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Zusammenfassung

Die Maximalvariante der allergischen Reaktion stellt die Anaphylaxie dar, welche
in Grad 1-4 eingeteilt wird. Insektengifte zahlen zu den haufigsten Auslosern ei-
ner Anaphylaxie, hierunter am haufigsten durch Bienen- und Wespengift ausge-
I6st. Die Wahrscheinlichkeit fur eine systemische Reaktion nach einem Stich liegt
bei 5-10%. Basophile Granulozyten spielen bei einer allergischen Reaktion eine
wichtige Rolle. Sie zédhlen zum angeborenem Immunsystem und exprimieren den
hochaffinen IgE Rezeptor FceRI. Bei der Allergie vom Soforttyp richtet sich IgE
gegen relevante Allergene, wie zum Beispiel gegen Hymenopterengifte. Via Fc-
Fragment bindet IgE an diesen hochaffinen Rezeptor auf Mastzellen und baso-
philen Granulozyten. Nach Aktivierung werden Mediatoren freigesetzt.

Bei 40-60% der Hymenopterengiftallergikern tritt ein doppelt positives Testergeb-
nis im spezifischen IgE gegen native Gifte auf. Doch dies kann durch eine falsch
positive Reaktion auf Grund einer Kreuzreaktivitat verursacht sein. Die Kreuzre-
aktivitat kann durch gemeinsame Proteinepitope homologer Allergene auftreten
oder durch IgE-Antikorper, die gegen kreuzreaktive Kohlenhydratseitenketten,
auch CCD genannt, gerichtet sind. Beides hat keine klinische Relevanz, er-
schwert allerdings die Diagnostik.

Die richtige Diagnostik stellt das Fundament fur eine korrekte Therapie dar. In
der Diagnostik ist der Hauttest immer noch als Goldstandard anzusehen. Weiter-
fuhrend insbesondere im Hinblick auf die Kreuzreaktivitat wird heute am haufigs-
ten das spezifische IgE mit rekombinanten Allergenen in der komponentenba-
sierten Diagnostik angewendet. Der Basophilenaktivierungstest (BAT) stellt ein
weiteres Diagnostikum dar, wenn zum Beispiel ein Hauttest nicht moglich ist,
oder durch Anamnese, Hauttestung und serologische Diagnostik das Ergebnis
noch nicht eindeutig ist. Der BAT hat den Vorteil, dass er weniger stressvoll fur
den Patienten ist. Nachteile sind eine geringere Sensitivitat, Zeitaufwendigkeit,
hohe Kosten und dass er somit nicht flr die Routinediagnostik geeignet ist.

In unserer Studie sollte untersucht werden, ob die Sensitivitdt des BAT durch
vorherige Separation der basophilen Granulozyten erhéht werden kann. Aller-
dings machen die basophilen Granulozyten weniger als 2% der Immunzellen aus,
weshalb es eine groliere Menge an Blut bedarf. Es wurden 28, zum Zeitpunkt der
Blutabnahme unbehandelte Bienen- und/oder Wespengiftallergiker, davon 23
Wespen-, 1 Wespen- und Bienen- und 4 reine Bienengiftallergiker und weiterhin
10 gesunde Spender in der Kontrollgruppe untersucht. Die Proben wurden auf
zwei Arten analysiert. Erstens mittels des im Labor etablierten BAT namens
Flow2CAST (BATPBMC) entsprechend den Herstellervorgaben und zweitens der
gleiche BAT, aber erst nach vorheriger magnetischer Separation der basophilen
Granulozyten (BATEC),

In der Studie konnte gezeigt werden, dass diese vorherige Separation zu keiner
stark erhohten Sensitivitat fihrt. Insbesondere die Kontrolle namens PC2 (fMLP)
funktionierte nach Separation deutlich seltener im Vergleich zum Vollblut. Hier
kdnnte man vermuten, dass die vielen Zentrifugenschritte zu Zellschadigungen
fUhren.

Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass zum jetzigen Zeitpunkt eine zusatzliche
Separation der basophilen Granulozyten unter Bericksichtigung der Kosten und
des Zeitaufwandes in der untersuchten Fragestellung keinen verbesserten diag-
nostischen Wert hat.



Abstract

The maximum variant of the allergic reaction is anaphylaxis, which is divided into
grades 1-4. Insect venoms are among the most common triggers of anaphylaxis,
most often caused by bee and wasp venom. The probability of a systemic reac-
tion after a sting is 5-10%. Basophilic granulocytes play an important role in an
allergic reaction. They are part of the innate immune system and express the
high-affinity IgE receptor FceRI. Inimmediate type allergy, IgE is directed against
relevant allergens, such as hymenopteran toxins. Via Fc-fragment, IgE binds to
this high-affinity receptor on mast cells and basophilic granulocytes. After acti-
vation, mediators are released.

In 40-60% of hymenopteran venom allergic patients, a double positive test result
in specific IgE against native venoms occurs. However, this can be caused by a
false positive reaction due to cross-reactivity. Cross-reactivity can be caused by
common protein epitopes of homologous allergens or by IgE antibodies directed
against cross-reactive carbohydrate side chains, also called CCD. Neither of
these has any clinical relevance, but makes the diagnosis more difficult.

The correct diagnosis is the basis for a correct therapy. In diagnostics, the skin
test is still considered the gold standard. In addition, especially with regard to
cross-reactivity, specific IgE with recombinant allergens is most frequently used
today in component-based diagnostics. The BAT represents a further diagnostic
tool if, for example, a skin test is not possible or the result is not yet clear from
the patient's anamnesis, skin testing and serological diagnostics. The BAT has
the advantage that it is less stressful for the patient. Disadvantages are lower
sensitivity, time and cost, and that it is therefore not suitable for routine diagnos-
tics.

Our study aimed to test whether the sensitivity of the BAT can be increased by
prior separation of the basophilic granulocytes. However, the basophilic granulo-
cytes make up less than 2% of the immune cells, which requires a larger amount
of blood. 28 bee and/or wasp venom allergic patients, untreated at the time of
blood collection, were tested, of which 23 were wasp, 1 wasp and bee, 4 were
pure bee venom allergic patients and further 10 healthy donors in the control
group. The samples were analysed in two ways. Firstly, using the laboratory es-
tablished BAT called Flow2CAST (BATPBMC) according to the manufacturer's in-
structions, and secondly, the same BAT, but only after prior magnetic separation
of the basophilic granulocytes using the Diamond Basophil Isolation Kit, human
(BATES),

The study was able to show that this prior separation does not lead to a signifi-
cantly increased sensitivity. In particular, Positive Control 2 (fMLP) functioned
significantly less frequently after separation compared with whole blood. Here, a
possible assumption could be that the many centrifuge steps lead to cell damage.

In conclusion, it can be said that at this point in time an additional separation of
the basophilic granulocytes has no improved diagnostic value considering the
costs and time involved in the research question.
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Tab. Tabelle

TH2 T-Helferzelle

Ves Allergenkomponente des Wespengifts (abgeleitet von Vespula ger-
manica (Deutsche Wespe))
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1 Einleitung und Zielsetzung

1.1 Zielsetzung

In Europa sind mehr als 60 Millionen Menschen von Allergien betroffen [1]. Wie
bei jeder Erkrankung ist die richtige Diagnostik das Fundament, um die korrekte
Therapie einzuleiten. Es sind zahlreiche Varianten von Allergietests auf dem
Markt. Routinemalig finden der Pricktest, der Intrakutantest und die serologische
Diagnostik mit der Bestimmung von Gesamt-Immunoglobulin E, nachfolgend Ge-
samt-IgE genannt, und spezifischen IgE Anwendung. In bestimmten Fallen ist
aber zum Beispiel eine Hauttestung nicht mdglich oder es ist eine weiterflUhrende
Diagnostik notwendig. Dann kann auf den Basophilenaktivierungstest (nachfol-
gend BAT), zuruckgegriffen werden. In der vorliegenden Arbeit geht es speziell
um den BAT bei Hymenopterengiftallergie mit dem Ziel die Sensitivitat des Tests
zu verbessern. Hierzu sollten vor der Allergen-Stimulation mittels einer zellspezi-
fischen Selektion die basophilen Granulozyten angereichert werden und der Ein-
fluss dieser praanalytischen Selektion auf das Testergebnis mit dem klassischen
Testverfahren verglichen werden. Bei allen Probanden wurde in der vorliegenden
Arbeit neben dem BAT die Anamnese, die Hauttestung, sowie die serologische

Diagnostik durchgeflhrt.

1.2 Immunsystem

Unser Immunsystem dient als biologisches Abwehrsystem gegen verschiedene
Erreger und wird in das angeborene und das adaptive Immunsystem eingeteilt.
[2] Wahrend das angeborene Immunsystem die erste Abwehrlinie bildet, reagiert
das adaptive Immunsystem selektiv und antigenspezifisch [2, 3]. Das angebo-
rene Immunsystem wird auch als unspezifische und zellulare Immunantwort be-
zeichnet. Hierzu zahlen unter anderem die basophilen Granulozyten. Basophile
Granulozyten sind 5-8um grof3 und machen nur 1% der Leukozyten aus [4-6].
Sie entwickeln sich aus CD34+ pluripotenten Progenitorstammzellen und KIT-
positiven myeloischen Stammzellen im Knochenmark, wo sie sich differenzieren
[7]. Sie exprimieren den hochaffinen IgE Rezeptor FceRIl. lhre metachromati-
schen, zytoplasmatischen Granula enthalten Histamin, welches per Degranula-
tion freigesetzt wird. Weiterhin wird Ihnen die Produktion und Freisetzung von

1



Interleukin-4 und Interleukin-3 fur die T-Helferzelle-2-Antwort zugeschrieben [8-
10].

Ein Antigen ist ein Protein oder Peptid, dass Bestandteil zum Beispiel von Bak-
terien, Viren, Parasiten oder Pilzen ist. Diese Antigene werden als immunreakiti-
ves Molekul von Antikdrpern erkannt und gebunden [11]. Eine Allergie ist definiert
als eine Uberreaktion des Korpers, bzw. als eine mangelhafte Toleranzinduktion
auf normalerweise harmlose Antigene [12]. Aufgrund unterschiedlicher Pathome-
chanismen unterscheidet man nach Coombs und Gell vier Typen von Allergien,

welche in Tabelle 1 dargestellt sind.

Uberempfindlichkeitsreaktion

Antikérpervermittelt Zellular vermittelt
Typ | Typ Il Typ l Typ IV
Reaktion vom Humorale Immunkomplex Reaktion vom
Soforttyp zytotoxische Vermittelte verzogerten
IgE-vermittelt Immunreaktion Immunreaktion Typ T-zell-vermittelt
- Rhinitis allergica - Arneimittel- - Immunkomplex- - Kontaktallergien

- Asthma bronchiale  induzierte Zytopenie Vaskulitis
- Hypmenopteren-

giftallergie

Tabelle 1: Einteilung der Inmunreaktionen nach Coombs und Gell [12].

Die Typ I-Reaktion (Sofort-Typ) ist die haufigste und tritt innerhalb Minuten als
IgE-vermittelte Reaktion ein. Hierzu zahlt u.a. die Hymenopterengiftallergie, auf
welche weiter unten noch genauer eingegangen werden soll.

Bei der Typ lI-Reaktion (Zytotoxischer Typ) werden zytotoxische Killerzellen ak-
tiviert und korpereigenen Zellen durch Lyse zerstort.

Bei der Typ llI-Reaktion (Immunkomplex Typ) bilden Antigen und Antikérper Im-
munkomplexe.

Die Typ IV-Reaktion (Spattyp) tritt erst verzégert nach Stunden bis Tagen auf und

hier setzen antigenspezifische T-Zellen Lymphokine frei [12].

1.2.1 Typ I-Reaktion

Wie bereits erwahnt handelt es sich bei einer Allergie vom Soforttyp um eine
Uberempfindlichkeit, die durch Allergene hervorgerufen wird [13]. Bei der IgE-
Soforttypreaktion kommt es nach Kontakt zum Allergen zu einem schnellen Auf-

treten der Reaktion innerhalb weniger Minuten. Eine Allgemeinreaktion setzt
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meist innerhalb von 30 Minuten ein [14, 15] [16]. Dies hangt mit der Bildung spe-
zifischer IgE gegen das relevante Allergen zusammen [1]. Via Fc-Fragment bin-
det IgE an den hochaffinen FceRI-Rezeptor auf Mastzellen und basophilen Gra-
nulozyten, welcher nach Allergenkontakt aktiviert wird, wodurch es zur Freiset-
zung von Mediatoren kommt [12, 16].

Nach Erstkontakt mit dem Allergen, wie in diesem Fall dem Hymenopterengift,
kommt es zunachst zur Sensibilisierung [13]. Es werden die spezifische IgE-An-
tikorper gebildet [16, 17]. Erst nach mindestens einem weiteren Stich durch Hy-
menopteren kommt es zu der typischen allergischen Soforttypreaktion, wobei die
spezifischen IgE-Antikorper sich gegen Inhaltsstoffe des Gifts richten. Es kommt
zur Quervernetzung des rezeptorgebundenen IgE und damit zur Aktivierung der
Zellen und Freisetzung der Mediatoren. Die Wahrscheinlichkeit, dass bei Patien-
ten, die erneut gestochen werden eine systemische Reaktion auftritt liegt bei 5-
10% [18].

1.2.2 Anaphylaxie

Die Maximalvariante der allergischen Soforttypreaktion bezeichnet man als Ana-
phylaxie, welche als eine akute systemische Reaktion definiert ist [19]. Dabei
kénnen je nach Schweregrad unterschiedliche Symptome auftreten, welche in
Tabelle 2 aufgeflhrt sind und je nach Stadium lebensbedrohlich sein kénnen.
Insektengifte zahlen neben Arzneimitteln und Nahrungsmitteln zu den haufigsten
Ausldsern einer Anaphylaxie [20]. Bei der Insektengiftanaphylaxie sind Bienen
und Wespen die haufigsten Ausléser [21, 22].

Die Inzidenz fur eine Anaphylaxie, unabhangig vom Ausldser, wird zwischen 21-
58,9 Anaphylaxiefalle pro 100.000 Einwohner angegeben [19, 23]. Liebermann
et al. sprechen von einer Inzidenz fur eine Anaphylaxie nach einem Hymenop-
terenstich von 3% bei Erwachsenen und 1% bei Kindern [18]. Weitere Quellen
geben an, dass es bei bis zu einem Viertel der Allgemeinbevolkerung zu einer
gesteigerten ortlichen Reaktion nach einem Stich kommt. Das Risiko ist abhangig
von der Exposition und kann bei besonderen Berufsgruppen erhéht sein (z.B.
Landwirte, Gartner, Imker) [14, 24]. Ein wichtiger Risikofaktor ist die Aktivitat im
Freien und die damit verbundenen Nahe zu Wespen oder Bienen [25].
Weiterhin unterscheidet sich das Risiko je nach Lebensalter und Gesundheitszu-

stand. Zone, Klima, Temperatur und Insektenverhalten konnen das Risiko eines
3



maoglichen Stichs erhdhen [25]. In Tabelle 3 sind die Risikofaktoren zusammen-

gefasst.

Grad Haut- & subjektive Abdomen Respirations- Herz-Kreislauf-
Allgemeinsymptome trakt System
1 Juckreiz, Flush, - - -
Urtikaria, Angio6dem
Il Juckreiz, Flush, Nausea, Rhinorrhoe, - Tachykardie
Urtikaria, Angio6dem Krampfe, Heiserkeit, (Anstieg > 20/min),
Erbrechen Dyspnoe Hypotension
(Abfall > 20 mmHg
systolisch),
Arrhythmie
]l Juckreiz, Flush, Erbrechen, Larynxédem, Schock
Urtikaria, Angio6dem Defakation Bronchospasmus,
Zyanose
v Juckreiz, Flush, Erbrechen, Atemstillstand Kreislaufstillstand
Urtikaria, Angio6dem Defakation

Tabelle 2: Ubersicht iiber die Anaphylaxiegrade nach Ring und Messner [15].

Bei einer sehr grolen Anzahl von Stichen (lUber 50) kann es zu systemisch toxi-

schen Reaktionen kommen [26].

Risiko haufiger Exposition

- Imker

Familienangehorige und Nachbar-

schaft von Imkern

Obst- oder Backereiverkaufer, oder

ahnliche Berufe
- Waldarbeiter, Gartner, Landwirt,
- Bauarbeiter, LKW-Fahrer,
Feuerwehrmann,
- Aktivitdten im Freien

Erhohtes Risiko schwerer
Anaphylaxie
- Schwere Stichanaphylaxie in der
Anamnese
- Erhohte basale Serumtryptase-
konzentration >11,4 ug/l
- Mastozytose
- Kardiovaskulare Erkrankung
- Asthma bronchiale
- Bestimmte Pharmaka wie 3-Blocker
- ACE-Hemmer
- Korperliche oder psychische
Belastungssituationen

Tabelle 3: Risikofaktoren fiir eine Anaphylaxie. (modifiziert nach [27])



1.3 Die Insektengiftallergie

Viele Insekten, wie insbesondere Honigbienen und Wespen I6sen lokalisierte Re-
aktionen aus. Die lokalen Reaktionen werden beschrieben als circa 10 cm grol3e,
erythematdse Schwellungen, welche von der Stichstelle ausgehen und innerhalb
von Stunden auftreten [28]. Systemische Reaktionen (Anaphylaxie) konnen in-

nerhalb von Minuten bis Stunden auftreten [19].

Nach aktuellem Kenntnisstand sind zwdlf Bienen- und sechs Wespengiftaller-
gene bekannt, wovon einige, sogenannte Markerallergene spezifisch fur das je-
weilige Tier sind, und damit als Nachweis einer alleinigen Sensibilisierung dienen
kénnen [29].

Allergenkomponenten, auf welche mehr als 50% der Patienten eine Sensibilisie-
rung zeigen, werden als Majorallergene bezeichnet. Sie sind abzugrenzen von
den Minorallergenen, gegen welche weniger als 10% der Patienten eine Sensi-
bilisierung aufweisen. Komponenten dazwischen werden als Intermediaraller-
gene bezeichnet [30]. Bienen- und Wespengift sind biologisch verwandte Gifte,
deren Zusammensetzung unterschiedlich ist und dennoch durch ahnliche
Epitope eine Kreuzreaktivitat bilden kénnen [14, 16, 31-33].

Bei einem Bienenstich werden etwa 5-140ug und bei einem Wespenstich etwa
3-10ug Gift freigesetzt [4][14, 28]. Bienen- und Wespengifte bestehen zum grof3-
ten Teil aus Peptiden (50-60%), aus EiweiRen (15-30%) und aus niedermoleku-
laren Substanzen (20-25%). Hauptsachlich verantwortlich fur die allergische Sen-
sibilisierung sind die hohermolekularen Proteine, wie Phospholipasen, Hyaluro-
nidasen und Phosphatasen. Peptide und biogene Amine sind fur die lokale toxi-

sche Reaktion und Schmerzwirkung verantwortlich [34].

