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-Einleitung-

1 Einleitung

1.1 Insektengiftallergie

1.1.1 Epidemiologie

Bienen- und Wespenstiche gehdren zusammen mit Arznei- und Nahrungsmitteln zu den hiufigsten
Ausldsern einer systemischen Uberempfindlichkeitsreaktion mit den Symptomen der
Soforttypallergie (Anaphylaxie; 7, 130, 132, 133). Weltweit berichten zwischen 54% und 94% der
Erwachsenen, mindestens einmal in ihrem Leben von einem Insekt gestochen worden zu sein (5).
Ca. 1,2-4,5% der Bevélkerung in Deutschland leiden an einer Uberempfindlichkeit gegen
Insektengifte, in Europa und den USA sind ca. 0,8-5% betroffen (13, 49, 58). Die Privalenz fiir
ausgeprigte lokale Reaktionen wird mit bis zu 19% angegeben, bei bis zu 25% der Bevolkerung
lassen sich positive Hauttests und insektengiftspezifische Antikdrper der Immunglobulinklasse E
(IgE) als Ausdruck einer Sensibilisierung fiir Hymenopterengift nachweisen (134).

Zwischen 1990 und 2006 gab das statistische Bundesamt in Deutschland die Zahl der Toten nach
einem Stich einer Biene, Wespe oder Hornisse mit insgesamt 335 an. Allerdings wird von einer
hohen Dunkelziffer ausgegangen, da die Anaphylaxie hdufig nicht als solche erkannt wird (134).
Post-mortem-Studien iiber plotzliche und unerwartete Todesopfer im Alter zwischen 15- und 65-
Jahrigen zeigten, dass bei bis zu 32% erhdhte IgE-Werte fiir mindestens ein Insektengift vorlagen
(162).

Die hiufigste Todesursache bei Insektengiftallergikern ist ein Atemstillstand als Ausdruck einer
anaphylaktischen Reaktion nach einem einzelnen Stich in den Kopf oder Nacken. Aber auch eine

grofle Anzahl von Stichen bei Nicht-Allergikern kann tédlich sein (194).

1.1.2 Allergieauslosende Insekten

In 99% der Fille stammen die Gifte, welche eine insektenstichinduzierte Anaphylaxie auslosen,
aus der Ordnung der Hymenopteren (Hautfliigler), deren Subgruppe der Aculeata eine Aufteilung

in Apidea, Vespoidea und Scolioidea erlauben.



-Einleitung-

Zu der Familie der Apidae gehdren die Honigbiene (Apis mellifera, im Folgenden als Biene
bezeichnet) und die Hummel (Genus Bombus), welche grofler und behaarter ist als die Biene und
durch eine gelbe oder weile Banderung am Abdomen charakterisiert ist.

Die Familie der Vespidae (Faltenwespen) werden in Vespinae (Papierwespen) und Polistinae
(Feldwespen) unterteilt und sind neben ihrer schwarz-gelben Streifung beinahe unbehaart. Die
Aufteilung der Vespinae erfolgt in Vespula, Dolichovespula und Vespas (Abbildung 1). Die
Kurzkopfwespe, Vespula vulgaris (im Folgenden als Wespe bezeichnet), gehort zusammen mit
der Vespula germanica zur Familie der Vespiden (12, 110).

Neben der Honigbiene, zeigen vor allem die Vespula spp. (Kurzkopfwespen, Vespula germanica,
Vespula vulgaris, im Folgenden als Wespe bezeichnet) besondere Relevanz in Europa. Diese
gelten als aggressiv und werden von Speisen und Miill angelockt, weshalb sie eine besondere
Gefahrenquelle fiir den Menschen darstellen (12, 112, 195). Sie sind kleiner als die Hornissen
(Vespa Crabo, Gattung Vespa), die Unterscheidung zur Gattung Dolichovespula
(Langkopfwespen) fillt dagegen schwerer und ist aufgrund des kiirzeren Augen-Fliigel-Abstandes
zu treffen (12).

In Australien und den USA sind die Feuerameise (Solenopsis invicta) aus der Familie der
Scolioidea von gréferer Bedeutung und hiufig fiir allergische Stichreaktionen verantwortlich

(112, 167, 194).

Ordnung Hymenoptera

Unterordnung Apocrita

Sektion —__‘_’__’_—‘___ Aculeata \\
Uberfamilie Apidiea I Scolioidea

| Vespoidea

Familie Apidiea I / \

/ e Vespidae Myrmicidae Formicidae
/ \—\
Unterfamilie  Apidae Bombinae Vespinae | ) |
| | \\ Polistinae Myrmicinae Formiciae
Gattung Apis Bombus Vespula Dolicho- Vespas Polilsms Mymecia Solenopsis Pogono- Formica
= Vespula - : - Iy rFrmes
| | | S R R
icho- ) 'ogono- :
Art Apis Bombus Vespula 8?2;['}; Vespas Polistes ~ Mymecia  Solenopsis m;grmcx Formica
Apis Bombus Viespula 0. media V Crabo P dominulus M pilosuia 5. Invicta P Rugosus F rufa
Germanica D. saxonica P gallicu B St S S
Vulgaris D maculata P exclamans
r life
T?ij”:';?:x D. arenaria P fuscatus
o D. sylvestris & athers

Abbildung 1: Taxonomie der Hymenopteren (110)
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1.1.3 Bienen- und Wespengift

Durch einen Stich gelangt das Hymenopterengift, eine komplexe Mischung aus toxischen und
allergisierenden Substanzen, in den menschlichen Korper (110). Wihrend Bienen bei einem Stich
im Durchschnitt zwischen 50 pg und 120 pg in die Haut injizieren und der Stechapparat
zuriickbleibt, sind dies bei der Wespe, welche ihren Stachel wieder zurilickzieht, nur ca. 1,1-3,1 pg
(12).

Das Wissen tiber die Giftzusammensetzung und Allergenstruktur ist wichtige Voraussetzung fiir
eine korrekte Diagnosestellung sowie ein addquates therapeutisches Vorgehen. In den letzten
Jahrzehnten gelangen Isolation und Charakterisierung einzelner Hymenopterengifte, womit eine
Basis fiir neue Diagnostikmethoden, wie beispielsweise die Bestimmung rekombinanter
Allergene, geschaffen wurde (12, 78, 112).

Ein Grofteil der Hymenopterengifte ist aus biogenen Aminen, Peptiden und Proteinen mit meist
enzymatischen Eigenschaften zusammengesetzt (62, 110, 134). Des Weiteren werden die
enthaltenen Allergene aufgeteilt in Minor- und Major-Allergene, gemessen an der Haufigkeit des
Vorkommens von IgE-Antikdrpern gegen die jeweiligen Allergene im Patientenserum. So
bezeichnet der Begriff ,,Major-Allergen® ein Allergen, welches bei > 50% der Testpersonen eine
Reaktion mit dem entsprechenden spezifischen IgE auslost (93).

Im Folgenden wird die Zusammensetzung des Giftes der Apis mellifera (Biene) und der Vespula

vulgaris (Wespe) ndher erldutert (Tabelle 1 und 2):

Die beiden Hauptbestandteile des Bienengifts sind Melittin (Api m 4) und die Phopholipase A2
(Api m 1), deren Toxizitit bei gleichzeitigem Vorhandensein noch ausgeprégter ist (66).

Melittin (Api m 4) stellt 50% des Trockengewichts und ist ein Peptid aus nur 26 Aminosduren mit
hoher Membrantoxizitét. Dies fithrt anfangs zu einer erhdhten GefdBpermeabilitit und spéter zu
Zytolyse von Mastzellen, Erythrozyten, Thrombozyten und Lysosomen. Hémolyse,
Ganglienblockade und Histaminfreisetzung sind die Folge, was sich klinisch in Form von
Kriampfen, Arrhythmie oder Vagotonie duflert (62, 66, 71, 110, 182). Wurde Melittin (Api m 4)
frither neben Allergen C (Dipeptidylpeptidase, Api m 5) und Api m 6 (Proteaseinhibitor) zu den
Minor-Allergenen gezéhlt, ordnen es Autoren neuerer Literatur den Major-Allergenen zu (12, 66,
112,122, 169).

Ebenfalls zu den Peptiden zéhlen Apamin, welches nicht zu den Allergenen gezadhlt wird und iiber
seine neurotoxische Wirkung zu tonisch-klonischen Krampfen fiihrt, sowie das Mastzell-

degranulierende Peptid (MCD-Peptid), welches die Freisetzung von Histamin bewirkt (62, 78).

3
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Weiterhin zu den Major-Allergenen des Bienengifts zdhlen die Phospholipase A2 (Api m 1), die
Hyaluronidase (Api m 2) und die Saure Phosphatase (Api m 3).

Die Phospholipase A2 (Api m 1) stellt mit einem Trockengewicht von 12-15% neben dem Melittin
(Api m 4) einen Hauptbestandteil und das wichtigste Enzym des Bienengifts dar (62, 112). Thre
zytolytische ~ Wirkung aufgrund ausgepriagter Oberflichenaktivitit fiihrt zu einer
Histaminfreisetzung und zu indirekter Hdmolyse durch Katalyse von Lysolecithin (62, 71).
Weitere Interaktionen mit der Atemkette fiihren zusatzlich zu einer Inaktivierung des Thrombins
(62, 110). Ende der 80er-Jahre ist es der Wissenschaft gelungen, die DNA des Major-Allergens
Api m 1 (Phospholipase A2) zu entschliisseln und sich somit diagnostischen Zwecken zu Nutze
zu machen (31, 90).

Die Hyaluronidase (Api m 2), mit einem Trockengewicht von 1-3% wird, aufgrund ihrer
Eigenschaft Mucopolysaccharide des Hautbindegewebes zu hydrolysieren und damit ein
Eindringen des Giftes in tiefere Hautschichten zu fordern, auch als ,,Spreading factor* bezeichnet
(62, 71). Unterstiitzt wird sie dabei von den biogenen Aminen, wobei hier als wichtigster Vertreter
Histamin zu nennen ist (62, 110). Ihre vasodilatatorische und permeabilitéitssteigernde Eigenschaft
tragt ebenfalls zu einer Giftausbreitung im Gewebe bei. Zusammen mit Peptiden wie Melittin (Api
m 4), bewirkt sie eine juckende Schwellung an der Einstichstelle (62, 71).

Weiterhin lassen sich Katecholamine, Kohlenhydrate sowie Aminosduren im Bienengift
nachweisen (110).

Aufgrund des kontinuierlichen Fortschritts in der Wissenschaft, findet die Auflistung
rekombinanter Allergene des Bienengifts heutzutage laufend Ergidnzung. So erfolgte in neuerer
Zeit die Identifikation der Serinprotease (Api m 7), der Carboxylesterase (Api m 8), der
Carboxypeptidase (Api m 9), des Icarcapins (Api m 10), zweier Isoformen von Api m 11 sowie
des Vitellogenins (Api m 12; 169). Besonderes Augenmerk richtet sich hierbei auf Icarcapin (Api
m 10) sowie Vitellogenin (Api m 12), weitere Minor-Allergene des Bienengifts, welche zukiinftig

eine bedeutende Rolle in Diagnostik und Therapie spielen konnten (19, 83, 122).

Wie im Bienengift stellen auch Enzyme, Peptide und biogene Amine (Katecholamine,
Aminosduren, Serotonin) die wesentlichen Komponenten des Wespengifts dar (80). Zu den Major-
Allergenen werden die Phospholipase Al (Ves v 1), Hyaluronidase (Ves v 2) und Antigen 5 (Ves
v 5) gezihlt. Mit einem Trockengewicht von 6-14% bzw. 5-10% stellen die Phopspholipase Al
(Ves v 1) und das Antigen 5 (Ves v 5) quantitativ den wichtigsten Bestandteil dar (110, 122).
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Die Hyaluronidase (Ves v 2), welche in der Vergangenheit den Minor-Allergenen zugeordnet
wurde, zeigt eine beachtliche Sequenzhomologie mit der des Bienengifts (Api m 2) und dhnelt ihr
in ihren Eigenschaften. Zuséatzlich zur klassischen Hyaluronidase (Ves v 2 bzw. Ves v 2.0101)
gelangen Kolarich et al. 2005 die Identifikation einer offensichtlich entscheidenden inaktiven
Isoform (Ves v 2.0201; 84).

Das 2010 von Blank et al. isolierte Minor-Allergen Dipeptidylpeptidase des Wespengifts (Ves v
3), weist ebenfalls Sequenzhomologien zur Dipeptidylpeptidase des Bienengifts (Api m 5) auf
(17).

Ein weiteres Allergen des Wespengifts stellt das Vitellogenin (Ves v 6) dar. Dem Vitellogenin des
Bienengifts Api m 12 entsprechend, weisen beide neben Sequenzhomologien von Aminosduren
Ahnlichkeiten bei Molekulargewicht und IgE-Reaktivitit auf. Die besondere Bedeutung dieser
beiden rekombinanten Allergene liegt in deren offensichtlicher CCD-Freiheit, weshalb die
Vitellogenine zukiinftig in der Diagnostik der Insektengiftallergie eine entscheidende und tragende
Rolle spielen konnten (19).

Liegt der Histamingehalt im Bienengift bei 1% am Trockengewicht, so liegt er mit 4% im
Wespengift deutlich hoher (62, 110, 134, 194). Zusammen mit den Peptiden sind die biogenen
Amine ebenfalls fiir die lokale Schwellung an der Einstichstelle verantwortlich. Die systemische
Toxizitdt ist den Kininen, kleinen niedermolekularen Peptiden im Wespengift, zuzuschreiben,
welche durch Einwirkung an der glatten Muskulatur zu Blutdruckabfall und Bronchialkonstriktion
fiihren (62). Die Funktion der Phospholipase Al (Ves v 1) dhnelt der des Bienengifts (Api m 1;
79).

Den Major-Allergenen Api m 1 (Phospholipase A2) des Bienengifts und Ves v 5 (Antigen 5) des
Wespengifts kommt in der vorliegenden Studie eine besondere diagnostische Wertigkeit zu,

weshalb sie im Kapitel Material und Methoden nochmals ausfiihrliche erlautert werden.
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Tabelle 1: Zusammensetzung des Bienen- und Wesepengifts

Bienengift Wes pengift
Histamin Histamin
. Katecholamine Katecholamine
Niedermolekulare Substanzen < 1000 kDA Kohlenhydrate Aminosiuren
Aminosiuren Serotonin
Melittin (Api m 4)
Peptide > 1000 kDA Apamin Kinine
MCD-Peptid
Proteaseinhibitor (Api m 6)
Phospholipase A2 (Apim 1) Phospholipase A (Ves v 1)
Hyaluronidase (Apim2) Hyaluronidase (Ves v 2)
Saure Phosphatase (Apim 3) Dipeptidylpeptidase (Ves v3)
Dipeptidylpeptidase (Allergen C, Apim 5) |Antigen 5 (Ves v5)
Serinprotease (Api m7) Vitellogenin (Ves v6)
Enzyme 10000-20000 kDA Carboxlesterase (Api m8)
Carboxylpeptidase (Api m9)
Icarapin (Api m10)
MRIJP 8 (Apim 11.0101)
MRIJP (Apim 11.0201)
Vitellogenin (Apim 12)

Tabelle 2: Ubersicht einzelner Hymenopterengifte (108, 117, 122, 169, 185)

Gift Allergen Name Major/Minor | Entschliisselt Rekombinant vorhanden |Glykosiliert

Apis mellifera | Api ml Phospholipase A2 |Major Ja Ja Ja
Apim 2 Hyaluronidase Major Ja Ja Ja
Apim 3 Saure Phosphatase [Major Ja Ja Ja
Apim4 Melittin Minor? in syn-thetischer Form |Ja Nein
Apim 5 Dipeptidylpeptidase | Major Ja Ja Ja
Apim 6 Minor Ja Ja Nein
Apim 7 CUB Serinprotease |Major? Teils Teils Ja
Apim 8 Carboxylesterase Ja
Apim 9 Carboxypeptidase Ja
Apim 10 Icararpin Major Ja Ja
Apim 11.0101 |[MRJP 8 Minor Ja
Apim 11.0201 |MRJP 9 Minor Ja
Apim 12 Vitellogenin Ja

Vespa vulgaris | Ves v 1 Phospholipase A1 |Major Ja Ja Nein
Ves v2 Hyaluronidase Major Ja Ja Ja
Ves v3 Dipeptidylpeptidase | Minor Ja Ja Ja
Vesv 5 Antigen 5 Major Ja Ja Nein
Ves v 6 Ja

1.1.4 Pathomechanismus der Insektengiftallergie

Eine Allergie entsteht infolge einer gestorten Immunreaktion auf eigentlich harmlose exogene

Substanzen, welche mit pathologischen Symptomen einhergeht (183).
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Prinzipiell gilt es zwischen einer Sensibilisierung und einer allergischen Reaktion zu
unterscheiden. Diese geht einer solchen bei erstmaligem Antigenkontakt voraus und verlduft
klinisch stumm. Erst bei erneutem Kontakt mit dem Fremdstoff treten klinische Symptome auf,
die unter Umsténden lebensbedrohlich sein konnen (142).

Immunglobulin E (IgE) sowie Mastzellen und basophile Granulozyten mit dem hochaffinen IgE-
Rezeptor FcERI nehmen in der Pathogenese der Allergie eine Schliisselrolle ein.

Nach Primérexposition des menschlichen Organismus auf einen Fremdstoff erfolgt aufgrund
enzymatischer Eigenschaften die Aufnahme durch dendritische Zellen. Mithilfe des im Zytosol
vorhandenen Ubiquitins und der damit einhergehenden Zerlegung in Peptidfragmente, werden
diese vom ,,Major histocompatibility complex* Klasse II (MHC II) an der Zelloberfliche
prasentiert und von naiven CD4+ T-Zellen/T-Helferzellen erkannt. Abhéngig von der produzierten
Zytokinart erfolgt eine Einteilung in THI1- und TH2-Helferzellen. Bei ausreichendem
Vorhandensein von IL-4 differenzieren sich die T-Helferzellen in TH2-Zellen und sekretieren IL-
4 und IL-13. Durch die als Switch-Faktor bezeichneten Zytokine IL-4 und IL-13 sowie durch
Einwirken von CD40 auf die B-Zellen und den CD40-Liganden, kommt es {iber die Janusfamilien-
Tyrosinkinasen JAK1 und JAK3 zur Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors STAT6 (signal
transducer and activator of transcription 6) und somit zur B-Zellaktivierung und dem
Immunglobulinklassenwechsel zu IgE.

Zusammen mit seinen Oberflachenrezeptoren, dem hochaffinen FcERI-Rezeptor und dem
niedrigaffinen FcERII-Rezeptor, stellt Immunglobulin E (IgE) das Schliisselelement der Allergie
vom Soforttyp (Typ 1) dar.

Die allergenspezifischen IgE-Antikorper binden mit ihrer Fc-Portion an die o-Kette, die
Bindungsstelle des FcERI-Rezeptors, und bilden einen IgE-FcERI Komplex. Ein erneuter
Allergenkontakt (Sekundirexposition) fithrt zur Bildung eines Allergen-IgE-FcERI-Komplexes
durch Quervernetzung zweier benachbarter zytotoper IgE-Ak durch das Allergen. Ein Teil des
Fc€RI, das sogenannte ITAM (immunoreceptor tyrosine activation motif), eine spezifische
Tyrosinrest-Sequenz, wird durch diesen Vorgang phosphoryliert und 16st eine Signalkaskade aus.
Der mittels dieser Membranverdnderung in Gang gesetzte Tyrosinkinasen-Signalweg fiihrt
letztlich zu einer Calcium-Freisetzung und somit zur Mastzelldegranulation. Die Ausschiittung
von Histamin, Prostaglandinen, Leukotrienen, Zytokinen, SRS-A (slow reaction substance of
anaphylaxis), Heparin, plittchenaktivierenden Faktors (PAF), proteolytischen Enzymen und
anderen Mediatoren aus Mastzellen und Basophilen rufen die fiir die Allergie typischen klinischen

Symptome hervor. So kommt es in Folge der Freisetzung zu einer Kontraktion glatter
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Muskelzellen der Atemwege und des Gastrointestinaltraktes und somit zu Atemnot und
gastrointestinalen Symptomen. Weiterhin sind eine gesteigerte GefaBpermeabilitit und
Vasodilatation zu beobachten, welche Schwellung, Quaddeln, Juckreiz und eine gesteigerte
Magensdureproduktion nach sich ziehen. Zusitzlich unterhalten und gefordert werden diese
Vorgidnge unter anderem durch den Tumornekrosefaktor-o (Zytokinproduktion 1) und die

Zytokine 1L-4, IL-5, IL-6 und IL-13 (Abbildung 2; 91, 110).
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Abbildung 2: IgE-vermittelte allergische Reaktion (Typ I; 91)
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1.1.5 Klinik der Stichreaktion und Anaphylaxie

Bei hoher Variabilitét des klinischen Erscheinungsbildes wird eine lokale von einer systemischen
Stichreaktion unterschieden.

Bei der Lokalreaktion kommt es aufgrund der Gifteinwirkung von im Insektengift enthaltenen
Toxinen und Entziindungsmediatoren zu einer juckenden oder brennenden R&tung und
Schwellung unter Einbezug des Unterhautgewebes an der Einstichstelle. Persistiert diese iiber
mehr als 24 Stunden und betrdgt der Durchmesser mehr als 10 cm, spricht man von einer schweren
Lokalreaktion. Diese kann bis zu mehreren Wochen andauern und zu starken
Funktionseinschrankungen fiihren. Kommt es nach einem enoralen Stich zu einem Larynxédem,
kann diese Reaktionsform der Lokalreaktion sogar lebensbedrohlich sein. Deren zugrunde
liegender Pathomechanismus ist bislang ungeklért, es werden sowohl IgE-vermittelte als auch
zellvermittelte Reaktionen beschrieben (12, 110, 134).

Bei der systemischen Reaktion handelt es sich in den meisten Fillen um eine durch Antikorper
gegen bestimmte Bestandteile des Insektengifts ausgeloste allergische Reaktion vom Typ I nach
Coombs und Gell (Soforttyp). Schon ein einzelner Stich kann zu potentiell lebensbedrohlichen,
isoliert oder gemeinsam auftretenden Symptomen fiihren, die in den meisten Fillen innerhalb
weniger Minuten auftreten (133).

Bei einer allergischen Sofortreaktion kommt es aufgrund hdmatogener Anstromung oder aber
ausgedehntem Haut- bzw. Schleimhautkontakt der Allergene zu einer akuten Degranulation von
Mastzellen und basophilen Granulozyten und somit zur Kontraktion glatter Muskelzellen sowie
einer erhohten Vasopermeabilitdt bei Vasodilatation und Vagusaktivierung. Daraus resultierende
Symptome sind Hauterscheinungen wie Flush und Urtikaria, Angio6dem, Dyspnoe,
Bronchospasmus, Hypoxdmie, Vomitus, Hypotonie bis hin zum Bild eines anaphylaktischen
Schocks mit potentiell letalem Ende oder bleibenden neurologischen Schidden nach Reanimation
(12, 142, 166, 183).

Kein einheitlicher Konsens besteht beziiglich der Definitition ,,Anaphylaxie®. So ist offen, ob fiir
die Bezeichnung als solche eine Organbeteiligung und/oder ein kritischer Blutdruckabfall sowie
eine respiratorische Einschriankung obligat sind (130, 140, 152).

Nach dem Schweregrad der klinischen Symptome erfolgt die Klassifikation nach Ring und
Messmer in Grad I bis IV (Tabelle 3; 141). Diese erfolgt anhand des schwersten jeweils

aufgetretenen Symptoms, wobei nicht alle Symptome obligat auftreten miissen (140).

10
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Wihrend sich die Symptomatik einer anaphylaktischen Reaktion Grad I in Form von Flush,
Juckreiz, Urtikaria und Angioddem auf die Haut beschrinkt, sind bei Grad II bereits
gastrointestinale und respiratorische Beschwerden wie Ubelkeit und Dyspnoe sowie
Auswirkungen auf das Herz-Kreislaufsystem in Form von Tachykardie und Hypotension zu
beobachten. Kennzeichnend fiir eine anaphylaktische Reaktion Grad III bzw. Grad IV sind neben
einer Aggravation der Atemfunktion (Larynxddem, Bronchospasmus, Zyanose) bzw. einem
vollstindigen Atemstillstand, das Auftreten eines Schocks bzw. eines Kreislaufstillstandes (141).
Aber auch unspezifische und nicht objektivierbare Symptome treten im Rahmen einer allergischen
Reaktion auf. So berichten Patienten anamnestisch von metallischem Geschmack im Mund,
Palmar- und Plantarpardsthesien, Hitzewallungen, pektoralem Engegefiihl, Palpitationen,
Schwindel und Angst (110).

Studien zufolge rangiert das Auftreten einer Anaphylaxie 5-15 min nach einem

Insektenstichereignis zwischen 0,3 und 8,9 % (13).

Tabelle 3: Schweregradskala zur Klassifizierung der Anaphylaxie nach Ring und Messmer (141)

Grad|Haut Abdomen |Respirationstrakt |Herz-Kreislauf
I Juckreiz
Flush
Urtikaria
Angioddem
I Juckreiz Nausea |Rhinorrho Tachykardie

Flush Krimpfe |Heiserkeit (> 20/min)

Urtikaria Dyspnoe Hypotension
Angioddem (> 20 mmHg systolisch)
(nicht obligat) Arrhythmie

I |Juckreiz Erbrechen |Larynxddem Schock

Flush Defikation| Bronchospasmus
Urtikaria Zyanose
Angioodem
(nicht obligat)
IV |Juckreiz Erbrechen |Atemstillstand Kreislaufstillstand
Flush Defikation
Urtikaria
Angioddem
(nicht obligat)

11
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1.1.6 Risikofaktoren einer systemischen Reaktion

Risikofaktoren fiir die Schwere der Ausbildung einer Insektengiftallergie und somit fiir den
Schweregrad der anaphylaktischen Reaktion stellen erhohte Serumtryptasewerte, wie zum
Beispiel bei Mastozytose oder Knochenmarkserkrankungen, und die Expositionshaufigkeit,
beispielsweise in Form beruflicher oder freizeitlicher Aktivititen (Gértner, Landwirt,
Biéckereiverkdufer, Imker), dar. Weiterhin gelten das Fehlen von Hauterscheinungen und
Angioddem, ein hoher Schweregrad einer vorangegangenen Stichreaktion, ein Symptombeginn
nach weniger als fiinf Minuten nach dem Stichereignis, sowie fortgeschrittenes Lebensalter (>40
Jahre) aufgrund bestehender Vorerkrankungen als Risiko, eine Anaphylaxie zu erleiden (12, 89,
133, 147, 172, 189).

Der Einfluss kardialer Medikation auf die Schwere der Anaphylaxie ist heutzutage umstritten.
Galten B-Blocker und ACE-Hemmer lange Zeit als Risikofaktoren, sowohl fiir die Auspragung als
auch die Therapie mit Epinephrin, konnte dies in neuesten Studien nur teilweise belegt werden. In
einer 2009 von Ruéff et al. verdffentlichten Multicenter-Studie mit 962 Patienten zeigten
Probanden, welche ACE-Hemmer einnahmen, ein hdheres Risiko fiir eine Anaphylaxie, die
Einnahme von B-Blockern hingegen schien keinerlei Einfluss zu haben (147). Stoevesandt et al.
konnten 2012 keinen Zusammenhang zwischen kardiovaskuldrer Medikation und Schwere der
Anaphylaxie beobachten (172). Ungeachtet dieser Ergebnisse, bedarf diese Patientengruppe einer
erhohten Aufmerksamkeit bei der Durchfithrung der spezifischen Immuntherapie aufgrund
schwererer unerwiinschter Arzneimittelwirkungen (128).

Auch die hinldngliche Meinung, Bienengiftallergien ndhmen einen fulminanteren Verlauf als
Wespengiftallergien (109, 145), widerlegten Ruéff et al. in ihrer Studie. So waren bei einer
Allergie auf Wespengift hédufiger Komplikationen in Form schwerer lebensbedrohlicher

Reaktionen zu beobachten (147).

1.2 Diagnostik der Insektengiftallergie

Die Allergietestung erfordert ein mehrstufiges diagnostisches Vorgehen. Neben der Anamnese
steht der Nachweis einer Sensibilisierung (Nachweis allergenspezifischen IgEs und/oder positives

Ergebnis im Hauttest) im Vordergrund. Heutzutage existieren mit modernen und aufwendigen

12
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Testverfahren, den sogenannten In-vitro-Untersuchungen, weitere diagnostische Moglichkeiten,
die zum Nachweis einer Sensibilisierung hilfreich sein konnen (118, 159).

Im Gegensatz zu anderen Allergien stellt die Provokationstestung in Form einer Stichprovokation
unter kontrollierten Bedingungen im Rahmen der Routinediagnostik bei Verdacht auf
Insektengiftallergie kein Mittel der Wahl mehr dar. Empfahlen Blaauw et al. Mitte der 80er- bis
in die 90er-Jahre noch diese Methode als Mallgabe fiir eine spezifische Immuntherapie, gilt die
Durchfiihrung zu diagnostischen Zwecken nicht nur aus ethischen Griinden heutzutage als obsolet

und bleibt der Therapiekontrolle vorbehalten (15, 16, 73, 107, 145).

1.2.1 Anamnese

Die Anamnese gilt in der Medizin in vielen Bereichen als Goldstandard, so auch bei der
Insektengiftallergie.

Speziell fiir die Allergiediagnostik standardisierte Bogen erleichtern die Befunderhebung und
ermoglichen ein, bezogen auf das Krankheitsbild, gezieltes Nachfragen. Im anamnestischen Fokus
bei Insektengiftallergikern steht neben Alter, Geschlecht, Freizeitverhalten und Beruf, die
Identifizierung des die Reaktion auslosenden Insekts. Hierbei ist eine moglichst genaue
Identifikation der stechenden Hymenoptere wiinschenswert. Die duflerlichen Merkmale mogen
einer Unterscheidung dienen, allerdings fallt vielen betroffenen Patienten eine korrekte Angabe
tiber das Insekt schwer (6). Gezieltes Nachfragen nach beispielsweise Flucht- und
Aggressionsverhalten, aber auch nach der Lokalitit des Geschehens (in Miillndhe, beim
BarfuBlaufen etc.), erweist sich fiir die Identifikation als hilfreich. Als weiterhin diagnostisch
richtungsweisend ist die Angabe iiber den Verbleib des Stachels an der Einstichstelle. Wéihrend
Bienen den Stachel bei einem Stich verlieren und dieser in der Haut des Opfers verbleibt, bleibt
der Stechapparat der Wespen intakt und mehrere Stichereignisse hintereinander sind moglich (110,
194).

Als weiterer Risikofaktor fiir eine schwere Anaphylaxie und folglich anamnestisch zu erheben gilt
neben ACE-Hemmern und der folglich obligaten Medikamentenanamnese eine Erhohung der
Serumtryptase als Folge von beispielsweise Mastozytose, chronischer Urtikaria oder malignen

Neoplasien (147).

13
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1.2.2 Hauttest

Bei Verdacht auf das Vorliegen einer Insektengiftallergie ist des Weiteren die Durchfiihrung eines
Hauttests indiziert. Das Testprinzip hierbei beruht auf dem Transport des Allergens zu den in der
Dermis liegenden Mastzellen. Der Pricktest gilt unter den Hauttests als Methode der ersten Wahl.
Das Insektengiftextrakt wird in Konzentrationen von 1 bis 300 pg/ml auf die Hautoberfldche
aufgetragen, mithilfe einer Lanzette wird daraufhin die Epidermis angeritzt. Nach 20 min erfolgt
eine Ablesung des Ergebnisses (11).

Bei unauffilligem Pricktest trotz klinischer Symptomatik wird die sensitivere intrakutane Testung
angeschlossen. Hierbei werden Insektengiftextrakte auf der volaren Seite des Unterarms
(wahlweise am Riicken) in Konzentrationen von 0,1 bis 1 pg streng intrakutan gespritzt. Als
Positivkontrolle erfolgt die subkutane Injektion von Histamin, Kochsalz dient als Negativkontrolle
(142).

Zeigt sichnach 15 bis 20 min an der Applikationsstelle das Auftreten einer Sofortreaktion im Sinne
von Erythem, Quaddel und Erythemhof (Lewis-Trias) groBer als 3 (Quaddel ohne Erythem) bzw.
5 (Erythem ohne Quaddel) mm im Durchmesser, ist der Test als positiv zu werten und zu beenden
(Endpunkttitration). Diese lokalen Verdnderungen sprechen fiir eine Degranulation kutaner
Mastzellen und folglicher Vasodilatation (—Erythem), Erhohung der Kapillarpermeabilitit (—
Quaddel) und GefaBerweiterung durch Axonreflex (—Erythemhof). Eine Ablesung nach weiteren
6 und 24 Stunden wird weiterhin zur Erfassung verzogerter Reaktionen (late cutaneous reaction)
empfohlen (10, 129, 142).

