104 bis 106 dieser IgE-Rezeptoren [63].
Erneuter Kontakt mit dem gleichen Antigen führt zur Brückenbildung zwischen
aktivierten Zellen: Benachbarte Antikörper auf der Oberfläche von sensibili-
sierten Zellen werden durch Antigenmoleküle quervernetzt. Diese Vernetzung
von IgE-Molekülen auf der Zelloberfläche von Mastzellen und Basophilen führt
über verschiedene Energie- und Kalzium-abhängige Schritte sowie Phosphory-
lierungsreaktionen zur Aktivierung der Zellen und Ausschüttung verschiedener
gespeicherter Mediatorsubstanzen, die in sekretorischen Granula enthalten sind,
wie z. B. Histamin, Heparin, neutrale Proteinasen, saure Hydrolasen und chemo-
taktische Faktoren [46]. Sekundäre Mediatoren (Leukotriene, Prostaglandine
und Zytokine), die ebenfalls als Folge der Zellaktivierung gebildet werden, sind
für das muköse und kutane Ödem, die vermehrte Gefäßpermeabilität, die Kon-
traktion der glatten Muskulatur und das Anlocken von Entzündungszellen
verantwortlich.
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Neben der systemischen Anaphylaxie sind allergische Rhinitis, Heuschnupfen,
Asthma bronchiale und Urticaria weitere typische allergische Erkrankungen
vom Soforttyp.
In der Regel setzen systemische allergische Reaktionen nach wenigen Minuten
bis innerhalb einer halben Stunde ein. Manchmal treten die Symptome aber auch
mit zeitlicher Verzögerung auf, wobei vermutlich die Immunkomplex-Reaktion
vom Typ III oder die IgE-vermittelte verzögerte Reaktion eine Rolle spielen [84,
105].

1.3 Diagnose und Therapie der Insektengiftallergie

1.3.1 Indikationsstellung zur spezifischen Immuntherapie

Anaphylaktische Reaktionen auf Hymenopterenstiche können potentiell
lebensgefährlich sein. So werden in Deutschland etwa 15 bis 40 Todesfälle pro
Jahr auf eine Hymenopterengiftallergie zurückgeführt [26]. Wahrscheinlich
liegt die Häufigkeit der Hymenopterengiftallergie mit tödlichem Ausgang
deutlich höher, da besonders bei Todesfällen aus ungeklärter Ursache eine
Insektengiftanaphylaxie in Betracht gezogen werden muss. Überdurchschnittlich
häufig konnten in diesen Fällen post mortem Hymenopterengift-spezifische IgE-
Antikörper nachgewiesen werden [25, 132].
Aufgrund dieser möglicherweise lebensbedrohlichen Auswirkungen von Insek-
tenstichen bei allergischen Patienten müssen entsprechende Maßnahmen zu
deren Schutz ergriffen werden. Neben der Karenz und der medikamentösen
Therapie kommt der allergenspezifischen Immuntherapie, der Hyposensibili-
sierung, eine große Bedeutung zu.
Die Diagnose einer Insektengiftallergie und die Indikation zur Hyposensibi-
lisierung basieren auf Anamnese, Hauttest und der Bestimmung spezifischer
IgE-Antikörper [29, 45, 147]. Eine Indikation zur Hyposensibilisierung besteht
grundsätzlich, wenn anamnestisch eine systemische Reaktion vom Soforttyp auf
ein Stichereignis nachgewiesen ist und die IgE-vermittelte Allergie mittels
Hauttests und der Bestimmung der spezifischen IgE-Antikörper im Serum
(CAP-FEIA-System) verifiziert ist. Diese Bestimmung der Insektengift-spezi-
fischen IgE-Antikörper im Serum sollte frühestens 2 Wochen nach dem letzten
Stichereignis erfolgen [78, 99, 111]. Dieser zeitliche Abstand ist nötig, da die
spezifischen IgE-Antikörper direkt nach einem Stichereignis zunächst abfallen
können, im Laufe der folgenden Wochen aber auf Grund der Allergenexposition
deutlich ansteigen [74]. Außerdem kann dieser IgE-Anstieg einen wichtigen
Hinweis auf das ursächliche Insekt geben, das oftmals von den Patienten nicht
eindeutig angegeben werden kann [47].
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In manchen Fällen, wenn z. B. RAST und/oder Hauttest trotz eindeutiger
Anamnese negativ ausfallen, können zusätzliche zelluläre In-vitro-Tests als
Entscheidungshilfe sinnvoll sein. Dies kann möglicherweise der Fall sein, wenn
das allergische Ereignis längere Zeit zurückliegt. So können mit der Methode
der In-vitro-Histaminfreisetung (BHR), dem Cellular Antigen Stimulation Test
(CAST®) oder dem Basophilenaktivierungstest (BAT), der Gegenstand dieser
Arbeit ist, wesentliche Zusatzinformationen gewonnen werden [13, 14, 30, 39].
Obwohl ca. 80% der Patienten mit schweren Lokalreaktionen im Hauttest eine
positive Reaktion zeigen und allergenspezifische IgE-Antikörper im RAST auf-
weisen [79], beträgt das Risiko, bei einem erneuten Stich mit einer systemischen
Reaktion zu antworten, lediglich etwa 5%. Aus diesem Grund stellen lokale Re-
aktionen auf Hymenopterenstiche ebenfalls keine Indikation für eine Hypo-
sensibilisierung dar. In diesen Fällern wird pathogenetisch sowohl eine IgE-
vermittelte Spätreaktion als auch eine zelluläre Immunantwort diskutiert [143].
Nicht wenige Patienten reagieren in Hauttest und RAST auf Bienen- und
Wespengift positiv. Ist in der Anamnese eine systemische Reaktion nachge-
wiesen, aber nicht bekannt, um welches Insekt es sich beim allergieauslösenden
Stich gehandelt hat, können In-vitro-Tests wie der Basophilenaktivierungstest
möglicherweise zur Klärung beitragen. Sprechen die Testergebnisse nicht
eindeutig für ein bestimmtes Insekt, so müssen die Patienten mit beiden Gift-
extrakten hyposensibilisiert werden.
Bei etwa 25% der Gesamtbevölkerung kann man eine Sensibilisierung gegen-
über Hymenopterengift durch die Bestimmung des spezifischen IgE im Serum
und/oder entsprechende Hauttests nachweisen, ohne dass klinisch gravierende
allergische Symptome auftreten [26, 48, 84, 125]. Eine Indikation zur weiteren
Diagnostik und zur Therapie ist in diesen Fällen nicht gegeben und nur dann
indiziert, wenn ein offensichtlicher zeitlicher Zusammenhang zwischen dem
Auftreten von systemischen Reaktionen und einem vorausgegangenem Insek-
tenstichereignis besteht.

1.3.2 Spezifische Immuntherapie (Hyposensibilisierung)

Da mit der Hymenopterengiftallergie ein potentiell lebensbedrohliches Risiko
verbunden ist und eine sichere Allergenmeidung praktisch kaum möglich ist,
kommt der spezifischen Immuntherapie, der Hymenopterengift-Hyposensi-
bilisierung, eine große Bedeutung zu. Dabei werden unter stationären Be-
dingungen wiederholt zunehmende Mengen des allergieauslösendes Giftes
subkutan injiziert, bis die sogenannte Erhaltungsdosis erreicht ist, die im Falle
eines erneuten Stiches Symptomfreiheit garantierten soll [16, 18].
Dafür gibt es unterschiedliche Dosierungsschemata [9, 11, 108], nach denen die
Dosis bis zur Erhaltungsdosis von 100 µg/4 Wochen gesteigert wird (Tab. 1.6).



1 Einleitung12

Tab. 1.6 Dosierungsschema für die Schnell-Hyposensibilisierung bei Patienten,
bei denen eine maximale Steigerung der Dosis möglich ist [108]

Tag Konventionell

[µg]

Hamburg-Schema

[µg]

„Ultra-Schnell“

[µg]

1 0,02
0,04
0,08
0,2

0,001
0,01

0,01
0,1
1,0
10,0
20,0
40,0
80,0

2 0,4
0,8
1,0
4,0

0,1
0,4
0,7

100,0
100,0

3 8,0
10,0
20,0
30,0

1,0
4,0
7,0

4 10,0
20,0
60,0
70,0

10,0
40,0
70,0

5 40,0
50,0
60,0
70,0

100,0

6 80,0
90,0
100,0

8 100,0
15 100,0 100,0
22 100,0 100,0 100,0
36 100,0 100,0
50 100,0 100,0 100,0 (Tag 43)
71 100,0 100,0 100,0 (Tag 71)
92 100,0 100,0
120 100,0 100,0 100,0 (Tag 99)
Danach weiter alle 4 Wochen für mindestens 3 Jahre [108]

1.3.2.1 Durchführung

In unserem Hause wird entsprechend dem Hamburg-Schema unter stationären
Bedingungen mit 1 bis 3 Injektionen pro Tag über 5 Tage mit steigender Dosis
behandelt. Das Vorgehen muss dabei je nach Verträglichkeit dem Patienten
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individuell angepasst werden. Bei 3 bis 35% der behandelten Patienten kommt
es mindestens einmal während der Steigerung der Dosis zu systemischen
Komplikationen [19, 115]. Nach Abklingen der Symptome bei entsprechender
medikamentöser Behandlung kann die Hyposensibilisierung aber mit einer um 1
bis 2 Schritte reduzierten Dosis weitergeführt werden. Solche systemischen
Komplikationen treten häufiger bei Hyposensibilisierung mit Bienen- als mit
Wespengift auf [117]. Bei den meisten behandelten Patienten kann man mehr
oder weniger schwerwiegende Lokalreaktionen an der Injektionsstelle
beobachten, diese klingen aber in der Mehrzahl der Fälle bei entsprechender
Therapie ohne Komplikationen ab. Weitere Dosissteigerungen werden in der
Regel gut vertragen.
Nach Erreichen der Erhaltungsdosis von 100 µg wird diese zuerst wöchentlich,
dann nach 2, 3 und 4 Wochen ambulant injiziert. Bei Vorliegen besonderer Ri-
sikofaktoren (s. Tab. 1.3) kann von vornherein eine Erhaltungsdosis von 200 µg
pro 4 Wochen angestrebt werden.

1.3.2.2 Therapiedauer und Kontrolle des Therapieerfolges

Nach neuesten Erkenntnissen sollte die Therapie mindestens über 3 bis 5 Jahre
fortgeführt werden, da man keine sichere Aussage darüber treffen kann, ab wel-
chem Zeitpunkt der Schutz vor erneuter systemischer Reaktion besteht und eine
weitere Behandlung nicht mehr notwendig ist [108].
Bei Vorliegen besonderer Risikofaktoren sollte die Behandlung grundsätzlich 5
Jahre lang erfolgen (eventuell auch länger). Bei Patienten mit Mastozytose ist
eine lebenslange Hyposensibilisierung nötig [94].
Die bisher einzige objektive Möglichkeit, um den Therapieerfolg zu beurteilen,
stellt die Stichprovokation dar. Diese wird, wenn der Patient zustimmt, nach
Erreichen der Erhaltungsdosis (am besten nach etwa 6 bis 18 Monaten) mit dem
lebenden Insekt in Notfallbereitschaft durchgeführt.
Der Erfolg der spezifischen Immuntherapie zeigt sich in der Tatsache, dass etwa
80 bis 100% der Patienten mit systemischen allergischen Reaktionen in der
Anamnese nach Hyposensibilisierungstherapie bei einem erneuten Stichereignis
nicht mehr mit ähnlich schwerer Symptomatik reagieren [98].

1.3.2.3 Kontraindikationen

Patienten unter Medikation mit ß-Blockern oder ACE-Hemmern sollten nicht
hyposensibilisiert werden [2, 5, 140].
Während einer Schwangerschaft sollte eine Hyposensibilisierung nicht be-
gonnen werden, eine begonnene Therapie kann aber bei guter Verträglichkeit
weitergeführt werden [130].
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Bei malignen Erkrankungen, Autoimmunerkrankungen oder schwerer Immun-
defizienz muß im Einzelfall nach Nutzen-Risiko-Abwägung entschieden werden
[61].

1.4 Der Basophilenaktivierungstest (BAT)

1.4.1 Grundlagen

Wie bereits oben erwähnt können zelluläre In-vitro-Tests wie der Baso-
philenaktivierungstest wesentliche Zusatzinformationen zu den klinischen
Routineverfahren wie Anamnese, Hauttestung und Bestimmung der spezifi-
schen IgE-Moleküle im Serum liefern. Dies ist z. B. der Fall, wenn das
allergieauslösende Insekt aufgrund der Anamnese nicht eindeutig bestimmt
werden kann, die Testergebnisse widersprüchlich ausfallen und die Indikation
zur Hyposensibilisierungstherapie nicht eindeutig gestellt werden kann.

Wir haben im folgenden die Bedeutung des Basophilenaktivierungstests (BAT)
näher untersucht, der auf dem Nachweis der Expression des Oberflächenmarkers
CD63 auf aktivierten basophilen Granulozyten nach Stimulation mit Bienen-
und Wespengift beruht [35, 39, 40, 67]. Basophile Granulozyten sind die
seltensten zirkulierenden Leukozyten im Blut und machen nur 0,5 bis 1% der
gesamten weißen Blutzellpopulation aus [60, 68, 91, 114] (Tab. 1.7).

Tab. 1.7 Referenzwerte der verschiedenen Leukozytenpopulationen [91]

Zelltyp Referenzwerte
%

Lymphozyten 25-40
Monozyten 2-10
Neutrophile Granulozyten
Segmentkernige
Stabkernige

50-70
3-5

Eosinophile Granulozyten 2-4
Basophile Granulozyten 0,5-1

CD63 ist ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 53 kDa, das in
hoher Dichte auf der Zellmembran von aktivierten basophilen Granulozyten
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nach Stimulation mit Allergen, anti-IgE oder fMLP (s. Kapitel 2) exprimiert
wird [63]. Die CD63-Expression nach Stimulation der Zellen kann quantitativ
mit Hilfe der Durchflusszytometrie bestimmt werden.

1.4.2 Durchflusszytometrische Messung

Die Technik der Durchflusszytometrie (Flowzytometrie) bietet die Möglichkeit,
auf einfache Art und Weise und ohne großen Personal- und Zeitaufwand
Parameter des Immunsystems auf zellulärer Ebene zu untersuchen. Dabei ist es
möglich, sowohl Informationen über die Zellmorphologie zu erhalten, als auch
molekulare Parameter auf der Oberfläche einzelnen Zellen zu bestimmen und zu
identifizieren [43, 118], die bestimmte Eigenschaften und Funktionen der Zellen
widerspiegeln.

1.4.2.1 Durchführung

Einzelne Zellen fließen hintereinander in einer dünnen Kapillare durch ein
Laserlicht, das durch diese Zellen gestreut wird. Anhand dieser Streuung wird
das jeweilige Zellvolumen gemessen und in einem Diagramm aufgetragen.
Durch Analyse dieser Parameter ist es möglich, bestimmte Zellpopulationen in
einem Zellgemisch zu erkennen und herauszufiltern. Zusätzlich können charak-
teristische Oberflächenmoleküle auf diesen Zellen bestimmt werden, die auf
bestimmte Leistungen oder Eigenschaften der Zellen hinweisen. Dazu müssen
vor der Messung den Zellen fluoreszierende Antikörper zugegeben werden, die
gegen spezielle Oberflächenmoleküle der Zellen gerichtet sind und an diese
binden. Diese Antikörper werden durch das Laserlicht angeregt und senden
Lichtsignale aus, die von Detektoren registriert und analysiert werden.

1.4.2.2 Möglichkeiten der Methode

Die Flowzytometrie ermöglicht es somit, neben morphologischen Eigenschaften
auch diejenigen Moleküle auf der Zelloberfläche zu messen, die zur Gruppe der
Leukozytendifferenzierungsantigene gehören und im CD-System (cluster of
differentiation) festgelegt sind. Im Falle des Basotest® ist das Zielmolekül der
Oberflächenmarker CD63, ein Glykoprotein von 53kDa, das sich auf der Lyso-
somenmembran verschiedener Zelltypen wie basophiler Granulozyten, Mast-
zellen, Makrophagen, Thrombozyten u. a., befindet. Da CD63 nach Allergen-
kontakt mit hoher Dichte auf der Zellmembran aktivierter basophiler Granu-
lozyten exprimiert wird, kann er als Indikator für die Zelldegranulation und
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Mediatorausschüttung herangezogen werden [35, 40, 43, 67]. Dazu werden mit
Hilfe eines monoklonalen anti-IgE-PE-Antikörpers zunächst die basophilen
Granulozyten mit hoher IgE-Expression auf der Oberfläche aus der Zell-
population herausselektiert, während im nächsten Schritt dann durch Zugabe
eines anti-gp53-FITC-Antikörpers ein „gate“ auf aktivierte basophile Granulo-
zyten gesetzt wird (vgl. 2.3.2).
Weitere Einsatzgebiete der Durchflusszyzometrie sind, neben den allergischen
Erkrankungen, Autoimmunerkrankungen, Lymphome, Leukämien, Viruserkran-
kungen, die Onkologie u.a.