1.3.1 Doppelsensibilisierung

Bei 40-60% der Patienten ergibt sich ein doppelt positives Testergebnis im spe-
zifischen IgE auf natives Bienen- und Wespengift [32]. Dabei kdnnen falsch-po-
sitive Reaktionen durch eine Kreuzreaktivitat auftreten [35]. Die Kreuzreaktivitat
kann einerseits durch gemeinsame Proteinepitope homologer Allergene hervor-
gerufen werden und andererseits durch IgE-Antikérper, die gegen kreuzreaktive

Glykosylierungen (CCD) der Allergene gerichtet sind [36]. CCD sind sogenannte
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Panallergene, die nur in Pflanzen und Insekten vorkommen und sehr selten zu
allergischen Reaktionen fuhren. Damit sind sie in der Regel nicht von klinischer
Relevanz [25].

Das Proteinepitop wird durch einen alpha-1,3-verknupften Fructoserest der Pro-
tein-core-Glykosylierung von Insekten gebildet, welcher beim Menschen nicht
vorkommt und damit immunogen wirkt. Er kann zur Bildung spezifischer IgE-An-
tikdrper, aber nicht zu lebensbedrohlichen Symptomen flihren [36].

Aufgrund der CCD muss man zwischen der oben erwahnten Kreuzreaktivitat und
einer tatsachlich klinisch relevanten Allergie differenzieren [16, 33]. Hier kann die
komponentenbasierte Diagnostik helfen, auf welche weiter unten genauer einge-

gangen wird [37].

1.4 Standarddiagnostik der Hymenopterengiftallergie

Die Allergiediagnostik in der Studie umfasste grundsatzlich finf Schritte: Anam-
nese, Hauttestungen, in-vitro Allergiediagnostik, den im Labor etablierten Baso-
philenaktivierungstest (BAT) namens Flow2CAST, nachfolgend BATPBMC pe-
zeichnet, erstens durchgefuihrt entsprechend den Herstellervorgaben und zwei-
tens der gleiche BAT, aber erst nach vorheriger magnetischer Separation der
basophilen Granulozyten (unter Verwendung des Diamond Basophil Isolation Kit,

human), nachfolgend BATBC bezeichnet.

1.4.1 Anamnese

Bei der Anamnese sollten der Zeitpunkt und die Anzahl der Stichereignisse, wei-
terhin die Art und Schwere und der Zeitraum bis zum Auftreten der Symptome
erfasst werden. Das auslésende Insekt, die Umstande, die zum Stich geflhrt ha-

ben und das individuelle Risikoprofil sollten erfragt werden [28].

Wespe Biene
Umgebung Nahrungsmittel Blumen, Bienenstock
Jahreszeit Sommer bis Spatherbst aktiv Frihling bis Sommer aktiv
Verhalten Eher aggressiv Eher friedlich
Stachel Insekt behalt Stachel Stachel verbleibt in Haut

Tabelle 4: Hinweise auf das reaktionsauslosende Insekt [27].



Tabelle 4 zeigt leitende Hinweise fur die Unterscheidung zwischen Wespe und
Biene. Wahrend die Wespe sich eher in der Umgebung von Nahrungsmitteln, im
Sommer bis Spatherbst aufhalt und eher ein aggressives Verhalten zeigt, findet
man die Biene eher in der Nahe von Blumen und Bienenstdcken im Frahling bis
Sommer und mit einer eher friedlicheren Art. Nur weibliche Hymenopteren kon-
nen stechen [28]. Die Biene ist das einzige Insekt der Hymenopteren, welches

ihren Stachel in der Haut hinterlasst [38].

1.4.2 Hauttestung auf Hymenopterengift

Der Pricktest ist der haufigste Hauttest zur Abklarung von Soforttyp-Reaktionen
und wird gerne als Goldstandard bezeichnet [39-41]. Um falsche Ergebnisse zu
vermeiden, sollte der Hauttest aufgrund einer Refraktarphase erst zwei Wochen
nach dem Stich erfolgen [27].

Bei der Hauttestung soll das Allergen an die in der Dermis liegenden Mastzellen,
welche IgE-Antikorper tragen, herankommen. Nach Mastzellaktivierung kommt
es dann zur Freisetzung von Mediatoren. Hierfur ist es notwendig, dass eine
Uberbriickung von mindestens zwei auf Mastzellen oder basophilen Granulozy-
ten gebundenen spezifischen IgE-Antikérpern stattfindet. Die Mediatoren I6sen
die Testreaktion aus und es kommt zum Lewis-Trias aus ortlicher Rétung durch
Vasodilatation, dermalem Odem durch erhdhte Kapillarpermeabilitat und Auslo-
sung eines Umgebungserythems [40]. Das Maximum der Hautreaktion tritt nach
15 Minuten ein [42].

Der Intrakutantest ist sensitiver als der Pricktest. Er wird durchgeftihrt, falls der
Pricktest trotz positiver Anamnese negativ ausfallt. Es muss eine Refraktarzeit
von mindestens einer Woche nach anaphylaktischer Reaktion eingehalten wer-
den [40]. Ist der Hauttest insgesamt trotz Anamnese negativ, sollte er einige Wo-

chen spater wiederholt werden [25].

1.4.3 In-vitro-Allergie-Diagnostik

1.4.3.1 Immunoglobulin E
Das Immunoglobulin E (IgE) wurde 1966 entdeckt und ist seitdem in der allergo-
logischen Diagnostik nicht wegzudenken [43] [44, 45]. Es ist beteiligt bei der Ab-

wehr gegen Parasiten und der allergischen Reaktion. IgE bildet mit dem Antigen



einen Komplex, welcher Querverbindungen zu Rezeptoren auf der Oberflache

der Mastzellen bilden und dann zur der erwahnten Reaktionskaskade fuhrt [2].

Die in-vitro Tests dienen dem Nachweis zirkulierender IgE-Antikérper. Die am
haufigsten angewandte Methode ist die Bestimmung des Gesamt-IgE im Serum
und allergenspezifischen IgE. Die Ergebnisse werden in CAP-Klassen (0-6) und
kU/I angegeben.

Nach einem Stich kommt es zunachst zu einem Verbrauch von spezifischen IgE-
Antikdrpern und erst spater zu einem Anstieg. Deshalb sollte, falls nur eine Be-
stimmung stattfindet, diese erst 2 Wochen nach der Stichreaktion erfolgen [5]. Ist
das Ergebnis unerwartet negativ, kann es ein paar Wochen spater nach dem
Stich positiv ausfallen. Man spricht von einer Boosterwirkung des Stichereignis-
ses [14]. Die Testung von Medikamenten und Insektengiften sollte aber auch
nicht spater als 6 Monate nach dem Allergenkontakt stattfinden, denn die Kon-
zentration des spezifischen IgE nimmt nach dem Stich im Laufe der Zeit ab [9].
Jedoch ist ein positiver Nachweis von spezifischen IgE noch kein Beweis einer
Allergie. Bei bis zu 25% der Erwachsenen und 50% aller Kinder kdnnen Antikor-
per gegen Bienen- oder Wespengift nachgewiesen werden [24]. Der in-vitro-Test
stellt eine Sensibilisierung fest, die nicht zwingend zu allergischen Symptomen
fuhrt. Die Auspragung einer klinisch relevanten Allergie kann er nicht belegen [1].
Falsch negative Ergebnisse kdnnen zum Beispiel durch ein sehr niedriges Ge-
samt-IgE auftreten, wie es bei der Mastozytose vorkommt. Weiterhin kann das
Ergebnis negativ sein, wenn der Test in den ersten Tagen nach dem Stichereig-
nis durchgefiihrt wird und die oben erwahnten zwei Wochen Abstand nicht ein-
gehalten werden [37].

Das Gesamt-IgE wird bestimmt, um die Wahrscheinlichkeit flr das Vorliegen ei-
ner atopischen Disposition abzuschatzen. Des Weiteren, um angeborene Im-

mundefekte, aber auch Parasitosen nachzuweisen [37].

1.4.4 Tryptase

Die Tryptase ist eine mastzellspezifische Serinendoprotease und damit ein wich-
tiger klinischer Parameter fir die Mastzellaktivierung [12]. Mastzellen sind wich-
tige Effektorzellen in der Anaphylaxie. Erhohte Werte die dauerhaft Gber 11,4 ug/l

sind, kdnnen auf eine Mastozytose hinweisen [46] [47]. Bei Mastozytosen oder
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erhdhtem Serumtryptasespiegel ist das Risiko fur schwere, lebensbedrohliche
Stichreaktionen erhoht [46-48] [49]. Weiterhin besteht ein erhdhtes Risiko fur Ne-
benwirkungen wahrend einer allergiespezifischen Immuntherapie oder auch fur

ein Nichtansprechen dieser Therapie [50].

1.4.5 Komponentenbasierte Diagnostik bei Doppelsensibilisierungen
Zwischen 45% und 50% der Patienten zeigen eine Doppelsensibilisierung im
Hauttest und im spezifischen IgE [2] [14] [16, 29]. Bei bis zu 25% der Bevodlkerung
I&sst sich aber eine stumme und klinisch irrelevante Sensibilisierung nachweisen
[14].

Durch eine hohe Peptid-Sequenz-Homologie der Allergene kann es zu der
Kreuzreaktivitat kommen. Kreuzreagierende Allergene im Bienengift und Wes-
pengift sind Hyaluronidasen (Api m 2 und Ves v 2), Dipeptidylpeptidasen IV (Api
m 5 and Ves v 3) und Vitellogenine (Api m 12 und Ves v 6) [29]. Die Abklrzungen
setzen sich wie folgt zusammen: Die ersten drei Buchstaben der Gattung, der
erste Buchstabe der Spezies und die Reihenfolge der Allergenbeschreibung [35,
37]. Beispiel: Api steht flr die Gattung ,Apis“ m fur die Spezies ,mellifera“.

Um eine echte Doppelsensibilisierung zu detektieren werden rekombinante Aller-
gene, die primare Sensibilisierungen anzeigen, eingesetzt. Rekombinant herge-
stellte Proteine sind zudem nicht glykosyliert, was den Vorteil bringt keine falsch
positiven Befunde durch Bindung von IgE-Molekllen an Glykosidstrukturen her-
vorzurufen [46]. Kommerziell erhaltliche und fur die Diagnostik validierte Aller-
genkomponenten liegen mit rVes 1 und rVes 5 fur das Wespengift und rApi m 1,
rApi m 2 und rApi m 10 flr das Bienengift vor. Mit den heute verfligbaren Tests
lassen sich so Sensitivitaten von 85-90% erreichen [3]. Es sind heute 12 Honig-
bienen und 5 Wespengiftallergene charakterisiert. In der Allergologie der Unikli-
nik DUsseldorf werden die in Tabelle 5 dargestellten rekombinanten Allergene
routinemaRig eingesetzt. Die Tabelle 5 zeigt molekularbiologisch hergestellte In-
sektengift-Einzelallergene die frei von CCD-Epitopen sind [33]. Die zur serologi-
schen Diagnostik genutzten Phospholipasen weisen keine Sequenzidentitat und

somit auch keine Kreuzreaktivitat auf [51].



Spezies Allergen Eigenname MG kD

Apis mellifera Apim 1 Phospholipase A2 16-20
(Honigbiene)

Apim 3 Saure Phosphatase 49

Apim 10 CRP/Icarapin 55

Vespula vulgaris (Ge- Vesv 1 Phosphlipase A1 35
meine Wespe)

Vesv 5 Antigen 5 25

Tabelle 5: Rekombinante Hymenopterengiftallergene bei der Biene und Wespe. (modifiziert
nach [25, 31, 51] [52])

1.5 Der Basophilenaktivierungstest

Bei dem BAT wird in-vitro der Kontakt zwischen Allergen und Zellen nachgeahmt
[4, 5]. Beim sensibilisierten Patienten wird bei Inkubation des Blutes mit dem aus-
I6senden Antigen das membrangebundene IgE quervernetzt, wodurch eine Sig-
nalkaskade in Gang gesetzt wird und die basophilen Granulozyten aktiviert wer-
den. Sind die basophilen Granulozyten aktiviert, exprimieren sie bestimmte Ober-
flachenmarker wie zum Beispiel CD63 und CD203c auf der Zelloberflache [53]
[54]. An die Aktivierungsmarker werden beim BAT fluoreszierende Antikdrper
gebunden, sodass dann mittels Durchflusszytometrie die Fluoreszenz gemes-
sen und die Steigung der CD63-positiven basophilen Granulozyten in der

Durchflusszytometrie quantifiziert werden kann.

Basophile Granulozyt

Antigen

saelli,

.& I Degranulation
I ] I_/': _ \

z I I‘ 7 ) ) o ) I;" \ Leukotrien- und

Hochregulation . . '\: Histaminfreisetzung

von CD203C ,' .

Expression von CD63 auf der Membran

Abb. 1: Prinzip Aktivierungsmarker. Das membrangebundene IgE wird nach Antigenkontakt
vernetzt und es kommt zur Freisetzung der Mediatoren. Die spezifischen Aktivierungsmarker
CD63 und CD203c werden hochreguliert. (modifiziert nach [5])
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In der vorliegenden Studie wurde der Marker CD63 eingesetzt, der allerdings kein
basophilenspezifischer Marker ist, sondern auch auf anderen Blutzellen expri-
miert wird [55]. CDG3 ist allerdings der am besten untersuchte Marker, der direkt
mit der Basophilendegranulation verbunden ist [9] [53] [56]. CD63 wird auch
Gp53 oder lysosyme-associated membrane protein (LAMP)-3 genannt, gehort

zur Transmembran-4 super Familie und wird nach 10 Minuten hochreguliert [57].

Das CD203c (Basophil-Specific Ectoenzyme E-NPP3) gehdrt zur Gruppe der Ek-
tonukleotid-Pyrophosphatasen/Phosphodiesterasen (E-NPPs) und ist ein Typ II-
Transmembrandprotein. Es ist standig auf der Zelloberflache vorhanden und wird
5 Minuten nach Aktivierung auf der Zelloberflache stark hochreguliert [57] [58].
CD203c kann zur Identifizierung und als Aktivierungsmarker herangezogen wer-
den und reproduzierbare Testergebnisse liefern [9].

Eberlein et al. sprechen davon, dass der BAT sowohl mit CD63, als auch mit
CD203c als ein sehr sensitiver in-vitro Test fur die Diagnose von Wespengiftal-
lergie angewendet werden kann [59].

Da CD63 kein basophilenspezifischer Marker ist, muss ein weiterer Marker hin-
zugeflgt werden [5]. Zur weiteren Identifizierung der basophilen Granulozyten
wurde der Chemokinrezeptor CCR3 herangezogen. CCR3 (CD193) ist in ver-
schiedenen allergischen Prozessen involviert. Er wird konstitutiv von Basophilen
in einer viel hdheren Rate im Vergleich zu anderen Leukozytenpopulationen ex-

primiert [60].

Das Durchflusszytometer wird verwendet um bestimmte Zellpopulationen, selbst
in kleinster Zahl zu identifizieren. Eine Negativkontrolle dient dazu eventuelle Hin-
tergrundaktivitdten anzuzeigen. Diese Hintergrundaktivitat betragt etwa 10%,
weshalb der Grenzwert zur ldentifizierung einer Sensibilisierung durch Hymen-
opterengifte auf 10% festgelegt wurde [29].

Im Flow2Cast Kit sind zwei Positivkontrollen enthalten. Die erste Positivkontrolle
(anti-FceRIl mAK) ahmt die allergische Reaktionskaskade nach, bei der die spe-
zifischen IgE Moleklle rezeptorgebunden kreuzvernetzt werden. Die zweite Po-
sitivkontrolle (fMLP) ist ein Tripeptid, bei welchem die basophilen Granulozyten
in einem nicht immunologischen Weg aktiviert werden. Circa 20% der Bevolke-

rung sind Nonresponder und reagieren auf eine Positivkontrolle nicht [61].
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Falsch negative Ergebnisse kdnnen auftreten, wenn die Basophilenanzahl unter
150 liegt, oder auch ein langes Intervall zwischen Stich- und Testzeitpunkt lag [2]
[29].

In unserer Studie wurden die Ergebnisse des im Labor etablierten BAT namens
Flow2CAST, nachfolgend BATPBMC bezeichnet mit dem gleichen BAT, aber erst
nach vorheriger magnetischer Separation der basophilen Granulozyten, nachfol-
gend BATEC bezeichnet, unter Verwendung des Diamond Basophil Isolation Kit,

human verglichen.

1.6 Therapie

Eine langfristige Versorgung besteht aus der Anleitung des Patienten zur Aller-
genvermeidung und der Selbstbehandlung durch ein Notfallset bei erneutem
Stich [28]. Die zur Zeit einzig kurative Behandlungsmaoglichkeit bei Bienen- und
Wespengiftallergie besteht in der allergenspezifischen Immuntherapie. Die spe-
zifische Immuntherapie, auch Hyposensibilisierung genannt, istinsbesondere bei
Patienten mit systemischer Soforttypreaktion (Anaphylaxie 11°) indiziert. Hierbei
wird das allergieauslésende Gift nach einer Aufdosierungsphase regelmallig
Uber mehrere Jahre, mindestens allerdings 3 Jahre subkutan injiziert [28]. Das
Ziel ist eine immunologische Toleranz zu induzieren. 75-98% der Patienten kann

diese Therapie vor einer erneuten, schweren Reaktion schutzen [16] [18].
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2 Material und Methoden

2.1 Ethikvotum

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Heinrich-Heine-Universitat Dus-
seldorf mit der Studiennummer 5826R genehmigt. Alle verwendeten Blutproben
stammten von Patientinnen und Patienten der Klinik fur Dermatologie der Univer-
sitatsklinik Dusseldorf. 10 weitere Proben stammten von gesunden, freiwilligen

Spendern.

2.2 Patienten

Insgesamt wurde die Untersuchung 59 mal durchgefthrt. 11 mal mit gesunden
Spendern fur die Kontrollgruppe, hiervon war ein Test nicht auswertbar.

Des Weiteren wurden ,zu Trainingszwecken® die Tests an 5 Patienten mit einer
Medikamentenallergie durchgefuhrt, die anamnestisch bestand und bei denen
Medikamenten-spezifisches IgE (sIgE) nachgewiesen werden konnte.

Weitere 5 Patienten wurden getestet, die anamnestisch und serologisch nach-
weislich eine Pollenallergie aufwiesen. Bei diesen 5 Patienten wurde allerdings
kein Hauttest durchgefliihrt. Diese 10 Patienten dienten zum Erproben eines ge-
eigneten Testdurchlaufs und wurden letztendlich nicht zu der Studie hinzugezo-
gen. Die Ergebnisse aller Patienten sind im Anhang aufgefuhrt.

Weitere 8 Tests, die an Patienten mit Bienen- und Wespengift durchgefuhrt wur-
den, konnten infolge nicht vorhandener Vergleichswerte, aufgrund des Fehlens
der Hauttestungen oder nicht auswertbarer Ergebnisse nicht fur die Studie ver-
wendet werden. Zwei Patienten (Patient Nr. 27 und Patient Nr. 9 s. Anhang) wie-
sen eine positive Negativkontrolle auf und wurden nicht zur Studie hinzugezogen.

Sie versicherten keine Medikamente eingenommen zu haben.

