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1 Einleitung

1.1 Hymenopterengiftallergien

1.1.1 Epidemiologie

Hymenopterengiftallergien sind in Deutschland und ganz Europa weit verbreitet. Neben Arznei-
und Nahrungsmittelallergien gehoren sie zu den haufigsten Auslosern einer Allergie vom
Soforttyp (Typ 1) (138). Wahrend etwa ein Viertel der Bevdlkerung bereits gesteigerte
Lokalreaktionen als Folge von Insektenstichen préasentiert, kommt es bei bis zu 3,5 % sogar zu

systemischen Reaktionen (120).

Die schwerste Manifestation einer IgE-abhé&ngigen allergischen Soforttypreaktion ist die
Anaphylaxie, die letal verlaufen kann. So versterben in Europa jahrlich etwa 200 Menschen
aufgrund einer von Insektenstichen ausgeldsten Anaphylaxie (86). Auf Deutschland entfallen
hiervon etwa 20 Félle pro Jahr (120). Da die Symptome der Anaphylaxie jedoch h&ufig nicht als
solche erkannt werden, ist davon auszugehen, dass die Dunkelziffer deutlich hoher liegt (94).

Je nach Wohnort geben weltweit zwischen 54-94 % befragter Erwachsener an, dass sie in ihrem
Leben mindestens einmal von einem Insekt gestochen wurden (1). Verschiedene Studien haben
gezeigt, dass bei bis zu 25 % der erwachsenen Bevolkerung positive Hauttests und eine
Sensibilisierung gegenulber Insektengift (Nachweis von spezifischem Immunglobulin der
Klasse E, sIgE) vorliegen (16, 94, 120).

Vor diesem Hintergrund ist zu beachten, dass das Risiko einer systemischen Reaktion als Folge
auf einen Insektenstich unter anderem vom Alter, dem stechenden Insekt und dem Vorliegen
atopischer Krankheiten abhédngt (138). Daneben konnte in den letzten Jahren gezeigt werden, dass
auch Mastozytosen beziehungsweise (bzw.) erhohte Serumtryptasespiegel relevante
Risikofaktoren darstellen (120).

1.1.2 Ordnung der Hymenoptera

Die fur die Insektengiftallergien verantwortlichen Insekten entstammen fast ausschlieBlich der
Ordnung der Hymenopteren (Hautfltigler). Ein Teil ihres Stammbaums ist in Abbildung (Abb.) 1
zu sehen. Hymenopteren unterteilen sich in die Familien Apidae, Vespidae, Scoliidae und
Formicidae (in Abb. 1 nicht dargestellt) (10).
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Wahrend zu den Apidae die als (Honig-)Biene bekannte Apis mellifera und die Bombinae
(Hummeln) gezahlt werden, besteht die Familie der Vespidae (Faltenwespen) aus den Vespinae
(Papierwespen) und den Polistinae (Feldwespen). Zu ersteren gehdren die Vespula species (spp.)
— allen voran die im Folgenden als Wespen bezeichneten Vespula vulgaris (Kurzkopfwespe) und

Vespula germanica — sowie die Dolichovespulae (Langkopfwespen) und Vespae (Hornissen) (10).

Ordnung: | Hymenoptera |

Familie: Vespidae

Subfamilie: l Apinae ||Bombinae|
| | == % l

b

/

Genera: | Apis || Bombus | | Vespula “ Vespa “ Dolichovespula || Polistes ]
Spezies: > 1000 > 250 >20 >80 >15 > 300
Bienen Wespen Langkopfwespen
3 Ly '( X0
2 -
Apis mellifera Vespula germanica
Hummeln Hornissen
s ’ ¥
Bombus terrestris Vespa crabro Polistes dominula

Abbildung 1: Haufigste Ausldser der Insektengiftallergie innerhalb der Hymenoptera (62)

Wahrend in Australien und den USA vor allem die Feuerameise (Solenopsis invicta) aus der
Familie der Formicidae den relevanten Ausldser von Hymenopterengiftallergien darstellt, spielen
in Europa vorrangig die Honigbiene (Apis mellifera) und Wespen (Vespulae spp.) eine tragende
Rolle. Gerade letztere bilden fuir den Menschen eine besondere Gefahrenquelle, da sie von Speisen
und Muill stark angelockt werden (86).

Eine groler werdende Rolle in Europa wird auch der als (Haus-)Feldwespe bekannten Polistes
dominula zuteil. Die urspringlich aus wérmeren Regionen im Suden Europas und Norden Afrikas
stammende Spezies breitet sich aufgrund des Klimawandels in nérdlichere Lebensraume aus und

kommt damit zunehmend in denselben Territorien vor wie Vespula spp. (32, 58, 127).
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1.1.3 Zusammensetzung von Hymenopterengiften

Einer allergischen Reaktion auf Hymenopterengift geht in der Regel ein Insektenstich voraus.
Lediglich weibliche Hymenopteren kénnen stechen. Anders als Wespen verlieren Bienen bei
einem Stich ihren Giftapparat, welcher dann in der Haut steckend bis zu einer Minute lang Gift
abgibt. Damit ldsst sich auch die mit etwa 140 pg deutlich grofere Giftmenge eines Bienenstichs
erklaren. Wespen verlieren den Stachel meist nicht und kénnen mehrfach stechen. Sie geben bei
einem Stich nur etwa 3 pg Gift ab. Bei Feldwespen (Polistes) liegt die Giftmenge bei 4,2—17 ug
(59, 96).

Hymenopterengifte bestehen aus niedermolekularen Substanzen wie biogenen Aminen, kleinen
Peptiden und vielen Proteinen, die potenziell allergen wirken (15). Zu den biogenen Aminen
zdhlen unter anderem Histamine, die fir eine juckende Schwellung an der Einstichstelle
verantwortlich sind. AuRerdem wirken sie vasodilatorisch und erhdhen die Gefalipermeabilitét,
sodass sie zusammen mit einigen Enzymen zur besseren Ausbreitung des Hymenopterengifts
beitragen (86).

Allergische Reaktionen werden meist von allergenen Proteinen, teils Peptiden, ausgeldst und ihnen
liegt das VVorhandensein von spezifischem IgE-Antikdrpern zugrunde (86). Je nach Haufigkeit des
Vorkommens von slgE-Antikorpern gegen ein Allergen wird von Major- und Minorallergenen
gesprochen. Per definitionem handelt es sich um ein Majorallergen, wenn es bei mindestens 50 %
der betroffenen Allergiker eine IgE-Sensibilisierung auslost. Anzumerken ist jedoch, dass eine
slgE-Sensibilisierung allein noch keinen Riickschluss auf die klinische Relevanz zul&sst (14, 16).

In den letzten Jahrzehnten wurde zunehmend an der molekularen Zusammensetzung von
Hymenopterengiften geforscht und eine Vielzahl von Allergenen beschrieben. Dies hat als
sogenannte (sog.) ,,component-resolved diagnostics (CRD) Einzug in die Routinediagnostik
gefunden. Hierbei wird das Wissen ber die unterschiedlichen Allergene der Hymenopteren-
Spezies genutzt (15, 63, 88). In den Tabellen 1-3 ist eine Auflistung der bisher bekannten
Allergene von Apis mellifera (Honey Bee Venom; HBV), Vespula spp. (Yellow Jacket Venom;
YJV) und Polistes dominula (Polistes dominula Venom; PDV) abgebildet.

Apis mellifera (Honeybee Venom, HBV)

Mit bereits insgesamt zwolIf identifizierten und beschriebenen Allergenen ist das HBV das bisher

am besten charakterisierte Hymenopterengift (vergleiche (vgl.) Tabelle 1). Den groRten Anteil am
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Trockengewicht machen hierbei die beiden Allergene Api m 1 (Phospholipase A2) und Api m 4
(Melittin) mit 12 bzw. 50 % aus (86, 130).

Melittin ist ein Peptid bestehend aus 26 Aminosduren, das aufgrund seiner Membrantoxizitat zu
Zytolyse, Mastzellzerstérung und Vasodilatation fuhrt (14). Daneben ist es hauptverantwortlich
fur die Aktivierung des Schmerzempfindens (26). Api m 4 z&hlt mit einer Sensibilisierung von
17-54 % zu den Minorallergenen (10, 14).

Das Majorallergen Api m 1 wirkt als Phospholipase A2 vor allem zytotoxisch durch Zell- und
Héamolyse und flhrt dartiber hinaus zur Freisetzung von proinflammatorischen Mediatoren wie
Histaminen. Als Markerallergen (siehe Kapitel 1.2.4) ist es in der Diagnostik von HBV-Allergien
von vorrangiger Bedeutung (14).

Daneben spielen unter anderem Api m 2 (Hyaluronidase), Api m 3 (Saure Phosphatase) und
Apim 10 (Icarapin) als Majorallergene eine entscheidende Rolle (15, 71). Wahrend
Hyaluronidasen fiur eine bessere Verbreitung des Hymenopterengifts an der Einstichstelle sorgen,
ist die Funktion von Sauren Phosphatasen und Icarapin in Hymenopterengiften noch nicht
eindeutig gekléart (14).

Tabelle 1: Allergene von HBV (14, 15)

Honeybee (Apis mellifera)

Apim1l Phospholipase A2 12 57-97 Ja
Apim 2 Hyaluronidase 2 28-60 Ja
Apim3 Saure Phosphatase 1-2 28-63 Ja
Apim4 Melittin 50 17-54 Ja
Apimb5 Dipeptidylpeptidase 1V <1 16-70 Ja
Apim 6 Proteaseinhibitor 1-2 - Nein
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Apim7 Protease - - Nein
Apim 8 Carboxylesterase - - Nein
Apim9 Carboxypeptidase - - Nein
Apim 10 Icarapin <1 35-73 Ja

Apim 11.0101  Major Royal Jelly Protein 8 - - Nein
Apim 11.0201  Major Royal Jelly Protein 8 - - Nein
Apim 12 Vitellogenin - - Ja

HBV, Honey Bee Venom; DW, Dry weight/Trockengewicht; CRD, Component-resolved diagnostics

Vespula vulgaris (Yellow Jacket Venom, YJV)

Bei den Allergenen des YJV spielen allen voran Ves v 1 (Phospholipase Al, PLAL), Ves v 2
(Hyaluronidase) und Ves v 5 (Antigen 5) eine wichtige Rolle, von denen Ves v 1 und Ves v 5 den
groRten Anteil am Trockengewicht stellen (68). Daneben sind noch die Allergene Ves v 3
(Dipeptidylpeptidase 1V) und Ves v 6 (Vitellogenin) beschrieben (18, 19).

Ves v 1 erflllt als Phospholipase innerhalb des YJV eine ahnliche Funktion wie Api m 1 und wirkt
vorrangig zytotoxisch und proinflammatorisch (14, 68). Die Hyaluronidase Ves v 2 weist eine
hohe Sequenzhomologie zu Api m 2 auf (15), ihr wird aber nur geringe klinische Relevanz
zugesprochen (65). Kolarich et al. gelang es neben der bereits bekannten aktiven Form
Ves v 2.0101 die inaktive Form Ves v 2.0201 zu identifizieren, die eine Mutation im aktiven
Zentrum des Enzyms aufweist. Es ist davon auszugehen, dass sie die vorherrschende Isoform
darstellt (72).

Das von Blank et al. beschriebene Ves v 3 ist stark sequenzhomolog zur Dipeptidylpeptidase 1V
des HBV (Api m 5) (18), ebenso die Vitellogenine Ves v 6 und Api m 12 (19).
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Tabelle 2: Allergene von YJV (14, 15)

Yellow Jacket (Vespula vulgaris)

Vesv 1 Phospholipase Al 6-14 39-66 Ja
Vesv 2.0101 Hyaluronidase 1-3 - Nein
Ves v 2.0201 Hyaluronidase (inaktiv) - - Nein
Vesv 3 Dipeptidylpeptidase IV - - Nein
Vesv 5 Antigen 5 5-10 82-98 Ja
Vesv 6 Vitellogenin - - Nein

YJV, Yellow Jacket Venom; DW, Dry weight/Trockengewicht; CRD, Component-resolved diagnostics

Europaische Feldwespe (Polistes dominula venom, PDV)

Die Zusammensetzung des PDV ist der des YJV recht &hnlich. Als wichtigste Allergene sind die
drei Majorallergene Pol d 1 (Phospholipase Al), Pol d 3 (Dipeptidylpeptidase 1V) und Pol d 5
(Antigen 5) zu nennen (15, 84, 122). Auflerdem weist auch das PDV mit Pold2 eine
Hyaluronidase auf (56). Die Protease Pol d 4 stellt bisherigen Studien zufolge aller VVoraussicht
nach ein Minorallergen dar (14).

Pol d 5 ist sequenzhomolog zum Antigen 5 der Vespula vulgaris (Ves v 5). Obwohl beide
Majorallergene darstellen, ist die Funktion von Antigen 5 bis heute nicht abschlieBend geklart (14,
121). Die Hyaluronidase Pol d 2 ist sequenzhomolog zu Ves v 2. Mdgliche Kreuzreaktivitat der
beiden Allergene gegeniiber Api m 2 ist noch Gegenstand aktueller Forschung (14).
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Tabelle 3: Allergene von PDV (14, 15)

European paper wasp (Polistes dominula)

Pold1 Phsopholipase - 87 Ja
Pold 2 Hyaluronidase - - Nein
Pold 3 Dipeptidylpeptidase IV - - Nein
Pol d 4 Protease - - Nein
Pold5 Antigen 5 - 72 Ja

PDV, Polistes dominula Venom; DW, Dry weight/Trockengewicht; CRD, Component-resolved diagnostics

1.1.4 Pathogenese

Unter einer Allergie versteht man eine gestorte Immunreaktion des Organismus auf eine exogene
Substanz, die eigentlich als harmlos erkannt werden sollte. Im Zuge dieser Reaktion kommt es zu
pathologischen Symptomen, die das klinische Erscheinungsbild einer Allergie bzw. Anaphylaxie
pragen (9, 102).

Zu unterscheiden ist dabei zwischen einer Sensibilisierung und einer allergischen Reaktion. Die
Sensibilisierung geht der Allergie voraus und verlauft klinisch stumm. In der Regel kommt es erst

bei erneutem Antigenkontakt zu einer Reaktion mit allergischer Symptomatik (102).

Im Zentrum des Pathomechanismus stehen dabei unter anderem Immunglobuline der Klasse E,
Mastzellen und basophile Granulozyten mit sog. FceRI-Rezeptoren (FceRl). Im Zuge der
Primdrexposition mit dem exogenen Allergen kommt es unter Beteiligung antigenprasentierender
Zellen wie zum Beispiel (z.B.) dendritischer Zellen zu einer B-Zell-Aktivierung mit einem
Immunglobulinwechsel zu IgE (Abbildung 2). Das Vorhandensein von sIgE ist von zentraler
Bedeutung flr das Auftreten einer Allergie vom Soforttyp. Die sIgE binden mit ihrem Fc-Teil an
FceRI auf Mastzellen und basophilen Granulozyten (9, 78).
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Bei einer Sekundérexposition kommt es nun durch die Bindung des exogenen Allergens an die
sIgE (Allergen-1gE-FceRI-Komplex) zu einer Quervernetzung. Diese 16st eine Signalkaskade aus,
die aufgrund einer Calcium-Freisetzung zur Mastzell- und Basophilendegranulation fiihrt. Hierbei
werden Histamine, Prostaglandine, Leukotriene, Zytokine, Heparin, plattchenaktivierender Faktor
(PAF) und proteolytische Enzyme freigesetzt, die flr die allergische Symptomatik verantwortlich
sind (9, 78).

IgE-vermittelte allgergische Reaktion (Soforttyp)

{ Primérexposition ‘ Anaphylaxie

Y

h 4

Allergische

Symptome

Antigenprasentierende
Zelle

h

h 4

h
B-Zellen T-Zellen Mediatorenfreisetzung \
Y

!

Immunglobulin-
klassenwechsel zu IgE

s

Degranulation von
Mastzellen und basophilen
Granulozyten

k.
Signalkaskade mit
Caz2+-Anstieg im
Zytosol
Y
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. ok

il

Plasmazellen Quernvernetzung

"

.

*— Sekunddrexposition

-

IgE-FeeRI-Komplex
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Abbildung 2: Pathomechanismus der IgE-vermittelten allergischen Reaktion (Soforttyp Allergie) (78)
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Die freigesetzten Stoffe fuhren unter anderem zu einer Bronchialkonstriktion und Kontraktion des
Gastrointestinaltrakts (GI-Trakt), was Atemnot und GI-Symptome zur Folge hat, und einer
gesteigerten GefalRpermeabilitat und Vasodilatation, die sich in Schwellungen, Quaddeln, Juckreiz

und vermehrter Magensaureproduktion &uRern kénnen (104).

1.1.5 Klinik der Stichreaktion und Anaphylaxie

Klinisch lasst sich zwischen lokalen und systemischen Reaktionen unterscheiden. Lokal kommt
es in Folge von Insektenstichen aufgrund der in den Hymenopterengiften enthaltenen Stoffen zu
einer juckenden und brennenden R&tung sowie Schwellung. Im Falle eines enoralen Stichs kann
bereits die lokale Stichreaktion aufgrund eines moglichen Larynxddems lebensgeféahrlich

verlaufen. (94).

Die systemische Stichreaktion entspricht einer Allergie vom Typ | nach Coombs und Gell
(Allergie vom Soforttyp) (104). Hierbei kommt es innerhalb weniger Minuten zum Auftreten
potenziell lebensbedrohlicher Symptome. Grund hierfir liegt in einer hdamatogenen Anstromung
oder ausgedehntem Schleimhautkontakt der Allergene, die zu einer akuten Degranulation von

Mastzellen und basophilen Granulozyten fiihren (10, 97).

Als Folge davon kommt es zu einer Kontraktion glatter Muskelzellen, erhohter Vasopermeabilitét
bei vorherrschender Vasodilatation und Vagusaktivierung. Klinisch zeigt sich dies in Symptomen
wie Flush, Urtikaria, Angioddem, Bronchospasmus, Dyspnoe, Hypoxdmie, Vomitus und
Hypotonie, die bis zum anaphylaktischen Schock fiihren und damit letal enden kann (10, 102,
128).

Die Anaphylaxie ist bisher nicht einheitlich definiert. Allgemein beschreibt sie eine akute
systemische Reaktion, deren Symptome den ganzen Korper betreffen kdnnen und die potenziell
todlich verlaufen kann (49). Andere Definitionen setzen eine Organbeteiligung oder das Auftreten
eines kritischen Blutdruckabfalls sowie respiratorische Einschrankungen voraus (93, 117).

Nach der vorherrschenden Klassifikation von Ring und Mel3mer kann die Anaphylaxie in die
Grade | bis IV unterteilt werden (Tabelle 4). Die Zuordnung zum entsprechenden Grad erfolgt
stets anhand des schwersten aufgetretenen Symptoms, wobei kein Symptom obligat auftreten muss
(49, 105).
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Tabelle 4: Klassifikation der Anaphylaxie (nach Ring und Messmer, 1977) (49, 103, 105)

Haut GIl-Trakt Respirationstrakt  Herz-Kreislauf-

System
| Leichte Juckreiz, - - -
Allgemeinreaktion Flush,
Urtikaria,
Angioddem
Il  Ausgepréagte Juckreiz, Ubelkeit, Rhinorrhoe, Tachykardie (Anstieg >
Allgemeinreaktion Flush, Krampfe Heiserkeit, Dyspnoe 20/min), Blutdruckabfall
Urtikaria, (> 20 mmHg systolisch),
Angioddem Arrhythmie
I11 Bedrohliche Juckreiz, Erbrechen, Larynxddem, Schock,
Allgemeinreaktion Flush, Defékation Bronchospasmus, Bewusstlosigkeit
Urtikaria, Zyanose
Angioddem
|\ Vitales Organversagen Juckreiz, Erbrechen, Atemstillstand Herz-Kreislauf-
Flush, Defékation Stillstand
Urtikaria,
Angioddem

Bei einer Anaphylaxie Grad | kann es zu Flush-Symptomatik, Juckreiz, Urtikaria oder einem
Angioddem kommen. Grad Il schlief3t gastrointestinale und respiratorische Beschwerden wie
Ubelkeit oder Dyspnoe ein. Einschrankungen des Herz-Kreislaufsystems wie Tachykardie oder
Hypotension sind mdglich. Bei den Graden Il und IV verstarken sich die respiratorischen
Beschwerden. Larynxddem, Bronchospasmus und/oder Zyanose konnen auftreten. Daneben sind
ein vollstandiger Atemstillstand, das Auftreten eines Schocks bzw. ein Kreislaufstillstand moglich
(49, 105).

Neben diesen spezifischen, den Anaphylaxiegrad definierenden Symptomen konnen in allen
Stadien auch unspezifische und nicht objektivierbare Symptome auftreten. Patienten berichten
unter anderem von metallischem Geschmack, Palmar- und Plantarparasthesien, Hitzewallungen,

pektoralem Engegefihl, Palpitationen, Schwindel und Angst (49, 103).
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1.2 Allergiediagnostik

1.2.1 Uberblick

Die Allergiediagnostik besteht aus einem mehrstufigen Verfahren, in dessen Vordergrund die
Anamnese steht. Daneben erfolgt der Nachweis einer Sensibilisierung durch Hauttests oder dem
Nachweis von spezifischem IgE im Serum der Patienten. Sollten diese Schritte noch keine
eindeutige Diagnose ermdglichen, kann auf verschiedene zelluldre In-vitro-Testverfahren
zuriickgegriffen werden (96). Anders als bei Nahrungsmittelallergien sollte die Stichprovokation

bei Insektengiftallergien nicht zur Diagnostik herangezogen werden (96, 97, 108, 113).

1.2.2 Anamnese

Im Zuge der Anamnese werden neben Alter, Geschlecht, Beruf und Freizeitverhalten des Patienten
die Anzahl der Insektenstiche und der vermutete Ausldser, also die Art des stechenden Insekts,
erhoben. Anhand der geschilderten klinischen Symptomatik erfolgt eine Zuordnung zum
entsprechenden Anaphylaxie-Grad (siehe Kapitel 1.1.5) (96). Haufig fallt Patienten die genaue
Identifikation der Hymenopteren-Art schwer, gerade die Unterscheidung zwischen Bienen und
Wespen bzw. Wespe und Polistes kann Schwierigkeiten bereiten (4). Abhilfe konnen Fragen nach
dem Verhalten des Insekts oder dem Verbleib des Stachels nach dem Stich schaffen (97, 136).

Zusétzlich sollte das Vorhandensein von Risikofaktoren fiir eine schwere Anaphylaxie abgeklart
werden. Im Rahmen der Medikamentenanamnese ist unter anderem die Einnahme von ACE-
Hemmern zu prifen. Daneben steigt das Risiko mit dem Vorliegen einer erhohten basalen
Serumtryptasekonzentration zum Beispiel im Rahmen einer Mastozytose, einer chronischen
Urtikaria oder malignen Neoplasien (109, 111). Daher sollte im Anschluss an die Anamnese bei
Patienten mit Stichanaphylaxie in jedem Fall eine Labordiagnostik der basalen

Serumtryptasekonzentration erfolgen (96).

1.2.3 Hauttests

Sobald der Verdacht auf eine Insektengiftallergie besteht, ist eine Hauttestung indiziert.
Unabhéngig von der Art des Tests beruht das Prinzip darauf, dass in der Dermis liegende
Mastzellen mit dem Allergen in Kontakt gebracht werden und daraufhin eine lokale Erythem- und
Quaddelbildung auslésen (107).

11



-Einleitung-

Zur Diagnose einer Insektengiftallergie wird die zweimalige Durchfiihrung eines Hauttests
empfohlen. Er sollte friihestens eine Woche nach Stichereignis erfolgen und nach vier bis sechs
Wochen wiederholt werden (52, 97, 107). Fur den moglichen Fall einer akuten anaphylaktischen

Reaktion sollte die Testung stets unter Notfallbereitschaft durchgefiihrt werden (10).

Da es sich bei den Hauttests um In-vivo-Testungen handelt, gibt es mogliche (relative)
Kontraindikationen. So ist die Anwendung bei Patienten mit akutem oder chronischem Ekzem,
wahrend Schwangerschaft, im Sauglings- und Kleinkindalter oder bei Sekundéarinfektionen der

Haut stets abzuwagen (107).

Zu unterscheiden sind unter anderem Prick-Test und Intrakutantest. Der Prick-Test stellt das Mittel
der ersten Wahl dar (107). Dabei wird Insektengiftextrakt in Konzentrationen von 1 bis 300 pg/ml
auf die Hautoberflache aufgetragen und die Epidermis des Patienten anschlieBend mithilfe einer
Lanzette angeritzt. Nach etwa 20 min wird der Test abgelesen. Der Test gilt bei einem mittleren

Quaddeldurchmesser von uber 3 mm als positiv (8, 97, 107).

Bei unaufféalligem Prick-Test sollte ein Intrakutantest folgen, der als sensitiver in der Diagnose gilt
(10, 107). Es werden Insektengiftextrakte in Konzentrationen von bis zu 1 pg/ml intrakutan
appliziert. Als Positivkontrolle dient die Injektion von Histamin, als Negativkontrolle wird
Kochsalz verwendet. Zeichen einer positiven Reaktion sind das Auftreten eines Erythems (in
Folge der Vasodilatation), die Bildung einer Quaddel (durch gesteigerte Kapillarpermeabilitét)
oder das Vorkommen von Erythemhéfen (aufgrund der GefélRerweiterung mit Axonreflex). Der
Test ist als positiv zu werten, wenn 15 bis 20 min nach Applikation eine Quaddel gréRer als 5 mm
im Durchmesser auftritt. Die Testkonzentration kann schrittweise gesteigert werden und der Test
wird bei einer positiven Reaktion beendet (Endpunkttitration). Eine weitere Ablesung nach 6 bis
24 Stunden ist moglich (96, 97, 102, 107).

1.2.4 Bestimmung spezifischer IgE-Antikérper

Die In-vitro-Bestimmung von allergenspezifischem IgE (SIgE) z&hlt zur Routinediagnostik bei
Verdacht auf Insektengiftallergie (101). Der Vorteil des nicht-invasiven VVorgehens liegt darin,
dass es auch fir Patientengruppen zuganglich ist, bei denen zum Beispiel aufgrund von atopischen
Hautveranderungen eine Kontraindikation fiir eine Hauttestung vorliegt (83). Ahnlich wie fir die
Hauttestung wird auch die Bestimmung von sIgE zu zwei verschiedenen Zeitpunkten — in der

ersten Woche und vier bis sechs Wochen nach Insektenstich — empfohlen (52, 97).
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Eines der ersten Verfahren zur Bestimmung spezifischer IgE-Antikorper war der
Radio-Allergo-Sorbent-Test (RAST), der heute von neueren Verfahren wie dem ImmunoCAP
abgeldst wurde. Dabei handelt es sich um ein vollautomatisiertes Testverfahren, das anstelle von
Radioisotopen Enzyme und Fluoreszin als Marker verwendet und dessen Ergebnisse eine héhere
Sensitivitat aufweisen (64, 81).

Allgemein zu beachten ist, dass ein positiver Nachweis von sIgE zunéchst nur auf eine
Sensibilisierung hindeutet, deren klinische Relevanz in Zusammenschau mit Anamnese und

weiterer Diagnostik bewertet werden muss (101).

Zur Bestimmung von allergenspezifischem IgE kommen sowohl Insektengiftextrakte als auch
durch Reinigung gewonnene oder rekombinant hergestellte Allergene zum Einsatz. Gerade beim
alleinigen Einsatz von Gesamtextrakten von Biene und Wespe kommt es im klinischen Alltag
haufig zum Problem von doppelt positiven Resultaten. Diese kénnen entweder auf einer genuinen

Doppelsensibilisierung (DS) beruhen oder durch Kreuzreaktivitat hervorgerufen werden (15, 62).

Mdogliche Ursachen fir eine Kreuzreaktivitdt konnen Antikdrper gegen Proteinepitope von
homologen Allergenen oder aber IgE gegen kreuzreaktive Kohlenhydrat-Determinanten
(cross-reactive carbohydrate determinants; CCD) sein. Bei CCD handelt es sich um
Kohlenhydratepitope (Kohlenhydratseitenketten auf Proteinen), die auf mehreren Allergenen
vorhanden und gegen die Antikorper gerichtet sein kénnen (15, 62, 101).

Die Anwesenheit von Anti-CCD-IgE-Antikdrpern verringert daher die Spezifitat der
IgE-Detektion. Aus diesem Grund sollte in der Bestimmung von sIgE auch das Vorkommen von
Antikorpern gegen Bromelain (MUX F3 aus Bromelin) oder Merretichperoxidase (HRP) als
Indikator fur eine mogliche CCD-Kreuzreaktivitat untersucht werden (57, 101).

Durch die Einfuhrung von Insektengift-Einzelallergenen konnten in den letzten Jahrzehnten
weitere Fortschritte in der In-vitro-Testung erzielt werden. Im Rahmen der sogenannten
,component-resolved diagnostics (CRD) wird das Vorhandensein von sIgE gegen einzelne
Allergene anstelle der Gesamtextrakte bestimmt (15, 63, 88, 130).

Mithilfe der Identifikation von Markerallergenen der jeweiligen Insektenarten kann im Rahmen
der CRD das Problem von Kreuzreaktivitat aufgrund homologer Proteinepitope geldst werden. Beli
Markerallergenen handelt es sich um Allergene, zu denen es keine homologen Aquivalente in
anderen Insektenarten gibt und die aufgrund der damit fehlenden Kreuzreaktivitéit eine genaue
Unterscheidung von Allergien gegen unterschiedliche Hymenopterenarten erlauben (14).

13
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Zur Unterscheidung zwischen Bienen- und Wespengiftallergie stehen im Bienengift (HBV) die
Markerallergene Api m 1, Api m 3, Api m 4 und Api m 10 und im Wespengift (YJV) die Allergene
Vesv 1l und Ves v 5 zur Verfligung (Abbildung 3). Das Vorliegen von sIgE gegen solche

Markerallergene deutet auf eine genuine Sensibilisierung hin. (14, 15).

Phospholipase A2| | Differenzierende Markerallergene |

Saure Phosphatase

[ Kreuzreaktive Allergene |

Melittin | Phospholipase A1 Pold1

Dipeptidylpeptidasen IV

Apim 2

’ Kreuzreaktive \.
Allergene

Api m 12

g

Abbildung 3: Differenzierende Markerallergene und kreuzreaktive Allergene in der ,,component-resolved
diagnostic* (15)

Daneben besteht durch den Einsatz von molekularbiologisch hergestellten CCD-freien Varianten
der Allergene die Mdglichkeit, Kklinisch relevante Sensibilisierungen gegen Proteinepitope
festzustellen, die moglicherweise von Anti-CCD-IgE-Antikdrpern tberlagert werden (15, 62, 88).

Der grof3e Vorteil der CRD liegt insgesamt in einer besseren Unterscheidung zwischen genuiner
Insektengiftallergie und Kreuzreaktivitat. So erhoht eine kombinierte Testung auf verschiedene
Allergene die diagnostische Sensitivitdt (15). So konnten in der Unterscheidung zwischen
Allergien gegen das Gift der Honigbiene (Apis mellifera) und Allergien gegen Wespengift der

Vespula spp. grof3e Fortschritte verzeichnet werden (15, 62).

Im Gegensatz dazu ist es bisher auch mithilfe der CRD kaum mdglich, verl&sslich zwischen
Allergien gegen Vespula spp. und Polistes dominula zu unterscheiden. Grund hierfir liegt in der
vorhandenen Kreuzreaktivitat der Insektengifte sowie der bisher bekannten Allergene beider Arten
(Abb. 3). So kann bei doppelt positiven Ergebnissen oft keine sichere Aussage dariiber getroffen

werden, ob eine genuine Doppelsensibilisierung oder eine Kreuzreaktivitat vorliegt (15, 62).

Dies ist besonders relevant im Suden Europas (vor allem im Mittelmeerraum), wo beide
Insektenarten nebeneinander leben. Doppelsensibilisierungen von YJV und PDV kommen hier
deutlich haufiger vor als zwischen YJV und HBV (124). Daruber hinaus breitet sich die Feldwespe

zunehmend in nordlichere Breitengrade aus und erobert damit Territorien, die bisher nur von
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Vespula spp. bewohnt wurden, weshalb auch hier zunehmende Doppelsensibilisierungen zu
erwarten sind (58).

Bisher stehen in der Diagnostik der Polistesallergie lediglich die beiden Allergene Pol d 1 und
Pol d 5 kommerziell zur Verfiigung (14). In den letzten Jahren wurden zudem weitere Allergene
beschrieben. Zuletzt erfolgte eine genauere Charakterisierung der Dipeptidylpeptidase IV von
Polistes dominula (Pol d 3) (122). Trotz dieser Fortschritte bleibt die Diagnose bei vermeintlicher
Doppelsensibilisierung gegen YJV und PDV erschwert. Anders als bei HBV/YJV konnten bisher
keine Markerallergene zur Abgrenzung von Wespen und Feldwespen gefunden werden (14, 62,
121).

1.2.5 Zellulare In-vitro-Tests

Mithilfe zellul&rer Allergenstimulationstests konnen IgE-vermittelte, zelluldre Sensibilisierungen
nachgewiesen werden. Besonders wenn eine Bestimmung von sIgE oder eine Hauttestung nicht
mdoglich ist oder unklare Befunde abzuklaren sind, bilden zellulére In-vitro-Tests einen wertvollen
Bestandteil der Allergiediagnostik. Allgemein beruhen sie auf dem Nachweis von Mediatoren oder
zelluldaren Antigenen auf der Zelloberflache, die als Marker fiir eine allergische Reaktion und einer
IgE-vermittelten Sensibilisierung dienen (42, 101).

Histaminfreisetzungstest

Hierbei wird die Histamin-Ausschittung von peripheren Leukozyten (unter anderem basophile
Granulozyten) als Reaktion auf eine Inkubation mit verschiedenen Allergenverdiinnungen
gemessen. Als Probe dienen heparinisiertes Vollblut oder isolierte Zellen. Die Messung erfolgt
fluorometrisch oder mittels Immunoassay und wird in Relation zu einer 100 %-Kontrolle und
einem Leerwert gesetzt. Aufgrund der Komplexitét ist der Test kein Teil der Routinediagnostik

und eher wissenschaftlichen Fragestellungen vorbehalten (42, 101).
Leukotrienfreisetzungstest

Beim Leukotrienfreisetzungstest erfolgt ein Priming von Leukozyten mittels Interleukin-3.
AnschlieRend wird die Probe mit Allergenen verschiedener Konzentrationen inkubiert und die in
der Zellmembran von basophilen Granulozyten gebildeten und freigesetzten Sulfidoleukotriene
mittels ELISA gemessen. Die Auswertung erfolgt im Vergleich zu einer Negativ- und
Positivkontrolle. Ahnlich wie der Histaminfreisetzungstest findet auch dieser Test aufgrund der

aufwendigen Durchfuhrung vor allem in Forschungsfragen Anwendung (29, 42, 101).
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Basophilenaktivierungstest

Die Grundlage des Basophilenakivierungstests (BAT) liegt in der Anderung der
Zelloberflaichenmarker auf basophilen Granulozyten in Folge einer allergeninduzierten
Zellstimulation. Durch durchflusszytometrischen Nachweis dieser als Aktivierungsmarker
bezeichneten Oberflachenproteine kann eine Aussage tber das Ausmal der Stimulation getroffen
werden. Als Aktivierungsmarker konnen unter anderem CD63 und CD203c dienen. Da der
Basophilenaktivierungstest einen wichtigen Teil dieser Arbeit darstellt, wird er im Kapitel 1.3
gesondert besprochen (42, 45, 101).

1.3 Basophilenaktivierungstest

Beim Basophilenaktivierungstest handelt es sich um eine zelluldre Zusatzuntersuchung, die in
Erganzung zur Routinediagnostik eingesetzt werden kann. Sie kommt vor allem zum Einsatz,
wenn Anamnese, Hauttestung und die Bestimmung des spezifischen IgEs keine eindeutige
Diagnosefindung erméglichen. Dies kann der Fall sein, wenn ein niedriges Gesamt-IgE die
slgE-Bestimmung einschrankt oder Kontraindikationen zur Hauttestung vorliegen (42, 45, 60, 69).
Dartiber hinaus stellt der BAT ein wichtiges Mittel zur weiteren Untersuchung bei vermeintlich
doppeltpositiven Patienten dar (33, 35, 38, 40).

Der BAT ermdglicht die Analyse und Quantifizierung der Aktivierung basophiler Granulozyten
nach Stimulation durch Allergene mittels Durchflusszytometrie (22, 101). Grundlage zur
Entwicklung des Tests in den 1990er-Jahren bildete die Beschreibung von CDG63 als
Aktivierungsmarker auf basophilen Granulozyten. Die Hochregulierung von CD63 auf der
Zelloberflache basophiler Zellen nach IgE-Rezeptoraggregation korreliert mit  der
Histaminfreisetzung und somit der Aktivierung der Zellen im Zuge einer allergischen
Reaktion (47, 70, 116).

Neben CD63 kann auch CD203c als Aktivierungsmarker herangezogen werden. Da CD203c
anders als CD63 ein basophilenspezifischer Marker ist, kann er auferdem zur notwendigen
Markierung basophiler Zellen genutzt werden. Weitere ldentifizierungsmarker stellen CCR3,
CRTH2 in Kombination mit Anti-CD3, Anti-IgE und CD123 mit Anti-HLA-DR dar (36, 42, 47,
60).