1.5 Fragestellung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, die Bedeutung des Basophilenaktivierungstests (BAT)
bei 57 Patienten mit Insektengiftallergie zu untersuchen, wobei folgende Punkte
von besonderem Interesse waren:

‚ Ermittlung der Sensitivität des Basophilenaktivierungstests für anam-
nestisch angegebene Bienengift-, Wespengift- und kombinierte Bienen-
und Wespengiftallergie

‚ Ermittlung der Spezifität des BATs für anamnestisch angegebene Bienen-
gift-, Wespengift- und kombinierte Bienen- und Wespengiftallergie

‚ Ermittlung der Konkordanz zwischen Anamnese, Hauttest, RAST und
BAT

‚ Untersuchungen, inwieweit der BAT in der Lage ist, Zusatzinformationen
zu den bei herkömmlichen klinischen Testverfahren ermittelten Daten zu
liefern, die u. a. bei der Indikationsstellung zur spezifischen Immun-
therapie hilfreich sein können

‚ Überprüfung, ob Ergebnisse aus dem Basophilenaktivierungstest Hin-
weise auf das Auftreten von Nebenwirkungen während der Immun-
therapie geben können
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2 Material und Methode

2.1 Patienten und Kontrollpersonen

Es wurden 57 Patienten mit systemischer allergischer Reaktion vom Soforttyp
auf Hymenopterenstiche in der Anamnese untersucht. Der Schweregrad der je-
weiligen Reaktion wurde mit Grad I bis Grad III angegeben (Tab. 1.2; vgl.
Anhang, S. 79) [108].

Zunächst wurde bei den Testpersonen ein Prick-Schwellentest an den Unterarm-
beugeseiten durchgeführt, bei dem die Konzentration der eingesetzten Hymen-
opterengift-Testlösung (Venomil; Fa. Bencard, München, Deutschland) zur Er-
mittlung der Reaktionsschwelle in Zehnerpotenz-Schritten von 0,01 µg/ml auf
100 µg/ml gesteigert wurde.
Jeweils ein Tropfen der Allergenverdünnungen wurde auf die Haut aufgetragen.
Anschließend wurde die Haut mit einer Prick-Lanzette im schrägen Winkel kurz
angestochen und angehoben. Nach 15 Minuten wurde die Testlösung abgewischt
und das Testergebnis abgelesen [32].
Fiel der Prick-Test negativ aus, wurde intracutan mit Konzentrationen von 0,1
bis 1,0 µg/ml getestet. Dazu wurden die Allergenverdünnungen intracutan inji-
ziert, wobei stets eine kleine Quaddel entstehen musste. Als Reaktionsschwelle
wurde diejenige Konzentrationsstufe bezeichnet, bei der es zum Auftreten einer
zumindest einfach positiven Hauttest-Reaktion kam (Reaktion vom Soforttyp,
positives Testergebnis bei Quaddeldurchmesser >3 mm für den Prick-Test und
für den Intrakutantest, gemäß Richtlinien der EAACI) [108, 139]. Für beide
Verfahren ist es wichtig, eine positive (Histamin) und eine negative Kontrolle
(Kochsalz) mitzuführen, die bei der Auswertung des Testergebnisses
berücksichtigt werden. Eine Ablesung nach einem oder mehreren Tagen kann
auch verzögerte Reaktionen erfassen.

Mit Hilfe des RAST (Pharmacia CAP RAST FEIA, Uppsala, Schweden) kann
die Menge an allergenspezifischen IgE im Serum bestimmt werden. Dazu wird
eine Serumprobe der allergischen Probanden mit einem Testantigen inkubiert,
das an eine Trägersubstanz gebunden ist. Es bilden sich Immunkomplexe aus,
deren Zahl mit der allergenspezifischen IgE-Konzentration im Serum korreliert.
In einem weiteren Schritt werden die Immunkomplexe mittels radioaktiv mar-
kierter Anti-IgE-Antikörper nachgewiesen. Die Serumkonzentration des spezi-
fischen IgE ist proportional der Strahlungsintensität der fixierten Immun-
komplexe. Die Ergebnisse des RAST werden im Allgemeinen in 6 Klassen



2 Material und Methode18

geordnet angegeben. Dabei bedeuten: Klasse 0 = negativ, Klasse 1 = schwach
positiv und Klassen 2 bis 6 = positiv mit ansteigender Intensität.
Nach Durchführung von Intrakutantest und RAST [45] wurde die Indikation zur
Hyposensibilisierung gestellt.
Die Patienten stellten sich zu Beginn der Hyposensibilisierungsbehandlung in
der Klinik vor, wobei die Blutentnahme zur Testdurchführung vor der ersten
Giftinjektion erfolgte. Zum Zeitpunkt der Blutentnahme verneinten alle
Patienten die Einnahme antiallergischer Medikamente sowie von ß-Blockern
und/oder ACE-Hemmern [2, 5, 52, 140]. Kontraindikationen für eine Hypo-
sensibilisierungstherapie bestanden nicht. Ein grippaler Infekt oder allergische
Beschwerden lagen in keinem Falle vor. Im Einzelnen handelte es sich um
folgende 3 Patientengruppen:

- 12 Patienten mit systemischer Reaktion auf Bienengift:
6 Männer, 6 Frauen; zwischen 10 und 70 Jahren
(mittleres Alter: 41,7 Jahre ±20,1)
Grad I: n=2, Grad II: n=7, Grad III: n=3

- 6 Patienten mit systemischer Reaktion auf Bienen- und Wespengift:
5 Männer, 1 Frau; zwischen 30 und 68 Jahren
(mittleres Alter: 45,3 Jahre ±15,2)
Grad I: n=1, Grad II: n=5, Grad III: n=0

- 39 Patienten mit systemischer Reaktion auf Wespengift:
18 Männer, 21 Frauen; zwischen 13 und 79 Jahren
(Mittleres Alter: 46,5 Jahre ± 16,2)
Grad I: n=8, Grad II: n=23, Grad III: n=8

Die Kontrollgruppe bestand aus 10 Personen (5 Männer, 5 Frauen; zwischen 32
und 67 Jahren; mittleres Alter: 50,1 Jahre ± 12,3) mit negativer Anamnese
bezüglich einer Hymenopterengiftallergie und mit negativem RAST für Bienen-
und Wespengift. Ein Hauttest wurde nicht durchgeführt.

2.2 Geräte und Reagenzien

‚ Brutschrank mit 37°C (Typ UL 40, Memmert GmbH, Schwabach,
Deutschland)

‚ Schwenkmischer (SM1, Desaga GmbH, Wiesloch, Deutschland)
‚ Eisbad mit Deckel
‚ Vortex-Mischer (REAX 2000, Heidolph GmbH & Co KG, Schwabach,

Deutschland)
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‚ Kühlzentrifuge mit freischwingenden Einsätzen für 12 x 75 mm Röhrchen
(Universal 32-R, Fa. Hettich GmbH & Co KG, Tuttlingen, Deutschland)

‚ Durchflusszytometer (FACScanª, Becton-Dickinson Immunocytometry
System, Heidelberg, Deutschland) mit 488 nm Lichtanregung (Argon-
laser) und CellQuestª-Software

‚ Laborglasflaschen 100, 200 und 1000 ml (Biochrom KG, Berlin,
Deutschland)

‚ Variable Transferpipetten (Eppendorf Reference, Eppendorf AG,
Hamburg, Deutschland) für 10 bis 100 µl und 200 bis 1000 µl mit Pi-
pettenspitzen (Eppendorf Tips Standard)

‚ Dispenser, Dispenserspitzen (Labopet 240, Greiner Labortechnik,
Kremsmünster, Österreich) und Einwegpipetten (10 ml x 2 und 5 ml x
0,1, Greiner Labortechnik)

‚ Einmal-Probenröhrchen (Falcon-Röhrchen, 12 x 75 mm, 6 ml, Omnilab
Laborzentrum, Bremen, Deutschland)

‚ Eppendorfgefäße (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland)
‚ Reagenzglasgestelle für Einmal-Probenröhrchen (Brand GmbH & Co KG,

Wertheim, Deutschland) und Eppendorfgefäße (Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland)

‚ Heparinröhrchen zur venösen Blutentnahme
‚ Steriles, pyrogenfreies Reinstwasser zur Rekonstitution von Lysing So-

lution und Stimulationspuffer
‚ Bidestilliertes Wasser zur Herstellung der Waschlösung

2.3 Basophilenaktivierungstest (BAT, Basotest®)

2.3.1 Allergene

Für die Hauttestungen und den Basophilen-Freisetzungstest wurden Reless®-
Bienengift (Apis mellifera) und Reless®-Wespengift (Vespula spp.) der Firma
ALK-SCHERAX Arzneimittel GmbH, 22569 Hamburg, verwendet.
Je 1100 µg Lyophilisat des Bienen- und Wespengiftes wurden in 11 ml Reinst-
wasser gelöst und in Aliquots zu 200 µl in NUNC Cryotubes überführt. Die
Cryotubes wurden in der vorgekühlten Kühlfalle bei -80°C für 2 Tage tief-
gefroren, anschließend über Nacht lyophilisiert und bei -20°C in Eppendorf-
Tubes eingefroren.
Für jede Versuchsreihe wurde jeweils ein Aliquot des Bienen- und Wespengiftes
frisch aufgetaut, mit 200µl Waschlösung rekonstituiert (Konzentration der
Stammlösung: 100 µg/ml) und für den Testkit verwendet.
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2.3.2 Prinzip

Der Basotest® (Orpegen Pharma, Heidelberg) ermöglicht die Untersuchung der
allergenspezifischen Aktivierung von basophilen Granulozyten in heparini-
siertem humanen Vollblut nach Stimulation mit Bienen- und Wespengift in
verschiedenen Konzentrationen. Dabei führt die Aktivierung der Basophilen zur
Fusion cytoplasmatischer Granula mit der Plasmamembran und zur nach-
folgenden Freisetzung verschiedener Entzündungsmediatoren.
Im Falle des Basotest® wird die Expression des Glykoproteins CD63 (= gp53),
eines Oberflächenmoleküls auf aktivierten humanen basophilen Granulozyten,
quantitativ bestimmt. CD63 dient dabei als Marker der Aktivierung und Degra-
nulation der Basophilen nach Stimulation mit Bienen- und Wespengift [35, 40,
54]. Der Degranulationsprozess wird durch Inkubation der Vollblutproben auf
Eis gestoppt. Danach werden die Zellen mit einem Antikörperreagenz angefärbt,
das aus zwei verschiedenen monoklonalen Antikörpern besteht. Diese beiden
Antikörper sind mit unterschiedlichen Fluoreszenzfarbstoffen verbunden: Der
Antikörper anti-IgE-PE ist mit Phycoerythrin konjugiert und bindet an humanes
Immunglobulin E. Auf diese Weise werden im Zellgemisch der Probe die
basophilen Granulozyten, die IgE-Moleküle auf ihrer Oberfläche gebunden
haben, erkannt und markiert. Der monoklonale Antikörper anti-gp53-FITC ist
mit Fluorescein konjugiert und bindet an das Glykoprotein CD63 (= gp53), das
nur von aktivierten basophilen Granulozyten nach Allergenkontakt auf der Zell-
oberfläche exprimiert wird. Durch diesen Antikörper werden also ausschließlich
aktivierte basophile Granulozyten markiert.
Anschließend werden die Erythrozyten durch Lyse aus dem Reaktionsansatz
entfernt und die Leukozyten fixiert. Nach 2 Waschschritten wird der Prozentsatz
an aktivierten basophilen Granulozyten im Durchflusszytometer bestimmt.
Parallel zu den Testansätzen mit heparinisiertem Patientenvollblut, die mit drei
unterschiedlichen Verdünnungsstufen des Bienen- und Wespengiftes versetzt
werden, werden pro Patient jeweils eine Positiv- und eine Negativkontrolle
mitgeführt. Als Positivkontrolle kommt das chemotaktische Peptid N-Formyl-
Met-Leu-Phe (fMLP) zum Einsatz, als Negativkontrolle wird Waschlösung
verwendet.

2.3.3 Material und Reagenzien

̇ Heparinisiertes Vollblut der Testpersonen:

Jedem Patienten wurde in einem heparinversetzten Röhrchen venöses Blut
entnommen. Das Vollblut wurde sofort auf einen Schüttler überführt und
bis zur Weiterverarbeitung bei Raumtemperatur durchgemischt. Zwischen
Blutentnahme und Weiterverarbeitung des Blutes im Testansatz lagen nie
mehr als 3 Stunden.
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̇ Basotest®-Testkit der Firma Orpegen Pharma, Heidelberg [4]; im Testkit
enthalten sind:

1. 1 Fläschchen (2ml) Zweifarb-Antikörperreagenz („staining reagent“); es
enthält 2 monoklonale Antikörper: anti-IgE-PE und anti-gp53-FITC; das
Antikörperreagenz wurde im dunklen Kühlschrank aufbewahrt.

2. 1 Fläschchen mit lyophilisiertem Stimulationspuffer („stimulation buffer“,
enthält Interleukin-3) zur Rekonstitution in 2 ml pyrogenfreiem Reinst-
wasser. Nach Rekonstitution wurde der Puffer in Aliquots von 180 µl bei
-20 °C gelagert.

3. 1 Röhrchen (200µl) mit dem chemotaktischen Peptid fMLP (200 x
Stammlösung; 0,4 mM). Zum Gebrauch wurden 5µl in 1 ml Waschlösung
verdünnt und nach Gebrauch verworfen.

4. 1 Fläschchen (20 ml) Lysing Solution zur Lyse der Erythrozyten und
gleichzeitigen Fixierung der Leukozyten (10 x Stammlösung); die
Stammlösung wurde mit Reinstwasser 1 : 10 verdünnt und nach Gebrauch
verworfen.

5. 1 Fläschchen Instamed-Salze für die Waschlösung („salts for washing
solution“) zur Rekonstitution in 1000 ml Aqua bidest. Die gebrauchs-
fertige Waschlösung wurde im Kühlschrank aufbewahrt und alle 2
Wochen erneuert.

Der Testkit wurde bei 2 bis 8°C im dunklen Kühlschrank gelagert. Die
Lysing Solution, sowie die fMLP- und Allergen-Arbeitslösungen wurden
nach Gebrauch verworfen und für jede Testreihe frisch hergestellt.

2.3.4 Durchführung des Basophilenaktivierungstestes

2.3.4.1 Vorbereitungen

1. Die Salze für die Waschlösung wurden in 1000ml Aqua bidest aufgelöst.
2. Pro Patient wurde 1 Aliquot (180 µl) des eingefrorenen Stimulations-

puffers aufgetaut.
3. Es wurden jeweils 3 Verdünnungsstufen sowohl der Bienen- als auch der

Wespengiftstammlösungen frisch hergestellt (1 µg/ml, 0,1 µg/ml und
0,01 µg/ml im Testansatz):
Je 1 Aliquot des lyophilisierten und tiefgefrorenen Bienen- und Wespen-
giftes wurde aufgetaut und in 200 µl Waschlösung in Eppendorfgefäßen
gelöst (Endkonzentration der Stammlösung: 100 µg/ml). Daraus wurden
50 µl entnommen und mit 450 µl Waschlösung versetzt (Endkonzen-
tration 10 µg/ml = Verdünnung 0).
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In den Fällen, in denen 1 bis 2 Patienten gleichzeitig getestet werden
sollten, wurden zur Herstellung der 3 Allergenverdünnungsstufen für den
Testansatz folgende Mengen an Allergen und Waschlösung eingesetzt:

Menge des Allergens
(Bienen- oder
Wespengift)

Menge der
zugegebenen
Waschlösung

Konzentration
des Allergens
im

Verdünnungs-
ansatz

Konzentration
des Allergens
im Testansatz

(220 µl) bei
Zugabe von
100 µl der

jeweiligen
Verdünnung

Verdünnung 1
(300 µl)

66 µl Verdünnung 0 234 µl 2,2 µg/ml 1,00 µg/ml

Verdünnung 2
(300 µl)

30 µl Verdünnung 1 270 µl 0,22 µg/ml 0,10 µg/ml

Verdünnung 3
(300 µl)

30 µl Verdünnung 2 270 µl 0,022 µg/ml 0,01 µg/ml

Sollten 3 bis 4 Patienten gleichzeitig getestet werden, wurden folgende
Mengen an Allergen und Waschlösung zur Herstellung der Verdünnungen
eingesetzt:

Menge des Allergens Menge der
zugegebenen
Waschlösung

Konzentration
des Allergens
im
Verdünnungs-
ansatz

Konzentration
des Allergens
im Testansatz

(220 µl) bei
Zugabe von
100 µl der
jeweiligen
Verdünnung

Verdünnung 1
(500 µl)

110 µl Verdünnung 0 390 µl 2,2 µg/ml 1,00 µg/ml

Verdünnung 2
(500 µl)

50 µl Verdünnung 1 450 µl 0,22 µg/ml 0,10 µg/ml

Verdünnung 3
(500 µl)

50 µl Verdünnung 2 450 µl 0,022 µg/ml 0,01 µg/ml

4. 5 µl des fMLP wurden in 1 ml Waschlösung im Eppendorf-Gefäß gelöst
und auf dem Vortex-Mischer gut vermischt.

5. Die Lysing Solution wurde mit Reinstwasser 1:10 verdünnt (pro Patient
wurden 16 ml benötigt).
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6. Vorbereiten des Eiswasserbades
7. Vorkühlen der Kühlzentrifuge (4°C)
8. Einschalten und Kalibrieren des Durchflusszytometers

2.3.4.2 Versuchsablauf

Jeder Testansatz bestand pro Patient aus 8 Probenröhrchen (5 ml): eine Positiv-,
eine Negativkontrolle, 3 Bienengiftverdünnungen und 3 Wespengiftverdün-
nungen.

Degranulation:
1. Je 100 µl heparinisiertes Vollblut wurden auf den Boden von 8 Proben-

röhrchen aliquotiert. Es sollte dabei kein Blut an den Röhrchenwänden
hängen bleiben.