Somit verblieben letztendlich 28 auswertbare Tests aus denen sich das Patien-
tenkollektiv zusammensetzte. Das Patientenkollektiv umfasste noch unbehan-
delte Wespen- und Bienengiftallergiker mit systemischer Stichreaktion in der Ver-
gangenheit und Nachweis des spezifischen IgE gegen Wespengift (Vespula vul-

garis) oder Bienengift (Apis mellifera) in kU/l bzw. CAP-Klassen, sowie Messung
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des Gesamt-IgE im Serum in kU/I. Kein Patient erhielt zum Untersuchungszeit-

punkt eine Therapie mit systemischen H1-Antihistaminika, Mastzellstabilisatoren,

Glukokortikosteroiden oder anderen Immunsuppressiva.

Ubersicht Uiber das Patientenkollektiv:

- 23 Patienten mit systemischer Reaktion auf Wespengift
Grad |: n=7, Grad Il: n=11, Grad lll: n=4

- 1 Patient mit systemischer Reaktion auf Wespen- und Bienengift

Grad 0 (unter Therapie mit Antihistaminika)

- 4 Patienten mit systemischer Reaktion auf Bienengift
Grad I: n=2, Grad Il: n=2 Grad Ill: n=2

- 10 Patienten in der Kontrollgruppe mit negativer Anamnese bezuglich ei-

ner Hymenopterengiftallergie und negativen RAST flur Bienen- und Wes-

pengift. Eine Hauttestung wurde nicht durchgefuhrt.

2.3 Verwendete Gerate und Materialien

Verbrauchsmaterial
Vacutainer® Roéhrchen

Einmalhalter
Vacutainer® Push Button
Blutentnahmeset
Pipettenspitzen
Handschuhe

Einmalspitzen

Serumpipette steril
BD Falcon™ Tubes

Ficoll-Plaque PLUS
PBS Dulbecco
Stripette 25 ml, 10 ml

Nylonsiebe EASYstrainer 40miro-
meter

Trypan Blue Stain (0,4%) gibco

Neubauer Zahlkammer C-Chip
Flow2-CAST Testkit

Stimulations-Puffer

Firma
BD Biosciences

BD Biosciences
BD Biosciences
TipOne
Nitra-Tex Ansell
TipOne

Greiner Bio-One International
GmbH

BD Biosciences GmbH
GE Healthcare GmbH
Thermo Fisher Scientific Inc
Costar

Greiner Bio-One International
GmbH
Life Technologies Corpoation

NanoEnTek Inc.

Biihimann Laboratories AG
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Ort

Heidelberg,
Deutschland
Heidelberg,
Deutschland
Heidelberg,
Deutschland
Kremsmiinster,
Osterreich
Brussel, Belgien

Kremsmiinster,
Osterreich
Kremsminster,
Osterreich

Heidelberg,
Deutschland

Solingen,
Deutschland
Waltham, MA USA
New York

qumsmijnster,
Osterreich
USA

USA

Schoénenbuch, Schweiz



Stimulations-Kontrolle PC1
anti-FceRlI

Stimulationskontrolle PC2
fMLP

Farbereagenz
(anti-CD63-FITC und
anti-CCR3-PE mAK)

Lyse-Reagenz

Wasch-Puffer

FACS-Reagenzien
FACS-Flow

FACS-Rinse

FACS-Clean

Diamond Basophil
Isolation Kit human
Anti-Biotin Micro Beads

FceRI Blocking Reagent
Antibody Cocktail

CD123 MicroBeads

Gerate
Wasserbad

Zentrifuge Rotina 38R
Durchflusszytometer FACSCalibur
Durchlichtmikroskop Olympus
CK40
Heareus Lamin Air, HB2472
Vortexer
ImmunoCAP®
autoMACS® Pro Separator
Software CellQuest Pro

Drucker

Computer

Blihimann Laboratories AG
Blihimann Laboratories AG

Buhlmann Laboratories AG

Buhlmann Laboratories AG

Buhlmann Laboratories AG

BD Biosciences GmbH
BD Biosciences GmbH

BD Biosciences GmbH
Miltenyi Biotech

Miltenyi Biotech
Miltenyi Biotech
Miltenyi Biotech

Miltenyi Biotech

JULABO GmbH
Hettich AG
BD Biosciences
Olympus GmbH
Heraeus Holding GmbH
Heidolph Instruments GmbH &
CO. KG
Thermo Fisher Diagnostics GmbH

Miltenyi Biotech

BD Bioscience

Xerox

Apple

Tabelle 6: Verwendete Gerate und Materialien.
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Schoénenbuch, Schweiz
Schoénenbuch, Schweiz

Schonenbuch, Schweiz

Schonenbuch, Schweiz

Schonenbuch, Schweiz

Heidelberg,
Deutschland

Heidelberg,
Deutschland

Heidelberg,
Deutschland

Bergisch Gladbach,
Deutschland

Bergisch Gladbach,
Deutschland

Bergisch Gladbach,
Deutschland

Bergisch Gladbach,
Deutschland

Bergisch Gladbach,
Deutschland

Seelbach,
Deutschland

Bach, Schweiz

Heidelberg,
Deutschland

Hamburg,
Deutschland

Hanau, Deutschland
Schwabach, Deutschland

Freiburg,
Deutschland

Bergisch Gladbach,
Deutschland

Heidelberg,
Deutschland

Oregon, USA

Cork, Irland



2.4 Methoden

Um eine Eignung der Patienten fur die Studie festzustellen, wurden die Anam-

nese, die Hauttestungen und die Serumdiagnostik herangezogen.

2.41 Anamnese

Neben der allgemeinen Anamnese wurden individuelle Risikofaktoren dokumen-
tiert. Erfragt wurden der Zeitpunkt, das mutmalilich stechende Insekt, die Symp-
tomatik und die bisherige Behandlung. Der Fokus lag auf Erfragung der Art und
Schwere vorangegangener Stichreaktionen. Eine Ubersicht iber die Anaphy-

laxiegrade I-1V gibt Tabelle 2.

2.4.2 Hauttestung

Die Hauttestung erfolgte in der Abteilung fir Allergologie und Immundermatologie
der Klinik fur Dermatologie der Uniklinik Dusseldorf. Hierfir wurde den Patienten
das entsprechende Allergen in steigenden Konzentrationen sowohl geprickt als

auch intrakutan injiziert.

2.4.2.1 Pricktest

Der Pricktest wird an der Volarseite des Unterarms durchgefihrt. Ein Tropfen der
Testlosung wird auf die Haut aufgetragen und oberflachlich angestochen. Die
Ablesung erfolgt nach 15-20 Minuten. Der Pricktest gilt als positiv bei einem
Quaddeldurchmesser von = 3mm [40]. Der Pricktest wurde in den Konzentration
1 pug/ml, 10 pg/ml, 100 pg/ml und 300 ug/ml durchgefihrt.

Als Positivkontrolle, um die Reaktionsfahigkeit beurteilen zu kénnen, wurde pa-
rallel eine Histamindihydrochloridlosung, und als Negativkontrolle eine physiolo-

gische Kochsalzlésung aufgetragen [40].

2.4.2.2 Intrakutantest

Beim Intrakutantest wurde die allergenhaltige Losung intrakutan injiziert. Zur Aus-
wertung der Hauttestung wurden Quaddeln 25mm als positive Reaktion gewertet.
[5, 40] Hier wurden die Konzentrationen 0,001 ug/ml, 0,01 pg/ml, 0,1 ug/ml, und
1,0 yg/ml getestet.
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2.4.3 Serologische Diagnostik

Fur die Probengewinnung wurde vendses Blut mit Serum enthommen, zentrifu-
giert und auf spezifische IgE-Antikorper gegen Bienen- und Wespengift hin un-
tersucht und diese qualitativ bestimmt.

Die Bestimmung der serologischen Laborparameter erfolgte mittels eines auto-
matisierten Fluoreszenz-Enzym-Immunoassay (FEIA). Es wurde das Gesamt-
IgE (Werte in kU/L), das spezifische IgE gegen die rekombinanten Allergene rApi
m 1 (Phospholipase A2), rApi m 3 (saure Phosphatase), rApi m 10 (CRP/Icara-
pin), r'Ves v 1 (Phospholipase A1) und rVes v 5 (Antigen 5) und die Serumtryptase
mit dem FEIA ,ImmunoCAP®" (Thermo Fisher Scientific, Uppsala, Schweden) in-

vitro bestimmt.

Das Allergen wird kovalent an eine feste Phase, ein Cellulosederivat, gebunden
und reagiert im ersten Schritt mit dem spezifischen IgE in der Patientenserum-
probe. Als nachstes wird das spezifische IgE herausgewaschen und IgE bildet
Komplexe mit Enzym-markierten Antikorpern. Es folgt ein weiterer Waschgang,
bei welchem ungebundenes Enzym-markiertes Anti-IgE entfernt wird. Gebun-
dene Komplexe werden mit einem Entwicklerreagenz inkubiert. Die Reaktion wird
abgestoppt und die Fluoreszenz des Eluats wird gemessen. Die Hohe der Fluo-

reszenz korreliert mit der Hohe des spezifischen IgE der Probe [62].

Klasse Immuno-CAP

(kUN) Immuno-CAP (kU/l) Allergie
0 <0,35 <20 kU/I unwahrscheinlich
1 0,35-07 ¢
) 0735 20-100 kU/I méglich
3 35175 >100 kU/I wahrscheinlich
4 17,5-50,0

Tabelle 7: Einteilung der FEIA-Klassen anhand des spezifischen IgE (kU/l) (linke Seite) so-

wie Einteilung der Wahrscheinlichkeit einer Allergie anhand des Gesamt-IgE (rechte Seite).
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2.4.4 Diagnostik bei Doppelsensibilisierung
Bienengift (i1) + Wespengift (i3)
l Falls beides positiv

Biene: Wespe:
rApim 1, rApim 3, rApim 10 + rVesvl, rvesvo

m1, m3, m 1,m 3 und/oder v 1 und/oder
und/oder m10 pasitiv M 10 positiv + v 1 v 5 paositiv
und/oder v 5 positiv

m 2 und/oder m 5
positiv

Abb. 2: Entscheidungshilfe bei der Allergiediagnostik [62].

Bienen- und Wespengift

Zeigt die Serumdiagnostik eine Reaktion auf Bienen- und Wespengift an, kann
die komponentenbasierte Diagnostik helfen eine Doppelsensibilisierung von
Kreuzallergien zu differenzieren. Fallen die Analysen beider Gesamtextrakte po-
sitiv aus und zusatzlich die Markerallergene m 1, m 3 und/oder m 10 bei der Biene
und v 1 und/oder v 5 bei der Wespe positiv aus, liegt mit groRer Sicherheit eine

Bienen- und Wespengiftallergie vor.

2.4.5 Zellulare Diagnostik: Versuchsablauf der Studie

Fur den BAT wurde den Patienten zunachst ausreichend venoses Blut in EDTA-
Réhrchen entnommen. Bei Anwendung des Flow2CAST nach Herstellerangaben
(im Folgenden als BATPBMC pezeichnet) wurde die durchflusszytometrische Er-
fassung von 300 — 1000 basophilen Granulozyten empfohlen. Im Rahmen des
Projektes sollte die Zahl der stimulierten und durchflusszytometrisch erfassten
basophilen Granulozyten deutlich erhéht werden. Ausgehend von einer niedrigen
Basophilenkonzentration von 0,2% [6] und einer angestrebten maximalen Aus-

beute von 100.000 basophilen Granulozyten sollte die Separation mit einer Leu-
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kozytenpopulation von 5 x 108 starten. Hierzu sind 50-60 ml Vollblut des Proban-
den notwendig. Die Blutproben sind 24h nutzbar, auch wenn die Reaktivitat im
Verlauf abnimmt [9].

Ca. 5-10 ml wurden verwendet, um den BATP®MC nach dem etablierten Protokoll
Flow2CAST nach Herstellerangaben durchzufihren. Weitere ca. 40-50ml dien-
ten der zusatzlichen Separation der basophilen Granulozyten unter zu Hilfen-
ahme des Diamond Basophil Isolation Kit. Diese Variante des BAT wird im Fol-
genden als ,BATB®“ bezeichnet. Hierzu wurde zunachst nach dem Protokoll ,Iso-
lierung humaner mononuklearer Zellen aus peripherem Blut (PBMC)* (siehe auch
2.4.6.2.) die PBMC Zellen isoliert. Danach wurde mit den PBMC das Protokoll
.Magnetische Zellseparation“ (siehe auch 2.4.7) zur Isolierung der basophilen
Granulozyten durchgefuhrt und erst im Anschluss das Protokoll Flow2CAST mit

den separierten basophilen Granulozyten durchgefihrt.

2.4.6 Isolierung humaner mononuklearer Zellen aus peripherem
Blut (PBMC)

2.4.6.1 Prinzip der Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation

Mit PBS
verdiinntest
Vollblut

—+— Plasma, PBS, Thrombozyten

——» PBMCs, Basophile

——» Ficoll

Ficoll Erythrozyten, Granulozyten

a) b)

Abb. 3: Verteilungsmuster a) vor und b) nach der Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation
[44].

Abbildung 3 zeigt das Verteilungsmuster einmal vor der Dichtegradientenzentri-
fugation, wo das mit PBS verdiinnte Vollblut auf dem Ficoll geschichtet ist und

einmal nach der Dichtegradientenzentrifugation, wo sich die Schichten von unten
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nach oben ergeben: Erythrozyten/Granulozyten, Ficoll, PBMC/basophilen Gra-

nulozyten sowie Plasma/PBS/Thrombozyten.

Das Zellseparationsmedium Ficoll ist ein synthetisches Polysaccharid. Es hat
eine groRere Dichte als Lymphozyten, Monozyten und Thrombozyten und eine
geringere Dichte als Erythrozyten und einige Granulozyten, wie die basophilen

Granulozyten [63].

Zellen/ Mittlere
Blutbestandteile Dichte (g/cm?)
Plasma 1,026

Thrombozyten 1,058
Monozyten 1,065
Lymphozyten 1,070
Basophile 1,079
Neutrophile 1,082
Eosinophile 1,092
Erythrozyten 1,1
Ficoll 1,077 g/ml

Tabelle 8: Ubersicht iiber mittlere Dichten von humanen Blutzellen, weiteren Blutbestand-

teilen und Ficoll (modifiziert nach [63]).

2.4.6.2 Protokoll Isolierung PBMC aus peripherem Blut

Zur Gewinnung von PBMC (periphereal blood mononuclear cells) wurden 60 ml
Blut entnommen. Zunachst wurde das Blut aus den EDTA Rohrchen in zwei 50
ml Falcon Rdhrchen aufgeteilt und im Verhaltnis 1 zu 2 mit PBS verdinnt. Die
Zellen kdnnen aufgrund ihrer Dichte mithilfe eines Ficoll-Gradienten aufgetrennt
werden. Die Ficoll-Trennldsungen nutzen das Zuckerpolymer Ficoll und seine
hydrophilen Eigenschaften. Bei der Dichtegradientenzentrifugation erfolgt auf-
grund der unterschiedlichen Sedimentationsgeschwindigkeiten der Partikel eine
Trennung [64]. Dazu wurden in vier 50 ml Falcon Rohrchen jeweils 12,5 ml Ficoll
pipettiert, auf welche dann das Blut geschichtet wurde. Nachdem die Zellen 25
Minuten bei 900g ohne Bremse bei Raumtemperatur zentrifugiert wurden, lassen

sich die PBMC mittels Pipette absaugen. Wahrend der Zentrifugation aggregie-
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ren die Erythrozyten und sedimentieren mit Granulozyten aufgrund einer gerin-
geren Dichte im Vergleich zu Lymphozyten, Monozyten und Thrombozyten und
bilden eine Schicht zwischen der untersten Schicht und dem Plasma. Das Pellet
wurde mit circa 45ul PBS resuspendiert, bis das Rdhrchen voll war und erneut
bei 1250 rpm 10 Minuten zentrifugiert. 10 ml Lysepuffer wurden hinzugefugt und
die Zellen 10 Minuten in den Kihlschrank gestellt. Es folgte eine Zentrifugation
bei 1250 rpm bei 4 Grad.

2.4.6.3 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels mikroskopischen Auszahlens mit
Hilfe der Neubauer-Zahlkammer. Diese besteht aus vier Grol3quadranten, mit je-
weils einem Volumen von 0,1ul.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pl, der zuvor in 10 ml resuspendierten
PBS der Zellen mit 90 pl Tryptan-Blau gemischt, um eine 1 zu 10 Verdunnung
herzustellen. Das Tryptan-Blau dient zur Differenzierung zwischen lebenden und
toten Zellen. 10 ul der Zellen wurden auf die Neubauer-Zahlkammer pipettiert.
Um die Zellzahl zu bestimmen wurde der Mittelwert berechnet und anschliel3end

mit dem Verdiinnungsfaktor, 10* und dem Volumen im Réhrchen multipliziert.

Zellzahl= Mittelwert x Verdiinnungsfaktor x 10% x Volumen

Nach der Bestimmung der Zellzahl folgte eine erneute Zentrifugation mit gleicher
Einstellung wie zuvor. Die Zellsuspension wurde mit 500 ul Running Puffer re-

suspendiert und damit fir den AutoMacs vorbereitet [65].

2.4.7 Magentische Zellseparation (MACS)

Die magnetische Zellseparation ist eine Methode, die in den letzten Jahren einer
standigen Weiterentwicklung unterlag. Hierbei kann eine Positiv-Selektion, bei
der die relevanten Zellen magnetisch markiert, oder eine Negativ-Selektion, bei
der die irrelevanten Zellen markiert werden, gewahlt werden [63].

Die Methode beruht darauf, dass charakteristische Oberflachenmarker einer Zell-
population, wie zum Beispiel die der basophilen Granulozyten mit Antikdrpern

markiert werden. Diese AntikOrper werden dann mit paramagnetischen Partikeln
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(Beads) gekoppelt. Ist kein beadgekoppelter Antikorper mit der gebrauchten
Oberflachenmarker-Spezifitat verfugbar, ist zwar keine direkte, aber eine indi-
rekte Markierung maoglich. Fur die indirekte Markierung wird die Zelle mit einem
markerspezifischen Primarantikorper markiert und in einem zweiten Schritt ein
magnetbeadgekoppelter Sekundarantikorper eingesetzt.

Nun kommt der AutoMacs Pro Separator zum Einsatz. Die Trennsaule des Auto-
Macs enthalt ferromagnetische Stahlpartikel und befindet sich in einem starken
Magnetfeld. Das Magnetfeld halt alle markierten Zellen zurlck und Iasst alle un-
markierten durchflieen.

In unserer Studie wurden zunachst mit Hilfe der Ficoll-Dichtegradientenzentrifu-
gation PBMC isoliert.