Als Probe konnen sowohl isolierte Basophile als auch Vollblut genutzt werden. Im klinischen
Alltag bietet die Nutzung von Vollblut aufgrund des geringeren Aufwands und des damit
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maoglichen Zeitersparnis deutliche Vorteile (47). Es ist moglich, die Probe bis zu 24 Stunden vor
Durchfiihrung des BATS zu lagern (129).

In einem ersten Schritt werden die Zellen der Probe gefarbt und mit den zu untersuchenden
Allergenen inkubiert. Zur Farbung der basophilen Granulozyten werden Fluorochrome mit daran
gebundenen Antikorpern gegen spezifische Oberflachenantigene verwendet. Sie dienen der
Identifikation und Messung der Aktivierung. AnschlieRend folgen eine Erythrozytenlyse, die
Zellfixation und eine Waschung der Zellen (22, 43). Die abschlieRende durchflusszytometrische

Analyse zur Messung des Anteils an aktivierten Basophilen wird in Kapitel 2.3.5 beschrieben.

Zur Auswertung der Ergebnisse werden zusétzlich eine Negativkontrolle (Puffer) und ein bis zwei
Positivkontrollen durchgefiihrt. Fir die Stimulationskontrolle konnen Anti-IgE-Antikorper,
Antikorper gegen FceRI oder N-Formyl-methionyl-leucyl-phenylalanin (fMLP) genutzt werden.
Bei fMLP handelt es sich um ein bakterielles Peptid, das als Aktivator der MAPK-Kaskade und
Phospholipase C eine IgE-unabhéngige Aktivierung verursacht (43, 60, 101)

Die Negativkontrolle sollte unter 5 % liegen. Hohere Werte in der Negativkontrolle kénnen auf
eine zeitnahe Exposition des Patienten gegeniiber dem relevanten Allergen vor Probenentnahme
hinweisen. Daneben kdnnen eine fehlerhafte Lagerung der Probe oder Verunreinigungen durch

Endotoxine oder Pyrogene hohere Werte verursachen (30, 47).

Die Positivkontrolle sollte fiir ein auswertbares Ergebnis in der Regel mehr als 10 % betragen (22).
Etwa 5-10 % der getesteten Patienten gelten als Non-Responder. Bei ihnen kommt es im Zuge der
IgE-vermittelten Aktivierung zu keiner Hochregulierung von CD63 und CD203c und die
Positivkontrolle erreicht damit nicht den geforderten Cut-off-Wert (43).

Der Basophilenaktivierungstest gilt als wichtiges Instrument zur Diagnostik der
Insektengiftallergie. In Studien wird eine Sensitivitat von mehr als 90 % erreicht (37, 42, 48, 115).
Weiterhin ist ein Einsatz des BATs in der Verlaufskontrolle der spezifischen Immuntherapie
denkbar und Gegenstand aktueller Forschung (46, 48, 60).

1.4 Therapie der Hymenopterengiftallergie

1.4.1 Prophylaxe und Behandlung akuter Reaktionen

Im Zentrum der Therapie von Insektengiftallergien steht ahnlich wie bei anderen Allergien die

Allergenkarenz, konkret das Vermeiden von Stichereignissen (96). Patienten sollten (ber die
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Lebens- und Verhaltensweisen von Hymenopteren unterrichtet werden und gewisse
Verhaltensregeln befolgen. Die Flugzeiten von Bienen und Wespen erstrecken sich in der Regel
von Mérz bis August (Biene) bzw. August bis September (Wespe). In diesen Monaten sollten
besonders blumige Orte und Abfalleimer gemieden werden. Vom BarfulRlaufen und dem Verzehr

von Speisen im Freien wird abgeraten (20, 97).

Daruber hinaus sollten Patienten eine Anleitung zum Umgang und zur Selbstbehandlung im Falle
eines erneuten Stichs erhalten (96). Insektengiftallergiker mit systemischer Soforttypreaktion in
der Vergangenheit sind angehalten zu den Flugzeiten der Hymenopteren ein Notfallset mit sich zu
fihren, das Medikamente enth&lt, die bei erneutem Stich vom Patienten anzuwenden sind
(Tabelle 5) (49, 103).

Tabelle 5: Bestandteile eines Notfallsets und Wirkungsweise der Medikamente (49, 103)

Adrenalin (intramuskular)  Vasokonstriktion, Erhéhung der  Autoinjektor
Herzfrequenz, Erweiterung der
Bronchien, Hemmung der

Histaminfreisetzung

Glukokortikoid (oral) Verhinderung biphasischer oder 100 mg Prednisolonéquivalent
protrahierter Anaphylaxie-
Symptome

H1-Antihistaminikum Verringerung von Pruritus, Bis 4-fache Tagesdosis

(oral) Urtikaria, Flush und Rhinorrhoe

B2-Agonist (inhalativ) Bronchodilatation Vor allem bei Asthmapatienten

Die Behandlung akuter Reaktionen auf ein Stichereignis richtet sich nach der jeweiligen klinischen
Symptomatik. Bei Ortlichen Stichreaktionen sollte an der Stichstelle ein stark wirksames
Glukokortikoid topisch angewandt werden sowie die orale Einnahme eines H1-blockierenden
Antihistaminikums erfolgen (95, 96). Bei anaphylaktischen Reaktionen erfolgt die Therapie nach
Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fir Allergologie und klinische Immunologie (DGAKI) (103).
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1.4.2 Spezifische Immuntherapie

Die spezifische Immuntherapie (SIT) bzw. Hyposensibilisierung stellt die Behandlung der ersten
Wahl und die einzige kausale Therapie bei Patienten mit systemischen Soforttypreaktionen dar
(96). Ihre Wirkung beruht auf der Induktion von immunologischen Toleranzmechanismen durch
die regelmaRige Gabe von Allergenen. Hierdurch werden spezifische Immunantworten und eine
weitere Verstarkung von allergischen Immunreaktionen verhindert (92). Die SIT schiitzt Patienten
mit Insektengiftanaphylaxie vor potenziell lebensbedrohlichen allergischen Symptomen. Dar(iber
hinaus verbessert sie nachweislich deren Lebensqualitét (11, 89).

Indikation und Kontraindikationen

Die Indikation zur Hyposensibilisierung wird bei Erwachsenen mit systemischer Stichreaktion
vom Soforttyp und einer nachgewiesenen Sensibilisierung gestellt. Im Einzelfall ist die
Indikationsstellung auch ohne Nachweis einer Sensibilisierung moglich. Frauen im gebarfahigen

Alter sollten die Therapie vor Eintritt einer Schwangerschaft beginnen (92, 96).

Bei Vorliegen von dauerhaften Kontraindikationen sollte eine individuelle Risiko-Nutzen-
Abwégung erfolgen, da die Vorteile eines Therapieerfolgs die moglichen Risiken Ubersteigen
konnten. Als Kontraindikationen zahlen unter anderem schwere kardiovaskuldre Krankheiten,
maligne Neoplasien oder immunmodulierende Therapien. ACE-Hemmer und B-Blocker sollten

wenn moglich abgesetzt oder auf andere Medikation umgestellt werden (96, 97).
Durchfuhrung

Bei der SIT erfolgen repetitive, subkutane Injektionen von Hymenopterengift nach
unterschiedlichen Anwendungsschemata. Heutzutage findet meist das sog. Rush-Verfahren
Anwendung. Dabei werden im Rahmen einer stationaren Schnellhyposensibilisierung innerhalb
von 2-5 Tagen mehrmals taglich steigende Konzentrationen eines wéssrigen Allergenpréaparats bis
zum Erreichen der Erhaltungsdosis von 100 pg appliziert. In der anschlieBenden Erhaltungsphase
von mindestens 3-5 Jahren wird in regelméaRigen Abstanden (im ersten Jahr alle 4 Wochen, danach
alle 4-6 Wochen) ein Depotpréparat injiziert (92, 96). Nach Ablauf dieser Zeit kann die
Behandlung beendet werden, wenn es weder bei den Injektionen noch bei einer Stichprovokation

zu systemischen anaphylaktischen Nebenwirkungen kommt (134).
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Nebenwirkungen

In der initialen Steigerungsphase kommt es meist zu Rotung und Schwellung an der
Applikationsstelle (96). Bei 3-50 % der Patienten kommt es dartiber hinaus zu systemischen
Nebenwirkungen (110). Diese werden haufiger bei Bienengifthyposensibilisierungen beobachtet.
Die Grinde hierfir sind bisher unklar (85, 112).

Wirksamkeit

Die SIT bei Hymenopterengiftallergien erzielte in mehreren Studien eine hohe Wirksamkeit. So
liegt die Effektivitat einer abgeschlossenen Bienengifthyposensibilisierungen bei 77-84 %. Fur
Wespengiftallergiker ist von einer Effektivitat von 91-96 % auszugehen (112, 134). Zu beachten
ist, dass wahrend der SIT 10-20 % der Bienengiftallergiker und 2-10 % der Wespengiftallergiker

noch nicht vor erneuter Stichanaphylaxie geschitzt sind (110).

Nach Absetzen der SIT geht der Schutz vor anaphylaktischen Stichereignissen bei bis zu 15 % der
Patienten wieder verloren (53). Die Wirksamkeit der Therapie ist dosisabhéngig. Im Falle eines
Therapieversagens (zum Beispiel beim Auftreten von systemischen Nebenwirkungen) ist eine

Steigerung der Erhaltungsdosis auf 200 pg sinnvoll (114).

Bisher gibt es keine aussagekraftigen Laborparameter zur Uberpriifung des Therapieerfolgs.
Goldstandard ist die Stichprovokation etwa 6-18 Monate nach Erreichen der Erhaltungsdosis.
Diese sollte nur bei Patienten mit stabilem Gesundheitszustand und stets unter Notfallbereitschaft
durchgefuhrt werden. Bei systemischer Soforttypreaktion auf die Stichprovokation ist die Therapie

mit gesteigerter Erhaltungsdosis fortzusetzen (96, 102, 113).
Eingeschréankte diagnostische Abgrenzung nahverwandter Hymenopterenarten

Fur eine gezielte und erfolgreiche SIT ist es nétig, das allergieauslésende Insekt genau zu
bestimmen (15). Sowohl Patienten als auch Arzte haben jedoch oft Schwierigkeiten das stechende
Insekt zu identifizieren (3, 4). Eine SIT mit dem falschen Insektengift kdénnte mdogliche
de-novo-Sensibilisierungen, potenziell mehr Nebenwirkungen, fehlenden Schutz oder Mehrkosten
zur Folge haben (66). Im Falle einer félschlich diagnostizierten Doppelsensibilisierung ist die

Durchfiihrung einer nicht notwendigen SIT denkbar (15).
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1.5 Problemstellungen und Zielsetzungen der Studie

1.5.1 Erprobung neuer Allergene in der Diagnostik von Allergien gegen

Polistes dominula

Kirzlich gelang es der Forschungsgruppe von Blank et al. des Helmholtz Zentrums Miinchen,
neue Allergene von Polistes dominula zu beschreiben und rekombinant herzustellen (54, 56). Zu
diesen Allergenen zéhlen eine Phospholipase A2 (PDV PLAZ2) und die Hyaluronidase Pol d 2. Im
Rahmen der vorliegenden Studie sollte nun eruiert werden, ob diese beiden Allergene dazu
beitragen konnen, die bisher noch immer erschwerte Diagnostik der Feldwespenallergie

insbesondere in Abgrenzung zur YJV-Allergie zu verbessern.

Mithilfe des Basophilenaktivierungstests, der ein hilfreiches Instrument in der Beurteilung neuer
Allergene in Bezug auf ihre In-vitro-Reaktivitat bei sensibilisierten Patienten darstellt, sollten die
Allergene PDV PLA2 und Pol d 2 im BAT weiter charakterisiert und mégliche immunologische
IgE-Kreuzreaktivitiat mit den homologen Allergenen Api m 1 (sequenzhomolog zu PDV PLA2)
sowie Api m 2 und Ves v 2b (sequenzhomolog zu Pol d 2) untersucht werden. Hierdurch sollte
eine Aussage dartiber getroffen werden, ob eine Anwendung dieser Allergene in der Diagnostik
der Insektengiftallergie in der Zukunft denkbar und sinnvoll ist.

1.5.2 Neue Testverfahren im Basophilenaktivierungstest
Vorhandensein verschiedener Testverfahren im BAT

Seit der ersten Beschreibung des Basophilenaktivierungstests wurden zunehmend mehr Marker
ausgemacht, die fur den Test genutzt werden kdnnen (42, 116). So stehen mittlerweile mit CCR3,
CD203c, CRTH2 in Kombination mit Anti-CD3, Anti-IgE und CD123 mit Anti-HLA-DR eine
Reihe von Identifizierungsmarkern zur Verfugung. Als Aktivierungsmarker konnen sowohl CD63
als auch CD203c genutzt werden (36, 42). Aus der Bandbreite der Marker flr den BAT ergibt sich

eine Vielzahl von Mdglichkeiten, diese fur Testverfahren zu kombinieren (36, 39).

Eine seit Jahren sehr etablierte Kombination besteht aus CCR3 zur Identifizierung basophiler
Zellen und CD63 als Aktivierungsmarker. Nach diesem Prinzip funktioniert auch der Flow
CAST® der Firma Buhlmann Laboratories AG, Schonenbuch, Schweiz (22). Dieser Test wird

schon seit einiger Zeit erfolgreich in der Diagnostik und flr Forschungsfragen an der Klinik und
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Poliklinik fur Dermatologie und Allergologie am Biederstein der Technischen Universitat
Minchen eingesetzt (36, 121).

Etablierung des Dura Clone IF Basophil Activation® und Vergleich mit dem Flow CAST®

Die Firma Beckman Coulter, Inc., Brea, Kalifornien, USA hatte mit dem Dura Clone IF Basophil
Activation® im Jahr 2018 ein neues Testverfahren fiir den Basophilenaktivierungstest vorgestelit.
Dieses war bisher noch nicht fir die klinische Diagnostik, aber zu Forschungszwecken

kommerziell erhéltlich (6).

Anders als der Flow CAST® bedient dieser Test mehr Marker zur Identifizierung der basophilen
Granulozyten. So kommen CD45, CD3, CRTH2 und CD203c als Identifizierungsmarker und
sowohl CDG63 als auch CD203c als Aktivierungsmarker zum Einsatz (6).

Eine weitere Besonderheit ist, dass der Dura Clone IF Basophil Activation® nicht mit einem
Farbereagenz arbeitet, sondern die mit Fluorochromen konjugierten Antikérper an den Boden der
Reagenzgefale gebunden sind. Hierdurch muss kein Farbereagenz héndisch zur Probe pipettiert
werden (6).

Der Vorteil wirde in einer einfacheren Durchfiihrung des Tests durch den Wegfall von
Pipettierschritten und der Reduktion von mdglichen Fehlerquellen in der Anwendung liegen.

AulRerdem soll die sonst ubliche Waschung nicht notwendig sein.

Damit wurde die Hypothese aufgestellt, dass der neue Dura Clone IF Basophil Activation®
schneller in der Anwendung ist und die qualitative Aussagekraft der Ergebnisse mit der von bereits
etablierten Testverfahren Ubereinstimmt. Ein weiteres Ziel dieser Studie war es daher, das neue
Testverfahren zu etablieren und die Hypothese anhand eines Vergleichs mit dem Flow CAST® zu
prufen. Daraus abgeleitet sollte abschlie3end eine Beurteilung der Praktikabilitat des Dura Clone
IF Basophil Activation® fiir einen Einsatz in der Routinediagnostik erfolgen. Vor diesem

Hintergrund wurden auch die Kosten der beiden Testverfahren verglichen.
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2 Material und Methoden

2.1 Probanden und Kontrollen

An der Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologie am Biederstein der Technischen
Universitdt Munchen wurden insgesamt 34 Personen (17 Frauen, 17 Méanner) im Alter von 22-77

Jahren mit einer nachgewiesenen Bienen- bzw. Wespengiftallergie untersucht.

Das Gesamtkollektiv wurde in zwei Studiengruppen geteilt. Vier Studienteilnehmer waren in beide
Gruppen eingeschlossen. Die erste Gruppe bestand aus 21 Personen (13 Frauen, 8 Manner) im
Alter von 22-74 Jahren. In dieser Gruppe wurden die neuen Allergene erprobt. Die zweite Gruppe
bestand aus 17 Personen (6 Frauen, 11 Manner) im Alter von 28-77 Jahren. An ihnen wurden die

Testverfahren verglichen.

Einschlusskriterium flr alle Probanden war das Vorliegen von spezifischem IgE gegen Bienen-
oder Wespengift sowie den Komponenten Api m1 und Api m2. Darber hinaus war aufgrund einer
positiven Anamnese auf eine Allergie vom Soforttyp mit systemischer Reaktion Grad I-1V (nach
Ring und Messmer), einem positiven Ergebnis im Intrakutan-Test (Bienen- und Wespengift) und
dem Vorliegen von spezifischem IgE die Indikation fiir eine Hyposensibilisierung gestellt worden.
Zum Zeitpunkt der Probenentnahme standen die Personen entweder kurz vor oder noch innerhalb

des ersten Jahres der spezifischen Immuntherapie.

Von der Studie ausgeschlossen wurden Personen, deren Therapiebeginn schon langer als ein Jahr
zurucklag, sowie Personen, die in den zwei Wochen vor Probenentnahme Glukokortikoide
eingenommen hatten oder unter einer Therapie mit monoklonalen Antikdrpern gegen
Immunglobulin E (z.B. Omalizumab) standen. Eine Einnahme von Antihistaminika stellte keinen

Ausschlussgrund dar.

Da alle Personen im Rahmen ihrer spezifischen Immuntherapie zugleich Patienten der Klinik und
Poliklinik fur Dermatologie und Allergologie am Biederstein waren, konnte auf die schon vorab
erhobenen Befunde (Anamnese, Hauttestung und Bestimmung des spezifischen IgE)

zuruickgegriffen werden.

Als Kontrollgruppe fir die Erprobung der Allergene dienten 4 Personen (3 Frauen, 1 Mann) im

Alter von 23-62 Jahren, bei denen anamnestisch in der Vergangenheit keine allergischen

Reaktionen auf Insektenstiche vorlagen. AuBRerdem zeigten sich keine spezifischen IgE auf

Bienen- oder Wespengift sowie deren Allergenkomponenten. Um eine mdgliche Sensibilisierung
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auf Bienen- oder Wespengift zu vermeiden, wurde aus ethischen Grinden auf die Durchfuhrung
einer Hauttestung verzichtet. Auch die Kontrollpersonen hatten in den zwei Wochen zuvor keine

Glukokortikoide eingenommen.

Nach ausfihrlicher Aufklarung der Probanden und deren eindeutiger und schriftlicher

Einverstandniserklarung erfolgte die vendse Blutentnahme einer EDTA-haltigen Monovette.

Die Durchfihrung der Studie erfolgte gemal den Richtlinien der Ethikkommission der
Technischen Universitat Miinchen und nach genehmigtem Ethikantrag (5478/12).

2.2 Routinediagnostik

2.2.1 Anamnese

Alle Patienten wurden anamnestisch anhand eines standardisierten Fragebogens auf
Stichereignisse in der Vergangenheit befragt. Art des Insekts, zeitlicher Zusammenhang und
Schwere der Immunreaktion standen hierbei im Vordergrund. Ebenso wurden die aktuelle
Medikation, Vorerkrankungen, Risiko fiir eine atopische Diathese und die Familienanamnese
festgehalten. Anhand der Symptomschwere erfolgte eine Einteilung der anaphylaktischen

Reaktion geméal Ring und MelRmer.

2.2.2 Intrakutantest

Zur Abklarung der vorliegenden Allergie wurde im Anschluss ein Intrakutantest durchgefuhrt.
Hierfir mussten gegebenenfalls Antihistaminika und Kortikosteroide im Vorfeld abgesetzt

werden.

Als Testallergene wurden Bienengift- und Wespengiftseren der Hersteller ALK-Abello GmbH
(Hamburg, Deutschland) und Bencard Allergie GmbH (Minchen, Deutschland) in aufsteigenden
Konzentrationen (beginnend bei 0,0001 pg/ml) intrakutan injiziert. Die Konzentration wurde in
einem Abstand von 15 min so lange gesteigert, bis im Vergleich zur Negativkontrolle eine
mindestens 3 mm groRe Quaddel auftrat oder eine Konzentration von 0,1 pg/ml erreicht wurde.
Sollte bis zur hochsten Konzentration keine Quaddel aufgetreten sein, galt der Test als negativ.

Als Negativkontrolle diente 0,9%ige isotonische Kochsalzlésung (Fresenius Kabi AG, Bad
Homburg, Deutschland). Fur die Positivkontrolle erfolgte die Injektion einer 0,1%ige

Histaminlésung (Bencard Allergie GmbH, Munchen, Deutschland).
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2.2.3 Spezifische IgE-Antikérper

Neben Anamnese und Intrakutantestung erfolgte bei allen Patienten eine serologische
Untersuchung auf das Vorliegen allergen-spezifischer IgE-Antikorper. Nach Entnahme einer
Blutprobe erfolgte mithilfe des Immuno-CAP-Systems Phadia (Hersteller: Thermo Fischer
Scientific, Uppsala, Schweden) und/oder des Immulite 2000 XPi (Hersteller: Siemens Healthcare
Diagnostics, Eschborn, Deutschland) die quantitative Bestimmung der Antikorper gegen Bienen-
und Wespengift sowie gegen die rekombinanten Allergene der Biene Api m 1, Api m 2, Api m 3,
Api m 5, Api m 10 und der rekombinanten Allergene der Wespe Ves v 1 und Ves v 5. Daruber
hinaus wurde auch das Vorliegen von Antikérpern gegen die Kohlenhydrat-Determinante aus

Bromelin (MUXF3 CCD) untersucht, um die Mdglichkeit von Kreuzreaktionen zu evaluieren.

Das Immuno-CAP-System bestimmt spezifisches IgE nach dem Prinzip eines Sandwich-
Fluoreszenz-Enzym-Immunassay. Hierbei werden Allergene unter Erhaltung ihrer
dreidimensionalen Struktur kovalent innerhalb eines Cellulose-Polymers gebunden. An diese
Allergene binden allergenspezifische Antikdrper aus dem zu untersuchenden Patientenserum. Im
Anschluss werden vom System enzym-markierte Antikérper gegen IgE hinzugefugt, die an die
spezifischen IgE-Antikorper binden. Mithilfe der nachfolgenden Fluoreszenzreaktion kann die
allergenspezifische IgE-Konzentration gemessen werden (135). Das Vorliegen von spezifischen
IgE-Antikorpern wird den CAP-Klassen 1-6 zugeteilt (Tabelle 6).

Tabelle 6: Spezifische IgE-Klasseneinteilung im Immulite 2000 XPi und Immuno-CAP Phadia

0 < 0,10 kU/L < 0,10 kU/L negativ

0/1 0,10-0,34 kU/L 0,10-0,34 kU/L grenzwertig

1 0,35-0,69 kU/L 0,35-0,69 kU/L sehr schwach positiv
2 0,70-3,49 kU/L 0,70-3,49 kU/L schwach positiv

3 3,50-17,49 kU/L 3,50-17,49 kU/L positiv

4 17,50-52,49 kU/L 17,50-49,99 kU/L stark positiv

5 52,50-99,99 kU/L 50,00-99,99 kU/L sehr stark positiv

6 >= 100,00 kU/L >= 100,00 kU/L sehr stark positiv
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2.3 Basophilenaktivierungstest Flow CAST®

2.3.1 Reagenzien, Materialien und Gerate

Reagenzien

Fur die Durchfihrung des Basophilenaktivierungstest wurde der Flow CAST® der Firma

Buhlmann Laboratories AG, Schénenbuch, Schweiz, verwendet.

Die darin enthaltenen Reagenzien sind in Tabelle 7 aufgelistet.

Tabelle 7: Reagenzien im Flow CAST® der Firma Buhlmann Laboratories AG (22)

Stimulationspuffer (enthdlt 1 Flasche lyophilisiert B-CCR-STB  mit 50 ml H20 lésen
Kalzium, Heparin, IL3)

Stimulationskontrolle 1 Flasche lyophilisiert B-CCR- mit 1,5 ml B-CCR-STB
Anti-FceRT mAK STCON I6sen
Stimulationskontrolle 1 Flasche lyophilisiert B-CCR- mit 1,5 ml B-CCR-STB
fMLP FMLP I0sen

Farbe-Reagenz 1 Flasche 2,2 ml B-CCR-SR  gebrauchsfertig

Anti-CD63-FITC

Anti-CCR3-PE mAK

Lysereagenz 1 Flasche 25 ml B-CCR-LYR mit 225 ml deionisiertem

10x konzentriert Wasser verdiinnen

Wasch-Puffer 1 Flasche 100 ml B-CCR-WB  gebrauchsfertig

Weiterhin wurden zur Durchfuhrung des BATSs folgende Reagenzien benutzt:

- Deionisiertes, zweifach destilliertes Wasser zur Rekostitution (Klinikapotheke, Klinikum
Rechts der Isar, Miinchen)

- FACS-Flow: Becton-Dickinson (BD) BiosciencesGmbH, Heidelberg, Deutschland

- FACS-Rinse: Becton-Dickinson (BD) BiosciencesGmbH, Heidelberg, Deutschland

- FACS-Clean: Becton-Dickinson (BD) BiosciencesGmbH, Heidelberg, Deutschland
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Materialien

Tabelle 8: Materialien

Name Grofe
Blutentnahme

Safety-Multifly Kanule 21G /0,8 mm
S-Monovette EDTA KE 7,5ml

Pipetten und Pipettenspitzen

Reference 2 0,5-10 pl
Reference 50
Reference 50-200 pl
Reference 100-1000 pl
Repeater 4780

Pipettenspitzen 0,5 - 20 pl 0,5-20 pl
Pipettenspitze 200 pl 200 pl

Pipettenspitze 1000 pl, blau 1000 pl

Combitips 500 pl
Combitips 5ml
Combitips 50 mi

Firma

Sarstedt

Sarstedt

Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
neoLab GmbH
Sarstedt
Sarstedt
Eppendorf
Eppendorf

Eppendorf
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Stadt/Land

Nirnbrecht, Deutschland

Nirnbrecht, Deutschland

Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Heidelberg, Deutschland
Nirnbrecht, Deutschland
Nirnbrecht, Deutschland
Hamburg, Deutschland
Hamburg, Deutschland

Hamburg, Deutschland
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Weitere Materialien

Probenrdhre 75 x 12 mm 5ml Sarstedt Nrnbrecht, Deutschland

Falcon konische Réhrchen 15 ml Corning Science Tamaulipas, Mexico
Mexico

Falcon Rundbodenréhrchen 5 ml Becton-Dickinson Heidelberg, Deutschland

BiosciencesGmbH

Eppendorfcups 1,5ml Eppendorf Hamburg, Deutschland
Multiply-uStip Pro 8er Kette 0,2 ml Sarstedt Nurnbrecht, Deutschland
Laborglasflasche 250 ml Duran Group Wertheim, Deutschland
GmbH
Glaszylinder 50 mi Hirschmann Stuttgart, Deutschland
Styroporbox
Gerate

Tabelle 9: Gerate

Name Firma Stadt/Land

Kihlgerat Bosch Cooler Bosch GmbH Gerlingen, Deutschland
Vortexer Vortex Genie 2 Bender & Hobein AG Zurich, Schweiz
Brutschrank Typ B 40 Memmert GmbH Schwabach, Deutschland
Zentrifuge Universal 32R Hettich GmbH Tuttlingen, Deutschland
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Durchflusszytometer Becton-Dickinson Heidelberg, Deutschland
FACSCalibur BiosciencesGmbH

Computer Apple Macintosh Kalifornien, USA
Software BD CellQuest Pro Becton-Dickinson Heidelberg, Deutschland

BiosciencesGmbH

2.3.2 Allergene

Im Basophilenaktivierungstest wurden sowohl Bienen- und Wespengiftgesamtextrakt als auch
rekombinante Allergene verwendet. Fiir die Gesamtextrakte und das gereinigte natlrliche Allergen
Api m 1 der Honigbiene (Apis mellifera) wurde auf kommerziell erhaltliche Allergene

zuruckgegriffen (Tabelle 10).

Tabelle 10: Allergene

Name Inhalt Herkunft Stadt/Land

Honey Bee Venom Bienengift Bihlmann Laboratories Schdénenbuch,

(HBV) AG Schweiz

Yellow Jacket Venom Wespengift Buhlmann Laboratories Schdnenbuch,

(YJV) AG Schweiz

Apim1 Phospholipase A2 Latoxan Portes-lés-Valence,
der Honigbiene Frankreich

Daneben kamen Allergene zum Einsatz, die vom Helmholtz Zentrum in Miinchen, Deutschland,
zu Forschungszwecken rekombinant hergestellt wurden. Die Herstellung erfolgte mithilfe von
Spodoptera frugiperda (Sf9) Insektenzellen (17). Hierbei handelte es sich um die Phospholipase
A2 (PLA2) der Polistes dominula (PDV PLA2) und die Hyaluronidasen der Polistes dominula
(Pol d 2), der Apis mellifera (Api m 2) und der Vespula spp. (Ves v 2b). Die rekombinant
hergestellten Allergene lagen aliquotiert in lyophilisierter Form vor und wurden zur Verwendung

in 100ul Stimulationspuffer gelost.
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2.3.3 Versuchsschema zur Erprobung homologer Allergene

Um die homologen Allergene zu untersuchen, wurden die Patienten der ersten Gruppe in zwei
Studienpopulationen unterteilt (siehe Kapitel 2.1). In der ersten Untergruppe wurden Patienten mit
einer Sensibilisierung auf Api m 1 und YJV-sensibilisierte Patienten eingeschlossen. Eine
Doppelsensibilisierung war dabei kein Ausschlussgrund. Die zweite Untergruppe beinhaltete
Api m 2- und YJV-sensibilisierte Patienten. Auch hier war eine Doppelsensibilisierung moglich.

Bei entsprechendem Sensibilisierungsprofil war ein Einschluss in beide Studiengruppen mdglich.

Alle Patienten wurden auf HBV und YJV untersucht. In der ersten Untergruppe wurden die
Phospholipasen PDV PLA2 und Api m 1 verglichen, wahrend in der zweiten Untergruppe die

Hyaluronidasen Api m 2, Ves v 2b und Pol d 2 zum Einsatz kamen.

2.3.4 Durchfihrung

Der Basophilenaktivierungstest Flow CAST von Buhlmann Laboratories AG, Schénenbuch,
Schweiz, weist in vitro die Expression von CD63 (Aktivitdtsmarker) auf der Oberflache von
Basophilen und damit deren IgE-abhéngige Aktivierung nach. Fur die Durchfiihrung des Tests
wurden die im Test-Kit enthaltenen Reagenzien zunachst entsprechend dem Flow CAST Manual
vorbereitet (22).

Die Allergene wurden vor ihrer Verwendung in Stimulationspuffer geldst, aliquotiert und bei
- 20°C gelagert.

Vorbereitung

- Rekonstitution des Stimulationspuffers durch Lésen in 50 ml ultrareinen Wassers (H20),
anschlieBend Aliquotieren in Rundbodenrdéhrchen (5ml) und Lagerung bei -20°C

- Rekonstitution der Stimulationskontrollen durch Lésen in jeweils 1,5 ml rekonstituiertem
Stimulationspuffer, anschlieBend Aliquotieren zu je 120 ul in Eppendorfcups und
Lagerung bei -20°C

- Verdunnung des Lysereagenz in 225 ml deionisiertem Wasser und Lagerung bei 6-8 °C

- Losen von Api m 1 (Firma Latoxan, Portes-lés-Valence, Frankreich) in 1 ml
Stimulationspuffer, anschlieBend Aliquotierung zu je 5 ul und Lagerung bei -20°C

- Rekonstitution der Allergene PDV PLA2, Api m 2, Ves v 2b und Pol d 2 in je 100 pl
Stimulationspuffer, anschlielend Aliquotierung zu je 5 pl und Lagerung bei -20°C

- Losen von HBV und YJV in 250 pul Stimulationspuffer
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Die Reagenzien des Flow CAST und die Allergene konnten aliquotiert bei entsprechender
Kihlung (-20°C: Stimulationspuffer, Stimulationskontrollen, Allergene; 6-8°C: Lysereagenz) bis
zu 6 Monate aufbewahrt werden. HBV und YJV wurden vor jeder Durchfiihrung neu geldst und

direkt verwendet.
Verdunnungsreihe

Die Bienen- und Wespengiftextrakte wurden in einer in der Diagnostik tblichen Konzentration
von 284 ng/ml angewandt. Alle weiteren Allergene wurden einer Verdinnungsreihe nach
ausgehend von 1000 ng/ml eingesetzt. Daneben wurden fir jeden Patienten zwei Leerwerte und
jeweils eine Positivkontrolle mit Anti-FceRI-Antikdrper sowie fMLP bestimmt. Hieraus ergaben

sich folgende Proben zur Bestimmung der basophilen Aktivierung (Tabelle 11).

Tabelle 11: Ubersicht untersuchter Kontrollen und Allergene in der Testung neuer Allergene

1 Leerwert - 17 Apim 2 1000 ng/ml
2 Leerwert - 18 Apim 2 200 ng/mi
3 Anti-FceRI mAK - 19 Apim 2 40 ng/ml

4 fMLP - 20 Apim 2 8 ng/ml

5 HBV 284 ng/mi 21 Apim 2 1,6 ng/ml
6 YV 284 ng/mi 22 Vesv 2b 1000 ng/ml
7 PLA 2 1000 ng/mi 23 Vesv 2b 200 ng/mi
8 PLA 2 200 ng/mi 24 Ves v 2b 40 ng/ml

9 PLA 2 40 ng/mi 25 Ves v 2b 8 ng/ml

10 PLA 2 8 ng/mi 26 Vesv 2b 1,6 ng/ml
11 PLA 2 1,6 ng/ml 27 Pol d 2 1000 ng/mi
12 Apim1l 1000 ng/mi 28 Pol d 2 200 ng/ml
13 Apim1 200 ng/mi 29 Pold 2 40 ng/ml
14 Apim1 40 ng/mi 30 Pold 2 8 ng/ml
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15 Apim1l 8 ng/ml 31 Pol d 2 1,6 ng/ml

16 Apim1l 1,6 ng/ml

Zur Herstellung der Verdinnungsreihe wurden die aliquotierten Allergene zunéchst in einem
entsprechenden Verhéltnis in Stimulationspuffer gel6st, sodass eine Konzentration von
4400 ng/ml entstand. Da im BAT aufgrund des Verhaltnisses der Reagenzien eine Verdunnung
um den Faktor 4,4 erfolgt, lag damit eine Endkonzentration von 1000 ng/ml vor (C1). Fur die

weiteren Proben erfolgte die Verdunnungsreihe gemaR folgendem Schema:

- Gabe von 200 pul Stimulationspuffer zu 50 ul C1 - 200 ng/ml (C2)
- Gabe von 200 ul Stimulationspuffer zu 50 ul C2 - 40 ng/ml (C3)
- Gabe von 200 pul Stimulationspuffer zu 50 ul C3 - 8 ng/ml (C4)

- Gabe von 200 pl Stimulationspuffer zu 50 pul C4 - 1,6 ng/ml (C5)

Versuchsdurchfihrung

Zuné&chst wurden die Proberdhrchen mit 50 pl des Probereagenz (zweimal Stimulationspuffer als
Leerwerte, Anti-FceRI mAK und fMLP als Positivkontrollen und jeweils fiinf Konzentrationen

der zu untersuchenden Allergen) beflit.

Anschliefend erfolgte die schrittweise Zugabe von 100 pl Stimulationspuffer, 50 pl Patienten-
Vollblut und 20 pl Féarbereagenz. Nach kurzer Mischung mithilfe des VVortexers auf mittlerer Stufe
wurden die Réhrchen fur 25 Minuten im Brutschrank bei 37°C inkubiert.

Durch Zugabe von 2 ml vorgewarmtem Lysereagenz wurde die Reaktion gestoppt und die
Erythrozyten geldst. Nach funfmindtiger Inkubation im Dunkeln bei Zimmertemperatur wurden

die Rohrchen fur funf Minuten bei 500 x g zentrifugiert.

Der Uberstand wurde im Anschluss abgegossen und es erfolgte eine Suspension der Zellen in
300 pl Waschpuffer. Bis zur Auswertung am FACS-Gerat wurden die Rohrchen im Dunkeln
gelagert.

Durch die Farbmarkierung der basophilen Granulozyten mithilfe Anti-CCR3-PE mAK gelang bei
der durchflusszytometrischen Auswertung die Selektion der Basophilen von den dbrigen
Lymphozyten. Pro Analyse wurden mindestens 300 Basophile selektiert und auf Aktivierung
untersucht. Die Ermittlung des prozentualen Anteils der aktivierten Basophilen erfolgte durch die
Messung der CD63-Exprimierung (farblich durch Anti-CD63-FITC markiert).
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2.3.5 Durchflusszytometrische Analyse und Auswertung

Ein Durchflusszytometer, auch FACS (engl. Fluorescence-Activated-Cell-Sorter), ermdglicht die
Analyse von Zellen unter anderem anhand ihrer Form und Struktur. Die Messung erfolgt auf dem
Prinzip der optischen Emission. Durch verschiedene Parameter kdnnen Ruckschlisse auf die Form
(relative GroRe), Struktur (relative Granularitat) und die Farbung (durch vorherige Markierung mit

Fluorochromen) der Zellen gezogen werden (12, 24).
Ein FACS besteht aus drei Komponenten (Abbildung 4):

Im Fliussigkeitssystem wird daflr gesorgt, dass die Zellen einzeln in die Messkammer eintreten.
Durch hydrodynamische Fokussierung reihen sich die Zellen hintereinander an, sodass sie

individuell analysiert werden kdnnen (24, 125).