2. Zugabe von je 20 µl Stimulationspuffer zu den Vollblutproben; die Pro-
ben wurden kurz vermischt und für 10 min bei 37°C im Brutschrank
inkubiert. Danach erfolgte bei Raumtemperatur die

3. Zugabe von 100 µl fMLP-Arbeitslösung (Röhrchen Nr.1; Positiv-
kontrolle)

4. Zugabe von 100 µl Waschlösung (Röhrchen Nr.2; Negativkontrolle)

5. Zugabe von 100 µl Bienengiftverdünnung 1 (Röhrchen Nr. 3; 1 µg/ml)

6. Zugabe von 100 µl Bienengiftverdünnung 2 (Röhrchen Nr. 4; 0,1 µg/ml)

7. Zugabe von 100 µl Bienengiftverdünnung 3 (Röhrchen Nr. 5; 0,01 µg/ml)

8. Zugabe von 100 µl Wespengiftverdünnung 1 (Röhrchen Nr. 6; 1 µg/ml)

9. Zugabe von 100 µl Wespengiftverdünnung 2 (Röhrchen Nr. 7; 0,1 µg/ml)

10. Zugabe von 100 µl Wespengiftverdünnung 3 (Röhrchen Nr. 8;
0,01 µg/ml)

11. Alle 8 Röhrchen wurden auf dem Vortex-Mischer gut vermischt und 20
min lang bei 37°C im Brutschrank inkubiert.
Anschließend wurde die Degranulation durch Inkubation der Proben für
5 min im Eisbad gestoppt.
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Färbung mit Zweifarb-Antikörperreagenz:
12. Zu jeder Probe im Eisbad wurden 20 µl des Antikörper-Reagenz zugege-

ben, gut vermischt und für 20 min im Eisbad im Dunkeln inkubiert (Mar-
kierung der aktivierten basophilen Granulozyten).

Lyse und Fixierung:
13. Anschließend wurden die Proben aus dem Eisbad genommen, bei Raum-

temperatur mit 2 ml Lysing Solution versetzt und gut vermischt.

14. Inkubation der Proben für 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln (Fi-
xierung der Leukozyten und Lyse der Erythrozyten).

15. Abzentrifugieren der Proben in der Kühlzentrifuge (vorgekühlt) für 5 min
bei 4°C und 1750 rpm. Der Überstand wurde dekantiert und verworfen.

Waschen:
16. Zugabe von 3 ml Waschlösung zu jeder Probe und Mischen.

17. Abzentrifugieren der Proben in der Kühlzentrifuge für 5 min bei 4 °C und
1750 rpm. Der Überstand wurde verworfen.

18. Der Zellniederschlag wurde mit 200 µl Waschlösung versetzt, gut
gemischt und bis zur Messung im Zytometer im dunklen Eisbad
aufbewahrt. Die Messung sollte am besten direkt im Anschluss an die
Testdurchführung, auf jeden Fall aber innerhalb von 2 Stunden nach
Beendigung des Tests erfolgen.

2.3.5 Probenanalyse im Durchflusszytometer

Nach Durchführung des Basotests® wurden die Proben bei Anregung im blau-
grünen Lichtbereich (Argonlaser, 488 nm) im Durchflusszytometer
(FACScanª: Becton-Dickinson Immunocytometry System, Heidelberg;
Software: CellQuestª) analysiert. Ausgewertet wurde dabei der Prozentsatz an
aktivierten basophilen Granulozyten.
Dazu wurde ein Analysefenster („gate“) gesetzt, welches im „Dot Plot“-Dia-
gramm die gemessenen Zellen auf Zellen mit starker IgE-Expression (= baso-
phile Granulozyten) eingrenzt (Abb. 2.1). Während der Auswertung wurde
durch das Setzen eines Schwellenwertes im Fluoreszenz2-(FL2)-Kanal ein
Analysenfenster („living gate“) auf basophile Granulozyten mit sehr hoher IgE-
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Expression gesetzt. Damit wurden die Basophilen erfasst, die nach Aktivierung
durch das Antigen das Glykoprotein CD63 (= gp53) exprimieren (Abb. 2.2). Zur
Auswertung wurden dabei pro Probe mindestens 1000 Basophile herangezogen.

Abb. 2.1 Analysefenster, festgelegt auf basophile Granulozyten

Abb. 2.2 „Gate“, festgelegt auf basophile Granulozyten mit starker IgE-
Expression
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Zur Bestimmung des Prozentsatzes an Basophilen, die das Aktivierungsantigen
CD63 exprimieren, wurden im Fluoreszenz1(FL1)-Histogramm im Kontroll-
ansatz Marker gesetzt. Unter Beibehaltung dieser Marker wurde dann der
Prozentsatz an aktivierten Zellen bestimmt (Abb. 2.3 bis 2.5). Ergebnisse mit
einer Aktivierung der basophilen Granulozyten von mehr als 15% wurden, ge-
mäß Herstellerangaben, als positiv gewertet.

Abb. 2.3 Histogramm einer Negativkontrolle (Probe mit Waschlösung) mit
einer Aktivierung von 3,9%; Erwartungswert: 1,8 bis 9,5%

Abb. 2.4 Histogramm einer Positivkontrolle (Probe mit fMLP) mit einer
Aktivierung von 35,5%; Erwartungswert: 25,2 bis 59,5%
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Abb. 2.5 Histogramm eines positiven Testergebnisses (Probe mit Allergen) mit
einer Aktivierung von 90,6%; Erwartungswert: über 15%

2.3.6 Einflussparameter

Die Testergebnisse können durch verschiedene Parameter beeinflusst und
möglicherweise verfälscht werden [4]. Folgende Punkte sind dabei zu beachten:

1. Heparinisiertes Vollblut sollte auf jeden Fall innerhalb von 24 Stunden
nach Entnahme weiterverarbeitet und bis zu Testbeginn bei Zimmer-
temperatur durchmischt werden. Im unserem Falle wurde das Vollblut nie
länger als 3 Stunden bis zur Testdurchführung aufbewahrt. Die Blut-
entnahmeröhrchen sollten dabei ausschließlich mit Heparin für phar-
mazeutische Zwecke versetzt sein, da nur so sichergestellt ist, dass keine
Verunreinigung mit Endotoxin stattfinden kann.

2. Vor dem ersten Einsatz des Basotests® und bei Verwendung von
natürlichen Allergenen muss zunächst die optimale Allergenkonzentration
bestimmt werden. Dazu wurde das Allergen mit Waschlösung auf
verschiedene Konzentrationen verdünnt (1 µg/ml, 0,1 µg/ml, 0,01 µg/ml,
0,001 µg/ml), um danach die optimale Allergenkonzentration mit Hilfe
von Vollblutproben allergischer Patienten zu ermitteln. In unserem Falle
erwiesen sich die Allergenkonzentrationen 0,01 µg/ml, 0,1 µg/ml und 1
µg/ml als optimale Verdünnungsstufen.

3. Die Verwendung von pyrogenfreiem Reinstwasser bei der Rekonstitution
verschiedener Lösung (z. B. der Lysing Solution) des Basotest®-Kits ist
essentiell, da Pyrogene zur unerwünschten Degranulation von basophilen
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Granulozyten führen und somit möglicherweise ein falsch positives
Ergebnis vortäuschen könnten. Zur Verdünnung der Allergenstamm-
lösungen und der fMLP-Positivkontrolle sowie als Negativkontrolle sollte
unbedingt Waschlösung verwendet werden.

4. Die Blutproben sollten während des Versuchs immer abgedeckt sein, um
eine Verunreinigung mit Allergenen aus der Luft zu vermeiden.

2.3.7 Normalwerte

Die Referenzwerte an aktivierten basophilen Granulozyten wurden anhand von
heparinisiertem Frischblut allergischer und nicht allergischer Personen be-
stimmt. Es ergaben sich folgende Werte:

Aktivierte basophile Granulozyten
(CD63-positiv)
[%]

Negativkontrolle (Waschlösung) 1,8 – 9,5
Positivkontrolle (fMLP) 25,2 – 59,5

Probanden, deren Blutproben eine Aktivierung der basophilen Granulozyten von
mehr als 15% aufwiesen, wurden als allergisch gegen das getestete Antigen
angesehen [4].
Die Messung der verschiedenen Verdünnungsstufen des eingesetzten Allergens
sollte eine Aktivierung der Basophilen in Abhängigkeit von der Allergenkon-
zentration ergeben.

2.3.8 Grenzen der Methode

1. Die Proben müssen 95% lebende Zellen oder mehr enthalten und sie
müssen voll antikoaguliert sein. Bei zu lange gelagerten Proben mit einem
zu hohen Anteil an toten Zellen kann die ausgetretene DNA zu einer
unspezifischen Färbung der Zellen führen. Gleiches gilt für unvollständig
koagulierte Proben, da Thrombozytenaggregate ebenfalls zu einer
unspezifischen Färbung führen können.
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2. Durch die Verdünnung der Allergenstammlösung kommt es zu einem
Aktivitätsverlust, so dass die stark verdünnten Allergenlösungen nicht
gelagert werden können, sondern für jede Testreihe frisch hergestellt
werden müssen.

3. Die zu testenden Patienten sollten mindestens 48 Stunden vor
Blutentnahme keine Antihistaminika eingenommen haben, Kortiko-
steroide sollten mindestens 2 Wochen vorher abgesetzt werden.

4. Bei einigen Personen werden die basophilen Granulozyten von dem im
Test eingesetzten anti-IgE-Antikörper nicht erkannt. Es kann demzufolge
keine Stimulation durch Positivkontrolle oder Antigen nachgewiesen
werden.

2.4 Berechnung der 0,1/1-Ratio

Kosnik et al. [69] veröffentlichten Ergebnisse, nach denen sie einen
Zusammenhang zwischen dem Grad der Basophilenaktivierung im BAT und
dem Risiko für gravierende Nebenwirkungen im Rahmen einer Hyposensibili-
sierungstherapie postulierten. Dazu ermittelten sie für jeden Patienten den
Quotienten aus dem Grad der Basophilenaktivierung bei den Allergen-
verdünnungen 0,1 und 1 µg/ml (0,1/1-Ratio in Prozent) und setzten diesen in
Bezug zum Auftreten von Nebenwirkungen bei der anschließenden
Immuntherapie.
Gleiches wurde für die in der vorliegenden Arbeit ermittelten Ergebnisse
durchgeführt: Bei 52 Patienten, die sich einer Immuntherapie unterzogen, wurde
die 0,1/1-Ratio ermittelt und mit dem Grad der auftretenden systemischen
Nebenwirkungen verglichen.
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3 Ergebnisse

3.1 Patienten mit Bienengiftallergie

3.1.1 Klinische Charakterisierung

Unter den Patienten befanden sich 6 Männer und 6 Frauen zwischen 10 und 70

Jahren, die alle in der Anamnese eine systemische anaphylaktische Reaktion auf

einen Bienenstich zeigten (vgl. Tab. 3.1).

Darunter waren 2 Patienten mit einer Reaktion Grad I, 7 Patienten mit einer

Reaktion Grad II und 3 Patienten mit einer Reaktion Grad III.

Tab. 3.1 Klinische Charakterisierung der Patientengruppen

Anaphylaktische

Reaktion in der

Anamnese

Patienten-

anzahl (n)

Männer

(n)

Frauen

(n)

Alter

[Jahre]

Durchschnitts-

alter und

Standard-

abweichung

[Jahre]

Schweregrad

der letzten

Reaktion (n)

I II III

Bienenstich 12 6 6 10-70 41,7±20,1 2 7 3

Bienen- und

Wespenstich

6 5 1 30-68 45,3±15,2 1 5 0

Wespenstich 39 18 21 13-79 46,5±16,2 8 23 8

Gesamt 57 29 28 10-79 45,3±17,0 11 35 11

Der Hauttest auf Bienengift war in 12 Fällen positiv, der auf Wespengift in 6

Fällen. Bienengiftspezifische IgE-Antikörper waren bei 11 Patienten nachweis-

bar, IgE-spezifische Antikörper gegen Wespengift bei 8 Patienten.

Ein Patient zeigte keine bienenspezifischen IgE-Antikörper bei positivem Haut-

test. Sowohl RAST als auch Hauttest für Bienengift waren bei 11 der 12

getesteten Patienten positiv. RAST und Hauttest für Wespengift fielen bei 5

Patienten positiv aus (Tab. 3.2).
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3.1.2 Basophilenaktivierungstest

3.1.2.1 Ergebnisse der Testung mit Bienengift

Die bei der Durchführung des Basophilenaktivierungstests erhaltenen Ergeb-

nisse (gemessen wurde jeweils die Aktivierung der basophilen Granulozyten in

Prozent) sind in Tab. 3.2 zusammengefasst. Als positive Reaktion wurde eine

Aktivierung über 15% gewertet.

Tab. 3.2 Ergebnisse des Hauttests, des RAST und des Basophilenaktivierungs-

tests bei Patienten mit anamnestisch belegter anaphylaktischer Reaktion auf

Bienengift (s. auch Abb. 3.1)

Pat.

Nr.

Anamnese Hauttest RAST-

Klasse

Pos.

Kontr.

Neg.

Kontr.

Bienengift Wespengift

 !"
Alter

Grad der

system.

Reaktion

Biene/

Wespe

Biene/

Wespe

% % 1

µg/ml

%

0,1

µg/ml

%

0,01

µg/ml

%

1

µg/ml

%

0,1

µg/ml

%

0,01

µg/ml

%

6*

 !#$%
III pos/neg 4/0 43,1 11,8 47,7 36,6 23,2 14,9 13,1 12,5

11

"!&'%
II pos/pos 4/3 25,8 2,4 85,6 74,1 8,5 90,4 65,9 3,8

12

 !'(%
III pos/neg 4/2 53,8 7,6 78,6 76,3 76,9 14,8 4,3 7,9

25**

 !')%
I pos/pos 2/0 49,1 2,6 72,8 7,0 2,7 81,9 19,9 3,0

32

"!)$%
II pos/pos 4/3 62,9 3,3 79,8 84,9 71,2 85,9 53,8 7,9

35

"!)'%
II pos/pos 4/2 56,1 1,4 77,9 56,0 18,7 81,9 74,2 50,8

39*

 !*#%
II pos/neg 2/0 59,2 2,5 45,5 31,4 19,3 9,2 7,6 7,1

43***

 !+(%
II pos/neg 0/0 17,7 2,9 43,6 22,2 4,8 2,2 2,9 2,1

46

"!&,%
II pos/neg 3/2 36,8 7,2 53,9 11,3 4,8 19,9 9,5 5,9

48

 !#$%
II pos/neg 5/2 35,2 3,1 90,6 88,3 52,2 20,0 3,8 2,1

54

"!(,%
III pos/pos 5/3 21,8 2,3 51,5 57,0 8,3 71,9 33,4 13,1

57

"!*$%
I pos/pos 3/2 81,6 1,6 92,4 85,2 10,7 87,7 61,3 5,5

* RAST und Hauttest für Wespengift negativ

** RAST für Wespengift negativ, aber Hauttest positiv (einziger Fall)

*** RAST für Bienengift negativ, aber Hauttest positiv (einziger Fall)

Positive Ergebnisse sind fett gedruckt
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Tab. 3.3 zeigt die Verteilung der Basophilenaktivierung in Abhängigkeit von der

jeweils eingesetzten Bienengiftverdünnung.

Tab. 3.3 Basophilenaktivierung bei Patienten mit Bienengiftallergie in

Abhängigkeit von der jeweils eingesetzten Bienengiftverdünnung

Bienengift-

konzentration

1,0 µg/ml

Bienengift-

konzentration

0,1 µg/ml

Bienengift-

konzentration

0,01 µg/ml

Basophilenaktivierung

[%]

Patientenzahl

Absolut [%]

Patientenzahl

Absolut [%]

Patientenzahl

Absolut [%]

0 – 5

5 – 10 1 8,3

3 41,7

2

10 – 15 1 8,3 1 8,3

15 – 20 2 16,7

20 – 25

25 – 30

1 8,3 1 8,3

30 – 35

35 – 40

1 16,7

1

40 – 45

45 – 50

1 25 ,0

2

50 – 55

55 – 60

2 16,7

2 16,7

1 8,3

60 – 65

65 – 70

70 – 75

75 – 80

1 33,3

3

1 16,7

1

1 16,7

1

80 – 85

85 – 90 1 8,3

1 25,0

2

90 – 95

95 – 100

2 16,7

Bei allen 12 Patienten dieser Gruppe war der Basophilenaktivierungstest bei

Einsatz der höchsten Bienengiftkonzentration positiv. Das entspricht einer

Sensitivität von 100%.

Bei der Bienengiftverdünnung 1 (1,0 µg/ml) zeigte sich ein positives Ergebnis

bei 12 Patienten, also bei 100% der untersuchten Proben. Der Aktivierungs-

bereich der basophilen Granulozyten lag zwischen 43,6% und 92,4%. Als

Median ergab sich ein Wert von 75,4% [50].
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Bei der Bienengiftverdünnung 2 (0,1 µg/ml) fand sich bei 10 Patienten ein posi-

tives Ergebnis, was einem Prozentsatz von 83,3 der untersuchten Proben

entspricht. Der Aktivierungsbereich der basophilen Granulozyten erstreckte sich

dabei von 7,0% bis 88,3%. Als Median ergab sich ein Wert von 56,5%.

Bei der Bienengiftverdünnung 3 (0,01 µg/ml) zeigte sich ein positives Ergebnis

bei 6 Patienten, also bei 50% der untersuchten Proben. Der Aktivierungsbereich

der basophilen Granulozyten lag zwischen 2,7% und 76,9%. Als Median ergab

sich ein Wert von 14,7%.

3.1.2.2 Ergebnisse der Testung mit Wespengift

In Tab. 3.4 ist die Verteilung der Basophilenaktivierung in Abhängigkeit von

der jeweils eingesetzten Wespengiftverdünnung zusammengefasst.