Die aktuellen Leitlinien (01.03.2011) der Deutschen Gesellschaft fiir Allergologie und klinische
Immunologie (DGAKI) empfehlen die zweimalige Durchfiihrung eines Hauttests, erstmals in der
ersten Woche und ein zweites Mal circa vier bis sechs Wochen nach Stichereignis (56, 133). Auch
wenn eine systemische Reaktion im Rahmen einer Hauttestung eine Seltenheit darstellt, ist die
Durchfiihrung unter Notfallbereitschaft obligat (12).

Da es sich bei der Hauttestung um eine In-vivo-Methode handelt, gilt es, bei gegebenen
Kontraindikationen, wie beispielsweise bei akuten sowie chronischen Ekzemen, Schwangerschatft,
im Sduglings- und Kleinkindalter oder bei Sekundérinfekten der Haut, die Durchfiihrung dieser

Testung abzuwigen bzw. zu unterlassen (10).

14



-Einleitung-

1.2.3 In-vitro-Testverfahren

In-vitro-Untersuchungen auf spezifische IgE-Antikorper stellen in der Diagnostik der
Insektengiftallergie ein wertvolles diagnostisches Hilfsmittel dar. Ergédnzend zur Anamnese und
den Ergebnissen der Hauttestung werden sie routineméBig zur Klarung der Frage nach einer
notwendigen Therapie in Form einer spezifischen Immuntherapie eingesetzt (144, 159).

Aber auch andere Verfahren wie die Bestimmung von Mediatoren allergierelevanter Zellen
(Tryptase), Immunoblot oder zelluldre Tests wie der Basophilenaktivierungstest konnen eine
sinnvolle Ergdnzung im Rahmen der Diagnostik darstellen.

Der Vorteil dieser Testverfahren besteht im nicht invasiven Vorgehen. So kann die In-vitro-
Diagnostik weitgehend an der gesamten Patientenklientel unabhingig von Alter oder
Hautbeschaffenheit gefahrlos durchgefiihrt werden. Die Komplikationen der Hauttestung, wie
beispielsweise eine problematische Durchfiihrung bei atopischen Hautverdnderungen oder
Gefahren einer Anaphylaxie, konnen bei Anwendung von In-vitro-Testverfahren elegant

umgangen werden (103, 124).

1.2.3.1 Nachweis von allergenspezifischem IgE gegen Bienen- und Wespengift sowie gegen

rekombinante Allergene

Weil einer Erhohung des Gesamt-IgEs unterschiedliche Ursachen wie beispielsweise atopische
Erkrankungen, eine Parasitose oder eine Immunerkrankung zugrunde liegen konnen, ist die
Bedeutung bei der Diagnostik der Insektengiftallergie eingeschriankt (110, 156). Hier ist die
Messung allergenspezifischen IgEs gegeniiber der Bestimmung des Gesamt-IgEs von groferer
Relevanz. Wihrend sich Anfang der 70er-Jahre als grof3er Fortschritt in der Allergietestung die
Messung sIgEs mittels des sogenannten Radio-Allergo-Sorbent-Tests (RAST) etablierte, stehen
heutzutage neuere Verfahren wie beispielsweise der Immuno-CAP zur Verfligung. Diese
vollautomatisierten Verfahren verwenden anstelle von Radioisotopen Enzyme oder Fluoreszin als
Marker fiir die im Serum vorhandenen anti-IgE-Antikérper und zeigen eine hohere Sensitivitdt
(70, 95).

Beim FEIA (Fluorescence-enzyme immunoassay) wird eine Fluoreszenz gemessen, welche durch
Abspaltung eines in den Substraten enthaltenen Fluorochroms bei der enzymatischen Reaktion

entsteht (151).
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Ebenso wie die Hauttestung empfiehlt sich leitliniengerecht die zweimalige Bestimmung des
spezifischen IgEs fiir Bienen- und Wespengift ebenfalls in der ersten Woche und nach vier bis
sechs Wochen nach Insektenstich. Studien zeigten, dass spezifisches IgE im Serum bereits binnen
der ersten zwei Wochen nach Stichereignis nachweisbar ist. So ldsst sich eine friihzeitige
Entscheidung iiber das weitere Prozedere und Therapieoptionen féllen (133, 139).

Allerdings weisen bis zu 59% der Insektengiftallergiker spezifisches IgE sowohl fiir Bienen- als
auch fiir Wespengift auf, was nach heutiger wissenschaftlicher Erkenntnis im Wesentlichen auf
dem Auftreten von Kreuzreaktionen einzelner Giftproteine oder CCDs beruht (113).

Die Problematik der In-vitro- und In-vivo-Allergiediagnostik, wie beispielsweise bei der sIgE-
Bestimmung, liegt in der Verwendung von Gesamtgiftextrakten (108, 114). Diese allerdings
bestehen aus einer Mischung allergener und nicht allergener Komponenten wie pharmakologisch
aktiven Aminen und Peptiden (28, 96, 158). Bereits in den 70er-Jahren begannen Wissenschaftler
mit der Identifikation der Phospholipase, der Hyaluronidase und des Antigen 5 des Wespengifts
sowie der Phospholipase, der Hyaluronidase, der sauren Phosphatase und des Melittins des
Bienengifts, die Gesamtgiftextrakte in ihre einzelnen Komponenten zu unterteilen (197). Aufgrund
der hohen Kosten und des groflen Aufwandes reziproker In-vitro-Inhibition konnte sich damals
eine weitere Abklarung sIgE-doppelpositiver Patienten mittels dieses Verfahrens nicht in der
Praxis durchsetzen (137). Aus dieser Tatsache und der eingeschrinkten Aussagekraft der
Hauttestung sowie der oftmals unklaren Anamnese resultierte die Empfehlung, eine spezifische
Immuntherapie mit beiden Giften durchzufiihren (44, 197).

Im weiteren Verlauf gewann der in den 90er-Jahren eingefiihrte Basophilenaktivierungstest und
die AntikOrperbestimmung gegen Bromelain (MUX F3 aus Bromelin) sowie gegen die
Meerrettichperoxidase (HRP) als Stellvertreter der CCDs an Bedeutung. Da man glaubt, mittels
BAT zwischen klinisch relevanten und irrelevanten Allergenen unterscheiden zu konnen, ist er der
Bestimmung sIgEs im Serum {iiberlegen und erfahrt im Besonderen bei Patienten mit positivem
IgE fiir Bienen- und Wespengift mit fraglicher klinischer Relevanz seine Berechtigung (198). Als
Hauptbestandteile dieser Studie werden sowohl der BAT als auch die Antikdrperbestimmung
gegen CCDs im laufenden Text erldutert.

Die in jlingster Zeit etablierte Methode, sIgE gegen einzelne Allergenbestandteile anstatt gegen
das Gesamtextrakt zu bestimmen, stellt einen wichtigen diagnostischen Fortschritt dar. Diese
Methode ermoglicht es, aufgrund fehlender kreuzreagierender Antikorper eine Verfialschung des
Ergebnisses durch diese zu vermeiden und weiterhin fiir das jeweilige Insekt sIgE gegeniiber

spezifischen Allergenen zu bestimmen (115). Anfang der 90er-Jahre ist es der Wissenschaft
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gelungen, die Hymenopterengifte von Biene und Wespe zu reinigen und weitere
Allergenkomponenten einzeln zu isolieren (31, 90). Im Vordergrund dieser sogenannten
Komponenten-aufgeldsten Diagnostik (component-resolved diagnosis, CRD) stehen hierbei vor
allem r Api m 1, die Phospholipase A2 und somit ein Major-Allergen des Bienengifts, und r Ves
v 5 (Antigen 5) sowie r Ves v 1 (Phospholipase A1) des Wespengifts, ebenfalls Major-Allergene
(112). Mithilfe des ImmunoCAP-Verfahrens (Phadia, Uppsala, Schweden) wird das
Vorhandensein slgEs dieser aktuell (2015) einzig kommerziell verfiigbaren rekombinanten
Allergene ermittelt (117, 122). Spezifische IgEs weiterer Allergenbestandteile sind Gegenstand
aktueller Forschung, mittels ELISA-Technik ist weiterhin die experimentelle Bestimmung von
rApim 1, rApi m 2, rApi m 3, rApi m 5, rApi m 6, rApi m 10, rVes v 1, rVes v 2, rVes v 3 und
rVes v 5 bereits moglich (38, 105, 106, 108, 164).

Eine weitere Mdoglichkeit zum Nachweis einer Insektengiftallergie stellt das Immunoblot-
Verfahren dar. So empfiehlt die Europdische Akademie fiir Allergologie und Klinische
Immunologie (EACCI) 2006 die Durchfiihrung von Insektengiftimmunoblots bei negativen oder
nicht eindeutigen Ergebnissen der etablierten Methoden wie Hauttest oder CAP-Assay (12).
Hierbei wird nach gelelektrophoretischer Auftrennung der Allergenextrakte nach
Molekulargewicht in einzelne Proteinfraktionen und Fixierung auf Nitrozellulose die spezifische
Reaktivitdt eines Serums gegen einzelne Proteine (eines Allergenextraktes) als positive Bande
sichtbar gemacht (Western-Blot-Technik; 118, 142).

In der Praxis allerdings gilt dieses Verfahren in der Regel als zu aufwendig und bleibt fiir
gewOhnlich der klinischen Forschung fiir die Identifizierung und Charakterisierung von

Einzelallergenen vorbehalten (144).

1.2.3.2 Zellulire Tests

Histaminfreisetzungstest

Dieses Testverfahren beruht auf der Messung der Histamin-Ausschiittung peripherer Leukozyten
allergischer Patienten. Inkubation von heparinisiertem Vollblut oder isolierten Zellen mit
verschiedenen Allergenverdiinnungen fiihrt zur Histaminfreisetzung aus den basophilen
Granulozyten. Histamin wird anschlieBend im Uberstand fluorometrisch oder mittels
Immunoassays gemessen und dabei zu einer 100%-Kontrolle und einem Leerwert in Beziehung

gesetzt. Nach einer Positivkontrolle (Stimulation mit Anti-IgE) erfolgt die Auswertung mithilfe
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festgesetzter Normgrenzen fiir die In-vitro-Histaminfreisetzung in %. Diese Histaminfreisetzung
findet abhingig von der eingesetzten Insektengiftkonzentration statt (110, 170).

Aufgrund des relativ hohen technischen Aufwandes ist der Histaminfreisetzungstest fiir die
Routinediagnostik wenig geeignet und findet nur bei Patienten mit unklaren Ergebnissen im

Hauttest und/oder des spezifischen IgEs sinnvolle Anwendung (170).

Cellular-Allergen-Stimulation-Test (CAST)

Beim sogenannten CAST oder Leukotrienfreisetzungstest erfolgt zunédchst ein ,,Priming”
peripherer Blutleukozyten mit Interleukin-3 (IL-3). Nach der anschlieBenden Inkubation mit
Insektengift in verschiedenen Konzentrationen erfolgt die Messung der aus Leukozyten, vor allem
der Basophilen, freigesetzten Sulfidoleukotriene mittels ELISA. Die Auswertung erfolgt anhand

einer Positiv- und Negativkontrolle (29).

Basophilenaktivierungstest

Grundlage dieses Ende der 90er-Jahre eingefiihrten Tests ist der Nachweis einer Anderung von
Zelloberflichenmarkern  auf  basophilen = Granulozyten, exprimiert infolge einer
allergeninduzierten Zellstimulation. Mithilfe eines Aktivierungsmarkers, wie beispielsweise
CD63, kann allergenspezifisch die In-vitro-Aktivitidt basophiler Granulozyten gemessen werden.
Ein entscheidender Vorteil dieser Methode stellt die schnelle Testung einer Vielzahl potentieller
Allergene mit nur einer geringen Blutmenge dar (41, 144).

Da dieser Test einen wesentlichen Bestandteil der hier durchgefiihrten Studie darstellt, wird spater

im laufenden Text ndher darauf eingegangen (s. Kapitel 1.4)

1.2.3.3 Mediatorbestimmungen

Bei diesen Testverfahren steht vor allem die Bestimmung der basalen Serumtryptase, ein Marker
der Mastzelldegranulation, im Vordergrund. Verschiedene Studien zeigten, dass ein erhohter
Serumspiegel dieses von den Mastzellen produzierten Enzyms mit dem Schweregrad der
anaphylaktischen Reaktion eines Stichereignisses korreliert, dieser Zusammenhang mit
steigendem Lebensalter sogar weiter an Bedeutung gewinnt und als zusitzlicher Risikofaktor fiir

die Entwicklung einer allergischen Reaktion angesehen werden muss (89, 111).
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Ca. 10 % der Patienten mit Insektengiftallergie weisen eine Erhdhung der basalen Serumtryptase
auf (147).

Weiterhin sind erhohte Tryptasewerte bei Mastozytose aber auch bei chronischer Urtikaria,
urdmischem Juckreiz oder Knochenmarkserkrankungen zu finden. Solch eine Erhéhung der
basalen Serumtryptase gilt als Risikofaktor einer ausgeprédgten anaphylaktischen Reaktion infolge
eines Insektenstichs (147). Auch die Wahrscheinlichkeit eines Therapieversagens im Rahmen

einer spezifischen Immuntherapie ist bei diesen Patienten erhoht (173).
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1.3 Therapie der Insektengiftallergie

1.3.1 Prophylaxe

Vor jeglichem Therapieansatz steht die Prophylaxe und somit der Versuch, eine potenzielle
allergische Reaktion zu vermeiden. Wichtig hierfiir sind fiir betroffene Patienten grundlegende
Kenntnisse der Lebensweise der Hymenopteren und ihres Verhaltens. So gelten fiir den Allergiker
eine ganze Reihe von VerhaltensmaBregeln, beispielsweise der Verzicht auf blumige
Geruchsessenzen und Kleidung sowie auf BarfuBlaufen. Weiterhin sollten Abfalleimer, der
Verzehr von Speisen im Freien, Gartnern und andere Aktivititen im Freien vermieden werden (21,
52).

Selbstverstindlich ist eine Prophylaxe nicht immer ausreichend. Jeder Insektengiftallergiker sollte
deshalb zu den Flugzeiten von Bienen und Wespen (Biene: Mérz bis August, Wespe: August bis
September) ein Notfallset bei sich tragen. In diesem enthalten sind neben einem oralen
Antihistaminikum ein orales Glukokortikoid und bei anamnestisch aufgetretener schwerer
Reaktion Adrenalin zur intramuskuldren Selbstinjektion (Tabelle 4). Die amerikanische
Gesellschaft fiir Allergie, Asthma und Immunologie empfiehlt bei vorangegangener Anaphylaxie
ausdriicklich die Erstellung eines Notfallplans, individuell abgestimmt auf den einzelnen

Patienten, welcher im Notfallset mitzufiihren ist (97, 140).

Tabelle 4: Wirkungsweise der Medikation bei anaphylaktischer Reaktion (140, 183)

Medikament Wirkung UAW

Adrenalin (i. m., ggf. i. v.)
Vasokonstriktion, Herzfrequenz 1, Erweiterung der Bronchien,

Hemmung der Histaminfreisetzung Tremor, Blisse, Palpitationen, Blisse

Medikament der Wahl

H1-Antihistaminikum (oral, i. v.) |Pruritus |, Urtikaria |, Flush |, Rhinorrhoe | Sedation

Verhinderung biphasischer oder protrahierter Anaphylaxie-

Glukokortikoide (oral, i. v.) Symptome

p2-Agonist (inhalativ) Bronchodilatation Tremor, Tachykardie
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1.3.2 Spezifische Immuntherapie (SIT)

Die erstmals 1911 von Leonard Noon beschriebene Form einer ,,prophylaktischen Impfung gegen
Heuschnupfen® und spiter die erfolgreiche Behandlung eines Imkers mit Asthmasymptomatik mit
Bienenganzkorperextrakt durch Benson und Semenov, legten den Grundbaustein der heutigen
spezifischen Immuntherapie (9). Als einzige kausale Therapie der Insektengiftallergie ist sie mit
einem Impfschutz mit 80% bei Bienengift und 95% bei Wespengift als sehr effizient anzusehen
und gilt bis heute als Goldstandard bei der Behandlung von Hymenopterengiftallergien (119, 123,
148, 196). Die spezifische Immuntherapie kann den Allergiker vor potenziell lebensbedrohlichen
allergischen Symptomen schiitzen und fiihrt zu einer Verbesserung der Lebensqualitdt (14).

In der Literatur werden neben der hoheren Anzahl an Therapieversagern weiterhin hiufiger
schwere Nebenwirkungen bei Bienengifthyposensibilisierungen beschrieben. Die Griinde hierfiir
sind bis dato ungeklart (109, 148).

Seit Mitte der 70er-Jahre hat sich die Hyposensibilisierung unter Verwendung von hoch
gereinigten Giften anstatt Ganzkorperextrakten durchgesetzt, nachdem sich zeigte, dass die fiir die
Allergie relevanten Allergene im Hymenopterengift vorhanden sind und sich von denen im
Ganzkorperextrakt unterscheiden (98, 110).

Bei Patienten mit vorangegangener systemischer IgE-vermittelter Uberempfindlichkeitsreaktion
vom Soforttyp schlieBt sich nach eingehender Uberpriifung mittels der oben genannten
diagnostischen MafBnahmen in der Regel eine Hyposensibilisierungstherapie an. Auch das
Reexpositionsrisiko und eventuelle Kontraindikationen, wobei hier relative von absoluten zu
unterscheiden sind (Tabelle 5), gilt es bei der Frage nach einer spezifischen Immuntherapie zu
berticksichtigen (101, 110, 128). Tabelle 5 zeigt eine 2015 vom EACCI-Komitee verdffentlichte
Ubersicht zur Einstufung absoluter und relativer Kontraindikationen.

Zihlten in fritherer Zeit B-Blocker zu den absoluten Kontraindikationen bei der Durchfiihrung
einer spezifischen Immuntherapie, wird in den aktuellen Leitlinien eine Umstellung auf andere
Antihypertensiva zwar empfohlen, gilt aber nicht mehr als obligat (72, 133). Ein Auftreten von
Nebenwirkungen der Hyposensiblisierung mit Insektengift ist bei dieser Patientenklientel zwar
nicht hiufiger, dennoch meist ausgeprigter und erfordert eine kontinuierliche Uberwachung in der
Steigerungsphase (133).

Letztendlich ist eine Entscheidung iiber die Durchfithrung einer spezifischen Immuntherapie bei
Vorhandensein von Kontraindikationen individuell unter Beriicksichtigung des Nutzen-Risiko-

Profils fiir den Patienten abzustimmen.
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Auch wihrend der spezifischen Immuntherapie mit Insektengift sind gewisse
Vorsichtsmaflnahmen zu beachten. So sollte der Abstand zwischen einer Aktivimpfung und einer
Immuntherapie eine Woche betragen, am Injektionstag auf korperliche Anstrengung verzichtet

und der Patient nach Erhalt einer Giftdosis 30 Minuten tiberwacht werden (136).

Tabelle 5: Kontraindikationen spezifischer Inmuntherapie (128)

Absolute Kontraindikationen Relative Kontraindikationen

Unkontrolliertes Asthma Therapiekontrolliertes Asthma

Therapieresistente Autoimmunfunktionsstorungen |Abklingende Autoimmunfunktionsstérungen

Schwangerschaft (bei Beginn einer SIT) Maligne Neoplasien

Kinder <2 Jahre Kinder 2-5 Jahre

AIDS HIV (Stadium A, B; CD4+ > 200/pl)
ACE-Hemmer

Psychische Erkrankungen
Chronische Infektionen

Immunerkrankungen

Einnahme von Immunsuppressiva

Die spezifische Immuntherapie entwickelt immunologische Toleranzmechanismen, indem sie auf
eine Vielzahl humoraler und zelluldrer Faktoren des menschlichen Immunsystems einwirkt und
zu einer Anderung der Reaktionsform, nicht aber zu Reaktionslosigkeit fiihrt (27, 33). So kommt
es wihrend der spezifischen Immuntherapie zu einer Reihe von Anderungen im
Pathomechanismus der Insektengiftallergie. Hierbei ist ein Anstieg der Produktion von
Interleukin-10 und Interferon-y sowie ein Abfall von Interleukin-4 zu verzeichnen (8). Ozdemir et
al. beschrieben spezielle T-Zell-Populationen, welche eine allergische Antwort auf das
Insektengift unterbinden (120). Auch die Anderung bestimmter Oberflichenmarker dendritischer
Zellen und die Induktion blockierender IgG4-Antikorper sind wahrscheinlich an der Wirkweise
der spezifischen Immuntherapie beteiligt (30, 193).

Sie erfolgt durch eine repetitive, hochdosierte subkutane Applikation von Bienen- bzw.
Wespengift nach unterschiedlichen Schemata (118, 129). Hierbei hat sich mittlerweile vor allem
das Rush- und Ultrarush-Verfahren durchgesetzt. Im Rahmen eines stationdren Aufenthaltes wird
innerhalb von 2 bis 5 Tagen mittels mehrmals téglich streng subkutan durchgefiihrter Injektionen
mit wissrigen standardisierten Allergenextrakten die angestrebte Erhaltungsdosis von 100 pg
erreicht. Diese wird im Anschluss mit zunehmendem Intervall bis 4 Wochen tiber 3 bis 5 Jahre

ambulant weiter injiziert (Erhaltungsphase).
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Zur Prophylaxe ausgeprigter Lokalreaktionen an der Injektionsstelle sowie Auftreten
systemischer Reaktionen ist die prophylaktische Gabe von Antihistaminika zu erwigen (110).
Der Erfolg der spezifischen Immuntherapie ist dosisabhiingig, deshalb kann unter gewissen
Umstidnden wie beispielsweise Therapieversagen eine Steigerung der Erhaltungsdosis auf 200 pg
erforderlich sein (196). Zur Beurteilung des Therapieerfolges einer spezifischen Immuntherapie
steht routineméBig derzeit allein die Stichprovokation mit einem lebenden Insekt zur Verfligung.
Diese erfolgt, das Einverstdndnis des Patienten vorausgesetzt, ca. 6-18 Monate nach Erreichen der
Erhaltungsdosis in Notfallbereitschaft und darf ausschlieBlich nur bei Patienten in stabilem
Gesundheitszustand durchgefiihrt werden (129, 142, 145).

Todesfille sind in diesem Zusammenhang in der Literatur nicht beschrieben, der Bericht von
einem 14-jéhrigen Jungen iiber die mehrtagige intensivmedizinische Behandlung bei Lungenédem
und kiinstlicher Beatmung nach Stichprovokation betont hingegen die Wichtigkeit entsprechender
Prophylaxemafinahmen (145).

Anhand der klinischen Reaktion bei Stichprovokation lassen sich weiterhin Patienten
identifizieren, die zum Schutz vor einer systemischen Insektengiftreaktion eine iiber die
Erhaltungsdosis von 100 pg/4 Wochen hinausgehende Giftmenge bendtigen (145).

Die Bestimmung rekombinanter Allergene im ImmunoCAP konnte in der Zukunft eine wichtige
Rolle beim Monitoring der spezifischen Immuntherapie spielen. Shin et al. berichteten 2012 in
einer Studie von einem signifikanten Abfall von rVes v 5 nach Hyposensibilisierung mit
Wespengift (165).

Ob der Basophilenaktivierungstest ein geeignetes Monitoring bei spezifischer Immuntherapie
erlaubt und unterstiitzend bei der Frage nach der Mdglichkeit zur Beendigung jener verwendet
werden kann, ist ebenfalls Gegenstand aktueller Forschung und galt lange als umstritten (42, 45).
Allerdings zeigen neuere Studien, ebenso wie Ebo et al. 2007, im BAT nach sechs Monaten eine
signifikante Abnahme der Sensitivitit der Basophilen, nicht aber ihrer Reaktivitit (42, 46, 198).
Diese Ergebnisse sind richtungsweisend dafiir, dass der BAT zur Uberpriifung des Erfolgs einer
spezifischen Immuntherapie geeignet sein kann. Da diese Tatsache einen weiteren Meilenstein in
der Diagnostik und Therapie der Insektengiftallergic bedeutete, wird die Thematik im
Diskussionsteil ausfiihrlicher behandelt (s. Kapitel 4.4 Spezifische Immuntherapie bei Patienten

mit sIgE auf Bienen- und Wespengift).
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1.4 Basophilenaktivierungstest (BAT)

1.4.1 Basophile Granulozyten

Mit weniger als 1% stellen die basophilen Granulozyten einen relativ geringen Anteil der
Leukozyten dar und zirkulieren in ausgereifter Form frei in der Blutbahn. Abstammend von
CD34+/IL-3Rao/IL-5+ eosinophilen/basophilen Vorlduferzellen aus dem Knochenmark, gilt das
Zytokin IL-3 als wesentlicher Wachstumsfaktor im Zuge der Basophilenentwicklung und -reifung.
Aufgrund des hochaffinen IgE-Rezeptors FceRI an der Basophilenoberfldche, verantwortlich fiir
die Allergenbindung und die darauffolgende Zytokinausschiittung wie IL-4 und IL-13, spielen die
Basophilen eine Schliisselrolle im Rahmen der IgE-vermittelten allergischen Reaktion und gelten
als multifunktionelle Effektorzellen.

Eine im Blut vorliegende Basophilie, d. h. eine Erhohung der basophilen Granulozyten, spricht fiir

das Vorliegen einer reaktiven Verdnderung im Zusammenhang mit einer allergischen Reaktion

(20, 32, 48, 188).

1.4.2 Prinzip des BAT

Bereits 1991 machten Knol et al. mit der Detektion des Oberflichenantigens CD63 mittels des
monoklonalen Antikorpers 435 (Anti-CD63) einen wichtigen Fortschritt bei der Messung
basophiler Aktivitdt (81).

Diese Entdeckung und der Nachweis weiterer Oberflichenproteine werden in der
Allergiediagnostik beim in den 90er-Jahren entwickelten Basophilenaktivierungstest genutzt
(188).

Eine Allergenexposition fiihrt durch Bindung des sIgE an membranstindige hochaffine IgE-
Rezeptoren (FceRI) der basophilen Granulozyten zu vermehrter Freisetzung von Mediatoren
(Histamin, Leukotrien C4) sowie zur Expression spezifischer Proteine an der
Basophilenoberfliache, wie beispielsweise CD63 und CD203c (20, 187, 188). Sie dienen teilweise
(CD203c¢) zur Identifikation dieser Zellart und stellen weiterhin ein Mal} fiir deren Aktivitit dar
(Aktivititsmarker). Nach Markierung mittels fluoreszierender Antikorper des mit Allergenen
versetzten Patientenblutes, konnen sie mithilfe fluoreszenzanalytischer Durchflussanalysen im

Basophilenaktivierungstest erfasst werden (41, 125).
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CD63, auch LIMP-1 (lysosome integral membrane proteinl) oder LAMP-3 (lysosomal associated
membraneglycoprotein 3), ist ein Glykoprotein der Lysosomenmembran, wird von allen Zellen
mit Ausnahme der Erythrozyten exprimiert und ruht in intrazytoplasmatischen Granula. Zu einer
gesteigerten Expression von CD63 auf der Zellmembranoberflache kommt es nach Verschmelzen
der Granula mit der Zellmembran aufgrund von Basophilenaktivierung durch ein Antigen (20).
Mithilfe der Flowzytometrie erfolgt in einer Teilvariante eine Auszédhlung gleichzeitig anti-IgE-
und CD63-positiver Zellen. Diverse Inkubationsvorgédnge sorgen dafiir, dass andere Zellen mit
niedriger Bindungskapazitit fiir IgE ausgewaschen werden und somit nur Basophile
flowzytometrisch erfasst werden (150).

Das Oberflichenantigen CD203c, auch als ENPP3 (Ectonukleotid-Pyrophosphatase) bezeichnet,
wird im Gegensatz zu CD63 ausschlielich von reifen Basophilen sowie Mastzellen und deren
Vorlauferzellen exprimiert (55). Auch bekannt unter ,,neural cell surface differentiation antigen E-
NPP3%, ist CD203c ein Aktivititsmarker mit etwas hoherer Sensitivtit (97% vs. 89%), aber
geringerer Spezifitit als CD63 (89% vs. 100%) (36). Ahnlich zu CD63 erfolgt eine vermehrte
Expression von CD203c an der Zelloberfliche nach Allergenkomplexbildung (41).

Neben den iiblichen Vorteilen eines In-vitro-Tests ermdglicht der Basophilenaktivierungstest eine
Testung mehrerer verddchtiger Allergene gleichzeitig anhand einer kleinen, bis zu 24 Stunden

alten Blutprobe (41).

1.4.3 BAT bei Insektengiftallergie

Das Prinzip der flowzytometrischen Messung macht man sich auch in der Diagnostik der
Hymenopterengiftallergie zu Nutze. Im Jahre 1998 wandten Sainte-Laudy et al. den BAT erstmals
in der Diagnostik bei Patienten mit Insektengiftallergie an. In der 2000 verdffentlichten Studie
zum Vergleich mit damals etablierten Methoden wie Anamnese, Hauttest, sigE sowie LRT,
erbrachte der CD63-BAT eine Sensitivitit und Spezifitit von 100% (149).

Unter Verwendung der Aktivititsmarker CD63 und CD203c wird der BAT heutzutage im
Besonderen bei Patienten mit unklaren Ergebnissen in der Routinediagnostik, beispielsweise
doppelpositivem sIgE fiir Bienen- und Wespengift, komplementér angewandt (35, 36, 40, 55).
Neueste Studien legen dem BAT weiterhin ein Nutzen beim Monitoring der spezifischen
Immuntherapie nahe. So zeigten unter anderem Erzen et al. eine Abnahme basophilen

Ansprechens nach Beendigung der Hyposensibilisierung (46, 198).
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1.5 Problemstellung und Zielsetzung der Studie

Die Auswahl des relevanten Insektengifts fiir die spezifische Immuntherapie bei Patienten mit
Doppelsensibilisierung fiir Bienen- und Wespengift, aber anamnestisch anaphylaktischer Reaktion

auf nur ein Insekt oder mehrere unbekannte Insekten, stellt ein hidufiges Problem dar.

1.5.1 Doppelpositivitit/Doppelsensitivitit

Bis zu 59% der getesteten Patienten weisen eine Sensibilisierung sowohl fiir Bienen- als auch fiir
Wespengift in der Routinediagnostik (Hauttest und spezifisches IgE) auf (44, 113, 137). Dieser
Doppelsensitivitdt konnen diverse Ursachen zugrunde liegen, die entweder einzeln oder in
Kombination auftreten (64). Einerseits kann eine tatsdchliche Doppelpositivitit vorliegen, der
Patient weist also spezifische Antikdrper und eine entsprechende klinische Symptomatik sowohl
fiir Bienen- als auch fiir Wespengift auf. In diesen eher seltenen Fillen ist eine spezifische
Immuntherapie mit beiden Giften zu erwégen (44, 137).

In der Literatur mit bis zu 80% beziffert und somit weitaus hiufigere Ursache einer
Doppelpositivitdt, sind dagegen Kreuzreaktionen, welche entweder aufgrund partieller
Sequenzhomologien der Hyaluronidase im Bienen- und Wespengift oder aber im Vorhandensein
kreuzreagierender Kohlenhydratseitenketten, den so genannten CCDs (cross-reacting
carbohydrate determinants) begriindet liegen (108, 122). Darauf wird im ndchsten Abschnitt ndher
eingegangen.

Eine besonders starke Kreuzreaktivitit zeigen vor allem die Vespidengifte gleicher und nah
verwandter Arten, welche sich in Zusammensetzung und Struktur einzelner Allergene stark dhneln
(77).

Um unnétige Kosten, Aufwand und Zeit zu sparen, aber auch aus Riicksichtnahme auf den
Patienten, ist, bei gleichzeitigem Vorliegen von sIgE fiir Bienen- und Wespengift oder Reaktionen
auf beide Gifte im Hauttest, vor einer spezifischen Immuntherapie mit beiden Giften die genaue
Ursache hierfiir zu eruieren bzw. die Indikation zu dieser Therapie nach klinischer Symptomatik

abzuwigen (173).
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1.5.2 Glykoproteine und CCDs

Einer der Griinde fiir das Vorhandensein sIgEs fiir beide Gifte ist das Vorkommen
nichtpeptidischer Kohlenhydratkettenepitope auf Allergenen (glykosylierte Proteine), welche
auBler in den Insektengiften (Bienen- und Wespengift) unter anderem auch in Gemiise, Pflanzen,
Griasern und Latex zu finden sind (1, 2, 4, 69, 99). Diese Epitope werden als CCDs, cross-reacting
carbohydrate determinants, das heit kreuzreagierende Kohlenhydratketten, bezeichnet, da sie
dazu neigen, mit ubiquitdr vorkommenden Glykanketten einiger anderer Allergene zu interagieren.
Wihrend Kohlenhydratketten von Sdugern untereinander nicht immunogen sind, da eine
Toleranzentwicklung des Immunsystems vorliegt, unterscheiden sich die nicht im Sdugetier
auftretenden Glykane von den Siugerglykanen, weshalb es zu einer Immunantwort mit
Antikorperbildung, anti-CCDs, kommen kann (2, 65).