Das optische System besteht aus einem oder mehreren Lasern, einer Sammeloptik mit Spiegeln
und Filtern zur Erhdhung der Messspezifitdt und mehreren Detektoren, die das optische Signal
erfassen (24, 125).

An den Detektoren erfolgt die Signalverarbeitung. Trifft ein Lichtstrahl auf einen Detektor (in der
Regel sog. Photomultiplier, die das Signal verstarken), entsteht elektrischer Strom, der als Signal
erfasst werden kann und in der Messsoftware graphisch dargestellt wird. Die Darstellung erfolgt

meist mittels Punktdiagramm, bei dem jede Zelle als eigener Punkt gezeigt wird (24, 106, 125).

In der Messkammer trifft der Laser auf die zu analysierende Zelle, wobei es zu zwei

Streuphanomenen kommt:

- Die Vorwartsstreuung, die 20° zur Lichtachse einfallt (Forward Scatter; FSC), gibt
Auskunft Uber die relative GroRe der Zelle.

- Die Seitwartsstreuung, die 90° zur Lichtachse einfallt (Side Scatter; SSC), gibt Auskunft
uber die relative Granularitat der Zelle.

Durch diese beiden Eigenschaften konnen bereits die verschiedenen Zellarten des Blutes
unterschieden werden (12, 24, 106).
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Laser

Abbildung 4: Aufbau eines Durchflusszytometers (106)

FSC, Forward Scatter; SSC, Side Scatter; PMT, Photomultiplier; FL-1-3, Fluoreszenzen bei verschiedenen
Wellenlangen

Zusatzlich lassen sich vor der Analyse gezielt Zellepitope mit Fluorochromen markieren. In
Kombination mit dem Einsatz verschiedenfarbiger Laser und Filter kénnen so weitere

Eigenschaften wie zum Beispiel die CD63-Expression analysiert werden (12, 106).

Die Fluorochrome werden hierfiir mit Antikdrpern gegen definierte Epitope (z.B. CD-Molekiile)
konjugiert, sodass sie nur an Zellen binden, die diese Oberflichenmerkmale erfillen.
Fluorochrome absorbieren Licht einer bestimmten Wellenlange und emittieren dabei Licht einer
langeren Wellenlange. Dieser Vorgang kann mithilfe von Fluoreszenzdetektoren erfasst werden.
Bei der Verwendung von Fluorochromen mit &hnlichen Emissionsprofilen erfolgt eine

rechnerische Kompensation (12, 106).

Der Flow CAST® der Firma Bihlmann Laboratories AG, Schonenbuch, Schweiz, benutzt

folgende Fluorochrome (22):

- Fluorescein Isothiocyanate konjugiert mit einem monoklonalen Antikdrper gegen humanes
CD63 (Anti-CD63-FITC)

- Phycoerythrin konjugiert mit einem monoklonalen Antikorper gegen den humanen
Chemokinrezeptor CCR3 (Anti-CCR3-PE)

Das FACSCalibur der Firma Becton-Dickinson BiosciencesGmbH, Heidelberg, Deutschland,
enthélt folgende Laser (106):

- Blauer Laser der Wellenlange 488 nm (Blau)
- Roter Laser der Wellenldnge 633 nm (Rot)
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2.3.6 Prinzip der Analyse

Die gemessenen Streu- und Fluoreszenzeigenschaften jeder einzelnen analysierten Zelle werden
gespeichert und zur graphischen  Auswertung in einem sog. Dotplot (einer
Punktwolkendarstellung) abgebildet (106). Die Auswertung erfolgte in dieser Studie mithilfe der
Softwares BD CellQuest Pro und BD FACSDiva der Becton-Dickinson BiosciencesGmbH,
Heidelberg, Deutschland.

Durch das Setzen von definierten Auswertfenstern (sog. Gating) kdnnen Subpopulationen, die
anhand bestimmter Eigenschaften definiert werden, genauer untersucht werden (106). Nach
diesem Prinzip kann die Population an analysierten Granulozyten im SSC / FSC nach den
Eigenschaften GroRe und Granularitat definiert und separat betrachtet werden (Abbildung 5,
Dotplot oben links). Durch Gegenuberstellung von SSC und anti-CCR3-PE kdnnen hiervon
wiederum die Basophilen separiert werden (Abbildung 5, Dotplot oben rechts, roter Kasten).
CCRa3 ist ein Chemokinrezeptor, der als Oberflachenantigen auf der Oberflache von basophilen

Granulozyten exprimiert wird (39).

Diese Gruppe wird im Anschluss auf ihre Aktivierung untersucht. Aktivierte Basophile
exprimieren  vermehrt CD63  (Glykoprotein  gp53) (116). CD63 wird im
Basophilenaktivierungstest mithilfe von Anti-CD63-FITC markiert, sodass in einem letzten
Auswertungsschritt ~ die  Gegeniberstellung  von  CCR3-markierten  Zellen  (als
Identifizierungsmarker) und CD63-markierten Zellen (als Aktivierungsmarker) mdoglich ist
(Abbildung 5, Dotplot unten). CCR3-markierte Zellen werden dabei auf der Abszisse abgebildet
und CD63-markierte Zellen auf der Ordinate.

Durch Negativ- und Positivkontrollen kann in einer Quadranten-Analyse ein Quadrant mit
aktivierten (also CD63-positiven) Basophilen definiert werden (Abbildung 5, orangefarbener
Kasten). Diese haben ein hohes Signal fiir Anti-CCR3 und Anti-CD63. Die auf diese Weise
definierte Gruppe der aktivierten Basophilen wird ins relative Verhaltnis zur Gesamtpopulation
der Basophilen gesetzt, sodass sich ein Prozentwert als MaR der Aktivierung ergibt (Abbildung 5,

Auswertung rechts unten).

In den Abbildungen 5-7 sind Beispiele fir durchflusszytometrische Analysen von Proben des Flow
CAST® nach Stimulation mit der Positivkontrolle Anti-FceRI mAK, einer Negativkontrolle mit

Stimulationspuffer und einem Allergen (YJV) zu sehen.
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Abbildung 5: Beispiel fur eine Auswertung des Flow CAST® (Software: BD FACSDiva; Patient: 190812-P1;
Probe: Positivkontrolle mit Anti-FeeRI mAK)

UL, upper left; UR, upper right; LL, lower left; LR, lower right; events, Anzahl gemessener Basophiler (%)
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Abbildung 6: Beispiel fur eine Auswertung des Flow CAST® (Software: BD FACSDiva; Patient: 190812-P1;

Probe: Negativkontrolle mit Stimulationspuffer)
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Abbildung 7: Beispiel fur eine Auswertung des Flow CAST® (Software: BD FACSDiva; Patient: 190812-P1;

Probe: Yellow Jacket Venom in einer Konzentration von 284 ng/ml)

UL, upper left; UR, upper right; LL, lower left; LR, lower right; events, Anzahl gemessener Basophiler (%)
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2.4 Basophilenaktivierungstest Dura Clone IF Basophil Activation®

2.4.1 Reagenzien, Materialien und Gerate

Reagenzien

In einem zweiten Teil der Studie wurde der Flow CAST® der Firma Buhlmann Laboratories AG,
Schonenbuch, Schweiz, mit dem Dura Clone IF Basophil Activation® der Firma Beckman
Coulter, Inc., Brea, Kalifornien, USA verglichen. Beim Test-Kit der Firma Beckman Coulter
werden die zur Farbmarkierung verwendeten Antikorper nicht Uber Reagenzien hinzugefugt,

sondern liegen in den im Kit enthaltenen Réhrchen bereits fixiert vor (6).

Die flr diesen BAT verwendeten Reagenzien sind in Tabelle 12 aufgelistet.

Tabelle 12: Reagenzien des DuraClone IF Basophil Activation®

Activation Solution 1 Flasche 100 ml Beckman Brea, Kalifornien, USA
(Puffer, enthalt Kalzium) Coulter, Inc
OptiLyse C 1 Flasche 5,5 ml Beckman Brea, Kalifornien, USA
(enthalt 1,5 % Formaldehyd) Coulter, Inc
PBS Dulbecco 9,55 g/L Biochrom Berlin, Deutschland
Phosphate Buffered Saline (ohne Ca?*/Mg?") GmbH
Materialien

Fur den Dura Clone IF Basophil Activation® wurden analog die in Kapitel 2.3.1 aufgefiihrten
Materialien verwendet. Das Kit enthalt zwei Arten von Probenréhrchen, in denen bereits die mit
Fluorochromen konjugierten Antikorper getrocknet und fixiert vorliegen. In Tabelle 13 sind diese

Antikorper aufgefihrt.
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Tabelle 13: Réhrchen und enthaltene Antikorper des Dura Clone Basophil Activation IF

Reagenzgefalle des Dura Clone Basophil Activation IF

Rorchen Anzahl pro Kit Enthaltene Antikorper

Probenrdhrchen 25 Rohrchen Anti-CD45; Anti-CD3;
Anti-CRTH2, Anti-CD203c;
Anti-CD63

Positivkontrolle 5 Rohrchen Anti-CDA45; Anti-CD3;

Anti-CRTH2, Anti-CD203c;
Anti-CD63; Anti-IgE

Geréte

Neben den in Kapitel 2.3.1 aufgefiihrten Geraten wurden zur Auswertung des Tests die in Tabelle

14 aufgefiihrten Geréte verwendet.

Tabelle 14: Weitere Gerate zur Durchfihrung des Dura Clone IF Basophil Activation

Name Firma Stadt/Land
Durchflusszytometer Becton-Dickinson Heidelberg, Deutschland
FACSCanto BiosciencesGmbH

Computer Hewlett Packard Palo Alto, USA
Software FlowJo Becton-Dickinson Heidelberg, Deutschland

BiosciencesGmbH

2.42 Allergene

Als Allergene wurden die bereits in Kapitel 2.3.2 vorgestellten Gesamtextrakte der Biene (HBV)
und Wespe (YJV) der Firma Blhlmann Laboratories, Schénenbuch, Schweiz, genutzt.

39



-Material und Methoden-

2.4.3 Versuchsschema zum Vergleich der Tests der Firmen Bihlmann

und Beckman Coulter

Fur den Vergleich der beiden Test-Kits der Firmen Bihlmann Laboratories AG, Schénenbuch,
Schweiz, und Beckman Coulter, Inc., Brea, Kalifornien, USA wurde eine Studienpopulation aus
Patienten gebildet, die sowohl auf HBV als auch YJV sensibilisiert waren. Die Patienten wurden
jeweils im Flow CAST® und im Dura Clone IF Basophil Activation® auf die Gesamtextrakte von
Honigbiene und Wespe getestet und die Ergebnisse wurden qualitativ und quantitativ verglichen.
Hierbei erfolgte fir den Dura Clone IF Basophil Activation® noch ein Vergleich der mdglichen
Gating-Varianten (vgl. Kapitel 2.4.6) und der Aktivierungsmarker CD63 und CD203c sowie ein
Vergleich der Positivkontrolle Anti-IgE mit Anti-FceRl mAK des Flow CAST®.

Daruber hinaus wurde die Durchfuhrungszeit der beiden BATs gemessen, indem flr alle Schritte
der Durchfiihrung die bendtigte Zeit gestoppt wurde. Die Zeitmessung erfolgte mithilfe eines

Smartphones (Huawei P20 lite, Shenzhen, China). Die definierten Schritte waren dabei folgende:

- Vorbereitung

- Dilution der Allergene

- Verdlnnungsreihe

- Zusammenflhrung der Reagenzien (in der Studie als 1. Schritt benannt)

- 1. Inkubation

- Lyse

- 2. Inkubation (lediglich Dura Clone IF Basophil Activation®)

- Zufuhren von PBS-Puffer (lediglich Dura Clone IF Basophil Activation®)
- 3. Inkubation (lediglich Dura Clone IF Basophil Activation®)

- Zufuhren von PBS-Puffer (lediglich Dura Clone IF Basophil Activation®)
- Zentrifugation

- Resuspension

- Auswertung am FACS

Zuletzt erfolgte ein Kostenvergleich der Testverfahren. Zur Berechnung wurden die Marktpreise
der Hersteller fir die Test-Kits des Flow CAST® und des Dura Clone IF Basophil Activation®

sowie die Reagenzien Activation Solution und Optilyse C herangezogen. Kosten flr weitere
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Reagenzien oder Verbrauchsmaterialien wurden zur Vereinfachung nicht berlicksichtigt. Fiir den
Vergleich wurden die Kosten je durchfiihrbarer Test berechnet.

Untersuchung hoher Leerwerte bei Patienten im Dura Clone IF Basophil Activation®

Da sich im Dura Clone IF Basophil Activation® bei einigen Patienten eine Aktivierung in allen
Proben und damit auch in den Negativkontrollen zeigte (siehe Kapitel 3.2.4), wurde das
Versuchsschema einmalig um einen zusétzlichen Test erweitert. Ziel war es, die Ursache der
generellen Aktivierung genauer zu untersuchen und dabei die Probenréhrchen mit fixierten

Markern des Dura Clone IF Basophil Activation® als Fehlerquelle zu adressieren.

Hierzu wurde in einem gesonderten Ansatz mit dem Blut eines Patienten (P30) ein weiterer BAT
durchgefuhrt, bei dem die Probe manuell mit Markern versehen und nicht auf die fixierten Marker
des Dura Clone zurlickgegriffen wurde. Die verwendeten Marker waren Anti-CCR3 (Brilliant
Violet 510, Clone: 5E8, Hersteller: Biolegend, San Diego, USA), Anti-CD203c (PE/Cyanine 7,
Clone NP4D6, Hersteller: Biolegend, San Diego, USA) und Anti-CD63 (V450, Clone H5C6,
Hersteller: Becton-Dickinson BiosciencesGmbH, Heidelberg, Deutschland). Als Reagenzien
wurden die Activation Solution, Optilyse C und PBS-Puffer des Dura Clone IF Basophil
Activation® und zusatzlich der Stimulationspuffer (zur Suspension von HBV und YJV) und die
Positivkontrolle Anti-FceRI mAK des Flow CAST® verwendet.

2.4.4 Durchfihrung

Auch der Basophilenaktivierungstest Dura Clone IF Basophil Activation® der Firma Beckman
Coulter, Inc., Brea, Kalifornien, USA, weist in vitro die Expression von CDG63
(Aktivierungsmarker) auf der Oberflaiche von Basophilen und damit deren IgE-abhangige
Aktivierung nach. Daneben wird aulRerdem die Expression von CD203c nachgewiesen

(Identifikations- und Aktivierungsmarker) (6).
Vorbereitung

Die Reagenzien OptiLyse C und Activation Solution lagen gebrauchsfertig vor und wurden vor
Durchfiihrung des Tests auf Zimmertemperatur erwarmt. Die Allergene wurden vor ihrer

Verwendung in 250 pl Activation Solution geldst.

Die Reagenzien des Dura Clone wurden entsprechend der Herstellerhinweise (OptiLyse C:
18-25°C; Activation Solution: 2-8°C) gelagert und im angegebenen Zeitraum verwendet. HBV

und YJV wurden vor jeder Durchfuhrung neu gel6st und direkt verwendet.
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Verdunnungsreihe

Die Bienen- und Wespengiftextrakte wurden einer Verdinnungsreihe nach ausgehend von
284 ng/ml bzw. 625 ng/ml in drei Konzentrationen eingesetzt. Daneben wurden fur jeden Patienten
zwei Leerwerte und jeweils die Positivkontrollen gemaR Gebrauchsanweisung des Herstellers
eingesetzt. So erfolgte die Positivkontrolle beim Flow CAST® mit Anti-FceRI-Antikoérper sowie
fMLP. Im Rohrchen der Positivkontrolle des Dura Clone IF Basophil Activation® liegt ein
gebundener Anti-IgE-Antikorper vor. Daneben wurde in einem weiteren Probenréhrchen noch der
Anti-FceRI mAK (Stimulationskontrolle des Flow CAST®) eingesetzt. FMLP als Positivkontrolle
war beim Dura Clone IF Basophil Activation® nicht vorgesehen. Hieraus ergaben sich folgende

Proben zur Bestimmung der basophilen Aktivierung (Tabelle 15).

Tabelle 15: Ubersicht der getesteten Kontrollen und Allergene im Testvergleich

Nr. Inhalt Konz. Nr. Inhalt Konz.

1 Leerwert - 1 Leerwert -

2 Leerwert - 2 Leerwert -

3 Anti-FceRI mAK - 3 Anti-FceRI mAK -

4 fMLP - 4 Anti-IgE -

5 HBV 1 284 ng/mi 5 HBV 1 625 ng/ml
6 HBV 2 57 ng/ml 6 HBV 2 125 ng/ml
7 HBV 3 11 ng/ml 7 HBV 3 25 ng/ml
8 YV 284 ng/mi 8 YV 625 ng/ml
9 YJIV 2 57 ng/ml 9 YJV 2 125 ng/ml
10 YJV 3 11 ng/mi 10 YJV 3 25 ng/ml

Zur Herstellung der Verdinnungsreihe fir den Dura Clone wurden die Allergene zundchst in
250 ul Activation Solution gelost (C1). Fir die weiteren Proben erfolgte die Verdiinnungsreihe

gemal folgendem Schema:
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- Gabe von 100 ul Activation Solution zu 25 ul C1 - 125 ng/ml (C2)
- Gabe von 100 ul Activation Solution zu 25 ul C2 - 25 ng/ml (C3)

Die Verdunnungsreihe fur den Flow CAST® wurde analog dazu mit Stimulationspuffer statt

Activation Solution hergestellt.
Vorversuche zur Etablierung des Dura Clone IF Basophil Activation®

Laut Gebrauchsanweisung ist der Dura Clone IF Basophil Activation® der Firma Beckman
Coulter, Inc., Brea, Kalifornien, USA sowohl mit als auch ohne Waschung durchfthrbar (6). Daher
wurde vorab ein erster Versuch (P15) ohne die sonst nach der Erythrozyten-Lyse geplante
Waschung durchgefuhrt. Hier zeigte sich, dass dies zu einer erheblich langeren Analyse-Zeit flihrte
(P15: Auswertung > 1 h; Mittelwert aller anderen Patienten: 25:10 min; siehe Anhang) und die
Auswertung aufgrund des nicht ausgewaschenen Zell-Debris deutlich stéranfélliger war. Um
aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten, wurde entschieden, den Dura Clone IF Basophil

Activation® fiir die Ubrigen Patienten nur mit der optionalen Waschung durchzufiihren
Versuchsdurchfuihrung des Dura Clone IF Basophil Activation

Zunéchst wurden in die Probenréhrchen zum Leerwert und das Positivkontroll-Réhrchen mit
Anti-IgE Antikorper 50 pl Activation Solution gegeben. In Rohrchen Nr. 3 wurden 50 pl der
Stimulationskontrolle (Anti-FceRI mAK) und in die iibrigen Roéhrchen jeweils 50 pl der in
Activation Solution gel6sten Allergene gegeben.

AnschlieBend wurden die Proben fiir 6-8 Sekunden bei hoher Geschwindigkeit auf dem Vortexer
gemischt und es erfolgte die Zugabe von 50 pl Vollblut. Nach kurzer Mischung mithilfe des
Vortexers auf mittlerer Stufe wurden die Rohrchen fur 25 Minuten im Brutschrank bei 37°C
inkubiert.

Durch Zugabe von 250 ul OptiLyse C und Mischung auf dem Vortexer wurde die Reaktion
gestoppt und die Erythrozyten gelést. Nach zehnminltiger Inkubation im Dunkeln bei

Zimmertemperatur (Styroporbox) wurde die Lyse durch Zugabe von 250 pul PBS gestoppt.

Nach weiterer zehnmindtiger Inkubation im Dunkeln bei Zimmertemperatur erfolgte die Zugabe
von 3 ml PBS und die Réhrchen wurden fir funf Minuten bei 500 x g zentrifugiert.

Der Uberstand wurde im Anschluss abgegossen und es erfolgte eine Suspension der Zellen in

300 ul PBS. Bis zur Auswertung am FACS-Gerat wurden die Rohrchen im Dunkeln gelagert.
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2.4.5 Durchflusszytometrische Analyse und Auswertung

Das Prinzip der Auswertung am FACS entspricht auch beim Dura Clone dem in Kapitel 2.3.5
vorgestellten.

Der Dura Clone Basophil Activation IF® der Firma Beckman Coulter, Inc., Brea, Kalifornien,

USA, benutzt folgende Fluorochrome (6):

- Krome Orange konjugiert mit einem monoklonalen Antikérper gegen humanes CD45
(CD45-KrO)

- R Phycoerythrin-Cyanine 7 (PC7) konjugiert mit einem monoklonalen Antikorper gegen
humanes CD3 (CD3-PC7)

- Alexa Fluor 647 konjugiert mit einem monoklonalen Antikdrper gegen humanes CD294
(CRTH2) (CRTH2-AF647)

- R Phycoerythrin (PE) konjugiert mit einem monoklonalen Antikorper gegen humanes
CD203c (CD203c-PE)

- Pacific Blue konjugiert mit einem monoklonalen Antikérper gegen humanes CD63
(CD63-PBE)

Das zur Auswertung des Dura Clone benutzte FACSCanto der Firma Becton-Dickinson

BiosciencesGmbH, Heidelberg, Deutschland, enthielt folgende Laser:

- Laser der Wellenléange 405 nm (Violett)
- Laser der Wellenlédnge 488 nm (Blau)
- Laser der Wellenlédnge 633 nm (Rot)

2.4.6 Prinzip der Analyse

Analog zu dem in Kapitel 2.3.6 beschriebenen Prinzip erfolgte auch beim Dura Clone die
Auswertung und Analyse der Zellen durch das Setzen verschiedener Gates und genauerer
Betrachtung von Subpopulationen. Dadurch, dass der Dura Clone mehr Oberflachenantigene
farblich markiert, ergaben sich verschiedene Mdoglichkeiten, die Population der basophilen

Granulozyten zu detektieren.

Folgende Oberflachenantigene werden vom Dura Clone IF Basophil Activation farblich markiert

und konnen daher fiir die Auswertung benutzt werden (6):
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- CRTH2: Ein Prostaglandin-Rezeptor, der vornehmlich auf Th2-Lymphozyten, basophilen
und eosinophilen Granulozyten exprimiert wird.

- CDa3: Ein Oberflachenantigen, das lediglich auf T-Lymphozyten und damit nicht auf
Basophilen zu finden ist.

- CD203c: Das Antigen liegt auf basophilen Granulozyten, Mastzellen und
CD34+-Progenitorzellen vor. Nach Aktivierung von basophilen Granulozyten wird die
Expression hochreguliert, wodurch CD203c auch als Aktivierungsmarker herangezogen
werden kann.

- CD63: CD63 liegt auf der Membran der lysosomalen Granula ruhender basophiler
Granulozyten vor und wird bei Aktivierung (d.h. lysosomaler Sekretion) an der
Zelloberflache der basophilen Zellen detektierbar. Aus diesem Grund kann CD63 als
Aktivierungsmarker im Basophilen-Aktivierungstest dienen.

- CD45: Dieses Oberflachenantigen wird auf allen Leukozyten (Lymphozyten sowie
neutrophilen, eosinophilen und basophilen Granulozyten) exprimiert. Auf Erythrozyten

und Thrombozyten ist es nicht zu finden.

Ruhende (also nicht-aktivierte) basophile Granulozyten sind demnach CD45+, CD3-, CRTH2+,
CD203c+ (schwach positiv bis positiv) und CD63-. Aktivierte basophile Granulozyten dagegen
zeigen sich als CD45+, CD3-, CRTH2+, CD203c+ (stark positiv) und CD63+.

In dieser Studie wurden die basophilen Granulozyten auf zwei verschiedene Arten selektiert und
auf Aktivierung untersucht. In beiden Féllen wurde aus den im FACS untersuchten Zellen zunachst
durch Gegenuberstellung von SSC und Anti-CD45 die Population der Leukozyten separiert
(CD45+ mononukledre Zellen; MNC). Aus diesen konnten dann im Gating von Anti-CD3 zu
Anti-CRTH2 direkt die basophilen Granulozyten (CD3- und CRTH2+) gewonnen werden
(Abbildung 8 obere Reihe). Alternativ wurden aus den CD45+ MNC in der Auswertung Anti-CD3
zu SSC die Lymphozyten (CD3+) herausgefiltert und in der tbrigen Population (CD3-) durch eine
Untersuchung auf Anti-CRTH2 und Anti-CD203c die basophilen Granulozyten bestimmt
(CRTH2+ und CD203c+) (Abbildung 8 untere Reihe). In beiden Fallen erfolgte die Untersuchung
auf Aktivierung durch Gegentberstellung von Anti-CD63 und Anti-CD203c. Durch Negativ- und
Positivkontrollen konnte in einer Quadranten-Analyse ein Quadrant als positiver (aktivierter)
Bereich bestimmt werden (Q2). Die Angabe der Aktivierung erfolgte analog zu Kapitel 2.3.6 als
relativer Anteil aktivierter basophiler Granulozyten an allen basophilen Granulozyten und wird im

Quadranten Q2 als Zahl angegeben.
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Abbildung 8: Beispiel fir eine Auswertung des Dura Clone IF Basophil Activation® (Software: FlowJo;
Patient: 200121-P22; Probe: Positivkontrolle mit Anti-IgE); oben: Gating 1 (ohne Verwendung von CD203c);
unten: Gating 2 (mit Verwendung von CD203c)
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Abbildung 9: Beispiel fir eine Auswertung des Dura Clone IF Basophil Activation® (Software: FlowJo;
Patient: 200121-P22; Probe: Negativkontrolle); oben: Gating 1 (ohne Verwendung von CD203c); unten: Gating

2 (mit Verwendung von CD203c)
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Abbildung 10: Beispiel fur eine Auswertung des Dura Clone IF Basophil Activation® (Software: FlowJo;
Patient: 200121-P22; Probe: Yellow Jacket Venom in einer Konzentration von 57 ng/ml); oben: Gating 1 (ohne
Verwendung von CD203c); unten: Gating 2 (mit Verwendung von CD203c)

2.5 Statistik und Auswertung der Daten

Im Zuge der Auswertung wurden als Parameter der deskriptiven Statistik Maximum, Minimum,
Mittelwert und Standardabweichung berechnet. In der Erprobung der homologen Allergene und
flr den Vergleich der Positivkontrollen der beiden Tests wurden zudem Boxplots mit Median,

Minimum, Maximum und den Quartilen erstellt.

Zur Untersuchung der beobachteten Unterschiede in der Aktivierung durch Api m 1 und HBV
wurden Zweistichproben T-Tests bei abhéngigen Stichproben durchgefiihrt. Hierbei kénnen
Aussagen dartiber getroffen werden, ob sich die Mittelwerte der Stichproben signifikant
unterscheiden. Zweistichproben T-Tests kamen auflerdem im Vergleich der Aktivierungsmarker
CD63 und CD203c des Dura Clone IF Basophil Activation® und der Positivkontrollen zum

Einsatz.

Fir den Vergleich der beiden Test-Kits des Basophilenaktivierungstests erfolgte eine graphische

Darstellung mittels Bland-Altman-Plots, die Ruckschlisse auf die Konkordanz zweier

Messmethoden zulassen (bei Messungen von Variablen mit stetigen Auspragungen). Hierbei wird

die Differenz der Messwert-Paare auf der Y-Achse gegen den Mittelwert auf der X-Achse
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aufgetragen.  Zusétzlich  wurden der Mittelwert der Differenzen sowie zwel
Ubereinstimmungsgrenzen (d + 1,96 x Standardabweichung; Limits of Agreement; LOA) als
horizontale Linien eingezeichnet. Auf diese Weise kdnnen Aussagen Uber die Streuung der
Differenzen getroffen werden (13). Welche LOA als akzeptabel interpretiert werden, richtet sich

stets nach der klinischen Fragestellung (51).

Da die Interpretation des BATs eine dichotome Aussage trifft (Aktivierung oberhalb oder
unterhalb des Cut-offs), erfolgte auRerdem eine Analyse mittels Cohens Kappa. Dieses Mal} kann
herangezogen werden, um Urteilsubereinstimmungen von Beurteilungen mit nominalen
Auspragungen zu bewerten und damit eine Aussage Uber die Interrater-Reliabilitat zu liefern.
Konkret gibt Cohens Kappa Auskunft Uber das Verhéltnis von beobachteten

Urteilsiibereinstimmungen und der Wahrscheinlichkeit zufalliger Ubereinstimmungen (79).

Cohens Kappa kann dabei Werte bis zu k=1 annehmen. Dies ist der Fall, wenn beide Methoden in
all ihren Urteilen Ubereinstimmen. Sollten die Ubereinstimmungen der Methoden nur dem
Ausmal’ des mathematischen Zufalls entsprechen, nimmt Cohens Kappa einen Wert von 0 an (79).

Die Interpretation von Cohens Kappa kann Tabelle 16 entnommen werden.

Tabelle 16: Kategorisierung von Cohens-Kappa-Werten nach Landis/Koch (1977)(80)

<0,00 schlecht (,,poor)
0,00 -0,20 etwas (,,slight*)
0,21-0,40 ausreichend (,,fair)
0,41-0,60 mittelmaRig (,,moderate*)
0,61-0,80 beachtlich (,,substantial®)
0,81-1,0 (fast) vollkommen (,,almost perfect*)

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung erfolgte mit den Programmen
IBM SPSS Statistics 20, GraphPad Prism 9 und Microsoft Office Excel 365. Sie wurde unterstiitzt
durch das Institut fur Medizinische Statistik und Epidemiologie (Frau Birgit Waschulzik).
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3 Ergebnisse

3.1 Erprobung homologer Allergene im Flow CAST®

3.1.1 Probandenkollektiv

Fur die Erprobung der homologen Allergene von Apis mellifera, Polistes dominula und
Vespula spp. wurden 21 Patienten in die Studienpopulation eingeschlossen. Die Patienten waren
zwischen 22 und 74 Jahre alt. 13 Personen waren Frauen (Alter: 23-74 Jahre) und acht Personen
waren Méanner (Alter: 22-64 Jahre).

Der Altersmedian lag bei 49 Jahren (Frauen: 48 Jahre; Méanner: 52 Jahre), der Mittelwert betrug
47,9 Jahre (Frauen: 48,4 Jahre; Manner: 47 Jahre) bei einer Standardabweichung von 14,3 Jahren
(Frauen: 14,8 Jahre; Ménner: 13,5 Jahre) (vgl. klinische Daten im Anhang).

3.1.2 Klinische Charakterisierung der Probanden
Diagnostizierte Allergie

Sieben Patienten hatten eine bestatigte Bienengiftallergie, von denen vier Patienten (P4, P7, P19
und P21) zusétzlich eine klinisch nicht relevante Sensibilisierung auf Wespengift zeigten. Bei
sieben Patienten konnte die Diagnose einer Wespengiftallergie gestellt werden. Bei einem dieser
Patienten (P10) lag neben der Wespengiftallergie im spezifischen IgE eine Sensibilisierung auf

Bienengift vor, die aber keine klinische Relevanz hatte.

Bei sieben Patienten (P2, P5, P6, P15, P16, P18 und P20) lag eine genuine Doppelsensibilisierung
gegen Bienen- und Wespengift mit klinisch relevanter Allergie auf beide Insektenarten vor.
Hierbei waren bei einem Patienten (P6) ein Stichereignis durch eine Hornisse und eine damit
vorliegende Hornissengiftallergie Ausgang fir die weiterfuhrende Allergiediagnostik. Diese
bestatigte neben einer bereits bekannten Wespengiftallergie im Verlauf der Studie das Vorliegen
einer Bienengiftallergie, womit der Patient in der finalen Auswertung der Studie als Wespen- und
Bienengiftallergiker klassifiziert wurde. Einer der genuin doppelsensibilisierten Patienten (P16)
hatte 18 Jahre zuvor bereits erfolgreich eine Hyposensibilisierung gegen Wespengift absolviert

(vgl. klinische Daten im Anhang).
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Schweregrad der Anaphylaxie nach Ring und Messmer

Bei allen Patienten wurde aufgrund der vorliegenden Hymenopterengiftallergie und der in der
Vergangenheit nach bisherigen Stichereignissen aufgetretenen Anaphylaxie die Indikation zur
Hyposensibilisierung gestellt oder sie befanden sich bereits innerhalb des ersten Jahres der
Therapie. Vier Patienten (P10, P11, P20 und P21) wurden ausgehend von ihren Symptomen nach
vergangenen Stichereignissen dem Anaphylaxie Grad | nach Ring und MeRmer zugeordnet, zehn
Patienten (P1, P4, P5, P9, P12, P14, P15, P16, P19) dem Anaphylaxie Grad Il und vier (P2, P6,
P7, P8) dem Anaphylaxie Grad Ill. Bei den (brigen drei Patienten war die Zuordnung anhand
anamnestisch erhobener Symptome nicht eindeutig. Hiervon fielen zwei (P3 und P13) zwischen
die Anaphylaxie Grade Il und 111 und ein Patient (P17) zwischen die Anaphylaxie Grade 111 und
IV (vgl. klinische Daten im Anhang).

Intrakutan-Testung

Bei allen Patienten wurde eine Intrakutan-Testung mit Bienen- und Wespengift durchgefihrt. Die
Ergebnisse waren konkordant mit der spateren Allergiediagnose. Daneben fiel bei einem Patienten
(P4) die Testung positiv flr Wespengift aus, auf das er sensibilisiert war, aber klinisch keine
Allergie zeigte. Der Patient, der 18 Jahre zuvor eine Hyposensibilisierung gegen Wespengift
absolviert hatte (P16), zeigte in der intrakutanen Testung ein negatives Ergebnis auf Wespengift.
In insgesamt sechs Fallen (P2, P4, P5, P15, P18, P20) lag ein doppelpositives Ergebnis der

intrakutanen Testung vor (vgl. klinische Daten im Anhang).
Spezifisches IgE

Mittels des Immuno-CAP-Systems oder des Immulite 2000 XPi wurde bei allen Patienten das
Vorliegen von spezifischem IgE auf Bienen- bzw. Wespengift und rekombinanter Allergene
untersucht. Hierbei erfolgte je nach Konzentration von spezifischem IgE eine Einteilung in die
CAP-Klassen 0 bis 6 (vgl. Tabelle 6 aus Kapitel 2.2.3). 15 Patienten wiesen spezifisches IgE gegen
Bienengift (Klasse 2: n=4, Klasse 3: n=5, Klasse 4: n=3 und Klasse 6: n=3) und 17 spezifisches
IgE gegen Wespengift (Klasse 1: n=1, Klasse 2: n=8, Klasse 3: n=6, Klasse 4: n=1 und Klasse 5:
n=1) auf. Bei einem dieser Patienten (P21) handelte es sich dabei um eine klinisch nicht relevante
Sensibilisierung auf Wespengift (keine klinische Auspragung einer Wespengiftallergie). Analog

dazu war bei einem Patienten (P10) die Sensibilisierung auf Bienengift klinisch nicht relevant.

Bei zwolIf Patienten lag spezifisches IgE gegen das rekombinante Allergen Api m 1 (Klasse 1:
n=2, Klasse 2: n=4, Klasse 3: n=3, Klasse 4: n=2, Klasse 6: n=1), bei elf Patienten gegen Api m 2
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(Klasse 1: n=1, Klasse 2: n=4, Klasse 3: n=3, Klasse 4: n=2, Klasse 5: n=1) und bei sieben
Patienten gegen Api m 3 (Klasse 1: n=1, Klasse 2: n=3, Klasse 3: n=2, Klasse 4: n=1) vor. Gegen
Api m 5 waren zehn Patienten (Klasse 1: n=2, Klasse 2: n=4, Klasse 3: n=4) und gegen Api m 10
waren sieben Patienten (Klasse 2: n=3, Klasse 3: n=3, Klasse 4: n=1) sensibilisiert. Bei einem
Patienten (P11) wurden Antikorper gegen Api m 2 und Api m 5, nicht aber gegen das Bienengift

nachgewiesen.

Unter den 14 Patienten mit der finalen Diagnose Bienengiftallergie (P2, P4, P5, P6, P7, P13, P14,
P15, P16, P17, P18, P19, P20 und P21) zeigten alle spezifisches IgE gegen Bienengift, zwolf gegen
Api m 1 und zehn gegen Api m 2. VVon den Patienten mit ausschlieBlicher Bienengiftallergie wies
einer (P21) spezifisches IgE gegen Ves v 1 und einer (P14) gegen Ves v 5 auf.

Bei neun Patienten lag spezifisches IgE gegen das rekombinante Allergen Ves v 1 (Klasse 1: n=1,
Klasse 2: n=5, Klasse 3: n=2, Klasse 4: n=1) und bei 13 Patienten gegen Ves v 5 (Klasse 1: n=1,
Klasse 2: n=4, Klasse 3: n=7, Klasse 5: n=1) vor. Bei zwei Patienten (P3 und P14) wurden dabei

Antikorper gegen Ves v 5, nicht aber gegen Wespengift nachgewiesen.

Unter den 14 Patienten mit der finalen Diagnose Wespengiftallergie (P1, P2, P3, P5, P6, P8, P9,
P10, P11, P12, P15, P16, P18, P20) zeigten 13 spezifisches IgE gegen Wespengift, acht gegen
Ves v 1 und zwolf gegen Ves v 5. Von den Patienten mit alleiniger Wespengiftallergie wiesen
zwei (P2, P11) spezifisches IgE gegen Api m 2 vor.

