Klinik und Poliklinik fiir Dermatologie und Allergologie
am Biederstein des Klinikums rechts der Isar
der Technischen Universitat Minchen

(Direktor: Univ.-Prof. Dr. Dr. J. Ring)

Vergleich des Basophilenaktivierungstests durch
Bestimmung der Aktivierungsmarker CD63 oder CD203c

bei Patienten mit Insektengiftallergie

Rita Varga

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultat fir Medizin der Technischen Universitat Minchen zur
Erlangung des akademischen Grades eines

Doktors der Medizin
genehmigten Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. D. Neumeier

Prifer der Dissertation:

1. apl. Prof. Dr. B. Eberlein

2. Univ.-Prof. Dr. H. Behrendt

Die Dissertation wurde am 28.04.2009 bei der Technischen Universitdt Miinchen eingereicht
und durch die Fakultat fur Medizin am 22.07.2009 angenommen.



,Ehre, wem Ehre gebuhrt “

die Bibel

Meinen Eltern in Liebe und Dankbarkeit gewidmet



Verzeichnis der verotffentlichten Daten aus der Arbeit

Verzeichnis der veroffentlichten Daten aus der Arbeit

Vortrage auf Kongressen:

Vortrag auf dem 7. Arbeitsgespréch Insektengiftallergie, Regensburg, 23.-24. September 2005
Eberlein-Kdnig B, Varga R, Mempel M, Darsow U, Rakoski J, Ring J.

Basophilen-Aktivitatstests mit verschiedenen Aktivitatsmarkern (CD63, CD203c) - Untersuchungen
bei Patienten mit Insektengiftallergie.

Allergo J 2005; 7/1: 511

Vortrag auf dem XXV Congress of the European Academy of Allergology and Clinical
Immunology, Wien, 10.-14. Juni 2006

Eberlein-Konig B, Varga R, Mempel M, Darsow U, Behrendt H, Ring J.

Comparison of basophil activation tests using CD63 or CD203c expression in patients with insect
venom allergy.

Abstract Book, S. 47

Publikationen:

Eberlein-Konig B, Varga R, Mempel M, Darsow U, Behrendt H, Ring J.

Comparison of basophil activation tests using CD63 or CD203c expression in patients with insect
venom allergy.

Allergy 2006; 61: 1084-1085



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
ADBKUrzUNgSVerzeiChnis | | ...ttt 6
LUEINIBIUNG oottt s s s s s s bbb 8
1.1, Die InSeKteNgital rgie 8
1.2.  Diagnostik der Insektengiftallergie e 13
1.2.1. Erhebung der Stichanamnese e 13
12 2, HaU S IUNG 14
1.2.3. IN-Vitro-TestVertan e 14
1.3.  Therapie bei Insektengiftallergie e 16
1.4.  Der Basophilenaktivierungstest (BAT) e, 18
140, Grundlagen €S BAT 18
1.4.2. Die Oberflachenantigene CD63 und CD203c 19
1.5, ZielSetzuNg Aer StUI 22
2. Patienten, Material und Methoden ... 23
2.1.  Patienten und KontrollpersONeN e 23
2.2. Standarddiagnostik der Hymenopterengiftallergie . 24
2.2.1. Schweregrad der anaphylaktischen Stichreaktion 24
2.2.2. Hauttestung auf Hymenopterengift 25
2.2.3. Bestimmung insektengiftspezifischer IgE-Antikérper 25
2.3, Basophilenaktivierung St eSS 27
2.3.1. Reagenzien, Material und Gerate 27
2.3.2. Bestimmung der BasophilenaktivierungmitCD63 29
2.3.3. Detektion der Hochregulation von CD203c . ... .. . . . o 30
2.4.  Durchflusszytometrische Datenanalyse und Auswertung .. .. 31

2.5. Statistische Methoden 34



Inhaltsverzeichnis

3. Ergebnisse

3.1

3.2.

Patientenkollektiv

3.1.1. Klinische Charakterisierung
3.1.2. Auswertung der Standardverfahren und Diagnose

3.1.3. Testresultate bei Detektion von CD63 und CD203

3.1.4. Vergleich der Ergebnisse von BAT und Standarddiagnostik

3.1.5. Hohe der Basophilenaktivierung im BAT
bei spezifischer Immuntherapie

3.1.6. Expressionshohe von CD63 und CD203c in Bezug auf
den Schweregrad allergischer Stichreaktionen

Kontrollpersonen
3.2.1. Gruppenzuteilung
3.2.2. Ergebnisse im CD63- und CD203c-BAT

4. Diskussion

4.1.
4.2.
4.3.
4.4,
4.5.
4.6.

5. Zusammenfassung

Diagnostische Mdglichkeiten der Insektengiftallergie
Der CD63- und CD203c-BAT bei Insektengiftallergie
Diskussion der BAT-Ergebnisse
Der BAT in der Allergiediagnostik
Technische Aspekte der BAT-Methodik

Auswertung und Interpretation von BAT-Ergebnissen

6. Literaturverzeichnis

7. Anhang

Danksagung

38

38

38

39

42

57

61

62

63

63

63

67

67

70

73

75

79

82



Abklrzungsverzeichnis

Abkurzungsverzeichnis

% Prozent

+ positiv

- negativ

°C Grad Celsius

a. Tr. am Trockengewicht

Abb. Abbildung

ACD Acid-Citrate-Dextrose

Ak Antikdrper

B Biene/ Bienengift

BAT Basophilenaktivierungstest

bzgl. beziglich

bzw. beziehungsweise

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
ELISA Enzym-Linked-Immunosorbent-Assay
ca. circa

CAST Cellular-Antigen-Stimulation-Test
CD Cluster of Differentiation

Da Dalton

FACS Fluorescence-Activated-Cell-Sorter
Fc.RI Hochaffiner IgE-Rezeptor

FEIA Fluoreszenzenzymimmunoassay
FITC Fluorescein Isothiocyanate

FL1 Fluoreszenz 1

FL2 Fluoreszenz 2

fMLP Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanine
FSC Forward Scatter

ap Glykoprotein

i.c. intracutan

lg Immunglobulin

IgE Immunglobulin E

1gG Immunglobulin G

IL Interleukin

k Kilo

L Liter

M Messbereich



Abklrzungsverzeichnis

MCD-Peptid
Min
Mg

Ml

mi

nm
N.K.
Pat.
PBS
PE
P.K.
RAST
ROC

SA
Sl
SIT
SSC
Tab.
TH1
TH2

Mastzell-degranulierende Peptid
Minuten

Mikrogramm

Mikroliter

Milliliter

Nanometer
Negativ-Kontrolle

Patient

Phosphate Buffered Saline
Phycoerythrin
Positiv-Kontrolle
Radio-Allergo-Sorbent-Test

Receiver-Operating-Characteristic

siehe

Seite
Standardabweichung
Stimulationsindex
Spezifische Immuntherapie
Side Scatter

Tabelle

T-Helferzelle vom Typ 1
T-Helferzelle vom Typ 2
Units

Wespe/ Wespengift



Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die Insektengiftallergie

Epidemiologische Daten und Risikofaktoren der Insektengiftallergie

In Deutschland leiden etwa 1,2-4,5% der allgemeinen Bevdlkerung an einer systemischen
Insektengiftallergie [49, 139]. Sie ist Ausdruck einer Uberempfindlichkeit des Immunsystems
gegen bestimmte Insektengifte und wird mit einer Pravalenz von 0,8-5% fur Europa und die
USA angegeben [58, 105]. Die betroffenen Personen reagieren nach einem Stich nicht nur mit
einer gewohnlichen schmerzhaften Schwellung und R6tung der Einstichstelle, sondern kénnen
lebensgefahrliche Symptome erleiden, die den ganzen Organismus betreffen [104]. Pro Jahr
werden in Deutschland rund 10-20 Todesfalle gemeldet, die auf Insektenstiche
zurickzufiihren sind, wobei allerdings von einer hohen Dunkelziffer ausgegangen werden
muss [119]. Diese Mortalitdtsrate von 0,24/ Jahr/ Mio. liegt im Bereich publizierter Angaben
anderer europdischer Lander und den USA [104, 139]. Weitaus ungefahrlicher, aber
wesentlich haufiger sind gesteigerte lokale Reaktionen nach einem Insektenstich, die bei bis
zu 19% der Allgemeinbevolkerung auftreten. Daneben konnen bei etwa 25% der
Erwachsenen positive Hauttestreaktionen oder insektengiftspezifische Antikdrper (Ak) der
Immunglobulinklasse E (IgE) als Ausdruck einer Sensibilisierung gegen Insektengift ermittelt
werden, bei Kindern sogar bis zu 50%, ohne dass klinisch relevante Allergiesymptome
auftreten [119]. Eine Insektengiftallergie kann in jedem Alter vorkommen und tritt h&ufig nach
mehrfachen unauffalligen Stichereignissen zutage. Bienengiftallergien verlaufen meist
dramatischer und treten haufiger bei jingeren, Wespengiftallergien bei alteren Menschen auf.
Das Risiko einer Insektengiftallergie steigt mit der Expositionshaufigkeit. Es ist insbesondere
bei Personen mit beruflicher Tatigkeit im Freien (Imker, Landarbeiter, Gartner) hoch, aber
auch bestimmte Freizeitaktivitditen (Wandern, Radfahren) kénnen zu den pradisponierenden
Faktoren zéhlen [11, 104]. Zudem werden kardiovaskulare Erkrankungen, erhohte basale
Serumtryptasespiegel und das Vorliegen einer Mastozytose zu den Risikofaktoren einer
Insektengiftallergie gezahlt [118].

Klinik der Stichreaktion

Das klinische Erscheinungsbild allergischer Reaktionen auf Insektenstiche ist sehr vielseitig.
Eine RoOtung und Schwellung im Bereich der Einstichstelle (Lokalreaktion) ist harmlos und
spiegelt die Antwort auf toxische oder allergische Komponenten im Insektengift wieder. Ist diese
jedoch groéRer als 10 cm (teilweise mit Persistenz tber 24 Stunden) liegt eine verstarkte
Lokalreaktion vor, die IgE bedingt sein kann, aber deren Pathomechanismus im Einzelnen nicht
genau geklartist [11, 60, 61].

Die systemische Stichreaktion ist in den allermeisten Fallen eine allergische Reaktion vom
Soforttyp (Typ | nach Coombs und Gell [24]), die durch insektengiftspezifische IgE-Ak ausgeldst
wird und bereits hach einem einzigen Stich auftreten kann. Die ersten Symptome treten meist
wenige Minuten, selten spéater als eine Stunde nach dem Stichereignis auf und werden
unterschiedlichen Schweregraden zugeordnet.
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Dabei werden milde bis mittelschwere Allgemeinreaktionen, wie z. B. von der Einstichstelle
entfernte Hautrétung (Flush), Nesselausschlag (Urtikaria) und Schwellungen (Angio6dem), die
von leichter Ubelkeit und Atemnot begleitet sein konnen von schweren, sog. anaphylaktischen
Allgemeinreaktionen unterschieden. Hier kann es neben starker Atemnot (Bronchokonstriktion,
Larynxddem) und gastrointestinalen Stdérungen (Erbrechen, Diarrhoe) zum anaphylaktischen
Schock kommen, der im Extremfall in einem tddlichen Kreislaufversagen endet
(s. Tab. 4, S. 24) [11, 104, 127].

Pathomechanismus bei Insektengiftallergie

Nicht jeder Bienen- oder Wespenstich fihrt zu einer allergischen Reaktion.
Grundvoraussetzung ist eine Sensibilisierung des Patienten, die entsteht, wenn bei Erstkontakt
mit Allergenen des Insektengifts (meist hohermolekulare Substanzen wie Proteine) spezifische
IgE-Ak gebildet werden (s. Abb. 1). Dies erfolgt, indem es unter Beteiligung von Makrophagen
und T-Helferlymphozyten zu einer Zelldifferenzierung von B-Lymphozyten zu Plasmazellen
kommt. Die von Plasmazellen gebildeten spezifischen IgE-Antikdrper binden primdr an den
hochaffinen Fc.-I-Rezeptor (Fc.RI) auf der Oberfliche gewebsstandiger Mastzellen und
basophiler Granulozyten [98]. Sie sind in niedriger Konzentration aber auch frei im Blut
nachweisbar. Bei erneutem Allergenkontakt wird Uber eine Quervernetzung zweier
benachbarter zytotroper IgE-Ak mit dem Allergen ein Aktivierungsprozess in Gang gesetzt.
Dieser Vorgang bewirkt unter anderem die Freisetzung zahlreicher préaformierter und in
Granula gespeicherter Mediatoren (vor allem Histamin, Leukotriene und Zytokine) aus
Mastzellen und Basophilen und wird als anaphylaktische Degranulation bezeichnet [35, 142].
Die freigesetzten Mediatoren l6sen innerhalb von Sekunden bis Minuten Uber Vasodilatation,
Permeabilitatssteigerung der GeféalRe und Kontraktur der glatten Muskulatur die geflirchteten
Allergiesymptome aus, die Uber sekundar angelockte Entziindungszellen (Granulozyten,
Monozyten) und Blutplattchen unterhalten werden [104].

Sensibilisierung Allergische Reaktion

Aktivierung von

B- und T-Zellen Allergene
/ i Insektengift \
— Plasmazelle Briickenbildung
zwischen

Allergen und IgE

spezifische Mastzellaktivierung
—  IgE-Ak-
Bildung

Sensibilisierte )
____ Mastzelle mit Degranulations-
Mediator- prozess

Granula
Allergiesymptome /

G ngs o<r:ir|’:1atag_c|)_rtll,.t Mediatorliberation
etabpermeabilitats- (u. a. Histamin)

storung etc.)

Abb. 1: Pathogenese (vereinfachte Darstellung) der allergischen Soforttyp-Reaktion
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Allergieauslosende Insektenstiche

Die hauptsachlich fur eine Insektenstichallergie verantwortlichen Insekten gehoren der Ordnung
der Hymenopteren (Hautfliigler) an (s. Abb. 2). Die in Mitteleuropa aus allergologischer Sicht
relevanten Hymenopteren sind die Honigbiene (Apis mellifera, im Folgenden als Biene
bezeichnet) und verschiedene soziale Faltenwespen (Vespidea), wobei vor allem die Gattung
der Kurzkopfwespe (Vespula, im Folgenden als Wespe bezeichnet) hervorzuheben ist. Diese
Wespen, insbesondere die Gemeine Wespe (Vespula vulgaris) und die Deutsche Wespe
(Vespula germanica), stellen aufgrund ihrer enormen StaatsgrofRen (bis 10.000 Individuen),
ihrer groRen Vorliebe fir menschliche Nahrungsreste und des haufigen Nestbaus in der Nahe
menschlicher Behausungen die Hauptgefahrenquelle fur ein Stichereignis dar. Weitaus seltener
sind Stiche von Hornissen (Gattung Vespa), Langkopfwespen (Gattung Dolichovespula) und
den in mediterranen Gebieten héaufiger vorkommenden Feldwespen (Gattung Polistes), da
diese Vespiden aufRerhalb des unmittelbaren Nestbereichs wenig stechfreudig sind und
menschliche N&he meiden. Ebenfalls rar sind Stiche von Hummeln (Gattung Bombus), die
systematisch der Honigbiene nahe stehen [11, 96, 152]. Den Ameisen, die zum Teil mit einem
Wehrstachel versehen sind, wird durch ihr geringes Vorkommen in Mitteleuropa eine bisher nur
geringe medizinische Relevanz zugesagt. Sie kdnnen aber, wie die in den USA und Australien
eingeschleppte Feuerameise (Gattung Solenopsis) eine erhebliche Rolle spielen [145].

ORDNUNG HYMENOPTERA
(Hautfltgler)
UNTERORDNUNG SYMPHYTA APOKRITA
(Pflanzenwespen) (Taillenwespen)
SEKTION ACULEATA TEREBRANTES
(Stechimmen) (Legeimmen)
) | | |
UBERFAMILIE APOIDEA VESPOIDEA Andere
[ I I
FAMILIE APIDAE Andere VESPIDAE FORMICIDAE
(Bienen) (Faltenwespen) (Ameisen)
UNTERFAMILIE VESPINAE POLISTINAE MYRMICINAE Andere
(Papierwespen) (Feldwespen)  (Feuerameisen)
GATTUNG Apis Bombus Vespa Vespula Dolichovespula Polistes Solenopsis Andere
(Honigbiene) (Hummel) (Hornisse) (Kt P p (Langkop pe) (Feuerameise)
ART A. mellifera B. terrestis V. crabro V. germanica D. media Pol. gallicus S. invicta
B. agrorum V. orientalis V. vulgaris D. maculata Pol. fuscatus S. richteri
und andere und andere und andere und andere und andere und andere

Abb.2: Systematische Darstellung verschiedener Hymenopteren [70,104]
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Bienen- und Wespengift: Zusammensetzung und Kreuzreaktivitat

Beim Stich einer Biene werden etwa 50-100 ug Gift in die Haut injiziert. Da die Wespe ihren
Stachel wieder zuruckzieht, betragt die injizierte Giftmenge mit ungeféahr 3-10 pg deutlich
weniger [72, 117]. Bienen- und Wespengift besteht aus einer komplexen Zusammensetzung an
niedermolekularen  Verbindungen, Peptiden und grolBmolekularen Proteinen, die
unterschiedliche Anteile (%) am Trockengewicht (Tr.) des Giftes ausmachen (s. Tab. 1). Die
Giftbestandteile werden in toxische und allergische Komponenten aufgeteilt [77, 104]. Etliche
dieser Komponenten wurden in den letzten Jahren bis Jahrzenten isoliert, charakterisiert und
die dreidimensionale Struktur bestimmt [83]. Hinsichtlich der Allergenitat wird des Weiteren
zwischen Minor- und Major-Allergenen unterschieden gemaly der Haufigkeit, mit der in
Patientenseren IgE-Ak gegen die jeweiligen Allergene zu bestimmen sind [91].

Eine allergische Sensibilisierung bewirken mafgeblich die hdéher molekularen Proteine, die
meist enzymatische Eigenschaften aufweisen. Fur die lokale toxische Reaktion und die
intensive Schmerzwirkung sind primar Peptide und biogene Amine wie beispielsweise das im
Gift vieler Wespen vorkommende Serotonin und Acetylcholin verantwortlich. Den
niedermolekularen Verbindungen, vor allem den biogenen Aminen, wird durch ihre
vasodilatatorische und permeabilitatssteigernde Wirkung eine Forderung der Giftausbreitung im
Gewebe zugesagt [77, 81, 104]. Dabei ist vor allem das Histamin relevant, es macht 1% des
Gesamtgewichtes des Bienengiftes und 3-6% des Wespengiftes aus [104]. Die mehr oder
weniger stark basischen Peptide Mellitin, Apamin und Kinine bewirken gemeinsam mit den
Phospholipasen zytotoxische, hamolytische und neurotoxische Schaden. Das Enzym
Hyaluronidase  unterstitzt diesen Effekt, in dem es interstitielle Hyaluronsdure des
Hautbindegewebes abbaut, weshalb es auch als "spreading factor* bezeichnet wird [77]. Fir die
starke Histaminliberation nach einem Bienenstich hauptverantwortlich ist trotz eines nur
geringen Giftanteils (ca. 1% a.Tr.) das Mastzell-degranulierende Peptid (MCD-Peptid) [68].

Tabelle 1: Zusammensetzung von Bienen- und Wespengift. Aufgelistet sind wichtige Giftkomponenten und deren
Molekulargewicht (MG) in der Einheit Kilo Dalton (kDA).