Tab. 3.4 Basophilenaktivierung bei Patienten mit Bienengiftallergie in

Abhängigkeit von der jeweils eingesetzten Wespengiftverdünnung

Wespengift-

konzentration

1,0 µg/ml

Wespengift-

konzentration

0,1 µg/ml

Wespengift-

konzentration

0,01 µg/ml

Basophilenaktivierung

[%]

Patientenzahl

Absolut [%]

Patientenzahl

Absolut [%]

Patientenzahl

Absolut [%]

0 – 5

5 – 10

1 16,7

1

3 41,7

2

4 75

5

10 – 15 2 16,7 1 8,3 2 16,7

15 – 20 1 8,3 1 8,3

20 – 25

25 – 30

1 8,3

30 – 35

35 – 40

1 8,3

40 – 45

45 – 50

50 – 55

55 – 60

1 8,3 1 8,3

60 – 65

65 – 70

1 16,7

1

70 – 75

75 – 80

1 8,3 1 8,3

80 – 85

85 – 90

2 33,3

2

90 – 95

95 – 100

1 8,3
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Bei der Wespengiftverdünnung 1 (1,0 µg/ml) zeigte sich ein positives Ergebnis

bei 8 Patienten; das entspricht 66,7% der untersuchten Proben. Der Aktivie-

rungsbereich der basophilen Granulozyten lag dabei zwischen 2,2% und 90,4%.

Als Median ergab sich ein Wert von 46,0%.

Bei der Wespengiftverdünnung 2 (0,1 µg/ml) fand sich bei 6 Patienten ein

positives Ergebnis, was einem Prozentsatz von 50,0 der untersuchten Proben

entspricht. Der Aktivierungsbereich der basophilen Granulozyten erstreckte sich

von 2,9% bis 74,2%. Der Median lag bei 16,5%.

Bei der Wespengiftverdünnung 3 (0,01 µg/ml) zeigte sich ein positives Ergebnis

bei einem Patienten, was 8,3% der untersuchten Proben entspricht. Der Akti-

vierungsbereich der basophilen Granulozyten lag zwischen 2,1% und 50,8%.

Als Median ergab sich ein Wert von 6,5%.

Abb. 3.1 zeigt die durchschnittliche Aktivierung der basophilen Granulozyten

im BAT bei Patienten mit anamnestisch belegter Allergie gegen Bienenstiche in

Abhängigkeit von der jeweils eingesetzten Giftkonzentration.

Tab. 3.5 bietet einen zusammenfassenden Vergleich der Ergebnisse von Haut-

test, RAST und Basophilenaktivierungstest bei dieser Patientengruppe.

Demnach liegt im vorliegenden Patientenkollektiv die Sensitivität des BAT bei

100%, des RAST bei 91,7% und des Hauttests bei 100%.

Tab. 3.5 Ergebnisse von Hauttest, RAST und BAT bei Patienten mit

anaphylaktischer Reaktion auf Bienenstiche in der Anamnese

Getestetes

Allergen

Positiver

Hauttest

(n)

Giftspezifische

IgE-Antikörper

(RAST-Klasse: n)

0 1 2 3 4 5 6

Positiver Basophilen-

aktivierungstest bei Allergen-

konzentrationen von

1 µg/ml 0,1 µg/ml 0,01 µg/ml

Bienengift 12 1 0 2 2 5 2 0 12 10 6

Wespengift 6 4 0 5 3 0 0 0 8 6 1
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Abb. 3.1 CD63-Expression von basophilen Granulozyten nach Inkubation mit Puffer (= Negativkontrolle), fMLP

(=Positivkontrolle) und 3 verschiedenen Bienen- und Wespengiftverdünnungen bei Patienten mit anaphylaktischer Reaktion

auf Bienenstiche in der Anamnese (Median, 25%- und 75%-Perzentile; n=12)

0,1 0,01 1,0 0,1kontrolle kontrolle 1,0
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3.2 Patienten mit Bienen- und Wespengiftallergie

3.2.1 Klinische Charakterisierung

Unter den Patienten befanden sich 5 Männer und 1 Frau zwischen 30 und 68

Jahren, die alle in der Anamnese eine systemische anaphylaktische Reaktion auf

Bienen- und Wespengift zeigten (Tab. 3.1).

Darunter befanden sich 1 Patient mit einer Reaktion Grad I und 5 Patienten mit

einer Reaktion Grad II. Keiner der Patienten zeigte eine Reaktion Grad III.

Bei allen 6 Patienten war der Hauttest sowohl mit Bienen- als auch mit

Wespengift positiv. Darüber hinaus zeigten alle Patienten einen positiven RAST

gegen Bienen- und Wespengift (Tab. 3.6).

3.2.2 Basophilenaktivierungstest

Die Ergebnisse im Einzelnen sind in Tab. 3.6 zusammengefasst.

Tab. 3.6 Ergebnisse des Hauttests, des RAST und des Basophilenaktivierungs-

tests bei Patienten mit anamnestisch belegter anaphylaktischer Reaktion auf

Bienen- und Wespengift (s. auch Abb. 3.2)

Pat.

Nr.

Anamnese Hauttest RAST-

Klasse

Pos.

Kontr.

Neg.

Kontr.

Bienengift Wespengift

 !"
Alter

Grad der

system.

Reaktion

Biene/

Wespe

Biene/

Wespe

% % 1,0

µg/ml

%

0,1

µg/ml

%

0,01

µg/ml

%

1,0

µg/ml

%

0,1

µg/ml

%

0,01

µg/ml

%

30

"/37J
II pos./pos. 2/3 67,6 4,9 86,6 52,0 4,4 84,1 88,5 45,9

33

"/60J
II pos./pos. 5/4 40,5 13,4 77,9 69,97 29,19 78,19 83,21 72,80

34

 /68J
II pos./pos. 6/3 27,0 1,8 72,9 85,9 86,8 60,8 5,8 4,1

47

"/36J
II pos./pos. 4/6 30,6 2,9 41,0 4,6 3,1 62,4 49,1 22,1

51

"/30J
I pos./pos. 4/2 78,2 8,6 83,2 65,6 25,4 83,7 59,8 26,3

52

"/41J
II pos./pos. 4/4 32,5 2,6 84,9 80,3 36,7 84,6 53,4 11,4

Positive Ergebnisse sind fett gedruckt
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3.2.2.1 Ergebnisse der Testung mit Bienengift

In Tab. 3.7 ist die Verteilung der Basophilenaktivierung in Abhängigkeit von

der eingesetzten Bienengiftverdünnung dargestellt.

Tab. 3.7 Basophilenaktivierung bei Bienen- und Wespengiftallergikern in

Abhängigkeit von der jeweils eingesetzten Bienengiftverdünnung

Bienengift-

konzentration

1,0 µg/ml

Bienengift-

konzentration

0,1 µg/ml

Bienengift-

konzentration

0,01 µg/ml

Basophilenaktivierung

[%]

Patientenzahl

Absolut [%]

Patientenzahl

Absolut [%]

Patientenzahl

Absolut [%]

0 – 5

5 – 10

1 16,7 2 33,3

10 – 15

15 – 20

20 – 25

25 – 30 2 33,3

30 – 35

35 – 40 1 16,7

40 – 45

45 – 50

1 16,7

50 – 55

55 – 60

1 16,7

60 – 65

65 – 70 2 33,3

70 – 75

75 – 80

1 33,3

1

80 – 85

85 – 90

2 50,0

1

1 33,3

1 1 16,7

90 – 95

95 – 100

Bei allen 6 Patienten erbrachte der BAT bei der höchsten eingesetzten Bienen-

giftkonzentration ein positives Ergebnis. Das entspricht einer Sensitivität von

100%.

Bei der Bienengiftverdünnung 1 (1,0 µg/ml) zeigte sich ein positives Ergebnis

bei 6 Patienten; das entspricht 100% der untersuchten Proben. Der Aktivie-

rungsbereich der basophilen Granulozyten lag zwischen 41,0% und 86,6%. Als

Median ergab sich ein Wert von 80,5%.
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Bei der Bienengiftverdünnung 2 (0,1 µg/ml) fand sich bei 5 Patienten ein posi-

tives Ergebnis, was einem Prozentsatz von 83,3 der untersuchten Proben

entspricht. Der Aktivierungsbereich der basophilen Granulozyten erstreckte sich

von 4,6% bis 85,9%. Der Median lag bei 67,8%.

Bei der Bienengiftverdünnung 3 (0,01 µg/ml) zeigte sich ein positives Ergebnis

bei 4 Patienten, was 66,7% der untersuchten Proben entspricht. Der Akti-

vierungsbereich der basophilen Granulozyten lag zwischen 3,1% und 86,8%.

Als Median ergab sich ein Wert von 27,3%.

3.2.2.2 Ergebnisse der Testung mit Wespengift

Tab. 3.8 zeigt die Verteilung der Basophilenaktivierung in Abhängigkeit von der

eingesetzten Wespengiftverdünnung.

Tab. 3.8 Basophilenaktivierung bei Bienen- und Wespengiftallergikern in

Abhängigkeit von der jeweils eingesetzten Wespengiftverdünnung

Wespengift-

konzentration

1,0 µg/ml

Wespengift-

konzentration

0,1 µg/ml

Wespengift-

konzentration

0,01 µg/ml

Basophilenaktivierung

[%]

Patientenzahl

Absolut [%]

Patientenzahl

Absolut [%]

Patientenzahl

Absolut [%]

0 – 5

5 – 10

1 16,7 1 16,7

10 – 15 1 16,7

15 – 20

20 – 25

25 – 30

1 33,3

1

30 – 35

35 – 40

40 – 45

45 – 50 1 16,7 1 16,7

50 – 55

55 – 60

1 33,3

1

60 – 65

65 – 70

2 33,3

70 – 75

75 – 80 1 16,7

1 16,7

80 – 85

85 – 90

3 50,0 1 33,3

1

90 – 95

95 – 100



3.2 Patienten mit Bienen- und Wespengiftallergie 39

Bei allen 6 Patienten führte der Basophilenaktivierungstest bei der höchsten

eingesetzten Wespengiftkonzentration zu einem positiven Ergebnis. Das ent-

spricht einer Sensitivität von 100%.

Bei der Wespengiftverdünnung 1 (1,0 µg/ml) zeigte sich ein positives Ergebnis

bei 6 Patienten; das entspricht 100% der untersuchten Proben. Der Aktivie-

rungsbereich der basophilen Granulozyten lag zwischen 60,8% und 84,6%. Als

Median ergab sich ein Wert von 80,9%.

Bei der Wespengiftverdünnung 2 (0,1 µg/ml) fand sich bei 5 Patienten ein

positives Ergebnis, was einem Prozentsatz von 83,3 der untersuchten Proben

entspricht. Der Aktivierungsbereich der basophilen Granulozyten erstreckte sich

von 5,8% bis 88,5%. Der Median lag bei 56,6%.

Bei der Wespengiftverdünnung 3 (0,01 µg/ml) zeigte sich ein positives Ergebnis

bei 4 Patienten, was 66,7% der untersuchten Proben entspricht. Der Aktivie-

rungsbereich der basophilen Granulozyten lag zwischen 4,1% und 72,8%. Als

Median ergab sich ein Wert von 24,2%.

Abb. 3.2 zeigt die durchschnittliche Aktivierung der basophilen Granulozyten

im BAT bei Patienten mit Bienen- und Wespengiftallergie in Abhängigkeit von

der jeweils eingesetzten Giftkonzentration.

Tab. 3.9 bietet einen zusammenfassenden Vergleich der Ergebnisse von

Hauttest, RAST und BAT bei dieser Patientengruppe.

Demnach liegt in diesem Patientenkollektiv die Sensitivität des BAT, des RAST

und des Hauttests bei jeweils 100%.

Tab. 3.9 Ergebnisse von Hauttest, RAST und BAT bei Patienten mit

anaphylaktischer Reaktion auf Bienen- und Wespenstiche in der Anamnese

Getestetes

Allergen

Positiver

Hauttest

(n)

Giftspezifische

IgE-Antikörper

(RAST-Klasse: n)

0 1 2 3 4 5 6

Positiver Basophilen-

aktivierungstest bei Allergen-

konzentrationen von

1 µg/ml 0,1 µg/ml 0,01 µg/ml

Bienengift 6 0 0 1 0 3 1 1 6 5 4

Wespengift 6 0 0 1 2 2 0 1 6 5 4



Abb. 3.2 CD63-Expression von basophilen Granulozyten nach Inkubation mit Puffer (= Negativkontrolle), fMLP

(=Positivkontrolle) und 3 verschiedenen Bienen- und Wespengiftverdünnungen bei Patienten mit anaphylaktischer Reaktion

auf Bienen- und Wespenstiche in der Anamnese (Median, 25%- und 75%-Perzentile; n=6)
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3.3 Patienten mit Wespengiftallergie

3.3.1 Klinische Charakterisierung

Unter den Patienten befanden sich 18 Männer und 21 Frauen zwischen 13 und

79 Jahren. Sie zeigten in der Anamnese alle eine systemische Reaktion auf einen

Wespenstich.

Darunter befanden sich 8 Patienten mit einer Reaktion Grad I, 23 Patienten mit

einer Reaktion Grad II und 8 Patienten mit einer Reaktion Grad III (Tab. 3.1).

Im Hauttest zeigten 38 Patienten eine positive Reaktion auf Wespengift, bei 12

Patienten war der Hauttest für Bienengift positiv. Bei 38 Patienten waren

spezifische IgE-Antikörper gegen Wespengift nachweisbar, bei 21 Personen

gegen Bienengift. 37 Patienten zeigten sowohl einen positiven Hauttest auf

Wespengift als auch wespengiftspezifische IgE-Antikörper, bei 15 Patienten

waren sowohl Hauttest als auch RAST für Bienengift negativ (Tab. 3.10).

3.3.2 Basophilenaktivierungstest

Die Ergebnisse im Einzelnen sind in Tab. 3.10 zusammengefasst.

Tab. 3.10 Ergebnisse des Hauttests, des RAST und des Basophilenaktivie-

rungstests bei Patienten mit anamnestisch belegter anaphylaktischer Reaktion

auf Wespengift (s. auch Abb. 3.3)

Pat.

Nr.

Anamnese Hauttest RAST-

Klasse

Pos.

Kontr.

Neg.

Kontr.

Bienengift Wespengift

 !"
Alter

Grad der

system.

Reaktion

Biene/

Wespe

Biene/

Wespe

% % 1,0

µg/ml

%

0,1

µg/ml

%

0,01

µg/ml

%

1,0

µg/ml

%

0,1

µg/ml

%

0,01

µg/ml

%

1

 /66J
III neg./pos. 0/2 30,1 2,7 4,6 3,0 4,7 81,0 72,7 7,4

2*

"/51J
III pos./pos. 3/2 47,9 7,8 69,0 16,9 6,1 69,6 63,3 6,2

3

"!#$%
I neg./pos. 0/3 32,9 5,1 12,2 4,5 5,2 84,3 26,6 5,7

4

 !&'%
III neg./pos. 1/3 28,3 5,0 68,8 24,8 6,6 88,4 63,6 5,4

5

 /59J
III neg./pos. 0/1 83,7 9,0 47,7 11,7 10,7 86,9 83,9 35,8

7

"!()%
I neg./pos. 3/2 29,1 13,1 71,3 10,8 19,8 80,6 67,5 22,1

8

 !&)%
II neg./pos. 1/3 17,7 16,53 21,9 15,2 6,18 49,5 46,4 14,33
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Pat.

Nr.

Anamnese Hauttest RAST-

Klasse

Pos.

Kontr.

Neg.

Kontr.

Bienengift Wespengift

 !"
Alter

Grad der

system.

Reaktion

Biene/

Wespe

Biene/

Wespe

% % 1,0

µg/ml

%

0,1

µg/ml

%

0,01

µg/ml

%

1,0

µg/ml

%

0,1

µg/ml

%

0,01

µg/ml

%

9

 /38J
II neg./pos. 0/3 46,1 4,7 7,5 7,8 6,8 75,6 61,7 29,8

10

 !*+%
II neg./pos. 2/5 61,4 3,6 19,0 6,8 8,7 29,2 31,8 10,1

13

 /51J
II neg./pos. 0/3 55,7 7,6 11,57 4,1 5,8 52,6 10,3 4,7

14*

 /13J
II pos./pos. 3/4 43,8 8,0 69,0 10,9 20,6 76,8 74,8 23,1

15

"!*,%
II neg./pos. 2/2 42,6 5,2 87,7 13,4 7,1 91,5 88,6 30,5

16*

"!$&%
II pos./pos. 3/3 39,4 18,4 27,0 13,9 13,6 46,9 18,9 13,8

17

 /58J
II neg./pos. 0/2 58,8 6,9 13,7 6,7 8,9 52,9 55,1 41,7

18

"!()%
II neg./pos. 3/3 33,7 8,1 23,3 9,7 6,1 61,6 54,9 19,1

19

 /31J
II pos./pos. 0/2 33,8 2,1 46,9 11,0 4,2 86,4 63,8 10,8

20

"!$(%
I neg./pos. 3/3 54,0 18,4 54,3 19,0 9,6 57,6 70,7 54,0

21

 /42J
II neg./pos. 0/2 77,1 8,1 25,7 7,3 6,0 86,7 78,5 45,1

22

 /48J
II neg./pos. 0/3 54,9 6,0 19,7 5,6 6,0 5,4 5,9 4,8

23

 !+&%
II neg./pos. 2/3 74,8 6,2 33,2 7,9 8,7 95,8 91,6 47,3

24*

"!$*%
I pos./pos. 2/3 69,2 7,1 75,9 7,5 4,2 86,7 81,2 13,2

26

 !(,%
I neg./pos. 2/2 8,8 2,1 7,5 4,3 4,06 36,1 34,3 5,64

27**

 !*'%
II neg./pos. 2/0 53,3 3,1 5,1 7,3 6,4 77,2 42,3 5,8

28

"/41J
II neg./pos. 0/2 52,0 4,6 9,8 4,5 5,0 87,2 86,7 77,0

29

"/56J
III neg./pos. 0/2 46,9 4,3 24,5 4,7 7,0 95,5 70,6 10,6

31

"!+,%
II neg./pos. 3/3 61,1 3,5 63,3 3,9 2,0 92,2 93,7 35,2

36*

"!*+%
II pos./pos. 3/3 36,8 3,1 82,2 33,4 3,4 83,1 56,7 9,1

37

"/27J
I neg./pos. 0/2 32,6 3,6 5,2 3,7 3,4 61,3 47,1 7,2

38

"/14J
II neg./pos. 0/1 36,59 8,91 11,08 10,12 7,13 78,37 31,33 8,88

40*

 !*'%
III pos./pos. 2/3 77,0 3,2 11,3 2,9 4,6 96,2 97,0 73,7

41

 !*$%
I neg./pos. 4/6 43,2 3,3 72,8 51,2 15,2 93,4 91,6 59,6

42

 /68J
II neg./pos. 0/3 35,5 2,2 7,3 3,3 1,6 85,8 87,9 46,5
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Pat.