Mit Hilfe des Diamond Basophil Isolation Kit, human wurden in einem ersten
Schritt alle nicht-basophilen Zellen indirekt magnetisch markiert und die basophi-
len Granulozyten zunachst anhand einer Negativ-Selektion separiert. Hierfur wird
der Basophil Biotin-Antibody Cocktail (Cocktail aus Biotin-konjugierten monoclo-
nalen Antikrpern gegen CD3, CD4, CD7, CD14, CD15, CD16, CD36, CD45RA,
HLA-DR und CD235a) und die Anti-Biotin MicroBeads (MicroBead gekoppelt an
antibiotin Anitkdrper von der Maus IgG1) verwendet. Das Prinzip besteht nun da-
rin, dass alle magnetisch markierten Zellen von einer Kolumne zurtickgehalten
werden, die unmarkierten basophile Granulozyten nicht. Das Diamond Basophil
Isolation Kit, human unterscheidet sich insofern vom Basophil Isolation Kit, hu-
man, dass hier in einem zweiten Schritt eine Positiv-Selektion erfolgt, bei wel-
chem die Basophilen zusatzlich mit CD123 MicroBeads markiert werden, wah-
rend unmarkierte ausgeschwemmt werden, sodass eine Isolation der basophilen
Granulozyten von nahezu 100% erreicht werden soll. [66] CD123 wird auch In-
terleukin-3 Rezeptor genannt und wird auf pasmozytischen dendritischen Zellen

und basophile Granulozyten exprimiert [54].
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magnetisch markiert

: . 1.) Basophien
i ‘xﬁ Granulozyten
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2.} Negative Fraktion

3.) Positive Selektion

Abb. 4: Prinzip der magnetischen Zellmarkierung (modifiziert nach [66]).

Abbildung 4 zeigt das Prinzip der magnetischen Zellmarkierung der basophilen
Granulozyten im zweiten Schritt. Die basophilen Granulozyten wurden magne-
tisch markiert. Dann wurde zunachst die negative Fraktion aller unmarkierten Zel-
len aussortiert. Im nachsten Schritt wurden alle markierten Zellen als positive Se-

lektion aussortiert.

2.4.7.1 Protokoll magnetische Zellseparation

Im ersten Schritt wurde das Programm DepleteS gewahlt. Die drei Ansatze wur-
den in einem gekuhlten Reck platziert. In dem Réhrchen ,Originale“ befand sich
nun die Probe. In das Roéhrchen ,Negative” wurden die Basophilen sortiert und in

das Rohrchen ,Positive” alle restlichen Zellen aussortiert.

Im zweiten Schritt wurden die Zellen bei 300xg 10 Minuten zentrifugiert. Danach
mit 100ul CD123 MicroBeads gemischt und 15 Minuten kaltgestellt.
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Es wurden 2ml kalter AutoMacs Puffer hinzugegeben und erneut bei 300xg 10
Minuten zentrifugiert.

Zur Ubergabe in den AutoMacs wurden 500ul Puffer hinzugegeben.

Das Programm PosselD2 flihrte nun eine positive Selektion der basophilen Gra-
nulozyten durch.

Es wurden 300-350ul PBS Puffer fur den BAT hinzugefugt.

Die erfolgreiche Aufreinigung wurde mit einer erneuten Anfarbung der Zellen mit-

tels Tryptan-Blaus und anschlieRender FACS-Analyse kontrolliert [66].

2.4.8 Protokoll Flow CAST
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Abb. 5: BAT bei Typ I-Allergie. Das Vollblut wird mit den Allergenen inkubiert. In der FACS-
Analyse werden die basophilen Granulozyten identifiziert und deren spezifische Aktivierung tiber
den Oberflachenmarker CD63 dargestellt. a) Selektion der basophilen Granulozyten mittels
CCRB3-PE/Side Scatter, b) Negativkontrolle bei einem Patienten mit Wespengiftallergie, ¢) posi-
tive Reaktion bei einem Patienten mit Wespengiftallergie.

Flow2CAST ist ein BAT mit dessen Hilfe man Allergien vom Soforttyp nachwei-
sen kann. Nach Kontakt mit dem spezifischen Allergen erfolgt eine Zellstimula-
tion. Die Expression von CD63 auf der Oberflache von basophilen Granulozyten

wird dann in-vitro bestimmt.
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2.4.8.1 Vorbereitung der Reagenzien

Der Stimulationspuffer (enthalt Kalzium, Heparin, Interleukin-3) wurde mit 50 ml
H20 geldst und die beiden Stimulationskontrollen hergestellt:

Die Stimulations-Kontrolle anti-FceRI mAk und die Stimulations-Kontrolle fMLP
wurden jeweils mit 1,5 ml Stimulations-Puffer gelost.

Das Lyse-Reagenz wurde mit 225ml deionisiertes Wasser verdunnt. Das Farbe-
reagenz (anti-CD63-FITC und anti-CCR3-PE mAk) und der Waschpuffer wurden

bereits gebrauchsfertig geliefert.

2.4.8.2 Vorbereitung der Hymenopterengifte

Fur die Studie wurde Bienen- und Wespengift herangezogen. Bei den Allergenen
handelt es sich um Allergene der Firma Buhlmann, die in lyophilisierter Form ge-
liefert und bei 2-8°C gelagert wurden. Diese wurden fur jeden Test frisch aufge-
taut. Es wurden je zwei verschiedene Konzentrationen getestet und eine Verdin-
nungsreihe angesetzt:

Die Allergene wurden in 250yl Stimulationspuffer aufgelost. Flr die weitere Ver-
dinnung wurden nun 50ul der ersten Verdinnung mit 200ul Stimulationspuffer

vermischt.
Daraus ergaben sich folgende Konzentrationen:

Allergen unverdinnt: 11,5 ng/mi

Allergen verdunnt: 2,3 ng/ml

2.4.8.3 Testprinzip und Durchfiihrung

Beim Protokoll Flow2CAST wurden 5 Ansatze (Negativkontrolle, Positivkontrolle
1 und 2, und zwei Verdinnungen) vorbereitet. Die Blutprobe wurde durch vor-
sichtiges invertieren des Blutentnahmerohrchens gemischt. In die Negativkon-
trolle wurde 50ul Stimulationspuffer, in die Positivkontrolle 1 50ul der Stimulati-
onskontrolllésung (anti-FceRl mAKk), in die Positivkontrolle 2 50ul Stimulations-
kontrolllésung 2 (fMLP) und in den Allergenansatz 50ul verdiinntes Allergen ge-
geben. AnschlieRend kamen jeweils 100ul Stimulationspuffer und 50ul Vollblut in
EDTA hinzu und wurden mit der Pipette durchmischt.

Danach wurden in jeden Ansatz 20ul Farbereagenz pipettiert und es folgte eine

15-minltige Inkubation in 37 Grad warmen Wasserbad.
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Nach Zugabe 2ml vorgewarmtem Lysereagenz zu jedem Rohrchen wurden die

Ansatze 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

SchlieRlich wurden die Proben 10 Minuten bei 3500rpm zentrifugiert, der Uber-

stand abgegossen und die Zellpellets in 300ul Waschpuffer resuspendiert.
Die FACS-Analyse folgte im Anschluss.

2.4.8.4 Datenanalyse

Die Datenanalyse erfolgte direkt im Anschluss mit dem BD FACSCalibur™
Durchflusszytometer, (Becton-Dickinson, Heidelberg; Software: BD CellQu-
est™Pro) mit der Laserdiode bei 488 nm und den 4 Parametern: 1. Forward Scat-
ter, 2.Side Scatter 3.-4. Zwei Kanale fur die Fluorochrome FITC und PE (FL1,
FL2), um die aktvierten basophilen Granulozyten zu detektieren. Genaueres zur
durchflusszytometrischen Datenanalyse und Auswertung wird nun im folgenden

Abschnitt erlautert.

2.4.8.5 Grundlagen der Durchflusszytometrie

Fluorochrommarkierte Anti korper

R\ /(*AnUQenoberﬂachennarker I

x@ - x@ - Analyse

Inkubation

Abb. 6: Grundlage der Durchflusszytometrie. Die fluorochrommarkierten Antikdrper koppeln

spezifisch an die Antigene auf der Zelloberflache.

Bei einer durchflusszytometrischen Messung befinden sich die markierten Zellen
in einem laminaren Probenstrom in welchem sie einzeln an einem Laser vorbei-
geleitet werden. Hierbei werden Informationen Uber die Zellgrélie, die Granulari-
tat und die Spezifitat der gebundenen Antikérper gesammelt. Diese Informatio-
nen entstehen durch die gestreute und reflektierte Strahlung des Lasers und

durch das emittierte Licht der fluoreszenzmarkierten Antikoérper [67].
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Abbildung 6 stellt dar, wie die basophilen Granulozyten mit fluorochromarkierten
Antikdrpern besetzt werden, indem sie spezifisch an Antigene auf der Zellober-
flache koppeln. Bei der Durchflusszytometrie konnen Zellen von 0,2-150 pm
Grolle gemessen und analysiert werden, indem sie einzeln einen Laserstrahl
passieren. Dabei werden die relative Partikelgrof3e, die relative Granularitat und
die relative Fluoreszenzintensitat gemessen. Der Transport findet durch ein Flus-
sigkeitssystem statt, welcher die Zellen hydrodynamisch fokussiert. Der Laser,
also das optische System, ermittelt wie die Zellen das einfallende Licht streuen
und die Fluoreszenz emittieren. Die entsprechenden Lichtsignale werden dann

zu Detektoren geleitet und mittels elektronischer Systeme weiterverarbeitet [65].

2.4.8.6 Lichtstreuung

Lichtstreuung tritt dann auf, wenn ein Partikel einer kolloidalen Lésung das ein-
fallende Laserlicht ablenkt (TYNDALL-Effekt). Das Mal} dieser Streuung ist ab-
hangig von der GroRe des Partikels, seiner internen Komplexitat, der Zellmemb-
ran, dem Kern, der weiteren granularen Zellkomponenten, der Zellform und der
Oberflachenbeschaffenheit.

Man unterscheidet Vorwarts- und Seitwartsstreulicht, welche bei gleichzeitiger
Messung und korrelierter Darstellung die Unterscheidung von Zelltypen in einer
heterogenen Zellpopulation ermadglicht.

Das Vorwartsstreulicht (FSC) ist proportional zur Zelloberflache oder -gré3e und
entspricht hauptsachlich dem gebeugten Licht. Es wird entlang der Achse des
einfallenden Lichts mittels einer Photodiode detektiert.

Das Seitwartsstreulicht (SSC) entsteht aus dem gebrochenen und reflektierten
Licht und ist proportional zur Zellgranularitat. Abbildung 7 zeigt die Merkmale der
Lichtstreuung [65].
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Side-Scatter (SSC)
Seitliche Ablenkung misst extra- und intrazellulare Strukturen

Oberflachenantigen der Zelle
mit Fluoreszenzfarbstoff
markierten Antikorper

Laser
Forward-Scatter (FSC)

Vorwartsablenkung
misst Zellgréien

Abb. 7: Merkmale der Lichtstreuung. Seitwartsstreulichtdetektor (Side-Scatter, SSC), die seit-
liche Ablenkung misst extra- und intrazellulare Strukturen, ist proportional zur Zellgranularitat. Der
Vorwartsstreulichtdetektor (Forward-Scatter, FSC), die Vorwartsablenkung misst Zellgrofien.

Die Intensitat der Fluoreszenz ist proportional zu den gebundenen Fluorochro-
men, das heil’t, dass desto mehr gebundene Fluorochrome vorhanden sind,
umso mehr Fluoreszenz emittiert wird.

Die eingesetzten Fluorochrome sind das Fluorescein Isothiocyanat (FITC), ein
gelbgruner Farbstoff und das R-Phycoerythrin (R-PE), ein roter Farbstoff [67].
Mittels der Fluoreszenzfarbstoffe kdnnen bestimmte Zelltypen, so auch die baso-
philen Granulozyten identifiziert werden, da der Farbstoff an monoklonale Anti-
korper bindet. Das Farbemuster korreliert mit den entsprechenden FSC- und
SSC-Daten jeder Subpopulation [65].

2.4.8.7 ldentifizierung der basophilen Granulozyten im Flow-CAST

Die Messdaten wurden hier mittels einer Zweiparameterdarstellung als Punktwol-
ken-Diagramm dargestellt und konnten mittels Gating auf die Subpopulation der
basophilen Granulozyten eingeschrankt werden. Das Gating beschreibt das Set-

zen eines Gates (Auswahlfenster).
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2.4.8.7.1 BATPBMC peij Wespengiftallergie
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Abb. 8: Drei unterschiedliche Populationen (Lymphozyten, Monozyten, Granulozyten) im
SSC-Diagramm.

Die Analyse besteht aus zwei Schritten:

Im ersten Schritt wird ein Fenster 1 (R1) so gesetzt, dass die gesamten basophi-

len Granulozyten welche CCR3 positiv sind eingeschlossen sind:

FL2-H :: anti -CCR3 PE

e e e o e e B [N e e e |
o 200 400 600 200 1.0K

SEC-H 1 Side Scatter

Abb. 9: Selektion von basophilen Granulozyten. R1 reprasentiert die CCR3 positiven baso-

philen Granulozyten.

Im zweiten Schritt werden dann die CD63 positiven basophilen Granulozyten se-
lektiert, also der Prozentsatz der hell-fluoreszierten, aktivierten Zellen im Ver-

gleich zu der Gesamtzahl aller basophilen Zellen berechnet.
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Abb. 10: Bestimmung Prozentsatz der CD63-positiven Zellen (Q2) im Vergleich zu der Ge-
samtzahl aller basophilen Granulozyten (Q2 und Q4). Links Patient mit Wespengiftallergie.

Rechts gesunder Spender ohne Nachweis einer Wespengiftallergie.

2.4.8.7.2 BATBC nach vorheriger Selektion der Basophilen Granulozyten
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Abb. 11: Basophilen Granulozyten im FSC/SSC Diagramm.
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Abb. 12: R1 repréasentiert die CCR3 positiven basophilen Granulozyten.
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1o 334

FL1-H :: anti-CDE3 FITC

FL2-H :: anti -CCR3 PE

Abb. 13: Bestimmung Prozentsatz der CD63-positiven Zellen (Q2) im Vergleich zu der Ge-

samtzahl aller Basophilen Granulozyten (Q2 und Q4).

2.5 Statistische Auswertung
Die Ergebnisse des BAT sind als prozentuale Werte der Basophilenaktivierung
angegeben. Um die Zuverlassigkeit des Testverfahren beurteilen zu kdnnen,

wurde die Sensitivitat und die Spezifitat herangezogen.

Sensitivitat beschreibt die Fahigkeit eines Tests einen Patienten mit Krankheit

korrekt zu identifizieren.

Sensitivitat = Anzahl richtig positiver Testergebnisse/(Anzahl richtig positiver

+ Anzahl falsch negativer)

Die Spezifitat beschreibt die Fahigkeit einen gesunden Patienten auch als ge-

sund zu erkennen.

Spezifitdit = Anzahl richtig negativer Tests/(Anzahl richtig negativer Tests+

falsch positiver Tests)

Weiterhin wurde ein nichtparametrisches Verfahren mit Analysen durch den Wil-
coxon-Vorzeichen-Rang-Test flr unpaarige Daten verwendet (SPSS 26.0). Die

graphische Darstellung erfolgte mittels GraphPad Prism 8.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinische Charakterisierung

Das Patientenkollektiv, welches in Tabelle 9 dargestellt ist, setzte sich zusammen
aus Patienten mit positiver Anamnese bezuglich einer Typ |I-Wespen- oder Bie-
nengiftallergie, sowie Nachweis von slIgE fur Bienen- und/oder Wespengiftaller-

gie vor Beginn einer spezifischen Immuntherapie.

Letztendlich wurden in die Studie 28 Patienten mit nachgewiesener Hymenop-
terengift-Allergie einbezogen. Davon waren 23 (82%) Frauen und 5 (18%) Man-
ner. Der jungste Patient war 34 und der alteste Patient 78 Jahre alt. Das Durch-
schnittsalter betrug 55 Jahre.

2 Patienten (7,14%) konnten in den Grad 0, 7 Patienten (25%) in den Grad 1, 13
Patienten (53,54%) in den Grad 2, 6 Patienten (21,43%) in den Grad 3 und keiner

in den Grad 4 der anaphylaktischen Reaktion eingeteilt werden.

Patienten mit Hymenopterengiftallergie n=28

Alter (Jahren) 55 (34-78)
Geschlecht (w/m) 23/5
Gesamt IgE (kU/I) 78,67 (6,64-393)
Tryptase (pg/l) 4,0 (1,71-16,4)
Schweregrad der Anaphylaxie (n) (%)
Grad 0 2 7,14
Grad 1 7 25,00
Grad 2 13 53,54
Grad 3 6 21,43
Grad 4 0 0

Tabelle 9: Klinische Charakterisierung der Patientengruppen.
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Abb. 14: Verteilung des Alters im Zusammenhang mit dem Schweregrad der anaphylakti-
schen Reaktion.

Analysiert man Abbildung 14 und den Wert r= 0,09 des Spearman-Rangkoeffi-
zienten (s. auch Tabelle 2 des Anhangs) lasst sich bei den Probanden unserer
Studie kein Zusammenhang zwischen dem Alter und dem Schweregrad der ana-
phylaktischen Reaktion erkennen. Der Schweregrad der anaphylaktischen Reak-

tion korreliert in unserem Kollektiv nicht mit dem Alter (rs = .094, p = .635, n = 28).

Die Studienteilnehmer versicherten sieben Tage vor der Blutentnahme keine an-
tiallergischen Medikamente wie Antihistaminika oder Glukokortikosteroiden ein-
genommen zu haben und gaben ihr schriftliches Einverstandnis fur die Studie.
Den Patienten wurde das Blut fur die zwei in-vitro Tests mittels 11 5ml EDTA

Rohrchen enthommen und sofort verwendet.

Verwendet wurden Allergene des Bienengifts (Apis mellifera) und Wespengifts
(Vespula spp.) mit Stimulationskonzentrationen von 11,5 ng/ml. Ein Cut-offWert

der Basophilenaktivierung von =210% gilt laut Herstellerangaben als positiv.

BUHLMANN Taxonomie Stimulations- Cut-off (CD63)
Order Code Konzentration
BAG2-I1 Apis mellifera 11,5 ng/mi 210%
BAG2-I3 Vespula spp. 11,5 ng/mi 210%

Tabelle 10: Charakterisierung der Allergene.

33



3.2 Auswertung Standarddiagnostik

Oft ist die Anamnese nicht eindeutig. Bei unklaren Insektenstichen dient die Stan-
darddiagnostik dazu, einen anamnestisch begrindeten Verdacht einer Insekten-
giftallergie zu verifizieren, um im Hinblick auf die spezifische Immuntherapie die

richtige Diagnose zu stellen.

3.2.1 Ergebnisse der Anamnese

W Keine Angabe
3 Wespe

= Biene

O Wespe und Biene

Total=28

Abb. 15: Angaben der Stichanamnese bei 28 Patienten, Haufigkeit in Prozent.

Anamnestischer Schweregrad der systemischen
Reaktion nach Hymenopterenstich

10

[m AL

Grad 0 Grad 1 Grad 2 Grad 3 Grad 4

Abb. 16: Anzahl der Patienten eingeteilt in Schweregrad 0-4.