Molekilklasse Anteil Bienengift Wespengift

Niedermolekulare Substanzen 25-30 %

(MG: < 1 kDa)

Biogene Amine:

Histamin, Katecholamine + +
Serotonin, Acetylcholin +

Kohlenhydrate +

Aminosauren +

Peptide 50-60 % Mellitin Kinine

(MG: 1-5 kDa) Apamin Hamolysin
MCD-Peptid Mastoparan
Secapin Chemotaktisches Peptid
Tertiapin

Proteine 15-30 % Phospholipase A, (16-20 kDa) Phospholipase A; (35 kDa)

(MG: >5 kDa) Hyaluronidase (43 kDa) Hyaluronidase (45 kDa)
Saure Phosphatase (49 kDa) Antigen 5 (25 kDa)
Api m 6 (8 kDa) Phosphatasen
Allergen C Protease
Esterase Cholinesterase
a-Glukosidase DNase
Proteinase-Inhibitor Histidindecarboxylase
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Das Hauptprotein  und gleichzeitig auch Hauptallergen im Bienengift ist das Enzym
Phospholipase A, (6-12% a.Tr.), wobei auch die Hyaluronidase (1-2%) und die saure
Phosphatase (< 1% a.Tr.) Major-Allergene des Bienengifts darstellen [68, 81]. Im Wespengift
werden die Phospholipase A; (6-14% a.Tr.), die Hyaluronidase (1-3% a.Tr.) und das Antigen 5
(5-10% a.Tr.) zu den Major-Allergenen gerechnet [73, 82, 83, 104]. Ausnahmsweise kdnnen
auch Peptide wie das Mellitin (40-60% a.Tr.), aufgrund ihrer Tendenz Polymere zu bilden, IgE-
Antikdrper induzieren, allerdings nur bei einem kleinen Teil der Patienten [81]. Mellitin wird
daher zu den Minor-Allergenen gezéhlt, ebenso wie Allergen C und das Protein Api m 6, sowie
das im Wespengift vorkommende Hamolysin [80, 104].

Die wichtigsten Insektengift-Allergene sind heute geklont und in rekombinanter Form verfugbar
(s. Tab. 2). Durch ihre verminderte IgE-Bindung erhofft man sich einerseits eine Optimierung
der Diagnostik und andererseits eine protektive zellulare Immunantwort mit Reduktion der
Nebenwirkungen in der Immuntherapie [103, 106].

Tabelle 2: Rekombinante Insektengiftallergene [106]

Gift Allergen Expression
Biene Phospholipase A, (Apim 1) E. coli
(Apis mellifera)
Hyaluronidase (Apim 2) Baculovirus System
Saure Phosphatase (Apim 3) Baculovirus System
Wespe Phospholipase A; (Ves v 1) E. coli
(Vespula vulgaris) ) .
Hyaluronidase (Vesv 2) E. coli
Antigen 5 (Ves v 5) E. coli

Bei bis zu 50 % der Insektengiftallergiker kann serologisch oder im Hauttest eine
Doppelpositivitdt gegentiber Bienen- und Wespengift nachgewiesen werden. Der Grund hierfar
kann eine tatsachliche Doppelsensibilisierung durch Exposition gegeniber verschiedenen
Hymenopterengiften sein, oder klinisch irrelevante kreuzreagierende IgE-Ak [62, 65]. Diese
Unterscheidung ist fur die Wahl des entsprechenden Giftes bei der Immuntherapie
entscheidend. Aufgrund groRer Ahnlichkeit in der Zusammensetzung und Struktur einzelner
Allergene sind vor allem die Vespidengifte stark kreuzreaktiv, insbesondere das Gift gleicher
und nah verwandter Arten [82]. Des Weiteren kann auch das Gift von Bienen und Hummeiln
kreuz reagieren. Fur eine Kreuzreaktion zwischen Bienen- und Wespengift scheint das Enzym
Hyaluronidase hauptverantwortlich zu sein, dessen Aminosduresequenz in beiden
Insektengiften schatzungsweise zu 55 % identisch ist [83]. Hemmversuche (FEIA-Inhibition), bei
denen die IgE-Bindung an Bienen- bzw. Wespengift nach Préinkubation des Serums mit jeweils
beiden  Giften  verglichen  wird, ermoOglichen  die Differenzierung zwischen
Mehrfachsensibilisierungen und Kreuzreaktionen [121, 146].

12
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1.2. Diagnostik der Insektengiftallergie

Die Diagnose einer Insektengiftallergie basiert zunachst auf der Anamnese und wird mittels
einer Hauttestung bestatigt. Daneben stellen Laboruntersuchungen eine wesentliche Stitze fur
eine adaquate Diagnostik und Versorgung allergischer Patienten dar, wobei nur die
serologische Bestimmung spezifischer IgE-Ak gegen Bienen- und Wespengift routinemafig
durchgefuhrt wird. Darliber hinaus stehen zahlreiche aufwendigere Laboruntersuchungen, sog.
In-vitro-Verfahren zur Verfigung. Diese sind vor allem in unklaren Fallen (systemische Reaktion
trotz ausbleibender Hauttestreaktionen und negativer spezifischer IgE-Werte) sowie bei
komplizierten Fragestellungen nétig und/oder als Ergénzung der Routinediagnostik moglich. Bei
richtiger Indikation, korrekter Durchfihrung und kritischer Bewertung stellen sie hilfreiche
Bausteine der allergologischen Diagnosefindung dar. Mit ihnen lassen sich in den meisten
Fallen direkt oder indirekt allergische Sensibilisierungen nachweisen, die allerdings nur bei
korrespondierenden Symptomen klinisch relevant sind [84, 122, 124].

1.2.1. Erhebung der Stichanamnese

Fur den Grofdteil der Patienten ist es schwierig, das stechende Insekt zweifelsfrei zu
identifizieren. Da die Anamnese jedoch haufig als Goldstandard zur Beurteilung der Sensitivitat
und Spezifitat von Testverfahren herangezogen wird, ist eine prazise Erhebung der
Stichanamnese mit Beurteilung der geschilderten korperlichen Beschwerden essentiell.
Wichtige Differenzierungsmerkmale zwischen Bienen und Wespen stellen neben der
Morphologie (Biene behaarter als Wespe und eher braunfarben) der Stechapparat (Biene
verliert ihren Stachel aufgrund starker Widerhaken, Wespe kann ihn zuriickziehen), das
saisonale Vorkommen (nur Bienenpopulation Uberwintert, Hauptflugzeit fir Bienen von Februar
bis Oktober, Wespenpopulationsdichte im August/September hoch und sinkt Oktober/
November ab) sowie das Verhalten dar. Wespen erndhren sich hauptséchlich von Blitennektar,
Fruchten und Baumsaften, weichen aber auch auf andere Quellen wie zuckerhaltiger Getréanke
und Sufwaren aus. Dies erklart ihr vermehrtes Vorkommen in der Nahe von Abfallbehéltern,
Konditoreien und Komposthaufen. Fir Bienen hingegen stellen Pollen und Nektar der
Blutenpflanzen die Haupterndahrungsquelle dar. Normalerweise reagieren Bienen auf
Stérungen beim Blitenbesuch mit Fluchtverhalten und Stiche sind in den allermeisten Fallen
akzidentiell durch unbeabsichtigte mechanische Beeintrachtigung des Tieres bedingt.
Demgegenuber sind Wespen eher angriffsmotiviert und reagieren bei Reizung mit aggressivem
Verhalten [11, 50, 96].

Diese Aspekte konnen eine Identifizierung der Insekten erleichtern und sollten bei jeder
sorgfaltigen Anamneseerhebung mitbericksichtigt werden. Dabei gilt es vor allem eine
besondere Insektenexposition (durch Beruf oder Hobby) und das erhdhte Risiko einer schweren
anaphylaktischen Reaktion zu erfassen, die durch Einnahme bestimmter Pharmaka (3-Blocker,
ACE-Hemmer), Begleiterkrankungen (Asthma, kardiovaskulédre Erkrankung), hherem Alter (ab
etwa 40. Lebensjahr) und stattgehabter schwerer Stichreaktionen (Schweregrad Il oder 1V) in
der Anamnese bedingt sein kann [11, 119].

Zu Berlcksichtigen gilt ferner, dass die Ursache einer Allgemeinreaktion nach einem
Hymenopterenstich nicht zwangsweise Ausdruck einer IgE-vermittelten allergischen Reaktion
ist, sondern auf allergoiden (nicht direkt IgE-vermittelt), toxischen und psychogenen
Mechanismen basieren kann [11, 60].
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1.2.2. Hauttestung

Ein Hauttest wird bei Verdacht auf Insektengiftallergie vorzugsweise mit kommerziell
erhdltlichen Bienen- und Wespengiftpraparaten (Apis mellifera et Vespula spec.), notfalls auch
mit anderen Insektengift-Zubereitungen durchgefiihrt. Dabei sollte die Testung friihestens 2
(besser 4) Wochen nach einer allergischen Stichreaktion erfolgen, um den Hautmastzellen eine
Regenerationszeit zu gewahrleisten. Zudem sollte der Test mdglichst innerhalb eines Jahres
durchgefihrt werden, da die Hauttestempfindlichkeit mit zunehmendem Abstand zum
Stichereignis abnimmt. Mit dem Hauttest gelingt es, eine spezifische allergische Sofortreaktion
durch sensibilisierte Gewebsmastzellen in der Haut aufzuzeigen. Hierfir wird verdinntes
Hymenopterengift schrittweise in ansteigenden Konzentrationsstufen entweder auf die Haut
getropft und mit Hilfe einer feinen Lanzette oberflachlich in die Haut eingestochen (Pricktest)
oder mit einer Spritze direkt in die Oberhaut injiziert (Intracutantestung, s. S. 25). Kommt es in
Folge dessen zum Auftreten einer eindeutigen Sofortreaktion (Quaddelbildung, R&tung,
Juckreiz) gilt der Test anhand der Bestimmung dieser Reaktionsschwelle als positiv und wird
beendet (Endpunkttitration). Neben dieser Sofortreaktion ist auch eine Spatreaktion nach etwa
2-6 Stunden moglich. Generell zu beachten ist, dass die relativ hohen Giftmengen beim
Hauttest (Pricktest: 0,01-100 pg/ml, Intrakutantest: 0,001-1 pg/ml) bereits zu nicht-allergischen
toxischen Hautreaktionen fihren kénnen und es in seltenen Fallen durch die Giftreexposition zu
allergischen Systemreaktionen kommt, weshalb nur in Notfallbereitschaft getestet werden darf.
Da der Pricktest weniger sensitiv ist im Vergleich zur Intracutantestung, sollte bei Patienten mit
negativen Pricktest-Ergebnissen eine Intracutantestung durchgeftihrt werden [11, 57, 60, 104,
122].

1.2.3. In-vitro-Testverfahren
Bestimmung von IgE-AntikGrpern

Die Messung giftspezifischer IgE-Antikorper dient seit Gber drei Jahrzenten dem Nachweis von
Soforttypsensibilisierungen. Sie erfolgt routineméalig bei allen Personen mit Verdacht auf eine
Insektengiftallergie, besonders bei Diskrepanzen zwischen Hauttest und Anamese oder wenn
Hauttests nicht in Frage kommen (Hautverdnderungen im Testbereich, Urticaria factitia,
Kleinkinder). Durch das fehlende Patientenrisiko gegeniiber dem Hauttest und auf Grund der
einfachen Handhabung war und ist die spezifische IgE-Bestimmung eines der beliebtesten
Standardmessverfahren in der Allergiediagnostik [104, 124].

Der erste Nachweis spezifischer IgE-Antikbrper bei Insektengiftallergie gelang Reisman et al.
[123] und die bekannteste Methode zur Bestimmung von spezifischem IgE ist der 1973 von
Wide [154] entwickelte und friiher kommerziell angewandte Radio-Allergo-Sorbent-Test (RAST).
Dieser wird heute durch empfindlichere vollautomatisierte Verfahren ersetzt. Die moderneren
Systeme (z. B. ImmunoCAP®, Immulite 2000®) unterscheiden sich beziiglich der
Antigenbindung und dem Detektionsprinzip (s. 2.2.3., S. 25). Anstelle der im RAST
verwendeten Radioisotope kommen Enzyme oder Fluoreszein als Marker fir die im Serum
vorhandenen anti-IgE-Ak zum Einsatz [121, 124].

Wie die Hauttestreaktionen sind auch die Serumspiegel an spezifischem IgE zeitabhangig.
Bereits innerhalb der ersten beiden Wochen nach einer systemischen Stichreaktion konnen
giftspezifische IgE-Ak detektiert werden [57, 126]. Sie sollten dennoch friihestens zwei Wochen
und maoglichst noch im ersten Jahr nach einer allergischen Stichreaktion bestimmt werden, da
die Titer innerhalb dieses Zeitfensters am hochsten sind und Ruickschlisse auf das kausale
Insekt erlauben. Im Falle von kaum oder nicht messbaren IgE-Werten sollten die Messungen zu
einem spéateren Zeitpunkt wiederholt werden, da die Spiegel gewdhnlich binnen einiger Wochen
stark ansteigen um im Laufe von Monaten und Jahren langsam wieder absinken, wobei
diesbezuglich grof3e individuelle Unterschiede bestehen [104, 119, 128].
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Mediatorbestimmungen

Das fast ausschlief3lich von Mastzellen produzierte Enzym Tryptase wird als zentraler Mediator
freigesetzt, seine Serumspiegel korrelieren mit der Gesamtmastzellzahl sowie deren Grad der
Aktivierung.  Erhohte  Tryptase-Werte sind im  Serum von  Patienten  nach
Uberempfindlichkeitsreaktionen (durch Insektenstiche, Medikamente, Nahrungsmittel, etc.
verursacht) oder bei Patienten mit Mastozytose nachweisbar. Im Gegensatz zum Histamin wird
die Tryptase langsamer abgebaut (Serumhalbwertszeit ca. 2 Stunden) und ist noch 3 bis 6
Stunden nach Schockreaktionen nachweisbar, wodurch sie retrospektiv bei der
differentialdiagnostischen Abklarung einer Uberempfindlichkeit unklarer Genese herangezogen
werden kann [125]. Tryptase wird in vitro mit Hilfe eines Enzymimmunoassays im peripheren
Blut (Serum) von Patienten bestimmt, wobei der als normal anzusehende obere Grenzwert fir
Tryptase bei 10 pg/L liegt [129]. Eine erhdhte basale Serumtryptase kann als Risikofaktor fir
eine Insektengiftallergie angesehen werden (118). Zudem sind erhdhte Werte nach tddlichen
anaphylaktischen Reaktionen haufig auch postmortal nachzuweisen und kdnnen Aufschluss
Uber die Todesursache geben [120].

Um die Einbindung von eosinophilen Granulozyten bei allergischen Entziindungsprozessen zu
erfassen, kann auch die Bestimmung des eosinophilen kationischen Proteins (ECP) eingebracht
werden. Dieser Parameter hat jedoch eine weniger bedeutende Relevanz bei Soforttyp-
Reaktionen und hat primar bei Spéattyp-Reaktionen (24 h nach Allergenprovokation) eine
groRere Bedeutung. Der obere Normalwert fir ECP liegt bei 12,5 yg/L, wobei zu beachten ist,
dass fir eine korrekte ECP-Bestimmung eine standardisierte Probenvorbereitung essenziell ist
[129]. Zu betonen ist weiterhin, das erhdhte Tryptase- und/oder ECP-Spiegel nur durch
Hinzuziehen eines Basalwertes interpretiert werden konnen, der vor einer geplanten
Allergenprovokation ermittelt werden sollte [125].

Zellulare Testmethoden

Um einen allergischen Status zu bestatigen, wird in ausgewahlten Fallen die allergeninduzierte
Freisetzung praformierter oder de novo synthetisierter Mediatoren aus Leukozyten bestimmt.

Der Histamin-Freisetzungstest misst die allergeninduzierte Histamin-Ausschiittung aus
basophilen Granulozyten. Hierbei wird das Vollblut oder bereits gewaschene periphere
Leukozyten von Patienten mit verschiedenen Allergenverdiinnungen versetzt und das
freigesetzte Histamin fluorometrisch oder mittels Immunoassays bestimmt. Dabei wird das
freigesetzte Histamin prozentual auf den durch Lyse im Parallelansatz ermittelten gesamten
Histamin-Gehalt der Zellen bezogen. Zur Bestimmung der spontanen Histamin-Freisetzung wird
eine Leerprobe (mit Pufferzusatz) mitgefihrt, die Inkubation der Zellen mit anti-IgE-Ak dient als
Kontrollansatz [104, 116, 124].

Obwohl auch andere Botenstoffe aus Effektorzellen bestimmt werden kdnnen, sind neben
Histamin bisher primar die Sulfido-Leukotriene zur Allergiediagnostik genutzt worden [124]. Mit
dem zellularen Antigen-Stimulationstest (CAST), der auch als Leukotrien-Freisetzungstest
bekannt ist, wird die Freisetzung von Sulfidoleukotrien LTC4 und dessen biologisch weniger
aktive Metabolite LTD4 und LTE4 aus Leukozyten, insbesondere aus Basophilen gemessen.
Hierfir werden sedimentierte Leukozyten des Patienten zundchst mit dem Zytokin Interleukin 3
(IL-3) vorstimuliert und anschlieBend mit Insektengiftallergenen inkubiert. Die resultierende
Leukotrien-Liberation wird mit Hilfe eines ELISA-Tests quantitativ bestimmt. Zur
Ergebnisbeurteilung werden neben einer Negativkontrolle (z.B. Stimulation mit Puffer)
Positivkontrollen (z.B. Stimulation mit Anti-Fc.-RIl) fur die IgE-vermittelte Freisetzung bzw.
weitere Kontrollen (z.B. Cba, fMLP) zur Untersuchung anderer Stimulationsmechanismen
mitgefuhrt [28, 71, 124].
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1.3. Therapie der Insektengiftallergie

Notfalltherapie

Schwere Lokalreaktionen nach einem Insektenstich kdnnen durch Hochlagerung und Kiihlung
der betroffenen Kdrperteile und gegebenenfalls mit oralen Antihistaminika und Kortikosteroiden
behandelt werden [122]. Die Therapie einer anaphylaktischen Reaktion richtet sich neben
AllgemeinmaRnahmen (Unterbrechung der Allergenzufuhr, Uberwachung der Vitalfunktionen,
Lagerung) nach deren Schweregrad, wobei folgende MalRhahmen gemaR Tabelle 3 indiziert
sind:

Tabelle 3: NotfallmaRnahmen zur Behandlung anaphylaktischer Reaktionen nach [3].

Grad Klinik Therapie

| Leichte AIIgerpeinreaktionen mit kutanen Antihistaminika, Sauerstoffzufuhr,
Reaktionen (Odem, Erythem, Urtikaria, Kreislaufiiberwachung bis zur Besserung
Pruritus), Kopfschmerzen, Unruhe

Il Zusatzlich: leichte Dyspnoe, Puls- und Zusatzlich: Volumensubstitution
Blutdruckveranderungen, Ubelkeit, Glukokortikoide
Erbrechen, Stuhl- und Urindrang

1 Zusétzlich: Schock (schwere Dyspnoe, Zusétzlich: Adrenalin, Theophyllin
Bronchospasmus, Blutdruckabfall,
Blasse), Bewusstseinseintribung

v Kreislauf- und Atemstillstand Kardiopulmonale Reanimation

Alle Patienten mit allergischen Reaktionen nach einem Insektenstich missen mit einem
Notfallset ausgestattet werden, dass wahrend der Flugphase der Insekten stets mit sich zu
fuhren ist. Das Set beinhaltet ein orales Antihistaminikum, ein orales Kortikosteroid sowie einen
Adrenalin-Autoinjektor (oder Adrenalinaerosol), wobei die Medikamente direkt nach einem Stich
prophylaktisch eingenommen werden sollten und das Adrenalin erst beim Auftreten
systemischer Reaktionen zu applizieren ist. Des Weiteren sollten die Patienten einer
weiterfihrenden Diagnostik zugeflihrt werden und bei gesicherter Insektengiftallergie Uber die
Maoglichkeit einer spezifischen Immuntherapie aufgeklart werden [122, 119].
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Die Spezifische Immuntherapie (SIT) bei Insektengiftallergie

Die SIT mit Allergenen, friher Hyposensibilisierung genannt, gilt als einzige kausale
Therapieform IgE-vermittelter allergischer Erkrankungen, indem sie in die grundlegenden
immunologischen Mechanismen allergischer Krankheitsbilder eingreift [85]. Durch sie entsteht
infolge zahlreicher immunologischer Verdnderungen eine Uber die Therapiedauer anhaltende
Toleranz gegen die verwendeten Giftallergene. Dem raschen Anstieg allergenspezifischer und
blockierender 1gG-Ak unter SIT kommt auch heute noch, wenn auch nicht im selben Maf3 wie
friher, ein wesentlicher Stellenwert zu [25]. Von zentraler Bedeutung ist allerdings eine
Verschiebung der Immunantwort: eine dominante T-Helfer-Typ-2-Zellen (TH2)-Antwort wird
zugunsten einer starkeren TH1-Antwort verschoben und das natirliche Uberwiegen der TH1-
Zellen wird wiederherstellt. Die Induktion einer IL-10-Produktion scheint hierbei eine
entscheidende Rolle zu spielen [9]. AuRBerdem werden Effektorzellen wie Mastzellen und
basophile bzw. eosinophile Granulozyten in ihrer Funktion gehemmt [114].