Allergene sind Glykoproteine und bestehen aus einem Protein und einer oder mehreren kovalent
an das Peptid gebundenen Kohlenhydratgruppen (Zuckergruppen), die dadurch Charakteristika
wie eine erhohte Wasserbindungskapazitit und Hitzebestindigkeit (erhohte Stabilitét der Proteine)
aufweisen (99).

Das Anhédngen von Zuckern, die sogenannte Glykosylierung, erfolgt posttranslational und kann
auf verschiedene Arten geschehen. Bei der N-Glykosylierung, der weitaus haufigsten Form, kntipft
der Zucker an den Stickstoff der freien Sdureamidgruppe des Asparagins an, wihrend bei der O-
Glykosylierung die Zuckerbindung an die Hydroxygruppe von Serin, Threonin, Hydroxyprolin
oder Hydroxylysin erfolgt (99, 192).

Von Bedeutung im Zusammenhang mit der Hymenopterengiftallergie sind die N-glykosidischen
Proteine, zu denen auch das Bromelain und die Meerrettichperoxidase zdhlen, welche spiter
nochmals genauer beleuchtet werden (51).

Bei den N-Glykanen spielen die a(1,3)-Fucose und die PB(1,2)-Xylose eine Schliisselrolle
hinsichtlich der Antikorpererkennung, allerdings ist auch das Vorhandensein von nur jeweils einer
dieser Komponenten moglich. So enthélt beispielsweise die im Bienengift vorkommende
Phospholipase 2 (PLA2) nur eine an das proximale N-Acetyl-Glucosamin gebundene o(1,3)-
Fucose. Die Tatsache, dass diese Verbindung bei Menschen nicht existiert, macht sie zu einer
hochimmunogenen Struktur und fiihrt zu Antikérperbildung gegen CCDs, sogenannte anti-CCD-
AK (192).

Aufgrund von Mikroheterogenitdt und dem gleichzeitigen Vorhandensein glykosylierter und nicht

glykosylierter Isoformen besteht unter den Glykanen eine groBe Bandbreite, welche eine
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Kreuzreaktivitét limitieren konnte. Diese Kreuzreaktivitit aber beruht im Wesentlichen auf dem
Vorhandensein von ,,Basiszuckern® IgE-reaktiver Glykanketten, im Besonderen der N-Glykane.
So beginnt die N-Glykansynthese aller Eukaryoten mit dem Anhang der gleichen 7-Zuckerkette,
welche als Basis dient und dann erweitert oder beendet wird (99).

Zu den Glykoproteinen gehoren unter anderem auch einige bekannte Allergene, deren Epitope
zum Teil aus Kohlenhydratketten bestehen. So konnten fiir die Bienengiftallergene Api m 1
(Phospholipase A2), Api m 2 (Hyaluronidase), Api m 3 (Saure Phosphatase), Api m 5
(Dipeptidylpeptidase), Api m 7 (Protease), Api m 8 (Carboxylesterase), Api m 9
(Carboxypeptidase), Api m 10 (Icarapin), Apim 11.0101 (MRJP 8), Apim 11.0201 (MRJP 9) und
Api m 12 (Vitellogenin) sowie fiir die Wespengiftallergene Ves v 2 (Hyaluronidase), Ves v 3
(Dipeptidylpeptidase) und Ves v 6 (Vitellogenin) ein Vorhandensein von CCDs nachgewiesen
werden (112, 169). Von diesen Glykoepitopen wiederum neigen einige zu Kreuzreaktionen mit in
anderen Allergenen enthaltenen Kohlenhydratketten, die sich folglich als kreuzreagierende
Kohlenhydratketten verhalten.

Bereits eine minimale Homologie von Kohlenhydratketten fithrt zu Kreuzreaktionen und somit zur

Bezeichnung CCD eines Kohlenhydratepitops (137).

1.5.3 Zielsetzung der Studie

Ziel der hier durchgefiihrten Studie war es, die Wertigkeit des Basophilenaktivierungstests bei
Patienten mit Doppelsensitivitit auf Bienen- und Wespengift zu eruieren und mdoglichst eine
klinisch relevante von einer klinisch irrelevanten Doppelpositivitit abzugrenzen, um somit eine

Hyposensibilisierung mit beiden Giften nur in indizierten Féllen vornehmen zu kdnnen.

Im Mittelpunkt stand hierbei der mit flinf unterschiedlichen Konzentrationen kommerziell
erhéltlichen Bienen- und Wespengifts sowie mit Bromelain und Meerrettichperoxidase (HRP),
ebenfalls in flinf unterschiedlichen Verdiinnungen, durchgefiihrte und mittels Bestimmung der
halbmaximalen Konzentration ausgewertete Basophilenaktivierungstest. Zusétzlich wurde das
sIgE fiir Bromelain und die Meerrettichperoxidase (HRP) sowie fiir die rekombinanten Allergene

rApi m 1 sowie rVes v 5 bei allen Patienten bestimmt.
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten und Kontrollen

An der Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologie am Biederstein der Technischen
Universitdt Miinchen untersuchten wir 28 Patienten mit positiver Anamnese auf eine
Insektengiftallergie in Form einer Soforttypallergie mit systemischer Reaktion Grad I-IV (nach
Ring und Messmer).

Einschlusskriterium war neben der oben erwdhnten positiven Anamnese positives spezifisches IgE
sowohl fiir Bienen- als auch fiir Wespengift. Weiterhin sollte die Indikation zur
Hyposensibilisierung gestellt worden sein und der Beginn einer spezifischen Immuntherapie
anstehen. 6 der 28 Studienteilnehmer konnten aufgrund nicht verwertbarer Ergebnisse im
Basophilenaktivierungstest fiir Bienen- und Wespengift nicht mit in die Auswertung einbezogen
werden (4 Non-Responder, 2 Patienten mit extrem hohen Negativkontrollen im BAT).

Die iibrigen 22 Patienten (17 Miénner, 5 Frauen) standen der weiteren Analyse zur Verfiigung.

17 Patienten waren minnlich, 5 Patienten weiblich, das Alter reichte von 15-75 Jahren
(Durchschnittsalter aller Patienten: 51,5 Jahre; SD: 6,36; Durchschnittsalter Manner: 39,65 Jahre;
SD: 15,91; Durchschnittsalter Frauen: 54 Jahre; SD: 4,95).

Die Kontrollgruppe beinhaltete 10 Personen im Alter von 24 bis 60 Jahren (Durchschnittsalter
aller Kontrollen: 32,1 Jahre; SD: 22,6; Durchschnittsalter Ménner: 26,3 Jahre; SD: 0,7
Durchschnittsalter Frauen: 34,6 Jahre; SD: 22,6) ohne anamnestisch aufgetretene allergische
Reaktion nach Insektenstich. Des Weiteren zeigte die Bestimmung von sIgE fiir Bienen- und
Wespengift sowie fiir MUX F3 von Bromelain und Meerrettichperoxidase negative Ergebnisse.
Eine Hauttestung wurde aufgrund der Moglichkeit einer Sensibilisierung gegen Bienen- und/ oder
Wespengift aus ethischen Griinden nicht durchgefiihrt.

Die Durchfiihrung der Studie erfolgte gemdf den Richtlinien der Ethikkommission der

Technischen Universitidt Miinchen sowie mit vorherigem Einverstindnis aller Studienteilnehmer.
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2.2 Diagnostik

2.2.1 Anamnese

Die Anamnese erfolgte anhand eines standardisierten, an der Klinik und Poliklinik fiir
Dermatologie und Allergologie am Biederstein der Technischen Universitit Miinchen in der
Allergiediagnostik routinemifBig angewandten Bogens. Art und Schwere vorangegangener
Stichreaktionen standen hierbei im Fokus. Neben Zeitpunkt, Frage nach dem stechenden Insekt,
Symptomatik und Behandlung, wurden hierbei auch individuelle Risikofaktoren wie Medikation,
atopische Diathese und die Familienanamnese erhoben.

Im Anschluss erfolgte eine Einordnung des Anaphylaxiegrades nach Ring und Messmer I-IV.

Eine Ubersicht zur Einteilung der Anaphylaxie in Grad I-IV gibt Tabelle 1 in der Einleitung.

2.2.2 Hauttest

Der Intrakutantest wurde mittels aufsteigender Konzentrationen von Bienen- und Wespengift
(Venomil; Bencard, Miinchen, Deutschland) in Notfallbereitschaft in der Allergieabteilung der
Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologiec am Biederstein der Technischen
Universitdt Miinchen durchgefiihrt.

Nach dem Schema der Endpunkttitration wurden in 15-miniitigem Abstand bis zum Auftreten
einer Quaddel von mindestens 3 mm GroBenunterschied zur Negativkontrolle (0,9%
Kochsalzlosung Allergopharma, Reinbeck, Deutschland), 0,02 ml des oben genannten
Insektengifts streng intrakutan an der volaren Seite des Unterarmes injiziert (beginnend mit 0,0001
pg/ml, gesteigert bis auf 0,001, 0,01 bis 0,1 pg/ml).

Als Positivkontrolle diente die subkutane Injektion von 0,1% Histaminlosung (Allergopharma,

Reinbeck, Deutschland).

2.2.3 Bestimmung spezifischer IgE-Antikorper

Die Bestimmung des spezifischen IgE fiir Gesamt-IgE, Bienen- und Wespengift, rApi m 1
(Phospholipase A2), rVes v 5 (Antigen 5), MUXF-Glycan-Seitenkette von Bromelain und
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Meerrettichperoxidase (HRP) erfolgte mittels UniCAP 250 (Phadia GmbH, Freiburg,
Deutschland).

In diesem System wird das jeweilige Allergen mithilfe eines Tréagers, einem Cellulosederivat,
kovalent gebunden. Die Inkubation mit dem zu untersuchenden Patientenserum fiihrt zu einer
Komplexbildung von spezifischen IgE-Antikdrpern mit den auf dem Cellulosederivat gebundenen
Allergenen (il: Bienengift, i3: Wespengift, 0214: CCD, MUX F3 aus Bromelin, 0400:
Meerrettichperoxidase [HRP]). Durch anschlieBendes Waschen werden unspezifische Antikorper
entfernt und Enzym-markierte Antikdrper gegen humanes IgE hinzugegeben. Die nun folgende
Bindung erfolgt ausschlieBlich an allergenfixierte IgE-Antikorper. Nach Inkubation und
Abwaschen von iiberschiissigem ungebundenem Enzym-markierten-Anti-IgE, erfolgt der Zusatz
einer Entwicklerreagenz. Dem Abstoppen des Vorganges schliefit sich die Fluoreszenzmessung
an und gibt Aufschluss iiber die Menge des in der Probe enthaltenen spezifischen IgEs (Tabelle 6;
126).

Tabelle 6: Spezifische IgE-Klasseneinteilung gemaf UniCAP-System

Spezifische IgE (kU/) Klasse Immuno-CAP (Phadia)
Negativ 0]< 0,10 kU/L
Grenzwertig 0/1 0,10 - 0,34 kU/L

Sehr schwach positiv 110,35 - 0,69 kU/L
Schwach positiv 210,70 — 3,49 kU/L
Positiv 313,50 - 17,49 kU/L
Stark positiv 4117,50 — 49,99 kU/L
Sehr stark positiv 550,00 — 99,99 kU/L
Sehr stark positiv 6|> 100,0 kU/L

2.2.4 ELISA mit rekombinanten Insektengiftallergenen

Fir den ELISA wurde das Reagenzienset B (BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland)
verwendet. 96-well-Mikrotiterplatten (Nunc, Thermo Fisher Scientific, Ulm, Germany) wurden
mit jeweils 100 pl pro Vertiefung der aufgereinigten rekombinanten Proteine (rApim 1 10 pg/ml,
rApi m 2 20 pg/ml, Api m 3 5 pg/ml, rApi m 10 5 pg/ml, rVes v 1 10 pg/ml, rVes v 2 20 pg/ml,
Ves v 3 5 ug/ml, Ves v 5 5 ng/ml) bzw. mit 10 ug/ml FceRIa-IgY 1-4 fiir die Standardkurve bei
4 °C iiber Nacht beschichtet. Die Vertiefungen wurden dreimal mit 300 pl Waschpuffer

gewaschen, dann wurde die Platte ausgeklopft. 100 pl Serum bzw. Human IgE Myeloma
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(Calbiochem, jetzt Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland) in den Konzentrationen 125 pg/ml,
250 pg/ml, 500 pg/ml, 1000 pg/ml, 2000 pg/ml, 4000 pg/ml 8000 pg/ml, 20000 pg/ml wurde in
jede Vertiefung pipettiert und 2 h bei Raumtemperatur inkubiert. Die Vertiefungen wurden 5-mal
mit Waschpuffer gewaschen. Streptavidin HRP (BD Pharmingen, Heidelberg, Deutschland)
wurde 1:1000 im mit Assay Diluent 1:250 verdiinnten Biotin Mouse anti-human IgE (BD
Pharmingen, Heidelberg, Deutschland) verdiinnt. Davon wurden 100 pl pro Vertiefung pipettiert
und 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 5-maligem Waschen erfolgte die Zugabe von 100 ul
Substrat (aus dem Reagenzienset B von BD Pharmingen) in jede Vertiefung und die 15-mintitige
Inkubation im Dunkeln. 50 pl Stopplosung wurden pro Vertiefung hinzugegeben und die
Absorption wurde bei 450/570 nm gemessen.

2.3 Basophilenaktivierungstest

2.3.1 Reagenzien, Material und Ger:iite

Reagenzien

Fiir die Analyse mit dem Durchflusszytometer wurde als Basophilenaktivierungstest der Flow2

CAST®, der Firma Biihlmann Laboratories AG, Schénenbuch, Schweiz, verwandt.

Ein Testkit beinhaltet:

1 Flasche lyophilisierten Stimulations-Puffer, Kalzium, Heparin und IL-3 enthaltend

- 1 Flasche lyophilisierte Stimulations-Kontrolle, anti-FceRImAK

- 1 Flasche lyophilisierte Stimulationskontrolle fMLP (N-formyl-methionyl-leucyl-
phenylalanin)

- 1 Flasche (2,2 ml) Farbe-Reagenz (anti-CD63-FITC und anti-CCR3-PE mAK)

- 1 Flasche (25 ml) 10 x konzentriertes Lyse-Reagenz

- 1 Flasche (100 ml) Waschpuftfer
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Weitere verwandte Reagenzien waren:

- Lyophilisiertes Bienengift: Honey Bee Venom Check BAG2-IICHK (Biihlmann

Laboratories AG, Schonenbuch, Schweiz)

- Lyophilisiertes Wespengift: Yellow Jacket Venom Check BAG2-I3CHK (Biihlmann
Laboratories AG, Schonenbuch, Schweiz)

- Lyophilisiertes Bromelain (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

- Lyophilisierte Meerretichperoxidase (HRP; Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

- Deionisiertes, zweifach destilliertes Wasser zur Rekonstitution des Stimulations-Puffers

und der Lyse-Reagenz (Klinikapotheke, Klinikum Rechts der Isar, Miinchen)

- Flussigkeiten fir die FACS-Analyse: FACSRinse (Reinigungslosung  fiir
Durchflusszytometer), BD FACSFlow™ (Kat. Nr. 342003), FACS Clean (Kat. Nr.
340345), BD (Becton-Dickinson) Biosciences GmbH, Heidelberg, Deutschland)

Materialien

- Blutentnahme: EDTA KE/9 ml Monovette®, Sarstedt AG & Co., Niimbrecht,
Deutschland

- Messrohrchen: 5 ml Polystrene Round-Bottom Tube, 12 x 75 mm style, BD Falcon™,
REF 352052, BD Biosciences GmbH, Heidelberg, Deutschland

- Reagiergefill 1,5 ml, REF 72.690.001, Sarstedt AG, Niirnbrecht, Deutschland

- Pipetten: Eppendorf Reference autoclavable (2-20 pl, 20-200 pl, 100-1000 pul) Eppendorf-
Netheler-Hinz-GmbH, Hamburg, Deutschland
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- Pipettenspitzen: 200 ul REF 70.760.002, 1000 pl REF 70762, Sarstedt AG, Niirnbrecht,
Deutschland

- Dispenserspitzen: Combitips plus 1,0 ml, Order no.: 0030 069.234, Combitips plus 50 ml,
Order no.: 0030 069.277, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

- Laborglasflaschen: 100 ml, 200 ml, 1000 ml, Schott, Mainz, Deutschland

- Abdeckfolie: Parafilm "M", Pechiney Plastic Packaging, Chicago, Il., USA

- Styroporbox zur Inkubation

Gerite

- Durchflusszytometer: FACScan mit Argonlaser, Becton-Dickinson Immunocytometry

System, Heidelberg, Deutschland

- Computer: Apple Macintosh, Kalifornien, USA

- Software: Cellquest Software, Becton-Dickinson, Heidelberg, Deutschland

- Drucker: Epson AcuLaser C1100, Epson, Japan

- Zentrifuge: Universal 32, Hettich GmbH, Tuttlingen, Deutschland

- Vortexer: Vortex Genie 2™, Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweiz

- Brutschrank: Typ B 40, Memmert GmbH, Schwabach, Deutschland

- Kiihlgerit: Bosch Cooler, Bosch GmbH, Gerlingen, Deutschland

- Schwenkmischer: BM 24, Kabe Labortechnik, Niimbrecht, Deutschland
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Alle relevanten technischen Geréte waren geeicht und mit einer aktuellen Priifplakette versehen.

2.3.2 Durchfithrung des Basophilenaktivierungstests

Der Flow2 CAST® der Firma Bithlamm Laboratories AG, Schonenbuch, Schweiz, ist ein

Basophilenaktivierungstest, mithilfe dessen der In-vitro diagnostische quantitative Nachweis der

Expression von CD63 (Aktivitdtsmarker basophiler Granulozyten) gelingt und somit IgE-

abhingige Reaktionen nachweisbar sind.

Vorbereitung:

Entnahme von 9 ml vendésem Blut in ein EDTA-RShrchen und Mischung durch
mehrmaliges Invertieren

Rekonstitution des Stimulations-Puffers mittels 50 ml ultrareinem und pyrogenfreiem
Wasser; im Anschluss Aliquotierung zu je 180 pl in Eppendorfcups und Lagerung bei -20°
C

Verdiinnung der Stimulations-Kontrollen fMLP und anti-FceRImAK mittels je 1,5 ml
Stimulations-Puffer

Verdiinnung der 10-fach konzentrierten Lyse-Reagenz mittels 225 ml deionisierten
Wassers

Vorbereitung der Hymenopterengifte in Form von Herstellung je 5 unterschiedlicher

Konzentrationen:

1. Gabe von 250 pl Stimulations-Puffer zu Allergenen und Mischung (C1) — 284 ng/ml
2. Mischung von 40 pl C1 mit 160 pl Stimulations-Puffer (C2) — 56,8 ng/ml
3. Mischung von 40 pl C2 mit 160 ul Stimulations-Puffer (C3) — 11,4 ng/ml
4. Mischung von 40 ul C3 mit 160 pl Stimulations-Puffer (C4) — 2,27 ng/ml
5. Mischung von 40 pl C4 mit 160 pl Stimulations-Puffer (C5) — 0,45 ng/ml

in gleicher Weise Herstellung je 5 unterschiedlicher Konzentrationen von Bromelain und
Meerrettichperoxidase

Beschriftung der Rohrchen: L1 & L2 (Background 1 & 2), K1 (Stimulationskontrolle 1-
anti-FceRImAK), K2 (Stimulationskontrolle 2-fMLP), B1-5 (Bienengift in 5

unterschiedlichen Konzentrationen), W1-5 (Wespengift in 5 unterschiedlichen
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Konzentrationen), B1-5 (Bromelain in 5 unterschiedlichen Konzentrationen), HRP1-5

(Meerrettichperoxidase in 5 unterschiedlichen Konzentrationen; Tabelle 7)

- Einschalten und Kalibrierung des Durchflusszytometers

Tabelle 7: Ubersicht der Kontrollen sowie getesteten Allergene/Kohlenhydratepitope in ihrer jeweiligen

Konzentration

Beschriftung Inhalt

L1 Background 1 (Negativkontrolle)
L2 Background 2 (Negativkontrolle)
K1 Stimulationskontrolle anti-FceRImAK
K2 Stimulationskontrolle fMLP

B1 284 ng/ml

B2 56,8 ng/ml

B3 11,4 ng/ml

B4 2,27 ng/ml

B5 0,45 ng/ml

\Al 284 ng/ml

W2 56,8 ng/ml

w3 11,4 ng/ml

w4 2,27 ng/ml

W5 0,45 ng/ml

Br1 2841 ng/ml

Br2 568 ng/ml

Br3 114 ng/ml

Br 4 22,7 ng/ml

Br5 4,5 ng/ml

HRP 1 2841 ng/ml

HRP 2 568 ng/ml

HRP 3 114 ng/ml

HRP 4 22,7 ng/ml

HRP 5 4,5 ng/ml

Wihrend die Aliquots des Stimulationspuffers und der Stimulationskontrollen bei -20°C bis zu 6

Monate haltbar sind, wurden bei jedem Versuchsansatz frisch aufgeldste Allergene verwendet.

Die Lagerung der Testkits sowie der Allergene erfolgte bei 2-8°C.
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Versuchsdurchfiihrung (Abbildung 3):

Zundchst wurden 24 Rohrchen mit 50 pl des entsprechenden Stimulus (Leerwert,
Stimulationskontrolle mit anti-FcERI bzw. fMLP, je flinf unterschiedliche Konzentrationen von
Bienen- und Wespengift, sowie von Bromelain und Meerrettichperoxidase) versetzt.

Zu jedem der 24 Rohrchen wurden nacheinander je 100 pl Stimulations-Puffer, 50 pl
Patientenvollblut und 20 pl Férbe-Reagenz gegeben. Nach vorsichtiger Mischung und Abdeckung
mittels einer adhdsiven Plastikfolie erfolgte eine 25-miniitige Inkubation im Wairmeschrank.
Durch Zugabe von je 2 ml vorgewédrmter Lyse-Reagenz wurde ein Aktivierungsstopp erzielt und
die Erythrozyten aufgelost. Im Anschluss wurden die Rohrchen weitere 5 Minuten bei
Zimmertemperatur im Dunklen inkubiert sowie 5 Minuten bei 500 x g zentrifugiert. Nach
AbgieBen des Uberstandes Suspension der Zellen in jeweils 300 pl Waschpuffer. Bis zur Messung
wurden die Rohrchen gekiihlt und lichtgeschiitzt in einer Styroporbox aufbewahrt.

In der Regel erfolgte noch am selben Tag die Auswertung mithilfe des Durchflusszytometers und
Cellquest Software.

Durch vorherige Farbmarkierung mittels anti-CCR3-PE mAK gelang die Selektion basophiler
Granulozyten von den restlichen Lymphozyten.

Hierbei wurden bei jedem ausgewerteten Durchgang mindestens 300 Basophile mittels einer 488
nm Argonlaser-Diode erfasst. Der Prozentsatz der CD63 exprimierenden Basophilen, ebenfalls
zuvor mittels Farbereagenz markiert, an allen erfassten Basophilen wurde bestimmt.

Das endgiiltige Ergebnis fiir das Vorliegen einer Positivitit ergab sich anhand der Berechnung der

an anderer Stelle erlduterten Ratio.
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50 pL Allergen oder +100 pL Stimu- 50 pL
i_ + 50 uL. Waschpuffer l— lationspuffer l_ EDTA-
(Negativkontrolle) oder Volllut
+ 50 uL FMLP-Peptid
1. Stimulati (Positivkontrolle)
' dtl:?;:: Aon oder Anti-FeeRI-Antikdrper
b ung (Positivkontrolle)
—_— —
¢ +20 pL Firbercagenz
Q Vortex Inkubation 25 min, 37°C
J
¢ + 2 mL Lyse- Inkubation: Zentrifugieren: 500 x g, 5 min, 4°C
Puffer bei 5-10 min, Uberstand verwerfen
Raum- 18-28°C
2. Lyse temperatur
—_— —_—
+ 300 mL Vorsichtig vortexen
WaschpufTer
3. Waschen
— —_— Proben innerhalb
48 Stunden messen
Aufbewahrung:
Lichtschutz, 0°C

Abbildung 3: Durchfithrung des Basophilenaktivierungstests (24, 183)

2.3.3 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie werden Zellen, welche zuvor mit fluoreszierenden Farbstoffen
behandelt wurden, an einem fokusierten Lichtstrahl vorbeigefiihrt.

Diese in Abhéngigkeit ihrer Grofe, Gestalt und spezifischen Anfarbung ausgesandten
Lichtsignale, ermoglichen eine elektronische Weiterverarbeitung tiiber ein optisches
Detektionssystem. Bei Analyse vieler Zellen erhdlt man somit in {iiberschaubarer Zeit

reprasentative Informationen tiber eine Zellpopulation.

Ein Durchflusszytometer setzt sich aus einem Fliissigkeitssystem, der Optik und der
Signalverarbeitung zusammen.
Das Prinzip des Fliissigkeitssystems besteht in der sogenannten hydrodynamischen Fokussierung.

Dabei kommt es durch Erzeugung einer laminaren Stromung mittels Trégerfliissigkeit und einer
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Querschnittsverringerung in der Messkiivette zu einer palisadenartigen Anordnung einzelner
Zellen, die daraufhin einzeln hintereinander den Laserstrahl (488 nm, Argonlaser) passieren.

An diesem sogenannten Analysepunkt werden zwei Datenarten gemessen: zum einen
Streulichtparameter und zum anderen Fluoreszenzparameter.

Aufgrund von Lichtstreuungseigenschaften werden Informationen iiber Zellgranularitit und
Zellgrole generiert. Hierbei kommt es je nach Einfallswinkel des Laserlichtes zu
Vorwirtssstreulicht (forward scatter, FSC, Einfallswinkel 1-10°) und zu Seitwirtsstreulicht (side
scatter, SCC, Einfallswinkel 90°), welches in seiner Intensitit deutlich schwicher ist. FSC
generiert Informationen iiber die ZellgroBe, wihrend SCC eine Aussage iiber die Granularitit und
Zellkomplexitdt erlaubt, wobei die ausgesandten optischen Signale hierbei stark von der
Vorbehandlung der Zellen sowie von der Optik der Durchflusszelle abhdngen.

Ebenfalls im 90°-Winkel zum einfallenden Licht werden die Fluoreszenzen gemessen. In der
Vorbereitung wurden die Zellen bereits mit Fluoreszenzfarbstoffen (anti-CD63-FITC und anti-
CCR3-PE) versetzt.

Durch Farbteilerspiegel und Bandpassfilter werden die Fluoreszenzsignale spektral getrennt und
tiber Photomultiplier (PMT) in elektrische Signale umgesetzt.

Unter Einsatz von blauem Licht eines Argon-Lasers mit der Wellenldnge 488 nm kommt es zu
griimer Fluoreszenz von Fluoreszeinisothiocyanat (FITC, FL1-Detektor) und orangener
Fluoreszenz im FL2-Detektor durch Phycoerythrin (PE).

Die optischen Informationen von Lichtstreuung und Fluoreszenz werden in elektronische Signale
umgewandelt und digitalisiert sowie an den angeschlossenen Computer iibermittelt (Abbildung 4;

94, 143).

o
o Zellen

Abbildung 4: Aufbau eines Flowzytometers (143)
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2.3.4 Prinzip der Datenanalyse

Hauptziel ist die Identifikation von Zellpopulationen sowie deren Charakteristik beziiglich Anzahl,
Konzentration, Expressionsmuster und Heterogenitit.

Dies gelingt in der Durchflusszytometrie mithilfe der Speicherung von Messdaten jeder einzelnen
Zelle in standardisierter Datei-Form.

In der Regel wird nur ein Teil der Messereignisse zur Auswertung herangezogen, wobei diese
Vorauswahl beziiglich bestimmter Eigenschaften als sog. ,,Gating™ bezeichnet wird. Dies
beschreibt das Setzen eines Gates (Auswertefenster) um eine Zellpopulation, deren Fluoreszenz-
bzw. Antigen-Eigenschaften untersucht werden sollen.

Die einfachste Darstellung von Verteilungsmustern ist das sogenannte Histogramm. Bei dieser
eindimensionalen Form spiegelt die x-Achse die FITC-Fluoreszenzstirke und die y-Achse die
Anzahl analysierter Zellen wider (Abbildung 5).

Unter Berticksichtigung der Negativ- sowie Positivkontrolle gelingt es, den prozentualen Anteil

aktivierter Basophiler zu ermitteln.
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§ = § =
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o o
10° 107 102 10° 104 10° 107 102 103 104
anti-CD83 FITC ant-CD63 FITC

Abbildung 5: Darstellung basophiler Reaktivitit mittels Histogramm

Mithilfe der im Gegensatz zum Histogramnn 2-dimensionalen Darstellung mittels Dot-Plots

(Punktwolkendarstellungen) ist die Intensititsverteilung zweier Messparameter moglich. Hierbei
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wird jede Zelle als einzelner Punkt aufgetragen. Fiir eine libersichtlichere Darstellung wird hierbei
nur eine vorher festgelegte Stichprobe von Zellen fiir jeden Probenansatz gewihlt, in unseren
Untersuchungen entsprechen dieser 300 ,,gated events®.

Eine Methode zur Vermessung von Zellen in Dot-Plots ist die Quadrantenanalyse mittels
polygoner Gates. Anhand der Negativ- bzw. Positivkontrolle wird ein Messfenster den basophilen
Granulozyten angepasst, welches in allen Messungen konstant ist. Mit geeigneter Software ist die
Ermittlung der Anzahl der in diesen Gates vorhandenen basophilen Granulozyten und deren
Anzahl aktivierter Zellen moglich. Wahrend in R1 ruhende basophile Granulozyten dargestellt
werden, sind die in R2 aktiviert (Abbildung 6 A-C).

Anhand der so erhaltenen Gesamtzahl basophiler Granulozyten ldsst sich der Prozentsatz der
aktiven Basophilen bestimmen und erlaubt somit im Regelfall eine Aussage iliber das Vorliegen

einer Positivitdt (143).

Wespe C1.010

800 1000
e
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22,
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200 400

™rTrT T TT T T ™rTT Ty
I 1 L] ] 1 1

0 200 400 600 800 1000
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Abbildung 6: Ordnung der Zellen (Lymphozyten, Granulozyten, Monozyten) nach Grofie und Granularitit im
Forward-Scatter- (FSC)/Side-Scatter-Diagramm (SSC)

41



-Material und Methoden-

Wespe C1.010
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Abbildung 7: Setzen eines Auswertungsfensters R1 (Gate) um Zellen mit hoher anti-CCR3-PE-Expression
(basophile Granulozyten)

Im Folgenden werden nur noch die im Gate enthaltenen Zellen dargestellt.
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Abbildung 8: Aufzeichnung beider Identifizierungsmarker zueinander und Setzen von Quadranten in Dot-
Plot-Ebene: Definition Fluorochrom-positiver Zellen und somit Detektion aktivierter basophiler Granulozyten

im Upper-Right-Quadranten (prozentuale ,,Gated events*)

Abbildung 6-8: Schematische Auswertung eines BAT
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2.3.5 Auswertung und Bestimmung der halbmaximalen Konzentration

Die Interpretation des Basophilenaktivierungstests beruht in der Regel auf einem vom Hersteller
vorgegebenen, mittels ROC-Kurven ermittelten Cut-off-Wert flir die in Prozent erhaltenen
Ergebnisse.

Diese als ROC-Kurve oder auch als Grenzwertoptimierungskurve bezeichnete Darstellung, gilt als
eine gingige Methode, um den bestmdglichen Schwellenwert eines Parameters, hier den Cut-off-
Wert, zu eruieren und ist Ausdruck der Beziehung zwischen Sensitivitit und Spezifitit.
Anwendung findet sie hdufig bei neuen Testverfahren, wobei es gilt, moglichst hohe Werte fiir
Sensitivitdt und Spezifitit zu erhalten (199).

Im Falle des von uns angewandten Flow2 CAST® der Firma Biihlmann Laboratories AG,
Schonenbuch, Schweiz, wurde ein Cut-off-Wert in der Routine fiir Bienen- und Wespengift von >
15% verwendet.

Da die Durchfiihrung des BAT mit kreuzreagierenden Kohlenhydratketten (CCDs) in unserer
Studie experimentell angewandt wurde und somit keine bekannten Cut-off-Werte existierten,
ermittelte diese freundlicherweise Herr Dr. M. Schneider von der Firma Biihlmann Laboratories
AG, Schonenbuch, Schweiz, anhand von ROC-Kurven.