Eine Stich-Anamnese wurde bei 23 der 28 Patienten von den Patienten angege-
ben. Abbildung 15 zeigt die Haufigkeit der Angaben der Stichanamnese. 17 Pa-
tienten (58,6%) gaben an einmal oder mehrmals von einer Wespe gestochen
worden zu sein und stimmten dabei mit ihrer Annahme mit der Behandlungsdi-
agnose Uberein. 5 (17,9%) gaben an, von einer Biene gestochen worden zu sein,

wobei bei diesen 5 ebenfalls eine Bienengiftallergie als Behandlungsdiagnose
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festgestellt wurde. Darunter gaben sich zwei als Imker aus. 1 Patient gab an be-
reits von einer Biene und einer Wespe gestochen wurden zu sein, wobei diag-

nostisch nur eine Wespengiftallergie festgestellt wurde.

3.2.2 Ergebnisse in der Hauttestung

Bei allen 4 Patienten mit der Behandlungsdiagnose einer alleinigen Bienengiftal-
lergie zeigte sich in der Pricktestung ein positives Ergebnis. Alle vier reagierten
auf die Konzentration mit 300ug/ml und 100 ug/ml, ein Patient zusatzlich auf
10ug/ml und einer auf 10ug/ml und auf 1 pg/ml.

Bei Patienten mit der Behandlungsdiagnose einer Wespengiftallergie kam es, im
Bezug zu dieser, zu falsch negativen und falsch positiven Ergebnissen in den
Hauttestungen. Bei Patient Nr. 37 zeigte die Pricktestung bei 100 upg/ml eine
falsch positive Reaktion. Prick- und Intrakutantestung mit Wespengift verblieben
falsch negativ. Bei den Patienten Nr. 23, 34, und 36 kam es zu falsch positiven
Ergebnissen bei Bienengift.

Patient Nr. 11, 31, 34 und 53 reagierten in der Pricktestung nicht, daftr in der
sensitiveren Intrakutantestung positiv auf Wespengift.

Nur bei einem Patienten konnte eine echte Bienen- und Wespengiftallergie als
Behandlungsdiagnose festgestellt werden. Er reagierte im Pricktest positiv auf
Bienen- und Wespengift und jeweils auf die Konzentrationen 100 pg/ml und 300
pg/ml.

War der Pricktest bereits positiv, wurde keine Intrakutantestung durchgeftihrt. Bei
dem Pricktest auf Wespengift reagierten die meisten Patienten auf eine Allergen-
konzentration von 300 ug/ml, danach auf 100ug/ml, 9 Patienten auf 10 ug/ml und
nur ein Patient auf 1ug/ml. 9 Patienten reagierten im Pricktest auf Wespengift
nicht, 4 davon reagierten in der Intrakutantestung, einer verblieb auch in der Int-
rakutantestung falsch negativ. Bei den anderen 4 stellte sich die Diagnose einer
alleinigen Bienengiftallergie.

Bei dem Pricktest auf Bienengift reagierten 8 Patienten auf eine Testung mit
300ug/ml und 7 davon auch auf 100ug/ml.

Damit reagierten insgesamt 86% der Patienten auf eine Testung mit 300ug/ml,
68% auf 100ug/ml, 32% auf 10 ug/ml und 3,6% auf 1ug/ml. Die Ergebnisse der
Hauttestung sind im Anhang (s. Tabelle 6 des Anhangs) dargestellt.
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3.2.3 Ergebnisse der Fluoreszenz-Enzym-Immunoassays

3.2.3.1 Gesamt-IgE

154
W <20 kU/I

— = 20-100 kU/I
10 = >100 kU/I

Abb. 17: Ergebnisse im Gesamt-IgE, Anzahl der Patienten innerhalb der drei Klassen.

Sieben Patienten zeigten eine Aktivierung von unter 20kU/I, zwolf von 20-100kU/I
und neun uber 100 kU/I.

3.2.3.2 Tryptase
Bei fast allen Patienten lag der Tryptase-Wert im Normbereich, also unter
13,5ug/l. Hier wurden Werte zwischen 1,71pg/l und 7,92ug/l gemessen. Nur bei

einem Patienten, Patient Nr. 29 wurde ein erhdhter Wert von 16,4ug/l gemessen.
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3.2.3.3 Komponentenbasierte Diagnostik mit rekombinanten Allergenen

10 Patienten zeigten im FEIA ein positives Ergebnis auf Bienen- und Wespengift.
Nur bei einem von diesen 10 Patienten lief3 sich dieses Ergebnis mittels kompo-
nentenbasierter Diagnostik bestatigen und es lag eine echte Doppelsensibilisie-
rung, welche von der Kreuzallergie abzugrenzen ist, vor. Der BAT fiel in 8 Fallen
auf die Bienentestung negativ aus. Eine echte Doppelsensibilisierung auf Bienen-
und Wespengiftallergie konnte in einem Fall dargestellt werden. Pat Nr. 12 rea-
gierte auf die Komponenten rVes v 5, rApi m 1 und rApi m 3 und ist damit gegen
beide Gifte doppelsensibilisiert (s. auch Auswertungschema Abb. 2). Eine Reak-
tion auf die Komponenten rApi m 3 und rVes v 5 zeigt eine ,echte Doppelsensi-
bilisierung” an. In den anderen 8 Fallen ist von einer Kreuzreaktivitat auszuge-
hen. Pat Nr. 26, 33, 34, 35, 37, 43 und 53 zeigten im FEIA auf natives Bienengift
zusatzlich eine positive Reaktion an, allerdings nicht in der weiterfUhrenden Kom-
ponentendiagnostik. Bei Patient 21, bei welchem eine Bienengiftallergie festge-

stellt werden konnte, kam es zusatzlich zu einer Kreuzallergie auf Wespengift.

Patient rVes rVes Wes- Bienen- rApi rApi rApi Gesamt Tryp- Behand-
v5 v1 pen gift m1 m3 m 10 IgE tase lungs-
gift (in kU/N) (ug/l) diagnose

11 2 2 2 0 0 / 0 6,64 7,92 Wespen-
gift-
allergie
12 2 0 2 4 4 3 0 132 7,35 Wespen-
gift-
allergie
+Bienen-
gift-
allergie
20 0 0 0 4 4 2 2 74,2 3,71 Bienengift-
allergie
21 0 0 1 3 2 0 0 8,04 2,04 Bienengift-
allergie
23 2 0 2 0 0 0 0 21,9 3,87 Wespen-
gift-
allergie
25 3 0 3 0 0 0 0 16,6 4,51 Wespen-
gift-
allergie
26 4 3 4 2 0 0 0 150 5,76 Wespen-
gift-
allergie
29 4 0 3 0 0 0 0 46,9 16,4 Wespen-
gift-
allergie
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Patient

30

31

32

33

34

35

36

37

39

40

42

43

44

45

46

48

49

53

54

56

rVes
v5

rVes
vi1

Wes-
pen
gift

3

Bienen-
gift

rApi rApi rApi  Gesamt
m1 m3 m 10 IgE
(in kur
/ / / 51
0 0 0 14,9
4 3 1 61,8
0 0 0 183
0 / 0 87,3
0 0 0 393
0 0 0 195
/ / / 92,9
0 / / 123
0 0 0 8,76
/ / / 23,7
0 0 0 9,39
0 0 0 56,2
0 0 0 133
0 0 0 84
0 0 0 22,2
1 0 0 8,13
0 0 0 169,1
0 0 0 40,9
0 0 0 17,9

Tryp-
tase
(ugh)

5,41

6,52

2,38

3,79

1,75

2,07

4,17

5,19

2,96

5,37

2,67

4,73

1,71

5,25

2,04

1,94

2,14

2,07

1,98

3,33

Behand-
lungs-
diagnose

Wespen-
gift-
allergie
Wespen-
gift-
allergie
Bienengift-
allergie
Wespen-
gift-
allergie
Wespen-
gift-
allergie
Wespen-
gift-
allergie
Wespen-
gift-
allergie
Wespen-
gift-
allergie
Wespen-
gift-
allergie
Wespen-
gift-
allergie
Wespen-
gift-
allergie
Wespen-
gift-
allergie
Wespen-
gift-
allergie
Wespen-
gift-
allergie
Wespen-
gift-
allergie
Wespen-
gift-
allergie
Bienengift-
allergie
Wespen-
gift-
allergie
Wespen-
gift-
allergie
Wespen-
gift-
allergie

Tabelle 11: Ergebnisse der komponentenbasierten Diagnostik mittels FEIA bei Patienten

mit anamnestisch belegter anaphylaktischer Reaktion.

Positive Werte sind fett gedruckt, Positive Werte im Sinne einer Kreuzallergie sind grau hinterlegt
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3.3 Ergebnisse der Basophilenaktivierungstests

Nach Herstellerangaben wurden die Ergebnisse der Messung beim Flow2CAST
als positiv gewertet, wenn der Prozentsatz der aktivierten basophilen Granulozy-
ten nach Inkubation mit dem Wespen- oder Bienengiftallergen >10% betrug. Die
Probe galt als auswertbar, wenn die Negativkontrolle <2,5% und wenigstens eine

der beiden Positivkontrollen eine Basophilenaktivierung von >10% anzeigte.

Insgesamt blieben nach Ausschluss der nicht auswertbaren Tests 28 Patienten-
proben, die in die Studie miteinbezogen wurden. Die Einzelergebnisse der Baso-

philenaktivierung im FlIow2CAST aller Tests sind im Anhang dargestellt.

Zunachst testeten wir in unserer Studie zwei verschiedenen Kits, das Basophil
Isolation Kit, human und das Diamond Basophil Isolation Kit, human. Beim Baso-
phil Isolation Kit findet eine Negativselektion der Basophilen Granulozyten statt.
Es werden alle Zellen, aul3er die basophilen Granulozyten markiert und entspre-
chend magnetisch zuriickgehalten, wahrend die Basophilen dadurch separiert
werden. Bei dem Diamond Basophil Isolation Kit, human, folgt noch ein weiterer
Schritt mit den MicroBeads CD123, sodass es zu einer Positivselektion der Baso-
philen Granulozyten kommt. Wir entschieden uns fur das Diamond Basophil Iso-
lation Kit, human, da sich eine groliere Reinheit der Basophilenseparation dar-
stellte. Das entspricht im Protokoll, auf welches weiter unten eingegangen wer-
den soll, Schritt 2 (PosselD?2).
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Abb. 18: Vergleich der Kits: links: Verwendung Basophil Isolation Kit, human. rechts: Verwen-
dung Diamond Basophil Isolation Kit, human: R1 reprasentiert die CCR3 positiven Basophilen

Granulozyten.
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Abb. 19: Vergleich der Kits: links: Verwendung Basophil Isolation Kit, human. rechts: Verwen-
dung Diamond Basophil Isolation Kit, human: Bestimmung Prozentsatz der hell-fluoreszierten
(CD63-positiven) Zellen (Q2) im Vergleich zu der Gesamtzahl aller Basophilen Granulozyten (Q2
und Q4).

Abbildungen 18 und 19 zeigen beispielhaft das Gating nach Verwendung des
Basophil Isolation Kit, human und des Diamond Basophil Isolation Kit, human im

Vergleich (beispielhafte Patientenprobe).

Im Folgenden wird die herkdmmliche Aufarbeitung verkiirzt BATPBMC und die mit
zusatzlicher Separation mittels Diamond Basophil Isolation Kit, human BATEC ge-

nannt.
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3.3.1 Patienten mit anamnestisch anaphylaktischer Reaktion und
anhand des spezifischen IgE belegter Sensibilisierung gegen
Wespengiftallergie

Tabelle 12 zeigt die Ergebnisse der Patienten mit Wespengiftallergie im BAT bei
der Durchfiihrung nach Herstellerangaben (BATPBMC) und nach vorheriger Filte-
rung der basophilen Granulozyten durch das Diamond Kit (BATB®). Grau hinter-
legt sind Aktivierungen <10%, die im Bezug zur Behandlungsdiagnose einem
falsch negativen Ergebnis entsprechen. Negativkontrollen befinden sich in einer
Ubersicht im Anhang. Bei Patient Nr. 39 und 46 fallt die PC™P in beiden BAT
negativ aus, die PCa" Rl f3]It im BATPBMC zusatzlich negativ aus. Bei beiden Pa-
tienten kommt es im Bezug zur Behandlungsdiagnose zu einem falsch negativen
Ergebnis in beiden Allergenansatzen. Pat Nr. 25 reagiert sowohl im BATPBMC g
auch im BATBC auf die PCMP nicht. Bei Pat Nr. 36 und 56 fallt lediglich die PC™-P

im BATBC negativ aus.
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Pat.- Positivkontrolle Positivkontrolle Allergen Allergen
Nr. (anti-FceRl) (fMLP) (unverdiinnt) (verdiinnt)

BATPEMC  BATEBG ~ BATPBMC BATEG BATPBMC BATEG BATPEMC  BATEC

11 93,7 93,36 72,14 55,45 97,42 95,7 91,32 92,13
23 76,27 87,24 28,73 23,22 82,47 75,52 54,98 24,94
25 62 42,24 6,67 7,39 56,94 59,96 18,18 55,81
29 95,59 88,32 49,6 26,52 93,73 90,85 90,46 91,42
30 49,42 21,13 35,38 10 57,94 20,48 41,76 28,97
31 81,32 74,95 47,38 28,89 69,24 89,03 49,85 67,12
36 95,79 58,89 11,73 2,24 95,96 61,79 91,08 56,65
39 1,69 0,99 25,05 3,09 1,26 2,05 1,57 1,26
40 80,49 39,07 39,39 12,47 54,35 39,88 57,39 28,66
42 41,92 63,62 63,6 43,64 34,99 71,53 37,47 65,82
44 42,12 55,29 44,4 34,72 38,79 34,95 35,41 53,17
45 87,17 41,25 22,98 11,85 35,87 52,21 4,74 29,8
46 2,36 1,48 10 1,66 2,23 2,59 1,01 2,38
48 91,93 81,34 55,86 32,34 85,14 85,17 63,53 72,88
54 80,08 26,56 10,56 1,75 64,32 35,46 7,74 17,75
56 90,99 55,37 18,74 4,47 72,98 46,42 21,59 23,77

Tabelle 12: Ergebnisse BAT"BMC ynd BATEC der Basophilenaktivierung bei Patienten mit
anamnestisch anaphylaktischer Reaktion und mit Nachweis von spezifischen IgE gegen

Wespengift in Abhédngigkeit von der jeweils eingesetzten Wespengiftkonzentration.

Basophilenaktivierungen <10% sind fett gedruckt

Grau hinterlegt sind falsch negative Werte (im Bezug zur Behandlungsdiagnose)
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3.3.2 Patienten mit anamnestisch anaphylaktischer Reaktion und
belegter Sensibilisierung gegen Bienen- und Wespengift an-

hand des spezifischen IgE

Tabelle 13 fasst die Ergebnisse der BATs von Patienten zusammen, die spezifi-
sches IgE sowohl auf Wespengift- als auch auf Bienengiftallergie gezeigt hatten.
Eine Ubersicht tber die Negativkontrollen befindet sich im Anhang (s. Tabelle 5
des Anhangs). Bei Patient Nr. 12 fallen beide Tests im verdunnten Allergenan-
satz negativ aus. Im unverdinnten Allergenansatz kommt es ebenfalls im
BATPBMC zy einem falsch negativen Ergebnis mit einer Aktivierung von 5,67%.
Der BATEC fallt gradeeben positiv aus (16,77% Basophilenaktivierung). Bei Pati-
ent Nr. 26 kommt es zu einer knappen Aktivierung von 13,38% nur im verdinnten
Allergenansatz im BATEBC. Bei Patient Nr. 32 und 53 kommt es zu einem falsch
negativen Ergebnis in beiden Tests. Bei funf Patienten (Pat Nr. 21, 33, 34, 37,
43) bei denen eine alleinige Bienen- oder Wespengiftallergie als Behandlungsdi-
iagnose festgestellt wurde, fallt das Ergebnis Ubereinstimmend aus. Bei vier von
diesen Patienten ist die Aktivierung im BATPBMC deutlich héher. Auf die Ergeb-

nisse der Positivkontrollen soll weiter unten naher eingegangen werden.
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Pat- Positiv- Positiv- Allergen Allergen Behand-

+. kontrolle kontrolle (unverdiinnt) (verdiinnt) _Iungs-
Aller- (Anti-FceRlI) (fMLP) Diagnose
gen
BATPBMC BATE®  BAT™MC  BATEC BATPEMC BATEC BATPEMC BATEC
12w 43,02 30,51 46,88 15,4 5,67 16,77 1,89 1,05
Wespengift-
12B 28,15 29,12 41,67 20,45 15,26 14,02 1,46 2,87 allergie und
Bienengift-
allergie
21 W 73,97 40,72 27,21 12,73 2,88 1,88 3,56 0,82
Bienengift-
21B 73,97 40,72 27,21 12,73 74,66 38,59 47,71 35,44 allergie
26 W 7,2 17,85 37,76 53,52 2,39 13,38 0,26 3,78
Wespengift-
allergie
26B Nicht erhoben
32w 34 3.4 33,57 33,57 0,21 0,21 0,21 0,41
Bienengift-
32B 6,67 0,41 35,66 13,20 2,99 0,41 2,69 1,01 allergie
33W 81,71 51,61 10,43 4,41 83,58 48,53 43,27 56,01
Wespengift-
33B 81,62 51,61 10,06 4,41 1,03 0,39 1,94 0 allergie
34 W 93,52 77,42 29,48 15,27 53,98 74,48 13,03 49,76
Wespengift-
34 B 92,06 77,42 28,69 15,27 1,24 3,25 1,04 0,84 allergie
3B/5W 34,98 28,86 65,14 27,26 4,25 13,91 0 0,68
Wespengift-
35B 34,98 28,86 65,14 27,26 0,22 0,36 0,48 0,34 allergie
3T W 69,74 38,84 67,15 26,68 77,78 46,27 30,46 15,5
Wespengift-
37B 68,51 40,04 63,01 27,11 1,63 2,71 0,89 0,56 allergie
43 W 73,93 6,02 15,49 0,6 77,69 15,92 75,63 9,84
Wespengift-
43 B 76,78 6,49 18,35 1,15 0,4 1,48 0 0,47 allergie
53 W 34,7 11,87 20,84 11,54 1,23 0,77 0,85 1,89
Wespengift-
53 B 34,7 11,87 20,84 11,54 0 0,19 0,73 0,57 allergie

Tabelle 13: Ergebnisse BATPEMC und BATEC der Basophilenaktivierung bei Patienten mit
anamnestisch anaphylaktischer Reaktion und mit Nachweis von spezifischen IgE gegen
Bienen- oder Wespengift in Abhangigkeit von der jeweils eingesetzten Wespengiftkonzent-
ration.

Basophilenaktivierungen <10% sind fett gedruckt

Grau hinterlegt sind falsch negative Werte (im Bezug zur Behandlungsdiagnose)
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3.3.3 Patienten mit anamnestisch anaphylaktischer Reaktion und
belegter Sensibilisierung gegen Bienengiftallergie anhand

des spezifischen IgE

Bei zwei Patienten zeigte das IgE eine Monosensibilisierung auf Bienengift an.
Auch der BAT fuhrte hier zu der Diagnose einer Bienengiftallergie. Der unver-
dinnte Allergenansatz fiel in beiden Tests positiv aus, wahrend der verdinnte

Allergenansatz nur im BATBC bei Patient Nr. 20 positiv ausfiel.