Die Indikation zur SIT ergibt sich aus Anamnese und dem gleichzeitigen Nachweis einer IgE-
vermittelten Sensibilisierung (positive Hauttests und/oder spezifische IgE-Ak). Klinisch stumme
Sensibilisierungen ohne Allergie-Symptome, die mit einem Insektenstich in Verbindung
zu bringen sind sowie verstarkte Lokalreaktionen stellen keine Grundlage fir eine SIT
dar [85, 119].

Die Therapie wird stationar im Ublichen Schnellverfahren (konventionelle Rush-SIT) mit
wassrigen standardisierten Allergenextrakten oder als Depotformulierung eingeleitet, um den
Patienten schnellstméglich einen Schutz zu gewéhrleisten. Dabei wird den Patienten taglich das
jeweilige Insektengift gemafd diverser Steigerungsempfehlungen subkutan in den Oberarm
injiziert, bis nach einigen Tagen die Maximaldosis von 100 pg erreicht ist. Beim Ultra-Rush-
Verfahren wird dieses Ziel bereits in zwei Tagen angestrebt, wobei neben dem Vorteil der
Zeitersparnis das Risiko allergischer Nebenwirkungen leicht erhdht ist. AnschlieRend wird die
Therapie ambulant mit der Erhaltungsdosis von 100 ug des Giftgiftextrakts fortgesetzt, und der
Injektionsabstand wird auf vier Wochen gesteigert. Die Einleitungsphase der SIT kann daneben
ambulant erfolgen, bei der die Dosis in wochentlichen Abst&dnden bis zum Erreichen der
Erhaltungsdosis (in etwa 3-4 Monaten) gesteigert wird [85, 122].

Die SIT ist bei der Hymenopterengiftallergie eine hocheffektive Behandlung und fuhrt mit
Bienengift in ca. 80% und mit Wespengift in Gber 95% der Patienten zu einem vollstandigen
Impfschutz. Unerwiinschte Begleitreaktionen der SIT sind mit bis zu 40% nicht selten und
werden haufiger bei Bienen- als bei Wespengiftallergikern beobachtet. Da sie gewdhnlich
einmalig auftreten und mild verlaufen ist eine Unterbrechung der Therapie nicht notwendig, da
ein rascher Aufbau eines Schutzes fir den Patienten unerldsslich ist [105, 122]. Die Dauer der
SIT sollte im Regelfall bei Patienten mit Insektengiftallergie 3-5 Jahre betragen, in speziellen
Ausnahmeféllen (z. B. Mastozytose) kann sogar eine lebenslange Therapie erforderlich
sein [118].

Da es derzeit keine allgemein akzeptierten Laborparameter zur Uberprifung des
Therapieerfolgs bzw. —versagens der SIT gibt, missen die Ergebnisse von Stichprovokation
und akzidentellem Stich (Feldstich) zu deren Beurteilung herangezogen werden [119, 130]. Da
diese jedoch mit einer lebensgefahrlichen Anaphylaxie einhergehen kdnnen und von vielen
Patienten gefurchtet werden, sind weitere in-vitro Verfahren winschenswert, deren Aussagen
genau so zuverlassig sind wie die der zuvor erwéhnten in-vivo Testungen.
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1.4. Der Basophilenaktivierungstest

1.4.1. Grundlagen

Ein weiterer in-vitro Test auf zellularer Ebene ist der in dieser Arbeit n&her untersuchte
Basophilenaktivierungstest (BAT). Im Zentrum dieses Allergen-Stimulationstests stehen die
basophilen Granulozyten, die mit etwa 0-2% einen relativ geringen Anteil der Leukozyten im
peripheren Blut ausmachen. Basophile Granulozyten sind multifunktionelle Effektorzellen, die
neben den Mastzellen eine primare Rolle bei IgE-vermittelten allergischen Reaktionen (Asthma,
Urtikaria, anaphylaktischer Schock) spielen. Beide Zellarten entstehen aus CD34"
Vorlauferzellen. Das wichtigste Zytokin fur die Differenzierung von Basophilen ist IL-3. Da sie im
Gegensatz zu den gewebestandigen Mastzellen frei im Blut zirkulieren, spielen sie im Rahmen
der Allergiediagnostik eine zentrale Rolle [49, 150].

Eine Aktivierung basophiler Granulozyten bewirkt neben der Neubildung und Sekretion diverser
Mediatoren auch strukturmorphologische Veréanderungen in der Basophilen-Plasmamembran,
so z.B. eine erhohte Expression verschiedener Oberflachenmolekile. Einige dieser so
genannten Aktivierungsmarker sind schon auf ruhenden Basophilen deutlich nachweisbar,
andere hingegen werden erst im Rahmen der (allergeninduzierten) Aktivierung hochreguliert
oder zeigen eine verminderte Oberflachenexpression nach Aktivierung [14, 55]. Die am
haufigsten herangezogenen Marker fur die Bestimmung einer in-vitro Basophilenaktivierung
sind bisher die Oberflachenproteine CD63 und CD203. Beim BAT werden diese
Oberflachenantigene, je nach Testverfahren, mit spezifischen fluoreszierenden Ak markiert und
durchflusszytometrisch detektiert, nachdem zu untersuchendes Blut mit wichtigen Allergenen
versetzt wird [17, 32, 40, 115] .

Mit dem Verfahren der Durchflusszytometrie lassen sich einzelne Zellen oder Zellpopulationen
anhand ihrer GroRRe, Granularitat und ihrer Oberflachenproteine klassifizieren (s. 2.3.4, S. 31).
Hierbei gelingt es basophile Granulozyten, trotz ihrer niedrigen Konzentration im Blut durch eine
geeignete Antikorpermarkierung zu charakterisieren, phanotypische Veranderungen zu
dokumentieren und somit eine allergische Immunantwort zu quantifizieren [54, 86, 108, 131].
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1.4.2. Die Oberflachenantigene CD63 und CD203c

CD63

Das CD63-Antigen, das auch als LIMP-1 (lysosome integral membrane protein 1) oder LAMP-3
(lysosomal associated membraneglycoprotein 3) bezeichnet wird [8], ist ein Membran-
glykoprotein und scheint identisch zu sein mit Granulophysin, welches sich in spezifischen
Granula (d-Granula) von Thrombozyten [110] befindet. Zu dem konnte seine Analogie mit den
Melanom-assoziierten Antigenen ME491, MLA1 (melanoma-associated antigen) [97] und NGA
(neuroglandulare antigen) [27] nachgewiesen werden.

CD63 ist Mitglied der Transmembran-4-Superfamilie (TM4SF), der auch die Molekile CD9,
CD37 und CD53 angehoren [74]. Diese integralen Membranproteine, auch Tetraspanine
genannt, werden mit Ausnahme von Erythrozyten vermutlich von allen Zellen exprimiert. Sie
kommen in der Plasmamembran und/oder in Membranen zytoplasmatischer Organellen vor.
Einige Tetraspanine werden von vielen Zellen exprimiert, andere hingegen zeigen ein
eingeschranktes Verteilungsmuster in dem sie ausschlie3lich in bestimmten Zellen oder
Kompartimenten gefunden werden [15].

Strukturell zeichnen sich die Tetraspanine durch vier Transmembrandoménen, zwei ungleich
grolRe extrazellulare Schleifen (extracellular loops) ECL1 und ECL2, und den kurzen, jeweils
zytoplasmatisch lokalisierten Amino- und Carboxyterminus aus. Dabei wird dem grof3en
extrazellularen Bereich ECL2 eine wesentliche Rolle hinsichtlich der funktionellen
Besonderheiten der einzelnen Tetraspanine zugesagt [141].

Hervorzuhebendes Merkmal der Tetraspanine ist ihre Fahigkeit multimolekulare Komplexe, sog.
Tetraspanin-Netze auf der Zelloberflache zu formen [15]. Aufgrund ihrer organisierenden
Eigenschaften, werden sie als ,molecular facilitators* angesehen [92]. Dabei scheinen die
Tetraspanine funktionell an unterschiedlichen biologischen Prozessen wie Zellaktivierung,
Zelladhasion und Signaltransduktion [52, 92, 88] beteiligt zu sein. Sie beeinflussen maf3geblich
die Differenzierung, Proliferation und Migration von Zellen, womit sie unter anderem fur die
Tumorforschung von besonderem Interesse sind [15, 95].

Urspringlich in Melanomgewebe [7] nachgewiesen, konnte das CD63-Antigen desweiteren in
verschiedenen Gewebearten zahlreicher Organe wie beispielsweise im Epithel des
Gastrointestinaltrakts und Endometriums detektiert werden. Es wird sowohl von gesunden, als
auch von tumords veranderten Zellen exprimiert und soll als Biomarker fiir das Erkennen von
Tumorstadien herangezogen werden kdnnen [75, 89, 112].

Das Molekulargewicht von CD63 variiert zwischen 30-60 kD, wobei der Proteinkern ein Gewicht
von 25 kD aufweist. Die luminal gelegene ECL2-Domé&ne besteht aus 95 lberwiegend
hydrophilen Aminoséuren. Dieser Molekilbereich beinhaltet drei N-Glykosylierungsstellen, die
offenbar fir die Heterogenitdt von CD63 verantwortlich sind [75, 97]. Man vermutet, dass diese
stark glykosylierte Domane die intrazellularen Granulamembranen vor enzymatischer
Verdauung schitzt [52]. CD63 kann mit einer Vielzahl von Bindungspartnern wie beispielsweise
Bi-Integrinen sowie anderen Tetraspaninen (CD9, CD81) grolRe Komplexe auf der
Plasmamembran formen [10]. Obwohl die exakte physiologische Rolle von CD63 noch
ungeklart ist, nimmt es vermutlich als integrales Adaptermolekil eine besondere Stellung ein.
Im Rahmen der Zelladh&sion spielt es unter anderem eine wichtige antimetastatische Rolle und
reduziert das Tumorwachstum [138]. Ein Mangel von CD63 soll mit dem Hermansky-Pudlak
Syndrom, einer seltenen Erbkrankheit assoziiert sein [6] und bei Patienten mit Mastozytose wird
CD63 deutlich héher exprimiert [47].
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CD63 wird von verschiedenen Zellen des hamatopoetischen Systems sowohl auf der
Zelloberflache als auch im Inneren der Zellen exprimiert, jedoch unterschiedlich stark. Hierzu
zdhlen Monozyten [88], Mastzellen [47], Thrombozyten [109] und Granulozyten [143].
Intrazellular kann CD63 in verschiedenen Zellorganellen, insbesondere in lysosomalen
Membranen nachgewiesen werden, fur die es ein spezifisches cytoplasmatisches Zielsignal
aufweist [97]. Des Weiteren kommt es in Endosomen, Weibel-Palade-Korperchen [153], und in
den a-Granula von Thrombozyten vor [64].

In basophilen Granulozyten ist CD63 hauptséachlich in den Granulamembranen verankert und
kommt auf der Zellmembran nicht bzw. nur vereinzelt (ca. 5%) vor. Erst bei einer Zellaktivierung
kommt es im Zuge der Fusion zwischen Granula- und Zellmembran zu einer bis zu 100-fach
erhohten Expression von CD63 auf der Membranoberflache (s. Abb. 3) [86]. Das Markieren von
CD63 mittels geeigneter monoklonaler Antikbrper ermdglicht unter Anderem quantitative
Aussagen uber eine Expressionszunahme, wodurch CD63 als Aktivierungsmarker fur Basophile
herangezogen werden kann [1, 24, 33, 86].

CD203c

Ein weiteres phanotypisches Merkmal basophiler Granulozyten ist die Expression von CD203c,
das auch unter den Namen PD-I3, PDNP3 und gp1307®"*°® pekannt ist. Dieses
Oberflachenantigen ist ein multifunktionales Ektoenzym und gehort als ENPP3 zur Gruppe der
Ecto-Nucleotid-Pyrophosphatasen/Phosphodiesterasen (ENPPs). Ebenfalls zu dieser Familie
gehdren bisher ENPP1 (plasma cell membrane glykoprotein PC-1) und ENPP2 (PD-la), das
auch als Autotaxin bekannt ist, sowie die Molekiile ENPP4 und ENPPS5 [21, 26, 56].

Bei den Mitgliedern ENPP1-3 handelt es sich um integrale Transmembranproteine vom Typ II.
Sie hydrolysieren die Phosphodiester- und Phosphosulfatbindungen von Nukleotiden und
Nukleotidderivaten unter der Bildung von Nukleosidmonophosphaten. Zu den Substraten der
Enzyme zahlen unter anderem cAMP, NAD+ und Diadenosinpolyphosphate. Die Enzyme
ENPP1-3 kennzeichnet ein hoher Homologiegrad hinsichtlich ihrer extrazellularen Struktur,
wohingegen die cytosolischen und transmembranen Anteile Unterschiede aufweisen. Jedes
Molekil besteht aus einem kurzen zytoplasmatischen N-Terminus, einem transmembranen
Bereich dem zwei somatomedindhnliche Doméanenen folgen, der Region mit katalytischer
Funktion und einem nukleasedhnlichen Abschnitt am carboxyterminalen Ende. Dabei liegt der
grol3te Teil der Aminosduren im extrazellularen Raum vor und beinhaltet das aktive Zentrum
des Enzyms [4, 56].

CD203c ist ein aus 875 Aminosauren aufgebautes und 60 Kilobasen umfassendes Protein,
dessen Gen auf Chromosom 6g22 lokalisiert ist [78]. Das erstmals aus neuroektodermalen
Rattenzelllinien nachgebildete CD203c Molekul [26] konnte als humanes CD203c sowohl in
Uterus und Prostata als auch in Gliomen nachgewiesen werden. Ferner zeigte sich bei
Patienten mit Kolon- und Gallengangskarzinomen [156] eine hohe CD203-Zellexpression dieser
Gewebe. Bei diesen Karzinompatienten konnten erhohte Serumwerte einer l6slichen CD203c-
Komponente gemessen werden, weshalb CD203c als mdglicher Tumormarker diskutiert
wird [156].

Uber die biologische Rolle von CD203c ist wenig bekannt. Auf reifen Basophilen hat es
moglicherweise eine adhésive Funktion und es scheint dariiber hinaus eine wichtige Rolle bei
der Zelldifferenzierung von CD34" Vorlauferzellen zu reifen Basophilen und Mastzellen zu
spielen [19, 21].
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Im hamatopoetischen System wird CD203c ausschliel3lich von reifen Basophilen und
Mastzellen sowie deren CD34" Vorlauferpopulation exprimiert. Diese Zellen kénnen durch eine
Ak-Markierung von CD203c mit dem monoklonalen Ak 97A6 von allen anderen
hamatopoetischen Zellreihen abgegrenzt werden, womit CD203c als linienspezifisches
Oberflachenantigen angesehen werden kann. Dabei wird es sowohl in der Plasmamembran als
auch in zytoplasmatischen Kompartimenten apikal exprimiert [20, 21, 55]

Darlber hinaus ist CD203c ein Molekiil, das an der Aktivierung von basophilen Granulozyten
mitbeteiligt ist. Es wird sowohl von ruhenden, als auch von aktivierten Basophilen exprimiert,
wobei es im Zuge einer Basophilenaktivierung zu einer deutlichen Erhéhung der CD203c-
Expression auf der Zelloberflache kommt (s. Abb. 3) [12, 21, 115].

Aufgrund dieser Beobachtungen und der zuvor erwahnten Linienspezifitat fir basophile
Granulozyten stellt CD203c einen geeigneten und aussichtsreichen Marker fir die Bestimmung
einer Basophilenaktivierung dar [12, 16, 63, 115].

CD63 CD203c-
CD203c . Hochregulation
/ L0 ..o. .
...-, | ¢
° Allergenstimulation i“
. .. o) . f.ll
. K %
CD63-
Expression

Abbildung 3: Expression von CD63 und CD203c (vereinfachtes Prinzip) [42]. In ruhenden Basophilen ist CD63
an intrazellulare Granula gebunden, CD203c wird auf der Zelloberflache exprimiert. Aktivierte Basophile
exprimieren CD63 in hoher Dichte auf der Zelloberflache, CD203c wird ebenfalls hochreguliert.
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1.5. Zielsetzung der Studie

Ziel der vorliegenden Arbeit war zum einen, das Ermitteln des Stellenwerts des
Basophilenaktivierungstests (BAT) bei Bestimmung von CD63 sowie bei Detektion von CD203
und zum anderen der Vergleich dieser beiden BAT-Methoden bei Patienten mit
Hymenopterengiftallergie.

Das Patientenkollektiv und die Untersuchungsergebnisse sollten dargestellt, analysiert und mit
der internationalen Literatur verglichen werden. Dabei standen folgende Aspekte im Vordergrund:

e Ermittlung der Sensitivitdit und Spezifitdit des BAT durch Bestimmung von CD63 bei
Patienten mit anaphylaktischer Hymenopterenstichreaktion.

e Ermittlung der Sensitivitdit und Spezifitait des BAT durch Bestimmung von CD203c bei
Patienten mit anaphylaktischer Hymenopterenstichreaktion.

o Vergleichende Darstellung der Hohe einer prozentualen Basophilenaktivierung im CD63-
und CD203c-BAT und ermitteln von Korrelation und Ubereinstimmung der Ergebnisse in
beiden BAT-Ansatzen.

e Vergleich des CD63- und CD203c-BAT mit der Anamnese und den Befundergebnissen
herkdmmlicher Methoden der Allergiediagnose bei Hymenopterengiftallergie wie
Hauttestung und spezifischer IgE-Bestimmung.

o Beurteilung der Aussagequalitdit des CD63- und CD203c-BAT in diagnostischen
Grenzfallen und deren Bedeutung bei der Indikationsstellung zur spezifischen
Immuntherapie.

Zudem sollte in der vorliegenden Arbeit der Frage nachgegangen werden, in wie weit sich
Sensitivitdt und Spezifitat des BAT durch Bestimmung von CD203c anstelle von CD63, speziell
bei  Insektengiftallergikern, unter den Bedingungen einer nahezu identischen
Versuchsdurchfiihrung unterscheiden.
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2. Patienten, Material und Methoden

2.1. Patienten und Kontrollpersonen

42 Patienten (23 Frauen und 19 Manner) im Alter von 9 bis 77 Jahren der Klinik und Poliklinik fur
Dermatologie und Allergologie am Biederstein der Technischen Universitdt Minchen wurden
untersucht, die anamnestisch den Verdacht auf eine Insektengiftallergie nahe legten. Die
Patienten waren im Mittel 45 (+ 17) Jahre alt.

Als Kontrollgruppe dienten 25 Personen (14 Frauen und 11 Manner) im Alter von 22-66 Jahren,
bei denen allergische Symptome nach einem Insektenstich nicht bekannt waren. Das
Durchschnittsalter betrug 36 (+ 13) Jahre.

Neben der Anamneseerhebung dienten die Hauttestung (i.c.-Test) und die Bestimmung der
insektengiftspezifischen IgE-Antikorper als Verfahren der Allergie-Standarddiagnostik, deren
Ergebnisse zur Diagnosestellung herangezogen wurden. Auf einen Hauttest wurde bei den
Kontrollpersonen wegen der Gefahr einer moglichen Sensibilisierung gegen die Insektengifte
verzichtet.

Als zusatzliche in-vitro Verfahren wurden bei den Patienten und Personen der Kontrollgruppe im
Rahmen des BAT die beiden Testansitze CD63- und CD203c-BAT zur Bestimmung der
prozentualen Basophilenaktivierung durchgefihrt.

Die Blutentnahme fur die Durchfihrung des BAT erfolgte nach Einwilligung der Patienten und
Kontrollpersonen gem&R den Richtlinien der Ethikkomission der Technischen Universitat
Munchen. Hierfir wurde ihnen unmittelbar vor der Durchfihrung des BAT vendses Blut mittels
gerinnungshemmender Lithium-Heparin Monovetten (s. S. 28) entnommen und binnen 4
Stunden weiterverarbeitet.