Somit ergab die Auswertung der unterschiedlichen Konzentrationen von Bromelain einen Cut-off-
Wert von 4%, die beste Konzentration zur Durchfithrung des BAT mit Bromelain lag bei 568
ng/ml (C2). Fiir die Meerrettichperoxidase (HRP) errechnete sich ein Cut-off-Wert von 7% bei
optimaler Konzentration von 4,5 ng/ml (C5).

Negative Positivkontrollen < 15% sowie Leerwerte > 10% fiihrten zum Ausschluss aus der Studie,
da bei diesen Patienten eine BAT-Auswertung nicht moglich war. Eine genaue Erlduterung hierzu

ist im Kapitel Diskussion unter 4.2.8 BAT, Non-Responder, zu finden.

In unserer Studie lag der Fokus auf der Unterscheidung von klinisch relevanter zu irrelevanter
Doppelpositivitit, woriiber der Basophilenaktivierungstest ndheren Aufschluss geben sollte.
Nach Erhalt der Ergebnisse aus den jeweiligen Versuchsansidtzen wurden die fiir Bienen- und
Wespengift ausgewerteten Daten in Diagramme iibertragen.

Die Koordinaten ergaben sich aus den im Basophilenaktivierungstest gewonnenen Werten der

einzeln gemessenen Konzentrationen der Hymenopterengifte.
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Auf der x-Achse wurden jeweils die fiinf unterschiedlichen Allergenkonzentrationen in ng/ml,
beginnend mit der geringsten und aufsteigend bis zur hochsten Konzentration aufgetragen. Die y-
Achse zeigt den Aktivitdtsmarker CD63 in Prozent (Dosis-Wirkungs-Kurve).

Die Bestimmung der Positivitit fiir ein bzw. beide Gifte erfolgte anhand einer Ratio:
C50Biene/C50Wespe (C50 = halbmaximale Konzentration). Die dazu bendtigte grafische und
rechnerische Darstellung wurde uns freundlicherweise von Dr. M. Schneider, Firma Biihlmann

Laboratories AG, Schonenbuch, Schweiz, zur Verfligung gestellt.

Die Abbildung 9 zeigt beispielhaft das Diagramm des Bienengift-BAT von Patient Nr. 22. Zur
Ermittlung der halbmaximalen Konzentration wird am Maximum der CD63-Aktivitit entweder
bei der Positivkontrolle oder bei einer Konzentration des Insektengifts eine horizontale Linie
gezogen. Eine Parallele auf Hohe der Hélfte dieses Wertes schneidet die Dosis-Wirkungs-Kurve
am Punkt der halbmaximalen Stimulation, wo somit die halbmaximale Konzentration (C50) auf

der x-Achse ablesbar ist.

100,0
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80,0 ?
70,0 /
/ —+—Bee

60,0
/ ——D50
50,0

40,0 Min
30,0 /

20,0

10,0 /

0,1 1,0 10,0 100,0 1000,0

%CD63

Bee venom c (ng/ml)

Abbildung 9: Bestimmung der halbmaximalen Konzentration mit Bienengift (Pat. Nr. 22)

Der Quotient aus C50 des Bienengiftes durch C50 des Wespengiftes ergibt die sogenannte Ratio.
Sie kann weiteren Aufschluss iiber das eventuelle Vorliegen einer klinisch relevanten
Doppelpositivitit geben. Fiir Werte unter 0,1 wird eine vorherrschende Positivitdt fiir Bienengift

angenommen, fiir Werte iiber 10 eine vorherrschende Positivitit fiir Wespengift.
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Dazwischenliegende Ergebnisse, also Werte zwischen 0,1 und 10, sprechen fiir das Vorliegen
einer klinisch relevanten Doppelpositivitit fiir Bienen- und Wespengift (Tabelle 8).

Die Diagramme und Ergebnisse der iibrigen 21 Patienten sind im Anhang zu finden.

Tabelle 8: Kriterien der Ratio

Ratio Positivitit

<0,1 Bienengift

> 10 Wespengift

0,1-10 Bienen- und Wespengift

2.3.5.1 Beispiel

* 27-Jahriger Patient S., J. (Pat. Nr. 6)

» Anamnestisch bekannte Reaktion Grad II auf Bienengift

» SIgE (CAP-Klasse): Biene: 3; Wespe: 2; rApt m 1: 2; rVes v 5: 2; CCD, MUX F 3 aus
Bromelain: 0; HRP: 1

- Basophilenaktivierung:

« anti-FceRI: 70.4 % CD63;

« fMLP: 21.1 % CD63

* Bienengift: C1: 83,6%; C2: 84,3%; C3: 74,3%; C4: 24,8%; C5: 2,5% (positiv, da > 15%)

* Wespengift: C1: 63,3%; C2: 30,5%; C3: 7,6%; C4: 3,2%; C5: 2,5% (positiv, da > 15%)

* Bromelain: C1: 2,1%; C2: 0,9%; C3: 1,5%; C4: 0,7%; C5: 2,1% (negativ, da < 4%)

* Meerrettichperoxidase (HRP): C1:9,6%; C2:15%; C3:21,4%; C4:5%; C5: 3,5% (positiv, da>7%)

Halbmaximale Konzentration:

. Bienengift 4 ng/ml

. Wespengift 70 ng/ml

. Ratio Biene/Wespe 0.057 — Biene positiv
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Abbildung 10: Bestimmung der halbmaximalen Konzentration mit Bienengift
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Abbildung 11: Bestimmung der halbmaximalen Konzentration mit Wespengift
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Abbildung 12: Basophilen-Aktivierungstest mit verschiedenen Konzentrationen von Bromelain
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Abbildung 13: Basophilen-Aktivierungstest mit verschiedenen Konzentrationen von HRP
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2.4 Statistik

Sensitivitit/Spezifitit

Fir die Beurteilung der Zuverlédssigkeit eines Testverfahrens wurden die Sensitivitdt und
Spezifitit, sogenannte Validitétskriterien, herangezogen. Die Validitéit beschreibt das Ausmal} der
Féhigkeit eines Tests, Erkrankte und Nichterkrankte zu unterscheiden. Diese ,,Trennschirfe®
ermoglicht in der medizinischen Wissenschaft den Vergleich einzelner Testmethoden.

Die Sensitivitét trifft eine Aussage beziiglich der Wahrscheinlichkeit eines positiven Tests bei
Erkrankten gemessen an allen Getesteten (Sensitvitdt = richtig Positive/[richtig Positive+falsch
Negative]).

Die Spezifitit ist definiert als die Wahrscheinlichkeit eines Tests, Gesunde als tatséchlich gesund,
das heiit mit einem negativen Testergebnis, zu erkennen (Spezifitit=richtig Negative/[richtig

Negative+falsch Positive]; 22).

Pridiktiver Wert

Der pradiktive Wert oder auch die A-posteriori-Wahrscheinlichkeit ist der Vorhersagewert iiber
das Vorliegen einer Erkrankung bei Kenntnis des Testergebnisses.

So beschreibt der positive pradiktive Wert die Wahrscheinlichkeit, dass bei positivem Testergebnis
auch tatsichlich eine Erkrankung vorliegt.

Der negative pradiktive Wert hingegen macht eine Aussage iiber die Wahrscheinlichkeit, dass bei

neagtivem Testergebnis der Getestete tatsdchlich gesund ist (22, 50).

p-Wert

Der P-Wert beschreibt das ,,Mal} der Vertraglichkeit von Daten und Nullhypothese*.

Die Stirke der Abweichung wurde entsprechend der Literatur mittels ,,Signifikanz-Klassen*

angegeben (P > 0.0.5 - nicht signifikant; 0.05 > P > 0.01 - schwach signifikant (*);
0.01 > P> 0.001 — stark signifikant (**); 0.001 > P — sehr stark signifikant (***; 171).
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k-Koeffizient
Der Kappa-Koeffizient ist definiert als ein Maf3, um welches eine beobachtete Ubereinstimmung

die rein zufillige Ubereinstimmung iibersteigt. Die Angabe des Kappa-Wertes erfolgte zwischen

0 und 1, wobei 1 ein hohes MaB und 0 ein geringes MaB an Ubereinstimmung ausdriickt (60).
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3 Ergebnisse

3.1 Uberblick

Den Basophilenaktivierungstest fithrten wir in oben genannter Weise bei insgesamt 28 Patienten
mit positiver Stichanamnese sowie Nachweis von sIgE fiir Bienen- und Wespengift vor Beginn
einer spezifischen Immuntherapie durch. Anamnestisch wiesen alle Personen mindestens eine
positive Stichreaktion mit einer Anaphylaxie Grad I bis IV auf. Im Einzelnen waren dabei 8
Patienten einer Anaphylaxie Grad I zuzuordnen (Pat. Nr. 2, 11, 12, 14, 17, 18, 21, 28), 14/15 mal
trat eine Anaphylaxie Grad II (Pat. Nr. 1, 3,4, 5,6, 8,9, 10, 20, 22, 23, 24, 25, 26, 27) auf, jeweils
3 Patienten wurden bei ausgeprigten Symptomen in Grad III (Pat. Nr. 7, 15, 19) und IV (Pat. Nr.
13, 16, 22) eingestuft. Patient Nummer 22 berichtete von zwei Stichereignissen, wobei einmal
Symptome entsprechend Grad II und einmal entsprechend Grad IV auftraten.

Aufgrund zu hoher Leerwerte im BAT (per definitionem > 5%) wurden zwei der Probanden (Pat.
Nr. 23, 24) von der Bewertung ausgeschlossen.

Vier weitere Patienten zeigten im Basophilenaktivierungstest negative IgE-abhingige
Positivkontrollen (anti-FceRImAK < 15%) und wurden als sogenannte ,,Non-Responder* aus der
Wertung genommen (Pat. Nr. 25, 26,27, 28). Der BAT zeigt in solchen Fillen negative Ergebnisse
auf die untersuchten Allergene und gibt somit keinerlei Aufschluss iiber das Vorhandensein einer
Sensibilisierung.

Die tiibrigen 22 Patienten wurden beziiglich Anamnese, spezifischem IgE fiir Bienen- und
Wespengift sowie rApi m 1 und rVes v 5, Bromelain und Meerrettichperoxidase, Hauttestung und
BAT-Werten weiter verglichen.

Die folgenden Tabellen zeigen eine Ubersicht der Probanden und den diagnostisch durchgefiihrten

Malinahmen sowie eine Ergebnisiibersicht der 10 Kontrollpersonen.
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Tabelle 9: Charakteristika der Patienten (Nr. 1-28) im Hinblick auf Anamnese, Hauttest und Bestimmung sIgE
Antikorper auf Bienen- und Wespengift, rApi m 1, rVes v 5, Bromelain und HRP
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*Legende zu Tabelle 9:

VP Versuchsperson

B Biene

\% Wespe

neg negativ

pos positiv

Haut Hauttest

CAP Carrier-Polymer-System

sIgE spezifisches Immunglobulin E

rApi ml Phospholipase A2 des Bienengifts

rVes v5 Antigen 5 des Wespengifts

Bro MUXF-Glycan-Seitenkette von Bromelain
HRP Horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase)
CCD Cross-reactive Carbohydrate Determinant
ND not done (nicht durchgefiihrt)

*VP nicht zu werten aufgrund zu hoher Leerwerte
*EVP Non-Responder

*Legende zu Tabelle 10:

VP Versuchsperson

neg negativ

pos positive

C Konzentration

B Biene

W Wespe

Bro MUXF-Glycan-Seitenkette von Bromelain

HRP Horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase)

B 1-5 Bienengift in 5 unterschiedlichen Konzentrationen
W 1-5 Wespengift in 5 unterschiedlichen Konzentrationen
Bro 1-5 Bromelain in 5 unterschiedlichen Konzentrationen
HRP 1-5 HRP (Meerrettichperoxidase) in 5 unterschiedlichen Konzentrationen
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Neg-Ko

PB

Anti-FcERI
fMLP

NA

*VP

*EVP

farblich unterlegt
> 7%)

-Ergebnisse-

Negativkontrolle

Background (Negativkontrolle)

hochaffiner IgE-Rezeptor (Positivkontrolle)
N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (Positivkontrolle)

not available (nicht verfiigbar)

nicht zu werten aufgrund zu hoher Leerwerte

Non-Responder

positiver Cut-off-Wert (Biene und Wespe > 15%, Bromelain > 4%, HRP
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Ubersicht der Kontrollen

Tabelle 11
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*Legende zu Tabelle 11:

B Biene

W Wespe

Bro MUXF-Glycan-Seitenkette von Bromelain

HRP Horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase)

B 1-5 Bienengift in 5 unterschiedlichen Konzentrationen

W 1-5 Wespengift in 5 unterschiedlichen Konzentrationen

Bro 1-5 Bromelain in 5 unterschiedlichen Konzentrationen

HRP 1-5 HRP (Meerrettichperoxidase) in 5 unterschiedlichen Konzentrationen
Neg-Ko Negativkontrolle

PB Background (Negativkontrolle)

Anti-FcERI hochaffiner IgE-Rezeptor (Positivkontrolle)

fMLP N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (Positivkontrolle)
ND not done (nicht durchgefiihrt)

3.1.1 Anamnese

Anamnestisch konnten bei 22 Patienten insgesamt 37 Stichereignisse erhoben werden. Bei 25 der
37 Stichereignisse lag eine Angabe zur Auspriagung der klinischen Symptomatik vor. Grad I sowie
Grad II nach Ring und Messmer traten bei 7 Stichereignissen (Pat. Nr. 2, 11, 12, 14, 15/2, 17, 21)
bzw. 11 Stichereignissen (Pat. Nr. 1, 3,4, 5, 6, 8, 9, 10, 18, 20, 22/2) am héufigsten auf, Grad III
und IV wurde 4 (Pat. Nr. 7, 15/1, 16/2, 19) bzw. 3 (Pat. Nr. 13, 16/1, 22/1) Féllen zugeordnet. Bei
den iibrigen 12 Stichereignissen existieren keine Angaben zum Anaphylaxiegrad (Abbildung 14).
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Anaphyaxiegrad
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Anzahl der Stichereignisse
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Abbildung 14: Auspriigung des Anaphylaxiegrades nach Ring und Messmer

Bei 18 der 22 Patienten (Pat. Nr. 1, 2, 3,4, 6,7, 8,9, 10, 12, 13, 15, 16, 18, 19, 20, 21, 22) war
eine Angabe zum stechenden Insekt bei mindestens einem Stichereignis moglich, 12-mal (Pat. Nr.
1,2,3,4,7,12,13, 15,16, 20, 21, 22) wurde vom Vorkommen mindestens zweier Stiche berichtet.
Von insgesamt 37 Stichereignissen bei 22 Patienten gelang neunmal keine Identifikation des
stechenden Insekts (Pat. Nr. 2,4, 5, 11, 14, 15 [2x], 17, 22). Wiederum neunmal stach eine Wespe
(Pat. Nr. 1,2, 8,9, 16, 18, 19, 20 [2x]), 18-mal wurde eine Biene als Ausldser angeschuldigt (Pat.
Nr. 1, 3 [2x], 4, 6, 7, [3x], 10, 12, [2x], 13 [3x], 15, 16, 21 [2x]) und einmal eine Hornisse (Pat.
Nr. 22).

Im Einzelnen gaben 7 Patienten an, mindestens einmal von ausschlieflich einer Biene gestochen
worden zu sein (Pat. Nr. 3, 6, 7, 10, 12, 13, 21), 5 schuldigten nur eine Wespe an (Pat. Nr. 8, 9,
18, 19, 20). Bei 2 weiteren Patienten kam es anamnestisch zu einem Stichereignis mit beiden
Insekten (Pat. Nr. 1, 16).

Keinerlei Unklarheiten in der Anamnese zeigten insgesamt 14 Patienten (Pat. Nr. 1, 3,6, 7, 8, 9,
10, 12, 13, 16, 18, 19, 20, 21), weshalb sich die Berechnungen statistischer Angaben wie

Sensitivitdt und Spezifitit im Folgenden auf diese Patientengruppe beschrinkt.

3.1.2 Hauttest

Bei 19 der 22 Probanden wurde eine intrakutane Testung durchgefiihrt. Diese zeigte in 15 Féllen
ein doppelpositives Ergebnis (Pat. Nr. 1, 4, 6, 8, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 20, 21, 22), bei
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jeweils zwei Patienten war eine Reaktion nur bei Bienen- (Pat. Nr. 3, 7) bzw. Wespengift (Pat. Nr.

5, 19) nachweisbar (Abbildung 15).

16
14
12

10

Patientenzahl
(04]

N -

Biene Wespe Biene & Wespe  nicht durchgefiihrt

Anzahl positiver Ergebnisse in der Hauttestung

Abbildung 15: Anzahl positiver Ergebnisse in der Hauttestung

3.1.3 sIgE auf Bienen- und Wespengift

Bei allen 22 Patienten erfolgte vor Einschluss in vorliegende Studie die Bestimmung der sIgE auf
Bienen- und Wespengift mittels des Immuno-CAP-Systems. Eine Einteilung erfolgte je nach
Konzentration im Serum in Klasse 0 bis 6 (vgl. Tabelle 6 in ,,Material und Methoden®).
Beziiglich des Bienengifts wurden 3 Patienten Klasse 1, 2 Patienten Klasse 2, 11 Patienten Klasse
3, 3 Patienten Klasse 4 und weitere 3 Patienten Klasse 5 zugeordnet (Abbildung 16).

Die sIgE-Konzentration des Wespengifts entsprach bei 3 Patienten der Klasse 1, bei 5 Patienten

der Klasse 2, bei 11 Patienten der Klasse 3 und bei 3 Patienten der Klasse 4 (Abbildung 17).
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Abbildung 16: Ubersicht sIgE-Klassen auf Bienengift
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Abbildung 17: Ubersicht sIgE-Klassen auf Wespengift

3.1.4 slIgE auf rekombinante Allergene

Insgesamt wiesen 21 Patienten sIgE auf mindestens ein rekombinantes Allergen rApi m 1 und/oder
rVes v 5 auf, in 15 Fillen hiervon auf rApi m 1 (Pat. Nr. 1, 3,4, 6,7, 8,9, 10, 12, 13, 15, 16, 17,
21,22),in 18 Fallen auf rVes v 5 (Pat. Nr. 1, 3,4, 5, 6, 8,9, 10, 11, 12, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21,
22).
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In 9 der 22 Fille lag eine Monopositivitit vor, bei 3 Patienten waren sIgE-Antikorper auf rApi m
1 nachzuweisen (Pat. Nr. 7, 13, 15), auf rVes v 5 waren es 6 Patienten (Pat. Nr. 5, 11, 14, 18, 19,
20). Bei 12 weiteren bestand eine Dopppelpositivitit auf rApi m 1 und rVes v 5 (Pat. Nr. 1, 3, 4,
6, 8 9, 10, 12, 16, 17, 21, 22), bei einem Patienten fand sich hingegen kein sIgE auf ein
rekombinantes Allergen (Pat. Nr. 2).

In Bezugnahme auf die erhobene Anamnese hinsichtlich des Verdachts auf eine Bienen- und
Wespengiftallergie ergibt sich hieraus eine Sensitivitdt von 50%.

Die Kontrollen zeigten beziiglich der Bestimmung des sIgEs auf rApi m 1 und rVes v 5 allesamt
negative Ergebnisse, die Spezifitit dieser Methode ist somit mit 100% zu beziffern.

Bei 10 Patienten fand die Bestimmung von sIgE auf weitere rekombinante Allergene mittels
ELISA statt (Pat. Nr. 2, 5,7, 11, 13, 14, 15, 18, 19, 20). Hiermit lieB sich weiterhin sIgE auf rApi
m 1 (Pat. Nr. 2), rApi m 2 (Pat. Nr. 2, 5, 11, 19), rApi m 3 (Pat. Nr. 2, 11, 14, 19), rApi m 5 (Pat.
Nr. 2), rApi m 10 (Pat. Nr. 5, 18, 20) sowie rVes v 1 (Pat. Nr. 2, 5, 13, 15), rVes v 2 (Pat. Nr. 15)
und rVes v 3 (Pat. Nr. 15) nachweisen.

Ein negatives Ergebnis fiir rVes v 1, rVes v 2, rVes v 3 und rVes v 5 im ELISA zeigte sich bei
Patient Nr. 7.

Des Weiteren gelang mittels dieser Methode bei Patient Nummer 2 der Nachweis von sIgE auf
rekombinante Allergene sowohl des Bienen- (rApi m 1, rApi m 2, rApi m 3, rApi m 5) als auch
des Wespengifts (rVes v 1), die Bestimmung sIgEs fiir rApi m 1 sowie rVes v 5 fiel hingegen

negativ aus.

3.1.5 Basophilenaktivierungstest mit Bienen- und Wespengift

3.1.5.1 Auswertung mittels Cut-off von > 15%

Ausgehend von einem in der Routinediagnostik angewandten Cut-off von > 15% wiesen 20 der
22 Patienten (Pat. Nr. 2,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22) eine
Positivitét fiir Bienengift und 19 Patienten (Pat. Nr. 2, 3,4, 6, 7, 8,9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22) eine Positivitét fiir Wespengift im BAT auf.

Insgesamt fanden sich bei 19 Patienten Werte > 15% in der hochsten Konzentration (C1) des
Bienengifts (Pat. Nr. 2, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22), 17 bei
Konzentration 2 (Pat. Nr. 2, 5, 6, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20, 21, 22), 12 bei
Konzentration 3 (Pat. Nr. 2, 5, 6, 7,9, 12, 13, 15, 16, 17, 21, 22), 9 bei Konzentration 4 (Pat. Nr.
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2,6,7,9, 13, 15,16, 17, 21) und 6 bei Konzentration 5 (Pat. Nr. 7, 9, 13, 15, 16, 21; Abbildung
18).

Beim BAT mit Wespengift zeigte sich ein dhnlicher Riickgang der Patientenanzahl mit Werten
>15% bei sinkender Konzentration. So zeigte der BAT bei 19 Patienten Positivitit bezogen auf
einen Cut-off von > 15% bei Konzentration 1 (Pat. Nr. 2, 3,4,6,7,8,9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22), bei 16 bei Konzentration 2 (Pat. Nr. 2,4, 6,7,9, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22), bei 10 bei Konzentration 3 (Pat. Nr. 9, 11, 14, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22), bei 5 bei
Konzentration 4 (Pat. Nr. 7, 9, 14, 17, 20) und bei einem Patienten bei Konzentration 5 (Pat. Nr.
9; Abbildung 19).

In Annahme eines Cut-offs von > 15% bedeutete dies eine Doppelpositivitét in 18 Fillen (Pat. Nr.
2,4,6,7,8,9,10, 11, 13,14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22) fiir Bienen- und Wespengift im BAT

mit fiunf unterschiedlichen Giftkonzentrationen.

C1 Cc2 c3 c4 Cc5

Werte = 15% im BAT

T o D e T - TR |
NoOBR Y 0 O

Patientenzahl
o

o N B O

Abbildung 18: Anzahl der Patienten mit positivem Testergebnis im BAT auf die verschiedenen

Konzentrationen von Bienengift (C1-CS5)
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Werte > 15% im BAT

Abbildung 19: Anzahl der Patienten mit positivem Testergebnis im BAT auf die verschiedenen

Konzentrationen von Wespengift (C1-C5)

3.1.5.2 BAT und Auswertung mittels halbmaximaler Konzentration

Zur Unterscheidung von klinisch relevanter und klinisch irrelevanter Doppelpositivitit verglichen
wir in unserer Studie die unter 3.1.6.1 beschriebenen Ergebnisse mit denen nach Bestimmung der
halbmaximalen Konzentration und Berechnung der Ratio im Basophilenaktivierungstest. Unter
Anwendung der hierfiir festgesetzten Kriterien zeigte dieser in 6 Fillen ein doppelpositives
Ergebnis fiir Bienen- und Wespengift (Pat. Nr. 8, 10, 16, 17, 21, 22). In 6 weiteren Féllen waren
Probanden nur auf Wespengift positiv (Pat. Nr. 4, 11, 14, 18, 19, 20), in 8 weiteren ausschlieflich
auf Bienengift (Pat. Nr. 2, 5, 6, 7, 9, 12, 13, 15). Bei 2 Patienten zeigte der BAT trotz positiven
sIgEs ein doppelt negatives Ergebnis (Pat. Nr. 1, 3; Abbildung 20).
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Patientenzahl
NOW R U Y N

=

0 .

Positiv fur Bienengift Positiv fur Positiv fur Bienen- Negativ fur Bienen-
Wespengift und Wespengift und Wespengift

Ergebnisse des Basophilenaktivierungstests

Abbildung 20: Ergebnisse des Basophilenaktivierungstests nach Bestimmung der halbmaximalen

Konzentration und Berechnung der Ratio C50 Bienengift/C50 Wespengift

3.2 Konkordante und diskordante Ergebnisse

3.2.1 Anamnese und Basophilenaktivierungstest

In 12 Fillen stimmten Anamnese und Ergebnis der Ratio des Basophilenaktivierungstests iiberein
(Pat. Nr. 6,7, 8, 10, 12, 13, 15, 16, 18, 19, 20, 21), wobei sich 8-mal Bienengift (Pat. Nr. 6, 7, 10,
12, 13, 15, 16, 21) und 5-mal Wespengift (Pat. Nr. 8, 16, 18, 19, 20) im BAT mit der Anamnese
konkordant waren. Die Patienten Nr. 8, 10, 16 und 21 waren in der Flowzytometrie doppelpositiv
fiir beide Gifte, anamnestisch war in 3 Féllen bisher nur ein Insekt angeschuldigt worden (Pat. Nr.
8, 10, 21). Zwei Patienten mit Doppelpositivitit im BAT (Pat. Nr. 17, 22) konnten beziiglich der
Art des stechenden Insekts keine Angabe machen bzw. Patient Nr. 22, berichtete bei einem der
beiden Stichereignisse von einer Hornisse gestochen worden zu sein.

Im Einzelnen betrachtet ergab sich beziiglich einer eindeutigen Anamnese von 14 Patienten (Pat.
Nr. 1,3,6,7,8,9,10, 12, 13, 16, 18, 19, 20, 21) fiir Bienen-/Wespengift im BAT eine Sensitivitét
von 57,1% (8/14). Dies bedeutete, dass in 57,1% der Bienen-/Wespengiftallergiker ein solcher im
BAT identifiziert wird.

63



-Ergebnisse-

Eine Kontrollperson (Kontrolle Nr. 7) wies im BAT ein positives Ergebnis fiir Wespengift (C1:
34,39%) auf, die Spezifitit ist folglich mit 90% anzugeben. Die Wahrscheinlichkeit, den Nicht-

Bienen-/Wespengiftallergiker als solchen zu erkennen, lag somit bei 90%.

3.2.2 Hauttest und Basophilenaktivierungstest

Bei 6 der 15 im Hauttest doppelpositiven Félle zeigte sich auch im Basophilenaktivierungstest ein
doppelpositives Ergebnis (Pat. Nr. 8, 10, 16, 17, 21, 22), in 8 Fillen war er nur fiir ein
Hymenopterengift positiv (Biene Pat. Nr. 6, 9, 13, 15; Wespe Pat. Nr. 4, 11, 14, 20), in einem Fall
fiir beide negativ (Pat. Nr. 1).

Bei einer der im Hauttest fiir Bienengift positiv getesteten Personen war der BAT sowohl fiir
Bienen- als auch fiir Wespengift negativ (Pat. Nr. 3), in einem anderen Fall stimmte das positive
Ergebnis fiir Bienengift im Hauttest mit einem positiven Ergebnis fiir Bienengift im BAT iiberein
(Pat. Nr. 7).

Die im Hauttest nur fiir Wespengift positiv getesteten Patienten zeigten in einem Fall eine
Ubereinstimmung mit den Werten des BAT (Pat. Nr. 19), in einem anderen Fall war das Ergebnis
im BAT diskordant und zeigte eine Sensibilisierung fiir Bienengift (Pat. Nr. 5).

Bei 3 Patienten (Pat. Nr. 2, 12, 18) erfolgte aus diversen Griinden (Synkope, Medikation) keine
Intrakutantestung, ein weiterreichender Vergleich ist in diesen Féllen somit nicht moglich.

In der Gruppe der Kontrollpersonen wurde eine intrakutane Hauttestung aus ethischen Griinden

unterlassen.

3.2.3 slIgE auf rekombinante Allergene im Vergleich zum BAT

Alle 6 im Basophilenaktivierungstest nach Berechnung der Ratio doppelt positiven Patienten
wiesen sIgE sowohl fiir rApi m 1 und rVes v 5 auf (Pat. Nr. 8, 10, 16, 17, 21, 22). In 8 Fillen,
davon 3 mit Bienengiftallergie (Pat. Nr. 7, 13, 15) und 5 mit Wespengiftallergie (Pat. Nr. 11, 14,
18, 19, 20), fand sich eine mit dem Basophilenaktivierungstest konkordante Monopositivitét fiir
entweder rApi m 1 oder rVes v 5, in einem Fall waren die jeweiligen Ergebnisse diskordant (Pat.
Nr. 5). Bei Patient Nr. 5 gelang der Nachweis von sIgE fiir rVes v 5, das Resultat nach

flowzytometrischer Auswertung hingegen war positiv auf Bienengift.
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In 4 von 12 Fillen mit doppelpositiven rekombinanten Allergenen war der BAT nur fiir jeweils
ein Gift positiv (Bienengift n=3 (Pat. Nr. 6, 9, 12), Wespengift n=1 (Pat. Nr. 4)), in 2 weiteren
negativ (Pat. Nr. 1, 3).

Ein BAT zeigte bei negativem rApi m 1 und rVes v 5 ein positives Ergebnis fiir Bienengift,
anamnestisch wurde eine Wespe angeschuldigt (Pat. Nr. 2).

Bei 10 der 22 Patienten (Pat. Nr. 2, 5, 7, 11, 13, 14, 15, 18, 19, 20) waren erginzend sIgE auf
Allergene des Bienen- und Wespengifts mittels ELISA bestimmt worden. Dieser Test detektierte
diese Allergenermittlung bei Patient Nr. 2 das Vorhandensein sIgE auf die rekombinanten
Allergene rApim I, rApim 2, rApim 3, rApim S undrVes v 1 bei Vorliegen einer Monopositivitét
von Bienengift im BAT.

In einem weiteren Fall bestétigte das Ergebnis des ELISA mit dem konkordanten Vorliegen sIgE
auf rekombinante Allergene der jeweiligen Giftsorte die Egebnisse des BAT. Hier zeigte die
Bestimmung sIgEs auf rApi m 1 bei Patient Nr. 5 ein negatives Ergebnis, es lielen sich mittels der
zusitzlichen Methode sIgE auf rApi m 2 und rApi m 10, beides Allergene des Bienengifts,
nachweisen. Damit standen diese Ergebnisse mit dem fiir Bienengift positiven BAT in Einklang.
Bei Patient Nr. 7 unterstiitzte der fehlende Nachweis sIgEs auf weitere rekombinante Allergene
des Wespengifts (rVes v 1, rVes v 2, rVes v 3, rVes v 5) das negative Ergebnis fiir sIgE auf rVes
v 5 und somit das positive Ergebnis fiir eine Bienengiftallergie im BAT.

Unterschiedliche Ergebnisse im Vorhandensein zusdtzlicher mittels ELISA detektiertem sIgE auf
rekombinante Allergene und dem Ergebnis des BAT waren bei den 7 iibrigen Patienten (Pat. Nr.
11,13, 14, 15, 18, 19, 20) zu beobachten. In zwei Fillen, in denen der BAT ein positives Resultat
fiir Bienengift zeigte, erwies sich der Nachweis sIgE auf weitere rekombinante Allergene des
Wespengifts bei Patient Nr. 13 (rVes v 1) und Patient Nr. 15 (rVes v 1, rVes v 2, rVes v 3) als
positiv. Der BAT war bei Patient Nr. 11, 14, 18, 19 und 20 positiv fiir Wespengift, mittels ELISA
lieBen sich allerdings sIgE auf rekombinante Allergene des Bienengifts nachweisen (Pat. Nr. 11:
rApi m 2, rApi m 3; Pat. Nr. 14: rApi m 3; Pat. Nr. 18: rApi m 10; Pat. Nr. 19: rApi m 1, rApi m
2, rApi m 3; Pat. Nr. 20: rApi m 10).
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3.3 Kohlenhydratseitenketten

3.3.1 Spezifisches IgE auf CCDs MUX F3 von Bromelain und
Meerrettichperoxidase (HRP))

Insgesamt waren bei 10 von 22 Patienten sIgE auf Bromelain (Pat. Nr. 1, 3,7, 8,9, 10, 12, 13, 16,
19) und bei 12 Patienten sIgE auf Meerrettichperoxidase (Pat. Nr. 1, 3, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 16,
19, 22) nachweisbar. Davon waren 10 auf beide Allergene positiv (Pat. Nr. 1, 3,7, 8,9, 10, 12, 13,
16, 19) und 2 fiir Meerrettichperoxidase monopositiv (Pat. Nr. 6 und 22). In 10 Fallen war sIgE
weder fir MUX F3 von Bromelain noch fiir HRP zu detektieren (Pat. Nr. 2, 4, 5, 11, 14, 15, 17,
18, 20, 21).