Sieben Patienten wiesen aullerdem spezifisches IgE gegen MUXF3 CCD auf, von denen bei drei

(P4, P7 und P19) die Diagnose einer Bienengiftallergie mit klinisch nicht relevanter

Sensibilisierung gegen Wespengift gestellt wurde (vgl. klinische Daten im Anhang).
Weitere Befunde

Bei einem Patienten (P6) lag eine Mastozytose vor, die auch im Immuno-CAP-System durch einen
erhdhten Tryptase-Wert von 36,6 1U/ml auffiel. Drei Patienten (P12, P14 und P18) litten zuséatzlich
an einer Rhinokonjunktivitis allergica saisonalis, von denen einer (P12) in der Vergangenheit
auBerdem allergisch auf Penicillin und Chinolone reagiert hatte. Ein weiterer Patient (P20) gab in

der Anamnese eine Nussallergie mit oralem Allergiesyndrom an.

3.1.3 Auswertung des Flow CAST®

Zur Auswertung der Ergebnisse des Basophilenaktivierungstests wurden flr die Negativ- und

Positivkontrollen und die Allergene Cut-off-Werte festgelegt. Eine Voraussetzung fir das
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Vorliegen eines gultigen BATs war eine Negativkontrolle unterhalo von 5 % und
Stimulationskontrollen tiber 10 %. Dies entspricht den Cut-Off-Werten, die auch in der klinischen
Diagnostik verwendet werden. Fir das HBV und YJV wurden die vom Hersteller Buhlmann
Laboratories AG, Schénenbuch, Schweiz vorgeschlagenen Cut-offs von 10 % ber(icksichtigt, auch

die Cut-offs fur die Ubrigen Allergene wurden auf > 10 % festgelegt.

Vor diesem Hintergrund schieden zwei der Patienten (P7 und P17) aus der Studie aus. Sie zeigten
im Basophilenaktivierungstest keine Reaktion auf die Positivkontrolle Anti-FceRI mAK oberhalb
des definierten Cut-offs von 10 % (P7: 7,4 % und P17: 4,4 %). Als Non-Responder wurden sie
daher in der Auswertung der Ergebnisse des BATS nicht beriicksichtigt.

3.1.4 Phospholipasen Api m 1 und PDV PLA2

3.1.4.1 Charakterisierung der Studienpopulation

Zur Testung der Phospholipasen A2 der Apis mellifera (Api m 1) und Polistes dominula
(PDV PLA2) wurde eine Studienpopulation gebildet, in die Wespengiftallergiker und
Bienengiftallergiker mit Sensibilisierung auf Api m 1 eingeschlossen wurden. Insgesamt waren in
dieser Gruppe 18 Patienten. Acht von diesen (P1, P2, P3, P8, P9, P10, P11, P12) waren lediglich
auf Wespengift allergisch bzw. zeigten trotz Bienengiftallergie keine Sensibilisierung auf Apim 1.
Sie werden im weiteren Verlauf als YJV-only-Gruppe bezeichnet. Die (ibrigen zehn Patienten (P4,
P5, P6, P13, P14, P15, P16, P18, P19, P21) waren entweder Bienengiftallergiker (P4, P13, P14,
P19, P21) oder gegen Bienen- und Wespengift genuin doppelsensibilisierte Patienten (P5, P6, P15,
P16, P18) mit einer Sensibilisierung gegen Api m 1. Daher wird diese im Folgenden als

Api m 1-Gruppe bezeichnet.

Die gemessenen Leerwerte aller eingeschlossenen Patienten betrug im  Mittel
(x Standardabweichung; SD) 1,0 (+ 0,8) % (YJV-only-Gruppe: 0,8 (x 0,7) %; Api m 1-Gruppe:
1,2 (£ 0,7) %). Die Aktivierung durch die spezifische Stimulationskontrolle Anti-FceRI mAK lag
bei 82,0 (+ 17,8) % (YJV-only-Gruppe: 88,7 (x 10,1) %; Api m 1-Gruppe: 76,7 (x 20,6) %) und
durch fMLP bei 43,1 (= 18,7) % (YJV-only-Gruppe: 43,1 (+ 16,4) %; Api m 1-Gruppe:
43,1 (+ 20,4) %).

In der YJV-only-Gruppe zeigten alle Patienten eine Aktivierung auf YJV oberhalb des Cut-offs
von 10 %. Die mittlere Aktivierung betrug 77,5 (£ 14,0) %. Lediglich P2 reagierte bei einer
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bekannten HBV-Allergie positiv auf das HBV (Aktivierung von 35,1 %; mittlere Aktivierung der
ubrigen Patienten 1,1 (£ 1,4) %).

In der Api m 1-Gruppe zeigten drei Patienten (P13, P14, P15) trotz Vorliegen einer
Bienengiftallergie keine Aktivierung oberhalb des Cut-offs fur HBV. Ein genuin
doppelsensibilisierter Patient (P18) reagierte weder gegen HBV noch gegen YJV. Bei P4 und P21,
die eine klinisch nicht relevante Sensibilisierung gegen Wespengift ohne Allergie vorwiesen,
betrugen die Aktivierungen durch YJV 11,6 % (P4) bzw. 22,8 % (P21). Bei den (ibrigen Patienten
waren die Aktivierungen durch HBV und YJV konkordant zur vorliegenden Allergie. Insgesamt
zeigten sechs Patienten (P4, P5, P6, P16, P19 und P21) fur HBV und sechs Patienten (P4, P5, P6,
P15, P16, P21) fir YJV Werte oberhalb des Cut-offs (vgl. Ergebnisse im Anhang).

3.1.4.2 Phospholipase Api m 1 (von Apis mellifera)

Innerhalb der YJV-only-Patienten fiihrte eine Stimulierung mit Api m 1 bei keinem der Patienten
mit reiner Wespengiftallergie zu einer Aktivierung oberhalb des Schwellenwerts (mittlere
Aktivierung Uber alle Konzentrationen (£SD): 1,3 (£ 1,5) %). Lediglich Patient P2, der eine
genuine HBV-/YJV-Doppelsensibilisierung (ohne sIge auf Api m 1) aufwies, zeigte
Aktivierungen durch Api m 1 oberhalb des Cut-offs (mittlere Aktivierung (z SD):
48,6 (x 17,0) %) mit der hochsten Aktivierung (71,0 %) bei einer Konzentration von 1000 ng/ml
(Abb. 11).
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Abbildung 11: Basophile Aktivierung durch Stimulation mit steigenden Konzentrationen von Api m 1 bei

Wespengiftallergikern und Bienengiftallergikern ohne Api m 1-Sensibilisierung (YJV-only-Gruppe)
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In der Api m 1-Gruppe dagegen wurden tber alle Konzentrationen hinweg bei 8 von 10 Patienten
Aktivierungen oberhalb des Schwellenwerts gemessen. Zwei der Patienten (P13 und P18) zeigten
keinerlei Aktivierung auf Api m 1. Bei beiden lagen auch negative Werte fur HBV vor (Abb.12).
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Abbildung 12: Basophile Aktivierung durch Stimulation mit steigenden Konzentrationen von Api m 1 bei
Api m 1-sensibilisierten Bienen- bzw. Bienen- und Wespengiftallergikern (Api m 1-Gruppe)

Die Mittelwerte fur die einzelnen Konzentrationen betrugen: 35,3 (£ 18,9) % bei 1000 ng/ml,
36,8 (+ 23,5) % bei 200 ng/ml, 35,3 (+ 26,8) % bei 40 ng/ml, 32,0 (x 28,5) % bei 8 ng/ml,
20,5 (£ 25,2) % bei 1,6 ng/ml. In Abbildung 13 sind die gemessenen Aktivierungen fur die

einzelnen Konzentrationen in einem Boxplot veranschaulicht.
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Abbildung 13: Verteilung der gemessenen basophilen Aktivierung durch aufsteigende Konzentrationen von

Apim 1inder Api m 1-Gruppe mit Median (weiRe Linie), Minimum, Maximum und Quartilen
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3.1.4.3 Phospholipase PDV PLA2 (von Polistes dominula)

Eine Stimulierung mit PDV PLAZ2 fuhrte bei keinem der YJV-only-Patienten zu Aktivierungen
oberhalb des Cut-offs (Mittelwerte: 1,4 (£ 1,0) % bei 1000 ng/ml, 0,8 (= 1,2) % bei 200 ng/ml, 1,0
(= 0,9) % bei 40 ng/ml, 0,7 (= 1,0) % bei 8 ng/ml, 0,9 (£ 1,2) % bei 1,6 ng/ml) (Abb. 14).
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Abbildung 14: Basophile Aktivierung durch Stimulation mit steigenden Konzentrationen von PDV PLA2 bei
Wespengiftallergikern und Bienengiftallergikern ohne Api m 1-Sensibilisierung (YJV-only-Gruppe)

In der Api m 1-Gruppe betrugen die mittleren Aktivierungen durch PDV PLA2 1,9 (x 3,0) % bei
1000 ng/ml, 0,9 (= 0,6) % bei 200 ng/ml, 1,2 (£ 1,0) % bei 40 ng/ml, 0,9 (+ 0,8) % bei 8 ng/ml,
1,2 (£ 1,1) % bei 1,6 ng/ml. Sie lagen damit ebenfalls unterhalb des Cut-offs. Lediglich ein Patient
reagierte mit 10,75 % auf die hochste Konzentration von PDV PLA2 (1000 ng/ml) (Abb.15).
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Abbildung 15: Basophile Aktivierung durch Stimulation mit steigenden Konzentrationen von PDV PLA2 bei

Api m 1-sensibilisierten Bienen- bzw. Bienen- und Wespengiftallergikern (Api m 1-Gruppe)
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3.1.5 Hyaluronidasen Api m 2, Ves v 2b und Pol d 2

3.1.5.1 Charakterisierung der Studienpopulation

Zur Testung der Hyaluronidasen der Apis mellifera (Api m 2), Vespula spp. (Ves v 2b) und Polistes
dominula (Pol d 2) wurde eine Studienpopulation gebildet, in die Wespengiftallergiker und
Bienengiftallergiker mit Sensibilisierung auf Api m 2 eingeschlossen wurden. Insgesamt waren in
dieser Gruppe 17 Patienten. Sieben von diesen (P1, P3, P8, P9, P10, P11, P12) waren lediglich auf
Wespengift allergisch und entsprechen der YJV-only-Gruppe aus Kapitel 3.1.4. Die Ubrigen 10
Patienten (P2, P4, P5, P6, P13, P14, P15, P18, P19, P20) waren entweder Bienengiftallergiker (P4,
P13, P14, P19) oder gegen Bienen- und Wespengift genuin doppelsensibilisierte Patienten (P2,
P5, P6, P15, P18, P20) und wiesen alle eine Sensibilisierung gegen Api m 2 auf. Daher werden

diese Patienten im Folgenden als Api m 2-Gruppe bezeichnet.

Die gemessenen Leerwerte aller eingeschlossenen Patienten betrugen im Mittel (x SD)
0,8 (= 1,0) % (YJV-only-Gruppe: 0,7 (= 0,7) %; Api m 2-Gruppe: 1,5 (£ 1,1) %). Die Aktivierung
durch die spezifische Stimulationskontrolle Anti-FceRl mAK lag bei 79,6 (x 21,5) %
(YJV-only-Gruppe: 88,2 (+ 10,7) %; Api m 2-Gruppe: 73,6 (x 24,8) %) und durch fMLP bei 41,9
(£ 15,9) % (YJV-only-Gruppe: 39,3 (+ 13,8) %; Api m 2-Gruppe: 43,8 (£ 17,0) %).

In der Api m 2-Gruppe zeigten vier Patienten (P13, P14, P15, P20) trotz Vorliegen einer
Bienengiftallergie keine Aktivierung oberhalb des Cut-offs fir HBV. Einer der genuin
doppelsensibilisierten Patienten (P18) reagierte weder gegen HBV noch gegen YJV. Bei P4, der
eine klinisch nicht relevante Sensibilisierung gegen Wespengift ohne Allergie vorwies, betrug die
Aktivierung durch YJV 11,6 %. Bei den ibrigen Patienten dieser Gruppe waren die Aktivierungen
durch HBV und YJV konkordant zur vorliegenden Allergie. Insgesamt zeigten flinf Patienten (P2,
P4, P5, P6 und P19) fur HBV und sechs Patienten (P2, P4, P5, P6, P15 und P20) fir YJV Werte
oberhalb des Cut-offs (vgl. Ergebnisse des Flow CAST® im Anhang).

3.1.5.2 Hyaluronidase Api m 2 (von Apis mellifera)

Bei sechs der sieben Patienten in der YJV-only-Gruppe zeigte eine Stimulation mit Api m 2 keine
Aktivierung der Basophilen oberhalb des Cut-offs. Die mittlere Aktivierung in der gesamten
YJV-only-Gruppe lag bei 3,3 (+ 8,1) %. Bei P11 kam es ab einer Konzentration von 40 ng/ml zu
einer Aktivierung oberhalb des Cut-offs. Dieser Patient zeigte auch im spezifischen IgE eine

Sensibilisierung gegen Api m 2, es lag jedoch klinisch keine Bienengiftallergie vor. Uber alle
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Konzentrationen hinweg lag bei diesem Patienten der Mittelwert der Aktivierung (x SD) bei
17,9 (x 14,4) % (Abb. 16).
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Abbildung 16: Basophile Aktivierung durch Stimulation mit steigenden Konzentrationen von Api m 2 bei
Wespengiftallergikern (YJV-only-Gruppe)

Von den Patienten der Api m 2-Gruppe kam es bei sechs von zehn Patienten zu einer Aktivierung
durch Api m 2 (P2, P5, P14, P15, P19, P20). Von den Patienten, die keine Aktivierung durch eine
Stimulation mit Api m 2 zeigten (P4, P6, P13, P18), wiesen zwei (P13 und P18) auch fir HBV-
Werte unterhalb des Cut-offs auf (Abb. 17).
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Abbildung 17: Basophile Aktivierung durch Stimulation mit steigenden Konzentrationen von Api m 2 bei

Api m 2-sensibilisierten Bienen- bzw. Bienen- und Wespengiftallergikern (Api m 2-Gruppe)
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Die mittleren Aktivierungen der Api m 2-Gruppe flr die einzelnen Konzentrationen betrugen:
21,5 (= 20,3) % bei 1000 ng/ml, 25,6 (£ 24,5) % bei 200 ng/ml, 18,7 (= 18,1) % bei 40 ng/ml, 6,4
(x 6,3) % bei 8 ng/ml, 2,5(£2,3) % bei 1,6 ng/ml. In Abbildung 18 sind die gemessenen

Aktivierungen fur die einzelnen Konzentrationen in einem Boxplot veranschaulicht.
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Abbildung 18: Verteilung der gemessenen basophilen Aktivierung durch aufsteigende Konzentrationen von

Api m 2 in der Api m 2-Gruppe mit Median (weif3e Linie), Minimum, Maximum und Quartilen

3.1.5.3 Hyaluronidase Ves v 2b (von Vespula spp.)

Weder in der YJV-only-Gruppe noch in der Api m 2-Gruppe flihrten Stimulationen mit Ves v 2b
zu einer Aktivierung oberhalb des Cut-offs. Die mittleren Aktivierungen durch Ves v 2b betrugen
in der YJV-only-Gruppe 1,2 (£ 0,9) % bei 1000 ng/ml, 0,9 (x 0,4) % bei 200 ng/ml, 0,8 (£ 0,6) %
bei 40 ng/ml, 0,8 (= 0,9) % bei 8 ng/ml, 1,3 (£1,9) % bei 1,6 ng/ml, in der Api m 2-Gruppe
3,1(£2,8) % bei 1000 ng/ml, 1,5(x1,3) % bei 200 ng/ml, 1,4 (£ 0,8) % bei 40 ng/ml,
1,1 (x1,1) % bei 8 ng/ml und 0,8 (+ 0,6) % bei 1,6 ng/ml.

Es kam lediglich bei einigen Patienten zu geringfligigen Aktivierungen zwischen 5 und 10 %. So
betrug in der YJV-only-Gruppe der hochste Wert 5,8 % (P8 bei 1,6 ng/ml) und in der
Api m 2-Gruppe 9,5 % (P6 bei 1000 ng/ml). Daneben erreichten in dieser Gruppe zwei weitere
Patienten fir die hdchste Konzentration Werte oberhalb von 5 % (P2: 5,3 %, P19: 5,6%)
(Abbildungen 19 und 20).
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Abbildung 19: Basophile Aktivierung durch Stimulation mit steigenden Konzentrationen von Ves v 2b bei

Wespengiftallergikern (YJV-only-Gruppe)

100
T = B2
3 P
o -
o 80
2 PS5
o + PB
S 60
o —— P13
2
5 40 —— P14
o P15
._g
s 20 —+— P18
(7]
g ......................................... v ..... —— P19

O-M i
1,6 8,0 40,0 200,0 1000,0
Allergenkonzentration [ng/ml]

Abbildung 20: Basophile Aktivierung durch Stimulation mit steigenden Konzentrationen von Ves v 2b bei

Api m 2-sensibilisierten Bienen- bzw. Bienen- und Wespengiftallergikern (Api m 2-Gruppe)

3.1.5.4 Hyaluronidase Pol d 2 (von Polistes dominula)

Bei keinem der untersuchten Patienten kam es durch Stimulation mit Pol d 2 zu einer Aktivierung
oberhalb des Cut-offs. Die mittlere Aktivierung (£ SD) lag bei 1,3 (x 1,5) %. Die mittleren
Aktivierungen durch Pol d 2 betrugen in der YJV-only-Gruppe 1,3 (£ 1,3) % bei 1000 ng/ml,
0,6 (£ 0,7) % bei 200 ng/ml, 0,9 (£ 1,0) % bei 40 ng/ml, 1,1 (+ 1,1) % bei 8 ng/ml, 0,9 (+ 0,9) %
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bei 1,6 ng/ml, in der Api m 2-Gruppe 2,8 (= 2,7) % bei 1000 ng/ml, 1,7 (= 1,5) % bei 200 ng/ml,
1,2 (= 0,8) % bei 40 ng/ml, 1,2 (£ 1,0) % bei 8 ng/ml und 1,0 (£ 0,8) % bei 1,6 ng/ml.

Lediglich in der Gruppe der Api m 2-sensibilisierten Patienten kam es bei drei Patienten bei der
hdchsten Konzentration (1000 ng/ml) zu geringfligigen Aktivierungen zwischen 5 und 10 %
(P2: 6,0%, P5: 6,9%, P6: 7,6%). Unter den YJV-only-Patienten lag der hdchste erreichte Wert bei
4,3 % (P9 bei 1000 ng/ml) (Abbildungen 21 und 22).
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Abbildung 21: Basophile Aktivierung durch Stimulation mit steigenden Konzentrationen von Pol d 2 bei

Wespengiftallergikern (YJV-only-Gruppe)
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Abbildung 22: Basophile Aktivierung durch Stimulation mit steigenden Konzentrationen von Pol d 2 bei

Api m 2-sensibilisierten Bienen- bzw. Bienen- und Wespengiftallergikern (Api m 2-Gruppe)
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3.1.6 Aktivierung durch rApi m 1 im Vergleich zum Gesamtextrakt des
Bienengifts

In der Api m 1-Gruppe reagierten alle Patienten starker auf individuelle Konzentrationen von
Api m 1 als auf HBV in einer Standardkonzentration von 284 ng/ml. In Tabelle 17 sind alle Werte
der Aktivierung durch HBV und Api m 1 aufgefiihrt und markiert, fir welche Konzentrationen die
Aktivierung durch Api m 1 hoher als fur HBV ausfiel.

Tabelle 17: Vergleich der basophilen Aktivierung durch Stimulation mit HBV und Api m 1 in der
Api m 1-Gruppe

Konz. Akt. Akt Akt Akt. Akt Akt Akt Akt Akt Akt
[ng/ml] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%] [%]

HBV 284 335 245 653 1,0 5,0 7,7 476 2,6 52,9 82,8
Apim1 1000 41,0 315 594 77 339 315 651 62 52,4 242

200 435 36,7 689 81 157 225 674 58 68,8 30,8

40 605 138 619 18 3,8 383 456 2,6 79,8 448
8 46,7 10 626 0,0 1,4 228 424 22 73,3 67,7
1,6 223 06 288 0,2 1,0 4,4 198 24 41,2 84,3

Legende: [fett gedruckt]: Aktivierung durch Api m 1 > Aktivierung durch HBV

Die mittlere Aktivierung (x SD) fur HBV lag in der gesamten Gruppe bei 32,3 (+ 27,5) %, wéhrend
Apim 1 in einer Konzentration von 200 ng/ml zu einer mittleren Aktivierung (x SD) von
36,8 (+ 23,5) % fiihrte. Zwei Patienten (P14 und P15) zeigten nur fir Api m 1 Werte oberhalb des
Cut-offs, wahrend HBV hier zu keiner Aktivierung fiihrte (P14: 5,0 % [HBV] und > 10 %
[Api m 1; 1000 - 200 ng/ml]; P15: 7,7 % [HBV] und > 10 % [Api m 1; 1000-8 ng/ml]). Daneben
flhrte bei zwei weiteren Patienten (P13 und P18), die negativ auf HBV getestet wurden
(P13: 1,0 %; P18: 2,6 %), die Stimulation durch Api m 1 zu einer starkeren Aktivierung, die jedoch
unterhalb des Cut-offs von 10 % blieb (P13: 8,1 % [200 ng/ml]; P18: 6,2 % [1000 ng/ml])
(Abbildung 23).
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Abbildung 23: Vergleich der basophilen Aktivierung durch Stimulation mit HBV und Api m 1. n=5 (links);
n=>5 (rechts)

Des Weiteren zeigte auch der HBV-Allergiker P2 eine starke Aktivierung auf Stimulation mit
Apim 1 von im Mittel (+ SD) 48,6 (+ 17,0) %, obwohl er im sIgE keine Sensibilisierung auf
Api m 1 vorwies. Auch diese Aktivierung lag uber der Aktivierung durch das HBV in einer
Konzentration von 284 ng/ml (35,1 %).

Um zu untersuchen, ob sich die Mittelwerte der einzelnen Api m 1 — Konzentrationen signifikant
von den gemessenen Aktivierungen durch HBV unterscheiden, wurden Zweistichproben T-Tests
der abhédngigen Stichproben durchgefiihrt (vgl. Tabelle 18). Hier zeigte sich, dass fiir die
Konzentrationen von 1000 ng/ml bis einschliel3lich 8 ng/ml das Signifikanzniveau groRer als 0,05
war. Ebenso lag der T-Wert (T-Statistik) fiir diese Vergleiche innerhalb des kritischen T-Wertes.
Damit kénnen die beobachteten Unterschiede nicht als signifikant gewertet werden. Der T-Test
fir die Konzentration von 1,6 ng/ml zeigte bei einem Signifikanzniveau von 0,01, dass diese
Konzentration von Apim 1 signifikant weniger Aktivierung verursacht als HBV in der
Standardkonzentration von 284 ng/ml (Mittelwert (+ SD) fur HBV: 32,3 (+ 27,5) %; Mittelwert
(= SD) fiir Apim 1 (1,6 ng/ml): 20,5 (x 25,2) %).
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Tabelle 18: Zweistichproben T-Test zur Untersuchung des Unterschieds der gemessenen Aktivierungen durch

verschiedene Konzentrationen von Api m 1 und HBV (284 ng/ml)

T-Statistik  Kritischer T-Wert p (einseitig)

HBV mit Api m 1 (1000 ng/ml) 0,39 1,83 0,35
HBV mit Api m 1 (200 ng/ml) 0,69 1,83 0,25
HBYV mit Api m 1 (40 ng/ml) 0,46 1,83 0,33
HBV mit Api m 1 (8 ng/ml) 0,07 1,83 0,47
HBV mit Apim 1 (1,6 ng/ml) 2,82 1,83 0,01

Legende: T-Statistik, Testwert; p, Signifikanzniveau

63



— Ergebnisse—

3.2 Vergleich von Testverfahren flur den Basophilenaktivierungstest

3.2.1 Probandenkollektiv

Fur den Vergleich des Flow CAST® der Firma Bihlmann Laboratories AG, Schoénenbuch,
Schweiz, und des Dura Clone IF Basophil Activation® der Firma Beckman Coulter, Inc., Brea,
Kalifornien, USA wurden 17 Patienten in die Studienpopulation eingeschlossen. Die Patienten
waren zwischen 28 und 77 Jahre alt. Sechs Personen waren Frauen (Alter: 37-71 Jahre) und elf

Personen waren Ménner (Alter: 28-77 Jahre).

Der Altersmedian lag bei 54 Jahren (Frauen: 52,5 Jahre; Manner 54 Jahre), der Mittelwert betrug
52,9 Jahre (Frauen: 52,5 Jahre; Ménner: 53,2 Jahre) bei einer Standardabweichung von 16,6 Jahren
(Frauen: 12,7 Jahre; Manner: 18,3 Jahre) (vgl. klinische Daten im Anhang).

3.2.2 Klinische Charakterisierung
Diagnostizierte Allergie

Vier Patienten (P21, P23, P29 und P 33) hatten eine bestatigte, alleinige Bienengiftallergie und
zeigten zusatzlich eine klinisch nicht relevante Sensibilisierung auf Wespengift. Bei sechs
Patienten (P22, P26, P27, P28, P30, P31) wurde die Diagnose einer Wespengiftallergie gestellt.
Hiervon wiesen zwei Patienten (P26 und P28) daneben auch eine Hornissengiftallergie auf und
vier Patienten (P22, P28, P30, P31) zeigten im spezifischen IgE eine Sensibilisierung auf

Bienengift, die aber keine klinische Relevanz hatte.

Bei sieben Patienten (P5, P6, P15, P24, P25, P32 und P34) lag eine genuine Doppelsensibilisierung
gegen Bienen- und Wespengift mit klinisch relevanter Allergie vor. Hiervon litten drei Patienten

(P6, P24 und P28) auRerdem unter einer Hornissengiftallergie (vgl. klinische Daten im Anhang).
Schweregrade der Anaphylaxie nach Ring und Messmer

Aufgrund der vorliegenden Hymenopterengiftallergie und der in der Vergangenheit nach
bisherigen Stichereignissen aufgetretenen anaphylaktischen Symptome lag bei allen Patienten die
Indikation zur Hyposensibilisierung vor oder sie befanden sich bereits innerhalb des ersten Jahres
der Therapie. Drei Patienten (P21, P24, P34) wurden ausgehend von ihren Symptomen nach
vergangenen Stichereignissen dem Anaphylaxie Grad | nach Ring und MelRmer zugeordnet, elf
Patienten (P5, P15, P22, P23, P25, P26, P28, P30, P31, P32, P33) dem Anaphylaxie Grad II, zwei
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Patienten (P6 und P29) Grad Ill und ein Patient (P27) dem Grad IV (vgl. klinische Daten im
Anhang).

Intrakutan-Testung

Bei allen Patienten wurde eine Intrakutan-Testung mit Bienen- und Wespengift durchgefiihrt. Die
Ergebnisse waren bei zwolf der 17 Patienten konkordant mit der finalen Allergiediagnostik.
Daneben fiel bei zwei Patienten die Testung positiv fir Bienengift (P28 und P30) bzw. Wespengift
(P29 und P33) aus, auf das sie zwar sensibilisiert waren, aber klinisch keine Allergiesymptome
zeigten. In insgesamt neun Féllen (P5, P15, P24, P25, P28, P29, P30, P32 und P33) lag ein

doppelpositives Ergebnis der intrakutanen Testung vor (vgl. klinische Daten im Anhang).
Spezifisches IgE

Mittels des Immuno-CAP-Systems oder des Immulite 2000 XPi wurde bei allen Patienten das
Vorliegen von spezifischem IgE auf Bienen- bzw. Wespengift und rekombinanten Allergenen
untersucht und das Ergebnis den CAP-Klassen 0 bis 6 zugeordnet. Alle Patienten wiesen
spezifisches IgE gegen Wespengift auf (Klasse 1: n=1, Klasse 2: n=8, Klasse 3: n=5, Klasse 4:
n=1 und Klasse 5: n=2) und 16 der 17 Patienten zeigten spezifisches IgE gegen Bienengift
(Klasse 1: n=1, Klasse 2: n=5, Klasse 3: n=6, Klasse 4: n=2, Klasse 5: n=1 und Klasse 6: n=1).
Lediglich ein Patient (P27) war damit im spezifischen IgE nicht doppelsensibilisiert. Bei acht der
Patienten war die vorliegende Sensibilisierung klinisch nicht relevant. So zeigten vier Patienten
(P22, P28, P30 und P31) zwar Antikdrper gegen das Bienengift und vier Patienten (P21, P23, P29
und P33) gegen Wespengift, jedoch lag klinisch keine Allergie vor. Das Vorliegen von
spezifischem IgE auf rekombinante Allergene der Biene und Wespe kann den klinischen Daten im

Anhang entnommen werden.

Sechs Patienten (P5, P22, P24, P26, P28, P31) wiesen spezifisches IgE gegen MUXF3 CCD auf,
von denen bei drei (P22, P28, P31) die Diagnose einer Wespengiftallergie mit klinisch nicht

relevanter Sensibilisierung gegen Bienengift gestellt wurde.
Weitere Befunde

Drei Patienten (P6, P27, P29) litten unter einer Mastozytose und zeigten im Immuno-CAP erhdhte
Tryptase-Werte (P6: 36,6 IU/ml; P27: 20,4 1U/ml; P29: 26,7 IU/ml). Daneben lag bei zwel

Patienten (P25 und P26) eine Rhinokonjunktivitis allergica saisonalis und bei einem der beiden
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(P26) auRerdem eine Allergie auf Apfel mit oralem Allergiesyndrom vor. Vier Patienten (P6, P24,
P26, P28) waren neben ihrer Bienen- bzw. Wespengiftallergie auch auf Hornissen allergisch.

3.2.3 Auswertung des Dura Clone IF Basophil Activation®

Zur Auswertung der Ergebnisse der beiden Basophilenaktivierungstests wurden auch in diesem
Teil der Studie fir die Negativ- und Positivkontrollen Cut-off-Werte festgelegt. Sowohl fir den
Flow CAST® der Firma Buhlmann Laboratories AG als auch fiir den Dura Clone IF Basophil
Activation® der Firma Beckman Coulter wurde definiert, dass fur das Vorliegen eines
verwertbaren Ergebnisses eine Negativkontrolle unterhalb von 5 % und Stimulationskontrollen
oberhalb 10 % erreicht werden mussen. Fir das HBV und YJV wurden die vom Hersteller
Buhlmann Laboratories AG, Schénenbuch, Schweiz vorgeschlagenen Cut-offs von 10 %
bertcksichtigt. Daneben sollten fir bestmdgliche Aussagekraft pro Auswertung 300-500
Basophile analysiert werden.

Vor diesem Hintergrund schied ein Patient (P29) bereits nach dem BAT mit dem
Flow CAST® - Kit von der Studie aus. Da nicht geniigend basophile Zellen analysiert werden
konnten, um eine valide Aussage treffen zu kdnnen, wurde auf eine Durchfiihrung des Dura Clone
IF Basophil Activation® verzichtet. Ein weiterer Patient (P23) zeigte im Dura Clone IF Basophil
Activation® keine Reaktion auf die Positivkontrollen oberhalb des definierten Cut-offs von
>10 % (Anti-FceRI mAK: 7,4 %; Anti-IgE: 2,1 %) und wurde daher als Non-Responder
eingestuft. Ein Patient (P26) zeigte in der Negativkontrolle eine leichte Aktivierung oberhalb des
Cut-offs von < 5 % (9,1 %), wurde aber aufgrund sonst plausibler Ergebnisse in beiden Tests

dennoch in die Auswertung eingeschlossen (vgl. Anhang).

3.2.4 Patienten mit hohen Werten in der Negativkontrolle

Funf der untersuchten Patienten (P5, P21, P30, P31 und P33) zeigten im Dura Clone IF Basophil
Activation® eine deutliche Aktivierung in den Leerwerten von im Mittel (z SD) 50,1 (£ 5,0) %,
wéhrend die Werte im Flow CAST® im Normbereich (< 5 %) lagen. Dies flhrte dazu, dass die
Ergebnisse dieser Patienten als nicht aussagekréaftig verworfen werden mussten. Das entspricht
etwa 30 % aller in dieser Studie mit dem Dura Clone IF Basophil Activation® untersuchten
Patienten (5 von 16). Die Ergebnisse dieser Patienten wurden damit von der quantitativen und
qualitativen Auswertung ausgeschlossen (jedoch nicht vom Vergleich der beiden Gating-
Varianten und der Durchfuhrungszeit; Kapitel 3.2.5 und 3.2.6).
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Abbildung 24: Ergebnisse des Flow CAST® und Dura Clone IF Basophil Activation® fir funf ausgewéhlte
Patienten mit hohen Leerwerten im Dura Clone IF Basophil Activation®

Die Ergebnisse der BATSs fur diese fiinf Patienten sind in Abbildung 24 zu sehen. Fir die einzelnen
Patienten ergaben sich folgende Werte in der Negativkontrolle: P21: 41,7 % /51,7 %; P5: 50,4 % /
51,9 %; P30: 50,5 % / 47,6 %; P31: 55,0 % / 60,5 %; P33: 45,9 % / 45,8 %. Bei den Patienten P30
und P31 lassen sich noch dartiberhinausgehende Aktivierungen ausmachen. So zeigen beide mit
Differenzen von 17,7 / 20,6 %P und 37,8 / 32,3 %P deutliche Unterschiede zwischen Leerwerten
und Positivkontrolle. AulRerdem liegen bei P30 die gemessenen Aktivierungen durch HBV und
YJV und bei P31 die Aktivierung fur YJV deutlich (ber den Leerwerten. Dies entspricht
tendenzmalig den Aktivierungen, die auch im Flow CAST® gemessen wurden. P5 zeigt fir die
Kontrolle mit Anti-FceRI mAK und die hochste Konzentration von HBV und P33 fir die
Positivkontrollen zumindest kleine Anstiege im Kurvenverlauf. Die Leerwerte von P5 ebenso von
P21 lagen oberhalb der Aktivierung durch die Positivkontrolle Anti-IgE des Dura Clone IF
Basophil Activation®. Insgesamt sind die Ergebnisse aller funf Patienten aufgrund der zu hohen

Leerwerte in diesem Test als nicht verwertbar einzustufen.

Um die Ursache der Aktivierung genauer zu untersuchen, wurde in einem gesonderten Ansatz das
Blut eines Patienten (P30) manuell mit Markern versetzt, um die fixierten Marker des Dura Clone
IF Basophil Activation® zu ersetzen (siehe Kapitel 2.4.3). Hier konnten sowohl fiir den Leerwert
als auch die Positivkontrolle giiltige Ergebnisse entsprechend den definierten Cut-off-Werten
erzielt werden. Anders als im Dura Clone IF Basophil Activation® lag in diesem Ansatz keine

Aktivierung in der Negativkontrolle vor. Die Ergebnisse des Versuchs sind in Tab. 19 dargestellt.
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Tabelle 19: Zusatzlicher Ansatz eines BATs mit der Probe von P30 und den Markern Anti-CCR3, Anti-CD203c
und Anti-CD63

Leerwert mit Stimulationspuffer 2,5
Leerwert mit Activation Solution 3,7
Positivkontrolle mit Anti-FceRI mAK 78,5
Stimulation mit Bienengift (625 ng/ml) 33,3

Stimulation mit Wespengift (625 ng/ml) 49,8

3.2.5 Ergebnisse beider Tests
Vergleich der Gating-Varianten des Dura Clone IF Basophil Activation®

Zunachst wurde untersucht, ob innerhalb des Dura Clone IF Basophil Activation® die beiden

mdoglichen Gating-Varianten (vgl. Kapitel 2.4.6) zu unterschiedlichen Ergebnissen flihrten.

Hierzu wurde verglichen, wie viele Basophile jeweils in der Auswertung als solche detektiert
wurden. Fur die erste Gating-Variante (CD45+, CD3-, CRTH2+ Zellen ohne Markierung von
CD203c) lag der Mittelwert (+ SD) der Anzahl der ermittelten Basophilen (iber alle Proben hinweg
bei 420 (£ 99,9) (Minimum: 137; Maximum: 586) im Vergleich zu 415 (x 97,3) fur die Gating-
Variante mit Markierung von CD203c (Minimum: 131; Maximum: 579). Die Mittelwerte
unterschieden sich damit nur um 1,2 %. Die Differenz der beiden Varianten pro untersuchte Probe
lag (bei einem Maximum von 41 und einem Minimum von -76) im Mittel (£ SD) bei 5 (+ 16,5).

Zur Beurteilung der Ubereinstimmung beider Methoden wurden die Ergebnisse in einem
Bland-Altman-Plot abgebildet (Abbildung 25). Die Ubereinstimmungsgrenzen liegen zwischen
37,8 und -26,9. Es werden also etwa 95 % der zukiinftig zu messenden Differenzen im Intervall
[-26,9; 37,8] erwartet. Dies entspricht einem Smallest Detectable Change (SDC) von 64,7. Bei
Mittelwerten von 400 bis 500 gemessenen Basophilen fiel die Streuung geringer aus als im Bereich
von 150-200 Zellen.
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Vergleich der Anzahl gemessener basophiler Zellen
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Abbildung 25: Bland-Altman-Plot zur Anzahl der gemessenen basophilen Zellen durch beide Gating-Optionen
mit Verzerrung d = Mittelwert der Differenz (Gating 1 - Gating 2) (rot) und Ubereinstimmungsgrenzen d +

1,96 x s (griin), wobei s die Standardabweichung der Differenzen bezeichnet. n=153

Im quantitativen Vergleich der jeweils flr die einzelnen Proben (Leerwerte, Positivkontrollen und
Allergene HBV und YJV) ermittelten Aktivierung lag der Mittelwert (£ SD) der Differenz
bei -1 (£2,4) %P bei einem Minimum von -21 %P und einem Maximum von 4 %P. Fir die
Leerwerte lag die Differenz im Mittel (+ SD) bei -0,4 (+1,2) %P, fir die Positivkontrollen
bei -1,9 (x 4,4) %P und die Allergene bei 0,5 (x 1,6) %P. Auch die Differenz der gemessenen
Aktivierungen wurden mit einem Bland-Altman-Plot naher analysiert, um eine Aussage uber die

Ubereinstimmung zu erméglichen (Abb. 26).