Nr.

Anamnese Hauttest RAST-

Klasse

Pos.

Kontr.

Neg.

Kontr.

Bienengift Wespengift

 !"
Alter

Grad der

system.

Reaktion

Biene/

Wespe

Biene/

Wespe

% % 1,0

µg/ml

%

0,1

µg/ml

%

0,01

µg/ml

%

1,0

µg/ml

%

0,1

µg/ml

%

0,01

µg/ml

%

44

 /52J
II neg./pos. 0/1 36,1 4,2 4,6 2,9 3,5 69,1 21,6 3,3

45*

"!$-%
II pos./pos. 3/3 80,6 3,6 80,2 12,2 2,6 94,0 92,2 27,2

49*

 !&+J
II pos./pos. 3/4 25,1 2,2 44,6 21,5 11,3 50,9 18,4 1,8

50

 /41J
II neg./pos. 0/6 35,5 2,5 6,3 6,3 4,1 47,4 16,4 14,7

53*

"!&+%
I pos./pos. 2/3 25,1 3,2 35,6 3,7 3,9 86,0 78,6 60,0

55

"/65J
III pos./neg. 0/2 35,1 5,23 3,52 5,97 2,69 74,79 52,28 9,72

56

"/44J
III pos./pos. 0/4 64,81 3,94 10,88 3,57 3,23 86,2 88,35 65,84

* = RAST und Hauttest für Bienengift positiv

**= RAST für Wespengift negativ (einziger Fall)

Positive Ergebnisse sind fett gedruckt

3.3.2.1 Ergebnisse der Testung mit Bienengift

In Tab. 3.11 ist die Verteilung der Basophilenaktivierung in Abhängigkeit von

der jeweils eingesetzten Bienengiftverdünnung dargestellt.

Bei der Bienengiftverdünnung 1 (1,0 µg/ml) zeigte sich ein positives Ergebnis

bei 23 Patienten; das entspricht 59,0% der untersuchten Proben. Der Aktivie-

rungsbereich der basophilen Granulozyten lag zwischen 3,5% und 87,7%. Als

Median ergab sich ein Wert von 23,3%.

Bei der Bienengiftverdünnung 2 (0,1 µg/ml) wurde bei 7 Patienten ein positives

Ergebnis erhalten, was einem Prozentsatz von 17,9 der untersuchten Proben

entspricht. Der Aktivierungsbereich der basophilen Granulozyten erstreckte sich

von 2,9% bis 51,2%. Der Median lag bei 7,3%.

Bei der Bienengiftverdünnung 3 (0,01 µg/ml) zeigte sich ein positives Ergebnis

bei 3 Patienten, was 7,7% der untersuchten Proben entspricht.

Der Aktivierungsbereich der basophilen Granulozyten lag zwischen 1,6% und

20,6%. Als Median ergab sich ein Wert von 6,2%.
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Tab. 3.11 Basophilenaktivierung bei Patienten mit Wespengiftallergie in

Abhängigkeit von der jeweils eingesetzten Bienengiftverdünnung

3.3.2.2 Ergebnisse der Testung mit Wespengift

Tab. 3.12 zeigt die Verteilung der Basophilenaktivierung in Abhängigkeit von

der jeweils eingesetzten Wespengiftverdünnung.

Bei 38 von 39 Patienten war das Ergebnis des Basophilenaktivierungstests bei

der höchsten eingesetzten Wespengiftkonzentration positiv. Das entspricht einer

Sensitivität von 97,4%.

Bei der Wespengiftverdünnung 1 (1,0 µg/ml) zeigte sich ein positives Ergebnis

bei 38 Patienten; das entspricht 97,4% der untersuchten Proben. Der Aktivie-

rungsbereich der basophilen Granulozyten lag zwischen 5,4% und 96,2%. Als

Median ergab sich ein Wert von 80,6%.

Bei der Wespengiftverdünnung 2 (0,1 µg/ml) fand sich bei 37 Patienten ein

positives Ergebnis, was einem Prozentsatz von 94,9 der untersuchten Proben

Bienengift-

konzentration

1,0 µg/ml

Bienengift-

konzentration

0,1 µg/ml

Bienengift-

konzentration

0,01 µg/ml

Basophilenaktivierung

[%]

Patientenzahl

Absolut [%]

Patientenzahl

Absolut [%]

Patientenzahl

Absolut [%]

0–5

5–10

3 25,6

7

13 61,5

11

16 84,6

17

10–15 6 15,4 8 20,5 3 7,7

15–20 2 5,1 3 7,7 2 5,1

20–25

25–30

3 12,8

2

2 5,1 1 2,6

30–35

35–40

1 5,1

1

1 2,6

40–45

45–50

1 7,7

2

50–55

55–60

1 2,6 1 2,6

60–65

65–70

1 10,3

3

70–75

75–80

2 7,7

1

80–85

85–90

2 7,7

1

90–95

95–100
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entspricht. Der Aktivierungsbereich der basophilen Granulozyten erstreckte sich

von 2,9% bis 97,0%. Der Median lag bei 63,6%.

Bei der Wespengiftverdünnung von 0,01 µg/ml zeigte sich ein positives

Ergebnis bei 19 Patienten, was 48,7% der untersuchten Proben entspricht. Der

Aktivierungsbereich der basophilen Granulozyten lag zwischen 1,8% und

77,0%. Als Median ergab sich ein Wert von 14,7%.

Tab. 3.12 Basophilenaktivierung bei Wespengiftallergikern in Abhängigkeit

von der jeweils eingesetzten Wespengiftverdünnung

Wespengift-

konzentration

1,0 µg/ml

Wespengift-

konzentration

0,1 µg/ml

Wespengift-

konzentration

0,01 µg/ml

Basophilenaktivierung

[%]

Patientenzahl

Absolut [%]

Patientenzahl

Absolut [%]

Patientenzahl

Absolut [%]

0–5

5–10 1 2,6 1 2,6

4 33,3

9

10–15 1 2,6 7 17,9

15–20 3 7,7 1 2,6

20–25

25–30 1 2,6

1 5,1

1

2 10,3

2

30–35

35–40 1 2,6

3 7,7 1 7,7

2

40–45

45–50 3 7,7

1 7,7

2

1 10,3

3

50–55

55–60

3 10,3

1

2 10,3

2

1 7,7

2

60–65

65–70

2 10,3

2

4 12,8

1

1 5,1

1

70–75

75–80

1 12,8

4

4 15,4

2

1 5,1

1

80–85

85–90

4 33,3

9

2 15,4

4

90–95

95–100

4 17,9

3

4 12,8

1

Abb. 3.3 zeigt die durchschnittliche Aktivierung der basophilen Granulozyten

im BAT bei Patienten mit anamnestisch belegter Allergie gegen Wespenstiche

in Abhängigkeit von der jeweils eingesetzten Giftkonzentration.

Tab. 3.13 bietet einen zusammenfassenden Vergleich der Ergebnisse von Haut-

test, RAST und Basophilenaktivierungstest bei dieser Patientengruppe.

Demnach liegt die Sensitivität von BAT, RAST und Hauttest bei jeweils 97,4%.



Abb. 3.3 CD63-Expression von basophilen Granulozyten nach Inkubation mit Puffer (= Negativkontrolle), fMLP

(=Positivkontrolle) und 3 verschiedenen Bienen- und Wespengiftverdünnungen bei Patienten mit anaphylaktischer Reaktion

auf Wespenstiche in der Anamnese (Median, 25%- und 75%-Perzentile; n=39)
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Tab. 3.13 Ergebnisse von Hauttest, RAST und BAT bei Patienten mit

anaphylaktischer Reaktion auf Wespenstiche in der Anamnese

Getestetes

Allergen

Positiver

Hauttest

(n)

Giftspezifische

IgE-Antikörper

(RAST-Klasse: n)

0 1 2 3 4 5 6

Positiver Basophilen-

aktivierungstest bei Allergen-

konzentrationen von

1 µg/ml 0,1 µg/ml 0,01µg/ml

Bienengift 12 18 2 8 10 1 0 0 23 7 3

Wespengift 38 1 3 12 17 3 1 2 38 37 19

3.4 Kontrollpersonen ohne Bienen- oder
Wespengiftallergie

Unter den 10 Kontrollpersonen befanden sich 5 Frauen und 5 Männer zwischen

32 und 67 Jahren, die in der Anamnese keine systemischen Reaktionen auf

Bienen- oder Wespenstiche aufwiesen.

Der RAST für Bienen- und Wespengift war bei allen Kontrollpersonen negativ,

ein Hauttest wurde nicht durchgeführt (Tab. 3.1). Die Ergebnisse des BAT sind

in Tab. 3.14 zusammengefasst.

Bei keiner Kontrollperson fand sich ein positives Testergebnis. Die Sensitivität

beträgt demnach 0%. Die Spezifität von BAT und RAST liegt jeweils bei 100%.

Der Aktivierungsbereich der basophilen Granulozyten für Bienengift lag

zwischen 1,7% und 13,9%; als Median ergab sich ein Wert von 5,95%.

Der Aktivierungsbereich für Wespengift lag zwischen 1,9% und 15,0%; als

Median ergab sich ein Wert von 5,9%.

In Abb. 3.4 ist die durchschnittliche Aktivierung der basophilen Granulozyten

im BAT bei Personen ohne anamnestisch belegte Allergie gegen Bienen- oder

Wespenstiche in Abhängigkeit von der jeweils eingesetzten Giftkonzentration

dargestellt.
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Tab. 3.14 Ergebnisse des Hauttests, des RAST und des Basophilenaktivie-

rungstests bei Personen ohne anamnestische anaphylaktische Reaktion auf

Bienen- und Wespengift und negativem RAST (s. auch Abb. 3.4)

Pers.

Nr.

RAST-

Klasse

Pos.

Kontr.

Neg.

Kontr.

Bienengift Wespengift

 !"
Alter

Biene/

Wespe

% % 1,0

µg/ml

%

0,1

µg/ml

%

0,01

µg/ml

%

1,0

µg/ml

%

0,1

µg/ml

%

0,01

µg/ml

%

1

 !#$%
0/0 16,7 1,7 1,7 2,3 1,7 1,9 2,7 3,6

2

"!&'%
0/0 12,4 3,7 3,8 6,8 5,4 12,6 4,6 4,2

3

"!#'%
0/0 22,0 13,8 9,9 13,9 13,4 14,2 14,0 14,5

4

 !33J
0/0 22,8 5,6 13,8 6,5 6,7 15,0 7,6 4,9

5

"!('%
0/0 42,1 6,5 8,0 6,9 7,1 13,9 11,5 5,0

6

 !('%
0/0 35,8 4,0 3,2 2,7 4,9 4,1 6,1 5,8

7

"!('%
0/0 39,4 4,6 7,6 3,0 4,6 5,5 6,0 5,6

8

 !&)%
0/0 46,0 6,1 5,8 4,2 5,3 7,4 3,8 6,5

9

"!&$%
0/0 29,6 7,3 6,7 8,3 6,7 7,5 5,3 3,5

10

 !#$%
0/0 24,7 4,7 6,1 5,1 4,7 7,3 7,2 4,4



B
a
s
o
p
h
ile
G
ra
n
u
lo
z
y
te
n
,
C
D
6
3
-p
o
s
it
iv

Bienengift [µg/ml]

100%

0,01

Wespengift [µg/ml]Negativ- Positiv-

50%

0%

Abb. 3.4 CD63-Expression von basophilen Granulozyten nach Inkubation mit Puffer (= Negativkontr.), fMLP (= Positiv-

kontr.) und je 3 Bienen- und Wespengiftverdünnungen bei Kontrollpersonen ohne anaphylaktische Reaktion auf Bienen-

oder Wespenstiche in der Anamnese und ohne spezifische IgE-Antikörper (Median, 25%- u. 75%-Perzentile; n=10)

0,1 0,01 1,0 0,1kontrolle kontrolle 1,0



50 3 Ergebnisse

3.5 Berechnung der 0,1/1-Ratio

Wir ermittelten für jeden Patienten die 0,1/1-Ratio in Prozent (vgl. 2.4) und

setzten sie in Bezug zum Auftreten von Nebenwirkungen bei der anschließend

durchgeführten Immuntherapie. Die Ergebnisse sind in Tab. 3.15 zusammen-

gefasst.

Tab. 3.15 Zusammenhang zwischen der 0,1/1-Ratio und dem Auftreten von

systemischen Nebenwirkungen bei der Hyposensibilisierungstherapie

Pat.

Nr.

Anamnese Bienengift Wespengift 0,1/1-Ratio

(A/B)

Systemische Reaktion

bei

 !"
Alter

Insekt/

Klin. Grad

1,0

µg/ml

%

0,1

µg/ml

%

1,0

µg/ml

%

0,1

µg/ml

%

0,1/1,0

µg/ml

%

VIT Stichpro-

vokation

1.

 *+&&+%
Wespe III 4,6 3,0 81,0 B 72,7 A 89,75 keine keine

2.

"*+(,+%
Wespe III 69,0 16,9 69,6 B 63,3 A 90,95 keine keine

3.

"*+,#+%
Wespe I 12,2 4,5 84,3 B 26,6 A 31,55 keine keine

4.

 *+&(+%
Wespe III 68,8 24,8 88,4 B 63,6 A 71,95 keine nicht durch-

geführt

(n. d.)

5.

 *+(-+%
Wespe III 47,7 11,7 86,9 B 83,9 A 96,54 keine n. d.

6.

 *+'.+%
Biene III 47,7 B 36,6 A 14,9 13,1 76,73 Grad I n. d.

7.

"*+$)+%
Wespe I 71,3 10,8 80,6 B 67,5 A 83,75 n. d. n. d.

8.

 *+&)+%
Wespe II 21,9 15,2 49,5 B 46,4 A 93,74 keine Grad I

9.

 *+#.+%
Wespe II 7,5 7,8 75,6 B 61,7 A 81,61 keine keine

10.

 *+/'+%
Wespe II 19,0 6,8 29,2 B 31,8 A 108,90 keine n. d.

11.

"*+,#+%
Biene II 85,6 B 74,1 A 90,4 65,9 86,56 Grad I n. d.

12.

 *+#$+%
Biene III 78,6 B 76,3 A 14,8 4,3 97,07 nur

lokal

n. d.

13.

 *+(,+%
Wespe II 11,5 4,1 52,6 B 10,3 A 19,58 keine keine

14.

 *+,#+%
Wespe II 69,0 10,9 76,8 B 74,8 A 97,39 keine n. d.

15.

"*+/-+%
Wespe II 87,7 13,4 91,5 B 88,6 A 96,83 keine n. d.

16.

"*+#&+%
Wespe II 27,0 13,9 46,9 B 18,9 A 40,29 keine n. d.

17.

 , 58 J
Wespe II 13,7 6,7 52,9 B 55,1 A 104,16 keine n. d.

18.

"*+$)+%
Wespe II 23,3 9,7 61,6 B 54,9 A 89,12 keine n. d.
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Pat.

Nr.

Anamnese Bienengift Wespengift 0,1/1-Ratio

(A/B)

Systemische Reaktion

bei

 !"
Alter

Insekt/

Klin. Grad

1,0

µg/ml

%

0,1

µg/ml

%

1,0

µg/ml

%

0,1

µg/ml

%

0,1/1,0

µg/ml

%

VIT Stichpro-

vokation

19.

 *+#,+%
Wespe II 46,9 11,0 86,4 B 63,8 A 73,84 keine n. d.

20.

"*+#$+%
Wespe I 54,3 19,0 57,6 B 70,7 A 122,74 keine n. d.

21.

 *+/'+%
Wespe II 25,7 7,3 86,7 B 78,5 A 90,54 Grad II n. d.

22.

 *+/.+%
Wespe II 19,7 5,6 5,4 B 5,9 A (109,26) keine n. d.

23.

 *+'&+%
Wespe II 33,2 7,9 95,8 B 91,6 A 95,62 n. d. n. d.

24.

"*+#/+%
Wespe I 75,9 7,5 86,7 B 81,2 A 93,66 keine n. d.

25.

 *+#&+%
Biene I 72,8 B 7,0 A 81,9 19,9 9,61 keine n. d.

26.

 *+$-+%
Wespe I 7,5 4,3 36,1 B 34,3 A 95,01 n. d. n. d.

27.

 *+/(+%
Wespe II 5,1 7,3 77,2 B 42,3 A 54,79 keine keine

28.

"*+41 J
Wespe II 9,8 4,5 87,2 B 86,7 A 99,43 keine keine

29.

"*+(&+%
Wespe III 24,5 4,7 95,5 B 70,6 A 73,93 keine n. d.

30.

"*+#$+%
Biene und

Wespe II
86,6 B 52,0 A 84,1 B 88,5 A B: 60,05

W:105,23

keine n. d.

31.

"*+'-+%
Wespe II 63,3 3,9 92,2 B 93,7 A 101,63 Grad I n. d.

32.

"*+&.+%
Biene II 79,8 B 84,9 A 85,9 53,8 106,39 Grad I keine

33.

"*+&)+%
Biene und

Wespe II
77,9 B 69,97 A 78,19 B 83,21 A B: 89,92

W: 106,42

keine

Angabe

(k. A.)

k. A.

34.