3.3.2 Basophilenaktivierungstest mit Bromelain und Meerrettichperoxidase

Anhand der ROC-Kurven wurde von Dr. M. Schneider, Biihlmann Laboratories AG,
Schonenbuch, Schweiz, ein Cut-off von 4% fiir Bromelain ermittelt. Dies bedeutet, dass Werte >
4% mit einer Sensitivitdt von 50% und einer Spezifitit von 91% als positiv zu werten sind. Der
fiir die Meerrettichperoxidase ermittelte Cut-off-Wert betrug 7% bei einer Sensitivitit von 82%
und einer Spezifitdt von 90% (bezogen auf die Ergebnisse bei Bestimmung des sIgE).
Doppelpositiv~ fiir ~ Bromelain  und  Meerrettichperoxidase  zeigte  sich  der
Basophilenaktivierungstest gemil3 oben erwihnter Positivkriterien in 9 Féllen (Nr. 1, 5, 7, 9, 16,
19, 20, 21, 22), in 6 weiteren lag ausschlieBlich eine Positivitdt fiir Meerrettichperoxidase vor (Pat.
Nr. 3, 6, 10, 12, 13, 18).

Hierbei zeigte sich fiir Bromelain die ausgepréigteste CD63-Aktivierung (Mittelwerte) bei einer
Konzentration von 2841 ng/ml (C1), gefolgt von 568 ng/ml (C2), 4,5 ng/ml (C5), 22,7 ng/ml (C4)
und 114 ng/ml (C3). Bei der Meerrettichperoxidase (HRP) hingegen erfolgte im Durchschnitt die
ausgeprigteste Basophilenaktivierung bei 568 ng/ml (C2), gefolgt von 114 ng/ml (C3), 22,7 ng/ml
(C4), 2841 ng/ml (C1) und 4,5 ng/ml (CS5; Abbildung 22).

Insgesamt zeichnete sich in allen Konzentrationen eine signifikant hohere Basophilenaktivierung

durch die Meerrettichperoxidase als durch Bromelain ab (*P < 0,05).
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Abbildung 21: BAT mit unterschiedlichen Konzentrationen von Bromelain und HRP (Mittelwerte aller

Patienten)

3.3.3 Vergleich CAP und BAT

Bei insgesamt 16 der 22 Patienten zeigte die Bestimmung von CCDs in mindestens einem der
durchgefiihrten Tests, CAP und/oder BAT, fiir Bromelain und/oder Meerrettichperoxidase ein
positives Ergebnis (Pat. Nr. 1, 3, 5,6, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 16, 18, 19, 20, 21, 22).

Die {brigen 6 Patienten zeigten im Umkehrschluss sowohl im CAP, als auch im
Basophilenaktivierungstest negative Ergebnisse fiir CCDs (Pat. Nr. 2, 4, 11, 14, 15, 17).

Von den 9 im BAT doppelpositiven Ergebnissen fiir Bromelain und HRP (Pat. Nr. 1, 5, 7, 9, 16,
19, 20, 21, 22) zeigten 5 ebenso doppelpositive sigE-Werte (Pat. Nr. 1, 7, 9, 16, 19), wihrend 3
Patienten negatives sIgE sowohl flir Bromelain als auch fiir Meerrettichperoxidase aufwiesen (Pat.
Nr. 5, 20, 21).

Ein Patient mit doppelpositivem BAT fiir CCDs zeigte sIgE ausschlieBlich fiir HRP (Pat. Nr. 22).
Ein weiterer Patient erbrachte im Basophilenaktivierungstest negative Ergebnisse sowohl fiir

Bromelain als auch fiir HRP, die entsprechenden sIgEs hingegen waren positiv (Pat. Nr. 8).
Das Ergebnis des Basopilenaktivierungstests im Vergleich zum Ergebnis im CAP war fiir die

Meerrettichperoxidase in 17 Fillen konkordant (in 11 Féllen positiv [Pat. Nr. 1, 3, 6,7, 9, 10, 12,
13, 16, 19, 22], in 6 Fillen negativ [Pat. Nr. 2, 4, 11, 14, 15, 17)).

67



-Ergebnisse-

Im Falle des Bromelains stimmten die Ergebnisse von BAT und CAP nur bei 13 Probanden iiberein
(in 5 Fallen positiv konkordante Ergebnisse [Pat. Nr. 1, 7, 9, 16, 19], in 8 Fillen negativ
konkordante Ergebnisse [Pat. Nr. 2, 4, 6, 11, 14, 15, 17, 18]), in den restlichen 9 Féllen traten
diskordante Ergebnisse auf (Pat. Nr. 3, 5, 8, 10, 12, 13, 20, 21, 22).

Alle 10 Kontrollen zeigten in der Bestimmung der sIgE fiir Bromelain und Meerrettichperoxidase
negative Werte. Der bei 9/10 Kontrollen durchgefiihrte BAT mit CCDs zeigte bei Kontrolle Nr. 4
und bei Kontrolle Nr. 10 mit 4,52% (Kontrolle Nr. 4) bzw. 12,7% (Kontrolle Nr. 10) jeweils fiir

Bromelain in der Konzentration 22,7 ng/ml schwach positive Werte.

Im Vergleich beider Testmethoden zur Detektion von CCDs, CAP und BAT, erhielten wir einen
k-Wert von k.64 fiir die Meerrettichperoxidase (HRP) als MaB# guter Ubereinstimmung der
Testverfahren. Der k-Wert fiir Bromelain fiel mit k.45 niedriger aus und zeigt somit, dass sich die
Ergebnisse der Bestimmung von Bromelain je nach Testverfahren bei diesem Parameter hdufiger

unterscheiden.

Wihrend alle 12 Patienten mit positivem sIgE fiir Bromelain und/oder HRP (Pat. Nr. 1, 3, 6, 7, 8,
9,10, 12, 13, 16, 19, 22) auch sIgE fiir rApi m 1 und/oder rVes v 5 aufzeigten (Pat. Nr. 7 und 13:
nur positiv fiir rApi m 1; Pat. Nr. 19: nur positiv fiir rVes v 5), waren diese rekombinanten
Allergene in den 3 Fillen mit ergdnzend durchgefiihrtem ELISA nicht nachweisbar. So bestétigte
der ELISA bei Patient Nr. 7 zwar die Abwesenheit von rVes v 5 und stand somit im Einklang mit
dem negativen Ergebnis des sIgEs fiirrVes v 5. Allerdings gelang bei Patient Nr. 13 der zuséitzliche
Nachweis von rVes v 1 und bei Patient Nr. 19 von rApi m 1, rApi m 2 sowie rApi m 3.

Bei 4 weiteren Patienten zeigte der BAT positive Ergebnisse fiir CCDs, das sIgE auf CCDs war
dagegen negativ (Pat. Nr. 5, 18, 20, 21). In 3 dieser Fille erbrachte der ELISA den Nachweis
Bienengiftspezifischer rekombinanter Allergene bei negativem sIgE auf rApi m 1, sIgE auf rVes
v 5 war hingegen bei allen 3 Patienten nachweisbar (Pat. Nr. 5, 18, 20). Patient Nr. 21 war positiv
bei der Bestimmung der sIgE auf beide rekombinanten Allergene, ein ELISA wurde in diesem Fall

nicht durchgefiihrt.
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4 Diskussion

Jedes Jahr sterben laut statistischem Bundesamt in Deutschland immer noch geschéitzt 20
Menschen durch den Kontakt mit Wespen, Bienen oder Hornissen (133).

Diese Zahl und die Mannigfaltigkeit potenzieller Symptome nach Hymenopterenstichen, von einer
Lokalreaktion mit Rotung und Schwellung iiber Rhinitis und Larynxddem bis hin zum generellen
Kreislaufversagen sowie die besondere Gefahr im Falle eines wiederholten Stichereignisses,
machen in allergologischen Kliniken und Praxen die Durchfithrung einer akkuraten und
suffizienten Diagnostik sowie eventueller Therapie in Form einer spezifischen Immuntherapie
erforderlich (123, 133).

Das leitliniengerechte diagnostische Vorgehen stiitzt sich hierbei an erster Stelle auf die
Anamnese, welche neben den aufgetretenen Symptomen, der Stichsituation und der Identifikation
des Insekts auch eine individuelle Risikoeinschédtzung fiir ein erneutes Stichereignis umfasst.
Weiterhin erginzt wird die Anamnese durch die Bestimmung des sIgE auf Insektengifte sowie
einen Hauttest, im Optimalfall durchgefiihrt jeweils in der ersten Woche sowie erneut vier bis
sechs Wochen nach dem Stichereignis (133).

Eine Doppelsensibilisierung fiir Bienen- und Wespengift stellt hierbei fiir den Behandelnden meist
eine Herausforderung im Hinblick auf die richtige Interpretation und Indikationsstellung fiir die
spezifische Immuntherapie dar (173, 174, 179).

Auch in unserer Studie standen Patienten mit einer Doppelpositivitit von sIgE auf Bienen- und
Wespengift, gekniipft an die Frage nach der Wahl des addquaten Gifts fiir die spezifische
Immuntherapie, im Mittelpunkt.

Zusétzlich zum diagnostischen Goldstandard (Anamnese, Hauttest, sIgE) bestimmten wir sIgE fiir
rApi m 1 und rVes v 5, zwei kommerziell erhéltliche rekombinante Allergene, und fiihrten den
BAT mit jeweils fiinf Giftkonzentrationen durch. AuBlerdem erfolgte bei 10/22 Patienten die
experimentelle Bestimmung von sIgE weiterer in Bienen- und Wespengift enthaltener
rekombinanter Allergene mittels ELISA.

Des Weiteren untersuchten wir die Aktivierung Basophiler auf kreuzreagierende
Kohlenhydratketten mittels BAT und im Serum sIgE auf MUX F3 aus Bromelain sowie auf die
Meerrettichperoxidase (HRP).
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Aus den Ergebnissen des Flow2 CAST® leiteten wir eine klinisch relevante Doppelpositivitit fiir
Bienen- und Wespengift in sechs von 22 Féllen ab (Pat. Nr. 8, 10, 16, 17, 21, 22), in welchen zu
einer spezifischen Immuntherapie mit beiden Giften anzuraten war.

Vor allem zum Schutze des Patienten, aber auch zur Einsparung von Kosten ist es von grofler
Bedeutung, klinisch relevante doppelpositive Patienten anhand akkurater Befundung von

Patienten mit klinisch irrelevanter Doppelpositivitdt zu unterscheiden.

4.1 Doppelsensibilisierung

Laut Literatur weisen ca. 20% bis 40,7% der Gesamtbevolkerung In-vitro-sIgE auf ein
Hymenopterengift auf, wobei ein Anstieg in den ersten Wochen nach einem Stichereignis zu
beobachten ist (59, 156, 181).

Eine mogliche Erkldrung hierfiir liefern Schéfer und Przybilla, die, veranlasst durch diese hohen
Zahlen, 1996 eine Feldstudie in einem bayerischen Dorf durchfiihrten, welche sie zur Hypothese
veranlasste, eine Atopie-assoziierte Uberreaktion des humoralen Immunsystems trage Schuld am
héufigen Vorkommen sIgEs auf Hymenopterengifte in der Bevilkerung (156).

Ahnlich belegten Sturm et al. in einer Studie einen Zusammenhang zwischen einer
asymptomatischen Sensibilisierung und dem Gesamt-IgE. Bei 66,7% eines gesunden
Patientenklientels gelang der Nachweis von Hymenopterengift-IgE bei Vorliegen eines hohen
Gesamt-IgE (181).

Derselbe Autor berichtete vom Vorkommen einer Doppelpositivitit im CAP in 61,5% und 17,1%
im BAT, die klinische Relevanz diesbeziiglich wird aber infrage gestellt und vor einer
Ubertherapie sowie der Gefahr einer De-novo-Sensibilisierung bei diesen Patienten gewarnt (179).
Seismann et al. sowie Hemmer sahen das Vorhandensein einer Doppelpositivitit in 70-80% in
einer Kreuzreaktivitét einzelner Kohlenhydratketten ohne klinische Relevanz begriindet (64, 122,

164).

Mogliche Griinde fiir das Vorhandensein sIgEs sowohl auf Bienen- als auch auf Wespengift waren
in der Vergangenheit immer wieder Gegenstand wissenschaftlicher Diskussion.

Diskutiert werden hierbei im Wesentlichen drei mogliche Ursachen:

Einigkeit besteht darin, dass dem Vorhandensein einer Doppelsensitivitit bei Bestimmung sIgEs
auf Bienen- und Wespengift in 70-80% kreuzreagierende Kohlenhydratketten, die sogenannten
CCDs, zugrunde liegen (122). Diese auf Glykoproteinen des Insektengifts vorkommenden
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Strukturen sind fiir die Bildung von Antikorpern mit vernachldssigbarer biologischer Aktivitét
verantwortlich (39, 69). Auch Hemmer et al. und Erzen et al. sahen das Auftreten positiver
Routinetests bei Insektengiftallergikern vor allem im Vorhandensein kreuzreagierender
Kohlenhydratepitope, den CCDs, begriindet (47, 65).

Als weitere Ursachen fiir doppelpositive sIgE-Werte werden zum einen eine echte Sensibilisierung
auf beide Gifte, zum anderern Sequenzhomologien von Einzelallergenen im Bienen- und
Wespengift, beispielsweise der Hyaluronidase, angenommen (69).

Uneinigkeit besteht hingegen in der Vorgehensweise, klinisch relevante doppelpositive Patienten
aus dem Pool der klinisch nicht relevanten doppelpositiven (sIgE fiir beide Gifte aufgrund
kreuzreagierender Kohlenhydratketten oder Sequenzhomologien einzelner Enzyme und somit
vernachléssigbarer klinischer Relevanz) herauszufiltern.

Ebo et al. wihlten in einer 2004 verdffentlichten Studie iiber das Auftreten von CCDs als Ursache
doppelpositiver sIgE-Werte bei Insektengiftallergikern Bromelain als Vertreter kreuzreagierender

Kohlenhydratepitope, gaben aber die gro3e Bandbreite an CCDs zu bedenken (39).

4.1.1 Problematik fiir Arzt und Patient

Das hiufig beobachtete Auftreten spezifischer IgE sowohl auf Bienen- als auch auf Wespengift,
im CAP bis zu 59% stellt den Allergologen vor die Herausforderung, das adidquate Gift zur
Durchfiihrung der spezifischen Immuntherapie auszuwéhlen (113, 174), da Systemreaktionen nur
in 0,3% bis 7,5% auftreten. 2,4% bis 26,4% der von Hymenopteren Gestochenen berichteten von
einer ausgeprigten Lokalreaktion, die allerdings nur in sehr ausgepriagten Fillen eine Indikation
zur spezifischen Immuntherapie darstellt (12).

Die generelle Annahme einer klinisch relevanten Doppelpositivitdt wiirde zu einer Minderung der
Lebensqualitét fiihren, indem den Patienten Vermeidungsverhalten auferlegt oder sie gar einer
unangebrachten spezifischen Immuntherapie inklusive aller potenzieller Risiken unterzogen
wiirden (39).

So liegt es in der Verantwortung des Klinikers, klinisch relevante von klinisch irrelevanter
Positivitdt abzugrenzen und letztlich im Zweifelsfall eine potenziell lebensrettende spezifische

Immuntherapie mit beiden Hymenopterengiften durchzufiihren.
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Die zur Verfiigung stehenden Diagnostikverfahren werden im folgenden Abschnitt ndher auf ihre

Wertigkeit untersucht.

4.2 Aspekte der Insektengiftallergiediagnostik

Allergische Reaktionen nach Bienen- und Wespenstichen sind in Mitteleuropa mit bis zu 7,5% in
Form einer sytemischen und bis zu 26,4% in Form einer lokalen Reaktion relativ hdufig und
konnen potenziell zum Tode fithren (12). Kam es einmal zum Auftreten einer systemischen
Reaktion, erhoht sich das Risiko erneut, eine solche zu erleiden mit zunehmender Schwere der
vorangegangenen Symptomatik und mit steigendem Alter (59). Allerdings wird die Gefahr einer
schweren systemischen Reaktion bei erneutem Stichereignis nach einer ausgeprigten
Lokalreaktion in der Literatur nur mit unter 5% beziffert (107).

Die spezifische Immuntherapie gilt als die kausale Therapieform mit guten Erfolgsraten. Eine
2013 von der ,,European Academy of Allergy and Clinical Immunology Interest Group* (EACCI)
unter der Leitung von Ruéff et al. hierzu durchgefiihrte Studie an 335 Insektengiftallergikern ergab
ein Therapieversagen in nur 6,2% bis 7,0% der Fille. Weshalb hierbei der Anteil der
Bienengiftallergiker etwas hoher ist, ldsst sich moglicherweise anhand der bei der Immuntherapie
applizierten Giftdosis erkldren. Werden bei einem Bienenstich etwa 50 bis 100 pg Gift iibertragen,
sind es bei einem Wespenstich nur ca. 3 bis 5 pg. Die in der Erhaltungsphase eingesetzte Giftdosis
ist jedoch in beiden Féllen gleich, folglich erhalten Wespengiftallergiker verhdltnisméfig mehr
Gift und profitieren moglicherweise so von einem besseren Schutz (148).

Die spezifische Immuntherapie bei gefdhrdeten Patienten im Anschluss an eine adiquate
Diagnostik unter Beriicksichtigung von Kontraindikationen durchzufiihren, ist also indiziert
(Tabelle 5; 127, 148).

RoutinemdBig stehen hierfiir die Anamnese, der Hauttest sowie die allergenspezifische IgE-
Bestimmung zur Verfligung. Definiert als Goldstandard der Insektengiftallergie-Diagnostik, gibt
es jedoch auch bei diesen etablierten Methoden einige Unsicherheitsfaktoren und so sollten sie

sich in der Praxis gegenseitig ergdnzen (133, 144).
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4.2.1 Anamnese

Bei der Anamnese wird ein meist subjektives Symptomempfinden abgefragt, da objektivierbare
Symptome eher selten von &rztlicher Seite im Rahmen der Stichumstinde dokumentiert werden.
Auch die exakte Benennung des stechenden Insekts gelingt in einigen Fillen nicht. Dies belegt
eine von Baker et al. durchgefiihrte Studie, der zufolge zwar immerhin 91,3% der Probanden eine
Biene, dagegen aber gerade einmal 72,3% eine Wespe korrekt identifizierten (6).

In einer von Miiller et al. 2012 ver6ffentlichten Studie war ein Drittel der 121 befragten Patienten
nicht in der Lage, das stechende Insekt zu identifizieren oder hatten es nicht gesehen (108).

In unserer Studie wurden bei 22 Patienten insgesamt 37 Stichereignisse anamnestisch angegeben,
wobei in 9 Féllen (24% der Fille) keine Identifikation des Insekts gelang (Pat. Nr. 2, 4, 5, 11, 14,
15 [2 x], 17, 22). In 9 weiteren Fillen (24%) wurde eine Wespe (Pat. Nr. 1, 2, 8, 9, 16, 18, 19, 20
[2 x]), in 18 eine Biene (66 %) (Pat. Nr. 1, 3 [2 x], 4, 6,7 [3 x], 10, 12 [2 x], 13 [3 x], 15, 16, 21
[2 x]) und in einem eine Hornisse (3 %; Pat. Nr. 22) angeschuldigt.

Die Anamnese ist folglich immer mit einem gewissen Unsicherheitsfaktor behaftet und lésst sich
nicht unabhingig tiberpriifen. Angewiesen auf die individuelle Angabe des Patienten, aber auch
abhingig von der Symptomklassifizierung des Befundenden scheint eine absolut sichere und
objektive Einschitzung nicht moglich.

Des Weiteren schlief3t eine korrekte Identifikation des stechenden Insekts eine Sensibilisierung auf
ein anderes Hymenopterengift nicht aus.

Dennoch beruhen die jeweiligen Angaben zu Sensitivitdt und Spezifitit in unserer Studie wie
allgemein iiblich auf den anamnestischen Angaben der Patienten. Entsprechend den
Empfehlungen aus der Literatur, die Anamnese als Basis jeglicher allergologischer Diagnostik
heranzuziehen, sind diese eventuellen Unsicherheitsfaktoren zu beriicksichtigen (63).

In unserer Studie war bei 9 von 37 Stichereignissen den Patienten keine Identifikation des
stechenden Insekts mdglich. Dies bedeutet im Umkehrschluss, dass in beinahe einem Viertel die
Anamnese beziiglich des angeschuldigten Insekts diagnostischer Aussagekraft entbehrt und

weitere Diagnoseverfahren heranzuziehen sind.
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4.2.2 Intrakutantest

Legt man dem Intrakutantest eine Sensitivitit von 95% und eine Spezifitit von 80-90% bei
Durchfiihrung innerhalb eines Jahres nach Stichereignis zugrunde, so muss bedacht werden, dass
nicht alle im Intrakutantest negativ getesteten Patienten zwangsldufig bei einem Stichereignis nicht
systemisch reagieren (135). Golden et al. berichten von bis zu 33% Erwachsener mit negativem
Hauttest bei positiver Anamnese (57, 138). Zu beriicksichtigen ist daher bei dessen Durchfiihrung
zum einen der Zeitpunkt, fiir welchen ein Intervall von frithestens 4-6 Wochen und maximal ein
Jahr nach dem Stichereignis anzustreben ist (56, 133). Medikamente wie Steroide, Antihistaminika
oder auch zahlreiche Psychopharmaka, welche die Hauttestempfindlichkeit vermindern, sollen vor
dem Hauttest abgesetzt werden. Dariiber hinaus sollte eine addquat hergestellte sowie autbewahrte
und angewandte Testlosung verwendet werden (57, 110).

Bei 19 unserer 22 Patienten (86%) erfolgte die Durchfiihrung eines Intrakutantests (Pat. Nr. 1, 3,
4,5,6,7,8,9,10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20, 21, 22), welcher in 15/19 (78%) Féllen eine
Doppelpositivitit aufwies (Pat. Nr. 1, 4, 6, 8,9, 10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 20, 21, 22). Verglichen
mit den Ergebnissen des BAT, zeigten alle 6 Individuen mit Doppelpositivtit fiir beide
Hymenopterengifte im BAT auch einen doppelpositiven Intrakutantest (Pat. Nr. 8, 10, 16, 17, 21,
22). Bei einem von 15 Patienten (Pat. Nr. 1; 4,5%) hingegen fiel die Hauttestung sowohl fiir
Bienen- als auch fiir Wespengift positiv aus, im BAT lieB sich jedoch keine Sensibilisierung
nachweisen. Wihrend bei 2 Patienten das monopositive Ergebnis des Hauttests mit dem Ergebnis
des BAT konkordant war (Pat. Nr. 7: Bienengift; Pat. Nr. 19: Wespengift), konnte eine
Sensibilisierung auf Bienengift im Hauttest bei Patient Nr. 3 im BAT nicht bestétigt werden.
Patient Nr. 5 zeigte im Hauttest Positivitit fiir Wespengift, im BAT hingegen fiir Bienengift.

Aus ethischen Griinden und der Gefahr einer potenziellen Sensibilisierung wurde in der Gruppe

der Kontrollen auf die Durchfiihrung eines Intrakutantests verzichtet.

4.2.3 Spezifisches IgE

Die Bestimmung allergenspezifischer Antikdrper gegen Bienen- und Wespengift als
Gesamtextrakt und gegen Einzelallergene stellt die dritte Sdule in der Routinediagnostik bei
Hymenopterengiftallergie dar. Sie ist bis heute die am weitesten verbreitete In-vitro-Methode in

der Allergiediagnostik. Anfang der 90er-Jahre hat die CAP-Methode den in den 60er-Jahren
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eingefiihrten RAST (Radio-Allergo-Sorbent-Test) abgeldst. Trotz verbesserter Sensitivitit und
Spezifitdt weist auch das CAP-System eine diagnostische Liicke von 20-30% auf (70, 95, 107).
So ist fiir das Immuno-CAP-Verfahren, welches auch in unserer Studie Anwendung fand, eine
Sensitivitdt von 95% fiir Bienengift und 90% fiir Wespengift ermittelt worden, die Spezifitét
bewegt sich bei 80% fiir beide Gifte (135).

Auch hier kann es zum Auftreten falsch negativer Titer kommen, welche das Vorhandensein einer
Sensibilisierung nicht ausschlieBen. Einer der Griinde dafiir kann, ebenso wie beim Hauttest, ein
zu kurzes oder aber auch zu langes Zeitintervall zwischen Stichereignis und IgE-Testung sein (135,
138). Bei Patienten unter spezifischer Immuntherapie und Imkern kann das sIgE im Immuno-CAP
oder anderen derartigen Verfahren aufgrund kompetitiver Hemmung verfiigbarer Antigene negativ
sein. Auch nach einer schweren allergischen Reaktion bei Patienten mit Mastozytose kann durch
vollstindige Adsorption der IgE-Antikorper an die zahlreich vorhandenen Gewebsmastzellen ein
sIgE-Nachweis ausbleiben (110).

Uber die Intensitit einer klinischen Stichreaktion erlaubt die IgE-Bestimmung keine Aussage, sie
weist allein auf das Vorhandensein einer Sensibilisierung fiir ein bestimmtes Allergen hin.

Das Auftreten klinisch irrelevanter sIgE-Titer fiir Bienen- und Wespengift ist Bestandteil der hier
durchgefiihrten Studie. Kreuzreagierende Kohlenhydratketten sind die am haufigsten beobachtete
Ursache fiir dieses Phanomen und werden an anderer Stelle genauer erldutert. Auch eine atopische
Veranlagung bzw. das Vorliegen eines hohen Gesamt-IgE kann dieser vermeintlichen Positivitét

zugrunde liegen (64, 65, 69, 156, 174).

Sowohl die verschiedenen sIgE-Bestimmungsmethoden als auch der Hauttest haben ihre Vor- und
Nachteile. Unterscheiden sich die Sensitivititen beider Verfahren innerhalb der ersten Jahre nach
einer systemischen Reaktion kaum, so bleibt die Empfindlichkeit des Hauttests im Gegensatz zur
IgE-Bestimmung im Alter konstant (110, 156).

Die Intrakutantestung zeichnet sich durch eine hohe Empfindlichkeit sowie eine rasche
Durchfiihrung und Verfiigbarkeit der Ergebnisse aus, die sIgE-Betsimmung hingegen ist fiir den
Patienten risikofrei und unabhéngig von Hautbeschaffenheit und Medikation durchfiihrbar (110).
Allerdings wird von Kritikern eine relativ geringe Reproduzierbarkeit beider Methoden
beanstandet und auf die Gefahr einer Unter- oder Uberbehandlung bei einmaliger Durchfiihrung

beider Methoden hingewiesen (61).
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4.2.4 Stichprovokation

Heutzutage ist die Stichprovokation in der Routinediagnostik der Bienen- und Wespengiftallergie
nicht mehr zu finden. Abgesehen vom mdglichen Risiko, dem unbehandelte potenziell
sensibilisierte Patienten hierbei ausgesetzt sind, negativiert ein einzeln toleriertes Stichereignis
nicht das Risiko, auf einen Hymenopterenstich erneut systemisch zu reagieren (107, 145).

Das Gift des stechenden Insekts ldsst sich, wie beispielsweise in der Hauttestung, nicht stufenweise
applizieren und die Gefahr einer De-novo-Sensibilisierung oder des Triggerns einer bereits
bestehenden Sensibilisierung ist nicht auszuschlieBen.

Dennoch hat der gezielte Insektenstich unter Notfallbereitschaft in der Allergologie seine
Daseinsberechtigung. So dient die Stichprovokation der Erfolgsiiberpriifung nach Einleitung oder
am Ende der spezifischen Immuntherapie und zieht im Bedarfsfall eine Steigerung der zu
applizierenden Giftdosis nach sich (145). Nicht nur aufgrund einer exakten entomologischen
Identifikation des entsprechenden Insekts, sondern auch angesichts der Moglichkeit eines
umgehenden notfallméBigen drztlichen Einschreitens bei Auftreten einer allergischen Reaktion ist

die Stichprovokation einem Feldstich vorzuziehen (146).

4.2.5 Zelluliire Tests

Ergibt die Diagnostik anhand dieser Standardverfahren negative oder widerspriichliche
Ergebnisse, bedarf es komplementérer Tests. In den letzten Jahren haben sich hier weitere In-vitro-
Testverfahren etabliert, welche in unklaren Féllen eine sinnvolle Ergénzung darstellen konnen.
Der in den 70er-Jahren eingefiihrte Histaminreleasetest findet aufgrund hoher Kosten und des
Zeitaufwandes nur noch selten Anwendung. Mit einer Sensitivitit von 63% bis 82% fiir Bienengift
bzw. 50% bis 68% fiir Wespengift und einer Spezifitit von 44% bis 94% fiir Bienengift bzw. 60%
bis 83% fiir Wespengift ist er fiir die Routinediagnostik ungeeignet (131, 135, 170).

Der sogenannte CAST oder Leukotrien-Freisetzungstest misst nach Stimulation mit Interleukin 3
und dem angeschuldigten Allergen die Mediatorfreisetzung aus den Leukozyten mittels ELISA-
Technik. Mehrere Studien zeigten in der Anwendung bei Insektengiftallergikern hohe
Sensitivitidten und Spezifititen. So lag in einer 2008 von Scherer et al. veréffentlichten Arbeit die
Sensitivitét fiir Bienengift bei 94% bzw. fiir Wespengift bei 88,5%, die Spezifitit erreichte einen
Wert von 93,2% fiir Bienengift und 95,5% fiir Wespengift (157).
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Auf die Bedeutung des Basophilenaktivierungstests, der in vorliegender Studie zum Einsatz kam,

wird in Abschnitt 4.2.8 ausfiihrlich eingegangen.

4.2.6 sIgE auf rekombinante Allergene

In den letzten Jahren wurden im Bereich der molekularen Allergencharakterisierung mittels
Aufschliisselung in einzelne Allergenbestandteile bedeutende Fortschritte erzielt (17, 108, 163,
164). Diese rekombinanten DNA-Techniken eréffnen dem Allergologen in der Diagnostik
verschiedenster Typ-I-Reaktionen neue Perspektiven (CRD: component-resolved diagnosis). Die
Anwendung dieser sogenannten rekombinanten Allergene konnte sich allerdings im Hauttest,
erstmals 2001 von Schmid-Grendelmeier untersucht, bis dato in der Praxis noch nicht durchsetzen
(160).

Dagegen hielt in jlingster Zeit die Bestimmung sIgEs fiir im Bienen- und Wespengift enthaltene
Major-Allergene Einzug. Im Vordergrund standen hierbei die zum Zeitpunkt der Durchfiihrung
vorliegender Studie rApi m 1 fiir das Bienengift und rVes v 5 als Major-Allergen des Wespengifts
(108). Der Fokus richtet sich im Besonderen auf die Abgrenzung von klinisch relevanter zu
klinisch irrelevanter Doppelpositivitidt aufgrund kreuzreagierender Kohlenhydratketten. Diese
Thematik gilt in der tdglichen Praxis beziiglich der Frage einer spezifischen Immuntherapie mit
beiden Insektengiften hdufig als problematisch (174).

Vor diesem Hintergrund fithrten Miiller et al. 2008 eine Studie an 200 Insektengiftallergikern mit
der IgE-Bestimmung auf die rekombinanten Allergene rApi m 1 und rVes v 5 mittels der ADVIA-
Centaur-Methode durch und erhielten eine Sensitivitdt von 97% fiir sIgE auf rApi m 1 des
Bienengifts und 87% fiir sIgE aufrVes v 5 des Wespengifts (113). Vier Jahre spéter untersuchten
erneut Miillet et al. die ImmunoCAP-Methode von Phadia fiir die IgE-Bestimmung bei 121
Patienten, davon 76 mit positivem sIgE, fiir beide Hymenopterengifte. Dieses Verfahren erlaubte
zusdtzlich die Bestimmung von sIgE auf rVes v 1, einem weiteren Major-Allergen des
Wespengifts. Wihrend flir Wespengiftallergiker mit 100% eine hohe Sensitivitdt fiir sIgE auf die
rekombinanten Allergene rVes v 1 und/oder rVes v 5 angegeben wurde, lag diese fiir rApi m 1 bei
den Bienengiftallergikern mit 78,3% unter dem Ergebnis der ersten Studie. Die Autoren empfahlen
deshalb die IgE-Bestimmung auf weitere Major-Allergene des Bienengifts in der Diagnostik zu
etablieren. Dennoch befiirworteten Miillet et al., beruhend auf ihren Ergebnissen, die IgE-

Bestimmung auf rekombinante Allergene bei Patienten mit doppelpositiven Bienen- und
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Wespengift-IgE-Werten. Sie sahen darin ein niitzliches komplementires Diagnoseverfahren bei
der Unterscheidung zwischen klinisch relevanter und klinisch irrelevanter Doppelpositivitit, um
bei der Frage nach einer spezifischen Immuntherapie mit beiden Hymenopterengiften sinnvoll zu
entscheiden (108).