Pat.- Positivkontrolle  Positivkontrolle Allergen Allergen
Nr (anti-FceRl) (fFMLP) (unverdiinnt) (verdiinnt)

BATPEMC  BATBG BATPEMC  BATBG  BATPEMC BATBC BATPBMC BATEC
20 7726 8038 1906 19,32 1745 368 7,32 5551

49 75,68 61,9 13,62 5,65 42,54 45,75 2,11 2,79

Tabelle 14: Ergebnisse BAT?BMC und BATEC der Basophilenaktivierung bei Patienten mit
anamnestisch anaphylaktischer Reaktion und mit Nachweis von spezifischen IgE gegen

Bienengift in Abhédngigkeit von der jeweils eingesetzten Bienengiftkonzentration.

Basophilenaktivierungen <10% sind fett gedruckt
Grau hinterlegt sind Werte falsch negative Werte (im Bezug zur Behandlungsdiagnose)
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3.3.4 Graphischer Vergleich der Basophilenaktivierung im BATPBMC

und BATE®
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Abb. 20: Der Vergleich der Basophilenaktivierung (CD63-Expression) zwischen BATFPEMC
(graue Balken) und BATE€ (weie Balken) in Prozent aller 28 Patienten nach Inkubation mit
Puffer (=Negativkontrolle), fMLP (=Positivkontrolle 1), anti-fceRIl (=Positivkontrolle 2) und
zwei verschiedenen Bienen- und Wespengiftkonzentrationen bei Patienten mit anaphylak-
tischer Reaktion in der Anamnese, sowie Nachweis von spezifischem IgE. Es zeigt sich
tendenziell eine hohere Basophilenaktivierung im BATPBMC aquRRer in dem unverdiinnten Allerge-

nansatz.

Abbildung 20 zeigt die Basophilenaktivierung aller 28 Patienten, niedrigster,
hochster und mittlerer Wert. Es zeigt sich im BATB® im Vergleich zum BATPBMC
eine Tendenz zu einer geringgradigen Aktivierung. Lediglich im verdunnten Aller-

genansatz fallt die Aktivierung etwas hoher im BATBC, als im BATPBMC gus.

In unserer Studie zeigten 10 von 28 (36%) Patienten in der serologischen Diag-
nostik mittels Bestimmung des sIgE gegen native Hymenopterengifte eine Dop-
pelsensibilisierung. Hier flihrte der BAT™BMC in 5 Fallen zu falsch negativen Er-
gebnissen. In 3 Fallen davon fiihrte der BATEC allerdings zu einem positiven Er-
gebnis im unverdunnten Allergenansatz. Die drei Patienten sind in Abbildung 21

dargestellt.
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Abb. 21: Darstellung der 3 Patienten die im BATE® positiv ausfielen, im BATFBMC negativ.
Bei allen drei Patienten fallt der verdinnte Allergenansatz in beiden Tests unter 10% Basophilen-
aktivierung aus, im unverdiinnten Allergenansatz der BATEC Gber 10%.

Auf die Positivkontrollen und die Ergebnisse der gesunden Spender soll nun im

Folgenden genauer eingegangen werden.

3.3.5 Spender ohne Nachweis einer Bienen- oder Wespengiftaller-
gie

Als Kontrollgruppe dienten 10 Spender, die sowohl anamnestisch als auch im

FEIA ohne Nachweis einer Bienen- oder Wespengiftallergie verblieben. Die Ein-

zelergebnisse der 10 Kontrollpersonen sind im Anhang in tabellarischer Form

dargestellt (s. Tabelle 3 des Anhangs).
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Abb. 22: Vergleich BATBMC (graue Balken) und BATE® (weife Balken) bei 10 Spendern
(ohne Nachweis einer Bienen- oder Wespengiftallergie) Basophilenaktivierung (CD 63- Expres-

sion) in Prozent.

Abbildung 22 zeigt die graphische Darstellung der 10 Spender, jeweils im Ver-
gleich BATPBMC und BATBC der Negativkontrolle, der Positivkontrollen und der
beiden Allergenkonzentrationen. Die Negativkontrollen und die Allergenstimula-

tionen zeigen keine grolden Diskrepanzen zwischen den beiden Tests.

Da es sowohl bei den Spendern, als auch bei den Probanden zu Diskrepanzen
zwischen den Positivkontrollen im BATPBMC und im BATEC kam, folgt im nachsten

Abschnitt eine detailliertere Analyse der Positivkontrollen.
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3.3.5.1 Positivkontrollen BATPEMC ynd BATE®
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Abb. 23: Positivkontrollen fMLP und anti-FceRI im BATPBMC und BATEC bei 11 Patienten im
Vergleich. Bei 11 Patienten kommt es in den Positivkontrollen zu Diskrepanzen zwischen den

beiden Tests, die Positivkontrolle2"-FeeR! f3]It deutlich 6fter im BATEC negativ aus.

In 11 Fallen, welche in Abbildung 23 dargestellt sind, gab es in den Positivkon-
trollen Diskrepanzen zwischen dem BATPBMC ynd dem BATEC. In 2 Fallen funkti-
onierte lediglich die Positivkontrolle@"-FceRl jm BATPBMC |n 9 Fallen funktionierte
die Positivkontrolle2"t-FceRl im BATEC nicht, in 3 Fallen davon auch die Positivkon-
trolle™LP nicht (Patient Nr. 39, 43 und 46).

Die Positivkontrolle™P fillt in beiden Tests gleich oft <10% aus (in 14% der
Falle). Die Positivkontrolle2"t-FeeRl f3]1t deutlich 6fter im BATBC negativ aus (in 32%
der Falle) als im BATPBMC (in 3,6% der Falle). In 18 Fallen fiihrten alle Positivkon-
trollen sowohl im BATPBMC als auch im BATBC zu einer Aktivierung >10%. In ei-
nem Test funktionierte die Positivkontrolle™-F in beiden Tests nicht (Patient Nr.
25).
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Tabelle 15 zeigt, dass sich bei den gesunden Spendern im Vergleich der beiden
Tests eine grolRe Diskrepanz bei den Positivkontrollen ergab. Bei der Positivkon-
trolle™-" ergab sich eine Diskrepanz in der Aktivierung von 9-66% hohere Baso-
philenaktivierung im BATPBMC als im BATEBC. Lediglich bei einem der zehn Spen-
der fiel die Positivkontrolle™-" um 14,6% im BATEC® hoher aus, als beim BATPEBMC,
Bei der Positivkontrolle@"-FeeRl - sieht es ahnlich aus. In der Positivkontrollea-FeeR!
fiel die Basophilenaktivierung bei 2 Patienten im BATBC unter 10% aus, der

BATPBMC ergab eine positive Aktivierung.

Positivkontrolle Positivkontrolle
(anti-FecRl) (fMLP)
Pat.-Nr.

BATPBMC BATE® BATPBMC BATEC
6 83,33 29,09 17,22 29,09
13 78,8 69,44 15,68 12,76
14 93,27 71,4 51,7 56,53
15 87,4 21,32 62,98 13,67
16 42,28 11,41 89,54 36,83
18 62,83 77,43 17,33 9,53
19 80,65 57,01 16,21 8,32
28 93,63 42 71 53,73 18,54
41 87,98 39,07 63,08 27,88
51 2,31 2,05 53,14 35,26

Tabelle 15: Darstellung der Basophilenaktivierung bei gesunden Spendern in Abhangig-
keit von der jeweils eingesetzten Positivkontrolle fMLP und anti-FceRl im BATPBMC und
BATB€, Basophilenaktivierungen <10% sind fett gedruckt; Grau hinterlegt sind Basophilenaktivie-

rungen <10%.
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3.3.6 Vergleich der Ergebnisse im BATPBMC ynd BATB® mit der Stan-
darddiagnostik (slgE und Hauttestung)

Varianz der Testverfahren bei Patienten
mit der Behandlungsdiagnose einer
Bienengiftallergie

(3]
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Abb. 24: Darstellung der Anzahl positiver Testergebnisse der Testverfahren (BAT"BMC,
BATE®, Hauttestung, sIgE im Bezug zur Behandlungsdiagnose) bei 4 Patienten mit der Behand-

lungsdiagnose einer Bienengiftallergie. (BD: Behandlungsdiagnose)

Bei 4 Patienten, welche in Abbildung 24 dargestellt sind, wurde eine alleinige
Bienengiftallergie als Behandlungsdiagnose detektiert. Hier stimmen die Ergeb-
nisse im sIgE und der Hauttestungen Uberein. Die beiden BAT Varianten verblie-

ben bei einem Patienten sowohl im BATEC, als auch im BATPBMC falsch negativ.

Varianz der Testverfahren bei Patienten
mit der Behandlungsdiagnose einer
Wespengiftgiftallergie
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Abb. 25: Darstellung der Anzahl positiver Testergebnisse der Testverfahren (BATPEMC,

BATE®, Hauttestung, sIgE im Bezug zur Behandlungsdiagnose) bei 23 Patienten mit der Behand-

lungsdiagnose einer Wespengiftallergie. (BD: Behandlungsdiagnose)
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Eine alleinige Wespengiftallergie in der serologischen Diagnostik anhand des je-
weiligen spezifischen IgE wurde, unter Beachtung der komponentenbasierten Di-
agnostik bei 23 Patienten festgestellt, welche in Abbildung 25 dargestellt sind. 22
Patienten reagierten ebenso in den Hauttestungen auf Wespengift positiv. Bei 3
Patienten von diesen 23 ergab sich im Bezug zur Behandlungsdiagnose ein
falsch negativer Test im BATPBMC und BATEC, und bei weiteren 2 Patienten ein

falsch negativer Test nur im BATPBMC,

Bei einem Patienten stellte sich als Behandlungsdiagnose eine Bienen- und Wes-
pengiftallergie da. Der BAT flir Bienengift verblieb beim BATPBMC bei diesem Pa-

tienten im Bezug zur Behandlungsdiagnose falsch negativ.

3.3.7 Ergebnisse der statistischen Auswertung

Behandlungsdiagnose Anzahl Sensitivitat Sensitivitat
BATFPBMC BATE®
Bienegiftallergie 4 75% 75%
Wespengiftallergie 23 74% 83%
Bienen- und Wespengiftallergie 1 0% 100%
Insgesamt 28 75% 86%

Tabelle 16: Sensitivitat BATPBMC und BATBC.

Die statistischen Werte der Sensitivitat in Tabelle 16 sind mit dem Hintergrund
einer geringen Probandenzahl zu sehen. Falsche Ergebnisse beziehen sich im
Hinblick auf die Behandlungsdiagnose. Insgesamt kommt es im BATBC zu 24
richtig positiven und zu 4 falsch negativen Ergebnissen, und somit zu einer Sen-
sitivitdt von 86%. Beim BATPBMC kommt es insgesamt zu 21 richtig positiven Er-
gebnissen und 7 falsch negativen, damit ergibt sich eine Sensitivitat von 75%.
Bei Pat Nr. 32, 36, 46 und 53 kommt es in beiden Tests zu falsch negativen
Ergebnissen. Bei 3 Patienten, bei Patient Nr. 12, 26 und 35 kommt es zumindest

in einer Verdiinnung zu einer Basophilenaktivierung von iber 10% im BATEC.

Rechnet man nun die 10 Probanden aus der Kontrollgruppe der freiwilligen ge-

sunden Spender plus 17 Patienten bei denen im BAT sowohl auf Bienen- als
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auch auf Wespengift getestet wurde, kommt man auf eine Fallzahl von 27. Bei
allen 10 Kontrollpatienten ergab der BAT ein negatives Testergebnis. Auch bei
den 17 Patienten, davon 2 Bienengiftallergiker, 1 Patient, der eine Allergie auf
Bienen- und Wespengift aufwies und 14 Patienten mit Wespengiftallergie ist das
Ergebnis negativ. Bei 16 Patienten fiel das Ergebnis fur das jeweilige andere Gift
richtig negativ aus. Damit ergibt sich eine Spezifitat des BAT sowohl im BATPBMC
als auch im BATEC von 100%.

Vergleich Asymptomatische Interpretation
Signifikanz

Positivkontrolle 0,005 Signifikanter
(anti-FceRlI) Unterschied
Positivkontrolle 0,000 Signifikanter
(fMLP) Unterschied

Hymenopterengift 0,571 Kein signifikanter
(unverdinnt) Unterschied

Hymenopterengift 0,089 Kein signifikanter
(verduinnt) Unterschied

Tabelle 17: Nichtparametischer Test: Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test Vergleich BATPBMC

und BATEC,

Vergleicht man die Werte der Basophilenaktivierung zwischen BATPBMC ynd
BATEC im Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test ergibt sich in den Positivkontrollen
ein signifikanter Unterschied in der Basophilenaktivierung. Hier weisen die Posi-
tivkontrollen im BATPBMC deutlich hohere Werte auf. In den beiden Allergenan-
satzen ergibt sich kein signifikanter Unterschied.
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Mittelwerte BAT

Positivkontrolle Positivkontrolle Hymenopterengift Hymenopterengift

(anti-FceRl) (fMLP) (unverdinnt) (verdiinnt)

BATPBMC BATBC BATPBMC BATBG BATPEMC BATEC BATPEMC BATSC

Mittel- 61,80 45,58 33,06 18,23 49,91 43,30 31,89 33,84

wert (%)
N 28 28 28 28 28 28 28 28
2 30,96 2874 19,34 1535 33,09 29,51 30,73 2884

Tabelle 18: Mittelwerte im BATPEMC ynd BATEC.
N= Anzahl der Tests, ¥ = Standardabweichung

In Tabelle 18 sind die Mittelwerte der Basophilenaktivierung in Prozent aufge-
fUhrt. In der Positivkontrolle@"-F¢eRl kommt es im Mittel zu einer circa 15% hoheren
Aktivierung im BATPBMC |n der Positivkontrolle™” zu einer fast doppelt so hohen
Aktivierung im BATPBMC, Bei den Hymenopterengiften zeigt sich kein signifikanter
Unterschied. Lediglich der verdiinnte Hymenopterengiftansatz fallt im Mittelwert

um knapp 2% im BATBC hoher aus, als im BATPBMC,
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4 Diskussion

In europaischen Studien liegt die Zahl der Patienten, die auf Insektenstiche mit
einer allergischen Reaktion reagieren bei 2-4% der Bevdlkerung [34]. Routine-
mafig kann der behandelnde Arzt nach der Anamnese auf die Hauttestungen
und das allergenspezifische IgE zurlckgreifen, um den Verdacht einer Hymen-
opterengiftallergie zu verifizieren. Die etablierten Methoden sollten sich gegen-
seitig erganzen und als Gesamtes zur richtigen Diagnose fuhren. Bei Unklarhei-
ten steht der BAT als weiteres Diagnostikum zur Verfigung. In der vorliegenden
Arbeit wurden zwei Methoden der in-vitro Basophilenaktivierung bei 28 Patienten
mit Typ I-Allergie gegen Bienen- oder Wespengiftallergie verglichen. Zunachst
wurde der BAT anhand der Herstellervorgaben, als eine im Labor bereits etab-
lierte Methode durchgefuhrt. In der zweiten Methode wurden die basophilen Gra-
nulozyten zunachst mit Hilfe des Diamond Basophil Isolation Kit, human isoliert
und der BAT im Anschluss durchgefuhrt. Hierbei sollte herausgefunden werden,
ob der Test durch die vorherige Separation der basophilen Granulozyten zu einer
héheren Sensitivitat fihren kann. Dartber hinaus wurden 10 gesunde Probanden
als Kontrollgruppe analysiert.

Im Folgenden sollen die erwahnten und auch in dieser Studie angewendeten Di-

agnostikverfahren naher auf ihre Wertigkeit hin untersucht werden.

4.1 Bedeutung und Interpretation der Standarddiagnostik

4.1.1 Bedeutung der Anamnese

Die Anamnese ist keine sichere objektive Einschatzung. Eine korrekte Anamnese
ist abhangig von den Angaben des Patienten, aber auch von der Symptomein-
schatzung und damit subjektiven Einteilung des Arztes. Dennoch dient die Anam-
nese als Basis und kann leitende Hinweise geben.

In einigen Quellen heil’t es, dass die genaue Benennung des stechenden Insekts
den meisten Patienten schwerfallt und viele Patienten nicht zwischen Wespe und
Biene unterscheiden kénnen [68]. Eine Studie mit 640 Beteiligten von 2014 von
Baker et al. ergab, dass lediglich 3,1% der Patienten alle 6 Bilder von Insekten
korrekt zuordnen konnten, 1,6% erkannten kein Insekt richtig [69]. In einer ande-

ren Quelle wiederum wird davon gesprochen, dass selbst ein Laie zwischen
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Biene und Wespe unterscheiden kann [70]. In unserer Studie wurde bei 24 von
28 Patienten die Anamnese ausreichend dokumentiert. Von diesen 24 stimmten
alle Angaben hinsichtlich des ursachlichen Insektes mit der hinterher festgestell-
ten Diagnose uberein. Dennoch kann durch eine korrekte Anamnese eine Sen-

sibilisierung auf ein weiteres Hymenopterengift nicht ausgeschlossen werden.

Das individuelle Risiko fur anaphylaktische Reaktion nach einem Stich hangt mit
dem Lebensalter, Gesundheitszustand und personlichen Aktivitaten zusammen
und dies sind wichtige Anamneseangaben, die erfragt werden sollten [71].

In der Literatur wird ein hoheres Alter als Risikofaktor fir systemische Reaktionen
oder aber auch einen letalen Ausgang angegeben [72]. In unserer Studie waren
82% der Patienten Frauen und das Durchschnittsalter betrug 55 Jahre. Am hau-
figsten wurde eine anaphylaktische Reaktion Grad 2 angegeben. Betrachtet man
Abb. 14 und den Spearman-Rangkoeffizienten (s. Auswertung Tabelle 2 des An-
hangs) lasst sich zwischen dem Alter und dem Schweregrad der systemischen
Reaktion in unserer Studie kein Zusammenhang feststellen.

Weiterhin versicherten die Patienten sieben Tage vor der Blutentnahme keine
antiallergischen Medikamente wie Antihistaminika oder Kortikosteroide einge-
nommen zu haben. Antihistaminika sollten zu keinen Interferenzen mit dem BAT
fuhren, systemische Glukokortikosteroide und Cyclosporin A sollten aber vermie-

den werden [9].

Zunachst wurden bei den Patienten mit positiver Anamnese bezuglich Bienen-
oder Wespengiftallergie das spezifische IgE gemessen und die Hauttestungen
durchgefuhrt. Verblieb der Pricktest negativ, wurde der Intrakutantest durchge-
fuhrt.

4.1.2 Bedeutung der Hauttestungen

Die Hauttestungen sind in der Durchfihrung schnell, ginstig und es kann eine
grol’e Menge an Allergenen gleichzeitig getestet werden [11] [37].

Hauttests sind allerdings bei bestimmten Patientengruppen kontraindiziert, wie
Patienten, welche eine anaphylaktische Vorgeschichte haben [33] [38]. Weitere
Kontraindikationen sind Hauterkrankungen im Testfeld, beeintrachtigter Allge-

meinzustand, instabiles Asthma bronchiale, Behandlung mit g-Blockern und eine
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bestehende Schwangerschaft [39]. Ein Nachteil stellt eine potenziell schwerwie-

gende, allergische Reaktion dar [1].