Vergleich der gemessenen Aktivierung im Dura Clone IF Basophil
Activation®
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Abbildung 26: Bland-Altman-Plot fur die Aktivierung gemessen durch beide Gating-Optionen mit Verzerrung
d = Mittelwert der Differenz (Gating 1 - Gating 2) (rot) und Ubereinstimmungsgrenzen d + 1,96 x s (griin),

wobei s die Standardabweichung der Differenzen bezeichnet. n=153
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Die LOA lagen zwischen 3,9 und -5,3, was einem SDC von 9,3 entspricht. VVor allem fiir die Werte
unterhalb des Cut-offs von 10 % fiel die Streuung besonders gering aus. Im Bereich von 45-70 %

wiederum ist sie im Vergleich etwas grofier.

In der Interpretation der Ergebnisse des BATS erfolgt die Bewertung der gemessenen Aktivierung
in Bezug zu den festgelegten Cut-off-Werten. Die qualitative Aussage ist dichotom (Aktivierung
uber Cut-off oder nicht). Die Gating-Varianten unterschieden sich in keiner Messung darin, ob die
gemessenen Werte oberhalb oder unterhalb der Cut-off-Werte lagen. Die qualitativen Aussagen

beider Gating-Varianten waren gleich.

Da beide Gating-Varianten aufgrund dieser Resultate als gleichwertig angesehen wurden (vgl.
Diskussion 4.2.3), wurde fur die weitere Auswertung der Ergebnisse die erste Gating-Variante
(CD45+, CD3-, CRTH2+ Zellen ohne Markierung von CD203c) betrachtet.

Vergleich der Aktivierungsmarker CD63 und CD203c

Der Dura Clone IF Basophil Activation® benutzt eine Kombination aus Anti-CD203c und
Anti-CD63 zur Messung der basophilen Aktivierung (CD63+, CD203c""9": vgl. Abb. 8, Q2). Da
beide Marker auch getrennt zur Messung der Aktivierung benutzt werden koénnten, erfolgte in
dieser Studie eine separate Auswertung, bei der die basophile Aktivierung auch durch die alleinige
Bestimmung von CD63+ (vgl. Abb. 8 Q2 und Q3) oder CD203c"9"-Zellen (vgl. Abb. 8, Q1 und

Q2) gemessen wurde.

Die Differenz zwischen den gemessenen Aktivierungen durch CD63+/CD203c™"9" und der
alleinigen Verwendung von CD63 lag dabei im Mittel (= SD) bei lediglich 0,26 (+ 0,34). Die
qualitative Aussage der Testergebnisse veranderte sich fur keine der Proben, wenn als
Aktivierungsmarker allein CD63 (ohne CD203c) benutzt wurde, sondern entsprach denen bei der
Verwendung der Kombination CD63+/CD203¢""9",

Bei der alleinigen Verwendung von CD203c dagegen, lag die Differenz im Mittel (£ SD) bei 35,0
(£ 19,1). Um zu Uberpriifen, ob hier ein signifikanter Unterschied zwischen der alleinigen
Benutzung von CD203c und der Kombination aus beiden vorlag, wurde ein Zweistichproben T-
Test durchgefiihrt (vgl. Tabelle 20).
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Tabelle 20: Zweistichproben T-Test zur Untersuchung des Unterschieds der gemessenen Aktivierungen durch
Nutzung von CD203c gegenliber CD63 mit CD203c

CD203cPrieht ys. CD63+, CD203cPright 17,8 1,99 < 0,001

Legende: T-Statistik, Testwert; p, Signifikanzniveau

Betrachtet man den Unterschied in den qualitativen Aussagen, so zeigt sich, dass eine Verwendung
von CD203c in dieser Studie zu deutlich mehr Ergebnissen oberhalb des Cut-off-Wertes fiihrte.
So lagen die Leerwerte aller Patienten bei > 10 %. Daneben lagen alle ermittelten Werte fir die
Positivkontrollen und die Allergene HBV und YJV oberhalb des Cut-offs von 10 %. Damit musste
bei einer Auswertung mithilfe von CD203c als Aktivierungsmarker in jeder gemessenen Probe

von basophiler Aktivierung ausgegangen werden.
Quantitativer Vergleich der Ergebnisse

Fur den quantitativen Vergleich der Ergebnisse beider Tests wurden die Differenzen der jeweiligen
Werte analysiert. Hierbei wurde neben den Leerwerten und den Verdinnungen der Allergene
(HBV und YJV) die Positivkontrollen Anti-FceRI mAK als Wertepaare verglichen (vgl.
Tabelle 21).

Im gesamten Mittel (= SD) lag die Differenz bei 0,2 (x 12,2) %P. Am grofiten fiel der Unterschied
fur den Anti-FceRI mAK aus, hier lag der Dura Clone IF Basophil Activation® im Mittel um 10,1
(£ 9,3) %P unterhalb der Werte des Flow CAST®. P24 zeigte den geringsten Unterschied
zwischen den beiden Tests (Mittelwert: 1,8 %P; SD: 7,3 %P; Maximum: 9,2 %P;
Minimum: - 14,9 %P). Bei P32 dagegen lag eine mittlere Differenz von 13,6 (£ 20,6) %P bei

einem Maximum von 46,5 %P und einem Minimum von -17,2 %P vor.
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Tabelle 21: Auswertung der Differenzen von Dura Clone IF Basophil Activation® und Flow CAST® im Mittel

LW 0,2 8,7 4.4 28
Anti-FeeRI mAK -10,1 -0,7 -30,2 9,3
HBV 1 0,1 34,5 28,9 17,8
HBV 2 5.4 46,5 7.8 14,7
HBV 3 15 13,9 53 5,3
YIV 1 6,2 15,2 20,3 14,3
YV 2 0,9 22,6 17,6 11,8
YV 3 4,4 34,9 2.1 10,3

Abbildung 27 zeigt den Vergleich beider Tests in einem Bland-Altman-Plot. Die LOA lagen
zwischen 24,0 und -23,7. Damit werden also 95 % der zukiinftig zu messenden Differenzen in
diesem Intervall erwartet ([-23,7; 24,0]). Das entspricht einem SDC von 47,7. Fur Werte unterhalb

der Cut-offs von 10 % fiel die Streuung deutlich geringer aus als fur hthere Mittelwerte.

Vergleich des Dura Clone IF Basophil Activation® und Flow CAST®
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Abbildung 27: Bland-Altman-Plot zur Aktivierung gemessen durch Dura Clone IF Basophil Activation® und
Flow CAST® mit Verzerrung d = Mittelwert der Differenz (Flow CAST® - Dura Clone IF Basophil
Activation®) (rot) und Ubereinstimmungsgrenzen d + 1,96 x s (griin), wobei s die Standardabweichung der
Differenzen bezeichnet. n=84
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Vergleich der Positivkontrollen Anti-FCERI mAK und Anti-IgE

Die beiden untersuchten Tests verwenden mit Anti-FceRI mAK (Flow CAST®) und Anti-IgE
(Dura Clone IF Basophil Activation®) verschiedene Positivkontrollen. Daher sollte in dieser

Studie untersucht werden, ob ein Unterschied in den von ihnen gemessenen Aktivierungen vorlag.

Beide Positivkontrollen fiihrten in den untersuchten 10 Patienten zu ausreichend hoher
Aktivierung oberhalb des Cut-offs von 10 % (vgl. Anhang). Die basophile Aktivierung durch
Anti-FceRI mAK im Flow CAST® lag dabei im Mittel (£ SD) bei 78,1 (x16,6) %, die durch
Anti-IgE im Dura Clone IF Basophil Activation® bei 53,6 (£ 28,4). Die Werte flr Anti-IgE
unterliegen einer deutlich groReren Streuung und befinden sich zwischen einem Minimum von
11,8 % und einem Maximum von 85,7 %. Zur Veranschaulichung der deutlich hoheren
Aktivierung durch Anti-FceRI mAK im Vergleich zu Anti-lgE wurde ein Boxplot erstellt
(vgl. Abb. 28).
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Abbildung 28: Verteilung der gemessenen basophilen Aktivierung durch die Positivkontrollen
Anti-FceRI mAK und Anti-IgE mit Median (Strich), Mittelwert (Kreuz), Minimum, Maximum und Quartilen
Um zu uberprifen, ob die beobachteten Unterschiede statistisch signifikant sind, wurde ein
Zweistichproben T-Test durchgefiinrt. Da der Testwert mit 4,46 groRer als der kritische T-Wert
von 2,26 ist, l&sst der Test mit einem Signifikanzniveau von < 0,05 die Annahme zu, dass es sich

um signifikante Unterschiede handelt (vgl. Tab. 22).
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Tabelle 22: Zweiseitiger Zweistichproben T-Test zur Untersuchung des Unterschieds der gemessenen
Aktivierungen durch Anti-FceRI mAK und Anti-IgE

Anti-FceRI mAK vs. Anti-IgE 4,46 2,26 0,002

Legende: T-Statistik, Testwert; p, Signifikanzniveau

Qualitative Aussagen der beiden Tests

In der qualitativen Auswertung wurde untersucht, ob die beiden Test-Kits anhand der fur die
Allergene definierten Cut-off-Werte von 10 % zu &hnlichen Ergebnissen kommen. Bei acht der
zehn ausgewerteten Patienten (P15, P22, P24, P25, P27, P28, P32, P34) trafen beide Tests die
gleiche Aussage beztiglich der Aktivierung auf Bienen- bzw. Wespengift. Hierbei wurde bei vier
Patienten (P15, P22, P27, P34) keine Aktivierung oberhalb des Cut-offs fir Bienengift beobachtet,
wahrend das Wespengift zu einer Aktivierung der Basophilen fiihrte. Bei vier Patienten (P24, P25,
P28, P32) zeigte sich eine Aktivierung fir beide Gifte.

In zwei von zehn Fallen unterschied sich die qualitative Aussage der beiden Test-Kits. So wurde
bei P6 mit dem Flow CAST® fur beide Gifte in der hochsten Konzentration eine Aktivierung
gemessen, wahrend im Dura Clone IF Basophil Activation® lediglich das Wespengift in der
hdchsten Konzentration zu einer Aktivierung oberhalb des Cut-offs fiihrte. Umgekehrt dazu zeigte
Patient P26 im Dura Clone IF Basophil Activation® fiir beide Gifte in allen Konzentrationen eine
Aktivierung, im Flow CAST® nur flr das Wespengift (in allen Konzentrationen). Darlber hinaus
unterschieden sich die Tests bei P24 bei Inkubation der Zellen mit HBV in einer Konzentration
von 57 bzw. 125 ng/ml, bei P28 bei YJV in einer Konzentration von 11 bzw. 25 ng/ml und bei
P32 bei HBV in einer Konzentration von 11 bzw. 25 ng/ml. Die ubrigen Konzentrationen fiihrten
bei diesen Patienten zu vergleichbaren Aktivierungen oberhalb bzw. unterhalb des Cut-offs.

Zur Beurteilung der Urteilstibereinstimmung erfolgte die Berechnung von Cohens Kappa. Hierzu
wurden die Ergebnisse fur die je drei Konzentrationen von HBV und YJV verglichen. Die
moglichen nominalen Aussagen waren dabei entweder ,,Aktivierung unterhalb des Cut-offs* oder
,ZAktivierung oberhalb des Cut-offs“. In 26 der 60 Félle ermittelten sowohl der Flow CAST® als
auch der Dura Clone IF Basophil Activation® eine Aktivierung unterhalb des Cut-offs, in 27

Fallen oberhalb des Cut-offs. Die relative Ubereinstimmung lag bei 88,3 % bei einer
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Wahrscheinlichkeit zufalliger Ubereinstimmung von 49,7 %. Daraus ergab sich ein Cohens Kappa
von 0,77.

Bei funf Patienten (P22, P24, P25, P27, P32) waren die Ergebnisse beider Tests konkordant mit
der bereits im Vorfeld diagnostizierten Allergie und dem Sensibilisierungsprofil. Bei zwei
Patienten (P15, P34) fielen in beiden Tests die Ergebnisse flr das Bienengift negativ aus, obwohl
eine Bienengiftsensibilisierung und Klinisch relevante Allergie vorlagen. Bei P28 wiederum
zeigten beide Tests positive Ergebnisse fur HBV, was zwar mit der Bestimmung des spezifischen
IgEs, nicht aber mit der diagnostizierten Allergie (Ubereinstimmte (ausschlieBliche
Wespengiftallergie). Fir die beiden Patienten, fur die sich die beiden Tests in den Ergebnissen
qualitativ unterschieden, traf der Flow CAST® in beiden Fallen (P6 und P26) eine Aussage, die
mit der zuvor erfolgten Diagnose deckend war (P6: Bienen- und Wespengiftallergie; P26:
ausschlieBliche Wespengiftallergie). Der Dura Clone IF Basophil Activation® dagegen zeigte bei
P6, der sIgE und eine klinisch relevante Allergie auf Bienengift aufwies, ein negatives Ergebnis.
Bei P26 fielen im Dura Clone IF Basophil Activation® die Ergebnisse auf das Bienengift positiv
aus, was dem Sensibilisierungsprofil bei Bestimmung des spezifischen IgEs, nicht aber der
diagnostizierten Allergie entsprach (vgl. Tabelle 23).

Tabelle 23: Vergleich des Sensibilisierungs- und Allergieprofils mit den qualitativen Ergebnissen des Flow
CAST® und Dura Clone IF Basophil Activation®

P6 Biene, Wespe Biene,  Biene positiv (38,4), Biene negativ (9,5),
Wespe  Wespe positiv (25,8) Wespe positiv (41,0)

P26 Biene, Wespe Wespe  Biene negativ (0,8),  Biene positiv (16,2),
Wespe positiv (57,2)  Wespe positiv (71,9)
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3.2.6 Vergleich der Durchfihrungszeiten

In den Vergleich der Durchfiihrungszeiten der beiden Test-Kits wurden 16 der 17 untersuchten
Patienten eingeschlossen. P15 wurde von der Analyse ausgeschlossen, da die nicht durchgefiihrte
Waschung im Dura Clone IF Basophil Activation® zu einer deutlich verlédngerten Zeit in der
Auswertung gefuhrt hatte (vgl. Kapitel 2.4.4) und sich die Werte damit nicht fiir einen Vergleich
mit dem Flow CAST® eigneten.

Im Mittel (= SD) lag die Durchfiihrungszeit des Flow CAST® bei 1:08:13 (+ 9:58) h und die des
Dura Clone IF Basophil Activation® bei 1:30:36 (£ 10:54) h. Damit unterschieden sich die
Mittelwerte um 22:23 min (vgl. Abb. 29). Der Mittelwert (= SD) der Differenzen je untersuchter
Patient lag bei 22:13 (£ 5:38) min. Insgesamt benotigte der Dura Clone IF Basophil Activation®
die etwa 1,3-fache Durchfiihrungszeit des Flow CAST®.

01:40:48
01:26:24
01:12:00
00:57:36

00:43:12 M Flow CAST

H Dura Clone
00:28:48

00:14:24

00:00:00

Gesamt
M Flow CAST 01:08:13
H Dura Clone 01:30:36

Abbildung 29: Vergleich der Testdauer (in min) von Flow CAST® und Dura Clone IF Basophil Activation®

In Abbildung 30 sind die Durchfiihrungszeiten bei den einzelnen Testschritten aufgefiihrt. Hierbei
wird deutlich, dass der Dura Clone IF Basophil Activation® mit der zweimaligen Zugabe von
PBS-Puffer und einem 3. Inkubations-Schritt mehr Abldufe beinhaltet als der Flow CAST®.
Hieraus ergibt sich die im Mittel langere Durchfuhrungszeit des Dura Clone IF Basophil
Activation®. Allein die Zeit fur die Inkubationsschritte liegt bei 45 min, wahrend sie sich im Flow
CAST® auf 29 min bel&uft.
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Abbildung 30: Vergleich der Durchfiihrungszeiten (in min) bei den einzelnen Testschritten des Flow CAST®
und Dura Clone IF Basophil Activation®

Vo, Vorbereitung; AD, Herstellung der Allergendilution; V, Verdunnung; 1, 1. Schritt; I, Inkubation; L, Lyse; PBS,
Hinzufligen von PBS-Puffer; Z, Zentrifugation; R, Resuspension; A, Auswertung

In der Differenz ist die Inkubationszeit damit 16 min langer. Durch die beiden zusatzlichen
Schritte, in denen PBS-Puffer zugegeben wird, verlangert sich die Durchfuhrungszeit des Dura
Clone IF Basophil Activation® im Mittel um 2:16 min. Daneben fallt der Lyseschritt um 0:56 min
sowie die Auswertung um 2:07 min langer aus. In den Ubrigen Schritten liegt nur eine sehr geringe

Differenz der Durchfuihrungszeiten vor (vgl. Abbildung 31).

01
01
01
01
01

01

A

Vo AD \ 1 | L PBS z R
m Differenz 00:23 00:17 00:08 00:14 16:00 00:56 02:16 00:00 00:10 02:07

Abbildung 31: Differenz der Durchflihrungszeiten bei den einzelnen Testschritten des Flow CAST® und Dura
Clone IF Basophil Activation® je Abschnitt (in min)

Vo, Vorbereitung; AD, Herstellung der Allergendilution; V, Verdinnung; 1, 1. Schritt; I, Inkubation; L, Lyse; PBS,
Hinzufligen von PBS-Puffer; Z, Zentrifugation; R, Resuspension; A, Auswertung
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3.2.7 Kostenvergleich

Der Marktpreis fur ein Test-Kit des Dura Clone IF Basophil Activation® lag (Stand 08/2021) bei
680,00 €. Mit einem Test-Kit kdnnen laut Hersteller 25 Tests durchgefiihrt werden. Die Kosten
fur die Reagenzien Activation Solution (5,5ml; 100 Tests) und Optilyse C (200 Tests) beliefen
sich auf 109,00 € bzw. 186,00 € (Stand 08/2021). Damit ergeben sich pro durchfuhrbaren Test fiir
den Dura Clone IF Basophil Activation® Kosten von 29,22 €. Nicht beriicksichtigt bleiben hierbei
Kosten fur Verbrauchsmaterialien (wie z.B. Pipettenspitzen oder Probenréhren) und weitere
Reagenzien (wie z.B. der verwendete PBS-Puffer). Da sowohl im Flow CAST® als auch im Dura
Clone IF Basophil Activation® die gleichen Allergene verwendet wurden, kdnnen diese in der

Berechnung unbericksichtigt bleiben.

Fur den Flow CAST® des Herstellers Bihimann Laboratories AG, Schonenbuch, Schweiz, lag
der Marktpreis (Stand 08/2021) bei 630,00 €. Pro Test-Kit lassen sich laut Hersteller 100 Tests
durchfuhren. Da sowohl Puffer als auch Lyse bereits im Kit enthalten sind, fallen keine Kosten flr
weitere Reagenzien an. Damit belaufen sich die Kosten pro durchfiihrbaren Test auf 6,30 €. Nicht

bertcksichtigt bleiben hierbei ebenfalls die Kosten fur weitere VVerbrauchsmaterialien.

Insgesamt betragt der Preis pro durchfiihrbaren Test beim Dura Clone IF Basophil Activation®
das 4,6-fache des Flow CAST® bzw. liegt um 22,92 € iiber dem Preis des Flow CAST®.
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4 Diskussion

4.1 Erprobung homologer Allergene im Flow CAST®

4.1.1 Herausforderung der Unterscheidung von Allergien gegen

Vespula spp. und Polistes spp.

Fur eine zielgerichtete und erfolgreiche spezifische Immuntherapie bei Hymenopterengiftallergien
ist es notwendig, eine sichere Diagnose zum allergieausldsenden Insekt zu stellen. Im Falle von
Wespenarten wie der Polistes dominula und den Vespula spp. bereitet die Unterscheidung
zwischen einer Mono-Allergie und einer genuinen Doppelsensibilisierungen trotz der Fortschritte
durch die CRD nach wie vor haufig Schwierigkeiten (15). Besonders herausfordernd ist die

Situation in Gebieten, in denen beide Spezies koexistieren, z.B. in Spanien oder Italien (124).

Bisher sind fiinf Allergene von Polistes dominula bekannt (vgl. Tabelle 3, Kapitel 1.1.3). Zu diesen
zahlen die Phospholipase Al (Pol d 1), die Hyaluronidase Pol d 2, die Dipeptidylpeptidase Pol d 3,
die Protease Pol d 4 und das Antigen 5 (Pol d 5). Von Vespula vulgaris sind bisher ebenfalls funf
Allergene beschrieben worden: die Phospholipase Al (Ves v 1), die Hyaluronidase Ves v 2, die
Dipeptidylpeptidase Ves v 3, das Antigen 5 (Ves v 5) und das Vitellogenin Ves v 6 (14).

Auch wenn hiermit bereits eine Reihe von Allergenen beider Spezies bekannt ist, bleibt die
Unterscheidung von PDV- und YJV-Allergien eine Herausforderung. Anders als in der
Abgrenzung zu Allergien gegen HBV stehen keine definierten Markerallergene zur Verfugung
und die bisher bekannten Allergene weisen in der Regel hohe Kreuzreaktivitdt auf (vgl.
Abbildung 3 in Kapitel 1.2.4) (14, 15).

So ist die Phospholipase Al von Polistes dominula (Pol d 1) zu 55 % sequenzhomolog zu Ves v 1
und beide sind strukturell sehr ahnlich aufgebaut (14, 91). Die damit einhergehende hohe
Kreuzreaktivitat schrankt ihren Nutzen in der Diagnostik von PDV/YJV-DS stark ein (84). Im
Gegensatz dazu kénnen Pol d 1 und Ves v 1 jedoch gut als Markerallergene in der Unterscheidung
von Allergien gegen HBV und PDV/YJV genutzt werden (14).

Das Majorallergen Pol d 3, das in PDV-Allergikern eine Sensibilisierung von 66 % zeigt, weist zu
76 % die identische Sequenz auf wie Ves v 3. Dariiber hinaus besteht eine Sequenzhomologie zu
Api m 5 von uber 50 %, wodurch alle drei Allergene stark kreuzreaktiv sind (14, 122). Eine Studie

von Schiener et al. konnte nachweisen, dass 63 % der untersuchten YJV-Allergikern neben Ves v 3
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auch auf Pol d 3 reagierten, weshalb die alleinige Verwendung von Pol d 3 in der Diagnostik
begrenzte Aussagekraft besitzt (122).

Fur die Serinprotease Pol d 4 ist noch kein homologes Protein im Hymenopterengift von Vespula
spp. gefunden worden. Laut bisher noch nicht vollstandig publizierter Daten handelt es sich bei
Pol d 4 vermutlich um ein Minorallergen, sodass auch hier der Nutzen in der Diagnostik
eingeschrankt ist (14).

Pol d 5 stellt das Antigen 5 im Venom von Polistes dominula dar. Das Antigen 5 ist in einer
Vielzahl von Insekten und so auch im PDV ein Majorallergen (99, 121). Aufgrund der starken
Kreuzreaktivitat unter anderem zu Ves v 5 kann aber auch Pol d 5 nicht als Markerallergen in der
Unterscheidung von Sensibilisierungen gegen PDV und YJV verwendet werden (121).

Die bekannten Allergene sind damit in vielen Fallen noch nicht ausreichend fur eine
Unterscheidung von PDV-Allergien und YJV-Allergien mittels CRD. Um dieses Hindernis zu
uberkommen, missen entweder (bisher nicht bekannte) Markerallergene beschrieben oder anhand
der Bestimmung mehrerer kreuzreaktiver Allergene und der Messung ihrer sIgE-Titer eine
Aussage (ber die genuine Sensibilisierung getroffen werden (15, 54, 84). Die Beschreibung von
Markerallergenen gilt aufgrund der nahen phylogenetischen Verwandtschaft von Polistes

dominula und Vespula spp. als zunehmend unwahrscheinlich (15, 56).

In jedem Fall ist davon auszugehen, dass durch die Beschreibung neuer Allergene zuséatzliche
Erkenntnisse und damit eine bessere diagnostische Abgrenzung zwischen PDV und YJV
ermdglicht werden kdnnte. Deshalb untersuchte die vorliegende Studie mithilfe des BATS eine
kirzlich neu entdeckte Phospholipase A2 im Hymenopterengift von Polistes dominula (PDV
PLAZ2) sowie das bisher wenig bekannte Allergen Pol d 2 (Hyaluronidase von Polistes dominula)

und deren mogliche Aussagekraft flr die Diagnostik von Hymenopterengiftallergien.

4.1.2 Phospholipasen Api m 1 und PDV PLA2

Phospholipasen wurden bereits in mehreren Hymenopterengiften beschrieben und sind bekannte
Ausloser von allergischen Reaktionen in sensibilisierten Patienten (54). Sowohl im PDV als auch
im YJV liegen mit den Allergenen Pol d 1 und Ves v 1 Phospholipasen Al vor. Diese stellen
wichtige Markerallergene in der Abgrenzung von HBV-Allergien und PDV-/YJV-Allergien dar
(14, 15). Aufgrund ihrer hohen Kreuzreaktivitat konnen sie jedoch nicht herangezogen werden,

um zwischen Sensibilisierungen gegen PDV und YJV zu unterscheiden (14, 84). Im Gift der
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Honigbiene wiederum ist mit Api m 1 eine Phospholipase A2 vorhanden, die sich als ideales
Markerallergen zur Unterscheidung von HBV- und Vespid-Venom-Allergien herausgestellt
hat (14).

Die in dieser Studie untersuchte PDV PLA2 wurde von Grosch et al. beschrieben (54). Da sie eine
Sequenzhomologie mit dem potenten Majorallergen Api m 1 (PLAZ2 der Honigbiene) aufweist,
wurde fur PDV PLA2 eine signifikante Allergenitat vermutet. Auch wenn Daten tber das Proteom
von Vespula vulgaris darauf hindeuten, dass auch das YJV eine PLA2 besitzt, ist bisher keine
YJV PLAZ2 bekannt. Daher wére ein Einsatz von PDV PLAZ2 in der Unterscheidung von PDV- und
YJV-Sensibilisierungen denkbar.

Grosch et al. fanden zwei Varianten der PDV PLAZ2, die beide zwei Glykosylierungsstellen und
ein Molekulargewicht von etwa 25 kDa aufweisen. Die Sequenz der Polistes-PLA2 ist zu 44,6 %
identisch und zu 62,4 % ahnlich zu Api m 1 (Abbildung 32). PDV PLAZ2 besitzt anders als Api m 1
einen verlangerten N-Terminus, dessen Funktion unbekannt ist. Trotz der lediglich moderaten
Sequenzhomologie zeigen die Tertidrstrukturen der beiden PLA2 deutliche Ahnlichkeit
(Abbildung 32).
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Abbildung 32: (a) Vergleich der Sequenzen von Polistes dominula venom (PDV) Phospholipase A2 (PLA2) und
Api m 1. (b) Dreidimensionale Struktur von Api m 1 (blau) und PDV PLA2 (gelb) mit verlangertem N-
Terminus (orange). (c) Uberlagerung von Api m 1 und PDV PLA2 mit gekiirztem N-Terminus (54)
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PDV PLA2 wurde mithilfe von Spodoptera frugiperda Insektenzellen rekombinant produziert. Sf9
Insektenzellen haben den Vorteil, dass sie Proteine erzeugen, die frei von kreuzreaktiven
Kohlenhydratdeterminanten sind (17, 123).

In der von Grosch et al. durchgefiihrten Analyse des sIgE gegen PDV PLA2 wurden in 50 % der
untersuchten PDV-monosensibilisierten Patienten Antikorper gegen PDV PLA2 festgestellt. Unter
den PDV/YJV-DS lag der Grad der Sensibilisierung bei 30-35 %, unter den YJV-Patienten bei
30 %. Von 29 untersuchten HBV-Patienten zeigten vier (15 %) eine Sensibilisierung auf PDV
PLAZ2. Bei diesen konnte auch slgE gegen Api m 1 nachgewiesen werden. Da PDV PLA2 damit
als potenzielles Majorallergen eingestuft wurde und nur geringe bis moderate Reaktivitat in HBV-
und YJV-allergischen Patienten vorlag, erfolgte anschlieBend die Untersuchung im

Basophilenaktivierungstest im Rahmen der vorliegenden Studie (54).

Fur diese Studie wurden 18 HBV- und YJV-Allergiker aus dem Grof3raum von Munchen rekrutiert
und BATs mit den Allergenen PDV PLAZ2 und Api m 1 untersucht. Eine Sensibilisierung dieser
Patienten gegen PDV ist nicht vollstandig auszuschliel3en, da die Untersuchung hierauf kein Teil

der Routinediagnostik darstellt. Sie gilt aber als unwahrscheinlich.

Wie zu erwarten war, zeigten die Patienten in der Api m 1-Gruppe entsprechend ihrer
Sensibilisierung gegen Api m 1 eine basophile Aktivierung als Reaktion auf die Stimulation mit
Api m 1. Daneben zeigte auch P2, der zwar eine genuine DS auf HBV und YJV, jedoch keine
Sensibilisierung auf Api m 1 aufweist, eine Aktivierung durch die Stimulation mit Api m 1 (vgl.

Abb. 11). Insgesamt entspricht das 50 % der untersuchten Patienten (9 von 18).

Von allen Patienten zeigte lediglich ein Patient eine Aktivierung von basophilen Granulozyten
durch die Stimulation mit der hochsten Konzentration von PDV PLA2 (vgl. Abb. 14 und 15).
Diese lag mit 10,75 % allerdings nur knapp oberhalb des Cut-offs von 10 %. Aus diesem Grund
wird diese Aktivierung als nicht relevant eingeschatzt. PDV PLAZ2 flhrte somit in der Gruppe zu

keiner signifikanten Aktivierung.

Um diese Ergebnisse besser interpretieren zu konnen, war ein Vergleich mit einer
Studienpopulation von PDV-Allergikern notwendig. Grosch et al. rekrutierten daher ebenfalls
zwolf Patienten aus dem GroRraum von Barcelona mit einer Allergie bzw. Sensibilisierung auf
HBYV, YJV und / oder PDV. Von diesen Patienten zeigten drei eine basophile Aktivierung durch
Api m 1 (bei vorliegender HBV-Sensibilisierung), keiner aber durch die Stimulation mit
PDV PLA2 (Abbildung 33) (54).
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Abbildung 33: Basophile Aktivierung durch Stimulation mit Api m 1 oder PDV PLA2. BAT mit 18 Patienten
aus dem Grofiraum Minchen (MUC) und 12 Patienten aus dem Groflraum Barcelona (BCN) mit
diagnostizierter Allergie oder Sensibilisierung auf HBV, YJV, HBV/YJV, PDV. Stimulation mit steigenden
Konzentrationen von Api m 1 (links) und PDV PLAZ2 (rechts). Cut-off bei 10 % (gepunktete Linie) (54)
Zusammenfassend konnte also unabhdngig vom Sensibilisierungsprofil, der diagnostizierten
Insektengiftallergie oder dem Ort der Rekrutierung (GroRraume Minchen und Barcelona) keine
Aktivierung im BAT durch PDV PLAZ2 beobachtet werden (54).

Da Api m 1 (HBV PLA2) dieselbe Reaktion wie PDV PLA2 katalysiert und zu klarer basophiler
Aktivierung in den durchgefiihrten BATs geflhrt hat, konnen falsch-negative Ergebnisse
ausgeschlossen werden. Daher scheint keine Kreuzreaktivitat zwischen PDV PLA2 und Api m 1
vorzuliegen. Ebenso ist eine Kreuzreaktivitat zu einer moglicherweise vorliegenden homologen
PLAZ2 im YJV unwahrscheinlich (54).

Beziliglich der Einschatzung von PDV PLAZ2 als relevantes Polistes dominula Allergen sind
Einschrankungen in der Aussagekraft der vorliegenden Studie zu diskutieren. Der Nachweis von
sIgE in Patienten ist nicht immer direkt mit der Allergenitat eines Proteins oder einer vorliegenden
Allergie assoziiert. So zeigten Blank et al., dass eine Sensibilisierung gegen HBV / YJV bei bis zu
23,1 % / 31,7 % vorliegt, wahrend es nur bei 2,8 % der Bevolkerung zu allergischen Reaktionen
kommt (16).
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Bei der PDV PLA2 kdnnten sowohl der vorliegende verldngerte N-Terminus als auch eine andere
Oberflachenladung aufgrund der relativ geringen Sequenzhomologie von 45 % mit Api m 1 die
Bindung von IgE erschweren und damit verantwortlich dafur sein, dass es zu keiner Aktivierung

von Basophilen kommt (54).

Ein Nachteil der Studie aus Barcelona liegt darin, dass die PDV-Patienten nicht auf das VVorliegen
von sIgE gegen PDV PLA2 untersucht wurden. Es besteht die Mdglichkeit, dass diese Patienten
gar nicht gegen PDV PLA2 sensibilisiert waren. Aufgrund der geringen Anzahl an
Studienteilnehmern in den einzelnen Gruppen koénnen die Beobachtungen aufRerdem nur als

vorlaufige Ergebnisse interpretiert werden (54).

Um eine abschlieBende Aussage daruber treffen zu kdnnen, ob PDV PLA2 ein Majorallergen
darstellt, sind weitere Untersuchungen in einer groReren Kohorte notwendig. AuBerdem sollten

BATSs gezielt an Patienten mit Sensibilisierung gegen PDV PLA2 durchgefuhrt werden.

4.1.3 Hyaluronidasen Api m 2, Pold 2 und Ves v 2

Ahnlich wie Phospholipasen sind auch Hyaluronidasen hiufige Bestandteile von Insektengiften.
Sie wurden mittlerweile fir insgesamt acht Hymenopterenarten beschrieben, darunter fir Apis
mellifera (Api m 2) und verschiedene Vespid-Arten wie Vespula vulgaris (Ves v 2) und Polistes
dominula (Pol d 2) (99).

Die Hyaluronidase Api m 2 stellt ein Majorallergen des HBV dar und verschiedene Studien gehen
von einer Sensibilisierungsrate von 28-60 % aus (14, 71). Bei Ves v 2 dagegen handelt es sich um
ein Minorallergen und nur etwa 10-15 % aller YJV-Patienten zeigten sIgE gegen Ves v 2 (65).
Kolarich et al. gelang es neben der aktiven Hyaluronidase Ves v 2.0101 eine inaktive Variante
(Ves v 2.0201) zu identifizieren, die eine Mutation im aktiven Zentrum aufweist. Sie reprasentiert
die dominierende Isoform. Beide Varianten weisen zu etwa 59 % dieselbe Sequenz auf (72).
Apim 2 ist mit Ves v 2.0101 zu 53 % und mit Ves v 2.0201 zu 44 % sequenzhomolog (14).

Daneben existiert auch im PDV eine Hyaluronidase, tber die bisher klinisch nur wenig bekannt
war. In einer Analyse der Gifte von Polistes dominula und Vespula spp. identifizierten und
charakterisierten Grosch et al. die Hyaluronidase Pol d 2. Sie ist zu 53 % sequenzhomolog mit
Apim 2, zu 74 % mit Ves v 2.0101 und zu 57 % mit Ves v 2.0201 (56). Durch die
Sequenzhomologe ergibt sich eine &dhnliche Faltung der Proteine in ihrer Tertidrstruktur
(Abbildung 34) (14).
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Apim 2 Ves v 2.0101 Ves v 2.0201 Pold 2
Hyaluronidase Hyaluronidase Hyaluronidase Hyaluronidase

Abbildung 34: Dreidimensionale Struktur der Hyaluronidasen Api m 2, Ves v 2.0101, Ves v 2.0201 und Pol d 2
(14)

Die Sensibilisierung gegen Pol d 2 unter Hymenopterengiftallergikern ist noch nicht ausreichend
beschrieben. Unveroffentlichte Studiendaten gehen davon aus, dass etwa 40-45 % aller
PDV-Allergiker sIgE gegen Pol d 2 aufweisen. Unter HBV- und YJV-Patienten war der Grad der
Sensibilisierung deutlich geringer. Kreuzreaktivitat von Pol d 2 mit Api m 2 und Ves v 2 ist
denkbar. Diese vorlaufigen Ergebnisse sprechen aber als erstes Indiz gegen eine ausgepragte
Kreuzreaktivitét (14, 55).

Um die Moglichkeit einer Kreuzreaktivitat von Pol d 2 mit den homologen Allergenen Api m 2
und Ves v 2 zu adressieren, erfolgte im Rahmen der vorliegenden Studie eine Untersuchung der
Allergene im Basophilenaktivierungstest. Hierfur wurden 17 HBV- und YJV- Allergiker aus dem
GroRraum Minchen rekrutiert und BATs mit den Allergenen Api m 2, Pol d 2 und Ves v 2b
(rekombinant hergestellt durch das Helmholtz Zentrum in Minchen) durchgefuhrt. Eine
Sensibilisierung dieser Patienten gegen PDV ist nicht vollstandig auszuschlieBen, da die

Untersuchung hierauf kein Teil der Routinediagnostik darstellt. Sie gilt aber als unwahrscheinlich.