Keiner der Patienten und Kontrollpersonen hatte mindestens 2 Wochen vor der Blutentnahme fir
den BAT Glukokortikosteroide eingenommen, Antihistaminika wurden mindestens 48 Stunden
vorher abgesetzt. Zudem konnten akute Infekte, chronische Entziindungen oder Typ |
Allergiesymptome zum Zeitpunkt der Blutentnahme bei allen Patienten ausgeschlossen werden.
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2.2. Standarddiagnostik der Hymenopterengiftallergie

2.2.1. Schweregrad der anaphylaktischen Stichreaktion

Anhand der geschilderten klinischen Symptome der Patienten nach einem Insektenstich
und/oder mit Hilfe von Fremdanamnesen wurde der Schweregrad der Stichreaktion ermittelt
gemalR der Einteilung nach Ring und Messmer (s. Tab. 4). Bei mehreren und unterschiedlich
schwer verlaufenden Stichreaktionen in der Anamnese eines Patienten erfolgte die Zuteilung

zum hdéchsten eruierbaren Schweregrad.

Tabelle 4: Schweregradeinteilung der anaphylaktischen Reaktion nach Ring und Messmer [127]

Grad Symptome
Haut Abdomen Respirationstrakt Herz-Kreislauf
Juckreiz
Flush
I Urtikaria - - =
Angiobdem
(nicht obligat)
Tachykardie
Nausea Rhinorrhoe (A >20/min)
I* S Kramofe Heiserkeit Hypotension
P Dyspnoe (A >20/mmHg systolisch)
Arrhythmie
Erbrechen Larynxddem
I * S Defékation Bronchospasmus Schock
Diarrhoe Zyanose
v * S S Atemstillstand Kreislaufstillstand

* eine Beteiligung aller Organsysteme ist nicht obligat
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2.2.2. Hauttestung auf Hymenopterengift

Die Hauttestung erfolgte ausschlief3lich in der Allergieambulanz der Klinik und Poliklinik far
Dermatologie und Allergologie am Biederstein und wurde frihestens 4 Wochen nach einem
Stichereignis durchgefihrt. Hierflir wurde den Patienten am volaren Unterarm mit einer
Tuberkulinspritze intrakutan 0,02 ml Bienen- und Wespengift (Venomil® Bencard, Miinchen,
Deutschland und Reless® ALK-Scherax, Hamburg, Deutschland) in steigenden Konzentrationen
injiziert. Die Anfangskonzentration von 0,0001 pg/ml wurde bei negativem Hautbefund in 15
Minuten Abstédnden um jeweils eine Zehnerpotenz bis maximal 0,1 pg/ml erhéht. Kam es zum
Auftreten einer eindeutigen Sofortreaktion (Quaddelbildung Gber 3 mm mit umgebendem
Erythem von mind. 10 mm) galt der Test als positiv und wurde fir das jeweilige Gift beendet
(Endpunkttitration). Als Positivkontrolle wurde parallel eine 0,1% Histaminldsung (Allergopharma,
Reinbek, Deutschland) und als Negativkontrolle 0,9% Kochsalzlésung (Allergopharma,
Reinbek, Deutschland) gespritzt.

Eine Medikation mit Antihistaminika oder Glukokortikosteroiden mindestens 2 Woche vor dem
Hauttest wurde von allen Patienten verneint.

2.2.3. Bestimmung spezifischer IgE- Antikdrper gegen Hymenopterengift

Das Blut der Patienten und Kontrollpersonen wurde auf spezifische IgE-Antikbrper gegen
Bienen- und Wespengift hin untersucht und diese quantitativ bestimmt. Hierzu diente ein
Festphase-Fluoreszenzenzymimmunoassay (FEIA), das ImmunoCAP® FEIA System
(Pharmacia-Upjohn, Uppsala, Schweden) sowie Bestimmungen mit Immulite 2000-Allergie (DPC
Bihlmann, Salzburg, Osterreich), einem Flissigphase-Chemilumineszenz-Assay. Ziel und
Prinzip beider Testverfahren ist es, die Bindung von im Patientenserum vorhandener IgE-
Antikdrpern an das jeweilige Allergen nachzuweisen.

Far die Probengewinnung wurde vendses Blut mit Serum Monovetten (7,5 ml Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland) entnommen und zentrifugiert (4° C, 4000g, 10 Min). Das gewonnene
Serum wurde am selben Tag untersucht oder bis zur Aufarbeitung portionsweise (150 pl) bei
-20° C tiefgefroren.

¢ ImmunoCAP-FEIA

Das insektengiftspezifische Allergen ist kovalent an Immuno-CAPs (feinporige
Celluloseschwdmmchen mit groR3er Oberflache und hoher Allergenbindungskapazitat)
gebunden. Die im Patientenserum enthaltenen spezifischen IgE-Antikdrper bilden bei
Kontakt mit dem Allergen einen Antigen-Antikorper-Komplex. Unspezifische IgE-
Antikbérper werden nach 30 Minuten abgewaschen und enzymmarkierte
(B-Galaktosidase) Antikorper gegen IgE hinzugefugt, die sich an diesen Komplex aus
Allergen und spezifischem IgE anlagern. Nach einer Inkubationszeit (150 Min) wird
Uberschissiges ungebundenes Enzym-Anti-IgE abgewaschen und es folgt die Inkubation
mit einem Entwickler-Reagenz (4-Methylumbelliferyl-B-D-Galaktosid als Fluoreszenz) fir
10 Minuten. Nach Beendigung der Reaktion mittels Stopp-Losung (Natriumcarbonat)
kann die Fluoresenz gemessen werden. Je hoher die Fluoreszenzintensitat, desto mehr
spezifisches IgE ist in der Probe enthalten.
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o Immulite 2000-Allergie

Die Reaktion bei diesem Test findet in einer fliissigen Phase statt: Spezifisches IgE aus
der Patientenprobe bindet an Allergene, die kovalent an eine ldsliche
Polymer/Copolymer-Matrix gebunden sind, die wiederum mit einem Ligand (Biotin)
konjugiert ist. Auch die Allergene binden an eine anti-Ligand (Streptavidin) beschichtete
Festphase, die zur Trennung dient. Durch Waschen wird ungebundenes Material entfernt.
Danach werden mit alkalischer Phosphatase markierte Anti-IgE Sekundarantikorper
zugegeben, die wahrend der Inkubationszeit (30 Min) mit den IgE-Molekilen Komplexe
bilden. Nach erneutem Waschen wird Iluminogenes Substrat (Adamantyl-
dioxetanphosphat) zugegeben und das Lumineszenzsignal gemessen. Je mehr IgE sich
in der Patientenprobe befindet, desto mehr Komplexe entstehen und desto grol3er die
gemessene Lumineszenz.

Mit Hilfe von Eichkurven werden die korrespondierenden Konzentrationen an spezifischem IgE in
die Einheit kU/L umgewandelt und die Werte den zugehérigen Testsystem-Klassen zugeteilt (s.
Tab. 5 und 6).

Tabelle 5: Spezifische IgE-Klasseneinteilung geméal CAP-FEIA-System

e e TG meunaiung
0 <0.35 negativ
1 0.35-0.70 grenzwertig positiv
2 0.70 - 3.50 schwach positiv
3 3.50-17.5 positiv
4 17.5-50.0 stark positiv
5 50.0 - 100 sehr stark positiv
6 >100 sehr stark positiv

Tabelle 6: Spezifische IgE-Klasseneinteilung gemal Immulite2000-Allergie

0 0,00-0.34 nicht vorhanden
1 0.35-0.69 niedrig

2 0.70 - 3.49 mittel

3 3.50-17.49 hoch

4 17.50 - 52.49 sehr hoch

5 52.50 - 99.99 sehr hoch

6 > /=100 sehr hoch
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2.3. Basophilenaktivierungstests (BAT)

2.3.1. Reagenzien, Material und Gerate

Far die durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden eingesetzt:

e Basotest®Testkit der Firma Orpegen Pharma (Heidelberg, Deutschland) mit
folgendem Inhalt:

1 Flaschchen (2 ml) Zweifarb-AntikOrperreagenz, enthalt anti-Ige-PE
und anti-gp53-FITC

1 Flaschchen mit lyophilisiertem Stimulationspuffer zur Rekonstitution

1 Flaschchen (20 ml) Lysing Solution zur Lyse der Erythrozyten und gleichzeitigen
Fixierung der Leukozyten

1 Flaschchen Instamed-Salze fir die Waschlésung zur Rekonstitution
(PBS: phosphate buffered saline)

1 Réhrchen (200 pl) mit dem chemotaktischen Peptid N-formyl-Methionin-Leucin-
Phenylalanin (fMLP) 0,4 mM

e weitere Substanzen und Reagenzien

1 Flaschchen (2 ml) Antikorperreagenz anti-CD203c-PE (97A6), Immunotech
(Marseille, Frankreich)

Bienen- und Wespengift: lyophilisiert, Reless, ALK-Scherax
Arzneimittel GmbH (Hamburg, Deutschland)

Bidestilliertes Wasser zur Verdiinnung der Lysing Solution

Steriles, pyrogenfreies Reinstwasser zur Rekonstitution von Stimulationspuffer und
Waschlésung

Flissigkeiten fur die FACS-Analyse (Flow assisted cell sorting):
FACSFlow, FACSRinse, FACSClean,
Becton-Dickinson (BD) Biosciences GmbH (Heidelberg, Deutschland)
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e Materialien

Fir die Blutentnahmen: Lithium-Heparin Monovetten (9 ml),
Sarstedt AG (Numbrecht, Deuschland)

MeRréhrchen (12 x 75 mm, 5 ml): BD Falcon™ Tubes Nr. 352052,
BD Biosciences GmbH (Heidelberg, Deutschland)

Eppendorfcups (1,5 ml): Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Pipetten: Pipetman Ultra U20 (2-20 pl)+U200 (20-200 pl), Gilson S.A.S. (Villiers le Bel,
Frankreich) und Eppendorf Reference variabel (100-1000 pl) Eppendorf-Netheler-
Hinz-GmbH (Hamburg, Deutschland)

Pipettenspitzen: Biosphere (200 pl+1000 pl),
Sarstedt AG (Numbrecht, Deuschland)

Dispenserspitzen: Combitips plus, Standard 50 ml,
Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Laborglasflaschen (200 ml+1000 ml): Biochrom KG, (Berlin, Deutschland)

Eisbad mit Deckel

e Gerate

Durchflusszytometer mit 488 nm Lichtanregung (Argonlaser): FACScan, BD
(Heidelberg, Deutschland)

Computer: Apple Macintosh mit Cellquest Software BD
(Heidelberg, Deutschland)

Schwenkmischer: SM1, Desaga GmbH (Wiesloch, Deutschland)

Kuhlzentrifuge mit freischwingenden Einsétzen fir 12 x 75 mm Rdhrchen: Universal
32-R, Hettich GmbH (Tuttlingen, Deutschland)

Vortex-Mischer: REAX 2000, Heidolph GmbH & Co KG
(Schwabach, Deutschland)

Brutschrank: Typ B40, Memmert GmbH (Schwabach, Deutschland)

Kahl- und Gefrierschrank: Bosch Cooler (max. -20° C), Bosch GmbH (Gerlingen,
Deutschland)
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2.3.2. Bestimmung der Basophilenaktivierung mit Detektion von CD63

Als Testverfahren fir die Bestimmung der Aktivierung basophiler Granulozyten durch Detektion
des Oberflachenmarkers CD63 wurde das Protokoll des Basophilenaktivierungstests Basotest®
(Orpegen Pharma, Heidelberg, Deutschland) verwendet.

Vorbereitungen fur die Versuchsdurchfihrung

- Die Instamed-Salze fir die Waschlosung wurden in 1000 ml pyrogenfreiem Reinstwasser
aufgelost.

- Der lyophilisierte Stimulationspuffer wurde durch Zugabe von 2 ml pyrogenfreiem
Reinstwasser rekonstituiert und in Aliquots zu je 180 pl bei -20° C gelagert. Zur
Testdurchfiihrung wurde pro Patient ein Aliquot des eingefrorenen Stimulationspuffers
aufgetaut.

- Verdinnung der fMLP-Stammilésung: zum Gebrauch wurden 5 pyl fMLP in 1 ml
Waschlésung vermischt.

- Verdiinnung der Lysing Solution mit bidestilliertem Wasser im Verhéltnis 1:10.
- Erwarmen des Wasserbades auf 37° C

- Herstellen des Eiswasserbades

- Vorkihlen der Kihlzentrifuge auf 4° C

- Einschalten und Kalibrierung des Durchflusszytometers

Vorbereitung der Hymenopterengifte

Als Stammldsung fiir die Herstellung der Insektengiftverdiinnungsstufen wurden Aliquots (200 pl)
an lyophilisierten Bienen- und Wespengift der Konzentration 100 pug/ml herangezogen. Diese
wurden bei -20° C gelagert, wobei fir jede Testreihe ein Aliquot frisch aufgetaut und mit 200 ul
Waschlésung rekonstituiert wurde. Pro Testansatz wurden mit Hilfe der Waschlosung jeweils
drei Verdinnungsstufen der Insektengifte hergestellt. Dabei betrug die im BAT zugeflgte
Konzentration zu den Proben je 1 pg/ml, 0,1 yl/ml und 0,01 pyl/ml sowohl Bienen- als auch
Wespengift.

Die Reagenzien des Basotest-Testkits wurden bei 2-8° C im Dunkeln (Kihlschrank) aufbewahrt,
wobei die fur jeden Testansatz frisch hergestellten Allergen-, fMLP- und Lysing Solution-
Arbeitslésungen nach Gebrauch verworfen wurden.
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Testprinzip und Durchfihrung

Das heparinisierte Vollblut der Patienten und Kontrollpersonen wurde in 5 ml Probenréhrchen zu
je 100 ul aliquotiert und mit 20 pl IL-3 enthaltendem Stimulationspuffer (Endkonzentration 2
ng/ml) fir zundchst 10 Min bei 37° C inkubiert. Dann folgte die Zugabe von je 100 ul Bienen- und
Wespengift in absteigender Konzentration zu den jeweiligen Proben. Das chemotaktische Peptid
fMLP diente als Positiv-Kontrolle (Endkonzentration 1 pymol/L), Waschlésung (PBS) als Negativ-
Kontrolle. Nach einer Inkubation von 20 Min bei 37° C wurde der Degranulationsprozess der
Basophilen durch ein finfminutiges lichteinfallgeschutztes Eisbad abgestoppt. Die Zellfarbung
erfolgte durch die Zugabe von 20 pl Zweifarb-Antikbrperreagenz (beinhaltet zwei monoklonale
Antikdrper) zu jeder Probe und einer anschlie3enden Eisbad-Inkubation fir 20 Min. In diesem
Farbeschritt lagert sich der monoklonale Antikorper Anti-lgE-PE, der mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Phycoerythrin konjugiert ist an humanes Immunglobulin E und erkennt
daher basophile Granulozyten. Der andere monoklonale Antikdrper Anti-gp53 FITC ist mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Fluorescein konjugiert und erkennt ein auf aktivierten Basophilen
exprimiertes Glykoprotein gp53 (entspricht CD63). Zur Lyse der Erythrozyten und fir die
Fixierung der Zellen diente eine Inkubation mit Lysing Solution (je 2 ml) bei Raumtemperatur fir
10 Minuten. Zuletzt wurden die verbleibenden Zellen zweimal gewaschen (je 3 ml Waschldsung),
abzentrifugiert (4° C, 5 Min, 4000 RPM) und in 300 ul Waschlésung resuspendiert. Der
Prozentsatz an aktivierten Basophilen wurde innerhalb von zwei Stunden am FACScan
DurchfluRzytometer mit Hilfe der Cellquest Software analysiert und ausgewertet.

2.3.3. Detektion der Hochregulation von CD203c

Fir die Messung der Basophilenaktivierung mit Detektion des Oberflachenmarkers CD203c
wurde ebenfalls das Basotest®Protokoll angewandt mit folgenden Unterschieden im Testablauf:

e die Zugabe von 20 pl Stimulationspuffer (enthalt IL-3) zu den heparinisierten
Vollblutproben zu Beginn der Testdurchfihrung entfiel. Stattdessen wurde jeweils 20 pl
Waschlésung hinzugegeben.

o Das zur Zellfarbung herangezogene Antikdrperreagenz enthielt nur einen monoklonalen
Antikdrper, namlich Anti-CD203c-PE, der mit dem Fluorochrom Phycoerythrin konjugiert
ist.

Die Probenanalyse und Auswertung erfolgte ebenfalls mit dem FACScan Gerat und der
Cellquest Software am Computer.

Die fertigen Messproben wurden innerhalb von zwei Stunden gemessen und bis zur Messung in
einem abgedeckten lichtgeschiitzten Eisbad aufbewahrt. Zwischen der durchflusszytometrischen
Analyse der Testrohrchen des CD63- und derjenigen des CD203c-Protokolls wurde ein
Spulprozess (mit FACSRinse- und FACSClean-Flissigkeit) zur Reinigung des FACScan-Gerats
durchgefuhrt, um Messfehler und Ungenauigkeiten zu verhindern. Letztgenannte kénnen z.B.
durch Zellverstopfung der Messkapillare im Gerat zu verfalschten Ergebnissen fihren. Der Inhalt
der jeweiligen Testrohrchen fir beide Protokolle ist in Tabelle 7 wiedergegeben.
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Tabelle 7: Inhalte der 8 Probenansatze des CD63- und CD203c-Protokolls.

Testrohrchen Inhalt Abklrzung

1 Negativ-Kontrolle (PBS) (N.K))

2 Positiv-Kontrolle (fMLP) (P.K.)

3 1 pg/ml Bienengift (B 1)

4 0,1 pg/ml Bienengift (B 0,1)

5 0,01 pg/ml Bienengift (B 0,01)

6 1 pg/ml Wespengift (W 1)

7 0,1 pg/ml Wespengift (W 0,1)

8 0,01 pg/ml Wespengift (W 0,01)

2.3.4. Durchflusszytometrische Datenanalyse und Auswertung

Grundlagen der Durchflu3zytometrie

Mit Hilfe der DurchfluRzytometrie ist es moglich, verschiedene Zellen bzw. Zellpopulationen
durch die Analyse ihres Streulicht- und Fluoreszenzverhaltens quantitativ und qualitativ auf
Einzelzellebene zu dokumentieren. Hierfir werden die in Suspension vorliegenden Zellen an
einem Messpunkt durch einen Laser beleuchtet und das refraktierte Licht Uber ein optisches
Detektionssystem elektronisch weiterverarbeitet.

Das DurchfluRzytometer besteht aus drei Bauteilen: dem Flissigkeitssystem, dem optischen
System und der Signalverarbeitung. Durch Uberdruck wird die Zellsuspension iiber eine
Stahlkapillare in eine Quarzkivette geleitet. Dabei ist sie von einem Hullstrom umgeben. Der
Ubergang in die Messkammer verjiingt und beschleunigt die Probenfliissigkeit und gewahrleistet,
dass die Zellen die Kiuvette am Messpunkt perlschnurartig passieren. Durch dieses als
-hydrodynamische Fokussierung” bezeichnete Prinzip gelingt es, jede Zelle einzeln
hintereinander zu beleuchten und zu analysieren.

Das optische System setzt sich aus einem Anregungs- und Detektionsteil zusammmen. Als
Anregungsquelle dient beim FACScan ein luftgekihlter Argon-lonen-Laser (488nm), dessen
monochromatisches (blaues) Licht fokussiert, kohdrent und sehr energiedicht ist. Der
Detektionsteil besteht aus zwei Untereinheiten. Zum einen wird die Lichtbeugung als
Vorwartsstreulicht (engl. forward scatter, FSC) und zum anderen die Lichtbrechung und
Reflexion als Seitwértsstreulicht (engl. ,side scatter, SCC) und die Fluoreszenz gemessen. Die
optischen Signale werden uber Lichtteiler von Photodetektoren registriert und in elektrische
Impulse umgewandelt, deren Hohe mit der von den Zellen ausgehenden Strahlung korreliert.
Verwendung finden Photodioden und Photovervielfacherrohren (PMT= photomultipler tubes).
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Messung der Lichtstreuung

Jede vom Laserstrahl belichtete Zelle erzeugt eine gewisse Lichtstreuung, die von der Zellgrélie,
der Membranstruktur und von intrazelluléaren Bestandteilen (Granula und Vakuolen) abhangt. Der
grol3te Teil des Lichtes wird in einem Winkel von 3-10° gestreut und von einer Photodiode
registriert, die dem Laser gegeniber liegt. Sie misst das Vorwartstreulicht (FSC), das Angaben
Uber die GrélRe einer Zelle macht. Ein weiterer Detektor im 90° Winkel zum Laserstrahl erfasst
das an Intensitat deutlich schwachere Seitwdartsstreulicht und liefert Informationen tber die
interne Zellstruktur, d.h. Uber die Zelldichte und Granularitat.