 *+&.+%
Biene und

Wespe II
72,9 B 85,9 A 60,8 B 5,8 A B: 117,83

W: 9,54
Grad I

(Biene)

n. d.

35.

"*+&#+%
Biene II 77,9 B 56,0 A 81,9 74,2 71,89 keine n. d.

36.

"*+/'+%
Wespe II 82,2 33,4 83,1 B 56,7 A 68,23 keine keine

37.

"*+'$ J
Wespe I 5,2 3,7 61,3 B 47,1 A 76,84 k. A. k. A.

38.

"*+,/+%
Wespe II 11,08 10,12 78,37 B 31,33 A 39,98 keine n. d.

39.

 *+/'+%
Biene II 45,5 B 31,4 A 9,2 7,6 69,01 Grad I n. d.

40.

 *+/(+%
Wespe III 11,3 2,9 96,2 B 97,0 A 100,83 keine n. d.

41.

 *+/#+%
Wespe I 72,8 51,2 93,4 B 91,6 A 98,07 keine n. d.

42.

 *+&.+%
Wespe II 7,3 3,3 85,8 B 87,9 A 102,45 keine n. d.

43.

 *+($+%
Biene II 43,6 B 22,2 A 2,2 2,9 50,92 keine n. d.

44.

 *+('+%
Wespe II 4,6 2,9 69,1 B 21,6 A 31,26 keine n.d.

45.

"*+#.+%
Wespe II 80,2 12,2 94,0 B 92,2 A 98,09 keine n. d.
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Pat.

Nr.

Anamnese Bienengift Wespengift 0,1/1-Ratio

(A/B)

Systemische Reaktion

bei

 !"
Alter

Insekt/

Klin. Grad

1,0

µg/ml

%

0,1

µg/ml

%

1,0

µg/ml

%

0,1

µg/ml

%

0,1/1,0

µg/ml

%

VIT Stichpro-

vokation

46.

"*+,)+%
Biene II 53,9 B 11,3 A 19,9 9,5 20,96 keine n. d.

47.

"*+#&+%
Biene und

Wespe II
41,0 B 4,6 A 62,4 B 49,1 A B: 11,22

W: 78,69

keine n. d.

48.

 *+'.+%
Biene II 90,6 B 88,3 A 20,0 3,8 97,46 Grad I keine

49.

 *+&'+%
Wespe II 44,6 21,5 50,9 B 18,4 A 36,15 keine keine

50.

 *+/,+%
Wespe II 6,3 6,3 47,4 B 16,4 A 34,59 keine n. d.

51.

"*+#)+%
Biene und

Wespe I
83,2 B 65,6 A 83,7 B 59,8 A B: 78,85

W: 71,45
Grad I

(Biene)

n. d.

52.

"*+/,+%
Biene und

Wespe II
84,9 B 80,3 A 84,6 B 53,4 A B: 94,58

W: 63,12

keine n. d.

53.

"*+&'+%
Wespe I 35,6 3,7 86,0 B 78,6 A 91,39 keine n. d.

54.

"*+$)+%
Biene III 51,5 B 57,0 A 71,9 33,4 110,68 keine n. d.

55.

"*+&(+%
Wespe III 3,52 5,97 74,79 B 52,28 A 69,90 keine n. d.

56.

"*+//+%
Wespe III 10,88 3,57 86,2 B 88,35 A 102,49 keine n. d.

57.

"*+/.+%
Biene I 92,4 B 85,2 A 87,7 61,3 92,21 keine n. d.

52 Patienten unterzogen sich einer Hyposensibilisierungstherapie, davon traten

bei 8 Patienten systemische Nebenwirkungen Grad I auf und bei 1 Patienten

vom Grad II. 1 Patient zeigte keine Nebenwirkungen bei der Immuntherapie,

aber Reaktionen Grad I bei der Stichprovokation.

Während bei der Studie von Kosnik et al. [69] alle Patienten mit einer 0,1/1-

Ratio über 92% mit Nebenwirkungen bei der Immuntherapie reagierten, zeigten

in der vorliegenden Arbeit 5 von 10 Patienten mit Nebenwirkungen eine 0,1/1-

Ratio unter 92% und 5 über 92% (der Mittelwert liegt bei 81,8%). Darüber

hinaus wurde für 19 von 42 Patienten ohne Nebenwirkungen ebenfalls eine

0,1/1-Ratio von über 92% ermittelt (höchster Wert: 110,7%), so dass aufgrund

der vorliegenden Daten kein Zusammenhang zwischen der Höhe der 0,1/1-Ratio

und dem Auftreten oder dem Schweregrad der Nebenwirkungen bei der

Hyposensibilisierungstherapie zu erkennen war.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die allergeninduzierte Aktivierung basophiler
Granulozyten durch Bienen- und Wespengift mittels flowzytometrischer Mes-
sung der Exprimierung des Oberflächenmarkers CD63 untersucht (Basotest®),
ein Verfahren, das 1991 erstmals publiziert wurde. Zum Einsatz kommen dabei
auch zwei mit Fluoreszenzfarbstoffen konjugierte monoklonale Antikörper, anti-
IgE-PE und anti-gp53-FITC, wie in der Literatur beschrieben [67].
Bei CD63 handelt es sich um ein Glykoprotein von 53kDA, das in der
Lysosomenmembran von basophilen Granulozyten, Mastzellen, Makrophagen u.
a. lokalisiert ist. Es besitzt eine Länge von 238 Aminosäuren, 4 transmembrane,
hydrophobe Regionen und 3 Bindungsstellen für N-gebundene Glykosylierun-
gen [81].
Nach Stimulierung der Zellen durch Allergen, fMLP oder anti-IgE gelangt
CD63 durch Fusion der Lysosomenmembran mit der Plasmamembran in hoher
Dichte auf die Zelloberfläche, was zur Freisetzung verschiedener präformierter
oder neu gebildeter Mediatorsubstanzen führt. Die genaue biologische Funktion
von CD63 ist bisher nicht bekannt; eventuell schützt die hoch glykosylierte
Domäne im Inneren der Lysosomen die Granulamembran vor enzymatischer
Verdauung [67].

Die Ergebnisse dieser Studie zeigten, dass es sich beim Basophilenaktivierungs-
test mit der Expression von CD63 als Oberflächenmarker um einen sensitiven
und spezifischen In-vitro-Test bei der Diagnose einer Allergie gegen Bienen-
oder Wespengift handelt:
Im Basophilenaktivierungstest erhielt man für das jeweilige allergieauslösende
Insekt in 97,4% bis 100% der Fälle ein positives Testergebnis, im RAST in
91,7% bis 100% der Fälle. Im Hauttest zeigte sich in 97,4% bis 100% der Fälle
eine positive Reaktion in Bezug auf das allergieauslösende Insekt. Die
durchgeführten Kontrollen bei Personen ohne allergische Reaktionen auf
Hymenopterengift in der Anamnese waren negativ. Daraus ergibt sich für den
Basophilenaktivierungstest je nach Patientengruppe eine Sensitivität zwischen
97,4% und 100% (Bienengift: 100%, Bienen- und Wespengift: 100%,
Wespengift: 97,4%) für das jeweilige anamnestisch angegebenen Hymenopte-
rengift und eine Spezifität von 100%. Die Sensitivität des RAST lag zwischen
91,7% und 100% (Bienengift: 91,7%, Bienen- und Wespengift: 100%,
Wespengift: 97,4%), die Spezifität lag hier wie beim BAT ebenfalls bei 100%,
während in einer andere Studie niedrigere Werte für den RAST (66,7%)
ermittelt wurden [138]. Für den Hauttest ergab sich eine Sensitivität zwischen
97,4% und 100% (Bienengift: 100%, Bienen- und Wespengift: 100%,
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Wespengift: 97,4%). Die Spezifität wurde nicht bestimmt, da bei den Kontroll-
personen kein Hauttest durchgeführt wurde.

Die vorliegenden Ergebnisse bezüglich der Sensitivität des Basophilen-
aktivierungstests korrelieren gut mit den Daten, die bereits in anderen Studien
erhoben worden sind.
Erdmann et al. [39] untersuchten 50 Patienten mit einer systemischen Reaktion
auf einen Wespenstich in der Anamnese sowie 20 Kontrollpersonen und
verglichen die Ergebnisse des BAT mit denen von Intrakutantest und RAST.
Dabei erhielten sie im BAT, den sie mit jeweils zwei Bienen- und Wes-
pengiftverdünnungen durchführten (1 µg/ml; 0,1 µg/ml), bei 46 der 50 Patienten
mit Wespengiftallergie ein positives Ergebnis (>15% Aktivierung) für die
Testung mit Wespengift, was einer Sensitivität von 92% entspricht. Die
Messung der allergenspezifischen IgE gegen Wespengift hingegen ergab
lediglich bei 38 der 50 Patienten ein positives Ergebnis, so daß die Sensitivität
des RAST bei 76% lag. Der Intrakutantest mit Wespengift war bei allen
Patienten positiv und die Sensitivität betrug somit 100%.
4 der 20 Kontrollpersonen zeigten einen positiven BAT bei der Testung mit
Wespengift, was einer Spezifität von 80% entspricht. Im RAST waren 3 der 20
Personen sensibilisiert gegen Wespengift, die Spezifität betrug somit 85%.
Vergleichbare Daten für Patienten mit Bienengiftallergie oder Bienen- und
Wespengiftallergie, die mit demselben Testsystem ermittelt wurden, stehen
leider nicht zur Verfügung.
Diese Ergebnisse stimmen mit Ergebnissen einer Kohortenstudie der
allgemeinen Bevölkerung überein. Bei dieser Untersuchung wurden bei 27,1%
der getesteten Sera spezifische IgE-Antikörper gegen Hymenopterengift
gefunden, wobei allerdings nur 7,1% dieser Probanden über systemische
anaphylaktische Reaktionen in der Anamnese berichteten [125]. In der
vorliegenden Arbeit wurden nur solche Probanden als Kontrollpersonen
ausgewählt, bei denen keine spezifischen IgE-Antikörper gegen Hymenopteren-
gift im RAST nachweisbar waren und die keine allergischen Reaktionen gegen
Hymenopterenstiche in der Anamnese aufwiesen. Bei diesen Personen war der
Basophilenaktivierungstest gegen Bienen- und Wespengift jeweils negativ.

In einer weiteren Studie von Sainté-Laudy et al. [118] wurden nicht nur
Patienten mit systemischen Reaktionen auf Hymenoptenstiche getestet, sondern
auch Patienten mit lokalen Reaktionen einbezogen.
Sainté-Laudy et al. führten den Basophilenaktivierungstest bei 45 Patienten
durch, von denen 11 über eine lokale Reaktion nach dem Stichereignis be-
richteten, 25 über systemische Reaktionen und 9 über einen anaphylaktischen
Schock. Sie ermittelten für den BAT sowohl eine Sensitivität als auch eine
Spezifität von jeweils 100%, wobei allerdings, anders als in der vorliegenden
Arbeit, bereits eine Basophilenaktivierung >5% als positives Ergebnis gewertet
wurde. Alle 10 Kontrollpersonen wurden negativ getestet.
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In der vorliegenden Arbeit wurden die Zellen vor Allergenzugabe mit einem
Stimulationspuffer präinkubiert, der Interleukin-3 enthielt.
Interleukin-3 gehört zur Gruppe der Cytokine, die eine bedeutende Rolle bei
Entzündungsprozessen und Überempfindlichkeitsreaktionen spielen. IL-3 ist ein
Wachstumsfaktor der Hämatopoese, der die Sensitivität der basophilen
Granulozyten erhöht, indem er den Degranulationsprozess der Zellen (und da-
mit die CD63-Expression auf der Zelloberfläche) sowie die Freisetzung von
präformierten (Histamin) und neu synthetisierten Mediatoren (Sulfido-
leukotriene) fördert. Zusätzlich beeinflusst eine Präinkubation der Zellen mit
IL-3 die Mediatorzusammensetzung und erhöht die freigesetzte Mediatormenge.
Es wird vermutet, dass IL-3 die Signalübertragung in den basophilen
Granulozyten durch die Bildung eines bisher nicht bekannten second
messengers beeinflusst, der relativ schnell gebildet wird und lange Zeit stabil
bleibt [70].

Sturm et al. [138] führten den BAT bei 57 Patienten ohne vorherige Inkubation
der Zellen mit IL-3 durch (23 Bienengiftallergiker, 34 Wespengiftallergiker, 30
Kontrollpersonen) und erhielten bei 91,3% der Proben positive Ergebnisse für
Bienengift und bei 85,3% der Proben für Wespengift, so dass sich für den BAT
eine Sensitivität von 91,3% für Bienengift und 85,3% für Wespengift ergab, für
den RAST von 95,7% für Bienengift und 88,2% für Wespengift und für den
Intrakutantest von 95,7% für Bienengift sowie 91,2% für Wespengift. Die
Spezifität betrug für den BAT 90% (Bienengift) bzw. 83,3% (Wespengift) und
für den RAST 70% (Bienengift) bzw. 63,3% (Wespengift). Sie konnten bei
ihren Versuchen ebenfalls keine Korrelation zwischen dem Grad der
Basophilenaktivierung und der Schwere der klinischen Symptome in der
Anamnese feststellen. In Tab. 4.1 sind die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
sowie die Ergebnisse von Erdmann et al. [39] und Sainté-Laudy et al. denen von
Sturm et al. [138] gegenübergestellt.

Die Ergebnisse dieser Studien sowie die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
belegen, dass positive Reaktionen im BAT die Sensibilisierung gegen das
entsprechende Hymenopterengift wiedergeben (bestätigt und ergänzt durch die
Bestimmung der spezifischen IgE-Antikörper und den Hauttest), wobei
allerdings kein Zusammenhang mit dem Schweregrad der systemischen
anaphylaktischen Reaktion in der Anamnese besteht.

Ebenso kann man, anders als bei der Studie von Kosnik et al. [69], aus den
vorliegenden Daten nicht auf einen Zusammenhang zwischen dem Grad der
Basophilenaktivierung im BAT und dem Risiko für das Auftreten schwer-
wiegender Nebenwirkungen bei der Durchführung einer Hyposensibili-
sierungstherapie schließen.
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Tab. 4.1 Sensitivität und Spezifität des Basophilenaktivierungstests mit und
ohne Präinkubation der Zellen mit Interleukin-3

BAT mit IL-3- Präinkubation BAT ohne IL-3-Präinkubation
[138]

Biene Biene/Wespe Wespe Biene Wespe

100%
-

100%
-

97,4%
92%

Sensitivität
Eigene Daten
[39]*
[118]** 100%

91,3% 85,3%

100%
-

100%
-

100%
80%

Spezifität
Eigene Daten
[39]*
[118]** 100%

90,0% 83,3%

* Es wurden nur Patienten mit systemischen Reaktionen auf Wespenstiche untersucht
** Es wurden für Patienten mit systemischen Reaktionen auf Bienen-, Wespen- und

Hornissenstiche eine gemeinsame Sensitivität und Spezifität ermittelt

Kosnik et al. untersuchten 34 Patienten mit systemischen anaphylaktischen
Reaktionen in der Anamnese. Bei 12 der Patienten traten bei Durchführung der
Immuntherapie erneut systemische Reaktionen auf, bei 22 Patienten nicht.
Kosnik et al. ermittelten zunächst den Quotienten aus dem Grad der Baso-
philenaktivierung nach Stimulation mit Allergen der Konzentrationen 0,1 und
1,0 µg/ml (0,1/1-Ratio in Prozent) für jeden Patienten und setzten diese 0,1/1-
Ratio in Bezug zu den aufgetretenen systemischen Reaktionen während der
Immuntherapie. Dabei erhielten sie in der Gruppe der Patienten mit Neben-
wirkungen bei der VIT bei 8 von 12 Patienten ein 0,1/1-Verhältnis von mehr als
92%, während dieses Verhältnis bei den 22 Patienten ohne Nebenwirkungen in
der Therapie unter 92% lag. Daraus folgerten sie, dass eine erhöhte Aktivierung
der basophilen Granulozyten im BAT einen Hinweis auf ein erhöhtes Risiko für
systemische Nebenwirkungen bei der Immuntherapie liefert. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit unterstützen diese Theorie nicht (vgl. Tab. 3.15). Von den
52 Patienten, die sich einer Hyposensibilisierungstherapie unterzogen, reagierten
10 Patienten mit systemischen Nebenwirkungen, wobei die 0,1/1-Ratios dieser
10 Patienten sich nicht von denen der Patienten unterschieden, die keine
Nebenwirkungen zeigten. Ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Höhe
der 0,1/1-Ratio im BAT und systemischen Nebenwirkungen bei der Immun-
therapie ist auf Grund der hier gewonnenen Daten demnach nicht festzustellen.
Einen Vergleich der Ergebnisse mit denen von Kosnik et al. liefern die Abb.
4.1a und b.



4 Diskussion 57

Abb. 4.1a

Abb. 4.1b

Abb. 4.1 Aktivierungsgrad der basophilen Granulozyten, ermittelt im BAT mit
den Giftverdünnungen 0,1 und 1 µg/ml (0,1/1-Ratio) bei Patienten mit und ohne
Nebenwirkungen während der Immuntherapie (VIT)

a. Ergebnisse von Kosnik et al. [69]; die vertikale Linie markiert den
höchsten Wert der 0,1/1-Ratio bei Patienten ohne Nebenwirkungen bei
der Immuntherapie

b. Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
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Dieses Ergebnis wird ergänzt durch die Tatsache, dass der Basophilen-
aktivierungstest keine Alternative zur Stichprovokation darstellt, um den Erfolg
einer durchgeführten Immuntherapie zu kontrollieren: Die CD63-Expression
aktivierter basophiler Granulozyten stieg unmittelbar nach Beendigung der
Immuntherapie im Vergleich zum Wert vor Therapiebeginn etwas an und nahm
eine Woche nach Beendigung der Therapie nicht wesentlich ab [134]. Auch
nach 6monatiger spezifischer Immuntherapie sank die CD63-Expression nicht
nennenswert ab [39, 43], so dass eine Aussage über den Schutz vor schwer-
wiegenden systemischen Reaktion bei einem erneuten Stichereignis nicht
getroffen werden kann.