4.1.2.1 Interpretation der Ergebnisse der Hauttestungen

Die Hauttests werden vielfach als Goldstandard angeben. Fallt der Pricktest ne-
gativ aus, kann laut Leitlinie die Intrakutantestung durchgefuhrt werden.

Bei vier Patienten wurde eine Bienengiftallergie vermutet. Bei allen vier zeigte
der Pricktest ein positives Ergebnis und ergab damit eine Sensitivitat von 100%.
Ein Patient, bei dem eine echte Doppelsensibilisierung auf Bienen- und Wespen-
gift festgestellt wurde, reagierte ebenfalls im Pricktest auf beide Gifte. Bei 23 Pa-
tienten, bei denen eine Wespengiftallergie als Behandlungsdiagnose festgestellt
wurde, kam es unter Berlcksichtigung der serologischen Untersuchungen
und/oder BATs zu 4 falsch positiven Ergebnissen auf Bienengift. Bei einem da-
von kam es zusatzlich zu einem falsch negativen Ergebnis auf Wespengift, so-
dass hier mit Betrachtung der weiteren Ergebnisse im BAT und des sIgE von
einer Verwechslung der Gifte beim Beschriften ausgegangen werden kann. Die
Schwellentestung wurde bei diesem Patienten nicht wiederholt. Damit ergab sich
mit dem Hintergrund eines geringen Stichprobenumfangs eine Sensitivitat von
nur 68% fur Wespengift im Pricktest. Die Spezifitat betrug 71% fur Bienengift und
100% fur Wespengift.

Falsche Ergebnisse kdnnen auftreten, wenn nicht der richtige Zeitpunkt zur diag-
nostischen Abklarung gewahit wurde. Es sollte eine Refraktarphase von 4 Wo-
chen nach einer akuten anaphylaktischen Reaktion eingehalten werden [73].
Ein Pricktest mit 300 pg/ml kann eine ahnliche Sensitivitat erreichen, wie der In-
trakutantest. Die meisten Patienten (86%) reagierten auf eine Konzentration von
300ug/ml. Ahnliche Ergebnisse erzielten Mobs et al. in einer Studie von 2018 mit
75 Patienten und kamen auf 82,7% positiver Testergebnisse bei einer Konzent-

ration von 300ug/ml [74].

Noch sensitiver als der Pricktest ist der Intrakutantest. Die Sensitivitat des Intra-
kutrantest wird fur Biene und Wespe mit Uber 95% angegeben, die Spezifitat mit
80-90% [34]. Der Intrakutantest sollte vorgenommen werden, wenn der Pricktest
trotz positiver Anamnese unauffallig ist [40]. Auch in unserer Studie konnten

durch die Intrakutantestung 4 weiteren Patienten eine positive Wespengiftallergie
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zugeordnet werden, welche durch den Pricktest nicht angezeigt wurde. Als Nach-
teile anzusehen sind die Schmerzhaftigkeit, hohere technischer und zeitlicher
Aufwand und ein hoheres Risiko fur anaphylaktische Reaktionen [75]. Ein weite-
rer Nachteil wird in der Fehleranfalligkeit angeben, da eine Schwierigkeit in der
korrekten Applikation besteht [74].

4.1.3 Bedeutung des spezifischen IgE

Die Vorteile der serologischen Testung begrinden sich darin, dass der Test
schnell und gunstig ist und nur eine geringe Menge Blut bendtigt wird. Des Wei-
teren ist er unabhangig von Alter, Hautzustand, Medikation, Symptomen und ei-

ner Schwangerschaft durchfuhrbar [37].

Ein Nachteil ist, dass ein positiver Nachweis von sIgE eine Allergie noch nicht
beweisen kann [37]. Deutlich zeigt dies auch, dass 15% der Allgemeinbevdlke-
rung gegen Hymenopterengifte sensibilisiert sind, aber deutlich weniger klinisch

relevante Symptome zeigen [24].

4.1.3.1 Interpretation der serologischen Ergebnisse

Das Gesamt-IgE wird in drei Gruppen eingeteilt. Bei sieben Patienten fiel das
Gesamt-IgE unter 20 kU/I aus, was flr eine geringe Wahrscheinlichkeit einer ge-
nerellen Neigung zur Allergieentwicklung sprechen soll, doch bei allen sieben
konnte trotzdem eine Insektengiftallergie festgestellt werden. Die meisten Pati-
enten fielen in die mittlere Kategorie, also einem maoglichen Risiko zur Entwick-
lung einer Allergie mit Werten zwischen 20kU/I und 100 kU/I. Neun Patienten
zeigten ein Gesamt-IgE tber 100 kU/I, was fiir ein wahrscheinliche Risiko flr das
Auftreten einer Allergie sprechen soll. Diese Ergebnisse zeigen, dass der Spiegel
des Gesamt-IgE im klinischen Alltag nur eine Orientierung bzgl. des Allergierisi-

kos gibt, jedoch niedrige Spiegel keine Allergie ausschliel3en.

Eine klinisch stumme Doppelsensibilisierung tritt bei bis zu 25% der Bevolkerung
auf [14]. In einer anderen Quelle heil3t es, dass Doppelpositivitaten bei bis zu

50% der Patienten vorkommen [76]. In unserem Kollektiv fanden sich bei 32%
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klinisch irrelevante Doppelsensibilisierungen. Wie auch in anderen Studien, zei-
gen die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung, dass Doppelsensibilisierun-
gen die Diagnostik erschweren konnen. Haufig kommt es bei Bestimmung des
spezifischen IgE gegen natives Insektengift zum Auftreten falsch positiver Ergeb-
nisse bezuglich Bienen- und Wespengiftsensibilisierung. Der Grund hierfur ist,
dass die nativen Gifte auf Grund ahnlicher Proteine oder auf Grund von glykoly-
sierten Seitenketten Bindungstellen flr kreuzreagierende Antikorper aufweisen.
Lasst man die komponentenbasierte Diagnostik aul3en vor, wirde in der vorlie-
genden Studie die Serumdiagnostik bei 10 Patienten ein doppeltpositives Ergeb-
nis anzeigen. Davon konnte aber nur bei einem Patienten mittels komponenten-
basierter Diagnostik eine klinisch relevante Doppelsensibilisierung festgestellt
werden. Basierend auf dem oben erwahnten Auswertungsschema (s. Abb. 2) vor,
hat nur Pat Nr. 12 eine echte Doppelsensibilisierung, da er auf die Komponenten
rVes 5 als auch rApim 1, rApi m 3 reagierte. Die komponentenbasierte Diagnostik
stellt ein wichtiges Tool da, um zwischen einer ,echten” klinisch relevanten Aller-
gie und einer Kreuzreaktivitat zu unterscheiden [76]. Sie kann helfen die richtige
Diagnose zu stellen, wenn das spezifische IgE gegen natives Insektengift doppelt
positiv ausfallt, wenn eine Diskrepanz auftritt zwischen spezifischen IgE und den
Hauttestungen oder beide Tests trotz positiver Anamnese negativ ausfallen [77].
Als Vorteil anzusehen ist, dass dadurch kein erhohter Zeitaufwand gegeben ist.

Eine Studie von Kohler et al. zeigte, dass die Sensitivitat mit Zunahme der ein-
zelnen Komponenten steigt [78]. Einschrankend ist anzumerken, dass es rele-
vante Hymenopterengiftkomponenten gibt, die als rekombinante Proteine zu di-

agnostischen Zwecken aber noch nicht zur Verfigung stehen.

In unserer Studie kamen Sensibilisierungen gegen die Komponente rVes 5 am
haufigsten vor (22/28) und in abnehmender Haufigkeit rVes1 (13/28), rApi m1
(5/28), rApi m3 (2/28) sowie rApi m10 (1/28).

Auch in einer Untersuchung von Frick et al. 2016 (n=115) fand sich rApi m1 mit
81,7% am haufigsten. Hier wurde allerdings auch noch eine Haufigkeit von rApi
m10 von 72% gemessen, wobei in unserer Analyse rApi m 10 nur bei einem Pa-

tienten zu detektieren war [79].
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Routinemalig wird bei allen Patienten im FEIA die basale Tryptase mitbestimmt.
Erhdhte Werte Uber 11,4pg/ml kdnnen auf eine Mastozytose hinweisen und stel-
len ein weiteres Risiko fur systemische Reaktionen da [80].

Nur bei einem Patienten unserer Studie war der Tryptase-Wert mit einem Wert

von 16,4ug/ml erhoht.

4.2 Bedeutung der Basophilenaktivierung

Der BAT ist ein seit 10 Jahren etabliertes und kontinuierlich weiterentwickeltes
zellulares in-vitro Verfahren, das auf dem Prinzip der Durchflusszytometrie beruht
und sich als nutzliches Werkzeug fur die Diagnostik von IgE vermittelten Sofort-
typ-Allergien bewahrt hat. Er findet Verwendung in der Lebensmittel-, Medika-

menten-, Latex-, Aerogen- und Hymenopterengiftallergiediagnostik [81].

Insbesondere wenn ein Hauttest aufgrund der Anamnese nicht in Frage kommt,
wie nach einem schwerem Schock, bei Sauglingen und Kleinkindern, einer Urti-
caria factitia oder generalisierten Hauterkrankungen, kdnnen BAT und spezifi-
sches IgE als weiteres Diagnostikum verwendet werden [82]. Der BAT kommt
zum Einsatz in Fallen, bei denen trotz der anderen Analysemdglichkeiten die Di-
agnose nicht eindeutig ist oder aber auch fur experimentelle Studien [68]. Eine
Studie konnte zeigen, dass bei 81% von 21 Patienten ohne im FEIA messbares
spezifisches IgE, mit dem BAT eine Insektengiftsensibilisierung detektiert werden
konnte. Der BAT kann detaillierte Informationen liefern und die Indikation zur Im-
muntherapie anzeigen bzw. als FollowUp einer Immuntherapie verwendet wer-
den [3] [83].

Ein weiterer Vorteil ist, dass der BAT weniger stressvoll fur die Patienten ist und
keine allergische Reaktion hervorrufen kann [9]. Auch bei niedrigem Gesamt-IgE
hat der BAT eine hohe Sensitivitat [37].

Nachteile der flowzytometrischen Bestimmung sind ein hoher Zeitaufwand, eine
schwierige Interpretation der Ergebnisse und hohe Kosten. Der BAT ist damit

nicht fir die Standarddiagnostik vorgesehen [78] [68].

Bereits in einer Studie von 1991 wurde der monoklonale Antikérper CD63 be-

schrieben, um die Aktivitat der basophilen Granulozyten anhand der Verande-
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rung an der Oberflachenexpression zu messen [55]. CD63 ist der am besten un-
tersuchteste Marker, der direkt mit der Basophilendegranulation bzw, -aktivierung
verbunden ist [56] [53] [9].

Im Vergleich zu Mastzellen sind basophile Granulozyten zirkulierende, zwar
leicht zu analysierende Zellen, aber als limitierender Faktor fur die Diagnostik ist
ihre geringe Anzahl anzusehen [81]. Unsere Studie zeigt, dass aber bereits mit
60ml Blut ausreichend basophilen Granulozyten gewonnen werden kdonnen. Die
basophilen Granulozyten wurden mithilfe des Diamond Basophil Isolation Kit, hu-
man von den PMBC isoliert. Im Vergleich zu anderen bekannten Techniken las-
sen sich mit der magnetischen Separation hohere Reinheiten, insbesondere
auch bei kleinen Zellpopulationen erzielen, obwohl eine hohe Reinheit mit einem
niedrigen Zellangebot verbunden ist [63]. Mit der Positiv-Selektion sollen, im Ver-
gleich zur Negativ-Selektion noch hohere Reinheiten erreicht werden, wobei aber
die Gefahr der unkontrollierten Zellaktivierung besteht. AulRerdem tragen positiv
selektierten Zellen nach dem Vorgang entsprechende Antikdrper auf der Ober-
flache, was sich mdglicherweise als stdrend herausstellen konnte. Hier besteht
die Moglichkeit mit weiteren Schritten die Beads wieder zu entfernen. Zum Bei-
spiel enzymatisch oder mithilfe des DETACHaBEADS® System [84]. Dies wurde
in unserer Studie nicht angewendet.

Zunachst testeten wir die beiden Kits Diamond Basophil Isolation Kit, human und
das Basophil Isolation Kit, human im Vergleich. Schaut man sich die beispielhafte
Auswertung (Abbildung18) an, fallt direkt auf, dass das Diamond Kit die stimu-
lierten basophilen Granulozyten zuverlassiger isoliert.

Der BAT kann entweder mit Vollblut (BATPBMC) oder ausschlieRlich mit basophi-
len Granulozyten (BATBC) durchgefiihrt werden. Wobei der Test mit Vollblut am
haufigsten angewendet wird [9]. Hierbei ergeben sich Unterschiede in Zeit, Auf-
wand und Durchfiihrung. Fur beide Tests wird EDTA Blut bendtigt. Fir den
BATPBMC nach Herstellerangaben reichen bereits weniger als 5ml Blut aus, wah-
rend der BATBC circa 60ml Blut bendtigt, um zu einer ausreichenden Menge an
basophilen Granulozyten zu gelangen. Liefert der BATPBMC nach Herstelleranga-
ben bereits nach circa einer Stunde Ergebnisse, sind beim BATBC deutlich mehr
Arbeitsschritte notwendig, so dass die Arbeitszeit circa 6-7h betrug. Durch das
Diamond Kit fallen fir den BATB® deutlich mehr Kosten an. Zusammenfassend

lasst sich sagen, dass der BATEC teurer, zeitintensiver, technikintensiver, damit
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auch fehleranfalliger als der BATPBMC ist. AuRerdem werden zur Durchflihrung
des BATPBMC patientenfreundlich nur 5ml Vollblut bendtigt im Vergleich zu 60ml
beim BATEC.

Zu diskutieren ist, ob die weiteren Zentrifugenschritte und Handhabung mit den
Zellen bei der Versuchsreine BATBC® zu Zellverlust oder Zellschadigung fiihren
und ob die vorherige Separation der basophilen Granulozyten zu Hintergrundak-
tivierungen fuhrt [6, 57, 85]. Die Durchfuhrung des Tests mit Vollblut spiegelt die
physiologische Situation der basophilen Granulozyten im Vergleich zur selektiven
Diagnostik eher wider. Andererseits kbnnen so Interferenzen mit anderen Serum-
bestandteilen, wie z.B. anti-IgE nicht ausgeschlossen werden und ebenfalls die
Diagnostik beeinflussen [6, 57]. Die Separation von Zellen von schitzenden Ele-
menten aus dem Plasma konnte die Aktivierung von zellbindenden sIgE verbes-

sern [9].

4.3 Interpretation der Ergebnisse im BATPBMC und BATEC in der

vorliegenden Studie

Vergleicht man die Auswertung des BATPBMC ynd BATB® miteinander, fallt auf,
dass die Tests zu ahnlichen Ergebnissen kommen. Der BAT kann lediglich eine
Aussage darUber treffen, ob eine Sensibilisierung gegen das getestete Allergen
vorliegt oder nicht. Die absolute Zahl der basophilen Granulozyten, welche durch
das Allergen aktiviert wurde, spiegelt nicht den Grad der Sensibilisierung wider.
Steigt die Allergenkonzentration fihrt das auch zu einer Zunahme der aktivierten
Basophilen. Eine erneute Abnahme der Aktivierung bei noch héheren Giftkon-
zentrationen wirde durch toxische Effekte des Insektengifts zustande kommen
[46].

In 25 Fallen stimmen die Resultate des BAT"BMC und BATBC (iberein und zeigen
in 6 Fallen davon ein falsch negatives Ergebnis. In 2 Fallen kommt es in der 1 zu
5 Verdunnung der standardisierten Konzentration des Allergens in beiden Tests
zu einer Aktivierung <10%. In 3 Fallen gibt es eine Diskrepanz zwischen den
Ergebnissen der beiden Tests. Bei Patient Nr. 20, Nr. 45 und Nr. 54 kommt es im
BATBC in der 1 zu 5 Verdiinnung zu einem positiven Ergebnis, wahrend der
BATPBMC hier unter 10% fallt.
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Weiterhin unterscheiden sich die beiden Tests im Grad der Aktivierung. In 11
Fallen stimmen beiden Tests ungefahr Uberein (Differenz von bis zu 5% in der
Aktivierung) in dem unverdiinnten Hymenopterengiftansatz fallt der BATPEMC 10
mal hoher aus, und 7 mal der BATBC®, wahrend es in dem verdiinnten Hymenop-
terengiftansatz umgekehrt ist: 10 mal fallt die Basophilenaktivierung im BATEC

und 7 mal im BATPBMC haher aus.

Um eine korrekte Auswertung des BAT zu gewabhrleisten, sind bei jedem Versuch
Positivkontrollen und eine Negativkontrolle notwendig.

Laut einer Studie reagieren 10-20% der Patienten auf eine IgE-Stimulation nicht.
[86] Auch in einer anderen Quelle heil’t es, dass 6-17% der Population nicht auf
den Stimulus durch Aktivierung des FceRI reagieren und damit ein falsch-negati-
ves Ergebnis zeigen kdnnen [9]. Der Flow2Cast® Test sieht deshalb vor 2 Posi-
tivkontrollen zu verwenden, da es Patienten gibt, die nur auf eine IgE-unabhan-

gige Stimulation reagieren.

In unserer Studie funktionierten in 18 Fallen (64%) beide Positivkontrollen in bei-
den Tests. In 11 Fallen kam es zu Diskrepanzen zwischen den beiden Tests. Hier
fallt insbesondere auf, dass die Positivkontrolle™-" in 8 Fallen im BATBC nicht
funktionierte, dafiir aber im BATPBMC, Hier zeigt sich eine groRe Diskrepanz in der
Aktivierung der beiden verschiedenen Testdurchlaufe. Diese reduzierte Aktivie-
rung der Positivkontrollen nach Basophilenseparierung kénnte auf eine metho-
disch bedingte reduzierte Ansprechbarkeit z.B. durch Zellschadigung hinweisen.
In der Literatur wird angeben, dass 15-20% der Patienten auf eine IgE-unabhan-
gige Stimulation mit fMLP nicht reagieren [87].