FSC

FL2 580 nm ﬁ
FL1 Ej 520 nm

SsC 9 488 nm
J
PMT

FSC

488 nm :
LASER Messkammer

U

Abbildung 4: Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers (vereinfachte Darstellung): Markierte Zellen
werden in einem laminaren Probenstrom in die Messkammer geleitet, wo die einzelnen Zellen senkrecht vom
Laserstrahl getroffen werden. Die erzeugten Streulicht- und Fluoreszenzsignale werden gefiltert, von den
Detektionseinheiten gemessen und an die Signalverarbeitung weitergegeben.

Messung der Fluoreszenz

Unter Zuhilfenahme von Antikorpern, die mit Fluorochromen konjugiert sind, gelingt es
bestimmte Oberflachenantigene, wie z.B. die CD-Antigene zu markieren. Diese
fluoreszierenden Verbindungen werden durch einen Laser bestimmter Wellenldnge angeregt
und emittieren dabei Licht einer spezifischen Wellenlénge, die langer ist als die der absorbierten
Energie. Mit einer Anregungswellenlange von 488 nm eignet sich der Argonlaser fur die
Fluorochrome Fluoresceinisothiocyanat (FITC) und R-Phycoerythrin (PE), die aufgrund
verschiedener Emissionsspektren gleichzeitig gemessen werden konnen. Bei dem CDG63
Protokoll kamen bei der Zweifachfarbung der Zellen FITC und PE zum Einsatz, die Zellen beim
CD203c-Protokoll wurden einfach mit PE markiert.Die Eigenschaften dieser Fluorochrome gibt
Tabelle 7 wieder.
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Uber die Fluoreszenz-Detektoren FL1 und FL2 (FL1= FITC-Kanal: griines Licht,
FL2= PE-Kanal: gelbes Licht), die nur Licht einer begrenzten Wellenlange registrieren, kénnen
die Fluoreszenzsignale getrennt vom Streulicht gemessen werden. Je mehr farbstoffkonjugierte
Antikdrper an die Zellen binden, desto hoher ist die Fluoreszenzintensitat. Hierdurch kann
indirekt auf die Hohe der exprimierten Oberflachenantigene geschlossen werden.

Tabelle 8: Fluoreszenzeigenschaften der im Test verwendeten Fluorochrome

Absorptions- Emissions-  Hauptemissions-
Fluorochrom maximum maximum farbe
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) 495 nm 519 grin
R-Phycoerythrin (PE) 480 nm, 565 nm 578 gelb

Darstellung der Daten und Auswertung

Die optischen Signale werden in elektrische Impulse transformiert und von einem Computer
digitalisiert und als Rohdaten gespeichert. Somit gelingt es die verschiedenen Parameter wie
FSC, SSC, FL1 und FL2 mit einander in Bezug zu setzen und man erhalt typische ein- oder
zweidimensionale Diagrammformen. In der Regel wird nur ein Teil der Messereignisse zur
Auswertung herangezogen, wobei diese Vorauswahl beziiglich bestimmter Eigenschaften als
sog. ,Gating“ bezeichnet wird. Hierbei wird ein Auswertefenster (Gate) um bestimmte Zellwolken
gelegt, deren Fluoreszenz- bwz. Antigen-Eigenschaften ndher untersucht werden sollen.

Bei der Datenanalyse des CD63-Protokolls mit einer Doppelfarbung der basophilen
Granulozyten, wurden die Zellmesswerte zunachst gemafy ihrer SSC- und FL2 (PE-
Fluoreszenz)-Signalstarke in ein ,Dot Plot“-Diagramm (SSC linear, FL2 logarithmisch)
Ubertragen (s. Abb. 4A). Durch das Setzen eines Schwellenwertes (,Treshold®) im FL2-Kanal
wurde ein Auswertefenster auf basophile Granulozyten mit sehr hoher anti-lgE-PE-Expression
festgelegt (s. Abb. 4A+B). Dieses sog. ,Live Gating“ spart Speicherkapazitat ein (s. Abb. 4C).
Um den Prozentsatz an aktivierten Basophilen zu ermitteln, wurden die Zellen im Analysefenser
R1 im ,Dot Plot“-Diagramm auf ihre FITC-Fluoreszenz im FL1-Kanal hin untersucht und
diejenigen Basophilen detektiert, die das Aktivierungsantigen CD63 exprimierten.

Die Werte wurden anhand eines Histogramms veranschaulicht, auf dessen Abszisse die FITC-
Fluoreszenzstarke logarithmisch und die Anzahl an Ereignissen(engl.. Counts) linear auf der
Ordinate dargestellt waren. Die Negativ-Kontrolle diente zum Platzieren eines Markers im FL1-
Kanal (s. Abb. 4D) und es konnte unter Beibehaltung dieser Markerposition M1 der prozentuale
Anteil an aktivierten Basophilen in den jeweiligen Probenanséatzen bestimmt werden (s. Abb.
4E+F). Das Erreichen einer Basophilenaktivierung von uber 15% in mindestens einer
Insektengiftverdinnung wurde im CD63-BAT als positives Testergebnis gewertet. Pro
Testréhrchen wurden 1000 basophile Granulozyten akquiriert.
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Die im CD203c-Stimmulationsassay mit nur einem Fluoreszenz-Antikdrper gefarbten Zellen
wurden in Form eines Punktdiagramms (engl. ,Dot Plot) dargestellt (s. Abb. 5). Dabei wurden
die Messwerte des Seitwartsstreulicht (SSC) linear auf die Ordinate und die PE-
Floureszenzintensitat (FL2-Signale) logarithmisch auf die Abszisse eines Koordinatensystems
Ubertragen und in Korrelation gebracht. Jeder einzelnen Zelle konnte somit ein Punkt im
Diagramm zugeordnet werden, die Informationen Uber die zuvor genannten Eigenschaften
lieferte. Sowohl ruhende als auch aktivierte Basophile exprimieren CD203c auf ihrer Oberflache,
aktivierte Zellen aber deutlich mehr. Somit galt der Unterschied in der Fluoreszenzintensitat als
Mal3 fur eine hohe CD203c Expression und kennzeichnete die aktivierten Basophilen in der
Probe. Fur jeden Probenansatz wurden 80000 Zellen analysiert und eine Aktivierung tber 14%
in mindestens einer Giftkonzentrationsstufe wurde als positives Testresultat angesehen.

Durch einfaches Setzen polygoner Gates anhand der Negativ- bzw. Positiv-Kontrolle, konnte ein
Messfenster auf Basophile individuell angepasst werden, das fur die darauffolgenden
Messungen konstant blieb. Mit Hilfe der Cellguest Software wurde die Anzahl der Basophilen in
den entsprechenden Gates errechnet (Simple Gating-Strategie). Dabei stellten die Zellen des
Gate R1 ruhende und die des Gates R2 aktivierte basophile Granulozyten dar. Durch das
Addieren beider Gates und einer einfachen Dreisatz-Rechnung konnte der prozentuale Anteil an
aktivierten Basophilen im Gate R2 ermittelt werden.

2.4. Statistische Auswertung

Die Ergebnisse des CD63- und CD203c-BAT sind als prozentuale Werte der
Basophilenaktivierung angegeben. Es wurden die Mittelwerte, Standardabweichungen (SA) und
Mediane der Ergebnisse in den BAT-Testansatzen berechnet und verglichen. Unterschiede in
den Ergebnissen der BAT-Ansatze wurden zur Auswertung dem Student-t-Test unterzogen. Im
Falle von multiplen Vergleichen wurden die Daten entsprechend der Bonferroni-Methode
korrigiert. Dabei wurden Wahrscheinlichkeitswerte kleiner als 0,05 (p< 0,05) als statistisch
signifikant angesehen. Um Zusammenhange zwischen den Ergebnissen beider BAT-Protokolle
einerseits und den Parametern der Standarddiagnostik (Hauttestergebnis und spezifische IgE-
Antikorper-Klasse) andererseits zu ermitteln, wurde fir diese Grof3en der Korrelationskoeffizient
nach Spearman berechnet. Des Weiteren wurden die Testgutekriterien Sensitivitdt und Spezifitat
bestimmt. Fir den CD63- und CD203c-BAT wurden Receiver-Operating-Characteristic (ROC) —
Kurven erstellt, um den optimalen Cut-Off-Wert fur ein positives Testergebnis im BAT zu
ermitteln. Dabei ist die ROC-Analyse eine vielfach angewandte Methode zur Untersuchung und
Etablierung neuer Testverfahren mit dem Ziel, optimale Cut-Off-Werte festzulegen, um mdglichst
hohe Sensitivitdten und Spezifitditen zu erlangen. Anhand der gewonnenen Patientendaten liel3
sich fuir den CD63-BAT ein Grenzwert von 15% Basophilenaktivierung fir ein positives
Testergebnis festlegen. Fur den CD203c-BAT betrug der Schwellenwert 14% (s. Abb.6). Die
statistische Datenauswertung erfolgte mit den Statistik-Programmen SPSS (Version 11.0 fur
Windows) und Microsoft Excel 2003 (Microsoft Office XP fir Windows).
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Abbildung 5: Bestimmung der prozentualen Basophilenaktivierung im CD63-BAT. Im Dot Plot-Diagramm
linSSC /logFL2 wird ein Gate auf Zellen hoher anti-IgE-PE-Expression (=basophile Granulozyten) gesetzt (A+B). In der
Basophilenzellpopulation des Gates R1 (C) wird derjenige Anteil an Basophilen aufgrund der FITC-Fluoreszenz im
FL1-Kanal detektiert, der das Oberflachenantigen CD63 (=gp53) exprimiert und aktivierte Basophile representiert. Die Hohe
dieser FITC-Fluoreszenz wird im Histogramm linCounts/logFL1 dargestellt. Durch Festsetzen eines geeigneten
Messbereichs M1 kann der Prozentsatz an aktivierten Basophilen in den jeweiligen Proben eines Testansatzes bestimmt
werden (D-F).
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Abbildung 6: Bestimmung der prozentualen Basophilenaktivierung im CD203c-BAT. Darstellung von ruhenden und
aktivierten CD203c positiven basophilen Granulozyten im ,Dot Plot“-Diagramm linSSC/ logFL2. Datenanalyse nach
Inkubation mit Negativ-Kontrolle (1a), Positiv-Kontrolle (2a) und Allergen (3a) und nach Setzen der Analysefenster (Gates)
R1 und R2 (1b,2b,3b). Die Basophilen mit wenigen CD203c-Molekilen an der Membranoberflache und niedriger
Fluoreszenzstarke (Gate R1) wandeln sich nach Aktivierung um in Zellen hoher Fluoreszenzintsnsitat (Gate R2) durch
vermehrte Expresssion des Oberflachenantigens CD203c. Diese Zellaktivierung wird errechnet und in Prozent angegeben.
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3. Ergebnisse

3.1. Patientenkollektiv

3.1.1. Klinische Charakterisierung

Die 42 Patienten wurden zunéchst auf der Anamnese basierend in 4 Gruppen unterteilt. Der
Schweregrad der anaphylaktischen Reaktion nach einem Insektenstich und die Verteilung der
Patienten sind in Tabelle 8 dargestellt. Die Patientendaten sind im Anhang auf S. 103
dargestellt.

Gruppe A: Allergische Reaktion nach Bienenstich

Zu dieser Gruppe gehotrten 8 Patienten (3 Frauen und 5 Manner), die anaphylaktische
Reaktionen nach einem Bienenstich in der Anamnese aufwiesen (Pat. Nr. 1-8). Bis auf 2
Patienten waren Wespenstiche ohne nachfolgende Allergiesymptome den Patienten nicht
erinnerlich und das mittlere Alter der Gruppe betrug 44 (+ 18) Jahre.

Gruppe B: Allergische Reaktion nach Wespenstich

Die 24 Patienten (17 Frauen und 7 Manner) dieser Gruppe konnten sicher eine Wespe fiir den
Insektenstich, der zur anaphylaktischen Reaktion fihrte, verantwortlich machen (Pat. Nr. 9-32).
Uber Bienenstiche ohne allergische Reaktion berichteten 5 Patienten und bei 2 Patienten waren
neben den Wespenstichen unklare Insektenstiche vorgekommen, die ebenfalls keine
systemischen Allergiesymptome mit sich brachten. Das Durchschnittsalter der Patienten lag bei
46 (+ 17) Jahren.

Gruppe C: Allergische Reaktion sowohl hach Bienen- als auch nach Wespenstich

In dieser Gruppe befanden sich 3 Patienten (3 Manner), die auf Stiche beider Insektenarten
mit anaphylaktischen Symptomen reagierten (Pat. Nr. 33-35). Der Altersdurchschnitt der
Méanner betrug 48 (+ 6) Jahre.

Gruppe D: Allergische Reaktion nach unklarem Insektenstich

Bei den 7 Patienten dieser Gruppe (3 Frauen und 4 Manner) war es zu Insektenstichen mit
allergischen Folgeerscheinungen gekommen, wobei es den Patienten nicht gelang, das
stechende Insekt sicher zu identifizieren (Pat. Nr. 36-42). Neben den unklaren Insektenstichen
wies ein Patient Wespenstiche ohne allergische Symptome in der Anamnese auf. Das
durchschnittliche Alter der Gruppe lag bei 40 (+ 21) Jahren.
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Tabelle 9: Einteilung der allergischen Symptome der Patienten in Schweregrade gemaf der
Klassifikation nach Ring und Messmer [127].

allergische Reaktion Anzahl Schweregrad der Reaktion
nach:

| Il 11 v
Bienenstich 8 1 4 2 1
Wespenstich 24 6 12 5 1
Bienen- und
Wespenstich 3 1 1 -1
Insekt unklar 7 - 5 2 -
Total 42 8 22 9 3

3.1.2. Auswertung der Standardverfahren und Diagnose

Ergebnisse im Hauttest

In Gruppe A war der Hauttest bei allen 8 Patienten (100%) positiv gegen Bienengift und in einem
Fall auch positiv gegen Wespengift. Die Gruppe B lieferte 24 positive Testergebnisse (100%)
gegen Wespengift wobei in 4 Fallen eine positive Reaktion auch auf Bienengift zu erkennen war.
Bei den Patienten der Gruppe C hatten alle 3 Personen (100%) positive Resultate bei der
Testung gegen beide Insektengifte. Fir 3 Patienten der Gruppe D konnte ein positiver Hauttest
gegen Wespengift nachgewiesen werden und bei einem Patienten gegen Bienengift. Daneben
war das Hauttestergebnis sowohl gegen Bienen- als auch gegen Wespengift bei einer Person
positiv. Kein positives Ergebnis bzgl. der Testung auf beide Insektengiftarten boten 2
Patientinnen. In Bezug auf eine Stichanamnese mit bekanntem Insekt lie3 sich eine Sensitivitat
von 100% fur den Hauttest ermitteln.

Das Zeitintervall zwischen dem letzten Insektenstich mit anaphylaktischer Reaktion und dem
durchgefuhrten Hauttest betrug im Mittel 12,6 (+ 19,6) Monate bei den Bienengiftallergikern und
245 (x 48,3) Monate bei den Patienten mit Wespengiftallergie. In der Gruppe C mit
Sensibilisierung auf beide Insektengiftarten lag der Abstand zwischen Stichreaktion und Test
durchschnittlich bei 19,3 (x 22,9) Monaten und bei den Patienten der Gruppe D waren dies 27,3
(= 31,8) Monate.

Hinsichtlich der Zeitspanne seit der letzten allergischen Reaktion auf einen Insektenstich bis zur
erfolgten Hauttestung ergab sich fir das gesamte Patientenkollektiv eine durchschnittliche Dauer
von 21,8 (x 39,7) Monaten.
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Bestimmung der spezifischen IgE-Antikdrper und Klassenzuteilung

Die Einteilung in Bienengift spezifische IgE-Klassen ergab bei den Patienten von Gruppe A bei 3
Patienten Klasse 2, bei 4 Patienten Klasse 3 und einem Patienten konnte die Klasse 6 zugeteilt
werden. Wespengift spezifische IgE-Antikorper der Klasse 2 konnten in dieser Gruppe bei einer
Patientin gemessen werden. In Gruppe B konnte ein Wespengiftallergiker der gleichnamigen
spezifischen IgE-Klasse 1, 5 der Klasse 2 sowie 11 Patienten der Klasse 3 zugeordnet werden.
Die spezifische IgE-Klasse 4 erhielten 2 und die Klasse 5 drei Patienten. Daneben wurde bei 3
Patienten eine Sensibilisierung auch gegen Bienengift mit der Klasse 1, bei 4 Personen mit der
Klasse 2 und bei einer Patientin mit der Bienengift-IgE-Klasse 6 festgestellt. Bei den
doppelsensibilisierten Patienten der Gruppe C kam die bienengiftspezifische IgE-Klasse 2
zweimal vor und die Klasse 3 einmal. Eine Zuteilung zur IgE-Klasse 1 gegen Bienengift erfolgte
in Gruppe D in 2 Fallen und des Weiteren zur Klasse 3 und Klasse 5 bei jeweils einem Patienten.
Zudem erreichten 2 Patienten die wespengiftspezifische IgE-Klasse 2 sowie je ein Patient Klasse
1 und Klasse 3. Die Wespengift-IgE-Klasse 5 wurde bei einem Patienten gemessen. (s. Tab. 10)
Bei bekannter Stichanamnese ergab der Nachweis von spezifischem IgE eine Sensitivitat von
100%.

Tabelle 10: Einteilung der Patienten in die insektengiftspezifische IgE-Klassen gemaf der Hohe an bienen- und
wespengiftspezifischer Antikdrper. Dargestellt ist die Anzahl an Patienten fir jede Insektengift-Klasse bei den
jeweiligen Allergiegruppen.

Bienengift / Wespengift:
Anamnese Anzahl
Klasse 0 Klasse 1 Klasse 2 Klasse 3 Klasse 4 Klasse5 Klasse 6

Bienengift-

; 8 0/7 0/0 3/1 4/0 0/0 0/0 1/0
allergie
Wespengift- ;15,9 3/1 415 0/11 0/2 0/3 1/2
allergie
Bienen- und
Wespengift- 3 0/0 0/0 2/2 1/1 0/0 0/0 0/0
allergie
MEE 7 3/2  2/1  0/2 1/1  0/0  1/1  0/0
unklar

Total 42 19/9 5/2 9/10 6/13 0/2 1/4 2/2

Die Bestimmung der spezifischen Insektengift-Antikdrper wurde nach dem letzten Stichereignis
durchschnittlich nach 15,4 (= 20,0) Monaten bei Gruppe A, innerhalb 23,3 (+ 48,8) Monate bei
Gruppe B, des Weiteren nach 19,0 (+ 22,3) Monaten bei Gruppe C, sowie nach 27,3 (+ 31,8)
Monaten bei Gruppe D durchgefuhrt. Das Gesamtintervall aller Gruppen betrug im Schnitt 22,1
(£ 39,9) Monate.
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Vergleich der Ergebnisse von Hautest und spezifischer IgE-Bestimmung

Alle 8 Patienten, die in der Anamnese Uber eine Bienengiftallergie berichteten, wiesen sowohl
einen positiven Hautest als auch spezifische IgE-Antikérper gegen Bienengift auf, wobei beide
Testverfahren in einem Fall eine Doppelsensibilisierung aufzeigten. Die 24 Patienten mit
anamnestischer Wespengiftallergie lieferten in beiden Testverfahren alle Ubereinstimmend
positive Testreaktionen gegen Wespengift, wobei in 4 Féllen durch beide Testverfahren eine
Doppelsensibilisierung erkannt wurde. Bei weiteren 4 wespengiftallergischen Patienten war
lediglich der Hauttest gegen Wespengift positiv und die spezifische IgE-Bestimmung ermittelte
Antikorper gegen beide Insektengifte. Hauttest und spezifische IgE-Bestimmung lieferten bei 3
Patienten mit anamnestisch angegebener Allergie gegen beide Insekten zu 100%
Ubereinstimmende Testergebnisse.