Bereits vor Einführung des Basophilenaktivierungstest wurden nach Stimu-
lierung mit Antigen verschiedene andere In-vitro-Testverfahren durchgeführt,
wie z. B. der Histamin-Freisetzungstest (BHR = Basophil Histamine Release;
HRT = Histamine Release Test) oder der Leukotrien-Freisetzungstest (CAST =
Cellular Antigen Stimulation Test; LRT = Leukotriene Release Test) aus
Vollblut oder peripheren Blut-Leukozyten [53, 76, 80, 92, 101, 136].

Der Histamin-Freisetzungstest, der bereits in den 70er Jahren von der Gruppe
um Lichtenstein et al. [136] verwendet wurde, bedient sich der Tatsache, dass
Histamin als präformierte Mediatorsubstanz in IgE-Rezeptor tragenden Zellen,
wie z. B. basophilen Granulozyten, vorhanden ist und nach Allergenstimulation
freigesetzt wird. Der Test kann mit Vollblut oder mit gewaschenen peripheren
Leukozyten durchgeführt werden. Dazu wird das Blut mit verschiedenen
Allergenkonzentrationen versetzt, inkubiert und das freigesetzte Histamin im
Überstand mittels RIA oder ELISA gemessen. Anschließend werden die er-
mittelten Werte zur spontanen Histaminfreisetzung (Leerprobe; durch Puffer-
zusatz) und zum Gesamthistamingehalt (100%-Kontrolle; z. B. durch Erhitzen
der Zellen auf 100°C) als Prozentsatz des Gesamthistamingehalts in Beziehung
gesetzt, wobei ein Wert über 10% als positiv angesehen wird. Als Positiv-
kontrolle dienen Proben, die mit anti-IgE versetzt wurden [33, 35, 76, 101]. Ein
Problem dieses In-vitro-Tests liegt allerdings in der Tatsache, dass seine Durch-
führung sehr zeitaufwändig und mit hohem labortechnischem Aufwand und
Kosten verbunden ist.
Maly et al. [76] führten den Histamin-Freisetzungstest unter Verwendung von
Vollblut an 23 Patienten mit Hymenopterengiftallergie und 10 Kontrollpersonen
durch, Przybilla et al. [101] an 181 Patienten und 18 Kontrollpersonen unter
Verwendung von peripheren Blut-Leukozyten. Sie ermittelten dabei für den
Histamin-Freisetzungstest eine Sensitivität bezüglich der Insektengiftallergie für
Bienengift zwischen 63% und 82% und für Wespengift zwischen 50% und 68%.

Der Leukotrien-Freisetzungstest oder Cellular Antigen Stimulation Test (CAST)
wurde 1993 von de Weck et al. in die Allergie-Diagnostik eingeführt. Dabei
werden Blutleukozyten nach „Priming“ mit einem Interleukin-3 enthaltendem
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Stimulationspuffer mit verschiedenen Allergenverdünnungen versetzt und
inkubiert. Anschließend wird die Menge der nach Allergenstimulation neu
gebildeten Sulfido-Leukotriene (LTC4, LTD4 und LTE4) in einem kommerziell
verfügbaren Test, dem CAST-ELISA, gemessen. Als Positivkontrolle dienen
Proben, die mit anti-IgE versetzt wurden, als Negativkontrolle Proben mit
Pufferlösung [33, 35, 76, 82].
Eberlein-König et al. [33] sowie Maly et al. [76] ermittelten unter Anwendung
des CAST für Bienengift eine Sensitivität zwischen 73% und 100% und für
Wespengift zwischen 68% und 83%.

Ebenso wie der Basophilen-Aktivierungstest sind auch BHR und CAST nicht
geeignet, um den Erfolg einer Immuntherapie zu kontrollieren oder mögliche
systemische Reaktionen bei einem erneuten Stichereignis vorherzusagen [14, 33,
34, 141].

Vergleicht man nun Histamin- und Leukotrien-Freisetzungstest mit dem
Basophilenaktivierungstest, so ergibt die Studie von Lambert et al. [71] eine
Konkordanz von 85,7% zwischen dem BAT mit CD63 als Marker und der
Histamin-Freisetzung. Die Studie von Eberlein-König et al. [35] ermittelt eine
Konkordanz von 64,3% zwischen BAT und Histamin-Freisetzung und von
78,6% zwischen BAT und CAST. Der BAT zeigt außerdem im Vergleich zur
Histamin-Freisetzung bessere Ergebnisse bezüglich Sensitivität und Spezifität
und verglichen mit dem Leukotrien-Freisetzungstest zumindest bessere Ergeb-
nisse in Bezug auf die Spezifität [35, 37, 39, 76, 101, 118, 138]. Vermutlich
liegt in dieser Tatsache der Hauptvorteil des Basophilenaktivierungstests als
zusätzliches Testverfahren bei der Diagnosestellung einer IgE-vermittelten
Allergie gegen Insektengift. Einen Vergleich der In-vitro-Testverfahren
bezüglich Sensitivität und Spezifität bietet die Tab. 4.2.

Der BAT ist besonders in jenen Fällen einer Hymenopterengiftallergie hilfreich,
in denen Anamnese, Hauttest und Bestimmung der spezifischen IgE-Antikörper
zu keinem eindeutigen Ergebnis führen und eine klare Entscheidung für das
relevante Hymenopterengift, mit dem eine Hyposensibilisierung durchgeführt
werden soll, nicht getroffen werden kann.
In einigen Fällen konnte nur mit Hilfe des Basophilenaktivierungstests eine
Sensibilisierung gegen Hymenopterengift nachgewiesen werden und so die Ent-
scheidung für das geeignete Insektengift zur Hyposensibilisierungstherapie
getroffen werden [14, 36, 43].
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Tab. 4.2 Vergleich von Sensitivität und Spezifität verschiedener In-vitro-
Testverfahren (Basophilenaktivierungstest, Histamin-Freisetzungstest,
Leukotrien-Freisetzungstest) bei der Diagnose der Hymenopterengiftallergie

BAT
mit IL-3-Präinkubation

BHR (HRT)
[76, 101, 118]

CAST (LRT)
[33, 76, 118]
mit IL-3-
Präinkubation

Biene Biene/Wespe Wespe Biene Wespe Biene Wespe

100%
-

100%
-

97,4%
92%

Sensitivität

Eigene Daten
[39]*
[118]** 100%

62,5 bis
82%

50 bis
68%

73 bis
100%

68 bis
83%

100%
-

100%
-

100%
80%

Spezifität

Eigene Daten
[39]*
[118]** 100%

44% bis
94%

60% bis
83%

77% [76] 100% [76]

* Es wurden nur Patienten mit systemischen Reaktionen auf Wespenstiche untersucht
** Es wurde für Patienten mit systemischen Reaktionen auf Bienen-, Wespen- und

Hornissenstiche eine gemeinsame Sensitivität und Spezifität ermittelt

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen ebenso wie bereits andere
Studien, dass die Doppelsensibilisierung gegen Bienen- und Wespengift, die bei
etwa 30% der Patienten mit Hymenopterengiftallergie durch den Nachweis
spezifischer IgE-Antikörper belegt wurde, ein Problem darstellt [88, 137]. In der
Gruppe der Patienten mit Bienengiftallergie zeigten 8 von 12 Patienten im BAT
auch eine positive Reaktion auf Wespengift und besaßen bis auf einen Fall auch
spezifische IgE-Ak gegen Wespengift. Bei den Patienten mit Wespengiftallergie
zeigten 18 von 39 Patienten auch einen positiven BAT gegen Bienengift bei
ebenfalls positivem RAST. 5 Patienten zeigten spezifische Antikörper gegen
Bienengift, aber einen negativen BAT.
Hier scheint der BAT alleine kein geeignetes Verfahren zu sein, um Patienten
mit Kreuzreaktivität zu identifizieren. Dazu sind zusätzliche, weiterführende
Informationen, wie z. B. der RAST-Inhibitionstest oder der Nachweis
spezifischer IgE-Antikörper gegen Bromelain, notwendig.

Die drei gewählten Allergenverdünnungsstufen (1,0 µg/ml, 0,1 µg/ml und 0,01
mg/ml) erwiesen sich im BAT bei Hymenopterengiftallergie als optimale
Testkonzentrationen. Eine höhere Allergenkonzentration führte bei Allergie-
patienten in der Regel auch zu einer höheren Aktivierung der basophilen
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Granulozyten, ohne dass falsch positive Ergebnisse, die oft aufgrund unspe-
zifischer Effekte bei zu hohen Konzentrationen auftreten können [138], z. B. bei
Kontrollpersonen, zu beobachten waren.

Neben der Hymenopterengiftallergie gibt es noch verschiedene andere Aller-
gien, bei deren Diagnostik der Basophilenaktivierungstest eingesetzt werden
kann, z. B. bei Allergien gegen Latex, Pollen, Hausstaubmilben, Medikamente
und Nahrungsmittel.
So führten Ebo et al. [38] den BAT an 3 unterschiedlichen Probandengruppen
durch: an 29 Patienten mit Latex-Allergie (positive Anamnese, RAST und
Prick-Test), an 24 Patienten ohne Latex- aber mit anderen Allergien und an 12
Kontrollpersonen ohne Allergien.
Sie ermittelten dabei im Falle der Latex-Allergie für den BAT eine Sensitivität
von 93,1% und eine Spezifität von 91,7%. Sanz et al. [121] erhielten in ihrer
Studie an 43 Patienten und 30 Kontrollpersonen eine Sensitivität von 93% und
eine Spezifität von 100%. Sie zeigten, dass im Falle der Latex-Allergie der BAT
helfen kann, einen Hauttest mit Allergenextrakt zu vermeiden, bei dem das
Risiko für systemische Nebenwirkungen bei bis zu 16% liegt [38]. Darüber
hinaus kann er bei der Identifizierung falsch positiver Ergebnisse von Nutzen
sein, bei denen häufig erhöhte spezifische IgE-Antikörper im Blut festgestellt
werden, ohne dass klinische Symptome auftreten.

In anderen Studien wurden Patienten mit Pollenallergie untersucht: Hauswirth et
al. [51] führten den BAT an 20 Patienten mit Birken- und Gräserpollenallergie
sowie an 10 Kontrollpersonen durch, Saporta et al. [124] an 13 Patienten mit
Gräserpollenallergie. Dabei wurden alle Patienten im BAT mit dem relevanten
Allergen positiv getestet. Beim Vergleich der Ergebnisse vor und während der
Pollensaison zeigte sich aber, dass ein signifikanter Unterschied im Prozentsatz
an aktivierten basophilen Granulozyten bestand: Die Werte nahmen bei Testung
während der Saison signifikant ab. Der BAT kann demnach als diagnostischer
Test vor und während der Pollensaison herangezogen werden, allerdings unter
Berücksichtigung des Testzeitpunktes.

Auf dem Gebiet der Arzneimittelallergien führten Sanz et al. [120] den BAT mit
CD63 an 58 Patienten mit einer Allergie gegen ß-Lactam-Antibiotika und 30
Kontrollen durch. Mit einer Sensitivität von 50% und einer Spezifität von 93,3%
lieferte der BAT zwar bessere Ergebnisse als der RAST, war aber als alleiniges
Testverfahren auf Grund der Sensitivität nur bedingt zur diagnostischen
Anwendung geeignet. Mit einer Kombination aus BAT und RAST ließen sich
aber 65,5% der betroffenen Patienten identifizieren.
Im Falle der NSAR (nicht-steroidale Antirheumatika), die in 20 bis 25% aller
Fälle von Arzneimittelallergien die Ursache darstellen, könnte der BAT als
zusätzliches Verfahren helfen, den bisher zur Diagnostik verwendeten oralen
Provokationstest zu vermeiden, der mit häufigen systemischen Nebenwirkungen
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belastet ist. Bei Testung auf Aspirin in Kombination mit Diclofenac lag die
Sensitivität bei 58,3% und die Spezifität bei 93,3% [44].
Auch bei Patienten mit Allergie gegen Muskelrelaxantien, die für etwa die
Hälfte aller lebensbedrohlichen Nebenwirkungen bei anästhetischen Eingriffen
verantwortlich sind, war der BAT ein hilfreicher zusätzlicher In-vitro-Test bei
der Diagnostik [83].

In einer weiteren Studie untersuchten Moneret-Vautrin et al. [82] 27 Patienten
mit Nahrungsmittelallergien und 24 Kontrollpersonen mit Hilfe von BAT und
CAST und verglichen die Ergebnisse. Dabei erhielten sie für beide In-vitro-
Testverfahren eine gute Sensitivität und Spezifität. Der Histamin-Frei-
setzungstest war auf Grund der hohen spontanen Freisetzungsrate (bis zu 50%)
als Testverfahren bei der Nahrungsmittelallergie nicht so gut geeignet.

In letzter Zeit beschäftigten sich verschiedene Veröffentlichungen mit einem
weiteren Oberflächenmarker, CD 203c, der ebenso wie CD63 zur Bestimmung
des Aktivierungsgrades basophiler Granulozyten herangezogen und damit zur
Allergiediagnostik verwendet werden kann.
CD 203c ist ein Typ II-Transmembranprotein und entspricht dem Ectoenzym
E-NPP3 (Ectonukleotidpyrophosphatasephosphodiesterase-3). Es wird nur auf
Mastzellen und basophilen Granulozyten exprimiert, wobei es nach Zell-
aktivierung schnell auf der Zelloberfläche erscheint, so dass intrazelluläre
Speicher vermutet werden. Seine biologische Aufgabe ist nicht bekannt [51].
Anwendung fand der BAT mit CD203c als Marker der Zellaktivierung bisher u.
a. bei der Diagnostik der Latex- und Pollenallergie mit guter Korrelation zu den
Ergebnissen mit CD63 und teilweise sogar höherer Sensitivität [15, 51] sowie
bei der Insektengiftallergie [10, 95].

Zusammenfassend kann man sagen, dass der Basophilenaktivierungstest mit
CD63 als Oberflächenmarker aufgrund seiner hohen Sensitivität und Spezifität
eine nützliches zusätzliches In-vitro-Testverfahren bei der Diagnose der Insek-
tengiftallergie darstellt und Anamnese und Hauttest besonders in jenen Fällen
ergänzen kann, in denen diese widersprüchliche Testergebnisse liefern oder das
allergieauslösende Insekt nicht eindeutig angegeben werden kann. Der
Basophilenaktivierungstest stößt allerdings bei bestimmten Fragestellungen an
Grenzen: Man kann z. B. keine Aussage bezüglich des Erfolges einer
Immuntherapie oder bezüglich der Reaktion bei einem erneuten Stichereignis
treffen, so dass er die Stichprovokation nicht ersetzen kann. Der BAT weist aber
durchaus deutliche Vorzüge im Vergleich zu anderen Zell-Testverfahren, die auf
der In-vitro-Reaktion basophiler Granulozyten basieren, auf [31, 36].
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5 Zusammenfassung

0,8 bis 5% der Bevölkerung sind von lebensbedrohlichen systemischen
anaphylaktischen Reaktionen auf Bienen- oder Wespenstiche betroffen [102].
Eine spezifische Immuntherapie (Hyposensibilisierung) dieser IgE-vermittelten
Allergie ist dabei von hoher Wirksamkeit. So konnte man feststellen, dass nach
abgeschlossener Immuntherapie bei 80 bis 100% der behandelten Patienten bei
erneutem Stichereignis keine systemischen anaphylaktischen Reaktionen
auftraten. Somit wurde ein nahezu vollständiger Schutz erreicht.
Zur Diagnosestellung und zur Indikation der Hyposensibilisierung werden
Anamnese, Hauttest und der Nachweis spezifischer IgE-Antikörper gegen
Hymenopterengift herangezogen. In unklaren Fällen, in denen das allergie-
auslösende Insekt nicht eindeutig ermittelt werden kann, ist die Durchführung
zusätzlicher zellulärer Testverfahren sinnvoll, wie z. B. dem Histamin-
Freisetzungstest, dem CAST (Cellular Antigen Stimulation Test) und dem
Basophilenaktivierungstest. Dabei kann beim Basophilenaktivierungstest die
Exprimierung des Oberflächenmarkers CD63 als Kriterium für die
Basophilenaktivierung herangezogen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde an 57 Patienten mit Hymenopterengiftallergie,
getrennt für Bienen- und Wespengift, die Exprimierung von CD63 auf der
Oberfläche von basophilen Granulozyten als Marker für deren Aktivierung
untersucht.
Darunter befanden sich 12 Patienten mit systemischen Reaktionen auf
Bienengift in der Anamnese, 6 Patienten mit systemischen Reaktionen auf
Bienen- und Wespengift und 39 Patienten mit systemischen Reaktionen auf
Wespengift in der Anamnese. Zusätzlich wurden 10 Kontrollpersonen getestet,
die keine positive Anamnese auf Bienen- oder Wespenstiche in der Anamnese
aufwiesen und bei denen im RAST keine spezifischen IgE-Antikörper nach-
weisbar waren.
Vor der Durchführung des Basophilenaktivierungstests wurde bei allen
Patienten ein intrakutaner Hauttest mit ansteigenden Hymenopterengift-
konzentrationen durchgeführt. Giftspezifische IgE-Antikörper im Serum wurden
mit Hilfe des RAST (Pharmacia CAP RAST FEIA) bestimmt.