Wie zu erwarten war, zeigte die Mehrheit der Patienten, die auf Api m 2 sensibilisiert waren
(Api m 2-Gruppe), eine Aktivierung basophiler Zellen oberhalb des Cut-offs als Reaktion auf eine
Stimulation mit Api m 2 (6 von 10 Patienten) (vgl. Abb. 17). Daneben zeigte auch ein YJV-
Allergiker (P11) bei vorliegender Sensibilisierung gegen Api m 2 eine Aktivierung im BAT (vgl.
Abb. 16). Eine HBV-Allergie lag hier allerdings nicht vor.

Unter den vier Patienten der Api m 2-Gruppe, die nicht auf Api m 2 reagierten, zeigten zwei
Patienten trotz vorliegender Sensibilisierung auch keine Aktivierung durch die Stimulation mit
HBYV oder Api m 1. Positive Anamnese, Intrakutantestung und die Bestimmung von sIgE bewiesen

bei diesen Patienten jedoch die Diagnose einer Bienengiftallergie. Die negativen Ergebnisse im
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BAT wurden daher trotz ausreichender Negativ- und Positivkontrollen als nicht aussagekraftig
eingeschatzt.

Im Gegensatz dazu fiihrten Stimulationen mit Pol d 2 und Ves v 2b weder unter HBV- oder
YJV-Allergikern noch unter Patienten mit HBV-/YJV-DS zu einer Aktivierung oberhalb des
Cut-offs. Die geringfugigen Aktivierungen zwischen 5 und 10 % wurden als nicht relevant
eingeschatzt.

Zusammenfassend konnte in dieser Studie also unabhéngig vom Sensibilisierungsprofil oder der
diagnostizierten Insektengiftallergie der Patienten keine Aktivierung im BAT durch die PDV
Hyaluronidase Pol d 2 beobachtet werden. Ebenso kam es zu keiner Aktivierung durch die YJV
Hyaluronidase Ves v 2b. Da das homologe Allergen Api m 2 zu klarer basophiler Aktivierung im
BAT geflhrt hatte, kdnnten falsch-negative Ergebnisse ausgeschlossen werden. Damit ist davon

auszugehen, dass Pol d 2 nicht oder nur geringfiigig kreuzreaktiv mit Api m 2 und Ves v 2b ist.

Bezlglich moglicher Kreuzreaktivitat zwischen Api m 2 und Ves v 2 gab es in der Vergangenheit
schon einige Untersuchungen. Aufgrund der Sequenzhomologie und &hnlicher Tertiarstruktur
ware diese denkbar und wurde lange als eine der wahrscheinlichen Ursachen der Kreuzreaktivitét
zwischen HBV und YJV gesehen (14). In der Zwischenzeit konnte jedoch gezeigt werden, dass
diese Kreuzreaktivitat hauptsachlich auf CCDs zuriickzufihren ist und peptid-spezifische
Kreuzreaktivitat nur in wenigen Féllen auftritt (65, 123).

Die fehlende Kreuzreaktivitat von Api m 2 und Ves v 2 kdnnte darauf zurlickzufuihren sein, dass
die Molekule unterschiedliche Oberflachenstrukturen und -ladungen und damit andere IgE-
Epitope aufweisen (82, 126). Dies wirde die Bindung von IgE von homologen Allergenen
erschweren. Analog hierzu ist dieser Mechanismus auch fiir die fehlende serologische
Kreuzreaktivitat von Api m 2 und Pol d 2 denkbar und wirde die negativen Ergebnisse im BAT

erklaren.

Fur die YJV-Hyaluronidase Ves v 2 kommt noch hinzu, dass es sich im Gegensatz zu Api m 2 um
ein Minorallergen mit einem Sensibilisierungsgrad von nur etwa 10-15 % handelt (65, 84).
Hierdurch ist es unwahrscheinlich, in einer kleinen Stichprobe wie in dieser Studie reaktive
Patienten zu finden. Es ist daher davon auszugehen, dass die in dieser Studie untersuchten YJV-

Allergiker vermeintlich nicht gegen Ves v 2 sensibilisiert waren.

Um die getroffene Aussage zur fehlenden Kreuzreaktivitat von Pol d 2 und Ves v 2 zu validieren,
ware es also notwendig, gezielt YJV-Patienten zu untersuchen, die in der Bestimmung des sIgE
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eine Sensibilisierung gegen Ves v 2 vorweisen. Anders als Ves v 1 und Ves v 5 ist die
Hyaluronidase Ves v 2 bisher jedoch kommerziell nicht erhéltlich und fir die Routinediagnostik
daher nicht zuganglich (14). Gerade beim YJV-Allergiker P11, der slgE und basophile
Aktivierung auf Api m 2 zeigte (nicht aber auf HBV), hétte die Untersuchung auf sIgE gegen

Ves v 2 zuséatzliche Erkenntnisse liefern kénnen.

Daneben sollten dhnliche Untersuchungen an PDV-Allergikern mit einer Sensibilisierung gegen
Pol d 2 durchgefiihrt werden. Ohne diese ist eine endgiltige Einordnung von Pol d 2 innerhalb der
bekannten Polistes-Allergene nicht mdglich. Wie fir die PDV PLA2 gilt auch fir die
Hyaluronidase Pol d 2, dass der Nachweis von sIgE in Patienten nicht direkt mit der Allergenitat
des vorliegenden Allergens assoziiert sein muss (vgl. Kapitel 4.1.2).

Aufgrund der geringen Anzahl an Studienteilnehmern kénnen die hier gemachten Beobachtungen
also nur als vorlaufige Ergebnisse interpretiert werden. Fur eine abschlieBende Aussage dariiber,
ob Pol d 2 ein fir die Diagnostik relevantes PDV-Allergen darstellt, sind weitere Untersuchungen
in einer groReren Kohorte mit definierten Sensibilisierungsprofilen notwendig.

4.1.4 Klinische Relevanz und Ausblick

Da die spezifische Immuntherapie bis heute die einzige kurative Therapie von
Hymenopterengiftallergien darstellt, ist eine moglichst genaue diagnostische Identifizierung des
auslosenden Insekts zwingend notwendig. Auch wenn man anhand dieser Studie vermuten kann,
dass die Allergene PDV PLA2 und Pol d 2 keine Kreuzreaktivitat mit den homologen Allergenen
von Apis mellifera und Vespula spp. aufweisen, stellen sie aller Voraussicht nach nicht den
Durchbruch in der PDV-Allergiediagnostik dar.

Es ist davon auszugehen, dass beide Allergene nicht als Markerallergene zur Unterscheidung von
YJV- und PDV-Allergien genutzt werden kénnen. Darlber hinaus bleibt unklar, ob PDV PLA2
und Pol d 2 Gberhaupt relevante PDV Allergene darstellen. Zwar deuten die in Studien ermittelten
Sensibilisierungsraten darauf hin (PDV PLA2 > 50 %; Pol d 2 > 40 %), aber die Sensibilisierung
allein ist hierfir nicht ausschlaggebend (14, 16, 54).

Daten zum PDV Proteom zeigen, dass es nur wenig weitere vielversprechende Allergene gibt, die
sich in der Zukunft als Markerallergene herausstellen kénnten (56). So untersuchten Grosch et al.
neben der PDV PLA2 noch die beiden Minorallergene Immune Responsive Protein 30 (IRP30)
und Vascular Endothelial Growth Factor C (VEGFC), die Sensibilisierungsraten von 20-40 %
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zeigten. Doch diese beiden Allergene zeigten nur wenig Relevanz in der slgE-Bindung und der
Fahigkeit basophile Zellen zu aktivieren (54).

Vor dem Hintergrund der aktuellen Forschung wird sich die Diagnose von PDV-Allergien in der
Zukunft vor allem auf die bekannten kreuzreaktiven Allergene Antigen 5, Phospholipase Al,
Dipeptidyl Peptidase 1V und ggf. den Hyaluronidasen konzentrieren mussen (14, 54). Von diesen
ist fur PDV aktuell lediglich Pol d 5 kommerziell (als Singleplex Assay) erhéltlich (14). Eine
Ausweitung dieses Angebots ist in jedem Fall sinnvoll, um der Routinediagnostik mehr Allergene

verfiigbar zu machen und einen kombinierten Einsatz dieser zu ermdglichen.

Bereits vor einigen Jahren konnten Monsalve et al. in einer Studie zeigen, dass durch die Messung
der relativen Level von Pol d 1 und Pol d 5 bzw. Ves v 1 und Ves v 5 auch ohne das VVorhandensein
von Markerallergenen fir PDV in 69 % das allergieauslésende Insekt bei potenziell
doppelsensibilisierten Patienten bestimmt werden konnte (84). Auch in einer Kleineren Studie von
Galindo-Bonilla et al. reichte die Bestimmung von sIgE gegen diese Allergene aus, um das
relevante Hymenopterengift fur die SIT festzulegen (50).

Eine Studie von Savi et al. dagegen zeigte, dass die CRD bei der Unterscheidung von PDV- und
YJV-Allergien hinter der Genauigkeit von CAP-Inhibitions-Assays zurlickliegt. Eine valide
Aussage anhand der sIgE-Level konnte nur in den Fallen getroffen werden, in denen sich die Werte
mindestens um das Doppelte unterschieden. (118). Auch Caruso et al. sprachen sich fur eine
Nutzung von CAP-Inhibitions-Assays zur Unterscheidung von PDV- und YJV-DS aus (25).

Eine weitere Relativierung der Aussagekraft von Ves v 5 und Pol d 5 erfolgte durch eine Studie
von Quercia et al., die nur wenig Ubereinstimmung zwischen der Pol d 5/Ves v 5-Ratio und
CAP-Inhibitions-Tests fand. Auch die von Savi et al. postulierten doppelten Werte von Pol d 5

oder Ves v 5 filhrten hierbei zu keiner Verbesserung der Ubereinstimmung (98).

Eberlein et al. untersuchten in einer Studie an spanischen und deutschen Insektengiftallergikern
die kreuzreaktiven Dipeptidyl Peptidasen Ves v 3 und Pol d 3. Ein Vergleich der sog. area under
the dose-response curve (AUC) zeigte dabei, dass die AUC bei auf Ves v 3 und Pol d 3
doppelt-positiven spanischen Patienten signifikant héher war als bei doppelt-positiven deutschen
Patienten. Dies konnte auf die primdre Sensibilisierung mit PDV hindeuten. Die Untersuchung der
AUC im BAT mit Ves v 3 und Pol d 3 kdnnte damit zukiinftig weitere Hinweise auf das relevante

Hymenopterengift bieten (41).
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Insgesamt bleibt die Interpretation in der Diagnostik von PDV- und YJV-Allergien nach wie vor
eine Herausforderung. Um diese zu uberkommen, ist weitere Forschung notwendig. Bis alternative
Madglichkeiten vorhanden sind, wird zur Unterscheidung von PDV- und YJV-Allergien aktuell
neben der Bestimmung von sIgE gegen Pol d 1 / Ves v 1 und Pol d 5/ Ves v 5 empfohlen, in
unklaren Fallen den Basophilenaktivierungstest und CAP-Inhibitions-Assays durchzufihren. Die
finale Diagnose sollte dann in der Zusammenschau aller Ergebnisse erfolgen (14).

Auch wenn die vorliegenden Ergebnisse die Aussagekraft von PDV PLA2 und Pol d 2 in der
Diagnostik von PDV- und YJV-Allergien in Frage stellen, kdnnen sie dazu beitragen, sowohl die
molekularen Mechanismen hinter Hymenopterengiftallergien als auch mogliche Faktoren, die die
Allergenitét von Proteinen beeinflussen, besser zu verstehen (54).

4.1.5 Vergleich der Aktivierung durch Api m 1 und HBV

Durch den Einsatz rekombinanter Allergene im Rahmen der CRD konnten groRe Fortschritte
verzeichnet werden (15). Studien zeigten, dass der kombinierte Einsatz der Allergene Ves v 1 und
Ves v 5 in der Bestimmung des sIgE mit 92-98 % eine hohere diagnostische Sensitivitat aufweist
als die Untersuchung auf sIgE gegen YJV. Unter Patienten, die im sIgE negativ auf YJV waren,
zeigten teilweise bis zu 85 % sIgE gegen Ves v 5 (44, 65, 77, 132). Aullerdem verbesserte sich die
Diagnostik durch den Einsatz von YJV, das mit zusatzlichem Ves v 5 versehen wurde (sog.
Spiking) (137).

Fur das HBV-Majorallergen Api m 1 liegt die Sensitivitat auf gdngigen Immunoassays zwischen
58 und 80 % (61, 71, 76). Dieser Wert konnte durch die Erweiterung um Api m 2, Api m 3,
Api m 4, Api m 5 sowie Api m 10 auf 94,4 % gesteigert werden (71).

Anders als in der Diagnostik von YJV-Allergien ist noch unklar, inwiefern die Diagnostik von
Bienengiftallergien durch den Einsatz von rekombinanten Allergenen im Vergleich zum alleinigen
Nutzen von HBV optimiert werden kann. So fuhrte in einer Studie von Rafei-Shamsabadi et al.
der Einsatz von rekombinanten Allergenen bei Patienten mit positiver Anamnese aber ohne sIgE
gegen HBV zu keiner Verbesserung (100). Cifuentes et al. wiederum konnten mithilfe der

Bestimmung von sIgE gegen rekombinante Allergene eine genauere Diagnostik erzielen (28).

In unklaren Fallen (wie z.B. bei serologisch negativen Patienten mit eindeutiger Anamnese) stellt

die zelluldre Testung mithilfe des BATSs ein zusétzliches diagnostisches Instrument dar. So
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konnten in Studien bei 60-80 % serologisch negativer Patienten mithilfe des BATSs eine basophile
Aktivierung durch Stimulation mit Insektengift nachgewiesen werden (34, 74).

Von einigen Autoren wird davon ausgegangen, dass der Basophilenaktivierungstest der
Bestimmung von sIgE gegen einzelne rekombinante Allergene Uberlegen ist (75). Anders als in
der slgE-Bestimmung gibt es bisher aber kaum Untersuchungen, die den Einsatz von
rekombinanten Allergenen im BAT mit dem von Gesamtextrakten vergleichen. Es wird vermutet,

dass hierdurch weitere Fortschritte in der Allergiediagnostik verzeichnet werden kénnten (5, 60).

Vor diesem Hintergrund stellen sich einige Nebenbefunde dieser Studie als besonders interessant
dar. Im Zuge der Testung von Patienten auf die Phospholipasen PDV PLA2 und Api m 1 wurden
insgesamt elf HBV-Allergiker bzw. Patienten mit genuiner HBV-/YJV-DS im BAT auf basophile
Aktivierung durch Stimulation mit HBV und dem rekombinanten Allergen Api m 1 untersucht.

Zehn der Patienten wiesen im sIgE eine Sensibilisierung auf Api m 1 auf (Api m 1-Gruppe).

In der Api m 1-Gruppe reagierten alle Patienten stérker auf individuelle Konzentrationen von
Apim 1 als auf HBV in einer Standardkonzentration von 284 ng/ml (vgl. Abb. 23). Die mittlere
Aktivierung (x SD) fir Api m 1 in einer Konzentration von 200 ng/ml lag zum Beispiel bei
36,8 (+ 23,5) %, wahrend HBV in einer Konzentration von 284 ng/ml zu einer mittleren
Aktivierung (= SD) von 32,3 (= 27,5) % flhrte.

Um die Signifikanz der beobachteten Unterschiede der Aktivierungen durch Api m 1 und HBV zu
uberprifen, wurden Zweistichproben T-Tests fur die individuellen Konzentrationen durchgefiihrt
(vgl. Tabelle 18 in Kapitel 3.1.6). Hierbei zeigte sich, dass sich die gemessenen Aktivierungen
durch Api m 1 fiir die Konzentrationen von 1000-8 ng/ml nicht signifkant von denen durch HBV
unterschieden. Das Signifikanzniveau lag in allen Féllen Gber 0,05. Die Nullhypothese, dass kein
Unterschied vorliege, lieR sich damit nicht verwerfen. In der Konzentration von 1,6 ng/ml zeigte
sich sogar, dass die gemessene Aktivierung signifikant geringer war als durch HBV in einer

Konzentration von 284 ng/ml.

Dennoch war interessant, dass zwei Patienten (P14 und P15) lediglich fir Api m 1 basophile
Aktivierung oberhalb des Grenzwerts zeigten und HBV zu keiner Aktivierung fiihrte. Daneben
flhrte Api m 1 bei zwei weiteren Patienten (P13 und P18) zu einer Aktivierung, die zwar unterhalb
des Cut-offs von 10 % blieb, aber hoher ausfiel als die Aktivierung durch HBV (vgl. Abb. 23). Beli
diesen Patienten zeigte sich auch in der Intrakutantestung und in der Bestimmung des sIgE eine
HBV-Sensibilisierung (vgl. klinische Daten im Anhang).
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Es ist also davon auszugehen, dass bei diesen Patienten der Einsatz von Api m 1 im BAT
aussagekraftiger fur die Diagnosestellung war als die Anwendung des Gesamtextrakts von HBV.
Allgemein koénnte der Einsatz von rekombinanten Allergenen im BAT die Diagnose von
HBV-Allergien verbessern, da alle Patienten starker auf individuelle Konzentrationen des

rekombinanten Allergens Api m 1 reagierten (vgl. Tabelle 17).

Des Weiteren ist aufféllig, dass einer der HBV-/YJV-DS Patienten (P2) in der Bestimmung des
sIgE keine Sensibilisierung auf Api m 1 zeigt, im BAT aber auf Api m 1 mit einer deutlichen
Aktivierung reagierte. Diese lag hoher als die Aktivierung nach Stimulation mit HBV. AuRerdem
zeigte er auch eine Aktivierung durch Api m 2, fiir das auch sIgE nachgewiesen wurde. Bei diesem
Patienten scheint die Anwendung von rekombinanten Allergenen im BAT genauer zu sein als die

Bestimmung von sIgE gegen die rekombinanten Allergene.

Jedoch werden die beobachteten Ergebnisse dadurch eingeschréankt, dass in dieser Studie nur eine
Konzentration von HBV (284 ng/ml) verwendet wurde. Fur konkretere Aussagen zum Vergleich
des Einsatzes von Gesamtextrakt und rekombinanten Allergenen mussten in einer weiteren Studie
verschiedene Konzentrationen von HBV mit Api m 1 verglichen und Dosis-Wirkungskurven

erstellt werden.

Um die Spezifitat und Sensitivitat von rekombinanten Allergenen in der Bestimmung von sIgE
und im BAT zu untersuchen, fiihrte die Gruppe von Balzer et al. 2014 eine Studie an
YJV-Allergikern durch, in der sie die rekombinanten Allergene Ves v 1, Ves v 2, Ves v 3 und
Ves v 5 einsetzte. Hierbei sollte auch die Aussagekraft von rekombinanten Allergenen im BAT im

Vergleich zum alleinigen Einsatz von YJV untersucht werden (5).

Wahrend der BAT mit Gesamtextrakt in der Studie eine Spezifitat von 94,1 % bei einer Sensitivitat
von 68,3 % erreichte, Ubertraf der Einsatz von Ves v 5 im BAT diese Werte mit einer Spezifitat
von 100 % und einer Sensitivitat von 80 %. Aufféllig war, dass einige Patienten, die nicht auf das
Gesamtextrakt reagierten, lediglich Aktivierung durch Stimulation mit rekombinanten Allergenen
zeigten. Gleichzeitig reagierten manche Patienten nur auf YJV und nicht auf die rekombinanten
Allergene (5).

Daneben waren die rekombinanten Allergene im BAT deutlich spezifischer als in der Bestimmung
von slgE. Als mogliche Griinde flhren die Autoren technische Limitationen des ImmunoCAP und
die Unterscheidung zwischen atopischem und allergischem Status von Patienten auf, bei der der

Nachweis von sIgE nicht zwingend mit einer Hymenopterengiftallergie zusammenhdngen muss
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(5, 133). Es ist davon auszugehen, dass der BAT eine deutlich physiologischere Interaktion

zwischen Allergen und sIgE in vitro erlaubt.

Zusammenfassend fiihrte der Einsatz von rekombinanten Allergenen zu einer verbesserten
Spezifitat und Sensitivitit des BATs im Vergleich zur slge-Bestimmung und innerhalb des BATs
zu besseren Ergebnissen als die alleinige Anwendung von YJV. Daher empfahlen Balzer et al. in
ihrer Veroffentlichung den kombinierten Einsatz von rekombinanten Allergenen und
Gesamtextrakten im BAT (5).

Sowohl die Studie von Balzer et al. als auch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf
hin, dass der Einsatz von rekombinanten Allergenen im Rahmen des BAT zu weiteren
Fortschritten in der Allergiediagnostik fiihren und gerade in bisher unklaren Fallen eine Klarere
Diagnose ermdglichen konnte als die alleinige Anwendung von Gesamtextrakten im BAT.
Besonders interessant konnte dies vor dem Hintergrund eines von Koren et al. in einer Studie
erprobten Multiplex BAT sein, der es ermdglicht, mehrere Allergene in einem Ansatz zu

untersuchen (73).

Aufgrund des geringen Umfangs der Studienteilnehmer (zehn Patienten in der Api m 1-Gruppe)
sind die Ergebnisse dieser Studie nur als vorlaufige Hinweise zu interpretieren. Zur Bestatigung
der getroffenen Vermutung ist es notwendig, die Aktivierung durch Api m 1 und HBV in
verschiedenen Konzentrationen an einer groBeren Anzahl an Patienten zu vergleichen. Daneben
kdnnte eine Untersuchung von serologisch negativen HBV-Patienten im BAT mit rekombinanten

Allergenen und Gesamtextrakt im Vergleich weitere Erkenntnisse liefern.
4.2 Vergleich von Testverfahren flir den Basophilenaktivierungstest

4.2.1 Ubersicht Gber erhéltliche Basophilenaktivierungstests

Der Basophilenaktivierungstest beruht auf der durchflusszytometrischen Analyse der Aktivierung
von basophilen Granulozyten nach Stimulation durch Allergene. Hierfir werden bestimmte
Oberflachenantigene von basophilen Granulozyten mithilfe von Markern gekennzeichnet. Seit der
Erstbeschreibung in den 1990er-Jahren wurden verschiedene Marker gefunden, die zur

Identifizierung und zur Messung der Aktivierung von Basophilen genutzt werden kdnnen.

Zu den gangigen ldentifizierungsmarkern werden Anti-CCR3, Anti-CRTH2 mit Anti-CD3 und
Anti-CD45, Anti-IgE, Anti-CD123 in Kombination mit Anti-HLA-DR und Anti-CD203c gezahlt.
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Der basophilenspezifische Marker CD203c kann ebenso wie CD63 als Aktivierungsmarker
genutzt werden (42).

In den letzten Jahren wurde versucht, die Spezifitat und Sensitivitédt der verschiedenen Marker zu
vergleichen, so auch von Eberlein et al. (39). Die Frage, welche Marker sich am besten flr den
BAT eignen, ist jedoch nicht abschlielend geklart. Aus der Bandbreite der zur Verfligung
stehenden Marker ergeben sich verschiedene Kombinationsmaoglichkeiten. So beruhen
kommerziell erhéltliche Basophilenaktivierungstest teils auf dem Einsatz von unterschiedlichen
Markern (42). Eine Auswahl von aktuell erhéltlichen BATs und die von ihnen genutzten Markern

ist in Tabelle 24 zu sehen.

Tabelle 24: Auswahl kommerziell erhaltlicher Basophilenaktivierungstests und deren Marker (42)

Allergenicity Kit, Beckman Anti-CRTH2, Anti-CD3, Anti- % CD203¢Po
Coulter, Krefeld, Deutschland CD203c

BasoFlowEx®K:it, EXBIO Praha, Anti-CD203c, Anti-CD63 % CD63+
Vestec, Tschechische Republik

BASOTEST™, GLYCOTOPE, Anti-IgE, Anti-CD63 % CD63+
Heidelberg, Deutschland

Flow CAST®, BUHLMANN Anti-CCR3, Anti-CD63 % CD63+

Laboratories, Allschwil, Schweiz

Flow CAST® highsens, Anti-CCR3, Anti-CD63, Anti- % CD63+ & CD203cPrio
BUHLMANN Laboratories, CD203c
Allschwil, Schweiz

Dura Clone IF Basophil Anti-CD45, Anti-CD3, Anti- % CD63+ & CD203c 9"
Activation®, Beckman Coulter, CRTH2, Anti-CD203c
Krefeld, Deutschland
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Kliniken und Labore stehen damit vor der Herausforderung, sich fur eines der fur die Diagnostik
vorhandenen Testsysteme zu entscheiden. Zugleich wird das bestehende Angebot an BATs immer
wieder erweitert, sodass bei neu auf den Markt kommenden Tests abgewogen werden sollte, ob
ein Umstieg ggf. Sinn macht. An der Klinik und Poliklinik fir Dermatologie und Allergologie
wird seit l&ngerer Zeit der Flow CAST® der Firma Buhlmann Laboratories AG eingesetzt, der die
Kombination aus den Markern Anti-CCR3 und Anti-CD63 nutzt.

Die Firma Beckman Coulter Inc. stellte 2018 ein neues Test-Kit flr den
Basophilenaktivierungstest vor. Dieses nutzt mit Anti-CD45, Anti-CD3, Anti-CRTH2 und
Anti-CD203c gleich mehrere Marker zur Identifizierung von basophilen Granulozyten. Die
Messung der Aktivierung erfolgt mithilfe der Kombination von Anti-CD203c und Anti-CDG63.
AuRerdem kommen die mit Fluorochromen konjugierten Antikorper nicht tber ein Farbereagenz

zur Probe, sondern liegen gebunden am Boden der Reagenzgefalie vor (6).

Der Test sollte damit einfacher in der Durchfuhrung sein und Fehlerquellen reduzieren. Neben
einer schnelleren Anwendung sollten die Ergebnisse aulerdem vergleichbar mit denen von bereits
erhaltlichen Testsystemen sein. Um diese Hypothese zu priifen, wurde innerhalb dieser Studie der
neue Dura Clone IF Basophil Activation® etabliert und anhand einer Studienpopulation von 17
Patienten, die mehrheitlich HBV-/YJV-DS waren, mit dem bereits in der Routine angewendeten
Flow CAST® verglichen. Zum Einsatz kamen die Allergene HBV und YJV. Aus der Studie sollte
eine Beurteilung der Praktikabilitat des Dura Clone IF Basophil Activation® flr den Einsatz in

der Diagnostik erfolgen.

422 Etablierung des Dura Clone IF Basophil Activation®

Im Rahmen der Studie wurde der Dura Clone IF Basophil Activation® gemaR den Angaben der
Gebrauchsanweisung durchgefiihrt (6). Lediglich im letzten Schritt vor der Analyse wurde die
Durchfuhrung abgewandelt und die Zellen nicht in 500 pl PBS mit 0,1 % Formaldehyd sondern in
300 ul PBS Puffer suspendiert. Dies entsprach dem Volumen, das im Flow CAST® zur Suspension
genutzt wurde (300 pl Puffer).

Die Durchflihrung erfolgte beim ersten Patienten ohne die vom Hersteller als optional vorgegebene
Waschung der Probe. Bei allen weiteren Patienten wurde dieser Waschschritt durchgefiihrt.
Aulerdem wurde im spateren Verlauf der Studie bei insgesamt elf Patienten neben der
Positivkontrolle des Dura Clone IF Basophil Activation® (Anti-IgE) in einem zusétzlichen
Réhrchen noch die Positivkontrolle des Flow CAST® (Anti-FceRI mAK) getestet.
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Notwendigkeit der Waschung

Laut Angaben des Herstellers ist die Waschung beim Dura Clone IF Basophil Activation®
optional und muss nicht durchgefiihrt werden, womit der Test wesentlich schneller in der
Anwendung sein soll. Im Rahmen dieser Studie wurde der erste Versuch daher ohne Waschung

durchgefihrt.

Zwar verkirzte sich damit die Durchfiihrungszeit, da die Probe nicht zentrifugiert werden musste
(5 min), jedoch flihrte dies zu einer deutlich langeren Auswertungszeit am FACS (60 min im
Vergleich zu einem Mittel von 25:10 min fir gewaschene Proben). Daruiber hinaus wurde das

Gating der Probe erschwert, da vermutlich Zelldebris die Analyse durch das FACS behinderte.

Daher wurde geschlussfolgert, dass die Waschung fiir aussagekraftige Ergebnisse durchgefiihrt
werden sollte. Zu einer dhnlichen Empfehlung kamen auch Depince-Berger et al. in einer Studie
iiber die Testsysteme BasoflowEx® und FlowCast®. Die Waschung und damit verbundene
Erhohung der Zellkonzentration verkirzte hier die Analysezeit und verringerte die sog. Signal-to-
Noise Ratio, wodurch die Analyse insgesamt verbessert wurde (31).

Um diese Hypothese auch flr den Dura Clone IF Basophil Activation® zu tGberprifen, hatten noch
mehre Proben mit und ohne Waschung analysiert und deren Ergebnisse verglichen werden
mussen. Da dies aufgrund der begrenzten Ressourcen in dieser Studie nicht moglich war, wurden

die tibrigen Proben ohne weitere Uberpriifung der Hypothese mit Waschung analysiert.

Ausschluss von Patienten mit hohen Werten in der Negativkontrolle im Dura Clone IF

Basophil Activation®

Die Ergebnisse des Dura Clone IF Basophil Activation® von fiinf untersuchten Patienten (P5, P21,
P30, P31 und P33) mussten aufgrund deutlicher Aktivierung der Leerwerte als nicht aussagekraftig
verworfen werden (vgl. Kapitel 3.2.4 und Abbildung 24). Der zur Ursachenfindung durchgefiihrte
manuelle Testansatz, bei dem der Dura Clone IF Basophil Activation® mit externen Markern

nachgestellt wurde, zeigte wiederum verwertbare Ergebnisse (vgl. Tabelle 19).

Dieser zusétzliche Ansatz und die Tatsache, dass der Flow CAST® fir diese Patienten valide
Ergebnisse lieferte, lasst die Ursache flr die generelle Aktivierung in den Reagenzgeféalien des
Dura Clone IF Basophil Activation® vermuten. Da im manuellen Ansatz und auch bei den

Patienten mit verwertbaren Ergebnissen im Dura Clone IF Basophil Activation® dieselben
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Reagenzien verwendet wurden (Activation Solution, Optilyse C und PBS-Puffer), kdnnen diese

als Ursache ausgeschlossen werden.

Laut Gebrauchsanweisung des Dura Clone IF Basophil Activation® enthalten sowohl die
Kontroll- als auch Testréhrchen Rinderserumalbumin (bovines Serumalbumin; BSA) (6).
Patienten die reaktiv auf BSA sind, konnten im BAT aufgrund des Vorliegens von Antikdrpern
gegen BSA eine unspezifische Aktivierung zeigen (27). Die beobachtete Aktivierung in den

Leerwerten kdnnte somit auf das in den Réhrchen vorhandene BSA zuriickzufiihren sein.

Doch auch wenn eine Sensibilisierung gegen BSA unter anderem unter Kuhmilch- oder
Tierhaarallergikern beobachtet werden kann, scheint die Sensibilisierungsrate in der allgemeinen
Bevolkerung gering zu sein (27, 131). Scala et al. fanden in einer grof3en Kohorte von 16.408
Allergikern in Italien in nur 3,6 % aller untersuchten Patienten sIgE gegen BSA (119). Aufgrund
ausgesprochener Kreuzreaktivitat von Antikorpern gegen Serumalbuminen von Sadugetieren
kdnnten die Patienten auch eine Sensibilisierung auf Serumalbumin von anderen Tieren vorweisen
(27). Dennoch erscheint es vor diesem Hintergrund unwahrscheinlich, dass bei allen finf
betroffenen Patienten in dieser Studie (30 % der gesamten Studiengruppe) das in den Réhrchen

vorhandene BSA der Grund fur die Aktivierung war.

Fur eine abschlielende Aussage hatte eine Untersuchung der betroffenen Proben auf sIgE gegen
BSA und ggf. ein Flow CAST® BAT mit rekombinanten BSA weitere Erkenntnisse liefern
kdnnen. Ohne eine Untersuchung der Patienten auf eine Sensibilisierung gegen BSA kann dessen

Vorhandensein nicht als Grund fur die Aktivierung ausgeschlossen werden.

Eine weitere Hypothese ist, dass die am Boden der Reagenzgefalle immobilisierten Marker die
basophilen Granulozyten nédher zusammenbringen. Hierdurch kénnte sich die Wahrscheinlichkeit
eines Cross-Linkings erhthen. Okamoto-Uchida et al. konnten in einer Studie zeigen, dass
immobilisierte Antigene in Allergietests mit fester Phase (wie dem ImmunoCAP) zu vermehrtem
IgE-Cross-Linking und damit zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren kénnen (87). Da in dieser
Studie jedoch immobilisierte Antigene untersucht wurden, lassen sich die Ergebnisse nicht direkt
auf die vorliegende Fragestellung ubertragen. Im Dura Clone IF Basophil Activation® sind
lediglich die zur Markierung mit Fluorochromen konjugierten Antikérper immobilisiert. Nach
Zugabe der Reagenzien werden sie aller Voraussicht nach vom Boden der Reagenzgefél3e gelost.
AuRerdem ist fiir ein IgE-Cross-Linking nach wie vor das Vorhandensein von Allergenen

notwendig. In den Leerwerten wurde jedoch kein Allergen hinzugeflgt.
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AbschlieRend lasst sich sagen, dass fur die im Rahmen dieser Studie beobachteten Ergebnisse von
Patienten mit genereller Aktivierung im Dura Clone IF Basophil Activation® keine plausible
Erklarung gefunden werden konnte. Weitere Untersuchungen wéren notwendig, um diesen

Sachverhalt zu adressieren.
Einsatz der Positivkontrolle Anti-FceRI mAK im Dura Clone IF Basophil Activation®

Bei elf Patienten wurde neben der Positivkontrolle Anti-IgE des Dura Clone IF Basophil
Activation® zusétzlich die Kontrolle Anti-FceRI mAK des Flow CAST® angewandt. Unter den
sieben auswertbaren Patienten wurde im Mittel (+ SD) eine Aktivierung von 78,1 (£ 10,3) %
erreicht (im Flow CAST® lag die Aktivierung bei 88,2 (x 4,5) %). Daraus l&sst sich
schlussfolgern, dass auch Anti-FceRI eine geeignete Positivkontrolle fir den Dura Clone IF
Basophil Activation® darstellt. Zu beachten ist, dass die Konzentration nicht der im Flow CAST®
entsprach. Aufgrund des Verhéltnisses der Reagenzien betrug die Konzentration im Dura Clone
IF Basophil Activation® das 2,2-fache.

Vergleich der Positivkontrolle Anti-IgE mit Anti-FceRI mAK

Da der Dura Clone IF Basophil Activation® mit Anti-IgE eine andere Positivkontrolle als der
Flow CAST® verwendet, stellte sich die Frage, ob sich die beiden Kontrollen in ihren Ergebnissen
signifikant unterscheiden. Daher wurden die durch die Positivkontrollen hervorgerufenen
basophilen Aktivierungen verglichen. Es fiel auf, dass Anti-FceRI mAK im Flow CAST® in allen
Proben zu héheren Aktivierungen fiihrte als Anti-IgE im Dura Clone IF Basophil Activation®
(vgl. Abb. 28 und Anhang). Die Signifikanz (p < 0,05) der beobachteten Unterschiede konnte

mithilfe eines Zweistichproben T-Tests nachgewiesen werden (vgl. Tabelle 22).

Anti-FceRI mAK, das an die Fc-Region von IgE bindet, scheint gezielter zu basophiler
Aktivierung zu fihren als Anti-IgE. Es ist jedoch anzumerken, dass auch die Positivkontrolle Anti-
IgE im Dura Clone IF Basophil Activation® bei allen 10 Patienten zu verwertbaren Ergebnissen
und Aktivierungen oberhalb des Cut-offs fiihrte. Damit stellen sowohl Anti-FceRI mAK als auch

Anti-IgE brauchbare Positivkontrollen dar, wenn auch letztere zu geringerer Aktivierung fuhrt.
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423 Gating des Dura Clone IF Basophil Activation®

Aufgrund der vom Dura Clone IF Basophil Activation® genutzten Kombination an Markern gibt
es verschiedene Gating-Maglichkeiten, um basophile Granulozyten in der Durchflusszytometrie
zu analysieren. Die Zellen werden hierfir mit Anti-CD45, Anti-CD3, Anti-CRTH2 und Anti-
CD203c markiert (vgl. Kapitel 2.4.5). Die beiden Gating-Mdglichkeiten sind in Abb. 35 zu sehen.

CD3-

CRTH2+

SSC {low) CDB3+

CD45+ CD203c+

CRTH2+
g L > cD203c (low - bright)

Abbildung 35: Gating-Mdglichkeiten des Dura Clone IF Basophil Activation®: Schritte der Identifizierung
basophiler Granulozyten (orange) und Messung der Aktivierung (griin)

SSC, Side Scatter, low-bright, geringe bis starke Fluoreszenz

Die vorliegende Studie untersuchte, ob diese beiden Gating-Mdglichkeiten zu unterschiedlichen
Ergebnissen des Dura Clone IF Basophil Activation® fuhrten. Es wurden Konkordanzanalysen
mittels Bland-Altman-Plots durchgefiihrt, um die Ubereinstimmung der beiden Varianten bezogen
auf die Anzahl der ermittelten Basophilen und die jeweils gemessenen Aktivierungen zu prufen.