Unabhangig von der Anamnese lieferten beide Testverfahren 7 positive Ergebnisse lediglich bei
der Testung gegen Bienen- und 17 positive Ergebnisse ausschlieBlich gegen Wespengift.
Insgesamt konnte bei 9 Patienten eine Doppelsensibilisierung in beiden Testverfahren
festgestellt werden. In Bezug auf die Testergebnisse gegen beide Insektengifte zeigten der
Hauttest und die spezifische IgE-Bestimmung 35 (83,3%) Ubereinstimmende Testresultate. Von
insgesamt 23 positiven Testresultaten bei der IgE-Antikdrper-Testung gegen Bienengift ergab
der Hauttest in 17 (73,9%) Féllen ebenfalls positive Reaktionen auf Bienengift. Bei 33 Patienten
mit wespengiftspezifischen IgE-Antikérpern fiel der Hauttest bei 32 (97,0%) Personen positiv
gegen Wespengift aus (s. Tab. 17, S. 61).

Diagnosefindung

Die Ergebnisse der durchgefihrten Standarddiagnostik dienten dazu, den anamnestisch
begriindeten Verdacht einer Insektengiftallergie zu verifizieren und die Patienten mit unklaren
Insektenstichen mit Hinblick auf eine spezifische Immuntherapie dem relevanten Insektengift
zuteilen zu kénnen.

Dies gelang in Gruppe A mit dem Nachweis einer Sensibilisierung gegen Bienengift in Hauttest
und spezifischer IgE-Bestimmung in allen 8 Fallen. Eine Patientin wies zudem auch eine
Sensibilisierung gegen Wespengift in beiden Testverfahren auf. Der Verdacht einer
Wespengiftallergie konnte bei den 24 Patienten der Gruppe B mit einem positiven Hauttest sowie
spezifischen IgE-Antikbrpern bei allen Patienten bestatigt werden. Ferner konnte bei 8
Wespengiftallergikern eine zusatzliche Sensibilisierung gegen Bienengift mit positiven
giftspezifischen Antikérpern festgestellt werden, und 4 dieser 8 Personen wiesen auch im
Hauttest ein positives Ergebnis gegen Bienengift auf. Eine Doppelsensibilisierung gegen beide
Insektengifte konnte bei allen 3 Patienten der Gruppe C in beiden Testverfahren nachgewiesen
werden. In der Gruppe mit unklaren Insektenstichen in der Anamnese konnten 3 Patienten der
Diagnose Wespengiftallergie zugeordnet werden. Letztgenannte wiesen positive Hauttests und
spezifische Antikérper gegen Wespengift auf. Darliiber hinaus wurde bei 2 dieser Patienten die
bienengiftspezifische-IgE-Klasse 1 bestimmt. Weiterhin zeigte in Gruppe D ein Patient eine
Doppelsensibilisierung mit positivem Hauttest und spezifischen Antikdrpern (jeweils IgE-
Klasse 3) gegen beide Insektengifte. Einem Patienten konnte die Diagnose Bienengiftallergie
aufgrund einer positiven Hauttestung und IgE-Bestimmung gegen Bienengift (Klasse 5) zugeteilt
werden, wobei auch eine Wespengiftsensibilisierung mit IgE-Klasse 1 festgestellt wurde.
Daneben konnte bei 2 Patientinnen (Nr. 39, 42) dieser Gruppe keinerlei Sensibilisierung gegen
Bienen- oder Wespengift weder im Hauttest, noch bei der spezifischen Antikdrper-Bestimmung
nachgewiesen werden.

41



Ergebnisse

Von 42 Patienten konnte bei 40 Personen durch Hauttest und spezifische IgE-Bestimmung eine
Sensibilisierung gegen Insektengift festgestellt werden. Der Diagnose Bienengiftallergie wurden
9 Patienten zugeteilt (Nr. 1-8, 41), 27 Personen erhielten die Diagnose Wespengiftallergie (Nr. 9-
32, 36, 37, 40) und 4 Patienten (Nr. 33-35, 38) wurde eine SIT gegen beide Insektengifte
nahegelegt (s. Abb. 8).

Die Sensitivitat in Hinsicht auf das gesamte Patientenkollektiv lag fur die Hauttestung und fiir die
spezifische IgE-Bestimmung bei jeweils 95,2%. In Bezug auf das jeweils andere Insektengift
konnte eine relative Spezifitdit von 88,9% fir Hauttest und 77,8% fur den IgE-Nachweis bei
Bienengiftallergikern errechnet werden. Bei Patienten mit Wespengiftallergie betrug die relative
Spezifitat 85,2% fur den Hauttest und 63,0% fir die spezifische IgE-Bestimmung.

O Einfachsensibilisierung gegen ein Insektengift in Hauttest und sigE-B

O Doppelsensibilisierung gegen beide Insektengifte in Hauttest und sigE-B
O Doppelsensibilisierung gegen beide Insektengifte in sigE-B

O Keine Sensibilisierung gegen Insektengitf in Hauttest und sigE-B

Bienengiftallergie 7 |l|1| n=9

Wespengiftallergie 17 | 4 | 6 n=27
Bienen- und
Wespengiftallergie II n=4

keine Allergie | 2 n=2

Abbildung 8: Ergebnisse der Hauttestung und spezifischen IgE-Bestimmung (sIgE-B) von 42 Patienten
mit anaphylaktischer Reaktion nach einem Insektenstich.

3.1.3. Testresultate bei Detektion von CD63 und CD203c

Die Ergebnisse der Basophilenaktivierung der Probenansétze des CD63- und CD203c-BAT
wurden fur jede Diagnosegruppe getrennt und in Bezug auf das Gesamtkollektiv ermittelt. Die
einzelnen Messwerte der Patienten sind im Anhang auf S. 103 dargestellt.

Patienten mit Bienengiftallergie

Die Messungen in der Gruppe der Bienengiftallergiker ergaben bzgl. der Testung gegen 1 pyg/ml
Bienengift bei der Bestimmung des Oberflachenmarkers CD63 8 (88,9%) positive
Testergebnisse sowie 9 (100%) positive Ergebnisse bei der Markierung des CD203c-Antigens.
Bei der Konzentration 0,1 pg/ml lieferten der CD63- bzw. der CD203c-BAT 7 bzw. 8, und
hinsichtlich der Konzentrationsstufe 0,01 pg/ml Gift noch 2 bzw. 6 positive Testresultate. Darlber
hinaus wiesen 3 Patienten bei der CD63-Detektion und 5 Patienten bei der CD203c-Bestimmung
positive Testresultate auch gegen 1 ug/ml Wespengift auf. Bei der Konzentration 0,1 pg/ml
wurde eine Aktivierung Uber den Cut-Off im CD63- bzw. im CD203c-Testansatz von einer bzw.
von 3 Patienten erreicht. Die Testung auf 0,01 pg/ml Wespengift zeigte lediglich im CD203-BAT
ein positives Ergebnis.
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Die durchschnittliche Aktivierung der Basophilen lag im CD203c-Protokoll bei allen
Bienengiftkonzentrationsstufen (B 1: CD63= 59,9 + 27,9/ CD203c= 60,1 * 20,2; B 0,1: CD63=
43,4 + 29,7/ CD203c=52,1 + 27,6; B 0,01: CD63= 11,2 + 11,2/ CD203c= 28,3 + 21,1 ) sowie bei
den Wespengiftkonzentrationen W 0,1(CD63= 7,3 + 9,4/ CD203c= 16,2 + 18,5) und W 0,01
(CD63=5,7 + 3,5/ CD203c= 7,3 + 5,1) sowie der Positiv-Kontrolle (CD63= 44,5 + 18,2/ CD203c=
49,8 + 16,6) Uber der Basophilenaktivierung des CD63-Protokolls. Bei der hdchsten
Konzentrationsstufe an Wespengift (W 1: CD63= 19,3 + 24,5/ CD203c= 19,1 + 17,7) und fur die
Negativ-Kontrolle (CD63= 5,3 + 3,1/ CD203c= 3,5 * 1,6) lieferte die Detektion von CD63 hohere
Werte als bei der CD203c-Bestimmung (s. Abb. 9).

100

Basophilenaktivierung in %

Cut-Off
CD63

L (15%)
¥\ Cut-Off

CD203c
(14%)

Abbildung 9: Darstellung der prozentualen Basophilenaktivierung im BAT der Patienten mit Bienengiftallergie
(n= 9) als Mittelwerte und deren Standardabweichungen. Ergebnisse der Oberflachenexpression von CD63 und
CD203c nach Stimulation der Proben mit einer Negativ-Kontrolle (N.K.), Positiv-Kontrolle (P.K) sowie Bienen (B)- und
Wespengift (W) unterschiedlicher Konzentrationen in der Einheit ug/ml. Als Schwellenwert (Cut-Off) fur ein positives
Testergebnis gilt eine Aktivierung von tiber 14% im CD203c- und Uiber 15% im CD63-Protokoll.

Zum Zeitpunkt der Durchfihrung des BAT befanden sich die Patienten der Gruppe mit
Bienengiftallergie durchschnittlich seit 9,1 (x 14,5) Monaten in der spezifischen
Immuntherapie gegen Bienengift und der letzte Insektenstich lag im Mittel 22,4 (+ 20,6)
Monate zurlick. Die Zeitdifferenz betrug zwischen BAT und Hauttest 9,9 (+ 14,1) Monate und
zwischen BAT und spezifischer Antikérper-Bestimmung 7,4 (+ 14,0) Monate im Schnitt.
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Die Streubreite und Verteilung sowie die Medianwerte der Ergebnisse beider BAT-Ansatze der
Patienten mit Bienengiftallergie zeigt Abbildung 10. Dabei wurde im CD63-Ansatz bei der
Bienengiftkonzentration B 0,1 mit 0,4% die geringste und bei der Konzentration B 1 mit 88,9% die
hdchste Basophilenaktivierung gemessen. Im CD203c-Protokoll wurden Werte zwischen 3,7% (B
0,01) und 91,7% (B 0,1) bei der Testung gegen Bienengift gemessen. Hinsichtlich der Testung
gegen Wespengift wurden im CD63-BAT Ergebnisse zwischen 0,8% (W 1+W 0,1) und 69,6% (W
1) erreicht. Der CD203-BAT lieferte diesbezuglich Werte von 2,6% (W 0,01) bis 62,3% (W1).

Die einzelnen Messwerte des CD63- und CD203c-BAT eines Patienten mit Bienengiftallergie
sind in Abbildung 11 dargestellt.

CD63 CD203c
100

75

50 _

Basophilenaktivierung in %

25

N.K. P.K. B1 BO,1 B 0,01 w1l Wwo,1 W 0,01

Abbildung 10: Box-Plot-Diagramm der Ergebnisse im BAT bei Patienten mit Bienengiftallergie (n=9). Dargestellt
sind die Streubreite der Werte ( | ), der Bereich zwischen 1. und 3. Quartil (senkrechte Balken) und der Median (=) der
CD63- und CD203c-Protokolle fir die jeweiligen Probenansétze einer Negativ-Kontrolle (N.K.), Positiv-Kontrolle (P.K.)
sowie verschiedener Konzentrationen an Bienen (B)- und Wespengift (W) in der Einheit ug/mil.
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Abbildung 11: Messergebnisse eines Bienengiftallergikers (Pat. Nr. 2). Darstellung der SSC/FL2-Dotplot-
Diagramme mit den Gates R1 und R2 fiir die Bestimmung der CD203c-Expression sowie der FL1-Histogramme mit
den Messbereichen M1 fur die Detektion von CD63. Die errechneten Werte aus R2 und M1 gelten als MaR fir die
prozentuale Aktivierung basophiler Granulozyten nach Exposition mit Insektengift unterschiedlicher Konzentrationen
und einer Negativ- (Waschlésung) und Positiv-Kontrolle (fMLP).
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Patienten mit Wespengiftallergie

Das Resultat der Messungen in der Gruppe der Wespengiftallergiker waren 27 (100%) positive
Testergebnisse gegen 1 ug/ml Wespengift im CD203c- und 26 (96,3%) positive Ergebnisse im
CD63-Testansatz. Die Testung mit 0,1 bzw. 0,01 pg/ml Wespengift ergab im CD63-BAT 25 bzw.
10 positive Ergebnisse sowie im CD203c-BAT 26 bzw. 20 positive Messungen. Zudem zeigten 7
Personen im CD63- und 9 Personen im CD203c-Protokoll auch positive Testergebnisse gegen 1
pMg/ml Bienengift. Die Ergebnisse der Wespengift- sowie der Bienengiftkonzentrationsstufen
erreichten dabei im CD203c-BAT durchschnittlich h6here Werte als im CD63-BAT (W 1: CD63=
65,7 £ 21,0/ CD203c= 66,1 + 14,1; W 0,1: CD63= 52,5 + 25,2/ CD203c= 59,4 + 19,4; W 0,01:
CD63= 19,7 + 23,2/ CD203c= 29,4 + 20,0; B 1: CD63= 16,5 + 22,2/ CD203c= 18,6 + 20,1; B 0,1:
CD63=7,4 + 14,4/ CD203c= 11,4 + 15,0; B 0,01: CD63= 4,8 + 6,6/ CD203c= 6,4 + 5,0). Ebenso
die Werte der Negativ- und Positiv-Kontrolle (N.K.: CD63= 3,6 + 2,5/ CD203c= 4,8 £ 2,1; P.K.:
CD63= 33,2 + 16,0/ CD203c= 38,4 + 16,9). (siehe Abb. 12)
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Abbildung 12: Darstellung der prozentualen Basophilenaktivierung im BAT der Patienten mit

Wespengiftallergie  (n=27) als Mittelwerte und deren Standardabweichungen. Ergebnisse der
Oberflachenexpression von CD63 und CD203c nach Stimulation der Proben mit einer Negativ-Kontrolle (N.K.), Positiv-
Kontrolle (P.K) sowie Bienen (B)- und Wespengift (W) unterschiedlicher Konzentrationen in der Einheit ug/ml. Als
Schwellenwert (Cut-Off) fir ein positives Testergebnis gilt eine Aktivierung von lber 14% im CD203c- und uber 15% im
CD63-Protokoll.
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Die Streubreite der Basophilenaktivierung beider BAT-Ansatze sowie die Verteilung und
Mediane der Ergebnisse der Patienten mit Wespengiftallergie sind in Abbildung 13 dargestellt.
Der niedrigste Aktivierungswert bei der Testung gegen Wespengift wurde mit 1,2% (W 0,01) und
der grofite Wert mit 98,6% (W 1) im CD63-Ansatz gemessen. Das CD203c-Protokoll lieferte
Ergebnisse zwischen 2,3% (W 0,01) und 89,8% (W 0,1). Die Testung gegen Bienengift erbrachte
Werte von 0,4% (B 0,1) bis 81,5% (B 1) im CD63- und Werte zwischen 0,9% (B 0,1) und 76,4%
(B 1) im CD203c-BAT.
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Abbildung 13: Box-Plot-Diagramm der Ergebnisse im BAT bei Patienten mit Wespengiftallergie (n= 27). Dargestellt
sind die Streubreite der Werte ( | ), der Bereich zwischen 1. und 3. Quartil (senkrechte Balken) und der Median (=) der
CD63- und CD203c-Protokolle fur die jeweiligen Probenansétze einer Negativ-Kontrolle (N.K.), Positiv-Kontrolle (P.K.)
sowie verschiedener Konzentrationen an Bienen (B)- und Wespengift (W) in der Einheit ug/mi.

Zum Zeitpunkt der BAT-Durchfiihrung lag die durchschnittiche Dauer der begonnenen
spezifischen Immuntherapie gegen Wespengift bei 3,4 (x 7,2) Monaten. Die letzte
anaphylaktische Reaktion auf einen Insektenstich lag im Mittel 28,9 (+ 46,5) Monate zurlck, der
Abstand zum Hauttest betrug 6,4 (+ 11,7) Monate und die Zeitspanne zwischen RAST und BAT
ergab eine mittlere Dauer von 6,7 (£ 11,6) Monaten.

Die Ergebnisse der Basophilenaktivierung beider BAT-Ansatze eines Wespengiftallergikers sind
in Abbildung 14 zu sehen.
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Abbildung 14: Messergebnisse eines Wespengiftallergikers (Pat. Nr. 17). Darstellung der SSC/FL2-Dotplot-
Diagramme mit den Gates R1 und R2 fur die Bestimmung der CD203c-Expression sowie der FL1-Histogramme mit
den Messbereichen M1 fur die Detektion von CD63. Die errechneten Werte aus R2 und M1 gelten als MaR fir die
prozentuale Aktivierung basophiler Granulozyten nach Exposition mit Insektengift unterschiedlicher Konzentrationen
und einer Negativ (Waschldsung)- und Positivkontrolle (fMLP).
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Patienten mit Bienen- und Wespengiftallergie

In der Gruppe mit allergischen Reaktionen auf beide Insektenarten lieferten sowohl der CD63-
als auch der CD203c-BAT bei 3 von 4 Patienten (75%) positive Ergebnisse gegen beide
Insektengifte bei der Konzentration 1 pg/ml. Bei einer Person konnte durch beide Testansatze
lediglich ein positives Resultat bei der Testung gegen Wespengift, jedoch nicht gegen Bienengift
bei dieser Konzentration ermittelt werden. Bei den Giftkonzentrationen 0,1 pg/ml zeigten beide
BAT-Anséatze bei 2 Personen eine Doppelsensibilisierung an, die im CD203c-BAT auch noch bei
den Konzentrationen 0,01 pg/ml bei diesen Personen bestatigt werden konnte. Im CD63-BAT
war das Ergebnis bei der letzten Verdinnung in einem Fall ausschlieBlich gegen Bienengift
positiv. Die mittlere Basophilenaktivierung der Patienten lag im CDG63-Protokoll bei allen
Konzentrationsstufen der Insektengifte sowie der Positiv-Kontrolle unter derjenigen des CD203c-
Ansatzes (B 1: CD63= 39,9 + 27,3/ CD203c= 44,7 + 26,9; B 0,1: CD63= 27,1 + 30,7/ CD203c=
35,9 + 35,0; B 0,01: CD63= 12,9 + 19,1/ CD203c= 16,5 + 20,4; W 1: CD63= 52,4 + 20,8/
CD203c= 65,5 + 18,5; W 0,1: CD63= 24,9 + 31,4/ CD203c=37,2 + 36,1; W 0,01: CD63=6,0
2,7/ CD203c= 18,7 + 13,9, P.K.: CD63= 30,9 = 6,8/ CD203c= 44,8 + 16,3). Lediglich der
Mittelwert der Negativ-Kontrollen (CD63= 4,8 + 3,5/ CD203c= 3,8 + 1,9) lberstieg im CD63-
Ansatz den Wert des CD203c-Protokolls (siehe Abb. 15).

7] CD63 CD203c
100
n |
< - =
o S
5 \
% 50 ::,
: N N
\
% fa § T [ 7Z> T Cut-Off
m 25 jT: ::: CD63
i
'&" . PR o : d
.;i ™\ cutoft
o N PN - N\ CD203c
NK.  PK. B00lL W1 Wo01 WO001 (14%)

Abbildung 15: Darstellung der prozentualen Basophilenaktivierung im BAT der Patienten mit Bienen- und
Wespengiftallergie (n= 4) als Mittelwerte und deren Standardabweichungen. Ergebnisse der Oberflachenexpression
von CD63 und CD203c nach Stimulation der Proben mit einer Negativ-Kontrolle (N.K.), Positiv-Kontrolle (P.K) sowie
Bienen (B)- und Wespengift (W) unterschiedlicher Konzentrationen in der Einheit ug/ml. Als Schwellenwert (Cut-Off) fur
ein positives Testergebnis gilt eine Aktivierung von tber 14% im CD203c- und uber 15% im CD63-Protokoll.
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Eine Ubersicht iber die Streubreite, Verteilung und Mediane aller Messwerte der Patienten mit
Bienen- und Wespengiftallergie fir die jeweiligen Probenansatze liefert Abbildung 16. Im CD63-
BAT wurden bei der Testung gegen Bienengift Aktivierungswerte zwischen 0,9% (B 0,01) und
71,9% (B 0,1) erreicht, im CD203c-BAT reichten die Werte von 3,3% (B 0,1) bis 78,1% (B 1). Die
Messungen der Testung gegen Wespengift erbrachten als niedrigsten Wert 1,9% (W 0,01) im
CD63- und 3,2% (W 0,1) im CD203c-Ansatz. Den héchsten Aktivierungsgrad lieferte mit 81,8%
(W 1) das CD203c-Protokoll, der héchste Wert des CD63-Protokolls war 73,6% (W 1).
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Abbildung 16: Box-Plot-Diagramm der Ergebnisse im BAT bei Patienten mit Bienen- und
Wespengiftallergie (n= 4). Dargestellt sind die Streubreite der Werte ( | ), der Bereich zwischen 1.und 3. Quartil
(senkrechte Balken) und der Median (=) der CD63- und CD203c-Protokolle firr die jeweiligen Probenansatze einer
Negativ-Kontrolle (N.K.), Positiv-Kontrolle (P.K.) sowie verschiedener Konzentrationen an Bienen (B)- und Wespengift (W)
in der Einheit ug/ml.