In unserer Studie flihrte die Positivkontrolle@"t-FceRl sowohl im BATPBMC  als auch
im BATEBC bei 14% zu einer Aktivierung <10%. Die Positivkontrolle™-" funktio-
nierte im BATPBMC bei 3,6% nicht (Aktivierung <10%.). Im BATEC flhrte die Posi-
tivkontrolle™-" bei 32% der Patienten nicht zu einer Aktivierung > 10%. Aus die-
ser Gruppe zeigten 3 weitere Patienten keine ausreichende Aktivierung auf beide
durch beide Positivkontrollen. Ahnliches spiegelt sich bei den Positivkontrollen

der Kontrollgruppe wider.
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4.3.1 Doppelsensibilisierungen

Es wurde bereits erwahnt, dass die Doppelsensibilisierungen die Diagnostik er-
schweren kann und es insbesondere bei diesen Patienten zu falsch negativen
Ergebnissen kommen kann. In der Literatur wird davon gesprochen, dass circa
30%-40% der Patienten eine Doppelpositivitat im IgE aufweisen, obwohl in der
Vergangenheit nur ein Stichereignis oder die Stiche von nur einem Insekt berich-
tet wurden [88, 89]. Japp et al. fUhrten 2006 ebenfalls eine Studie zu dieser Prob-
lematik durch. Von 147 Patienten zeigten 24,5% sIgE zu beiden Giften [90].
Rund 60% der Patienten haben sIgE sowohl fir Wespen- als auch Bienengift.
Bei einem Viertel bis einem Drittel dieser Patienten zeigt der BAT aber nur ein
positives Ergebnis an. [9] Von unseren 28 Patienten hatten im Vergleich dazu nur
35% (10 Patienten) sIgE fur beide Gifte. Der BAT zeigte bei 9 von diesen 10
Patienten nur ein positives Ergebnis an und stimmte damit mit der Behandlungs-

diagnose uberein.

4.3.2 Sensitivitat, Spezifitat

Die Sensitivitat des BAT wird mit 67-75%, aber auch Sensitivitaten von 85-100%,
Spezifitat 83-100% angegeben [32] [91]. Verbleiben Hauttest und serologische
Diagnostik negativ, kann der BAT in 60-80% der Falle eine IgE-abhéngige Sen-
sibilisierung identifizieren [31].

Mit einer gesamten Sensitivitat von 75% beim BATPBMC und 86% beim BATEC
kommen wir zu ahnlichen Ergebnissen, wie in vorherigen Studien angegeben.
Insgesamt ergab sich beim BATEC, wie bereits erwahnt eine Sensitivitat von 86%
aufgrund von 24 richtig positiven Ergebnissen und beim BATPBMC eine geringere
Sensitivitat von nur 75% bei 21 richtig positiven Ergebnissen bezogen auf die
Behandlungsdiagnose. Hier ergibt sich ein Unterschied von 11% in der Sensitivi-
tat. Diese starke Differenz muss mit dem Hintergrund einer geringen Probanden-
zahl betrachtet werden.

Unter Verdunnung des Hymenopterengifts lasst sich nur eine geringe Tendenz
zu einer verbesserten Sensitivitdt vermuten. Dies deutet moglicherweise darauf
hin, dass das Verhaltnis von angebotenen Allergen und Zielzelle die Sensitivitat
beeinflussen kdnnte. Eine héhere Allergenkonzentration flhrte auch zu einer ho-

heren Aktivierung der basophilen Granulozyten.

64



Verschiedene Konzentrationen sind eine gute Alternative, sind allerdings zeitauf-
wendiger, teurer und konnen in ihrer Variabilitat die Ergebnisse stark beeinflus-
sen [81].

5 Schlussfolgerung

Die richtige Diagnostik ist der entscheidende Weg, um einen Therapieerfolg zu
erzielen. Als Therapieerfolg wird ein Ausbleiben einer allergischen Reaktion bei
Reexposition definiert und wird bei circa 95% der Wespengiftallergikern und nur
80-90% der Bienengiftallergikern angegeben [34]. Hier stellte sich uns die Frage,
wie die gesamte Diagnostik noch verbessert werden kann, welche Rolle der BAT
spielt, um unnoétige Immuntherapien zu vermeiden, damit nicht nur der Patient,
sondern auch das Gesundheitssystem entlastet werden. Beim spezifischen IgE
stellte sich die Frage, wie gut die verfugbaren Testallergene sind und ob das vor-
handene Panel an Komponenten ausreicht.

Weiterhin stellte sich die Frage, wie der BAT im Allgemeinen, bzw. auch der
BATBC noch verbessert werden kann. Hier kénnten weitere Konzentrationen aus-
getestet werden oder ggf. anstatt der nativen Gifte nur relevante Allergenkompo-
nenten Anwendung finden. Abzuwagen sind aber die nur geringe Erhéhung der
Sensitivitat im Verhaltnis zu Zeitaufwand und Kosten. Statistisch gesehen ergab
sich kein signifikanter Unterschied in der Basophilenaktivierung zwischen
BATPBMC und BATEC in den beiden Verdinnungen. Die Positivkontrollen ergaben
einen signifikanten Unterschied, was auf eine reduzierte Ansprechbarkeit nach
Separation der basophilen Granulozyten hindeuten kdnnte.

Schwierigkeiten treten sowohl in der in-vitro als auch in der zellularen Diagnostik
auf. Bei manchen Patienten fallt die Serumkonzentration von Insektengift-sigE
bereits nach einigen Wochen, bei den meisten aber erst nach Monaten oder Jah-
ren unter die Nachweisgrenze [92].

Es ist auch moglich, dass Antikdrper nicht mehr im Serum nachweisbar sind, aber
die basophilen Granulozyten noch Allergen-spezifische IgE-Antikdrper auf ihrer
Oberflache tragen, sodass hier die zellularen Tests von Vorteil waren. Zellulare
Tests kdnnen aber wiederum auch negativ ausfallen, obwohl noch Antikdrper im

Serum nachgewiesen werden kénnen [89]. Weiterhin kann die Kombination der
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Testverfahren die Sensitivitat erhdhen. Dies wird auch in unserer Studie besta-
tigt, da oft erst die Kombination von Anamnese, Serumdiagnostik und Hauttes-
tung die vermutete Diagnose bestatigen konnte.

Es ist wichtig eine klinisch relevante Doppelpositivitat von einer klinisch irrele-
vanten Doppelpositivitdt zu unterscheiden, insbesondere zum Schutz der Pati-
enten, aber auch zur Einsparung von Kosten im Gesundheitssystem. Im Zwei-
felsfall sollte eine potenziell lebensrettende spezifischen Immuntherapie mit bei-
den Hymenopterengiften durchgefihrt werden.

Aktuell lohnt es sich nicht den BATEC | unter Beriicksichtigung des Aufwandes
im Verhaltnis zur, nur tendenziell verbesserten Sensitivitat durchzufihren. Mog-
licherweise kdnnen zukunftige, zellschonendere Separationsverfahren bessere

Ergebnisse erzielen.
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9 Anhang
Erganzung zur statistischen Auswertung:

Statistik fur Vorzeichentest

BATPBMC . BATPBMC yer- PC1 BATPBMC. PC2 BATPBMC.
BATBC dinnt — BATBC PC1 BATEB¢ PC2 BATEBC
verdinnt
Y4 -,567 -1,701 -2,835 -3,969
Asymptotische ,571 ,089 ,005 ,000
Signifikanz
(2-seitig)

Tabelle 1: Statistik fiir den Vorzeichentest

Korrelationen

Alter Schweregrad
Spearman-Rho Alter Korrelationskoeffizient 1,000 ,094
Sig. (2-seitig) . ,635
N 28 28
Schweregrad Korrelationskoeffizient ,094 1,000
Sig. (2-seitig) ,635 .
N 28 28

Tabelle 2: Spearman-Rang-Korrelationen zwischen Alter und dem Schweregrad der ana-

phylaktischen Reaktion

(rs =.094, p = .635, n = 28).
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Pat-
Nr.

6
7
13
14
15
16
18
19
28
41
52

Ge-
samt-
IgE

35,7
n.e.
n.e.
2
6,34
162
39,8
63,3
16
7,59
9,33

Wepen-

gift

o O O O O o o o o o o

Bienen-

gift

o O O O O o o o o o o

Negativ-
kontrolle
BATPEMC
0,25
0,29
1,5

1,55
1,05
0,42
0,91

Negativ-
kontrolle
BATEB®
2,05
k.D.
1,05
0,63
0,22
0
1,39
0
0
1,08
0,43

Positivkontrolle

(anti-FceRl)
BATPBMC BATE®
83,33 29,09
91,17 k.D.
78,8 69,44
93,27 71,4
87,4 21,32
42,28 11,41
62,83 77,43
80,65 57,01
93,63 42,71
87,98 39,07
2,31 2,05

Positivkontrolle

(fMLP)

BATPBMC
17,22
26,98
15,68
51,7
62,98
89,54
17,33
16,21
53,73
63,08
53,14

BAT®®
29,09
k.D.
12,76
56,53
13,67
36,83
9,53
8,32
18,54
27,88
35,26

Allergen
(unverdiinnt)
BATPBMC BATBG

0,74 1,11
0,56 k.D.
1,29 0,84
0,26 0,65
0,33 0
1,28 04

0 0
0,85 0,23
1,24 0,41
0,83 0,63
0,71 1,88

Tabelle 3: Gesunde Patienten ohne bekannte Allergie. Der Tryptase-Wert und die einzelnen Komponenten wurden nicht bestimmt.

76

Allergen

(verdiinnt)
BATPBMC BATBG
1,02 1,59
0,73 k.D.
1,31 1,43
0,78 1,35

0 0,45
1,63 0
0,25 1,14
0,28 1,17
0,82 0,21
0,21 0,42
0,91 0,85



Pat-Nr. Versuchsallergen Negativ- Positivkontrolle Positivkontrolle Allergen Allergen

kontrolle (anti-FceRI) (fMLP) (unverdiinnt) (verdiinnt)
BATPBMC BATE® BATPBMC BATEC BATPEMC BATEC BATPEMC BATEC BATPEMC BATEC
22 Ibuprofen 0 n.a. 81,82 n.a. 6,16 n.a. 0,86 n.a. 0,74 n.a.
24 Ibuprofen 1,4 1,21 88,22 16,93 34,35 19,76 14,38 1 3,69 1,65
58 Ibuprofen 0,66 4,16 90,96 70,83 48,16 54,92 0,94 4,81 3,21 7,41
58 Novalgin 0,66 4,16 90,96 70,83 48,16 54,92 0,45 5,63 1,38 7,54
59 Ibuprofen 0,49 0,42 79,26 69,54 63,97 50,79 0,95 0,78 1,39 2,24
59 Paracetamol 0,49 0,42 79,26 68,87 63,97 49,9 0,25 0,65 2,02 1,29
60 Penicillin 1,37 1,28 80,22 50,58 57,86 29,64 0,64 1,05 1,22 1,59
60 Cefaclor 1,37 1,28 80,22 50,58 57,86 29,64 0,31 1,56 0,57 3,05

Tabelle 4: Patienten die auf eine Allergie auf Medikamente getestet wurden.
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Pat.Nr.

11
12

17
20
21

23
25
26
27
29
30
31
32

33

34

35

36
37

38

Gesamt-lgE Tryptase

n.e.
n.e.
55,6
6,64
132

132
74,2
8,04

21,9
16,6
150
112
46,9
51
14,9
61,8

183

87,3

393

195
92,9

fehlt

n.e.
n.e.
n.e.
7,92
3,71

3,71
3,71
2,04

3,87
4,51
5,76
2,51
16,4
5,41
6,52
2,38

3,78

1,75

2,07

4,17
5,19

fehlt

Versuchsgift

Biene
Wespe
Wespe
Wespe
Biene
Wespe
Biene und Wespe
Biene
Biene
Wespe
Wespe
Wespe
Wespe
Wespe
Wespe
Wespe
Wespe
Biene
Wespe
Biene
Wespe
Biene
Wespe
Biene
Wespe
Wespe
Biene
Wespe
Wespe

BATPBMC

2,15
0,77
0,51
1,69
0,3
0,7
n.a.
0
2,1
2,1
1,42
0,77
0,51
1,26
1,4
0,5
0,56
1,47
0,83
0
0
0,62
0,84
0,62
0,62
0
0,47
1,18
n.a.

Negativkontrolle

BATE®

1,53
2,49
3,35
2,08
0
0.4
n.a.
0,2
0
0,61
1,48
0,63
0,22
14
1,62
0,2
0,4
1,47
0,83
0,18
0,18
1,16
1,16
0,33
0,33
0.4
0,96
0,98
n.a.
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Positivkontrolle

(anti-FceRI)
BATPBMC  BATBG
97,16 60,14
73,15 84,31
91,74 52,71
93,7 93,36
43,02 30,51
28,15 29,12
n.a. n.a.
77,26 80,38
73,97 40,72
73,97 40,72
76,27 87,24
62 42,24
7,2 17,85
90,32 31,03
95,59 88,32
49,42 21,13
81,32 74,95
6,67 6,67
3,4 3,4
81,62 51,61
81,71 51,61
92,06 77,42
93,52 77,42
34,98 28,86
34,98 28,86
95,79 58,89
68,51 40,04
69,74 38,84
n.a. n.a.

Positivkontrolle

(fMLP)
BATPBMC BATBCG
66,95 58,47
54,32 50,7
50,88 29,56
72,14 55,45
46,88 15,4
41,67 20,45
n.a. n.a.
19,06 19,32
27,21 12,73
27,21 12,73
28,73 23,22
6,67 7,39
37,76 53,52
5,57 21,93
49,6 26,52
35,38 10
47,38 28,89
35,66 35,66
33,57 33,57
10,06 4,41
10,43 4,41
28,69 15,27
29,48 15,27
65,14 27,26
65,14 27,26
11,73 2,24
63,01 27,11
67,15 26,68
n.a. n.a.

Allergen
(unverdiinnt)
BATPBMC BATBG
14,41 1,85
24,46 84,32
1,76 5,29
97,42 95,7
5,67 16,77
15,26 14,02
n.a. n.a.
17,45 36,8
74,66 38,59
2,88 1,88
82,47 75,52
56,94 59,96
2,39 13,38
86,91 32,12
93,73 90,85
57,94 20,48
69,24 89,03
2,99 2,99
0,21 0,21
1,03 0,39
83,58 48,53
1,24 3,25
53,98 74,48
0,22 0,36
4,25 13,91
95,96 61,79
1,63 2,71
77,78 46,27
n.a. n.a.

Allergen
(verdiinnt)
BATPBMC BATBG
14,86 3,27
4,06 44,86
1,21 11,11
91,32 92,13
1,89 1,05
1,46 2,87
n.a. n.a.
7,32 55,51
47,71 35,44
3,56 0,82
54,98 24,94
18,18 55,81
0,26 3,78
86,79 30,51
90,46 91,42
41,76 28,97
49,85 67,12
2,69 2,69
0,21 0,21
1,94 0
43,27 56,01
1,04 0,84
13,03 49,76
0,48 0,34

0 0,68
91,08 56,65
0,89 0,56
30,46 15,5
n.a. n.a.



39

40

42

43

44

45

46

47
48

49

50

51

53

54

55
56

123
8,76
23,7
9,38
56,2
133

84

16,7
22,2

8,13
642
142
169,06

40,9

198
17,9

2,96
5,37
2,367
4,73
1,71
5,25

2,04

2,37
1,94

2,14

4,62
11,5
2,07

1,98

5,09
3,33

Wespe
Wespe
Biene
Wespe
Wespe
Biene
Wespe
Biene
Wespe
Biene
Wespe
Biene
Wespe
Wespe
Biene
Biene
Wespe
Wespe
Wespe
Wespe
Biene
Wespe
Biene
Wespe
Wespe
Biene

0,8
0,42
1,23
1,03
0
0,4
0,83
0,63
0,84
0,64
0,41
0,39
1,5
1,08
1,07
0,21
0,21
n.a.
n.a.
0,17
0,17
2,5
2,15
n.a.
0,44
0,44

0,69
1,05
1,02
0,97
0.4

0,56
0,8

0,99
0,43
0,39

2,31
1,84
2,2
0,61
0,6
n.a.
n.a.
0,2
0,2
0,19
0,19
n.a.
97
0,94

1,69
80,49
37,21
41,92
73,93
76,78
42,12
33,95
87,17
87,22
2,36
2,52
80,37
91,93
92,4
75,68
76,51
n.a.
n.a.
34,7
34,7
80,08
80,08
n.a.
90,99
90,91

Tabelle 5: Ergebnisse aller Patienten mit Wespen- und Bienengiftallergie.
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0,99
39,07
64,2
63,62
6,02
6,49
55,29
55,99
41,25
40,27
1,48
1,34
65,52
81,34
81,89
61,9
62,15
n.a.
n.a.
11,87
11,87
26,56
26,56
n.a.
55,37
55,93

25,05
39,39
61,72
63,6
15,49
18,35
44,4
39,76
22,98
21,61
10
10,06
30,43
55,86
57,63
13,62
15,88
n.a.
n.a.
20,84
20,84
10,56
15,56
n.a.
18,74
18,2

3,09
12,47
42,57
43,64
0,6
1,15
34,72
35,21
11,85
13,45
1,66
1,32
19,31
32,34
32,68
5,65
5,68
n.a.
n.a.
11,54
11,54
1,75
1,75
n.a.
4,47
4,61

1,26
54,35
1,02
34,99
77,69
0,4
38,79
0,63
35,87
1,07
2,23
0,2
0
85,14
2,38
42,54
0,24
n.a.
n.a.
1,23
0
64,32
0,43
n.a.
72,98
0

2,05
39,88
1,08
71,53
15,92
1,48
34,95
0,63
52,21
0,58
2,59
0,19
2,81
85,17
4,19
45,75
1,11
n.a.
n.a.
0,77
0,19
35,46
0
n.a.
46,42
0

1,57
57,39
0,41
37,47
75,63
0
35,41
0,62
4,74
0,75
1,01
0,4
2,4
63,53
1,04
2,11
1,16
n.a.
n.a.
0,85
0,73
7,74
0,87
n.a.
21,59
0,32

1,26
28,66
0,2
65,82
9,84
0,47
53,17
1,24
29,8
0
2,38
0
2,85
72,88
2,95
2,79
2,3
n.a.
n.a.
1,89
0,57
17,75
0,32
n.a.
23,77
0,22



Erganzungen zur Hauttestung:

Patient

1
23
25
26
29
30
31
33
34
35
36
37
39
40
42
43
44
45
46
48
53
54
56
20
21
32
49
12

Tabelle 6: Ergebnisse in der Hauttestung.

Behandlungs-
diagnose

Wespengiftallergie
Wespengiftallergie
Wespengiftallergie
Wespengiftallergie
Wespengiftallergie
Wespengiftallergie
Wespengiftallergie
Wespengiftallergie
Wespengiftallergie
Wespengiftallergie
Wespengiftallergie
Wespengiftallergie
Wespengiftallergie
Wespengiftallergie
Wespengiftallergie
Wespengiftallergie
Wespengiftallergie
Wespengiftallergie
Wespengiftallergie
Wespengiftallergie
Wespengiftallergie
Wespengiftallergie
Wespengiftallergie
Bienengiftallergie
Bienengiftallergie
Bienengiftallergie
Bienengiftallergie

Wespengiftallergie
und Bienengift-
allergie

Prick Wespe
(ng/mi)

0
10 100 300
100 300
300
300
10 100 300
0
10 100 300
0
100 300
300
0
10 100 300
100 300
100 300
10 100 300
100 300
10 100 300
100 300
10 100 300
0
300
300

o O O o

100 300

Prick Biene

10 100 300
110 100 300
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(ng/ml)

0
300

—
O O O O O o o o o

100 300

OO O O O O o o o o o

0

100 300
100 300
100 300

Intrakutan
Wespe
(ng/mi)

0,001

0

0,01 01

0,01

o O

Intrakutan
Biene

(ng/mi)
0

0,001
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