Im Vergleich der gemessenen Basophilen zeigte der Bland-Altman-Plot zwar einen SDC von 64,7
(vgl. Abb. 25 in Kapitel 3.2.5). Die Mittelwerte der durch die beiden Gating-Varianten gemessenen
Zellen unterschieden sich jedoch nur gering und lagen deutlich tiber den erforderlichen mindestens
300 Basophilen. Damit wird der beobachtete Unterschied als klinisch vertretbar gewertet. Die
starkere Streuung bei Mittelwerten im Bereich von 150-200 (vgl. Abb. 25) kdnnte damit zu
erklaren sein, dass geringe Anzahlen an gemessenen Basophilen ein Hinweis auf Storfaktoren in

der FACS-Analyse darstellen kdnnen, die mit einer groeren Schwankung einhergehen.

Im Vergleich der in den jeweils ermittelten Populationen von Basophilen gemessenen Aktivierung
(vgl. Abb. 26 in Kapitel 3.2.5) zeigte der Bland-Altman-Plot, dass 95 % der zukinftig zu
messenden Differenzen in einem schmalen Intervall von [-5,3; 3,9] zu erwarten sind. Es ist
aullerdem zu sehen, dass die Streuung der Differenz fir Werte um den entscheidenden
Cut-off-Bereich sehr gering ausféllt. Beide Gating-Varianten unterschieden sich in keiner
Messung darin, ob die gemessenen Werte oberhalb oder unterhalb der Cut-off-Werte lagen. Die
qualitativen Aussagen waren gleich. Insgesamt wurden die Unterschiede daher als klinisch

vertretbar eingeschétzt.
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Aufgrund dieser Ergebnisse wird von einer ausreichenden Ubereinstimmung der beiden Gating-
Varianten ausgegangen. Beide Mdglichkeiten konnen damit analog genutzt werden. Fir die
weitere Auswertung der Ergebnisse dieser Studie wurde die erste Gating-Variante (ohne Nutzung
von CD203c) gewahlt.

Gating 2 unterscheidet sich lediglich in der zusétzlichen Nutzung des Markers CD203c zur
Identifizierung der Basophilen. Daneben werden die Marker CD3 und CRTH2 in zwei separaten
Schritten eingesetzt (CD3/SSC und CRTH2/CD203c) (vgl. Abbildungen 8 und 35). Der Schritt
uber CD3/CRTH2 von Gating 1 erlaubt jedoch bereits die gleichen Aussagen wie die zuvor
erwahnten Schritte.

Zu den CRTH2+ Zellen gehdren T-Lymphozyten sowie eosinophile und basophile Granulozyten.
Mithilfe von CD3 kénnen T-Lymphozyten von der Population ausgeschlossen werden (CD3+).
Eosinophile Zellen zeigen viel Streuung im SSC (21). Daher kdnnen diese Zellen im gemeinsamen
ersten Schritt (CD45/SSC) bereits ausgeschlossen werden. Ein separater Schritt tiber CD3/SSC
wird damit obsolet. Durch die Schritte tber CD45/SSC und CD3/CRTH2 von Gating 1 sind die

basophilen Zellen ausreichend identifiziert.

Es ist fragwirdig, ob die zusatzliche Analyse von CD203c ein genaueres Gating ermdglicht. Zur
Population der basophilen Granulozyten werden sowohl Zellen mit starker Fluoreszenz von
CD203c (aktivierte Basophile) als auch solche mit wenig Fluoreszenz (ruhende Basophile)
gezahlt. Die Untersuchung von CD203c im Schritt CRTH2/CD203c schlief3t damit keine weiteren
Zellen aus (lediglich das Vorhandensein von CRTH2+ ist hier entscheidend; vgl. Abbildung 8).

Die Studienlage zum Vergleich verschiedener Identifizierungsmarker im BAT ist bisher
lickenhaft. Eberlein et al. verglichen Kombinationen aus den Markern Anti-CCR3, Anti-IgE,
Anti-CRTH2, Anti-CD203c und Anti-CD3. Hierbei wurde durch die Kombination aus
CRTH2+/CD203c+/CD3- die geringste Anzahl an Basophilen gemessen. Ein Vergleich von
CRTH2+/CD3- und CRTH2+/CD203c+/CD3- erfolgte aber nicht (39). Eine Studie von Boumiza
et al. zeigte fur die Kombination aus CD3-/CRTH2+ aussagekréftige Ergebnisse. CD203c wurde
hier nur zur Messung der Aktivierung verwendet (21). Es ist daher davon auszugehen, dass der
Einsatz von CD203c neben CD3 und CRTH2 zur ldentifizierung nicht notwendig ist.
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424 Quantitativer und qualitativer Vergleich der beiden Tests

Bewertung der Ubereinstimmung von Flow CAST® und Dura Clone IF Basophil
Activation®

Um eine Aussage (iber die Ubereinstimmung der Ergebnisse von Flow CAST® und Dura Clone
IF Basophil Activation® zu treffen, wurde die Hohe der gemessenen Aktivierungen in einem
Bland-Altman-Plot verglichen (vgl. Abbildung 27). Das Intervall der LOA betrug [-23,7; 24,0].
Die Streuung fiir Werte um die Cut-offs von 5 bzw. 10 % war dabei geringer als fur hohere
Mittelwerte.

Fur die in einem Bland-Altman-Plot errechneten LOA gibt es keine allgemeinen Grenzwerte zur
Beurteilung. Die Interpretation der LOA erfolgt anhand der klinischen Fragestellung (51). Im Falle
der gemessenen Aktivierung durch die beiden Tests, ware eine moglichst hohe Ubereinstimmung
winschenswert. Als Grenzwerte fur die Differenz der beiden Tests ist zum Beispiel ein Intervall
von [- 10; 10] %P denkbar. Aus dem Vergleich der quantitativen Ergebnisse wiirde man somit von

einer klinisch nicht ausreichenden Ubereinstimmung ausgehen.

Es ist jedoch anzumerken, dass in der Interpretation des BAT kategorische Aussagen mit
nominaler Ausprégung getroffen werden (,,Aktivierung unterhalb des Cut-offs“ bzw. ,,Aktivierung
oberhalb des Cut-offs®). Daher ist eine Konkordanzanalyse mittels Bland-Altman-Plots allein

weniger geeignet.

Ein besserer Vergleich liel sich anhand des Cohens Kappa treffen (79). Das in dieser Studie
ermittelte MaR fur die Urteilsuibereinstimmung in der Untersuchung der Allergene HBV und YJV
lag bei k¥ = 0,77. Gemall der von Landis und Koch vorgeschlagenen Kategorisierung (vgl.
Tabelle 16) liegt damit eine beachtliche Ubereinstimmung vor (Grenzwerte: 0,61-0,80) (80). In
die Berechnung des Cohens Kappa wurden nur die durch HBV und YJV gemessenen
Aktivierungen einbezogen. In den Leerwerten und Positivkontrollen liegt bei verwertbaren
Ergebnissen im BAT automatisch eine Ubereinstimmung vor, sodass eine Beriicksichtigung dieser

Werte fiir das Cohens Kappa nicht sinnvoll ist.

Anhand dieser Ergebnisse werden die beiden Basophilenaktivierungstests Flow CAST® und Dura
Clone IF Basophil Activation® im Rahmen dieser Studie als klinisch ausreichend
ubereinstimmend beurteilt. Mit dem hohen Wert des Cohens Kappa lag ein aussagekréftiger

Marker fiir die Konkordanz der beiden Tests vor.
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Diskussion der Ergebnisse individueller Patienten

In der Betrachtung der einzelnen Patienten ergaben sich dennoch aufféallige Unterschiede in den
Ergebnissen der beiden Tests. Wahrend bei acht von zehn Patienten die Ergebnisse
ubereinstimmten, wurden bei den Ubrigen beiden Patienten bei Betrachtung der Ergebnisse aller

Konzentrationen von HBV und YJV unterschiedliche Aussagen getroffen (vgl. Tabelle 23).

Bei zwei Patienten ist davon auszugehen, dass der Flow CAST® die wahrscheinlichere Diagnose
lieferte. So spricht das Ergebnis bei P6 mit der positiven Anamnese und Sensibilisierung auf
Bienengift Uberein (Flow CAST®: Biene und Wespe positiv; Dura Clone IF Basophil
Activation®: Biene negativ, Wespe positiv). Bei P26 spricht ein negativer Intrakutantest und
fehlendes sIgE auf rekombinante Allergene dafiir, dass keine Bienengiftallergie vorliegt (Flow
CAST®: Biene negativ, Wespe positiv; Dura Clone IF Basophil Activation®: Biene und Wespe

positiv).

Bei P28 wurde aufgrund der Anamnese trotz positivem Intrakutantest und sIgE gegen HBV von
einer alleinigen Wespen- und Hornissengiftallergie ausgegangen. Sowohl die Ergebnisse des Dura
Clone IF Basophil Activation® als auch des Flow CAST® zeigten jedoch eine Aktivierung auf
HBV in der hdchsten Konzentration (284/625 ng/ml). Die getroffene Diagnose kdnnte vor diesem

Hintergrund noch einmal reevaluiert werden.

Der Goldstandard zur Uberpriifung der vorliegenden Allergie wére eine Stichprovokation mit dem
entsprechenden Insekt. Da diese keinen Teil der Diagnostik darstellt und aus ethischen Grinden
nicht in dieser Studie durchgefuhrt werden kann, kann nicht abschlieRend geklart werden, ob die

beiden Tests in den beschriebenen Féallen die genauere Aussage getroffen haben (97, 113).

Zwei der Patienten zeigten bei gesicherter Diagnose einer Bienengiftallergie in beiden Tests keine
Aktivierung durch HBV. Die Ergebnisse der BATSs sind damit als falsch-negativ anzusehen.
Falsch-negative Ergebnisse kdnnen laut Literatur unter anderem durch falsche Lagerung der
Blutproben, Einnahme von Medikamenten oder falsche Allergenkonzentration entstehen (43, 47).
Diese Faktoren kénnten in dieser Studie weitestgehend ausgeschlossen werden. Hervorzuheben
ist, dass einer der beiden Patienten (P15) bereits im ersten Teil der Studie negativ auf das HBV

reagierte, aber eine Aktivierung auf rekombinante Allergene zeigte (vgl. Kapitel 3.1.4 und 3.1.5).

Einer der untersuchten Patienten (P23) schied aus der Bewertung aus, da er im Dura Clone IF
Basophil Activation® keine Aktivierung in der Positivkontrolle zeigte (Anti-FceRI mAK: 7,4 %;
Anti-IgE: 2,1 %). Damit gilt er als sog. Non-Responder. Laut Ebo et al. liegt der Anteil an Non-
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Respondern in der Regel bei 5-10 % (43, 47). Es wird davon ausgegangen, dass eine verringerte
Aktivitat der Tyrosinkinase Syk zum Ausbleiben der Aktivierung fihrt (67). Interessanterweise
zeigte der Patient im Flow CAST® eine Aktivierung auf die Kontrolle mit Anti-FceRI mAK
(22,2%). Sowohl die Kontrolle Anti-IgE als auch Anti-FceRI mAK wirken (ber denselben
Signalweg an basophilen Zellen. Damit ware zu erwarten, dass der Patient als Non-Responder in
beiden Tests keine Aktivierung zeigt. Da auch im Flow CAST® die Aktivierung auf die Allergene
HBV und YJV ausblieb, ist aber zumindest von einem teilweisen Non-Responder-Status

auszugehen.
Vergleich der Aktivierungsmarker CD63 und CD203c

Wéhrend der Flow CAST® lediglich CD63 als Aktivierungsmarker verwendet, kommt im Dura
Clone IF Basophil Activation® die Kombination von CD63 und CD203c zum Einsatz. Die
Mehrheit der kommerziell erhéltlichen BATSs aus Tabelle 24 nutzte CD63 als Aktivierungsmarker.
Ebenso wie CD63 kann auch das Oberflachenantigen CD203c allein als Aktivierungsmarker

genutzt werden.

Es stellt sich die Frage, ob einer der beiden Marker dem anderen (berlegen ist oder ob beide zu
ahnlichen Ergebnissen fiihren. In einer Studie von Eberlein-Konig et al. zeigte ein Protokoll mit
CD203c im Vergleich zu CD63 eine hohere Sensitivitat und hohere Aktivierungen. CD63 dagegen
eine hohere Spezifitat. Beide Marker wurden als verl&sslich eingestuft (36). Bihring et al. kamen
zu dem Ergebnis, dass die alleinige Nutzung von CD63 zu vermehrt falsch-negativen und von
CD203c zu vermehrt falsch-positiven Ergebnissen fiihren kdnnte, weshalb sie den kombinierten

Einsatz von beiden Markern empfahlen (23).

Laut Gebrauchsanweisung des Dura Clone IF Basophil Activation® wird die Kombination aus
Anti-CD203c und Anti-CD63 zur Messung der basophilen Aktivierung (CD63+, CD203c"9"; vgl.
Abb. 8, Q2) empfohlen. Um die Aktivierungsmarker innerhalb des Dura Clone IF Basophil
Activation® zu vergleichen, wurde in dieser Studie in einer separaten Auswertung untersucht, ob
die alleinige Bestimmung von CD63+ (vgl. Abb. 8 Q2 und Q3) bzw. CD203c"""-Zellen (vgl.
Abb. 8, Q1 und Q2) zu einem signifikanten Unterschied in den Ergebnissen fihrt.

Hierbei zeigte sich, dass die alleineige Verwendung von CD63 zu den gleichen Ergebnissen fiihrte
wie die Kombination aus CD63 und CD203c. Die beobachteten Unterschiede waren sehr gering
(vgl. Kapitel 3.2.5). Die alleinige Auswertung von CD203c dagegen fuhrte zur Messung von
deutlich hoheren Aktivierungen. Ein Zweistichproben T-Test lieR mit einem Signifikanzniveau
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von > 0,001 die Annahme zu, dass der beobachtete Unterschied signifikant ist (vgl. Tabelle 20).
In dieser Auswertung zeigten alle Proben basophile Aktivierung oberhalb der Cut-off-Werte (vgl.
Kapitel 3.2.5). Damit ist davon auszugehen, dass die Auswertung von CD203c ohne CD63 in

dieser Studie zu falsch-positiven Ergebnissen fuhrte.

Einschrankend ist anzumerken, dass das verwendete Gating in dieser Studie fur die gemeinsame
Nutzung von CD63 und CD203c ausgerichtet war. Die Anzahl an falsch-positiven Ergebnissen
konnte durch ein genaueres Gating auf CD203c mdglicherweise reduziert werden. Aufgrund

fehlender Konsequenz fir diese Studie wurde hiervon jedoch abgesehen.

Insgesamt konnte in dieser Studie nicht beobachtet werden, dass der kombinierte Einsatz von zwei
Aktivierungsmarkern im Dura Clone IF Basophil Activation® zu genaueren Ergebnissen fiihrt. In
der Analyse zeigte sich vielmehr, dass die getroffenen Aussagen denen der alleinigen Verwendung
von CD63 entsprachen. Zudem zeigte der Dura Clone IF Basophil Activation® eine beachtliche
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen des Flow CAST®, der lediglich CD63 als

Aktivierungsmarker nutzt.

Aufgrund der geringen StichprobengroRe kénnen die Ergebnisse dieser Studie nur als vorlaufig
eingestuft werden. Eine abschlieRende Aussage dariiber, ob der kombinierte Einsatz von CD63
und CD203c im Dura Clone IF Basophil Activation® zu besseren Ergebnissen flhrt als der Flow
CAST® ist nicht moglich.

AbschlieBende Einschatzung des Dura Clone IF Basophil Activation®

Im Rahmen dieser Studie wurde mit einem Cohens Kappa von « = 0,77 eine beachtliche
Ubereinstimmung zwischen den Tests Flow CAST® und Dura Clone IF Basophil Activation®
gemessen. Anhand dieses Wertes konnte ein Einsatz des Dura Clone IF Basophil Activation®

zunachst beflrwortet werden.

Anzumerken ist jedoch, dass der Dura Clone IF Basophil Activation® in nur zehn Féllen
verwertbare Ergebnisse lieferte, die dann auch in die Berechnung von Cohens Kappa einflossen.
Insgesamt wurden 16 Patienten mit dem Dura Clone IF Basophil Activation® analysiert. Aufgrund
des Non-Responders und den fiinf Patienten mit zu hohen Leerwerten bzw. Aktivierung in allen
Proben schieden sechs Patienten des Dura Clone IF Basophil Activation® aus. Das entspricht

einem Anteil von 37,5 %.
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Dies spricht dafir, dass der Dura Clone IF Basophil Activation® storanfélliger war als der Flow
CAST®. Die genauen Hintergrunde hierflr konnten in dieser Studie nicht abschlieBend geklart
werden. Ohne eine Bestimmung der Griinde, die zu den nicht verwertbaren Ergebnissen fihrten,
kann ein Einsatz nicht uneingeschrankt empfohlen werden. Um genauere Erkenntnisse Gber den
Dura Clone IF Basophil Activation® zu gewinnen, sind weitere Versuche an einer groRReren
Studienpopulation notwendig. Aufgrund eingeschrankter Ressourcen war dies in dieser Studie

nicht maoglich.

4.2.5 Praktikabilitat in der Routinediagnostik

Um eine Empfehlung bezliglich des mdglichen Einsatzes des Dura Clone IF Basophil Activation®
in der Klinischen Diagnostik aussprechen zu kdnnen, war es neben der Bewertung der
Ubereinstimmung notwendig, weitere Faktoren in die Einschatzung einzubeziehen. So spielen in
der praktischen Anwendung auch die Durchfiihrungszeit oder die Kosten pro Test eine Rolle.

Die in dieser Studie durchgefiihrte Analyse zeigte, dass der Dura Clone IF Basophil Activation®
trotz der vom Hersteller versprochenen einfacheren Durchfiihrung nicht schneller war als der Flow
CAST®. Im Mittel lag die Durchfiihrungszeit sogar 22:23 min tber der des Flow CAST®, was
der 1,3-fachen Dauer entspricht. Die langere Durchfiihrungszeit war zum GroRteil auf eine langere

Inkubationsdauer von insgesamt 45 min (gegentber 29 min) zurlickzufihren.

Es ist dabei fraglich, ob alle Inkubationsschritte im Dura Clone IF Basophil Activation®
notwendig sind. Besonders die Inkubation nach der Zugabe von PBS-Puffer zum Lysestopp kénnte
gof. ausgelassen werden. Sie wird jedoch in der Gebrauchsanweisung empfohlen. Die in dieser
Studie durchgefiihrte (und vom Hersteller als optional beschriebene) Waschung verlangerte die
Durchfiihrungszeit im Mittel um insgesamt 6:18 min. Wirden diese beiden Schritte weggelassen
werden, konnte Zeit eingespart werden (10 min fur die Inkubation und etwa 6 min fir die
Waschung). Die Durchfuhrungszeit lage allerdings noch immer im Bereich der des Flow CAST®

und ware nicht bedeutend kiirzer.

Ein Vorteil des Dura Clone IF Basophil Activation®, der in dieser Studie beobachtet werden
konnte, ist die Tatsache, dass im Protokoll kein Farbereagenz zur Probe pipettiert werden muss.
Dabei handelt es sich fiir gewohnlich um sehr kleine Mengen (beim Flow CAST® 20 ul), wodurch
dieser Schritt eine mogliche Fehlerquelle darstellen kénnte. Es ist jedoch davon auszugehen, dass

dieser Vorgang erfahrenem Laborpersonal keine Schwierigkeiten bereiten sollte.
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Eine Einschrankung des Dura Clone IF Basophil Activation® bestand dartiber hinaus darin, dass
aufgrund der genutzten Marker ein FACS-Gerét mit drei Lasern bendtigt wurde (das in dieser
Studie genutzte FACSCanto enthalt Laser der Wellenlangen 405 nm, 488 nm und 633 nm). Flr
den Flow CAST® dagegen sind zwei Laser ausreichend (das in dieser Studie genutzte
FACSCalibur enthalt Laser der Wellenlangen 488 nm und 633 nm). Demzufolge kdnnte der Flow
CAST® vermutlich in mehr Laboren einsetzbar sein als der Dura Clone IF Basophil Activation®.

Im Vergleich der Kosten blieb der BAT von Beckman Coulter Inc. deutlich hinter dem Flow
CAST® zuriuck. So belief sich allein der Preis des Test-Kits pro Test hier auf das 4,6-fache
(29,22 € gegeniiber 6,30 €). Daneben waren pro Kit nur finf Positivkontrollen enthalten. Dadurch
konnten trotz der angegebenen Anzahl an 25 Tests pro Kit nur maximal fiinf Patienten analysiert
werden. Da die Positivkontrolle im Flow CAST® frei als Reagenz enthalten war, war dieser

deutlich flexibler in der Versuchsanordnung.

Zwar konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass beide Tests eine ausreichende
Ubereinstimmung aufweisen, jedoch sprechen verschiedene Faktoren gegen einen Einsatz des
Dura Clone IF Basophil Activation®. Insgesamt wurde daher vom Ersatz des Flow CAST® durch
den Dura Clone IF Basophil Activation® an der Klinik und Poliklinik der Dermatologie und

Allergologie am Biederstein zum aktuellen Zeitpunkt abgesehen.

4.2.6 Klinische Relevanz und Ausblick

Ein Einsatz des Dura Clone IF Basophil Activation® konnte im Rahmen dieser Studie nicht
empfohlen werden. Dennoch bleibt festzuhalten, dass seine Technik eine spannende Neuerung
darstellt. Der Ansatz, dass die fir den BAT genutzten Marker nicht in einem Farbereagenz,
sondern in ReagenzgefaBen gebunden vorliegen, wurde bisher von keinem kommerziell
erhaltlichen Testverfahren verfolgt. Er konnte dazu beitragen, die Technologie des BATS

weiterzuentwickeln.

Der Basophilenaktivierungstest stellt aktuell keine Routineuntersuchung in der Allergiediagnostik
dar, sondern bleibt spezifischen Fragestellungen vorbehalten (97). Die Durchfiihrung ist
aufwendig und von zahlreichen manuellen Schritten gepragt. Um sowohl in Diagnostik als auch
Forschung labortibergreifend gut vergleichbare Resultate zu erzielen, sind Standardisierungen der
durchflusszytometrischen Analyse notwendig. Depince-Berger et al. schlagen hierfir unter

anderem einen verkirzten Versuchsablauf mit Verwendung von EDTA-BIlut sowie eine technisch
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standardisierte Analyse am FACS vor (31). Damit konnte ermdglicht werden, dass der BAT in
Zukunft einem groReren Anwendungsfeld zuganglich wird (2, 38, 101).

In diesem Kontext ist daneben erwahnenswert, dass die Gruppe von Arif-Lusson et al. in einer
Studie untersuchte, ob sich das Prinzip des Dura Clone IF Basophil Activation® innerhalb eines
automatisierten Prozesses nutzen l&sst. Hierzu ubertrugen sie die Testmethode in einen Ansatz mit

96-Well-Titerplatten. Das Sampling am FACS erfolgte automatisiert.

Dieses VVorgehen erbrachte vergleichbar zuverldssige Ergebnisse bei einer deutlichen Reduktion
des bendtigten Blutvolumens und des manuellen Aufwands. Durch die Verwendung von
Titerplatten und der Automatisierung des Samplings ergab sich eine skalierbare und zeitsparende
Methode (2). Anzumerken bleibt, dass ein solch automatisierter Ansatz mit 96-Well-Titerplatten
auch fur BATs mit einem Farbereagenz denkbar ware. Hierbei wére lediglich ein weiterer

Pipettierschritt notwendig.

Neben dem Sampling stellt auch die Analyse inklusive Gating der Zellpopulation bisher einen
manuellen Schritt dar. Eine Automatisierung kénnte zu einer besseren Standardisierung des BATSs
beitragen. Patil et al. gelang es bereits mithilfe der Software Bioconductor und der
Programmiersprache R eine datenbasierte, automatisierte Gating-Strategie zu entwerfen, die sich
in ihrer Studie in Uber 90 % der untersuchten Tests als zufriedenstellend herausstellte (90). Diese
Ergebnisse deuten vielversprechend darauf hin, dass die Analyse des BATs langfristig

automatisiert und damit auch standardisiert werden kann.

Zuletzt zeigten Behrends et al. in ihrer Studie von 2021, welche Verbesserungen im BAT in
Zukunft moglich sind. Auch sie nutzten einen Ansatz mit 96-Well-Titerplatten und
automatisiertem Sampling am FACS. Die Analyse erfolgte ahnlich wie bei Patil et al. mithilfe
einer in R programmierten Automatisierung. Daneben variierten sie die Zeit der Lagerung der zu
untersuchenden Proben. Durch diese Anpassungen entwarfen sie eine Methode, mit deren Hilfe in
kurzer Zeit ein groer Umsatz an Proben untersucht werden konnte. Sie kénnte eine Mdglichkeit

darstellen, den BAT routinemaRig in der Allergiediagnostik zu etablieren (7).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass der BAT sowohl durch den Einsatz neuer Allergene als
auch neuer Testverfahren weiter verbessert werden kann. Automatisierungen und mehr
Standardisierung kénnen dafurr sorgen, dass die Untersuchung deutlich mehr Fragestellungen und
Anwendungsfeldern zugénglich gemacht wird. Die genannten Optimierungen haben grofles
Potential, den Stellenwert des BAT in Diagnostik und Forschung zukunftig noch weiter zu starken.
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5 Zusammenfassung

Die SIT stellt die einzig kausale Therapie der Hymenopterengiftallergie dar. Fir sie ist eine genaue
Diagnose des allergieauslosenden Insekts notwendig. Durch die CRD und Etablierung des BATs
konnten bereits grol3e Fortschritte in der Allergiediagnostik erzielt werden. Die Unterscheidung
von nahverwandten Vespidae-Arten wie den Vespula spp. und der Polistes dominula stellt

aufgrund fehlender Markerallergene aber noch immer eine Herausforderung dar.

Ziel dieser Studie war es, die neu beschriebenen Polistes-Allergene PDV PLA2 und Pol d 2 im
BAT auf ihre In-Vitro-Reaktivitat und mogliche Kreuzreaktivitdt mit homologen Allergenen zu
untersuchen. In einem zweiten Teil wurde mit der Erprobung des Dura Clone IF Basophil

Activation® ein neues Testverfahren mit dem etablierten Flow CAST® verglichen.

Fur den Vergleich der Allergene wurden 18 Patienten mit sIgE  gegen
Api m 1/YJV und 17 Patienten mit sIgE gegen Api m 2/YJV auf Aktivierung durch Stimulation
mit Api m 1 und PDV PLA2 bzw. Api m 2, Pol d 2 und Ves v 2b untersucht. Die Testverfahren

wurden mittels Konkordanzanalysen und anhand der Durchfiihrungszeit und Kosten verglichen.

Bei keinem der untersuchten Patienten lagen relevante Aktivierungen auf PDV PLAZ2, Pol d 2 oder
Ves v 2b vor. In Zusammenschau mit serologischen Untersuchungen scheint eine Kreuzreaktivitat
zwischen Api m 1 und PDV PLA2 bzw. Api m 2, Pol d 2 und Ves v 2b vernachlassigbar. Es ist
jedoch davon auszugehen, dass weder PDV PLA2 noch Pol d 2 Markerallergene darstellen. Eine
Limitierung dieser Studie lag in der fehlenden Untersuchung der YJV-Allergiker auf sIgE gegen
Ves v 2b. Zur Validierung der Aussage sind auBerdem gezielte Untersuchungen von PDV-
Allergikern mit sIgE gegen PDV PLA2 notig. Api m 1 flhrte (nicht signifikant) zu hoéheren
Aktivierungen als HBV. Ein Einsatz rekombinanter Allergene koénnte die Diagnose von
HBV-Allergien in Einzelfallen verbessern. Die diagnostische Unterscheidung zwischen PDV- und

YJV-Allergikern dagegen wird sich auf verschiedene kreuzreaktive Allergene stiitzen mussen.

In der Etablierung des neuen Testverfahrens wurden die moglichen Gating-Optionen anhand
Bland-Altman-Plots als gleichwertig eingeschétzt. 5 von 16 Patienten (31,3 %) schieden aufgrund
Aktivierungen beim Leerwert unklarer Ursache aus der Auswertung aus. Zwar zeigte sich mit
einem Cohens Kappa von « = 0,77 beachtliche Urteilsubereinstimmung mit dem Flow CAST®,
aufgrund der beobachteten Storanfélligkeit, langerer Durchfuhrungszeit und hoheren Kosten
konnte der Einsatz des Dura Clone IF Basophil Activation® dennoch nicht empfohlen werden.
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6 Summary

VIT is the only existing causal therapy for Hymenoptera venom allergy. It requires an accurate
diagnosis of the culprit insect. Due to component-resolved diagnostics and the basophil activation
test, great progress in allergy diagnostic could be achieved. However, due to the lack of known
marker allergens, the diagnostic differentiation of closely related VVespidea species such as Vespula

spp. and Polistes dominula remains a challenge.

The aim of this study was to assess the recently described Polistes dominula allergens PDV PLA2
and Pol d 2 in BAT addressing their in-vitro-reactivity and possible immunological IgE cross-
reactivity with homologous allergens. Additionally, a new test method for BAT was assessed by
establishing the Dura Clone IF Basophil Activation® and comparing it to the Flow CAST® test.

In the first part of the study, basophil activation was measured and compared in 18 patients
sensitized to Api m 1/YJV and 17 patients sensitized to Api m 2/YJV upon stimulation with
Apim 1 and PDV PLA2 or Api m 2, Pol d 2 and Ves v 2b. The comparison of the test methods

was performed by concordance analyses and based on the measured times and costs of both tests.

Neither the Polistes dominula allergens PDV PLAZ2 and Pol d 2 nor the Vespula vulgaris allergen
Ves v 2b showed significant basophil activation in any patient. According to BAT results and
serological findings, pronounced cross-reactivity between Api m 1 and PDV PLA2 or Api m 2,
Pol d 2 and Ves v 2b seems to be negligible. Regardless, it can be assumed that neither PDV PLA2
nor Pol d 2 represent marker allergens. A limitation of this study was the lack of including YJV
allergic patients with sIgE to Ves v 2b. Furthermore, additional testing of PDV allergic patients
sensitized to PDV PLAZ is needed to confirm the findings. Api m 1 induced higher activation than
whole bee venom extract (however not significantly). The use of recombinant HBV allergens in
BAT could therefore improve the diagnosis of bee venom allergy in individual cases. In contrast,
diagnostic differentiation between PDV and YJV allergic patients will have to rely on a variety of

cross-reactive allergens.

In the establishment of the new test method for BAT, both possible gating options appeared to be
equivalent according to analysis by Bland-Altman plots. 5 out of 16 patients (31.3%) were
excluded from the analysis due to background activation of unclear cause. Whilst a Cohen’s kappa
of x = 0.77 indicated substantial agreement with the Flow CAST®, the use of the new Dura Clone
IF Basophil Activation® could not be recommended due to higher susceptibility to errors, longer

time required to perform the test and higher costs observed in this study.
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10 Anhang

Klinische Daten aller Patienten

— Anhang—

Patient-ID 190812-P1 190812-P2 190821-P3 190821-P4 190828-P5 190828-P6 190902-P7 190906-P8 190912-P9
Alter 41 64 28 23 37 53 38 60 63
Geschlecht w m w w w m m w w
Bund W,

Bund W B Bund W ) B w
Allergie-Diagnose Hornisse
Anaphylaxie-Grad I} 1 -1 ] I} 1 1l 1 I
Se.n-sibilisierung ohne W w
klinische Relevanz
L pos. ab 0,01 neg. pos. ab pos. ab pos ab neg. neg.
i.c. Biene 0,0001 0,0001 0,0001

pos. ab pos. ab pos ab pos ab
i.c. Wespe pos. ab 0,01 [pos. ab 0,01 0,001 pos.ab 0,1 0,001 pos. ab 0,01 neg. 0,0001 0,0001
Masto-
weitere Befunde zytose
Gesamt-IgE (TIE CAP) 510 61,7 128
Gesamt-IgE (TIE DPC) 243 36 73,5 364 14,4
1U/ml
Bienengift 11 CAP 26,4 >100 neg.
Klasse 4 6 0
Bienengift 11 DPC neg. 1,63 11 7,39
Klasse 2 3 3
rApi m1 (1208CAP) neg. neg. neg. 3,15 0,63 9,69 >100 neg.
Klasse 2 1 3 6 0
rApi m2 (1214CAP) neg. 13,4 0,9 neg. neg.
Klasse 3 2 0
rApi m2 (A46 DPC) neg. 1,37 0,993
Klasse 2 2
rApi m3 (1215CAP) neg. neg. neg. 1,38 neg. 1,67 29,4 neg.
Klasse 2 2 4 0
rApi m5 (1216 CAP) neg. neg. neg. 7,44 0,35 neg. 3,8 neg.
Klasse 3 1 3 0
rApi m10 (1217 CAP) neg. neg. neg. 5,01 neg. 13,7 35,5 neg.
Klasse 3 3 4 0
Wespengift (13 CAP) 2,37 3,07 14,2
Klasse 2 2 5 3
Wespengift (13 DPC) 2,11 2,78 13 9,55
Klasse 2 2 2 3
rVesvl (1211 CAP) neg. neg. neg. neg. 0,52 neg. neg. neg.
Klasse 1 4
rVesv5 (1209 CAP) KU/I 1,51 0,8 9,31 neg. 10,7 2,37 neg. 89,7
Klasse 2 2 3 3 2 3 5
Hornisse (175 CAP) 0,47
Klasse
CCD, MUXF3 aus Bromelin
neg. 1,12 neg.