Eine spezifische Immuntherapie wurde in dieser Gruppe durchschnittlich vor 17,5 (£ 19,3)
Monaten begonnen, wobei die letzte Stichreaktion im Mittel 22,3 (= 22,8) Monate zuriick lag. Die
Durchfiihrung von BAT und Hauttest lag 29,3 (+ 20,4) und diejenige von BAT und spezifischer
Antikdrperbestimmung 29,0 (= 20,1) Monate im Durchschnitt auseinander.

Die einzelnen Messwerte eines Patienten mit Bienen- und Wespengiftallergie im CD63- und
CD203c-BAT sind in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Messergebnisse eines Patienten mit Bienen- und Wespengiftallergie (Pat. Nr. 33). Darstellung
der SSC/FL2-Dotplot-Diagramme mit den Gates R1 und R2 firr die Bestimmung der CD203c-Expression sowie der
FL1-Histogramme mit den Messbereichen M1 fiir die Detektion von CD63. Die korrelierten Werte aus R2 und M1
gelten als MaR fir die prozentuale Aktivierung basophiler Granulozyten nach Exposition mit Insektengift
unterschiedlicher Konzentrationen und einer Negativ (Waschldsung)- und Positiv-Kontrolle (fMLP).
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Patienten ohne Sensibilisierungsnachweis durch die Standarddiagnostik

Der CD63-BAT lieferte bei der Untersuchung von 2 Patientinnen ohne Sensibilisierungsnachweis
gegen Insektengift im Hauttest und bei der spezifischen IgE-Bestimmung kein positives
Testergebnis weder gegen Bienen- noch gegen Wespengift. Im CD203c-BAT zeigte sich
hingegen bei einer Patientin (Nr.42) ein positives Testresultat auf Wespengift mit einer
Basophilenaktivierung von 24,7% bei der hochsten Wespengiftkonzentrationsstufe. Die
Ergebnisse der einzelnen Probenansatze der zwei Patientinnen zeigt Tabelle 11.

Tabelle 11: Ergebnisse der prozentualen Basophilenaktivierung im CD63- und CD203c-BAT von 2 Patientinnen mit
positiver Stichanamnese und negativen Ergebnissen in Hauttest und spezifischer IgE-Bestimmung.

Patientin BAT N.K. P.K. B1 B 0,1 B 0,01 Wi Wwo0,1 WO0,01
CD63 6,7 21,8 50 6,3 7,4 3.4 53 8,6
Nr.41
CD203c 3.4 37,7 7,9 7.3 4,3 7,2 57 4,2
CD63 1,6 58,2 4,2 1,3 1.3 4,6 1.9 14
Nr.42
CD203c 1,9 68,7 3.4 2,2 2,1 24,7 9,8 1.8

Die Zeitspanne zwischen der letzten allergischen Reaktion auf einen Insektenstich und der
Durchfiihrung des BAT betrug 31 Monate bei Patientin Nr. 39 und 96 Monate bei Patientin
Nr. 42. Der Hauttest sowie die giftspezifische Antikdrper-Bestimmung lagen jeweils 7 Monate
bei Patientin Nr. 39 und jeweils 1 Monat bei Patientin Nr. 42 vom Zeitpunkt der BAT-
Durchfiihrung auseinander.

Gesamtkollektiv

Die Mittelwerte der prozentualen Basophilenaktivierung lagen in Bezug auf das gesamte
Patientenkollektiv bei Detektion von CD203c in allen Konzentrationsstufen sowohl fur Bienengift
als auch fur Wespengift (nicht signifikant ) iber den Werten des CD63-Protokolls (B 1: CD63=
27,5 £ 29,5/ CD203c= 29,3 £+ 26,9; B 0,1: CD63=16,8 + 24,6/ CD203c= 22,1 + 26,2; B 0,01:
CD63= 6,9 + 9,5/ CD203c= 11,9 + 14,8; W 0,1: CD63= 38,2 + 30,1/ CD203c= 45,6 + 28,1; W
0,01: CD63= 14,7 + 19,8/ CD203c= 22,4 + 19,4; W 1: CD63= 54,4 + 31,7/ CD203c= 52,9 + 25,8).
DarlUber hinaus waren die Werte des CD203c-BAT bei der Negativ- (CD63= 4,1 + 2,7/ CD203c=
4,4 £ 2,0) und Positiv-Kontrolle (CD63= 35,8 + 16,4/ CD203c= 42,2 + 17,2) héher als diejenigen
des CD63-Ansatzes. (s.Abb.18)
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Abbildung 18: Darstellung der prozentualen Basophilenaktivierung im BAT als Mittelwerte und deren
Standartabweichungen von 42 Patienten mit allergischer Reaktion nach einem Insektenstich. Ergebnisse der
Oberflachenexpression von CD63 und CD203c nach Stimulation der Proben mit einer Negativ-Kontrolle (N.K.), Positiv-
Kontrolle (P.K) sowie Bienen (B)- und Wespengift (W) unterschiedlicher Konzentrationen in der Einheit ug/ml. Als
Schwellenwert (Cut-Off) fiir ein positives Testergebnis gilt eine Aktivierung von uber 14% im CD203c- und lber 15% im
CD63-Protokoll.

Einen Gesamtiberblick tber die Streubreite, Verteilung und Mediane der Messwerte aller
Patienten liefert Abbildung 19. Im CD63-BAT wurden insgesamt bei der Testung gegen
Bienengift Aktivierungswerte zwischen 0,4% (B 0,1) und 88,9% (B 1) erreicht, im CD203c-BAT
reichten die Werte von 0,9% (B 0,1) bis 91,7% (B 0,1). Die Messungen der Testung gegen
Wespengift erbrachten als niedrigsten Wert 0,8% (W 0,1) im CD63- und 3,2% (W 0,1) im
CD203c-Ansatz. Den héchsten Aktivierungsgrad zeigte mit 98,6% (W 1) der CD63-BAT und der
hochste Wert des CD203c-BAT lag bei 89,8% (W 1) bei den Testergebnissen gegen
Wespengift.

Zum Zeitpunkt der BAT-Messungen lag der Beginn einer SIT durchschnittlich 6,1 Monate zuriick
und die letzte allergische Stichreaktion ereignete sich im Mittel vor 28,5 (+ 40,2) Monaten. Beide
BAT-Ansatze wurden im Schnitt 9,2 (+ 14,2) nach der Hauttestung und 8,9 (+ 14,0) Monate nach
der Bestimmung giftspezifischer IgE-Antikdrper durchgefuhrt.
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Abbildung 19: Box-Plot-Diagramm der Ergebnisse im BAT von 42 Patienten mit allergischen Stichreaktionen.
Dargestellt sind die Streubreite der Werte ( | ), der Bereich zwischen 1.und 3. Quartil (senkrechte Balken) und der Median
(=) der CD63- und CD203c-Protokolle fir die jeweiligen Probenansatze einer Negativ-Kontrolle (N.K.), Positiv-Kontrolle
(P.K.) sowie verschiedener Konzentrationen an Bienen (B)- und Wespengift (W) in der Einheit ug/mi.

Korrelation der Ergebnisse des CD63- und CD203c-BAT

Des Weiteren wurde die Korrelation (r) der prozentualen Basophilenaktivierung zwischen dem
CD63- und dem CD203c-BAT fir die 8 Probenansétze aller Patienten errechnet. Dabei konnte in
Bezug auf die Insektengifte bei der hdchsten Bienengiftkonzentration die grofdte (r= 0,89) und bei
der niedrigsten Wespengiftkonzentration die geringste (r= 0,48) Wechselbeziehung beider
Testansatze ermittelt werden (s. Tab. 12). Den niedrigsten Korrelationskoeffizienten lieferte der
Vergleich der Negativkontrollen.

Tabelle 12: Korrelation (r) der Ergebnisse des CD63- und CD203c-BAT der 8 Probenansatze des gesamten
Patientenkollektivs.

Negativ-
Kontrolle

r 0,16

Positiv-
Kontrolle

0,64

Bienengift Bienengift

1 pg/ml

0,89

0,1 pg/ml

0,84

Bienengift Wespengift

0,01 pg/ml

0,63

1 pg/ml

0,73

Wespengift
0,1 pg/ml

0,81

Wespengift
0,01 pg/ml

0,48
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Zudem wurden die Korrelationen beider BAT-Ansatze in den einzelnen Allergiegruppen
hinsichtlich der Ergebnisse bei Testung gegen Bienen- und Wespengift untersucht. Dabei zeigte
sich eine starkere Korrelation der prozentualen Basophilenaktivierung zwischen beiden BAT-
Protokollen bei der Reaktion auf Bienen- als auf Wespengift (s. Tabelle 13).

Tabelle 13: Korrelation der Ergebnisse des CD63- und CD203c-BAT bei Patienten mit
Insektengiftallergie.

Allergie Anzahl Korrelation
gegen Bienengift Wespengift
Bienengift 9 0,82 0,60
Wespengift 27 0,78 0,67
e
Total 40 0,85 0,77

Fir jeden Patienten wurde die durchschnittliche Basophilenaktivierung der 3 Bienen- und der 3
Wespengiftkonzentrationsstufen berechnet und dariber hinaus der Mittelwert aller
Probenansatze fur beide BAT-Ansétze bestimmt.

Der Vergleich dieser Mittelwerte zeigte eine durchschnittlich hohere Basophilenaktivierung im
CD203c-BAT als im CD63-BAT bei beiden Insektengifttestungen in der Gruppe der
Bienengiftallergiker (Bienengift: CD63= 38,2 + 20,8/ CD203c= 46,8 + 20,8; Wespengift: CD63=
10,8 + 11,4/ CD203c= 14,8 + 11,7) wie auch bei den Wespengiftallergikern (Wespengift: CD63=
47,5 + 19,8/ CD203c= 51,3 £ 15,2; Bienengift: CD63= 9,6 + 12,5/ CD203c= 12,1 + 12,5) und den
Patienten mit Bienen- und Wespengiftallergie (Bienengift: CD63= 26,6 + 24,1/ CD203c= 32,4 +
21.,4; Wespengift: CD63= 28,8 £ 16,1/ CD203c= 40,5 £ 21,4), die jedoch nicht signifikant ist.

Die Korrelation der Mittelwerte beider BAT-Ansdatze lag fir Bienengift mit r= 0,88 Uber dem Wert
von r= 0,78 fur Wespengift. Der Vergleich der Mittelwerte aus allen Probenansétzen ergab einen
Korrelationskoeffizienten von r= 0,66 (s. Abb. 20).
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Abbildung 20: Korrelationen (r) der prozentualen Basophilenaktivierung zwischen dem CD63- und dem
CD203c-BAT. Dargestellt sind die Ergebnisse (Mittelwerte) aller 8 Probenanséatze (A), sowie der 3 Bienengift- (B) und
Wespengifkonzentrationsstufen (C) des gesamten Patientenkollektivs im jeweiligen Testansatz.
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3.1.4. Vergleich der Ergebnisse von BAT und Standarddiagnostik

Fir den in dieser Arbeit durchgefihrten CD63- und CD203c-BAT wurde die jeweilige
Testsensitivitat in Bezug auf Anamnese, Hauttestung und Bestimmung giftspezifischer IgE-
Antikdrper bestimmt (s.Tab.14).

BAT und Anamnese

Bei 7 (87,5%) von 8 Patienten, die allergische Reaktionen nach einem Bienenstich angaben, fiel
der CD63-BAT positiv aus bei der Testung gegen Bienengift. Im CD203c-BAT war das
Testergebnis diesbeziglich bei allen Patienten positiv (100%).

In der Gruppe mit allergischer Reaktion nach einem Wespenstich zeigte der CD63-BAT 23
(95,8%) positive Ergebnisse gegen Wespengift. Das Resultat im CD203c-Ansatz waren 24
(100%) positive Testergebnisse gegen Wespengift. Die Patienten mit anamnestisch
angegebener Allergie gegen beide Insekten lieferten in beiden BAT-Anséatzen in 2 (66,7%)
Fallen positive Testergebnisse gegen beide Insektengifte. Von den 35 Patienten, die das Insekt
von dem sie gestochen wurden identifizieren konnten, stimmten die Testergebnisse des CD63-
BAT in 32 (91,4%) Fallen und diejenigen des CD203c-BAT bei 34 (97,1%) Patienten positiv mit
der Anamnese Uberein.

BAT und Hauttest

In der Gruppe der Bienengiftallergiker konnte mit dem CD203-BAT in allen 9 (100%) Féllen ein
Ubereinstimmend positives Ergebnis mit dem Hauttest bezlglich der Bienengift-Testung ermittelt
werden. Im CD63-BAT waren es 8 (88,9%) Ubereinstimmungen mit der Hauttestung gegen
Bienengift. Bei den 27 Wespengiftallergikern, die alle ein positives Hauttestergebnis gegen
Wespengift aufwiesen, konnte eine Allergie gegen Wespengift in 27 Fallen (100%) bei der
Detektion von CD203c und in 26 (96,3%) Féallen bei der CD63-Bestimmung bekraftigt werden.
Die vier Patienten mit Bienen- und Wespengiftallergie hatten alle positive Hauttestergebnisse
gegen beide Insektengifte. Beide BAT-Ansétze lieferten diesbeziiglich bei 3 Patienten (75%)
Ubereinstimmende Testergebnisse. In einem Fall konnte durch beide Protokolle lediglich eine
Wespengiftsensibilisierung festgestellt werden. Das CD63-BAT-Ergebnis fir Bienen- sowie fir
Wespengift fiel bei den 2 Patientinnen mit negativen Hauttests gegen beide Insektengifte
Ubereinstimmend negativ aus. Der CD203c-Ansatz ergab bei einer Patientin ein positives
Testergebnis gegen Wespengift.

Ohne Rucksicht auf die Gruppenzuteilung sind die Hauttest- und BAT-Ergebnisse der 42
Patienten hinsichtlich der Testung gegen beide Insektengifte in Tabelle 14 zusammengefasst.
Ein positives Hauttestresultat nur gegen Bienengift hatten 8 Patienten. Ein gleichnamiges
positives Ergebnis gegen Bienen- und negatives Ergebnis gegen Wespengift zeigten im CD63-
BAT 5 und im CD203c-BAT 4 dieser Personen. Von 23 Patienten, deren Hauttest lediglich bei
der Testung gegen Wespen-, jedoch nicht gegen Bienengift positiv ausfiel, konnten beide BAT-
Ansatze bei 20 Personen ein entsprechend positives Ergebnis gegen Wespengift sowie eine
negative Testung gegen Bienengift aufzeigen. Ein positiver Hauttest gegen beide Insektengifte
wurde bei 9 Patienten ermittelt. Identische Testresultate hinsichtlich eines positiven Ergebnisses
sowohl gegen Bienen- als auch gegen Wespengift lieferten der CD63-Ansatz in 7 und der
CD203c-Ansatz in 8 Fallen.
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Unabhangig der Testergebnisse auf das jeweils andere Insektengift wiesen von 42 Patienten
insgesamt 17 Patienten einen positiven Hauttest gegen Bienen- und 32 Patienten ein positives
Hauttestergebnis gegen Wespengift auf. Der CD63-BAT ergab bei zuerst genannten Personen
in 15 und der CD203c-BAT in 16 Fallen ebenfalls positive Ergebnisse gegen Bienengift. Fiel die
Wespengift-Hauttestung positiv aus, lieferten der CD63-BAT bei 31 und der CD203-BAT bei 32
Personen ein hierin Gbereinstimmendes Testergebnis (s. Tab. 14).

Tabelle 14: Vergleich der BAT-Ergebnisse mit den Ergebnissen aus Hauttest und spezifischer IgE-
Bestimmung bei Testung gegen Bienen- (B) und Wespengift (W).

Hauttest / slgE-Bestimmung Ubereinstimmung mit

Testergebnis Anzahl CD63 sAT CD203c

\E,‘V ﬁgggt‘l’v 8/7 5 (62,5%) / 4 (57,1%) 4 (50%) / 4 (57,1%)

\E,‘V gggﬁ_‘lt\'/" 23/ 17 19 (82,6%) / 17 (100%) 19 (82,6%) / 16 (94,1%)

W ggzm 9/16 7(77,8%) 110 (62,5%) 8 (88,9%) / 12 (75,0%)

W ﬂggi:x 22 2 (100%) / 2 (100%) 1 (50%) / 1 (50%)
Total 421 42 33 (78,6%) / 33 (78,6%) 32 (76,2%) / 33 (78,6%)

BAT und spezifische Antikdrper-Bestimmung

Bei allen 9 Patienten mit Bienengiftallergie konnten bienengiftspezifische Antikbrper gemessen
werden. Ein Ubereinstimmendes Ergebnis erbrachten der CD63-BAT in 8 (88,9%) und der
C203c-BAT in 9 (100%) Fallen. In der Patientengruppe mit Wespengiftallergie waren es im
CD63-BAT 26 (96,3%) und im CD203c-BAT 27 (100%) Ubereinstimmungen mit den
Ergebnissen der wespengiftspezifischen IgE-Bestimmung. Die 4 Patienten mit Bienen- und
Wespengiftallergie wiesen alle IgE-Antikdrper gegen beide Insektengifte auf. Diesbeziglich
lieferten beide BAT-Ansatze in 3 (75%) Fallen Ubereinstimmende Testergebnisse. Bei 2
Patientinnen konnte bei der spezifischen IgE-Bestimmung keine Sensibilisierung gegen
Insektengift festgestellt werden. Ubereinstimmend negativ fielen beide BAT-Ansatze nur
beziglich der Bienengifttestung aus, da der CD203c-BAT bei einer Patientin ein positives
Ergebnis gegen Wespengift zeigte.

Spezifische Antikdrper gegen Bienen-, nicht jedoch gegen Wespengift war das Ergebnis bei 7
Patienten. Ein entsprechend positives Resultat lediglich bei der Bienengifttestung zeigten beide
BAT-Verfahren bei 4 dieser Personen. Daneben wiesen 17 Patienten  ausschlief3lich
wespengiftspezifische Antikdrper auf. Dasselbe Testresultat erbrachte bei diesen Patienten der
CDG63-BAT in allen 17, der CD203c-BAT in 16 Féllen. Bei 16 Patienten konnten spezifische
Antikdrper gegen beide Insektengifte detektiert werden. Mit positiven Ergebnissen hinsichtlich
der Testung gegen beide Giftarten bestétigte der CD63-Ansatz dieses Ergebnis in 10 und der
CD203c-BAT in 12 Féllen (s. Tab. 14).
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Von insgesamt 23 positiven Testresultaten bei der IgE-Antikdrper-Testung gegen Bienengift
ergab der CD63-Testansatz 18 und der CD203c-Ansatz 19 Ubereinstimmungen, unabhangig
von der Gruppenzuteilung. Bei 33 Patienten konnten wespengiftspezifische IgE-Antikorper
gemessen werden. Eine Sensibilisierung gegen Wespengift konnte bei diesen Personen durch
den CD63-BAT in 31 und durch den CD203c-BAT in 33 Fallen bestatigt werden (s. Tab. 15).

Tabelle 15: Ubereinstimmung von Hauttestung, spezifischer IgE-Bestimmung (sIgE-B)
und der BAT-Ansétze hinsichtlich der Ergebnisse bei Testung gegen Bienengift (B),
Wespengift (W) und beide Insektengifte(B-W).