Die Arbeitsgruppe um Hofmann wandte bereits 2010 das ImmunoCAP-Verfahren (Phadia,
Uppsala, Schweden) an und erklérte die niedrigeren Sensitivitdten (sIgE auf rApi m 1 79%, sIgE
auf rVes v 5 90%) mit der unselektierten Patientengruppe. Um diese Aussagen zu stiitzen,
forderten sie ebenfalls die Untersuchung sIgE auf weitere Major-Bienengiftallergene.
Schlussfolgernd attestierten aber auch Hofmann et al. der IgE-Bestimmung auf die rekombinanten
Allergene rApi m 1 und rVes v 5 einen groBen diagnostischen Nutzen bei Patienten mit
doppelpositivem sIgE fiir Bienen- und Wespengift, hinsichtlich der Entscheidung iiber das
therapeutische Prozedere (68).

Sturm et al. hingegen {libten Kritik am Vorgehen, die Entscheidung iiber ein Vorliegen einer
Bienen- und/oder Wespengiftallergie allein anhand eines jeweils positiven Hauttests und dem
Vorhandensein von sIgE auf rApi m 1 und/oder rVes v 5 zu treffen. Die mit 79% eher miBige
Sensitivitét fiir rApi m 1 sahen sie in zwei weiteren dsterreichischen Studien bestitigt, eine weitere,
ebenfalls an einem unselektierten Patientenklientel durchgefiihrte Untersuchung, ergab sogar
einen noch geringeren Wert fiir diesen Parameter. Hier zeigten sich regionale Unterschiede der
Sensitivitét fiir sIgE auf rApi m 1 mit dem hochsten Wert in Salzburg (Sensitivitit 82%) gefolgt
von einer Sensitivitidt von 78% in Wien und 63% in Graz (178).

In Bezugnahme auf eine von KorosSec et al. durchgefiihrte Arbeit liber negative Hauttests und sIgE
bei gleichzeitigem Auftreten schwerer allergischer Reaktionen, wiesen Sturm et al. auf die
mogliche Gefahr hin, diese Patienten zu {ibersehen (85). Des Weiteren war die sIgE-Bestimmung
auf ausschlieBlich rApi m 1 und rVes v 5 ihrer Ansicht nach unzureichend und es bedurfte
unbedingt der sIgE-Bestimmung auf weitere komplementédre Major-Allergene wie Api m 3, 4, 5,
6 und 10, da eine Sensibilisierung gegen eines dieser Allergene ebenfalls das Vorliegen einer
Hymenopterengiftallergie mit all ihren potenziellen schwerwiegenden Folgen implizieren konnte
(178).

Auch in unserer Studie fand die sIgE-Bestimmung auf rApi m 1 und rVes v 5 im Zuge einer
moglichen Differenzierung zwischen klinisch relevanter und klinisch irrelevanter
Doppelpositivitdt aufgrund kreuzreagierender Kohlenhydratketten Anwendung. So wiesen 41%,
das heiflt 9 von 22 Patienten, sIgE auf ein kommerziell erhéltliches rekombinantes Allergen,

entweder auf Bienen- (rApi m 1) oder Wespengift (rVes v 5) auf (rApi m 1 Pat. Nr. 7, 13, 15; rVes

78



— Diskussion —

v 5 Pat. Nr. 5, 11, 14, 18, 19, 20). In diesen Fillen konnte die Bestimmung des sIgE auf einzelne
Major-Allergene einen entscheidenden Hinweis fiir die Wahl des Insektengifts im Rahmen der
spezifischen Immuntherapie bringen. In 8 von 9 (88 %) dieser Fille (Pat. Nr. 7, 11, 13, 14, 15, 18,
19, 20) bestdtigte das Ergebnis des Basophilenaktivierungstests die jeweilige Sensibilisierung fiir
ein Gift.

Bei insgesamt 12 von 22 Fillen (55%) zeigten sich sowohl sIgE auf rApi m 1 als auch sIgE auf
rVes v 5 im Immuno-CAP-Verfahren positiv und erforderten somit weitere diagnostische
MaBnahmen (Pat. Nr. 1, 3, 4, 6, 8, 9, 10, 12, 16, 17, 21, 22). Allerdings waren nur 6 dieser 12
Probanden konkordant doppelpositiv mit den Ergebnissen im Basophilenaktivierungstest (Pat. Nr.
8,10, 16,17, 21, 22). Im Umkehrschluss bedeutet dies jedoch, dass letztlich nur 50% der Patienten
mit doppelpositiven sIgE-Ergebnissen auf die rekombinanten Allergene rApi m 1 und rVes v 5
auch einer Immuntherapie mit beiden Giften bediirfen, wenn man die Ergebnisse des BAT als
klinisch relevant ansieht.

Bei einem Studienteilnehmer fiel die Testung auf sIgE von rApi m 1 und rVes v 5 negativ aus (Pat.
Nr. 2), eine Hauttestung war in diesem Fall nicht durchgefiihrt worden. Allerdings zeigte sich in
diesem Fall neben sIgE fiir Bienen- und Wespengift eine Positivitit im Basophilenaktivierungstest
fir Bienengift, welcher somit bei der Entscheidungsfindung der Giftauswahl fiir eine
Hyposensibilisierung wesentlich beitrug.

Ein in diesem Fall komplementér durchgefiihrter ELISA detektierte das Vorhandensein sIgE auf
die bienengiftspezifischen rekombinanten Allergene nApi m 1, rApi m 2, rApi m 3 sowie rApi m
5 und lieferte somit einen weiteren Hinweis fiir das Vorliegen einer Bienengiftallergie.

Die Bestimmung sIgEs auf rApi m 1 und rVes v 5 in der Gruppe der Kontrollpersonen zeigte in
allen 10 Fillen ein negatives Ergebnis fiir beide rekombinanten Allergene, die Spezifitdt ist
folglich mit 100% als erstklassig zu beziffern.

Eine eindeutig richtungsweisende Entscheidungshilfe stellte die sIgE-Bestimmung auf die
jeweiligen bis dato kommerziell erhéltlichen rekombinanten Allergene dennoch nur in 8 von 22
(36,4%) der Fille dar.

Diese Tatsache und eine fiir die Methode erhaltene miBige Sensitivtdt von 50% stiitzt Sturms
Forderung, weitere rekombinante Komponenten des Bienen- und Wespengifts zur Diagnostik
heranzuziehen. So gelang seiner Arbeitsgruppe die Identifikation 6 weiterer Bienengiftallergiker
durch sIgE-Bestimmung auf rApi m 2 (Hyaluronidase) und nApi m 4 (Melittin). 65 % der
Patienten wiesen positives sIgE fiir rApi m 1, 52,2% fiir rApi m 2 und 42,5% fiir nApi m 4 auf
(178).

79



— Diskussion —

2012 verglichen Sturm et al. weitere in Europa, unter anderem zwei in Italien, durchgefiihrte
Studien tiber sIgE auf rApi m 1. In Anbetracht der Tatsache einer abnehmenden Sensitivitit von
Nord- nach Siideuropa wurde tiber regionale Unterschiede der Giftzusammensetzung spekuliert
(177). Auch diese Tatsache unterstreicht die Notwendigkeit, weitere rekombinante Allergene in
die Routinediagnostik einzufiihren.

Bereits 1983 mafien King et al. der Phospholipase A1 (Ves v 1), der Hyaluronidase (Ves v 2) und
Antigen 5 (Ves v 5) die grof3te Bedeutung in der Wespengiftallergie zu (80).

Seismann et al. gelang 2010 erstmals die Herstellung der rekombinanten Phospholipase Al (rVes
v 1) in Form eines 16slichen und enzymatisch aktiven Molekiils. In einer Studie attestierten die
Autoren der Bestimmung sIgEs auf rVes v 5 in Kombination mit der Bestimmung sIgEs auf rVes
v 1 eine diagnostische Sensitivitdt von 80%. Dagegen brachte die alleinige Bestimmung sIgEs auf
Ves v 5 nur eine Sensitivitidt von 50%, entsprechend des von uns erhaltenen Wertes. Weiterhin
sahen Seismann et al. in der fehlenden Glykosylierung beider rekombinanten Allergene rVes v 1
und rVes v 5 einen entscheidenden Vorteil (164).

Auch KoroSec et al. untersuchten 2012 die Wertigkeit der IgE-Bestimmung auf die mittlerweile
kommerziell erhéltlichen rekombinanten Allergene rVes v 1 und rVes v 5 des Wespengifts. Es
gelang durch Hinzuziehen von rVes v 1 (Phosphplipase A1) eine Steigerung der Sensitivitdt um
8%, die zusdtzliche Bestimmung von rVes v 2b erhdhte die Sensitivitdt dagegen nur gering (87).
SIgE auf die Dipeptidylpeptidase des Wespengifts, Ves v 3, liel} sich in einer Studie von Blank et
al. in beinahe 50% von 54 getesteten Wespengiftallergikern nachweisen und konnte in Zukunft in
Form der sIgE-Bestimmung auf die rekombinante Form (rVes v 3) eine durchaus entscheidende
Rolle in der Diagnostik der Wespengiftallergie spielen (17, 87).

Frick et al. hingegen berichteten von einer Kreuzreaktivitdt von rVes v 2 und rVes v 5 des
Wespengifts mit rApi m 2 und rApi m 5 des Bienengifts. Weiterhin kritisierten auch sie die
niedrigen Sensitivitidten von 58-80% von sIgE auf rApi m 1 und legten in der Diagnostik der
Bienengiftallergie besonderes Augenmerk auf die Kombination der sIgE-Bestimmung auf die
rekombinanten Allergene rApi m 3, rApi m 4 und rApi m 10. Diese gelten, in rekombinaner Form,
als CCD-frei, und die IgE-Bestimmung auf diese Allergene scheint somit als zuverldssiger Marker
fiir die Detektion von Bienengiftallergien geeignet zu sein. In ihrer 2015 veroffentlichten Studie
gelang ihnen durch Hinzuziehen der rekombinanten Allergene rApi m 3 und rApi m 10 zu rApi m
1 sowie unter sIgE-Bestimmung auf rVes v 5 und rVes v 1, eine Steigerung des Nachweises
doppelpositiver Patienten um 22% auf 65,9% in einer ersten Gruppe mit unklarer Stichanamnese

bzw. um 10,8% auf 54,2% in einer zweiten Gruppe mit Bienenstichanamnese (53).
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Auch Kohler et al. sahen in Api m 10 groBes Potenzial. In der Vergangenheit als Minor-Allergen
des Bienengifts identifiziert, wiesen sie in ihrer Studie 2014 ein Vorhandensein sIgEs bei 61,8%
der Bienengiftallergiker nach, womit Api m 10 den Major-Allergenen zuzuordnen wére (83, 124).
Unterstiitzt werden sie von Blank et al., die, aufgrund des Nachweises in anndhernd 50%, ebenfalls
in rApi m10 ein Schliisselelement fiir die rekombinante Diagnostik sehen (18).

Weiterhin von besonderer Bedeutung fiir die zukiinftige Diagnostik scheinen die von Blank et al.
2013 identifizierten Allergene Api m 12 des Bienengifts und Ves v 6 des Wespengifts zu sein, da
bei ihren rekombinanten Formen Kreuzreaktivitit aufgrund des Fehlens von CCDs ausbleibt (19).
Michel et al. propagierten in einer 2012 verdffentlichten Studie die Bedeutung von Api m 6
(Proteaseinhibitor). Von Kettner et al. 2001 erstmals als Minor-Allergen charakterisiert, sahen es
Michel et al. aufgrund des moglichen IgE-Nachweises als relevant und als wichtigen Vertreter der
niedermolekularen Allergene an (75, 105).

Diese vielversprechenden Ergebnisse und Beobachtungen unterstreichen die Dringlichkeit
weiterer wissenschaftlicher Bemiihungen bei der Herstellung und Routineeinfithrung
rekombinanter Allergene. Komplementér zur Standarddiagnostik angewandt, kdnnten sie dem
Diagnostiker in Zukunft zielfithrend in der Frage nach einer klinisch relevanten Sensibilisierung
fiir ein Gift dienen.

Die Tabelle 3 im Kapitel Einleitung zeigt eine Ubersicht der einzelnen Hymenopteren-

giftallergene und deren Vorhandensein in rekombinanter Form.

4.2.7 CCDs (Cross-reactive carbohydrate determinants)

Weiterhin hdufig diskutiert und Bestandteil der vorliegenden Studie ist die Bedeutung
kreuzreagierender Kohlenhydratketten (CCDs) auf der Allergenoberfliche. Diese, von Aalbrese
et al. Anfang der 80er-Jahre erstmals nachgewiesenen, ubiquitir vorkommenden Zuckerketten,
stehen seit Langem im Verdacht, Ursache einer sIgE-Doppelpositivitit auf Bienen- und
Wespengift zu sein (1, 39, 69). In Sdugern normalerweise nicht auftretend, fithrt der Kontakt mit
Insektengift zur Bildung dieser CCD-Antikdrper und somit zu sIgE ohne bekannte biologische
Aktivitdt (2, 192).

Die Prédvalenz vorhandener CCDs wird in der Literatur fiir Wespengiftallergiker mit 11%, fiir
Bienengiftallergiker mit etwa 23% bis 25% beziffert (82, 184). Die Angaben fiir das Vorkommen
von CCDs bei doppelpositiven Patienten rangieren hingegen zwischen 47% bis 80% (64, 82, 164).
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Bei Nicht-Allergikern treten sIgEs fiir CCDs in ca. 5% auf (102). Die Kontrollen in unserer Studie
zeigten in 2 von 9 Fillen schwach positive Werte fiir Bromelain im BAT und liegen folglich mit
22,2% weit iiber den Angaben der Literatur. Dafiir sind zwei mdgliche Ursachen in Betracht zu
ziehen. Zum einen wurde bei unseren Kontrollpersonen lediglich eine Insektengiftallergie, nicht
aber andere Allergien ausgeschlossen. Zum anderen ist der BAT mit CCDs ein hochsensitives

Verfahren, welches erst in neuerer Zeit in der Wissenschaft Einzug hielt.

Mithilfe des Immuno-CAP-Verfahrens lassen sich sIgE auf MUX F3 aus Bromelain sowie auf die
Meerrettichperoxidase (HRP) bestimmen. Diese bekanntermaBlen Kohlenhydratketten
enthaltenden Allergene erlauben eine Aussage liber das Vorhandensein von sIgE auf CCDs (1).

Die Bestimmung dieser sIgEs im Patientenserum ergab in unserer Studie das Vorhandensein von
sIgE auf MUX F3 fiir Bromelain in 10/22 Fillen (45%); Pat. Nr. 1, 3, 7, 8, 9, 10, 12, 13, 16, 19),
bei 12/22 (54 %) lag sIgE auf die Meerrettichperoxidase (HRP) vor (Pat. Nr. 1, 3, 6, 7, 8, 9, 10,
12, 13, 16, 19, 22). Hierbei wiesen alle fiir Bromelain positiven Patienten auch sIgE fiir HRP auf.
Bei den iibrigen 10 Patienten gelang kein sIgE-Nachweis auf eine der beiden Komponenten (Pat.
Nr. 2,4, 5, 11, 14, 15, 17, 18, 20, 21). Ein Vergleich des Vorkommens der CCD-sIgEs mit den
Ergebnissen des BAT mit Bienen- und Wespengift zeigte, dass in 8/12 Féllen (66%; Pat. Nr. 1, 3,
6,7,9, 12, 13, 14) keine klinisch relevante Doppelpositivitit vorlag. Bei 2 der 12 Patienten (16%)
war im Flow2 CAST® keine Allergensensibilisierung nachweisbar (Pat. Nr. 1, 3), 6 weitere
wiesen eine Monopositivitit fiir ein Gift auf (Bienengift Pat. Nr. 6, 7, 9, 12, 13; Wespengift Pat.
Nr. 19). Eine Doppelpositivitidt im BAT und ein Vorhandensein von CCD-IgEs war in 4 Féllen zu
beobachten (Pat. Nr. 8, 10, 16, 22). Diese Ergebnisse erlauben die Annahme, dass fiir das
Vorhandensein slIgEs fiir Bienen- und Wespengift in 8 Féllen kreuzreagierende
Kohlenhydratketten verantwortlich waren. Mit 36,4% fiel dieses Ergebnis jedoch deutlich
niedriger als in der Literatur beschrieben aus, die im Vorhandensein von CCDs den Hauptgrund

doppelpositiver Routinetests sieht (65, 164).

Mit 54,5% CCD-IgE-Priavalenz lagen unsere Ergebnisse etwas iiber den Werten von Kochuyt et
al., die diese bei doppelpositiven Patienten mit 47% bezifferten (82).

Jappe et al. untersuchten in einer Studie 147 Patienten mit sIgEs sowohl auf Bienen- als auch auf
Wespengift im Patientenserum. Bei nur 36 dieser 147 Patienten (24,5%) fand sich kein Nachweis

von CCD-sIgE, bei 6 von 36 handelte sich um eine klinisch relevante Doppelpositivitét.
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Mit 75,5% gelangen Jappe et al. in einer Kohorte von Patienten mit doppelpositivem
Hymenopteren-IgE durch Hinzuziehen eines zusitzlichen Tests (,,reciprocal Inhibition®) deutlich
hiufiger der Nachweis kreuzreagierender Kohlenhydratketten. In 98 der verbleibenden 111 Fille
(89%) war sowohl sIgE fiir Bromelain als auch fiir HRP nachweisbar, was einem Anteil von 67%
an der Gesamtzahl entspricht (69).

Auch wir entschieden uns zur Anwendung eines komplementéren Verfahrens zur Detektion einer
potentiell vorhandenen Sensibilisierung auf CCDs und fiihrten den BAT mit jeweils fiinf
unterschiedlichen Konzentrationen von Bromelain und Meerrettichperoxidase (HRP) bei allen 22
Patienten durch. Mithilfe der Flowzytometrie wiesen wir — im Vergleich zur Bestimmung von
CCD-slgE - in 4 weiteren Fillen (Pat. Nr. 5, 18, 20, 21) das Vorhandensein einer Sensibilisierung
auf kreuzreagierende Kohlenhydratketten nach, sodass letztendlich bei 16/22 Patienten (72,7 %;
Pat.Nr. 1,3,5,6,7,8,9,10, 12, 13, 16, 18, 19, 20, 21, 22) eine Sensibilisierung auf CCDs (sIgE
und/oder BAT) nachweisbar war. Dieses Ergebnis geht mit den oben erwéhnten Werten Jappes et
al. konform.

In der Gruppe der im BAT fiir Bienen- und Wespengift doppelpositiven Patienten (n=6),
erbrachten wir bei 5 (Pat. Nr. 8, 10, 16, 21, 22) den Nachweis einer Sensibilisierung auf CCDs,
entweder mittels sIgE-Bestimmung und/oder mittels des BAT.

Letztendlich wiesen wir dadurch ein Vorhandensein einer klinisch irrelevanten Doppelpositivitét
aufgrund einer Sensibilisierung auf kreuzreagierende Kohlenhydratketten bei 11 von 22 Patienten
(Pat. Nr. 1, 3,5,6,7,9, 12, 13, 18, 19, 20) nach.

Begriinden Seismann et al. sowie Hemmer et al. das Vorliegen einer Doppelpositivitit im
Vorhandensein von sIgE auf CCDs in 60% bis 80 % der Fille, liegen wir in Anbetracht der von

uns erhaltenen 50% deutlich unter diesen Ergebnissen (65, 164).

4.2.8 BAT

Mit dem Mitte der 90er-Jahre eingefiihrten Basophilenaktivierungstest ist dem Allergologen ein
weiteres wertvolles und vielseitig einsetzbares Diagnostikum in die Hand gegeben worden. Nicht
nur bei Hymenopterengiftallergie, sondern ebenso bei Nahrungsmittelallergie sowie Latex- und
Medikamentenallergie, findet dieses Verfahren heutzutage Anwendung (43, 54, 153, 154, 168).

In der Routinediagnostik hat sich der BAT allerdings aufgrund der Kosten und des hdheren

Aufwandes bis dato nicht etabliert und bleibt somit unklaren Fillen vorbehalten.
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Sainte-Laudy et al. verglichen in einer im Jahre 2000 erschienenen Studie die Wertigkeiten aller
oben aufgefiihrten zelluliren Testverfahren (Histaminrelease, Leukotrienmessung, BAT) bei
Patienten mit Hymenopterengiftallergie und ermittelten fiir den Leukotrien-Freisetzungstest und
den Basophilenaktivierungstest mit jeweils 100% die hochste Sensitivitit. Ebenfalls herausragend
war mit 100% die Spezifitit des BAT (149).

Letzteres Testverfahren ermdglicht eine exakte Charakterisierung vieler einzelner Zellen in relativ
kurzer Zeit unter Zuhilfenahme der Durchflusszytometrie und Fluoreszenz. Da es sich um ein In-
vitro-Testverfahren handelt, besteht keine Gefahr flir den Patienten im Sinne einer allergischen
Reaktion und ist somit im Gegensatz zum Hauttest eine Methode, welche auch nach dem Auftreten
einer lebensbedrohlichen Anaphylaxie bedenkenlos angewandt werden kann (23). In der
Vergangenheit attestierten mehrere Studien dem Basophilenaktivierungstest eine hohe Sensitivitét
in der Diagnostik der Hymenopterengiftallergie (35, 45, 125, 149, 198). Besonders bei negativen
bzw. kontroversen Testergebnissen sowie bei der Frage nach klinischer Relevanz, dient er dem
Allergologen als sinnvolle komplementire MaBnahme zur Diagnostik und somit zur Festlegung
des weiteren therapeutischen Prozedere (40, 125).

Doch nicht nur die Sicherheit des Patienten und die hohen Sensitivititen sprechen fiir den
Basophilenaktivierungstest. Er ermoglicht die simultane Testung mehrerer angeschuldigter
Allergene anhand einer geringen Menge Patientenblut, welches, wenn auch mit einem gewissen
Riickgang der Sensitivitdt behaftet, noch nach 24 Stunden verwertbar ist. Mit einer Verfiigbarkeit
der Ergebnisse innerhalb von ca. drei Stunden zeichnet sich der BAT im Sinne einer Zusatztestung
als schnell zugingliches Verfahren aus (41, 175, 176).

Ein weiteres Argument fiir den Basophilenaktivierungstest liefert die Tatsache, dass er aufgrund
messbarer Sensibilisierung in Form aktivierter Basophiler (in Prozent), eine Aussage iiber die

klinische Relevanz des entsprechenden Insekts zu treffen vermag (67, 86).

Als Aktivitiatsmarker stehen fiir den Basophilenaktivierungstest kommerziell CD63 und CD203c¢
zur Verfiigung. Generelle Empfehlungen zur Wahl des Aktivitidtsmarkers gibt es nicht, allerdings
hat sich das Oberflachenantigen CD63 vor allem in der Diagnostik der Insektengiftallergie bewéhrt
(34, 35, 40, 125, 149).

Eine Studie von Eberlein-Konig et al. verglich beide Marker im Rahmen der Durchfiihrung des
Basophilenaktivierungstests bei Insektengiftallergikern. Es fand sich insgesamt fiir CD63 mit 89%
zwar eine geringere Sensitivitdt (CD203c-Sensitivitdt 97%), dafiir aber mit 100% eine hohere

Spezifitdt als fiir CD203c (Spezifitit 89%:; 36).
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Andere Untersuchungen von Eberlein-Konig et al. sowie von Erdmann et al. erreichten in
Bezugnahme auf positive Ergebnisse in der Hauttestung eine Sensitivitdt von 100% im BAT mit
CD63 (35, 45).

In Anbetracht weiterer Studien gilt die Anwendung von CD63 als Aktivititsmarker fiir den
Basophilenaktivierungstest in der Insektengiftallergie als etabliert und umfangreich in seiner
Sensitivitdt bestdtigt. Deshalb verwendeten auch wir dieses Oberflichenantigen als

Aktivitdtsmarker bei der Durchfiihrung des BAT (35, 104, 125, 175).

Non-Responder

Fiir die korrekte Auswertung des Basophilenaktivierungstests sind bei jeder Versuchsreihe sowohl
Positivkontrollen (IgE-abhidngige und IgE-unabhéngige) als auch eine Negativkontrolle
notwendig. Fillt die IgE-abhingige Positivkontrolle negativ aus, ist eine Auswertung des
durchgefiihrten BAT nicht moglich, man spricht von sogenannten ,,Non-Respondern®.

Laut Literatur bleibt bei ca. 15-20% der Gesamtbevolkerung eine Expression von CD63 oder
CD203c nach IgE-abhéngiger Aktivierung der Basophilen aus (116).

Auch Erdmann et al. berichteten in ihrer Studie iiber Wespengiftallergiker vom Vorkommen dieser
Non-Responder. Bei diesen kam es auch zu einem Ausbleiben der Mediatorausschiittung
(Histamin, Leukotriene) basophiler Granulozyten nach Stimulation mit jeglichem IgE-Antikorper.
Die IgE-unabhidngige Positivkontrolle mit fMLP (formyl-methionine-containing-peptide)
dagegen, zeigte positive Werte liber 5% und bestétigte die korrekte Durchfiihrung des Tests. Somit
kann der Anteil der Untersuchten, bei denen die Auswertung des Basophilenaktivierungstests nicht
moglich ist, ermittelt werden (45).

Als Ursache wird ein Defekt in der frithen Signaliibertragung mit Beeinflussung des Kalzium-
Einstroms bzw. ein vermindertes Proteinlevel der Tyrosinkinase Syk (Protein-Tyrosin-Kinase)
vermutet (74, 116).

Eine Prdinkubation mit Interleukin-3 fiihrte zur Expression der FceRlI-assoziierten Protein-
Tyrosin-Kinase Syk und somit zu einer verstiarkten IgE-vermittelten Basophilenaktivierung (45).
Durch dieses Priming mit IL-3 versprachen sich einige Autoren eine verstiarkte Reaktion auf 10-
bis 100-fach geringere Allergenkonzentrationen und ein Senken der ,,Non-Responder-Rate” auf
ca. 5% (37). Auch der Stimulationspuffer des in vorliegender Studie angewandten Flow2 CASTs®

enthielt neben Kalzium und Heparin IL-3.
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Allerdings sahen Schroeder et al. sowie Chirumbolo in diesem Vorgehen das eigentliche Problem
im Umgang und der Auswertung des BAT. Die Fahigkeit der Basophilen selbst IL-3 zu
produzieren, fiihre laut Autoren zu autokrinem Priming (25, 161).

In unserer Studie zeigten 4 von urspriinglich 28 Patienten eine negative Positivkontrolle mit
Werten < 15% (Pat. Nr. 25: 0,33%; Pat. Nr. 26: 14,4%; Pat. Nr. 27: 7,44%; Pat. Nr. 28: 10,81%).
Sie wurden nach klinikinternen Richtlinien als Non-Responder deklariert und folglich von der
Wertung ausgenommen. Mit 14,3% entspricht diese Anzahl in etwa der Literatur. In diesen Fallen
ist ein alternatives diagnostisches Vorgehen notwendig.

Wahlweise empfahlen Ebo et al. bei moglichen Non-Respondern eine erneute Durchfiihrung des
Basophilenaktivierungstests sechs Wochen bis zwolf Monate nach Stichereignis, in der Annahme
einer Refraktirzeit der Basophilen oder aber eines voriibergehenden Abfalls von zirkulierendem
und membrangebundenem IgE (37). Allerdings berichteten diesbeziiglich Kvedariene et al. in
einer Studie iiber Muskelrelaxantien-Allergie einen Sensitivititsabfall und empfahlen daher die
Abkldrung mittels BAT umgehend nach dem allergischen Ereignis (92).

Da unsere Studienteilnehmer unmittelbar vor Beginn einer spezifischen Immuntherapie standen
und nach deren Beginn eine Verfidlschung des Tests nicht 100-prozentig auszuschlieen gewesen
wire, eriibrigte sich die Alternative einer erneuten BAT-Durchfiihrung in unserem Fall.

Die Testergebnisse von zwei weiteren Patienten konnten aufgrund zu hoher Werte (>10%) in der
Negativkontrolle (Pat. Nr. 23: NK 1: 14,48%, NK2: 36,14%; Pat. Nr. 24: NK1: 37,57%, NK2:
32,22%) nicht in die Auswertung mit einflieBen. Griinde hierfiir kdnnten beispielsweise eine
bereits begonnene spezifische Immuntherapie oder eine kiirzlich stattgefundene
Allergenexposition sein. Aber auch mit Pyrogenen und Endotoxinen verunreinigtes Wasser oder
technisches Equipment kdnnten zu einer Erh6hung der Basalwerte fiihren (155). Erstrebenswerte
Werte der Negativkontrolle werden vom Hersteller mit < 10% angegeben, womit sich die Anzahl
der zu wertenden Patienten folglich erneut um zwei Probanden reduzierte. Letztlich wurden in

unserer Studie 22 von urspriinglich 28 Patienten in die Auswertung eingeschlossen.
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4.3 BAT in vorliegender Studie

4.3.1 BAT mit Bienen- und Wespengift

Abweichend vom Routinestandard fiihrten wir den BAT mit jeweils 5 unterschiedlichen
Konzentrationen von Bienen- und Wespengift durch.

Dies ermdglichte uns die Bestimmung der Allergenkonzentration am Punkt der halbmaximalen
Stimulation (C50) und erlaubte uns somit die Berechnung einer Ratio C50 Bienengift/C50
Wespengift, welche uns Aufschluss iiber eine klinisch relevante Sensibilisierung auf das Allergie-
auslosende Gift geben sollte.

Mit dieser Methode erhielten wir in 6 Fillen eine Ratio zwischen 0,1 und 10 und somit eine
klinisch relevante Doppelpositivitit fiir Bienen- und Wespengift. Bei 8 Probanden errechnete sich
eine Ratio <0,1 und folglich eine Positivitét fiir Bienengift, bei 6 weiteren war die Ratio mit >10
positiv fiir Wespengift. Alle 6 doppelpositiven Fille zeigten weiterhin positive Ergebnisse sowohl
fiir sIgE als auch fiir die giftspezifischen rekombinanten Allergene rApi m 1 und rVes v 5 sowie
fiir beide Gifte im Hauttest.

Bei 4 dieser 6 Patienten (Pat. Nr. 8, 10, 16, 22) lieBen sich im Serum sIgE fiir MUX F3 aus
Bromelain und die Meerrettichperoxidase nachweisen, wobei in 3 von 4 Féllen (Pat. Nr. 10, 16,
22) der BAT das Vorhandensein einer Sensibilisierung auf mindestens eines der CCD-haltigen
Allergene bestitigte (s. S. 82).

Ein weiterer Patient (Pat. Nr. 21) zeigte fiir CCD-IgEs negative Werte, jedoch gelang mittels des
BAT der Nachweis fiir das Vorhandensein einer Sensibilisierung auf beide CCD-Vertreter
(Bromelain und HRP).

4.3.2 Konsequenz aus BAT-Ergebnissen

Bei den 6 im BAT doppelpositiven Patienten (Pat. Nr. 8, 10, 16, 17, 21, 22) empfahlen wir die
Durchfiihrung der spezifischen Immuntherapie sowohl mit Bienen- als auch mit Wespengift.

In zwei Fillen war der BAT fiir Bienen- und/oder Wespengift negativ (Pat. Nr. 1, 3).
Anamnestischen Angaben zufolge reagierte ein Patient (Pat. Nr. 1) sowohl nach Bienen- als auch
nach Wespenstich mit einer allergischen Reaktion Grad II nach Ring und Messmer (141), ebenso

zeigte sich die Hauttestung fiir beide Gifte positiv.
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Im anderen Fall (Pat. Nr. 3) war wiederholt eine systemische Reaktion Grad II nach Ring und
Messmer nach einem Bienenstich aufgetreten, die Intrakutantestung zeigte in diesem Fall ebenfalls
nur eine Monopositivitét fiir Bienengift.

In Anbetracht der in Einklang stehenden Ergebnisse von Anamnese und Hauttestung empfahl sich,
trotz negativen BAT, in diesen beiden gesonderten Féllen zum Schutze der Patienten, die
Durchfiihrung einer spezifischen Immuntherapie mit beiden Giften bei Patienten Nr. 1 sowie mit
Bienengift bei Patienten Nr. 3. Die Ursache des negativen BAT blieb in diesen Féllen unklar.