(0214 CAP)
Klasse 2 0
CCD, MUXF3 aus Bromelin neg. neg. 134 177
(0214 DPC)
Klasse 2 2
Derm. Pteronyssinus 123
(D1CAP)
Klasse 3
Derm. Farinae 13
Klasse 3
Lieschgras (G6 CAP) 3,85
Klasse 3
rBet v1 (Birke) (T215 CAP) neg.
Klasse
Warzenbirke (T3 CAP) 3,12
Klasse 2
Beiful (W6 CAP) 3,66
Klasse 3
Katzenepithel (E1 CAP) 8,61
Klasse 3
Tryptase (TrypCAP auf
Immunocap 250 (Phadia) 19 5,29 3,26 5,08 36,6 4,57 3,14 6,31
microg/|
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— Anhang—

Patient-I1D 190924-P10 | 190924-P11 | 190926-P12 | 191029-P13 | 191107-P14 | 191112-P15 | 191113-P16 | 191113-P17 | 191119-P18
Alter 53 67 47 48 49 57 61 74 22
Geschlecht m w w w w m m
Allergie-Diagnose w W w B B Bund W Bund W B Bund W
Anaphylaxie-Grad | | I} -1 I} I I 1 -1v I
Sensibilisierung ohne
klinische Relevanz B
pos ab pos ab pos ab pos ab
A . neg. neg. neg. pos ab 0,1 pos ab 0,01
i.c. Biene 0,001 0,0001 0,0001 0,001
) pos ab pos ab 0,01 pos ab neg bis 0,1 | negbis0,1 | posab0,1 neg neg bis 0,1 | pos ab 0,01
i.c. Wespe 0,0001 0,001
RCA
saisor\alis, RCA vor 18 J. RCA
Allergie auf . . Hyposens. . .
o saisonalis saisonalis
Penicllin & gegen YJV
weitere Befunde Chinolone
Gesamt-IgE (TIE CAP) 934 90,5 103 146 204 77,1 83,3 144
Bienengift 11 CAP 1,86 neg. neg. 13,9 8,38
Klasse 2 4 4 2 3 3 3
rApi m1 (1208CAP) neg. neg. neg. 3,98 0,69
Klasse 3 2 2 2 3 1
rApi m2 (1214CAP) neg. neg. 6,91
Klasse 1 4 5 3 0 0 3
rApi m3 (1215CAP) neg neg. neg neg 0,19
Klasse 0 3 1 0 0 0
rApi m5 (1216 CAP) neg. neg. 9,71
Klasse 1 2 2 0 2 0 3
rApi m10 (1217 CAP) neg. neg. neg. neg 0,34
Klasse 0 3 0 2 0 0
Wespengift (13 CAP) 16,2 13,2 neg 2,61
Klasse 3 3 3 0 3 2 0 2
Wespengift (13 DPC)
Klasse
rVesvl (1211 CAP) neg. 7,55 1,06
Klasse 2 3 0 3 2 0 2
rVesv5 (A670 DPC) KU/I
Klasse
rVesv5 (1209 CAP) KU/I 16,9 7,38 0,13
Klasse 3 3 3 0 1 0 2 0 0
Hornisse (175 CAP)
Klasse
CCD, MUXF3 aus Bromelin
neg. neg. neg. 13,9
(0214 CAP)
Klasse 0 0 2 2 3
Derm. Pteronyssinus
neg.
(D1CAP)
Klasse
Lieschgras (G6 CAP) 2,31
Klasse 2
rBet v1 (Birke) (T215 CAP) 9,64
Klasse 3
Tryptase (TrypCAP auf
Immunocap 250 (Phadia) 4,41 3,35 4,06 2,81 6,58 4,13
microg/|

131




— Anhang—

Patient-ID 191204-P19 | 191204-P20 | 191216-P21 |200121-P22 |200129-P23 [200204-P24 [200224-P25 [200804-P26 [200819-P27
Alter 35 51 34 48 73 71 73 28 59
Geschlecht w m m w m w m m m
Bund W, .
B Bund W B w B . Bund W |W, Hornisse "
Allergie-Diagnose Hornisse
Anaphylaxie-Grad I} | | 1] I} | I I v
Sensibilisierung ohne
klinische Relevanz W w B W
. ) pos ab pos ab 0,01 pos ab neg posab pos ab pos ab neg bis 0,1 | neg bis 0,1
i.c. Biene 0,0001 0,0001 0,001 0,001 0,001
. neg pos ab neg pos ab negbis 0,1 | posab 0,1 pos ab pos ab 0,01 | posab 0,1
i.c. Wespe 0,0001 0,0001 0,001
RCA
OAS (Nuss) sai?oCnAalis saisonalis, '\z/lyatf)ts(:
weitere Befunde OAS (Apfel)
Gesamt-IgE (TIE CAP) 93,8 76,7 127 284 207 117
Gesamt-IgE (TIE DPC) 893 494 234
1U/ml
Bienengift 11 CAP >100 0,885 > 100 5,46
Klasse 6 2 6 5 3 0
Bienengift 11 DPC 0,746 47,7 4,02
Klasse 2 4 3
rApi m1 (1208CAP) 37,3 34,7 20,6 1,71
Klasse 4 0 4 0 4 4 2 0
rApi m2 (1214CAP) 18,7 1,49
Klasse 4 2 0 0
rApi m2 (A46 DPC) <0,1 0,122
Klasse 0 0 0 0
rApi m3 (1215CAP) 1,43 12,7 2,08 1,27
Klasse 2 0 3 0 2 3 2 0 0
rApi m5 (1216 CAP) 1,34 8,72
Klasse 0 2 3 0 0 2 0 0 0
rApi m10 (1217 CAP) 1,28 2,54 4,17 1,01
Klasse 2 0 2 0 3 3 2 0 0
Wespengift (13 CAP) 0,463 29,9 2,68 1,92
Klasse 1 4 3 2 2
Wespengift (13 DPC) 2,74 56,9 0,409 4,16
Klasse 2 5 1 3
rVesvl (1211 CAP) <0,1 1,87 0,72 0,11 0,34 0,78 0,42
Klasse 0 2 2 0 0 0 0 2 1
rVesv5 (A670 DPC) KU/I 5,44
Klasse 3
rVesv5 (1209 CAP) KU/I 16 0,18 60,9 0,5 2,35 1,39
Klasse 0 3 0 5 1 2 2 2
Hornisse (175 CAP)
Klasse 3
CCD, MUXF3 aus Bromelin 585
(0214 CAP) i
Klasse 2 0 3 0 0
CCD, MUXF3 aus Bromelin <01 0,718 2,96
(0214 DPC)
Klasse 0 2 0 2
Derm. Pteronyssinus
(D1CAP)
Klasse 4
Lieschgras (G6 CAP) 1,29
Klasse 2 4
rBet v1 (Birke) (T215 CAP) 12,3
Klasse 3 4
Warzenbirke (T3 CAP) 14,8
Klasse 3
Tryptase (TrypCAP auf
Immunocap 250 (Phadia) 2,57 4,97 5,51 4 7,61 3,09 20,4
microg/|
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— Anhang—

Patient-ID 200824-P28 (200826-P29 (200831-P30 [200831-P31 [200923-P32 |201027-P33 |201029-P34

Alter 32 44 36 77 64 37 75

Geschlecht m m m w m

Allergie-Diagnose W, Hornisse B W W Bund W B Bund W

Anaphylaxie-Grad I} 1l 1 1l I} I} |

Sensibilisierung ohne B w B B w

klinische Relevanz

. . pos ab pos ab 0,01 | pos ab 0,01 | neg bis 0,1 pos ab pos ab neg bis 0,1

i.c. Biene 0,001 0,0001 0,001

) pos ab pos ab pos ab 0,01 pos ab pos ab 0,01 | posab 0,1 pos ab

i.c. Wespe 0,001 0,001 0,0001 0,0001
Masto-

weitere Befunde zytose

Gesamt-IgE (TIE CAP) 127 186 22,6 108 6,97 54,4 196

Bienengift 11 CAP 2,75 0,97 7,28 0,54 3,36 3,6

Klasse 3 2 2 3 1 2 3

rApi m1 (1208CAP) 0,95 0,85 0,135 2,03

Klasse 1 2 2 0 0 2 0

rApi m2 (1214CAP) 0,657

Klasse 3 0 0 1 0 0 0

rApi m3 (1215CAP) 0,1 0,16 0,28

Klasse 0 0 0 0 0 0 0

rApi m5 (1216 CAP) 0,29 0,51

Klasse 2 0 0 0 0 1 0

rApi m10 (1217 CAP) 0,68 31

Klasse 2 0 0 1 0 0 2

Wespengift (13 CAP) 2,28 0,74 57,6 0,81 1,74 9,98

Klasse 4 2 2 5 2 2 3

rVesvl (1211 CAP) 9,14 0,12

Klasse 2 0 0 3 0 0 0

rVesv5 (1209 CAP) KU/I 1,85 21,5 0,52 1,34 10,6

Klasse 3 2 0 4 1 2 3

Hornisse (175 CAP)

Klasse 3

CCD, MUXF3 aus Bromelin 9,52 0,24

(0214 CAP)

Klasse 2 0 0 3 0 0 0

Tryptase (TrypCAP auf

Immunocap 250 (Phadia) 3,56 26,7 5,69 2,2 5,09 14,3

microg/|
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— Anhang—

Ergebnisse des Flow CAST® in der Erprobung homologer Allergene

o - o~ o < wn o ~ o0 a o —
& ||| F | R | R|E|R|Q|F|& | &|&8|a|&8|&|&8|&|&|&]|&
Nr| Inhalt |Konzentration
[ng/ml]
1|/LW 0,8 1,4 0,2 0,6 2,5 0,4 0,2 2,7 0,6 0,6 0,6 1,0 0,4 0,4 1,6 1,0 1,8 2,0 4,8 1,2
2|LW 0,8 1,2 0,4 0,8 0,2 0,6 0,2 0,8 0,0 2,5 1,0 1,6 1,6 1,2
3|Anti-FceRI 98,4| 92,3] 76,5 86,8/ 96,7 87,0 7,4 69,5 84,4 97,1 951| 96,5 19,7 82,3| 64,9 81,2 4,4| 88,0 83,6 344 764
4/fMLP 39,7| 69,9| 57,3| 24,7| 64,1 53,3| 458| 488| 20,6/ 43,0 480 17,4| 40,1] 22,5 30,8| 11,2| 84| 42,5 63,7 26,2| 782
5|HBV 284 02| 351 04| 335| 245| 653] 129 24| 02| 39/ 02 04 10 50/ 77 476] 04| 26| 529 23| 828
6|YIV 284 86,3| 48,3| 741| 11,6| 23,8 206| 00| 67,7 73,4 92,5/ 855 9255 00 04| 70,7 840 02 50/ 04 378 228
7|Pol PLA2 1000 04 61 02/ 06| 02 108 06| 07 14/ 04 22| 00/ 00 04 21 11| 16| 12| 26 04
8|Pol PLA2 200 02| 34 00 08 02 16/ 08 21 02 04 02 02 06/ 00 20 14 04 10 12 0,6
9|Pol PLA2 40 06| 30 00 00 04 14 02 17 06/ 02/ 08 08 02 02 14 34 14 22 16 0,8
10|Pol PLA2 8 02 32/ 02/ 02 02 06/ 04 06/ 08 00 06/ 02 06/ 02 22 03 10 22 14 1,0
11|Pol PLA2 1,6 04| 36/ 00 00 02 10 02 18 02 02 06/ 04 02 04 22| 35 18 16 16 0,8
12|Apim1 1000 36/ 71,1] 02| 410 31,5 594 14| 57 69 06| 08 04| 77 339 315 651 12| 62| 524 24,2
13|Apim1 200 06| 61,8] 02| 435| 36,7 689 22| 29/ 30/ 02 08 10 81| 157 225 674 22| 58 688 30,8
14|Apim 1 40 08| 472| 00| 605 13,8 61,9 30 21| 10/ 10/ 06| 14 18 38| 383| 456 24| 26| 798 44,8
15/Apim 1 8 02| 40,8 11| 46,7 10| 626] 38 12| 04 00 08 10 00] 14| 228 424 18] 22| 733 67,7
16|/Apim 1 1,6 08| 222 00 223] 06| 288 70 25 08 00 12| 06/ 02| 10/ 44| 198 16| 24| 412 84,3
17|Apim 2 1000 0,0 50,0/ 0,0 10 448 06 10{ 16| 04| 374/ 12| 3,8 189 159 3,2| 56,5 204
18|Apim 2 200 06| 225 00/ 06| 609 1,0 25 00[ 00| 329/ 08 54| 415/ 468 20| 653 96
19|Apim 2 40 04| 21,1 04| 06| 433 12 31 00/ 04 108/ 10/ 1,0{ 405/ 401 24| 344 23
20|Apim 2 8 1,4 177] 04| 02| 101] 02 31 06/ 04 69 08 00 145/ 113 08/ 70 21
21|Apim 2 16 1,00 87| 02 00 22| 06 41 06/ 00 16/ 04 06/ 36| 30 14 22| 25
22|Ves v 2b 1000 100 53] 08 00 21 95 14 33| 04 12| 02 08 08 08 24| 56| 37
23|Ves v 2b 200 08/ 51/ 02/ 04/ 08 16 13| 10 06| 10/ 12| 08 06 1,0 12| 14| 25
24|Ves v 2b 40 04| 30/ 00/ 02 12| 08 1,4 08| 02 o8 18 04 08 18 200 16/ 1,9
25|Ves v 2b 8 06| 34 02/ 08 00 02 30, 06/ 04 08 02 00 06/ 10 08| 18 24
26|Ves v 2b 1,6 08/ 24 02/ 04 06 08 58 08 02/ 10 00/ 02 02 08 06| 10 12
27|Pold 2 1000 02| 60 04 10 69 76 1,71 43| 02/ 10/ 10/ 08 02| 14 08| 12| 21
28|Pold 2 200 00/ 23 00/ 04 53 04 20, 04/ 00/ 06 12 04 04 28 14| 08] 27
29|Pol d 2 40 04| 27/ 02| 08 22| 06 32| 06/ 04 08 08 04 04 20 06/ 08 16
30|Pold 2 8 06| 38 00 02 10 12 32| 12 00/ 04 22 04 02 12 100 16 18
31|Pold 2 1,6 02| 33 02 04 06 14 28 02 02 14 10 02| 08 08 06| 12| 04
- o~ m <
2 2 2 2
g B S 2
Nr| Inhalt |Konzentration
[ng/ml]
1|LW 1,2 06/ 08 14
2|LW 0,8 0,6 0,4
3|Anti-FceRI 95,0/ 93,7 786| 941
4/fMLP 81,7| 68,4 139| 253
5|HBV 284 1,6 06| 06 1,0
6|Y)V 284 04| 08 00 0,4
7|Pol PLA2 1000 1,6 08 08 0,0
8|Pol PLA2 200 0,8 0,2 0,0 0,4
9|Pol PLA2 40 06/ 00/ 06| 06
10|Pol PLA2 8 14| 0.2 0,4 0,0
11{Pol PLA2 1,6 04| 06| 02 10
12|Apim 1 1000 1,2 1,0 1,0 0,4
13]Apim 1 200 08 00/ 04| o8
14/Apim 1 40 04/ 08 04 0,4
15/Apim 1 8 08 04/ 04| 04
16/Apim 1 16 04| 06 12 0,4
17|Api m 2 1000 02| 08/ 04 12
18|Apim 2 200 0,4 0,2 0,4 0,4
19|Apim 2 40 0,8 1,2 0,6 0,4
20|Apim 2 8 0,8 1,00 04 0,6
21|Apim 2 1,6 04/ 08/ 06 0,2
22|Ves v 2b 1000 24| 14| 04| 14
23|Ves v 2b 200 1,6 08 04 0,4
24|Ves v 2b 40 0,4 0,4 1,0 0,4
25|Ves v 2b 8 0,2 1,2 0,2 0,4
26|Ves v 2b 1,6 04| 06| 10 12
27|Pold 2 1000 0,6 0,4 1,0 0,8
28|Pold 2 200 0,8 0,0 02 0,4
29|Pold 2 40 0,2 1,2 0,2 0,8
30|Pold 2 8 0,8 04 04 14
31|Pold 2 16 0,8 038 02 0,2
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— Anhang-

Vergleich von Flow CAST® und Dura Clone IF Basophil Activation®

P5 Flow CAST® | Dura Clone
1|Leerwert 18 50,4 Durchfihrungszeit
2|Leerwert 1,4 51,9
3[Anti-FceRl mAK 95,5 62,5 . 0lssid2
4[fMLP/Anti-IgE 28,1 47,9 E 01:26:24
5|HBV 284/625 [ 15,8 65,2
/625 ng/m £ 00557:36
6|HBV 57/125 ng/ml 2,0 55,5 <
7|HBV 11/25 ng/ml 0,4 59,5 = 00:28:48
8|YJV 284/625 ng/ml 32,8 57,2 N 00:00:00
9|¥IV 57/125 ng/ml 08 53,1 Flow CAST® Dura Clone
10[YJV 11/25 ng/ml 1,4 57,5
100,0
— 80,0
3 60,0
[a)
O 40,0
x
20,0 a=iies Flow CAST®
0,0
e,‘& Q}& ?\k \Q} (& (& &\ (& @ & e=ll==DuraClone
SR S NS N SR N N
2NN SR AN
VN QP @R Y G W
D N AV Y N AV Ry
A N N NN NN
%Q’A SOEEASEFOREEN
P6 Flow CAST® | Dura Clone
1|Leerwert 4,6 0,2 Durchfiihrungszeit
2|Leerwert 5,0
3| Anti-FceRl mAK 79,2 76,5 — 01:26:24
4[fMLP/Anti-IgE 65,8 64,6 g
5|HBV 284/625 ng/ml 38,4 9,5 g 00:57:36
6|HBV 57/125 ng/ml 8,2 0,4 <
< 00:28:48
7|HBV 11/25 ng/ml 6,4 1,1 =
8|YJV 284/625 ng/ml 25,8 41,0 2 00:00:00
9|¥JV 57/125 ng/m! 7,6 11 Flow CAST® Dura Clone
10|YJV 11/25 ng/ml 3,2 1,1
100,0
— 80,0
3 60,0
a
O 40,0
X
20,0 @il Flow CAST®
0,0
Q}\' Q}\' ?\k \Q;(’ @ @ @ @ @ @ e=ll==DuraClone
TS @ @@ @@
2N SR A NI
¥ VP WP WP
S8 0T AN OV AN
O ) A N ) A N
¥ T WS WO
\Z\Q’A *28) 0 \\\A O
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— Anhang-

P15 Flow CAST® | Dura Clone . .
1[Leerwert 12 0,7 Durchfihrungszeit
2 Leerwert 0,6 1,0 02:24:00
3|Anti-FceRI mAK 67,1 '5
4/fMLP/Anti-IgE 45,6 28,2 g 01:55:12
5|HBV 284/625 ng/ml| 8,7 5,1 g 01:26:24
6|HBV 57/125 ng/ml 0,4 2,4 f 00:57:36
7|HBV 11/25 ng/ml 0,6 0,9 *q_-'J 00:28:48
8|YJV 284/625 ng/ml 69,5 49,2 N 00:00:00
9|YIV 57/125 ng/ml 25,5 23,2 Flow CAST® Dura Clone

10|YJV 11/25 ng/ml 1,0 5,2
100,0
— 80,0
>
3 60,0
o
O 40,0
x
20,0 @slil=s Flow CAST®
0,0
e=l==Dura Clone
& & & i & \& \@ \@ \@ \@ \(&
ISR SO N W) RS M) N
Q Q Q‘ O S S S S N N
N RN N
QY0 B A 0 WA
K AV T AV R
SRR AR AN
~z§\ F X ¥

P21 Flow CAST® | Dura Clone .. .
leermert 0 217 Durchfihrungszeit
2|Leerwert 0,4 51,7 01:55:12
3|Anti-FceRl mAK 68,2 3
4[fMLP/Anti-IgE 88,8 39,2 g 01:26:24
5|HBV 284/625 ng/ml 84,6 54,4 € 00:57:36

< 00:57:
6|HBV 57/125 ng/ml 57,0 51,3 <
7|HBV 11/25 ng/ml 12,6 50,3 = 00:28:48
8|YJV 284/625 ng/ml 27,7 54,1 ™ 00:00:00
9|YJV 57/125 ng/m! 3,2 50,9 Flow CAST®  Dura Clone
10|YJV 11/25 ng/ml 2,2 47,7
100,0
— 80,0
+
o 60,0
o
O 40,0
xR
20,0 @slll=s [Flow CAST®
0,0
e=ll==DuraClone
& & L & N Q Q
. & . & R @V ‘.0,\% q}@ %@ Q}@ Q}@ @6\ %\6‘
) ) R QO S S S S & N
NN AN SO RO R
RS AR AN LEIRCLESR SN
D A B AV 8
?S\ < ,f,b Ao) Q;Q 'f/b Ao) *\A
& & XS
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— Anhang-

P22 Flow CAST® | Dura Clone
1|Leerwert 2,0 0,3
2|Leerwert 0,6 0,2
3|Anti-FceRl mAK 47,5 =
4|fMLP/Anti-IgE 60,8 13,0 2
5|HBV 284/625 ng/ml 0,4 0,6 I
6|HBV 57/125 ng/ml 0,2 0,2 f
7|HBV 11/25 ng/ml 0,8 04 =
8|YJV 284/625 ng/ml 53,4 34,1 N
9|YJV 57/125 ng/ml 48,7 31,1
10{YJV 11/25 ng/ml 11,6 11,7
100,0
— 80,0
+
8 60,0
a
O 40,0
x
— 20,0
0,0
X L & N N N N N N
& F QS
& DN QAR APA AR SR
EFE WD W
S&RY 0 T AN N0 AN
& @ gV (B ab gV
Q
& F Ty
P23 Flow CAST® | Dura Clone
1|Leerwert 0,6 1,5
2|Leerwert 0,8 2,5
3|Anti-FceRl mAK 22,2 =
4|fMLP/Anti-IgE 773 74 g
5|HBV 284/625 ng/ml 3,2 2,1 £
6|HBV 57/125 ng/ml 1,0 0,8 f
7|HBV 11/25 ng/ml 14 0,8 =
8|YJV 284/625 ng/ml 0,4 0,6 8
9|YJV 57/125 ng/ml 1,0 0,6
10|YJV 11/25 ng/ml 1,2 0,6
100,0
— 80,0
T
3 60,0
a
O 40,0
x
= 20,0
0,0
X L % N N N N
KR IS NN
£ & & SRR SRS SRS SR SPAS
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Durchfihrungszeit

02:24:00
01:55:12
01:26:24
00:57:36
00:28:48
00:00:00

Flow CAST®

eslil=s Flow CAST®

e=li==DuraClone

Dura Clone

Durchfliihrungszeit

01:55:12
01:26:24
00:57:36
00:28:48
00:00:00

Flow CAST®

@@= F|low CAST®

e=@==DuraClone

Dura Clone



— Anhang-

P24 Flow CAST® | Dura Clone
1|Leerwert 0,4 0,6 Durchfuhru ngszelt
2|Leerwert 0,0 0,2
3[Anti-FceRl mAK 48,8 _ 01552
4|fMLP/Anti-IgE 7,2 11,8 g 01:26:24
5|HBV 284/625 ng/ml 47,7 32,8 £
= 00:57:36
6|HBV 57/125 ng/ml 6,1 14,9 =
7|HBV 11/25 ng/ml 2,0 41 = 00:28:48
(]
8|YJV 284/625 ng/ml 21,3 30,5 N 00:00:00
91YJV 57/125 ng/ml 0,2 7,8 Flow CAST® Dura Clone
10|YJV 11/25 ng/ml 0,6 1,9
100,0
— 80,0
T
3 60,0
o
O 40,0
=
20,0 @mliem Flow CAST®
0,0
e=ll==DuraClone
SF T E @@
I SR PO M N AR N N
& & & & o8 60 600 o8 6t 6t
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S N AV DY T AV R
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P25 Flow CAST® | Dura Clone . .
1lLeerwert 08 23 Durchfihrungszeit
2 Leerwert 0,8 1,3 01:55:12
3|Anti-FceRI mAK 86,0 55,8 n
4|fMLP/Anti-IgE 17,4 28,0 £ 01:26:24
5|HBV 284/625 ng/ml| 42,2 25,4 E 00:57:36
6|HBV 57/125 ng/ml 42 2,9 =
7|HBV 11/25 ng/ml 0,6 0,2 = 00:28:48
8|YIV 284/625 ng/ml 73,1 62,1 N’ 00:00:00
9|YJV 57/125 ng/ml 29,5 29,4 Flow CAST®  Dura Clone
10[YJV 11/25 ng/ml 36 438
100,0
— 80,0
.
3 60,0
[a)
O 40,0
=
20,0 @il Flow CAST®
0,0
e=ll==DuraClone
I S R AR OO ’
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— Anhang-

P26 Flow CAST® | Dura Clone .. .
leorwert 0a 11 Durchfiihrungszeit
2|Leerwert 91 01:55:12
3|Anti-FceRlI mAK 90,8 86,6 o
4|fMLP/Anti-IgE 88,5 82,3 £ 01:26:24
5|HBV 284/625 ng/ml 0,8 16,2 E 00:57:36
6|HBV 57/125 ng/ml 2,0 12,9 =
7|HBV 11/25 ng/ml 1,6 15,5 = 00:28:48

N
8|YJV 284/625 ng/mll 57,2 71,9 00:00:00
9|YJV 57/125 ng/ml 29,7 44,0 Flow CAST®  Dura Clone
10|YJV 11/25 ng/ml 19,3 19,8
100,0
— 80,0
+
8 60,0
a
z 40,0
— 20,0 @slll== Flow CAST®
0,0
e=li==DuraClone
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P27 Flow CAST® | Dura Clone
1|Leerwert 06 17 Durchfihrungszeit
2|Leerwert
3|Anti-FceRI mAK 90,4 78,7 _ 01:55:12

(%2}
4fMLP/Anti-IgE 53,2 83,7 g 01:26:24
5|HBV 284/625 ng/ml 2,0 0,4 €
6|HBV 57/125 ng/ml 5,2 0,2 2 00:57:36
7|HBV 11/25 ng/ml 1,0 0,2 = 00:28:48
‘0
8|YIV 284/625 ng/ml 75,0 54,7 2 00:00:00
9|YJV 57/125 ng/ml 20,4 12,2 Flow CAST® Dura Clone
10|YJV 11/25 ng/ml 2,4 1,3
100,0
— 80,0
+
38 60,0
[a)]
g 40,0
= 20,0 @n@ue [|ow CAST®
0,0
e=@==DuraClone
N N N\
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— Anhang-

Dura Clone

P28 Flow CAST® | Dura Clone . .
leerwert 7 00 Durchfuihrungszeit
2|Leerwert 1,6 0,6 01:55:12
3|Anti-FceRI mAK 92,0 91,3 7z
4|fMLP/Anti-IgE 54,4 85,7 g 01:26:24
5[HBV 284/625 ng/ml 108 30,6 £ 00s57:36
6|HBV 57/125 ng/ml 2,6 3,7 =
7|HBV 11/25 ng/ml 1,2 0,2 = 00:28:48

N

8|YJV 284/625 ng/ml 85,2 88,3 00:00:00
9|YJV 57/125 ng/ml 48,0 57,5 Flow CAST®
10[YJV 11/25 ng/ml 6,6 10,6

100,0
— 80,0
T
8 60,0
[a)]
O 40,0
®

20,0 @slll=s Flow CAST®

0,0
e=ll==DuraClone
F & &S ’
SRR NS N NP S N N
2 SR CIMICAMICN
N QY @ WY @ W
QD W AT DY T AV Ry
&R Aff}v RPN A,{p \y; &
L ¥ T §o

P30 Flow CAST® | Dura Clone .. .
leerwert 4 s Durchfihrungszeit
2|Leerwert 2,4 47,6 01:55:12
3|Anti-FceRI mAK 85,2 76,2 7
4/fMLP/Anti-IgE 76,6 68,2 g 01:26:24
5|HBV 284/625 ng/ml 73,4 47,7 E 00:57:36
6|HBV 57/125 ng/ml 26,0 473 =
7|HBV 11/25 ng/ml 4,0 52,1 £ 00:28:48

N
8|YJV 284/625 ng/n|1I 41,4 61,1 00:00:00
9|¥WV 57/125 ng/m 8,0 23,6 Flow CAST® Dura Clone
10[YJV 11/25 ng/ml 2,6 50,5
100,0
— 80,0
+
3 60,0
[a)]
O 40,0
x
20,0 @slll=s Flow CAST®
0,0
e=li==DuraClone
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— Anhang-

P31 Flow CAST® | Dura Clone . i
1|Leerwert 3,4 55,0 DurCthhrU ngsze|t
2|Leerwert 1,2 60,5 01:26:24
3|Anti-FceRI mAK 97,4 85,8 ’5
4|fMLP/Anti-IgE 48,0 92,8 € 00:57:36
5|HBV 284/625 ng/ml 2,6 62,2 €

<
6|HBV 57/125 ng/ml 2,8 58,6 < 00:28:48
7|HBV 11/25 ng/ml 5,0 59,8 .*G_-J'
8|YJV 284/625 ng/ml 97,2 86,2 N 00:00:00
9|YJV 57/125 ng/ml 94,4 82,1 Flow CAST® Dura Clone
10{YJV 11/25 ng/ml 63,4 72,5
100,0
— 80,0
T
8 60,0
8 40,0
z 0
20,0 esil=s Flow CAST®
0,0
e=ll=s DuraClone
S & T EF S
> AREEPAN AN PANPAN
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P32 Flow CAST® | Dura Clone .. .
leerwert a1 28 Durchfihrungszeit
2|Leerwert 3,4 4,6 01:55:12
3|Anti-FceRl mAK 85,8 78,6 ’ﬁ
4|fMLP/Anti-IgE 69,9 72,4 g 01:26:24

IS
5|HBV 284/625 ng/ml 43,8 78,3 £ o0:57:36
6|HBV 57/125 ng/ml 15,2 61,7 <
7|HBV 11/25 ng/ml 6,6 15,3 = 00:28:48
8|YJV 284/625 ng/ml 79,2 62,0 N 00:00:00
9|YJV 57/125 ng/ml 51,2 73,8 Flow CAST®  Dura Clone
10|YJV 11/25 ng/ml 16,6 51,5
100,0
— 80,0
+
8 60,0
S 400
2 0
20,0 @slll=s Flow CAST®
0,0
e=li==DuraClone
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— Anhang-

P33 Flow CAST® | Dura Clone
1|Leerwert 2,0 45,9 Durchfihrungszeit
2|Leerwert 3,6 45,8
3| Anti-FceRI mAK 76,0 61,1 . 0s5id2
4|fMLP/Anti-IgE 33,2 53,0 2 01:26:24
5|HBV 284/625 ng/ml 35,4 44,4 I 00:57:36
6|HBV 57/125 ng/ml 4,8 44,5 f o
7|HBV 11/25 ng/ml 3,2 45,9 ; 00:28:48
8|YJV 284/625 ng/ml 61,8 52,1 ﬂ 00:00:00
9|YJV 57/125 ng/ml 25,0 48,8 Flow CAST® Dura Clone
10|YJV 11/25 ng/ml 6,0 47,2
100,0
— 80,0
T
8 60,0
[a)]
O 40,0
x
20,0 @il Flow CAST®
0,0
esll==DuraClone
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P34 Flow CAST® | Dura Clone . .
1]Leerwert 40 1,1 Durchfiihrungszeit
2|Leerwert 1,8 0,4 01:55:12
3|Anti-FceRl mAK 93,0 79,1 a o
4|fMLP/Anti-IgE 20,6 65,9 g 01:26:24
5|HBV 284/625 ng/ml 4,2 0,8 E 00:57:36
6{HBV 57/125 ng/ml 1,4 0,4 'E
7|HBV 11/25 ng/ml 1,8 0,2 = 00:28:48
8|YJV 284/625 ng/ml 93,8 77,4 N 00:00:00
9|YJV 57/125 ng/ml 85,0 74,7 Flow CAST® Dura Clone
10(YJV 11/25 ng/ml 31,0 32,1
100,0
— 80,0
+
8 60,0
[a)]
O 40,0
=
20,0 @il Flow CAST®
0,0
e=li==DuraClone
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RS SR AN LR CLESR SN
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— Anhang—

Vergleich der Durchfiihrungszeiten

s

[eT0] ] 0 5 —

5 o 2 S c c ] = L

= S © c - o ] ‘& > 2

g T8 = £ 8 8 2 2 o £

g | 8| 3 £ S S £ 3 z 5

5 5 9 5 &a 2 b 2 = 3 a o
Flow CAST® = T > o 5 = £ N = < ()
190828-P5 02:05 01:53 05:22 25:00 01:00 04:00 05:00 01:18 25:32( 01:11:10
200923-P6 01:51 05:11 25:00 00:52 04:00 05:00 01:08 18:23| 01:01:25
191112-P15 02:00 01:42 02:47 04:03 25:00 00:55 04:00 05:00 00:58 19:07| 01:05:32
191216-P21 01:38 02:37 04:16 25:00 00:58 04:00 05:00 01:04 23:42| 01:08:15
200121-P22 02:14 02:17 06:09 25:00 01:12 04:00 05:00 01:13 48:11| 01:35:16
200129-P23 01:46 01:46 04:45 25:00 01:12 04:00 05:00 01:02 34:38| 01:19:09
200204-P24 01:53 01:59 04:58 25:00 01:08 04:00 05:00 00:58 13:32| 00:58:28
200224-P25 01:54 01:12 01:58 05:25 25:00 00:41 04:00 05:00 01:02 12:58| 00:59:10
200804-P26 02:08 01:06 02:05 05:18 25:00 00:48 04:00 05:00 01:21 20:48| 01:07:34
200819-P27 01:51 02:02 05:13 25:00 01:00 04:00 05:00 01:09 18:40| 01:03:55
200824-P28 01:57 02:07 05:06 25:00 01:01 04:00 05:00 01:05 20:49| 01:06:05
200831-P30 01:54 01:21 02:03 05:00 25:00 00:55 04:00 05:00 01:04 17:05| 01:03:22
200831-P31 05:37 25:00 00:54 04:00 05:00 00:56 15:40| 00:57:07
200923-P32 01:54 01:26 01:50 05:08 25:00 01:10 04:00 05:00 01:17 38:35( 01:25:20
201027-P33 01:47 02:08 05:12 25:00 00:53 04:00 05:00 01:25 21:37| 01:07:02
201029-P34 01:29 05:34 25:00 00:48 04:00 05:00 01:14 19:27| 01:02:32
Mittelwert 01:53|  01:21| 02:07| 05:09|  25:00| 00:58|  04:00|  05:00]  01:08]  23:03| 01:08:13
SD 00:09:58

s
& E Y .g S 1)
2 | 85| 5| - | 8 5 s | 5§ | &8 | & | 2| S

Dura Clone g = §n £ E = = :g = £ 2 § = £
IF Basophil 2 b g ° S § v § s E s E = H 3
Activation® S £z 2 . < ) = g = g S g E &
190828-P5 02:10 02:03] 05:08] 25:00] 01:35] 10:00] 01:19] 10:00] 00:30] 05:00] 01:12]  45:35] 01:49:32
200923-P6 01:59 05:35| 25:.00] 01:22] 10.00] 01:09] 10:00] 00:56] 05:00] 00:58] 15:41] 01:17:40
191112-P15 02:19] 02:51] 03:05] 04:12] 25:00] 02:35] 10:00] 01:47] 10:00 1:00:00| 02:01:49
191216-P21 02:43 01:48] 04:38] 25:00] 01:55] 10:00 01:59]  10:00 05:00]  02:09]  29:00| 01:34:12
200121-P22 03:07] 02:00] 02:25| 06:40] 25.00 02:08] 10:00] 01:31] 10:00 05:00 01:38]  42:37| 01:52:06
200129-P23 02:54 02:06] 04:45] 25:00] 01:46] 10:00] 01:14] 10:00] 00:27] 05:00] 01:07] 33:38 01:37:57
200204-P24 01:45] 01:37] 02:29] 05:19] 25:000 01:47] 10:00] o01:10] 10.00] 00:28] 05:00] 01:10] 18:13| 01:23:58
200224-P25 02:22|  o01:14] 01:43] 05149 25:00] 02:04] 10:00] 01:32] 10:00] 00:39] 05:00] 01:10] 19:10| 01:25:43
200804-P26 02:00 o01:12] 02:30] 05:33] 25:00] o01:56] 10:00 01:02] 10.00] 00:40] 05:00] 01:46]  20:22| 01:27:01
200819-P27 01:57 02:08] 04:59] 25:00] 02:15] 10:00] 01:44] 10:00] 00:59] 05:00] 01:42]  18:24] 01:24:08
200824-P28 02:07] o01:12] 02:03] 0543 25:00] 01:43] 10:00] 01:25] 10.00] o01:21] 05:00] 01:02] 19:22| 01:25:58
200831-P30 02:20 02:12| 05:27]  25:00] 01:54] 10:00] 01:24] 10:00] 00:56] 05:00] 01:04] 17:10] 01:22:27
200831-P31 05:48 25:00 01:35 10:00 01:36 10:00 00:57 05:00 01:02 13:59( 01:14:57
200923-P32 02:06] 01:20] 02:35] 05:42] 25:00] 01:45] 10:00] 01:15] 10.00] 00:49] 05:00] 01:04] 39:46| 01:46:22
201027-P33 02:18 02:06] 05:37] 25:00] 01:52] 10:00] 01:25] 10:00] 00:59] 05:00] 01:24]  20:20| 01:26:01
201029-P34 01:54| 01:45] 02:23] 04:58]  25:00 02:04] 10:00] 01:33] 10.00] 01:04] 05:00] 01:09] 24:07| 01:30:58
Mittelwert 02:16] 01:39] 02:15] 05:22]  25:00] 01:53]  10:00] 01:27] 10.00] 00:50] 05:00 01:18]  25:10| 01:30:36
SD 00:10:54
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Zweistichproben T-Tests

— Anhang—

Unterschied der gemessenen Aktivierungen durch verschiedene Konzentrationen von Api m 1

und HBV (284 ng/ml)

HBV 1000 ng/ml
Mittelwert 32,304 35,283
Varianz 841,35476 395,247757
Beobachtungen 10 10
Pearson Korrelation 0,56612618
Hypothetische Differenz der Mittelwerte 0
Freiheitsgrade (df) 9
t-Statistik -0,39
P(T<=t) einseitig 0,35
Kritischer t-Wert bei einseitigem t-Test 1,83
P(T<=t) zweiseitig 0,70565581
Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t-Test 2,26215716

HBV 40 ng/ml
Mittelwert 32,304 35,301
Varianz 841,35476 797,363388
Beobachtungen 10 10
Pearson Korrelation 0,73760406
Hypothetische Differenz der Mittelwerte 0
Freiheitsgrade (df) 9
t-Statistik -0,46
P(T<=t) einseitig 0,33
Kritischer t-Wert bei einseitigem t-Test 1,83
P(T<=t) zweiseitig 0,65863248
Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t-Test 2,26215716

HBV 1,6 ng/ml
Mittelwert 32,304 20,498
Varianz 841,35476 704,694551
Beobachtungen 10 10
Pearson Korrelation 0,88988798
Hypothetische Differenz der Mittelwerte 0
Freiheitsgrade (df) 9
t-Statistik 2,82
P(T<=t) einseitig 0,01
Kritischer t-Wert bei einseitigem t-Test 1,83
P(T<=t) zweiseitig 0,02014033
Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t-Test 2,26215716

144

HBV 200 ng/ml
Mittelwert 32,304 36,814
Varianz 841,35476 613,064827
Beobachtungen 10 10
Pearson Korrelation 0,7188094
Hypothetische Differenz der Mittelwerte 0
Freiheitsgrade (df) 9
t-Statistik -0,69
P(T<=t) einseitig 0,25
Kritischer t-Wert bei einseitigem t-Test 1,83
P(T<=t) zweiseitig 0,50500999
Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t-Test 2,26215716
HBV 8 ng/ml
Mittelwert 32,304 32,005
Varianz 841,35476 903,047294
Beobachtungen 10 10
Pearson Korrelation 0,89557285
Hypothetische Differenz der Mittelwerte 0
Freiheitsgrade (df) 9
t-Statistik 0,07
P(T<=t) einseitig 0,47
Kritischer t-Wert bei einseitigem t-Test 1,83
P(T<=t) zweiseitig 0,9458264
Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t-Test 2,26215716




— Anhang—

Unterschied gemessener Aktivierungen mithilfe von CD203c gegenuber CD63 mit CD203c

CD203c+

Q2: CD63+, CD203c+
Mittelwert 26,56463158
Varianz 918,7917251
Beobachtungen 95
Pearson Korrelation 0,774476134
Hypothetische Differenz der Mittelwerte 0
Freiheitsgrade (df) 94
t-Statistik -17,80446256
P(T<=t) einseitig 3,58715E-32
Kritischer t-Wert bei einseitigem t-Test 1,661225855
P(T<=t) zweiseitig 7,1743E-32
Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t-Test 1,985523442

61,6106316
580,900446
95

Unterschied gemessener Aktivierungen durch Anti-FceRI mAK und Anti-1gE

Anti-IgE

Anti-FcERI mAK
Mittelwert 78,063
Varianz 307,6184233
Beobachtungen 10
Pearson Korrelation 0,859389145
Hypothetische Differenz der Mittelwerte 0
Freiheitsgrade (df) 9
t-Statistik 4,45694495
P(T<=t) einseitig 0,000792113
Kritischer t-Wert bei einseitigem t-Test 1,833112933
P(T<=t) zweiseitig 0,001584227
Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t-Test 2,262157163

53,56
897,993778
10
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