Das Ausmaß der Aktivierung basophiler Granulozyten durch verschiedene
Konzentrationen von Bienen- und Wespengift wurde mit Hilfe des Baso-
philenaktivierungstests bestimmt.
Dazu wurde heparinisiertes Vollblut der Patienten mit Stimulationspuffer und
Allergenlösung versetzt (Bienen- oder Wespengift in den Konzentrationen 0,1
µg/ml, 0,1 µg/ml, 0,01 µg/ml). Als Negativkontrolle diente Pufferlösung, als
Positivkontrolle N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanin (fMLP). Der Prozess
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der Degranulation wurde durch Inkubation der Proben in Eis gestoppt.
Anschließend wurden die Proben mit Antikörperreagenz (anti-IgE-PE konjugiert
mit Phycoerythrin sowie anti-gp53-FITC mit Fluorescein konjugiert) versetzt.
Nach dem Lysieren der Erythrozyten wurden die Zellen gewaschen und in
Pufferlösung suspendiert. Die quantitative Analyse der aktivierten Granulozyten
erfolgte innerhalb von 2 Stunden nach Abschluss des Basophilenaktivie-
rungstests am Durchflusszytometer.
Dazu wurde durch das Setzen eines Auswertefensters (gate) auf basophile
Granulozyten mit starker IgE-Expression (Anwesenheit Phycoerythrin-konju-
gierter anti-IgE-AK) die Zellpopulation eingegrenzt und innerhalb dieser
Zellpopulation die Expression des Oberflächenmarkers gp53(CD63) analysiert.
Pro Messung wurden 1000 Zellen akquiriert und das Ergebnis als Prozentsatz an
aktivierten, CD63-exprimierenden basophilen Granulozyten angegeben. Eine
Zellaktivierung über 15% wurde dabei als positive Reaktion gewertet.
Die Ergebnisse des Basophilenaktivierungstests wurden durch Ermittlung des
Medians und der Standardabweichung des Prozentsatzes an aktivierten
basophilen Granulozyten dargestellt.

Bei allen 12 Patienten mit Bienengiftallergie war der Basophilenaktivierungstest
mit Bienengift bei der höchsten Bienengiftkonzentration positiv, bei 8 Patienten
war er bei der höchsten Wespengiftkonzentration positiv.
Einen positiven Hauttest gegen Bienengift zeigten 12 Patienten, gegen Wes-
pengift 6 Patienten. Bienengiftspezifische IgE-Antikörper waren bei 11
Patienten nachweisbar, IgE-Antikörper gegen Wespengift bei 8 Patienten.

Bei allen 6 Patienten mit Bienen- und Wespengiftallergie in der Anamnese war
der Basophilenaktivierungstest mit der höchsten Bienen- und Wespengift-
konzentration positiv. Ebenso war der Hauttest bei allen Patienten sowohl mit
Bienen- als auch mit Wespengift positiv. Alle 6 Patienten zeigten darüber hinaus
einen positiven RAST gegen Bienen- und Wespengift.

Bei 38 von 39 Patienten mit anaphylaktischer Reaktion auf Wespengift in der
Anamnese war der Basophilenaktivierungstest mit Wespengift bei der höchsten
eingesetzten Konzentration positiv, bei 23 Patienten war er bei der höchsten
Bienengiftkonzentration positiv. Im Hauttest zeigten 12 Patienten eine positive
Reaktion auf Bienengift und 38 eine positive Reaktion auf Wespengift. Bei 38
Personen waren spezifische IgE-Antikörper gegen Wespengift nachweisbar, bei
21 Personen gegen Bienengift.

Bei allen 10 Kontrollpersonen fiel der BAT negativ aus. Alle hatten bezüglich
Bienen- und Wespengift eine negative Anamnese und zeigten keine spezifischen
IgE-Antikörper.
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Für das jeweilige anamnestisch angegebene Hymenopterengift ergab sich für
den BAT eine Sensitivität zwischen 97,4% und 100% und eine Spezifität von
100%. Die Sensitivität des RAST lag zwischen 91,7% und 100%, die Spezifität
wie beim BAT bei 100%. Für den Hauttest ergab sich eine Sensitivität zwischen
97,4% und 100%.

Wurde der Basophilenaktivierungstest mit einer geringeren Bienen- oder
Wespengiftkonzentration durchgeführt, führte dies auch zu einer selteneren
positiven Antwort.

Bei einem Vergleich der 0,1/1-Ratios ist kein Zusammenhang zwischen dem
Grad der Basophilenaktivierung im BAT und dem Risiko für gravierende
Nebenwirkungen im Rahmen einer Hyposensibilisierungstherapie festzustellen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass es sich beim Basophilen-
aktivierungstest um einen sensitiven und spezifischen zellulären In-vitro-Test
bei der Diagnose von Patienten mit Bienen- und Wespengiftallergie handelt. Er
ergänzt die herkömmliche Diagnostik aus Anamnese, Intrakutantest und
Bestimmung der allergenspezifischen IgE-Antikörper (RAST), besonders in
Problemfällen, in denen die Entscheidung für das relevante Insektengift zur
Hyposensibilisierungsbehandlung aufgrund widersprüchlicher Testergebnisse
nicht eindeutig getroffen werden kann. Anhand positiver Ergebnisse im BAT
lässt sich eine Sensibilisierung gegen das getestete Allergen und auch eine
Kreuzreaktivität zwischen verschiedenen Insektengiftklassen nachweisen, man
kann jedoch zwischen dem Grad der Zellaktivierung und der Schwere der
anaphylaktischen Reaktion keinen Zusammenhang erkennen.
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7 Anhang

Patientenliste und Kontrollpersonen



Pat.
Nr.

Anamnese Hauttest RAST-
Klasse

Pos.
Kontr.

Neg.
Kontr.

Bienengift Wespengift

ﾜ1ﾝ
Alter

Insekt/
Klin. Grad

Biene/
Wespe

Biene/
Wespe

% % 1,0 µg/ml
%

0,1 µg/ml
%

0,01 µg/ml
%

1,0 µg/ml
%

0,1 µg/ml
%

0,01 µg/ml
%

1.
ﾜ."88"L

Wespe III neg./pos. 0/2 30,1 2,7 4,6 3,0 4,7 81,0 72,7 7,4

2.
ﾝ."73"L

Wespe III pos./pos. 3/2 47,9 7,8 69,0 16,9 6,1 69,6 63,3 6,2

3.
ﾝ."35"L

Wespe I neg./pos. 0/3 32,9 5,1 12,2 4,5 5,2 84,3 26,6 5,7

4.
ﾜ."87"L

Wespe III neg./pos. 1/3 28,3 5,0 68,8 24,8 6,6 88,4 63,6 5,4

5.
ﾜ."7;"L

Wespe III neg./pos. 0/1 83,7 9,0 47,7 11,7 10,7 86,9 83,9 35,8

6.
ﾜ."4:"L

Biene III pos./neg. 4/0 43,1 11,8 47,7 36,6 23,2 14,9 13,1 12,5

7.
ﾝ."92"L

Wespe I neg./pos. 3/2 29,1 13,1 71,3 10,8 19,8 80,6 67,5 22,1

8.
ﾜ."82"L

Wespe II neg./pos. 1/3 17,7 16,53 21,9 15,2 6,18 49,5 46,4 14,33

9.
ﾜ."5:"L

Wespe II neg./pos. 0/3 46,1 4,7 7,5 7,8 6,8 75,6 61,7 29,8

10.
ﾜ."64"L

Wespe II neg./pos. 2/5 61,4 3,6 19,0 6,8 8,7 29,2 31,8 10,1

11.
ﾝ."35"L

Biene II pos./pos. 4/3 25,8 2,4 85,6 74,1 8,5 90,4 65,9 3,8

12.
ﾜ."59"L

Biene III pos./neg. 4/2 53,8 7,6 78,6 76,3 76,9 14,8 4,3 7,9

13.
ﾜ."73"L

Wespe II neg./pos. 0/3 55,7 7,6 11,5 4,1 5,8 52,6 10,3 4,7

14.
ﾜ."35"L

Wespe II pos./pos. 3/4 43,8 8,0 69,0 10,9 20,6 76,8 74,8 23,1



Pat.
Nr.

Anamnese Hauttest RAST-
Klasse

Pos.
Kontr.

Neg.
Kontr.

Bienengift Wespengift

ﾜ1ﾝ
Alter

Insekt/
Klin. Grad

Biene/
Wespe

Biene/
Wespe

% % 1,0 µg/ml
%

0,1 µg/ml
%

0,01 µg/ml
%

1,0 µg/ml
%

0,1 µg/ml
%

0,01 µg/ml
%

15.
ﾝ."6;"L

Wespe II neg./pos. 2/2 42,6 5,2 87,7 13,4 7,1 91,5 88,6 30,5

16.
ﾝ."58"L

Wespe II pos./pos. 3/3 39,4 18,4 27,0 13,9 13,6 46,9 18,9 13,8

17.
ﾜ."7:"L

Wespe II neg./pos. 0/2 58,8 6,9 13,7 6,7 8,9 52,9 55,1 41,7

18.
ﾝ."92"L

Wespe II neg./pos. 3/3 33,7 8,1 23,3 9,7 6,1 61,6 54,9 19,1

19.
ﾜ."53"L

Wespe II pos./pos. 0/2 33,8 2,1 46,9 11,0 4,2 86,4 63,8 10,8

20.
ﾝ."59"L

Wespe I neg./pos. 3/3 54,0 18,4 54,3 19,0 9,6 57,6 70,7 54,0

21.
ﾜ."42 J

Wespe II neg./pos. 0/2 77,1 8,1 25,7 7,3 6,0 86,7 78,5 45,1

22.
ﾜ."6:"L

Wespe II neg./pos. 0/3 54,9 6,0 19,7 5,6 6,0 5,4 5,9 4,8

23.
ﾜ."48"L

Wespe II neg./pos. 2/3 74,8 6,2 33,2 7,9 8,7 95,8 91,6 47,3

24.
ﾝ."56"L

Wespe I pos./pos. 2/3 69,2 7,1 75,9 7,5 4,2 86,7 81,2 13,2

25.
ﾜ."58"L

Biene I pos./pos. 2/0 49,1 2,6 72,8 7,0 2,7 81,9 19,9 3,0

26.
ﾜ."9;"L

Wespe I neg./pos. 2/2 8,8 2,1 7,5 4,3 4,06 36,1 34,3 5,64

27.
ﾜ."67"L

Wespe II neg./pos. 2/0 53,3 3,1 5,1 7,3 6,4 77,2 42,3 5,8

28.
ﾝ."63"L

Wespe II neg./pos. 0/2 52,0 4,6 9,8 4,5 5,0 87,2 86,7 77,0



Pat.
Nr.

Anamnese Hauttest RAST-
Klasse

Pos.
Kontr.

Neg.
Kontr.

Bienengift Wespengift

ﾜ1ﾝ
Alter

Insekt/
Klin. Grad

Biene/
Wespe

Biene/
Wespe

% % 1,0 µg/ml
%

0,1 µg/ml
%

0,01 µg/ml
%

1,0 µg/ml
%

0,1 µg/ml
%

0,01 µg/ml
%

29.
ﾝ."78"L

Wespe III neg./pos. 0/2 46,9 4,3 24,5 4,7 7,0 95,5 70,6 10,6

30.
ﾝ."59"L

Biene und
Wespe II

pos./pos. 2/3 67,6 4,9 86,6 52,0 4,4 84,1 88,5 45,9

31.
ﾝ."4;"L

Wespe II neg./pos. 3/3 61,1 3,5 63,3 3,9 2,0 92,2 93,7 35,2

32.
ﾝ."8:"L

Biene II pos./pos. 4/3 62,9 3,3 79,8 84,9 71,2 85,9 53,8 7,9

33.
ﾝ."82"L

Biene und
Wespe II

pos./pos. 5/4 40,5 13,4 77,9 69,97 29,19 78,19 83,21 72,8

34.
ﾜ."8:"L

Biene und
Wespe II

pos./pos. 6/3 27,0 1,8 72,9 85,9 86,8 60,8 5,8 4,1

35.
ﾝ."85"L

Biene II pos./pos. 4/2 56,1 1,4 77,9 56,0 18,7 81,9 74,2 50,8

36.
ﾝ."64"L

Wespe II pos./pos. 3/3 36,8 3,1 82,2 33,4 3,4 83,1 56,7 9,1

37.
ﾝ."49"L

Wespe I neg./pos. 0/2 32,6 3,6 5,2 3,7 3,4 61,3 47,1 7,2

38.
ﾝ."36"L

Wespe II neg./pos. 0/1 36,59 8,91 11,08 10,12 7,13 78,37 31,33 8,88

39.
ﾜ."64"L

Biene II pos./neg. 2/0 59,2 2,5 45,5 31,4 19,3 9,2 7,6 7,1

40.
ﾜ."67"L

Wespe III pos./pos. 2/3 77,0 3,2 11,3 2,9 4,6 96,2 97,0 73,7

41.
ﾜ."65"L

Wespe I neg./pos. 4/6 43,2 3,3 72,8 51,2 15,2 93,4 91,6 59,6

42.
ﾜ."8:"L

Wespe II neg./pos. 0/3 35,5 2,2 7,3 3,3 1,6 85,8 87,9 46,5



Pat.
Nr.

Anamnese Hauttest RAST-
Klasse

Pos.
Kontr.

Neg.
Kontr.

Bienengift Wespengift

ﾜ1ﾝ
Alter

Insekt/
Klin. Grad

Biene/
Wespe

Biene/
Wespe

% % 1,0 µg/ml
%

0,1 µg/ml
%

0,01 µg/ml
%

1,0 µg/ml
%

0,1 µg/ml
%

0,01 µg/ml
%

43.
ﾜ."79"L

Biene II pos./neg. 0/0 17,7 2,9 43,6 22,2 4,8 2,2 2,9 2,1

44.
ﾜ."74"L

Wespe II neg./pos. 0/1 36,1 4,2 4,6 2,9 3,5 69,1 21,6 3,3

45.
ﾝ."5:"L

Wespe II pos./pos. 3/3 80,6 3,6 80,2 12,2 2,6 94,0 92,2 27,2

46.
ﾝ."32"L

Biene II pos./neg. 3/2 36,8 7,2 53,9 11,3 4,8 19,9 9,5 5,9

47.
ﾝ."58"L

Biene und
Wespe II

pos./pos. 4/6 30,6 2,9 41,0 4,6 3,1 62,4 49,1 22,1

48.
ﾜ."4:"L

Biene II pos./neg. 5/2 35,2 3,1 90,6 88,3 52,2 20,0 3,8 2,1

49.
ﾜ."84"L

Wespe II pos./pos. 3/4 25,1 2,2 44,6 21,5 11,3 50,9 18,4 1,8

50.
ﾜ."63"L

Wespe II neg./pos. 0/6 35,5 2,5 6,3 6,3 4,1 47,4 16,4 14,7

51.
ﾝ."52"L

Biene und
Wespe I

pos./pos. 4/2 78,2 8,6 83,2 65,6 25,4 83,7 59,8 26,3

52.
ﾝ."63"L

Biene und
Wespe II

pos./pos. 4/4 32,5 2,6 84,9 80,3 36,7 84,6 53,4 11,4

53.
ﾝ."84"L

Wespe I pos./pos. 2/3 25,1 3,2 35,6 3,7 3,9 86,0 78,6 60,0

54.
ﾝ."92"L

Biene III pos./pos. 5/3 21,8 2,3 51,5 57,0 8,3 71,9 33,4 13,1

55.
ﾝ."87"L

Wespe III pos./neg. 0/2 35,1 5,23 3,52 5,97 2,69 74,79 52,28 9,72

56.
ﾝ."66"L

Wespe III pos./pos. 0/4 64,81 3,94 10,88 3,57 3,23 86,2 88,35 65,84



Pat.
Nr.

Anamnese Hauttest RAST-
Klasse

Pos.
Kontr.

Neg.
Kontr.

Bienengift Wespengift

ﾜ1ﾝ
Alter

Insekt/
Klin. Grad

Biene/
Wespe

Biene/
Wespe

% % 1,0 µg/ml
%

0,1 µg/ml
%

0,01 µg/ml
%

1,0 µg/ml
%

0,1 µg/ml
%

0,01 µg/ml
%

57.
ﾝ."6:"L

Biene I pos./pos. 3/2 81,6 1,6 92,4 85,2 10,7 87,7 61,3 5,5

Positive Ergebnisse sind fett gedruckt
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Kontrollpersonen

Pers.
Nr.

RAST-
Klasse

Pos.
Kontr.

Neg.
Kontr.

Bienengift Wespengift

ﾜ1ﾝ
Alter

Biene/
Wespe

% % 1,0
µg/ml
%

0,1
µg/ml
%

0,01
µg/ml
%

1,0
µg/ml
%

0,1
µg/ml
%

0,01
µg/ml
%

1.
ﾜ.59L"""""""""""""""""""""""

0/0 16,7 1,7 1,7 2,3 1,7 1,9 2,7 3,6

2.
ﾝ.84L

0/0 12,4 3,7 3,8 6,8 5,4 12,6 4,6 4,2

3.
ﾝ.54L

0/0 22,0 13,8 9,9 13,9 13,4 14,2 14,0 14,5

4.
ﾜ.55L

0/0 22,8 5,6 13,8 6,5 6,7 15,0 7,6 4,9

5.
ﾝ74L

0/0 42,1 6,5 8,0 6,9 7,1 13,9 11,5 5,0

6.
ﾜ.74L

0/0 35,8 4,0 3,2 2,7 4,9 4,1 6,1 5,8

7.
ﾝ.74L

0/0 39,4 4,6 7,6 3,0 4,6 5,5 6,0 5,6

8.
ﾜ.82L

0/0 46,0 6,1 5,8 4,2 5,3 7,4 3,8 6,5

9.
ﾝ.89L

0/0 29,6 7,3 6,7 8,3 6,7 7,5 5,3 3,5

10.
ﾜ.59L

0/0 24,7 4,7 6,1 5,1 4,7 7,3 7,2 4,4

Positive Ergebnisse sind fett gedruckt
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