Bei 4 weiteren Patienten zeigten sich ebenfalls Diskrepanzen beziiglich der Ergebnisse in der
Flowzytometrie, der Anamnese und/oder im Hauttest. Patienten Nr. 2 und 9 waren im BAT positiv
fiir Bienengift, gaben aber an, von einer Wespe gestochen worden zu sein. Eine Intrakutantestung
wurde bei Patienten Nr. 2 aufgrund der Einnahme von B-Blockern nicht durchgefiihrt, bei
Patienten Nr. 9 war sie doppelpositiv. Wahrend das sIgE auf die rekombinanten Allergene bei
Patienten Nr. 2 doppelnegativ war, lieBen sich mittels ELISA nApi m 1, rApi m 2, rApi m 3, rApi
m 5 sowie rVes v 1 nachweisen. Patient Nr. 9 hingegen zeigte Positivitit fiir sIgE auf beide
rekombinanten Allergene, ein ELISA wurde in diesem Fall nicht durchgefiihrt. Dennoch wére
unsere Empfehlung, auch eine Therapie mit Bienengift durchzufiihren sowie die Umsténde des
Stichereignisses und somit die anamnestischen Angaben zu Uberpriifen, welche bei diesem
Patienten neben dem positiven Hauttest den einzigen Hinweis auf eine Wespengiftallergie
darstellte und bekanntermallen einen gewissen Unsicherheitsfaktor aufweist.

Bei Patienten Nr. 4 zeigte sich der BAT flir Wespengift positiv, die Hauttestung war doppelpositiv
fiir beide Gifte ebenso wie das sIgE fiir beide rekombinanten Allergene. Anamnestisch wurde
neben einer Biene weiterhin ein unklares Insekt angeschuldigt. Deswegen wiirden wir in diesem
Fall auch zu einer spezifischen Immuntherapie mit Wespengift raten.

Wihrend die Hauttestung bei Patienten Nr. 5 ein monopositives Ergebnis fiir Wespengift zeigte,
war der BAT fiir Bienengift positiv, eine klare anamnestische Angabe bezliglich des auslésenden
Insekts konnte nicht gemacht werden. Auch die Betrachtung des sIgE auf die rekombinanten
Allergene (sIgE positiv auf rVes v 5, mittels ELISA sIgE-Nachweis auf rApi m 2, rApi m 10 und
rVes v 1) war hier nicht zielfithrend. Deshalb wére bei diesem Patienten nach Durchfiihrung einer
spezifischen Immuntherapie mit Bienengift eine solche auch mit Wespengift zu erwégen.

In 10 Fillen (Pat. Nr. 6, 7, 11, 12, 13, 14, 15, 18, 19, 20) zeigten sich die Ergebnisse des BAT
konkordant mit der Anamnese und/oder mit der Hauttestung, folglich ergab sich eine klare

Indikation zur Hyposensibilisierung mit dem jeweiligen Gift.
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4.3.3 BAT mit Bromelain und Meerrettichperoxidase (HRP)

Sturm et al. beurteilten in einer 2011 ver6ffentlichten Studie die Bestimmung sIgEs auf MUX F3
aus Bromelain mittels Immuno-CAP im Rahmen der Untersuchung doppelpositiver Patienten als
ungeeignet. Uber die Hilfte aller klinisch relevanten doppelpositiven Patienten wiesen ein
gleichzeitiges Vorhandensein von sIgE auf CCDs auf, wodurch die Autoren zeigten, dass ein sIgE-
Nachweis auf CCDs eine klinisch relevante Doppelpositivitét nicht auszuschlieBen vermag (179).
Wir entschieden uns zusétzlich zur sIgE-Bestimmung auf MUX F3 aus Bromelain und HRP fiir
eine zusitzliche Testmethode und fiihrten den Basophilenaktivierungstest mit jeweils 5
unterschiedlichen Konzentrationen von Bromelain und Meerrettichperoxidase (HRP) durch.

Die Ergebnisauswertung dieser Testreihe erfolgte im Gegensatz zum Hymenopterengift nicht
mittels einer Ratio, sondern anhand eines durch ROC-Kurven von der Fa. Bithlmann Laboratories
AG, Schonenbuch, Schweiz, errechneten Cut-offs. Dieser betrug fiir Bromelain 4%, die optimalen
Werte fiir Sensitivitdt und Spezifitdt lagen bei der Meerrettichperoxidase (HRP) bei einem Cut-off
von 7%.

Da eine Sensibilisierung auf kreuzreagierende Kohlenhydratketten dem bisherigen Kenntnisstand
nach wahrscheinlich klinisch irrelevant ist (4, 100, 179), nicht mit allergischen Symptomen
korreliert und damit nicht mittels einer Anamnese zu erfassen ist, ermoglichte uns dieses Vorgehen
nicht nur die Angabe einer Sensitivitit und Spezifitit im Basophilenaktivierungstest fiir Bromelain
und HRP in Bezugnahme auf die bei der Bestimmung von CCD-IgE erhaltenen Werte, sondern
zeigte zuséatzlich in 4 weiteren Fillen eine Sensibilisierung auf CCDs auf.

Insgesamt erbrachte der BAT mit Bromelain und HRP in 15 der 22 Fille (68%) ein positives
Ergebnis auf mindestens ein Allergen (Bromelain und HRP bei Pat. Nr. 1, 5, 7, 9, 16, 19, 20, 21,
22; HRP bei Pat. Nr. 3, 6, 10, 12, 13, 18).

Anhand der Ergebnisse der Durchflusszytometriec mit beiden Hymenopterengiften und
Berechnung der Ratio ermittelten wir 14 monopositive Patienten (Bienengift: Pat. Nr. 2, 5,6, 7, 9,

12, 13, 15; Wespengift: Pat. Nr. 4, 11, 14, 18, 19, 20).

In 6 dieser Fille (Pat. Nr. 6, 7, 9, 12, 13, 19) bestdtigten sowohl die Bestimmung der sIgE auf
CCDs im Serum als auch der BAT ein Vorhandensein einer Sensibilisierung auf CCDs. Bei 3
weiteren monopositiven Patienten konnte mittels Durchflusszytometrie ein Vorhandensein einer

Sensibilisierung auf CCDs eruiert werden, CCD-IgE im Serum war in diesen Fillen (Pat. Nr. 5,

18, 20) nicht nachweisbar.

89



— Diskussion —

Die zwei Patienten mit doppelnegativem Flow2 CAST® fiir Insektengift, wiesen in beiden
Verfahren zur Detektion einer Sensibilisierung auf CCDs positive Ergebnisse auf (Pat. Nr. 1, 3),
wobei die Ergebnisse in der Flowzytometrie bei Patient Nr. 3 nur fiir die Meerrettichperoxidase
(HRP) Positivitit zeigten.

In diesen insgesamt 11 Féllen (Pat. Nr. 1, 3,5,6,7,9, 12,13, 18, 19, 20) ist eine augenscheinliche
Doppelpositivitit beziiglich sIgEs auf Bienen- und Wespengift aufgrund kreuzreagierender
Kohlenhydratketten anzunehmen.

Gemessen an der Gesamtzahl der zu wertenden 22 Studienteilnehmer ldsst sich somit in 50%
(11/22) das Vorhandensein sIgEs auf Bienen- und Wespengift mit hoher Wahrscheinlichkeit auf
das Vorhandensein von CCDs zuriickfiihren.

Bei 5 weiteren Probanden (Pat. Nr. 2, 4, 11, 14, 15) erbrachte der BAT fiir Hymenopterengift ein
monopositives Ergebnis, eine Sensibilisierung auf CCDs war in diesen Fillen weder mittels
Nachweis slgEs noch im BAT nachweisbar. Der Grund fiir eine klinisch irrelevante
Doppelpositivitit bei den hymenopterengiftspezifischen IgEs, ist in diesen 5 Féllen
moglicherweise in einer Sequenzhomologie von Giftenzymen, beispielsweise der Hyaluronidase
zu suchen (77).

Verglichen mit den Ergebnissen der Studie von Jappe et al., in welcher sIgE fiir CCDs bestimmt
und ein Inhibitionstest durchgefiihrt wurden, stehen unsere Ergebnisse mit 72,7% (16/22
Patienten) auf CCD-sensibilisierten Patienten durchaus im Einklang mit den 75,5% (111/147
Patienten) in ihrer Untersuchung (69). Auch Jappes Empfehlung beziiglich der Bestimmung von
sIgE auf HRP zur Detektion einer Sensibilisierung auf CCDs schlieBen wir uns in Anbetracht einer
von uns erhaltenen Sensitivitét fiir die Sensibilisierung auf Meerrettichperoxidase von 82% und
einer Spezifitit von 91%, an. Mit Werten von 50% fiir die Sensitivitidt und 91% fiir die Spezifitét
scheint der Nachweis einer Sensibilisierung auf Bromelain zum Nachweis dieser auf

kreuzreagierende Kohlenhydratketten insgesamt weniger geeignet.

In Bezugnahme auf die klinisch relevanten dopppelpositiven Patienten waren nur in einem Fall in
beiden Testverfahren (CAP und BAT) zum Nachweis einer Sensibilisierung auf CCDs diese nicht
nachweisbar (Pat. Nr. 17).

Insgesamt wiesen fiinf Patienten neben einer klinisch relevanten Doppelpositivitit fiir Bienen- und
Wespengift auch eine Sensibilisierung auf CCDs auf, entweder in Form von CCD-IgEs im Serum

(Pat. Nr. 8, 10, 16, 22) und/oder im BAT (Pat. Nr. 10, 16, 21, 22). So lieB3 sich bei den Patienten
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Nr. 10, 16, 21 und 22 eine positive Reaktion auf HRP im BAT aufzeigen, bei drei davon war das
sIgE auf die Meerrettichperoxidase (HRP) auch im Serum positiv (Pat. Nr. 10, 16, 22).

Bei einem Patienten (Pat. Nr. 8) widersprach das negative Ergebnis auf Bromelain und HRP des
BAT dem Vorhandensein CCD-IgEs im Serum, im BAT fiir die Insektengifte zeigte sich dagegen
eine Doppelpositivitt.

Diese Ergebnisse zeigten, dass das Vorhandensein einer Sensibilisierung auf CCDs eine klinisch
relevante Doppelpositivitit auf Bienen- und Wespengift nicht ausschlieBt, da es sich um
unabhéngig voneinander entstandene Sensibilisierungen handeln kann.

Zum gleichen Ergebnis kamen diesbeziiglich auch Sturm et al. in einer 2011 verdffentlichten
Arbeit und warnten ausdriicklich davor, eine klinisch relevante Doppelsensibilisierung aufgrund
einer vorhandenen Sensibilisierung auf CCDs zu iibersehen (179).

Die Durchfiihrung des BAT mit Bienen- und Wespengift war insbesondere in diesen fiinf Fallen
gerechtfertigt. Vor einem zu schmalspurigen diagnostischen Vorgehen ist daher auch aufgrund der
Daten der vorliegenden Studie zu warnen.

Durch Hinzuziehen des BAT bei der Detektion einer Sensibilisierung auf CCDs wiesen wir bei
insgesamt 4 weiteren Patienten das Vorhandensein einer Sensibilisierung auf kreuzreagierende
Kohlenhydratketten nach, bei denen die CCD-IgE-Bestimmung negativ ausgefallen war (Pat. Nr.
5,18, 20, 21).

Dies bestétigte das Vorhandensein einer Sensibilisierung auf diese Kohlenhydratketten allein
durch die Ergebnisse im BAT und unterstreicht die Wichtigkeit dieses Testverfahrens. Allerdings
lieB sich in einem Fall (Pat. Nr. 8) mittels Flowzytometrie keine Sensibilisierung auf CCDs
ermitteln obwohl das sIgE sowohl auf MUX F3 aus Bromelain als auch auf HRP positiv war.
Hinsichtlich einer Einfithrung der Bestimmung von sIgE auf CCDs in der Routinediagnostik
schlieBen wir uns der Empfehlung Jappes an, dieses Testverfahren komplementir anzuwenden
und hierbei die Bestimmung von sIgE auf die Meerrettichperoxidase der auf Bromelain als
Reprisentant kreuzreagierender Kohlenhydratketten vorzuziehen.

In Anbetracht einer sowohl durch den Hauttest als auch durch die sIgE-Bestimmung auf die
rekombinanten =~ Allergene  belegten  klinisch ~ relevanten =~ Doppelpositivitdit — im
Basophilenaktivierungstest bei 5 Probanden mit sIgE auf CCDs im Serum, ist die diagnostische
Bedeutung jedoch als fragwiirdig anzusehen. Diese Ansicht unterstiitzten auch Sturm et al. in threr
bereits mehrfach zitierten Studie ,Inconsistent results of diagnostic tools hamper the

differentiation between bee and vespid venom allergy* (179).
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Auch die Annahme, eine Sensibilisierung auf kreuzreagierende Kohlenhydratketten trdte nach
erstmalig stattgehabtem Hymenopterenstichereignis auf, schlie3t das Vorhandensein einer klinisch
relevanten Doppelpositivitdit mit unter Umstidnden lebensbedrohlichen Symptomen nicht mit
Sicherheit aus (2, 179).

Unseren Beobachtungen zufolge gentigt der alleinige Nachweis einer Sensibilisierung auf CCDs
nicht, um eine Doppelpositivitit zu erkldren, und erfordert ein weiterreichendes Vorgehen zur
Identifikation klinisch relevanter doppelpositiver Insektengiftallergiker.

In vorliegender Studie richteten wir das Hauptaugenmerk auf Patienten mit doppelpositivem sIgE
auf Bienen- und Wespengift. Mit einem Anteil von 59% stellten diese unter den
Hymenopterengiftallergikern mehr als die Hilfte dar (113, 137).

Die Entwicklung von Diagnoseverfahren, welche zur Detektion klinisch relevanter
doppelpositiver Patienten geeignet sind, ist daher duerst wichtig.

Die bis dato existierenden Testverfahren sind wie in unserem Fall gezeigt ergédnzend angewandt,
in vielen Féllen bei der Frage nach dem Vorliegen einer klinisch relevanten Doppelpositivitét
weiterfiihrend.

Der BAT, wie er in vorliegender Studie mittels der Berechnung der Ratio angewandt wurde, triagt
unserer Meinung nach zur Entscheidungsfindung in der Frage nach dem fiir die spezifische
Immuntherapie einzusetzenden Gift unterstiitzend bei.

Von Sturm et al. geforderte Studien, mittels Stichprovokation an akkurate negativ pradiktive Werte
fiir den BAT und die sIgE-Bestimmung auf rekombinante Allergene zu gelangen und somit einen
Goldstandard in der Diagnostik doppelsensibilisierter Patienten zu etablieren, sind ethisch
diskutabel (42, 180). Riickschliisse auf die klinische Relevanz der im BAT gewonnenen
Ergebnisse lassen aber auch Daten zur Basophilenreaktion vor, wihrend und nach Abschluss der

Immuntherapie zu (siche Kapitel 4.4).

4.4 Spezifische Immuntherapie bei Patienten mit sIgE auf Bienen- und

Wespengift

Die in der Wissenschaft lange Zeit als umstritten geltende Annahme, die spezifische
Immuntherapie ziehe eine Verdnderung der Basophilenaktivierung nach sich, lief3 sich in neueren
dazu durchgefiihrten Untersuchungen zunehmend bestitigen. 2004 veroffentlichten Erdmann et

al. eine Studie, in welcher neben der diagnostischen Wertigkeit des BAT auch die Frage nach
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einem moglichen Monitoring der spezifischen Immuntherapie bei Wespengiftallergie unter
Zuhilfenahme der Flowzytometrie als Ersatz fiir die Stichprovokation untersucht wurde. Die
Durchfiihrung des BAT mit zwei unterschiedlichen Konzentrationen Wespengift (0,1pg/ml und
1ng/ml) jeweils fiinf Tage und sechs Monate nach Beginn der Immuntherapie, lieferte zwar eine
hervorragende Sensitivitit von 92%, in Kombination mit sIgE sogar 96%, und eine
zufriedenstellende Spezifitit von 80% als diagnostisches Verfahren. Einen Benefit gegeniiber der
Stichprovokation beziiglich eines potenziellen Monitorings der spezifischen Immuntherapie,
konnte Erdmann jedoch nicht entdecken, da zu keinem Zeitpunkt eine Abnahme der
Basophilenaktivierung zu beobachten war (45).

Eine zwei Jahre spater von Ebo et al. durchgefiihrte Untersuchung bei Wespengiftallergikern kam
hingegen zu einem anderen Ergebnis. Der Wert fiir die Sensitivitét, war in dieser Studie mit 83,8%
aufgrund von Non-Respondern im Vergleich zu Erdmann deutlich niedriger, die Spezifitit
hingegen war mit 100% hervorragend.

Ebenfalls angespornt, eine Alternative zur ethisch bedenklichen und risikobehafteten
Stichprovokation aufzuzeigen, erfolgte die Durchfithrung des BAT nach fiinf Tagen, nach sechs
Monaten und, an einer gesonderten Patientenklientel nach drei Jahren spezifischer Immuntherapie.
Ebo wihlte im Unterschied zu Erdmann et al., Wespengiftkonzentrationen von 0,01 pg/ml,
0,1 pg/ml und 10 pg/ml. Wihrend nach fiinf Tagen bei problemlos tolerierter
Hyposensibilisierung keine signifikante Verdnderung basophiler CD63-Expression festzustellen
war, zeigten sich nach sechs Monaten bei submaximaler Stimulation mit 0,01 pg/ml verglichen
mit dem Ausgangswert signifikant niedrigere CD63-Werte. Nach drei Jahren spezifischer
Immuntherapie zeigten 60% der untersuchten Patienten mit Wespengift in den Konzentrationen
0,01 pg/ml und 0,1 pg/ml eine signifikante Hemmung der Aktivierung basophiler Granulozyten
in der Flowzytometrie. Auch wenn diese riicklaufige Expression mdglicherweise einem IgE-
Riickgang oder aber der Induktion hemmender IgG-Antikorper zuzuschreiben war, werteten Ebo
et al. den BAT als potenzielle In-vitro-Methode zur Uberpriifung eines Therapieerfolges nach
spezifischer Immuntherapie (42).

Kucera et al. beobachteten 2010 bei der Untersuchung von Bienengiftallergikern unter spezifischer
Immuntherapie und wiederholter BAT-Kontrolle Ahnliches und entdeckten eine Korrelation
zwischen Abnahme basophiler Sensitivitit und gut tolerierter Stichprovokation. Die Ergebnisse
ihrer Studie veranlassten auch sie zur Annahme, die Durchfiihrung eines BAT nach mindestens
3,1 Jahren andauernder spezifischer Immuntherapie beinhalte ein gewisses Potenzial fiir ein

Monitoring (88).

93



— Diskussion —

2012 beobachteten Erzen et al. bei Insektengiftallergikern einen Riickgang basophiler Aktivierung
im CD63-BAT bei submaximaler Giftkonzentration mit 0,1 pg/ml auf nahezu ein Viertel des
Ausgangswertes von 41% auf 13% ein Jahr nach beendeter spezifischer Inmuntherapie. Auch 2,5
bis 6 Monate nach der im Anschluss durchgefiihrten Stichprovokation rangierten die Werte der
Patienten, die diese toleriert hatten, in der Flowzytometrie bei 12% fiir das jeweilige Insektengift.
Eine signifikante Verdnderung im BAT mit maximaler Giftkonzentration von 1 pg/ml war
hingegen nicht zu detektieren. Weiterhin zeigte eine Patientin, welche auf die spezifische
Immuntherapie nicht angesprochen hatte und systemisch auf ein erneutes Stichereignis reagierte,
keine messbaren Verdnderungen im BAT. Giftspezifische IgE-Antikorper waren bei mehr als 50%
aller Patienten nach beendeter Immuntherapie nachweisbar und sogar 2,5 bis 6 Monate nach
Stichprovokation wieder erhoht (46).

Eine Studie von Zitnik et al. zu einem moglichen Monitoring der spezifischen Immuntherapie bei
Kindern mit Bienengiftallergie ergab dhnliche Werte beziiglich des Riickgangs der basophilen
Aktivierung bei einer Giftkonzentration von 0,1 pl/ml und stiitzte somit die Ergebnisse von Erzen
et al. (198).

Verglichen mit Beobachtungen eines Riickgangs des sIgEs im Rahmen der Immuntherapie, lieferte
der BAT in dieser Hinsicht deutlich bessere Ergebnisse. Van Halteren et al. berichteten von einem
negativen IgE nach Beendigung der spezifischen Immuntherapie bei gerade einmal ca. 10% ihrer
Patienten (191).

Andere Quellen widerlegen ebenfalls einen Nutzen von Hauttest, sIgE oder IgG4-Bestimmung
beim Monitoring zum Verlauf bzw. Erfolg der spezifischen Immuntherapie (16, 190).

In  Anbetracht oben genannter Studien verdichten sich die Hinweise, der
Basophilenaktivierungstest stelle zum heutigen wissenschaftlichen Standpunkt die In-vitro-
Methode mit dem gréfiten Potenzial fiir ein Monitoring der spezifischen Immuntherapie dar und
konne somit in Zukunft als ethisch vertretbare Alternative zur risikobehafteten Stichprovokation
herangezogen werden.

Die spezifische Immuntherapie mit Bienen- und/oder Wespengift gilt bei Insektengiftallergikern
als die kausale Behandlungsform und verspricht mit einem Therapieversagen in Form einer
erneuten allergischen Reaktion in nur ca. 6,5% der Fille sehr gute Erfolgsraten (148).

Haufig diskutiert und Gegenstand sdmtlicher Studien ist das Prozedere bei Patienten mit
doppelpositiven Ergebnissen in den Routinetests wie Hauttestung und Bestimmung sIgE-

Antikorper, aber unklarer oder nur fiir ein Insekt positiver Anamnese.
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Aufgrund klinisch irrelevanter Sensibilisierung oder Sensibilisierung auf kreuzreagierende
Kohlenhydratketten (CCDs) in mehr als 50%, ldsst sich die Durchfiihrung einer spezifischen
Immuntherapie mit beiden Hymenopterengiften in Anbetracht der eher selten vorkommenden
»echten®, klinisch relevanten Doppelpositivitét in vielen Fillen nicht rechtfertigen (65, 113).
Zum Wohle des Patienten und im Hinblick auf die Kosten fiir das Gesundheitssystem ist, vor einer
Hyposensibilisierung mit beiden Giften diese Indikation individuell abzuwédgen und jedmogliches
zielfiihrendes Diagnostikverfahren zur Problemldsung heranzuziehen (174).

So warnen Wissenschaftler bei AufBerachtlassen der klinischen Relevanz bzw. bei nicht
stattgehabter Symptomatik vor dem Risiko einer Ubertherapie oder einer De-novo-
Sensibilisierung bei Patienten mit unspezifischen oder durch Sensibilisierung auf
kreuzreagierende Kohlenhydratketten hervorgerufene doppelpositive Testergebnisse (179).

Im Falle einer, in der Praxis eher seltenen, eindeutig klinisch relevanten Doppelsensibilisierung
mit schwerer allergischer Reaktion auf beide Gifte, ist eine spezifische Immuntherapie mit Bienen-
und Wespengift allerdings absolut indiziert.

Stoevesandt et al. kritisierten 2013 fehlende Leitlinien beziiglich des Vorgehens bei dieser
Patientenklientel. In der bisher groBten Singlecenter-Studie iiber den Langzeiteffekt der
spezifischen Immuntherapie erfassten sie retrospektiv iiber einen Zeitraum von 20 Jahren 635
leitliniengerecht mit einem Insektengift fiir mindestens drei Jahre hyposensibilisierte Patienten.
351 (55,3%) der Probanden zeigten eine Doppelsensibilisierung auf Bienen- und Wespengift,
wovon 107 doppelpositives sIgE, 84 einen doppelpositiven Hauttest und 160 Patienten
doppelpositive Werte in beiden Testverfahren aufwiesen.

In Anbetracht des Wiederauftretens allergologischer Symptome nach einem Insektenstich in nur
7,8% der doppelsensibilisierten Patienten, sahen Stoevesandt et al. keinen signifikanten
Zusammenhang zwischen einer Doppelpositivitit und dem Auftreten einer Anaphylaxie bei
erneutem Stichereignis. Daraus schlossen sie, dass eine spezifische Immuntherapie mit nur einem
Hymenopterengift in der Mehrzahl dieser gesonderten Patientenklientel ausreiche und nur bei
klinisch relevanter und bekannter Doppelsensibilisierung mit beiden Giften durchzufiihren sei. Ein
auf Anamnese, Hauttest und sIgE aufbauender Algorithmus sollte in Zukunft in der Fragestellung
der addquaten Giftauswahl behilflich sein (173).

Allerdings birgt dieser Algorithmus in mehrerlei Hinsicht Gefahren. Der Hauttest spielt in diesem
eine zentrale Rolle und soll in Abhéngigkeit von der klinischen Auspragung zusammen mit dem
sIgE fiir das therapierelevante Hymenopterengift richtungsweisend sein. Laut Literatur aber kann

das Testergebnis bei positiver Klinik negativ oder aber falsch positiv ausfallen (138). So erhielten
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Sturm et al. in einer Untersuchung doppelpositive Ergebnisse im Hauttest in 69% der bei der
Bestimmung von sIgE doppelsensibilisierten Patienten. Die Autoren vermuteten hierbei falsch-
positive Reaktionen aufgrund von Histaminausschiittung, toxischer Giftreaktion oder aber
Mastzellaktivierung durch kreuzreagierende Kohlenhydratketten (179). Zu bedenken ist
auBerdem, dass in besonderen Fillen aufgrund gegebener Kontraindikationen eine
Intrakutantestung nicht durchfiihrbar und somit der Algorithmus nicht anwendbar ist (10).

Ein weiterer Kritikpunkt an dem Verfahren ist das vollige AuBerachtlassen jeglicher zelluldrer In-
vitro-Verfahren.

Wiren wir in unserer Studie Stoevesandts Algorithmus gefolgt, wére in vier Fillen (Pat. Nr. 8, 10,
16, 21), in welchen uns der Basophilenaktivierungstest ein doppelpositives Ergebnis zeigte, die
spezifische Immuntherapie mit nur einem Gift durchgefiihrt worden und hétte den Patienten
folglich bei erneutem Stichereignis durch das jeweils andere Insekt, moglicherweise dem Risiko
einer Anaphylaxie ausgesetzt. In 3 weiteren Féllen wurde aus diversen Griinden keine Hauttestung
durchgefiihrt. Hier wére der Algorithmus nicht anwendbar gewesen.

Mittels des BAT wund der berechneten Ratio konnten wir die Anzahl der zu
doppelhyposensibilisierenden Patienten von urspriinglich 22 auf 6 reduzieren.

Mit diesen 27%, lagen wir deutlich unter dem in der Literatur zitierten Wert fiir das Vorliegen
einer klinisch relevanten Doppelpositivitit von 32-67% (159, 174).

Auch Frick et al., die mittels des IgE-Nachweises auf die rekombinanten Allergene rApim 1, rApi
m 3 und rApi m 10 des Bienengifts sowie rVes v 5 und rVes v 1 Werte fiir eine Doppelpositivitit
auf beide Gifte von 65,9% bzw. 54,2% ermittelten, lagen damit deutlich iiber unseren Ergebnissen
(53).

Seismann et al. hingegen sahen das Vorliegen einer Doppelpositivitit in 70-80% in einer
Kreuzreaktivitidt ohne klinische Relevanz begriindet. Damit stimmen ihre Werte mit unseren
Werten im Hinblick auf eine behandlungsbediirftige Doppelpositivitit weitgehendst iiberein (163).
In unseren 6 Féllen sahen wir, gestiitzt auf die doppelpositiven Ergebnissen im BAT, im Hauttest,
bei der Bestimmung sIgEs auf die rekombinanten Allergene rApi m 1 und rVes v 5 sowie des
insektengiftspezifischen IgEs die Indikation zur Durchfiihrung der spezifischen Immuntherapie
mit Bienen- und Wespengift eindeutig als gegeben an.

Studien unterstrichen die diagnostische Wertigkeit nicht nur bei Insektengiftallergie, sondern auch
bei anderen Allergien vom Soforttyp wie beispielsweise der Arzneimittelallergie und der

Nahrungsmittelallergie (3, 76, 121, 127, 186). Hohe Sensitivitdten und Spezifititen zeichneten den
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Basophilenaktivierungstest als wertvolle Ergénzung der Diagnostik bei problematischen und
unklaren Fillen allergologischer Patienten aus (40, 149).

Trotz vieler erfolgreicher Studien beanstandeten Kritiker die hohen Kosten und den Zeitaufwand
sowie die nicht allgegenwirtige Verfligbarkeit des BAT (26, 38).

Chirumbolo warnte in seinem 2012 ver6ffentlichten Update iliber den BAT vor einer
Diagnosestellung, singuldr beruhend auf einer prozentualen Angabe von exprimiertem CD63.
Vielmehr forderte er eine Zusammenschau aller allergologischer Parameter und verwies auf den
Goldstandard von Hauttest und Bestimmung von sIgE. Des Weiteren forderte er eine
Mindestanzahl von 250 erfassten Basophilen in der Auswertung sowie die Einfilhrung weiterer
Aktivitdtsmarker (26).

Die zur Verfiigung stehenden Tests zum Nachweis sIgEs auf die rekombinanten Allergene rApi
m 1, rVes v5und rVes v 1 zeigten in den bisherigen Studien, besonders hinsichtlich rApi m 1, nur
mafige Sensitivititen (86, 117, 178). Folglich bedarf es vor allem fiir das Bienengift dringend
einer Ergédnzung der Bandbreite kommerziell erhéltlicher Tests zum Nachweis sIgEs auf weitere
rekombinante Allergene durch weitere ambitionierte Forschung.

Ebenfalls zu dieser Ansicht gelangten Neis et al. in einer Untersuchung an CCD-positiven
Insektengiftallergikern. Auch wenn sie das Potenzial komponentenaufgeloster Diagnostik nicht
bestritten, sahen sie die sigE-Bestimmung auf rApi m 1 und rVes v5 als unzureichend an. Bis zur
Einfiihrung weiterer IgE-Nachweisverfahren auf rekombinante Allergene aus Insektengiften,
hielten sie die zusétzliche Durchfiihrung komplementérer In-vitro-Verfahren, wie beispielsweise
des Basophilenaktivierungstests, fiir unverzichtbar (115).

Weitere Unterstiitzung unserer Erkenntnisse erfahren wir von KoroSec et al.. 2013 verdffentlichten
sie eine Studie Uber Patienten mit negativem insektengiftspezifischem IgE bei glaubhafter
positiver Anaphylaxieanamnese. Das sIgE auf rApi m 1, rVes v 5 und rVes v 1 war lediglich bei
3 von 21 Patienten nachweisbar (3-mal rVes v 5-IgE) und ergab somit nur eine niedrige Sensitivitit
von 14% fiir rVes v 5-sIgE. Der Intrakutantest zeigte immerhin in 12 von 21 Féllen ein positives
Ergebnis, allerdings war er bei 4 von 12 Patienten doppelpositiv. Entscheidendes Diagnostikum
war auch in dieser Studie der Basophilenaktivierungstest mit einer Sensitivitdt von 81% und einer
Spezifitdt von 85% (86).

In Anbetracht dieser Ergebnisse iiberzeugt die Flowzytometrie auch in der Anwendung bei
Patienten mit negativem sIgE fiir Insektengift als unverzichtbares Werkzeug fiir den Kliniker und
scheint den bisher kommerziell verfiigbaren IgE-Nachweisverfahren auf rekombinante Allergene

teilweise in dieser Fragestellung iiberlegen.
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5 Zusammenfassung

Allergien auf Stiche von Bienen und Wespen stellen in Europa mit einer Préavalenz von 0,8-5%
keine Seltenheit dar. Das klinische Bild reicht hierbei von einer Lokalreaktion mit Rétung und
Schwellung bis hin zur potenziell letalen Anaphylaxie. Eine spezifische Immuntherapie mit
Hymenopterengift kann im Falle einer Re-Exposition lebensrettend sein und stellt mit Erfolgsraten
von bis zu 100% die wichtigste Therapieform bei der Insektengiftallergie dar. Der zur Verfiigung
stechende Goldstandard zur Diagnostik einer Insektengiftallergie, bestehend aus Anamnese,
Hauttest und sIgE-Bestimmung auf Gesamtextrakte von Bienen- und Wespengift, wurde in
neuerer Zeit durch die Bestimmung sIgEs auf einzelne Allergenkomponenten, sogenannte
rekombinante Allergene, erginzt.

Wir widmeten uns in der vorliegenden Studie einer Patientenklientel mit einer Sensibilisierung auf
beide Insektenarten aufgrund des Nachweises von sIgE sowohl auf Bienen- als auch auf
Wespengift, da die Entscheidung fiir das relevante Gift fiir die spezifische Immuntherapie in
solchen Fillen mit Unsicherheiten einhergeht.

Die Frage nach der Wertigkeit des Basophilenaktivierungstests (BAT) sowie der Bestimmung
slgEs auf verfligbare rekombinante Allergene und auf kreuzreagierende Kohlenhydratketten
(CCDs) bei Patienten mit doppelpositivem sIgE fiir Bienen- und Wespengift stand hierbei im
Vordergrund.

22 Patienten mit sIgE auf Bienen- und Wespengift und einem oder mehreren vorangegangenen
anaphylaktischen Stichereignissen wurden in die Untersuchung einbezogen, zehn weitere
Personen mit negativem IgE auf Hymenopterengifte dienten als Kontrollen.

Wir bestimmten das spezifische IgE auf die Allergenkomponenten rApi m 1 des Bienen- sowie
rVes v 5 des Wespengifts sowie auf MUX F3 aus Bromelain und auf die Meerrettichperoxidase
(HRP) als Marker fiir die CCDs. Des Weiteren erfolgte die Durchfithrung des BAT (Flow2
CAST®, Fa. Biihimann Laboratories AG, Schweiz) mit 5 unterschiedlichen Konzentrationen
kommerziell erhiltlichen Bienen- als auch Wespengifts sowie des Bromelains und der
Meerrettichperoxidase. In 10 Féllen erfolgte zusitzlich die Antikorper-Bestimmung auf
ausgewihlte weitere rekombinante Allergene beider Hymenopterengifte (nApi m 1, rApi m 2, r

Apim 3, rApim 5, rApim 10, rVes v I, rVes v 2, rVes v 3, rVes v 5) mittels ELISA.

98



— Zusammenfassung —

Anstatt eines liblicherweise angewandten prozentualen Cut-off-Wertes, erfolgte die Auswertung
der BAT-Ergebnisse mittels einer Ratio, in die die Konzentration bei halbmaximaler Stimulation
durch beide Gifte einging (C50 Biene/C50 Wespe). Werte < 0,1 sprachen fiir eine klinisch
relevante Sensibilisierung auf Bienengift, Werte zwischen 0,1 und 10 fiir eine klinisch relevante
Doppelsensibilisierung auf Bienen- und Wespengift und Werte > 10 fiir eine klinisch relevante
Sensibilisierung auf Wespengift.

Die Interpretation der Ergebnisse der Flowzytometrie mit Bromelain und Meerrettichperoxidase
erfolgte hingegen mittels von der FA. Bithlmann AG, Schonenbuch, Schweiz, festgesetzten Cut-

off-Werte. Werte > 4% fiir Bromelain bzw. > 7% fiir die Meerrettichperoxidase galten als positiv.

Doppelt positive, doppelt negative bzw. einfach positive Ergebnisse bei der Bestimmung des sIgEs
auf rApi m 1 und rVes v 5 fanden sich in 12, 1 bzw. 9 der 22 Fille. Die sIgE-Bestimmung auf
weitere rekombinante Allergene mittels ELISA zeigte bei den letzteren Féllen auf das andere
Insektengift eine positive Reaktion bis auf einen Fall.

Anhand der Testergebnisse im BAT ergab sich eine klinisch relevante Monopositivitét in 14 der
22 Fille, in welchen wir eine spezifische Immuntherapie mit dem jeweiligen Hymenopterengift (8
Félle mit Bienengift, 6 Félle mit Wespengift) fiir indiziert hielten. Das anamnestisch
angeschuldigte Insekt stand nur in einem Fall in Widerspruch zu diesen Ergebnissen. Eine
Doppelpositivitit im BAT ergab sich in 6 Féllen, eine Doppelnegativitit in 2 Fillen, wobei
anamnestisch nur 2 Patienten sicher auf beide Insektengifte reagiert hatten. Mittels sIgE-
Bestimmung auf MUX F3 aus Bromelain und Meerrettichperoxidase (HRP) bzw. mittels BAT
gelang bei 12 bzw. 16 der 22 Patienten der Nachweis einer Sensibilisierung auf kreuzreagierende
Kohlenhydratketten (CCDs). Der BAT mit Bromelain bzw. Meerrettichperoxidase zeigte eine
Sensitivitdt von 50% bzw. 81% und eine Spezifitit von 91% bzw. 90%, bezogen auf die Ergebnisse

der sIgE-Bestimmung.

Die sIgE-Bestimmung auf die zum Zeitpunkt der Studiendurchfithrung kommerziell erhéltlichen
sowie auf weitere rekombinante Allergene ergab in 21 der 22 Félle eine genuine
Doppelsensibilisierung auf Bienen- und Wespengiftallergene unabhingig von einer
Sensibilisierung auf CCDs, wobei, beruhend auf den Ergebnissen des Basophilenaktivierungstests,
nur 6 davon als klinisch relevant zu betrachten waren. Eine diagnostische Stichprovokation zur

Uberpriifung dieser Werte wurde aus ethischen Griinden allerdings nicht durchgefiihrt.
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Auch die Bestimmung von sIgE auf CCDs im Patientenserum war fiir die Diagnostik einer klinisch
relevanten Doppelpositivitdt nicht weiterfiihrend, da ein Vorhandensein einer Sensibilisierung auf
kreuzreagierende = Kohlenhydratketten das Vorliegen einer Allergie gegen beide
Hymenopterengifte nicht ausschloss. Dariiber hinaus konnten mit dem BAT mehr

Sensibilisierungen auf CCDs detektiert werden als mit der Bestimmung der sIgEs.

Als nicht invasives und somit fiir den Patienten ungefdhrliches Testverfahren mit hohen
Sensitivitdten sowie mit der Moglichkeit einer Simultantestung mehrerer Allergene stellt der
Basophilenaktivierungstest ein wertvolles und weiterfiihrendes Diagnostikum dar. In Anbetracht
von Aufwand und Kosten bleibt er bis dato schwierigen Fragestellungen vorbehalten und sollte

ergdnzend zu den Standardverfahren (Anamnese, sIgE, Hauttest) angewandt werden.

Die Erkenntnisse der hier durchgefiihrten Studie unterstiitzen den Kliniker in der Festlegung des
therapeutischen Prozedere und in der Wahl des klinisch relevanten Gifts zur Hyposensibilisierung
bei Patienten mit spezifischem IgE sowohl fiir Bienen- als auch fiir Wespengiftallergene. Dennoch
wird die klinische Relevanz einer Doppelpositivitdt bei Insektengiftallergikern weiterhin

wissenschaftlich detaillierter untersucht werden miissen.
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2 Anhang

Werte VP 01
Evaluation Dose Response BAT
C50 (ng/ml)
Bee Venom 280 Bee neg
Wasp Venom 285 Wasp neg Kriterien
Ratio <0.1 Ratio > 10
Ratio B/W 0,982 n.a. Bee Pos Wasp pos
Bromelain 1100 pos
HRP 8 pos
30,0 300
250 250
200 20,0
—+—8aa ——Wasp
2 ~——Ds0 a ——D50
a15,0 0150
g Max ] Max
Min Min
10,0 100
50 //\ / 50
00 . \\—// 00 w

01 10 10,0 100,0 1000.0 0.1 1.0 10,0 100.0 1000.0
Bee venom ¢ (ng/ml) Wasp venom ¢ (ng/ml)
300 50,0
/ 450 //’
250 / 40,0 / /
350
20,0 / S
/ 300 —e—HRP
b4 —— D50 2 — D50
gﬁ.o - 8250 / .
Min 200 / M
100 / 15,0 4
10,0
50
'\o—/—/l >
10 100 100,0 1000,0 10000,0 10 10,0 100,0 1000,0 10000,0

Bromelain ¢ (ng/mil) HRP ¢ (ng/ml)
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Werte VP 02
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Evaluation Dose Response BAT

C50 (ng/ml)
Bee Venom 1,7
Wasp Venon 41 Kriterien
Ratio < 0.1 Ratio > 10
Ratio B/W 0,041 Bee pos Bee Pos Wasp pos
Bromelain >2850 neg
HRP >2850 neg

400 50,0
350 450 /
40,0
30,0 — /
/ 350
250 —+—Bae /
§2°0 /—/ e n30.0 / —4—\:;5;1
: me | | Bzs0
/ Min § M
150 / 200 / Min
10,0 / 150 /
50 10,0
50
00 . \‘/
01 10 100 100,0 10000 00 -
Bee venom ¢ (ng/ml) 01 / Wasp velfbfhc (ngiml) 1000 10000
40,0 40,0
350 350
30,0 300
250 ——HRP
2 —pso
§20.0 Max
Min
15,0
10,0 10,0
50 50
-, .___“‘————o——o———-—'__"“‘---.._____.
00 - T T 0.0
1.0 10.0 1000 1000,0 10000,0 10 100,0 1000,0 10000,0

Bromelain ¢ (ng/ml)
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Werte VP 03
Evaluation Dose Response BAT
C50 (ng/ml)
Bee Venom 285 Bee neg
Wasp Venom 285 Wasp neg Kriterien
Ratio < 0.1 Ratio > 10
Ratio B/W 1,000 n.a. Bee Pos Wasp pos
Bromelain >2850 neg
HRP 200 pos
60,0 80,0
500 50,0
40,0 40,0
2 300 ::;; Ba00 —:so
i = -
200 00 /
10,0 L 100 /
/*"‘__°___"——0 00 T
00 01 1.0 10,0 1000 1000,0
01 10 Bee veriSific (ngim) 1000 1000,0 Wasp venom ¢ (ng/ml)
60,0 4 1000
90,0
500 80,0 /\
70.0
00 60,0 / \ =
an.o _:‘;‘: 2 500 / \\ ~om
] Min § 40,0 / \ ::
200 30,0 /
20,0
100 10,0 ,/
0'01.0 m 10000,0 -1221 0 100 1900 10000 1%0pe.o

Bromelain ¢ (ng/mil)

HRP ¢ {ng/ml)
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Werte VP 04

Evaluation Dose Response BAT
C50 (ng/ml)
Bee Venom 210
Wasp Venom 20 Kriterien
Ratio < 0.1 Ratio > 10
Ratio B/W 10,500 Wasp pos Bee Pos Wasp pos
Bromelain =>2850 neg
HRP >2850 neg
60,0 60,0
50,0 50,0
40,0 40,0
——Een —+—Wasp
o —— D50 ] / ——D50
8300 Max §30.0 Max
Min Min
200 // 200
10,0 / 10,0 /
00 T - 0.0 /./ ’ .
01 10 10,0 100.0 10000 01 1.0 10,0 100,0 1000,0
Bee venom ¢ (ng/ml) Wasp venom ¢ (ng/mil)
80,0 60,0
50,0 50,0
40,0 40,0
2 300 - 2::“""' %00 R
a lax
2 200 :T: F200 :
10,0 10,0
0,0 T * T g 00 +———* ey e % 4
1jo 10,0 100,0 1000,0 10000,0 1lo 10,0 100,0 1000,0 10000,0
10,0 -10,0 -
Bromelain ¢ (ng/ml) HPR ¢ (ng/ml)
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Werte VP 05

Evaluation Dose Response BAT

C50 (ng/ml)
Bee Venom 5
Wasp Venon 285 Kriterien
Ratio < 0.1 Ratio > 10
Ratio B/W 0,018 Bee pos Bee Pos Wasp pos
Bromelain >2850 neg
HRP >2850 neg
90,0 90,0
80,0 80,0
70,0 //\\ 700
60,0 80,0
\ ——Bee ——Wasp
§50.D \ Vad — D50 gw,o J—T)
/ \ / M Max
Q400 / \ / i Q00 o
30,0 / N 300
20,0 / 20,0
10,0 _— 10,0 P ——
0,0 T T T 00 .
0.1 10 10,0 100,0 1000,0 0,1 10 10,0 100,0 1000,0
Bee venom c (ngiml) Wasp venom ¢ (ng/ml)
80,0 90,0
80,0 80,0
700 70.0
60,0 60,0
—+— Bromelain ——HRP
gso,o — Do Eso,o —— D50
Max Max
Fa00 - 400 o
200 300 /_""-“‘n._\
200 N 20,0
10,0 10,0
\\——o—o——. \‘N"“‘——O
1.0 10,0 100,0 1000,0 10000,0 1,0 10,0 100.0 1000,0 10000,0
Bromelain ¢ (ng/ml) HPR ¢ (ng/ml)
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Werte VP 06

— Anhang —

Evaluation Dose Response BAT

C50 (ng/ml)
Bee Venom 4
Wasp Venom 70 Kriterien
Ratio <0.1 Ratio > 10
Ratio B/W 0,057 Bee pos Bee Pos Wasp pos
Bromelain >2850 neg
HRP >2850 neg
90,0 80,0
80,0 /’ 70,0
70,0 / 60.0 »
60,0 /
/ - 50,0 -
@ 50,0 ——Bee ||| / ——Wasp
: — 52|80 , =
Q400 / min |f|X p, Min
30,0 ! /
200 / 20,0 /
10,0 / 10,0 .—*_/‘,
0,0 . . : 0,0 . : .
01 1,0 10,0 100,0 1000,0 01 1,0 10,0 00,0 1000,0
Bee venom ¢ (ng/ml) Wasp venom c (ng/ml)
80,0 80,0
70,0 70,0
60,0 60,0
50,0 50,0 _
“os|[|& ~oso
§ 40,0 Max g 40,0 v
2300 Min % 200 Min
20,0 20,0 A
10,0 10,0 ,/ \\w
0,0 m—n = A2 0,0 = - -
1,0 10,0 100,0 1000,0 10000,0 1,0 10,0 100,0 1000,0 10000,0
B in ¢ (ng/ml) HRP ¢ (ng/ml)
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Werte VP 07

— Anhang —

Evaluation Dose Response BAT

C50 (ng/ml)
Bee Venom 0,45
Wasp Venon 120 Kriterien
Ratio <0.1 Ratio > 10
Ratio B/W 0,004 Bee pos Bee Pos Wasp pos
Bromelain 500 pos
HRP 4,5 pos
120,0 100,0
90,0
100,0
/ﬁ\_’\‘ 80,0
70,0
80,0
—+—Bee 60,0 / —e—Wasp
a2 ——D50 a / —— D50
§ 60,0 . g 50,0 -
Min 40,0 Min
40,0 /
30,0 /
200 200 \
10,0
S
00 00 - -
01 10 10,0 100,0 1000,0 0.1 100 100, 1000,0
Bee venom ¢ (ng/ml) Wasp venom ¢ (ng/ml)
100,0 100,0
200 9200 ““"__._"_‘H““L-._______’______.
80,0 80,0
700 / 70,0
60,0 60.0 ——HRP
2 / ——D50 = —— D50
8 50,0 ¥ ax 8 500 M
* 40,0 Min 40,0 Min
30,0 / 30,0
20,0 / 20,0
100 _',.// 10,0
00 s 00 :
10 100 100,0 1000,0 10000,0 10 100,0 1000,0 10000,0
Bromelain ¢ (ng/ml) HPR ¢ {ng/ml)
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Werte VP 08
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Evaluation Dose Response BAT
C50 (ng/ml)
Bee Venom 140 Bee pos
Wasp Venon 285 Kriterien
Ratio < 0.1 Ratio > 10
Ratio B/W 0,491 n.a. Bee Pos Wasp pos
Bromelain >2850 neg
HRP >2850 neg
50,0 4 500
45,0 450
40,0 400
35,0 350
30,0 —+—Bee 30,0 ——Wasp
250 / _:: gzs.o _ﬁ
20,0 Min 200 Min
150 / 15,0 2
10,0 10,0
50 ’_‘_‘__/’/ 50 P —/'/
00 T 0.0
01 10 10,0 100,0 1000,0 01 1.0 10,0 100,0 1000,0
Bee venom ¢ (ng/ml) Wasp venom ¢ (ng/ml)
50,0 50,0
450 450
40,0 40,0
350 350
30,0 30,0 ——HRP
Ezs.o _z: Ezs.o _ :i:
20,0 Min 20,0 Min
150 15,0
10,0 10,0
50 50
00 e, —es S 00 e :
1,0 10,0 100.0 1000,0 10000,0 1.0 10,0 100,0 1000,0 10000,0
Bromelain ¢ (ng/mil) HRP ¢ (ng/ml)
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Werte VP 09

— Anhang —

Evaluation Dose Response BAT

C50 (ng/ml)
Bee Venom 140 Bee pos
Wasp Venom 285 Kriterien
Ratio <0.1 Ratio > 10
Ratio B/W 0,491 n.a. Bee Pos Wasp pos
Bromelain >2850 neg
HRP >2850 neg
50,0 50,0
450 45,0
400 40,0
35,0 35,0
30,0 ——Bee 30,0 ——Wasp
250 / _:: gzs.o _ﬁ
20,0 Min 20,0 Min
15,0 / 150 =
100 10,0 /
50 »ﬁ_‘__,,// 50 p—
0,0 - 00
0,1 10 10,0 100,0 1000,0 01 10 10,0 100,0 1000,0
Bee venom ¢ (ng/ml) Wasp venom ¢ (ng/ml)
50,0 7 50,0
450 450
40,0 40,0
350 35,0
30,0 30,0 ——HRP
§ —D50 ] ——D50
25,0 e 8250 Max
§2[).0 Min §2-::.0 Min
15,0 150
100 10,0
50 50
00 T e 00 ——— |
10 10,0 100,0 1000,0 10000,0 10 10,0 100,0 1000,0 10000,0
Bromelain ¢ (ng/mil) HRP ¢ {ng/ml)
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Werte VP 10

Evaluation Dose Response BAT

C50 (ng/ml)
Bee Venom 180 Bee pos
Wasp Venon 285 Wasp pos? Kriterien
Ratio < 0.1 Ratio > 10
Ratio B/W 0,632 Doppel positiv? Bee Pos Wasp pos
Bromelain >2850 neg
HRP >2850 neg
60,0 4 80,0
50,0 500
40,0 40,0
/ ——Bee ——Wasp
8300 _:: gac.o _3‘2
Min Min
20,0 200 2
10,0 J// 10,0 /
0.0 00 .
01 10 10,0 100,0 1000,0 01 1.0 10,0 100,0 1000,0
Bee venom ¢ (ng/ml) Wasp venomc (ng/ml)
60,0 60,0
50,0 50,0
400 400
—+— Bromelain —+—HRP
an.o _:‘: E-‘*ﬁ-o o S::
Min Min
200 200 ——
10,0 100
00 .‘\\“""‘_ — — 00 / S— .
1,0 10,0 100.0 1000,0 10000,0 1.0 10,0 1000 1000,0 10000,0
Bromelain ¢ (ng/mil) HRP ¢ (ng/ml)
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Werte VP 11

— Anhang —

Evaluation Dose Response BAT

C50 (ng/ml)
Bee Venom 0,45
Wasp Venon 285 Kriterien
Ratio < 0.1 Ratio > 10
Ratio B/W 0,002 Bee pos Bee Pos Wasp pos
Bromelain 4,5 pos
HRP 9 pos
100,0 900
0,0 80,0
AN VRN
80,0 \ / - 70,0
70,0 \ / 60,0
80,0 ‘\ ,-"‘ B s00 ——Wasp
g —D50 el —— D50
§ 50,0 \ / v §40.0 /—\ Max
40,0 \ / Min \ Min
300 -
300 = ' ~.
20,0 200
10,0 10,0
0,0 T T T 0,0 T u
01 1.0 10,0 100,0 1000,0 01 10 10,0 100,0 1000,0
Bee venom ¢ (ng/ml) Wasp venomc (ng/ml)
100,0 100.0
90,0 90,0
800 \\ 800 //\\
70,0 \ 70,0 \
/ N
80,0 60,0
2 \ / —D0s0 2 / \
o 500 ! . Max 50.0
3 40,0 \ / Min 40,0
300 \\ // 30,0
200 200
100 N 100
0,0 T - 00 T T
1.0 10,0 100,0 1000,0 10000,0 10 10,0 100,0 1000,0 10000,0
Bromelain ¢ (ng/ml) HRP ¢ (ng/ml)
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Werte VP 12

Evaluation Dose Response BAT

C50 (ng/ml)
Bee Venom 20
Wasp Venon 285 Kriterien
Ratio < 0.1 Ratio > 10
Ratio B/W 0,070 Bee pos Bee Pos Wasp pos
Bromelain >2850 neg
HRP 4,5 pos
70,0 70,0
60,0 60,0
50,0 / — 50,0
30,0 :B" 400 :w,sp
: | § M

30,0 / Min 300 Min
20,0 20,0
00 .“_/ oo ._I_.___._-——I-o-—-..________‘_________._-a

01 1,0 10,0 100,0 1000,0 01 1.0 10,0 100,0 1000,0
Bee venom c (ng/ml) Wasp venom c (ng/mil)
70,0 0,0
50,0 80,0
700
50,0
60,0
—+— Bromeksin \ ——HRP
g‘I(J.D —_pso 50,0 — D50
8 s 8 s
0,0
#300 n 0 \ i
30,0
20,0 \
200
10,0 10,0
L
00 e 0,0 . - -
1.0 10,0 1000 1000,0 100000 10 10,0 1000 1000.0 10000,0
Bromelain ¢ (ng/ml) HRP & (ng/ml)
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Werte VP 13

Evaluation Dose Response BAT
C50 (ng/ml)
Bee Venom 0,45
Wasp Venon 40 Kriterien
Ratio < 0.1 Ratio > 10
Ratio B/W 0,011 Bee pos Bee Pos Wasp pos
Bromelain >2850 neg
HRP 15 pos
90,0 80,0
80,0 /ﬁ—-‘\\ 70,0
70,0 r \*____,..-" 60,0
60,0
e Bee 50,0 ——wasp
gsn.o Y @ —_ b
ax Q40,0 |
oo | # ~ -
300 30,0 /
20,0 20,0 /
10,0 10,0
00 - - T 00 ‘*‘/
01 10 10.0 1000 1000,0 01 1.0 10,0 100,0 1000,0
Bee venom ¢ (ng/ml) ‘Wasp venom ¢ (ng/mil)
80,0 80,0
70,0 70.0
60,0 60,0
50,0 50,0
%400 o 400 -
| 040,
30,0 30,0 7 \_/“‘
20,0 20,0
10,0 10,0
-— —A—""/
00 00 T r
1.0 10,0 100,0 1000,0 10000.0 1.0 10,0 100,0 1000,0 10000.0
Bromelain ¢ (ng/ml) HRP ¢ (ng/ml)
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Werte VP 14
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Evaluation Dose Response BAT

C50 (ng/ml)
Bee Venom 200
Wasp Venon 4 Kriterien
Ratio < 0.1 Ratio > 10
Ratio B/W 50,000 Wasp pos Bee Pos Wasp pos
Bromelain >2850 neg
HRP >2850 neg
80,0 100,0
90,0
50,0 00 / \
' [\
700
400 /
——Bee 60,0 —— Wasp
& ——Ds0 b —— D50
§30.0 |+ Max é 500 \\ Max
Min 40,0 /‘f Min
200 300 /
10,0 200 /
J 10,0 /
0,0 T T A 0,0 T T
0.1 10 10,0 1000 1000,0 01 1.0 10,0 100,0 1000,0
Bee venom ¢ (ng/ml) Wasp venom ¢ (ng/mil)
60,0 60,0
500 50,0
40,0 40,0
—+— Bromelain —+—HRP
2 —Ds50 E —Dso
§3oo Max 330-0 Max
Min Min
200 20,0
10,0 10,0
_r.,__,_..._a—_.______‘______..---""
OIO h“"‘"—-—-._—l.__———*———_______. 0‘0 .-___,
10 10,0 100,0 1000,0 10000,0 1.0 10,0 100,0 1000,0 10000.0
Bromelain ¢ (ng/ml) HPR & (ng/ml)
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Werte VP 15

— Anhang —

Evaluation Dose Response BAT
C50 (ng/ml)
Bee Venom 1
Wasp Venon 285 Kriterien
Ratio < 0.1 Ratio > 10
Ratio B/W 0,004 Bee pos Bee Pos Wasp pos
Bromelain >2850 neg
HRP >2850 neg
80,0 80,0
/‘-\ .
80,0 / S— 700
70.0
/ 80,0
60,0
/ e 50,0 ——asp
@ 50,0 —— D50 e —D50
a 0400
2 a00 i Vel @ s
/ Min 300 Man
300 / .
20,0 { 20,0 /
10,0 10.0
00 - : . 00 ~\~—// .
0.1 1,0 10,0 1000 1000,0 01 10 10,0 100,0 1000,0
Bee venom ¢ (ng/ml) Wasp venom ¢ (ngiml)
800 800
700 70.0
60,0 60.0
50,0 —+— Bromelain 50,0 ———HRP
8400 o £400 -
g e g Max
300 Min 30,0 Min
200 20,0
10,0 10,0
00 = - = 00 e ———
10 10,0 100,0 1000,0 10000,0 10 10,0 1000 1000,0 10000.0
Bromelain ¢ (ng/ml) HPR ¢ (ng/ml)
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Werte VP 16
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Evaluation Dose Response BAT

C50 (ng/ml)
Bee Venom 1,4
Wasp Venon 8 Kriterien
Ratio < 0.1 Ratio > 10
Ratio B/W 0,175 Doppel positiv! Bee Pos Wasp pos
Bromelain >2850 neg
HRP 4,5 pos
90,0 90,0
— AT
800 80,0
/ \ / =~
70,0 700
800 - 60,0
/ —+—Bee / —a— Wasp
QSD.O — D50 g50.0 — D50
gtwo / ma || / Max
: / s Q400 / -
300 30,0
200 / 200
10,0 10,0
00 00
01 1.0 10,0 100,0 1000,0 01 10 10,0 100,0 1000,0
Bee venom ¢ (ng/ml) Wasp venom ¢ (ng/mil)
80,0 90,0
80,0 80,0 PN
700 700 \\
80,0 60,0 / \
—e— Bromelain —a+—HRP
§50.0 — D50 250,0 —D50
a
Sa00 :’ S400 :“
30,0 // 300
200 20,0
10,0 J/ 10,0
00 T T T 00 T T T T T T
1.0 10,0 1000 1000,0 10000,0 10 10,0 100,0 1000,0 10000,0
Bromelain ¢ (ng/ml) HRP ¢ (ng/ml)
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Werte VP 17
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Evaluation Dose Response BAT
C50 (ng/ml)
Bee Venom 1
Wasp Venon 4 Kriterien
Ratio < 0.1 Ratio > 10
Ratio B/W 0,250 Doppel positiv! Bee Pos Wasp pos
Bromelain >2850 neg
HRP >2850 neg
100.0 20,0
90,0 h’ﬂ\ 80,0
80,0 / \ 70,0 N /
: . /N7
60,0 —+—Bee / \./ —— Wasp
2 \ J— 77 50,0 — D50
8 50,0 r e ] Ma
40,0 /f Min 400 / Min
30,0 / 300 /
200 200 /
10,0 / 10,0
{ e
00 0.0 T T
01 1 10,0 100,0 1000,0 01 10 10,0 100,0 1000,0
Bee venom ¢ (ng/ml) ‘Wasp venom ¢ (ng/ml)
80,0 90,0
80,0 80,0
700 70,0
80,0 60,0
—t— Biromekiin ——HRP
ES0.0 Y 50,0 —— D50
Max Max
2400 - R400 i
300 30,0
200 20,0
10,0 10,0 '/_\/\
00 — - e - 00 -
1.0 10,0 100,0 10000 10000,0 10 10,0 100,0 1000,0 10000,0
Bromelain ¢ (ng/ml) HRP ¢ (ng/ml)
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Werte VP 18

— Anhang —

Evaluation Dose Response BAT

C50 (ng/ml)
Bee Venom 285
Wasp Venon 9 Kriterien
Ratio < 0.1 Ratio > 10
Ratio B/W 31,667 Wasp pos Bee Pos Wasp pos
Bromelain >2850 neg
HRP 7 pos
20,0 90,0
80,0 80,0
70,0 700
80,0 60,0 —
—+—Bee —r—
2500 — pso gso.o / _:::,
o
Max Max
§4DI0 Min §40,0 Min
0,0 30,0
20,0 / 20,0 /
100 /__,"_/// 10,0 /
00 00 "_/
0,1 10 10,0 100,0 1000,0 0.1 10 10,0 100,0 1000,0
Bee venom ¢ (ng/ml) Wasp venom ¢ (ng/ml)
90,0 90,0
80,0 80,0
700 700 P N
80,0 60,0 / \.
—+— Bromelain —+—HRP
§50.0 — D50 250,0 —— D50
Max o Max
Sa00 - L400 / -
300 30,0 7
20,0 200
10,0 10,0
.____.____._——0——___.._---"'""
00 T . S : 00 —— e
10 10,0 100,0 1000,0 10000,0 10 10,0 100,0 1000,0 10000,0
Bromelain ¢ (ng/ml) HRP ¢ (ng/ml)
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Werte VP 19

— Anhang —

Evaluation Dose Response BAT

C50 (ng/ml)
Bee Venom 100
Wasp Venon 7 Kriterien
Ratio < 0.1 Ratio > 10
Ratio B/W 14,286 Wasp pos Bee Pos Wasp pos
Bromelain 900 pos
HRP 4,5 pos
100,0 100,0
80,0 90,0 /‘r"—"""-—-—-.
80,0 /' 80,0 /
700 70,0
80,0 / ——Boe 0.0 / ——Wasp
2 50.0 e g 50,0 o
[=] , A
e 400 :“ # 40,0 :7
| / hin | X n
300 / 30,0 /
200 20,0 /
10,0 10,0
00 ‘_—’—_—‘/ = 00 '__/ ; J
0,1 10 10,0 100,0 1000,0 01 10 10,0 100,0 1000,0
Bee venom ¢ (ng/ml) Wasp venom ¢ (ng/ml)
100,0 - 100,0
90,0
80,0 80,0 —_— A
/ 70,0 \\-._.
60.0 —e— Bromedain 60-0 e
2 —os0 2 s00 .
400 ' Max
g / :“' # 400 Min
200 300
/ 200
00 S 10,0
1jo 10,0 100,0 10p0,0 10000,0
0,0
-20,0 10 10,0 100,0 1000,0 10000,0
Bromelain ¢ (ng/ml) HRP ¢ (ng/ml)
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Werte VP 20

— Anhang —

Evaluation Dose Response BAT

C50 (ng/ml)
Bee Venom 130
Wasp Venon 4 Kriterien
Ratio < 0.1 Ratio > 10
Ratio B/W 32,500 Wespe positiv Bee Pos Wasp pos
Bromelain 0
HRP 0
20,0 90,0
80,0 80,0
70,0 70,0 //‘.
60,0 60,0
/ —+—Eee / ——Wasp
2500 — Dso @500 — D50
[=] [=]
0 Max §40_D . Max
/ o
300 30,0 /
20,0 / 200
10,0 ¥ 10,0 e
0,0 - 0,0 . . -
0.1 10 100 1000 1000,0 0,1 10 10,0 100,0 1000,0
Bee venom ¢ (ngiml) Wasp venom ¢ (ng/mil)
20,0 90,0
80,0 80,0
70,0 70,0
60,0 60,0
—— Bromelain —+—HRP
2500 . 50,0 —
8 Max - Max
§4°'° Min %40.0 / Min
30,0 30,0 /
20,0 20,0 /
10,0 —— 10,0 p——
0,0 . - 00
10 10,0 100,0 1000,0 10000,0 10 10,0 100,0 1000.0 10000,0
Bromelain ¢ (ng/ml) HRP ¢ {ng/ml)
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Werte VP 21

— Anhang —

Evaluation Dose Response BAT

C50 (ng/ml)
Bee Venom 22
Wasp Venon 8 Kriterien
Ratio < 0.1 Ratio > 10
Ratio B/W 2,750 Doppel positiv! Bee Pos Wasp pos
Bromelain 0
HRP 0
100,0 100,0
20,0 e * — 20,0
P

800 = 80,0 / ~

70,0 70,0 /

80,0 B 80,0 ——Wasp
3 — D50 = / —— D50
8 500 8 500
2 M § Max

40,0 Min 40,0 Min

30,0 30,0 /

200 200 //

10,0 10,0 —

00 00 - . .

041 10 10,0 100,0 1000,0 0,1 10 10,0 100,0 1000,0
Bee venom ¢ (ng/ml) Wasp venom ¢ (ng/ml)

100.0 100,0

80,0 90,0

80,0 80,0

700 70,0

60,0 -y . 60,0 —'—:::
2 50,0 —:: 8 500 T
400 i 40,0 —+ Min

300 _—

300

200 // 200 /

100 10,0 //

0,0 - Ve i SE——— /

1o 10,0 100,0 1000,0 10000.0 0.0
10,0 10 10,0 100,0 1000,0 10000,0
Bromelain ¢ (ng/ml) HRP ¢ (ng/ml)
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Werte VP 22

— Anhang —

Evaluation Dose Response BAT
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