Testverfahren Ubereinstimmung
B W B-W
-CD63 88,2% 96,9% 78,6%
Hauttest - BAT  _cppo3c 94,1% 100% 76,2%
-CD63 78,3% 93,9% 78,6%
SIgE-B - BAT  cp2oac 82,6% 100% 78,6%
BAT-CD63 - BAT-CD203c 92,9% 90,5% 85,7%

Sensitivitit des CD63- und CD203c-BAT

Fir den CD63-BAT lasst sich somit eine Sensitivitéat von 91,4% und fur den CD203-BAT eine
Sensitivitat von 97,1% in Bezug auf die Anamnese angeben. Wurden die Patienten der
Anamnese entsprechend und/ oder aufgrund eines positiven Hauttests den jeweiligen
Insektengiftallergie-Diagnosen zugeteilt, ergibt sich fur den CD63-BAT eine Sensitivitdt von
92,5% sowie fur den CD203c-BAT eine Sensitivitat von 97,5%. Dementsprechend kann fur den
CD63- und den CD203c-BAT hinsichtlich einer Diagnosezuteilung aufgrund einer positiven
Anamnese und/ oder positiver giftspezifischer Antikérper ebenfalls eine Sensitivitat von 92,5%
bzw. von 97,5% angegeben werden (s. Tab. 16).

Tabelle 16: Positive Ergebnisse im BAT auf das jeweilige Insektengift bei
Patienten mit Insektengiftallergie.

Allergie Anzahl CD63-BAT CD203c-BAT

gegen:

Bienengift 9 8 (187,5%) 9 (100%)

Wespengift 27 26 (95,8%) 27 (100%)

Bienen- und

Wespengift 4 3 (75,0%) 3 (75,0%)
Total 40 37 (92,5%) 39 (97,5%)
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Bei 32 (91,4%) von 35 Patienten stimmten beide BAT-Testverfahren positiv mit der Anamnese
und den Ergebnissen der Standarddiagnostik Giberein.

Unabhangig von der Anamnese sowie den Resultaten der Hauttestung und der spezifischen IgE-
Bestimmung lieferten beide BAT-Protokolle in 39 Féllen identische Ergebnisse bei einer Testung
auf Bienengift und in 38 Fallen bei einer Bestimmung gegen Wespengift. Auf beide Insektengifte
bezogen waren es 36 Ubereinstimmungen in den BAT-Ergebnissen (s. Tab. 15).

BAT-Ergebnisse hinsichtlich der Giftkonzentrationsstufen

Unabhangig von der Anamnese ergab die Inkubation bei 42 Patienten mit 1 ug/ml Bienen- bzw.
Wespengift im CD63-BAT 18 bzw. 33 sowie im CD203c-BAT 21 bzw. 37 positive Testresultate
(s. Tab. 17). Eine Aktivierung Uber die entsprechenden Cut-Offs hinaus zeigten mit 0,1 ug/ml
Bienen- bzw. Wespengift im CD63-BAT noch 12 (28,6%) bzw. 28 (66,7%) Personen und im
CD203c-BAT 15 (35,7%) bzw. 31 (73,8%) Personen. Bei der geringsten Konzentration mit 0,01
MI/ml Bienen- bzw. Wespengift ermittelte der CD63-Testansatz 4 (9,5%) bzw. 10 (23,8%) und der
CD203c-Testansatz 7 (16,7%) bzw. 24 (57,1%) positive Ergebnisse. Je héher die Konzentration
an Insektengift, desto hoher war auch die durchschnittliche prozentuale Basophilenaktivierung in
beiden BAT-Ansatzen ohne signifikante Unterschiede zwischen dem CD63- und CD2003c-BAT.
Die Aktivierungswerte unterschieden sich bei den Bienengiftallergikern in beiden BAT-Ansatzen
bei Bienengift der Konzentration 0,01 pg/ml signifikant von den Werten der Konzentrationsstufen
0,1 und 1 pg/ml. Eine gleichnamige signifikante Minderung der Basophilenaktivierungshéhe bei
der Wespengiftkonzentration 0,01 ug/ml im Vergleich zu den Konzentrationen 0,1 und 1 pug/mi
zeigte sich bei Patienten mit Wespengiftallergie ebenfalls in beiden BAT-Protokollen. Daruber
hinaus konnte im CD63-BAT ein statistisch bedeutsamer Unterschied zwischen den
Wespengiftkonzentrationen 1 und 0,1 pg/ml ermittelt werden. Bei Erreichen des jeweiligen Cut-
Offs in einer Giftkonzentrationsstufe nahm die Sensitivitat in Bezug auf die Basis-Diagnostik und
hinsichtlich des gesamten Patientenkollektivs sowohl im CD63-BAT (92,9%/ 85,7%/ 33,3%) als
auch im CD203c-Ansatz mit sinkender Insektengiftkonzentration ab (95,2%/ 90,5%/ 69,0%). Bei
Festlegung eines positiven Testergebnisses bei Aktivierungswerten ber die entsprechenden
Grenzwerte hinaus in mindestens zwei aufeinanderfolgenden Konzentrationsstufen konnte eine
BAT-Sensitivitat von 85,7% fur den CD63- und von 90,5% fur den CD203c-BAT eruiert werden.

Doppelsensibilisierungen und kontroverse Testresultate

Die positiven Testresultate hinsichtlich der Insektengifttestungen in den verschiedenen
Testverfahren zeigt Tabelle 17. Von der Stichanamnese unabh&ngig, wiesen insgesamt 9
Personen im Patientenkollektiv eine Doppelsensitivitdt im Hauttest auf. Diese konnte durch
positive spezifische IgE-Ak gegen beide Insektengifte bei allen 9 Patienten bekraftigt werden.
Sieben dieser 9 Personen zeigten im CD63-BAT und 8 Personen im CD203-c-BAT ebenfalls
eine Doppelsensibilisierung auf. In 7 Féllen stimmten die Ergebnisse von Hauttest und
spezifischer IgE-Bestimmung nicht Uberein. Bei einem Patienten lieferte der Hauttest ein
positives Ergebnis nur auf Bienengift, wobei die spezifische IgE-Bestimmung mit Klasse 1 auch
eine Sensibilisierung gegen Wespengift aufzeigte. Der CD63-BAT ergab diesbeziiglich ein
positives Testresultat nur auf Bienengift, der CD203c-BAT hingegen fiel bei der Testung gegen
beide Insektengifte positiv aus. Das Ergebnis von 6 Patienten waren positive Hauttests lediglich
gegen Wespengift aber Doppelsensibilisierungen bei der spezifischen IgE-Bestimmung, namlich
in 4 Fallen Klasse 1 und bei 2 Patienten Klasse 2 auch gegen Bienengift.
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Diese Doppelsensibilisierung konnte bei den Patienten mit Bienengift-Antikorpern der Klasse 1
durch beide BAT-Ansatze in 2 Fallen bestétigt werden, bei 2 Patienten erbrachten beide BAT-
Protokolle positive Ergebnisse lediglich gegen Wespengift. Die Patienten mit spezifischer IgE-
Klasse 2 gegen Bienengift lieferten in beiden BAT-Ansatzen mit positiven Ergebnissen sowohl
gegen Bienen- als auch gegen Wespengift Ubereinstimmende Testresultate mit der spezifischen
IgE-Bestimmung.

Tabelle 17: Positive Reaktionen im jeweiligen Test gegen Bienen (B)- und Wespengift (W) bei Patienten mit
anaphylaktischer Reaktion nach einem Insektenstich.

Patienten Anzahl Insekten- Tes tergebnis positiv
gift Hauttest ~ RAST  CD63-BAT CD203c-BAT
Bienengift- . B 9(100%) 9 (100%) 8 (88,9%) 9 (100%)
allergie w 1(11,1%) 2 (22,2%) 3 (33,3%) 5 (55,6%)
Wespengift- - B 4(14,8%) 10 (37%) 7 (25,9%) 9 (33,3%)
allergie W 27 (100%) 27 (100%) 26 (96,3%) 27 (100%)
Bienen- und B 4 (100%) 4 (100%) 3 (75%) 3 (75%)
Wespengift- 4
allergie W 4(100%) 4 (100%) 4 (100%) 4 (100%)
B 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
keine Allergie 2
W 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (50%)
B 17 (40,5%) 23 (54,8%) 18 (42,9% 21 (50%
Total e ( 0) ( 0) ( 0) (50%)
w 32 (76,2%) 33 (78,6%) 33 (78,6%) 37 (88,1%)

3.1.5. Hohe der Basophilenaktivierung im BAT bei spezifischer Imnmuntherapie

Die untersuchten Patienten wurden gemal3 der Dauer einer begonnenen SIT unterteilt. Von 42
Patienten hatten 4 Personen (1 Bienen- und ein 1 Wespengiftallergiker, 2 Patientinnen ohne
Sensibilisierungsnachweis in Hauttest und RAST) zum Zeitpunkt der BAT-Durchfiihrung nicht mit
einer SIT gegen Insektengift begonnen. Mit 26 Personen (5 Bienengiftallergiker, 19
Wespengiftallergiker, 2 Bienen- und Wespengiftallergiker) befand sich der grofRte Teil der
Patienten im ersten Monat der SIT. Weitere 5 Personen (5 Patienten mit Wespengiftallergie)
befanden sich innerhalb des ersten Jahres und bei 7 Patienten (3 Bienengiftallergiker, 2
Wespengiftallergiker, 2 Patienten mit Bienen- und Wespengiftallergie) lag der Beginn einer SIT
Uber ein Jahr zuriick. Der Vergleich zwischen dem CD63- und CD203c-BAT wies keine
wesentlichen Unterschiede hinsichtlich der HOhe einer Basophilenaktivierung in den
Probenansatzen auf. Die Mittelwerte der Basophilenaktivierung in den jeweiligen Unterteilungen
sind in Tabelle 18 dargestellt.
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Tabelle 18: Einteilung von 42 Patienten mit allergischen Symptomen nach Insektenstichen hinsichtlich der Dauer einer
Spezifischen Immuntherapie (SIT). Mittelwerte (+ SA) der Basophilenaktivierung im CD63- und CD203c-BAT nach Inkubation
mit Bienen (B)- und Wespengift (W) sowie einer Negativ (N.K.)- und Positiv-Kontrolle (P.K.).

CD63-BAT
SIT CD203c-BAT
n
Monaten N.K P K B B B W W W
o o 1 pg/ml 0,1 pg/ml 0,01 pg/ml 1 pg/ml 0,1 pg/ml 0,01 pg/ml
4,5 32,3 13,1 11,9 5,0 13,1 12,3 9,2
0 (+38) (+183) (+185)  (+183) (+4,8) (+150)  (+14,2) (+6,4)
(n=4) 3,8 48,1 19,1 16,1 10,5 29,8 24,2 17,6
(+14) (+14,0) (£260) (+234) (+13,7) (£333) (+34,0) (+27,4)
4,0 37,9 26,8 18,9 8,5 62,0 46,6 16,8
0-1 (+2,7) (#159)  (+33,0) (+28,9) (+11,5) (+ 28,6) (29,0 (+ 22,5)
(n=26) 4,3 43,7 25,6 20,0 12,8 55,7 51,8 25,5
(+2,1) (£16,7) (+253) (24,4) (+17,1) (+25,1) (+27,2) (20,2)
5,2 33,8 22,1 4,6 4,6 72,3 51,4 22,7
1-12 (+2,8) (£183) (+2272) (+3,7) (+2,7) (+19,7) (+29,7) (+21,6)
(n=5) 5,8 32,1 20,3 8,8 4,9 55,8 45,8 23,2
(x2,1) (+17,1) (£17,5) (+8,7) (+23) (+143)  (+21,9) (+14,4)
3.3 31,3 42,1 20,6 3,9 37.1 8,0 4,5
>12 (+25) (£185) (+2272) (+17,3) (+4,2) (+32,9) (+8,1) (+3,0)
(n=7) 3,9 40,3 55,7 42,9 14,2 53,7 34,5 12,9

(16 (£211) (£27.0)  (+34.6) (+11,1)  (£292)  (+28,7) (+11,5)

3.1.6. Expressionshéhe von CD63 und CD203c in Bezug auf den Schweregrad von
Stichreaktionen

Fir beide BAT-Ansatze wurde die durchschnittliche prozentuale Basophilenaktivierung der
Patienten hinsichtlich der Schweregradzuteilung einer allergischen Reaktion ermittelt. Hierbei
zeigten sich keine signifikanten Unterschiede weder zwischen dem CD63- und CD203c-BAT
noch zwischen den Gruppen mit unterschiedlichen Schweregraden. Das Ergebnis im CD63-
bzw. CD203c-BAT war bei 8 Patienten mit Grad | 65,2 (+ 27,6) bzw. 64,2 (+ 26,6) und bei 22
Patienten mit Schweregrad 1l 60,6 (+ 28,4) bzw. 63,2 (£ 23,0). Die mittlere Aktivierungshdhe
erreichte Werte von 64,8 (£ 18,4) bzw. 62,1 (+ 14,2) bei 9 Patienten mit Grad Il und bei 3
Personen mit Schweregrad IV 63,9 (+ 16,2) im CD63- bzw. 59,3 (= 7,9) im CD203c-BAT.
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3.2. Kontrollpersonen

3.2.1. Gruppenzuteilung

Den 25 Personen, die als Kontrollen in der Studie untersucht wurden, waren allergische
Reaktionen nach einem Bienen- oder Wespenstich nicht erinnerlich. Die einzelnen Messwerte
der Kontrollpersonen sind im Anhang auf S.104 dargestellt. Sie wurden ebenfalls eingeteilt:

Gruppe A:

Diese Gruppe bestand aus 18 Personen (10 Frauen, 8 Manner) mit negativer Stichanamnese
und negativen Ergebnissen bei der Untersuchung auf insektengiftspezifische Antikorper und
stellte somit die eigentliche Kontrollgruppe dar (Kontrollperson Nr. 1-18). Das durchschnittliche
Alter der Kontrollpersonen lag bei 34 (+ 11) Jahren.

Gruppe B:

Die sieben Kontrollpersonen dieser Gruppe (3 Frauen, 4 Manner) wiesen neben einer negativen
Stichanamnese positive Ergebnisse bei der spezifischen Antikdrper-Bestimmung gegen
Insektengift auf (Kontrollperson Nr. 19-25). Der Altersdurchschnitt der Gruppe betrug
42 (+ 14) Jahre.

3.2.2. Ergebnisse im CD63- und CD203c-BAT

In Kontrollgruppe A lieferte der CD63-BAT jeweils 18 (100%) richtig negative Ergebnisse bei der
Testung auf beide Insektengifte. Daneben konnten mit dem CD203c-Testansatz 18 Personen
(100 %) richtig negativ auf eine Reaktion gegen Bienengift und 16 Personen (88,9 %) richtig
negativ gegen Wespengift getestet werden. Bei 2 Kontrollpersonen (Nr. 7, 16) wurde bei der
hdchsten Konzentrationsstufe fur Wespengift eine prozentuale Basophilenaktivierung (43,3%,
36,5%) Uber die Grenzschwelle hinaus erreicht, so dass die Testresultate positiv ausfielen. Somit
ergibt sich fir den CD63-BAT eine Spezifitdt von 100% und fir den CD203c-BAT eine Spezifitat
von 89% in dieser Gruppe.

Die einzelnen Messwerte im CD63- und CD203c-BAT einer Kontrollperson der Gruppe A sind in
Abbildung 19 dargestellt.

Das Testresultat in der Kontrollgruppe B waren mit dem CD63-Ansatz 7 (100%) und im CD203c-
Testansatz 6 (85,7%) richtig negative Ergebnisse bzgl. der Bienengifttestung. Ein negatives
Ergebnis auf eine Wespengiftexposition hin zeigten im CD63-Protokoll 5 (71,4%) und bei der
CD203c-Bestimmung 4 (57,1%) Personen.

Bei 3 Kontrollpersonen (Nr. 19, 22, 25) der Gruppe B konnte eine Sensibilisierung gegen
Bienengift durch giftspezifische Antikorper (jeweils Klasse 1) nachgewiesen werden, die in einem
Fall (Nr. 22) auch im CD203c-BAT (B 1: 21,8%) bestétigt werden konnte. Im CD63-Ansatz fiel
die Testung gegen Bienengift bei allen drei Personen negativ aus. Zu dem konnten bei 5
Personen der Gruppe B wespengiftspezifische Antikérper bestimmt werden. Bei einer Person
(Nr. 25) mit Klasse 1 zeigten beide BAT-Protokolle keine Aktivierung gegen Wespengift Uber die
Schwellenwerte hinaus. Die Klasse 2 gegen Wespengift wurde bei 3 Personen (Nr. 20, 21, 23)
gemessen, wobei die Ergebnisse des CD63- und CD203c-BAT bei 2 (Nr. 20, 21) der 3 Personen
ebenfalls positiv gegen Wespengift ausfielen. Eine Kontrollperson (Nr. 24) wies die
wespengiftspezifische IgE-Klasse 3 auf und reagierte im CD203c-BAT positiv (W 1: 38,6%), im
CD63-BAT jedoch negativ gegen Wespengift.
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In Kontrollgruppe B konnte fir den CD63-BAT eine Testspezifitdt von 100% fir Bienengift und
71,4% fur Wespengift ermittelt werden. Die Spezifitat des CD203c-BAT betrug bei einer Testung
gegen Bienengift 85,7% sowie 57,1% bei Testung gegen Wespengift. Hinsichtlich einer
negativen Testung gegen beide Insektengifte betrugen die Spezifitaten 57,1% fir den CD63-
und 42,9% fur den CD203c-BAT.

Unter Verwendung der Cut-Offs von 14% bzw. 15% fir den CD203c- bzw. CD63-BAT und bei
Festlegung eines positiven Testergebnisses bei Uberschreitung dieser Grenzwerte in
mindestens zwei aufeinanderfolgenden Konzentrationsstufen konnte in Gruppe A eine Spezifitat
von 100% fur beide BAT-Ansatze ermittelt werden. In Gruppe B lag die Spezifitat gleichfalls bei
100% in beiden BAT-Ansatzen hinsichtlich der Bienengifttestung und bei 71,4% in Bezug auf
Wespengift sowohl im CD203c- als auch im CD63-BAT.

Die durchschnittich gemessene Basophilenaktivierung der 8 Probenansétze in den BAT-
Ansatzen von Kontrollgruppen A und B ist in Abbildung 21 graphisch dargestellt. Die erreichten
Werte in beiden BAT-Protokollen sind in Tabelle 19 wiedergegeben.

Der Vergleich der Mittelwerte der Bienen- und Wespengiftkonzentrationsstufen sowie der
Kontrollanséatze innerhalb der Kontrollgruppe A und B zeigten bzgl. einer Basophilenaktivierung
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Ergebnissen beider BAT-Ansatze. Der Vergleich
zwischen den beiden Kontrollgruppen wies hinsichtlich der Aktivierungshohe in den einzelnen
Probenansatzen ebenfalls keine signifikanten Unterschiede auf (s. Tab. 19).

Tabelle 19: Ergebnisse der prozentualen Basophilenaktivierung im CD63- und CD203c-BAT von Kontrollpersonen.
Mittelwerte (+ Standardabweichungen) der Negativ (N.K.)- und Positiv-Kontrollen (P.K.) sowie unterschiedlicher
Bienen (B)- und Wespengiftkonzentrationen (W) in der Einheit ug/mil.

Kontrall- BAT N.K. P.K. B1 B0O.1 BO0O1I W1 W01 Wo0.01
personen
CD63 4,3 41,5 5,5 5,1 4,7 4,6 4,8 4,6
+SD +29) (£180) (£39 +3,1 +3,3 +3,1 +3,6 +3,1
ruppea ESD (29 (1800 (39 (3D (¢33 3 @39 @3
(=18)  cpoo3c 43 47,7 5,7 4,5 4,0 10,1 51 4.5
(SD)  (£2,1) (£199) (£21) (x15) (£17) (*112) (£20) (£1,7)
CD63 3,4 43,6 4,5 3,0 3,0 19,7 18,2 12,8
+SD +1,4) (£233) (£33 +2.4 +26) (£353) (£357) (+27.5
cruppes SO (14 (283 (33 (24 (£26) (£33 (£3}7) (279
(n=7) CD203c 3,3 54,5 8,4 3,6 3,2 21,5 18,6 13,7
(£SD)  (£14) (£149) (£6,6) (1,9 (15 (£30,0) (£289) (+293)
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In den Allergiegruppen unterschied sich der Prozentsatz an aktivierten Basophilen bei den
Giftkonzentrationen 1 pg/ml und 0,1 pug/ml hinsichtlich des relevanten Insektengifts in beiden
BAT-Ansatzen signifikant von den entsprechenden Werten der Kontrollgruppe A sowie nach
Stimulation mit PBS. In Bezug auf die prozentuale Basophilenaktivierung nach Stimulation mit
PBS liel3 sich kein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrollgruppe A (CD63: 4,4 + 3,0/
CD203c: 4,4 £ 2,1) und der Patientengruppe (CD63: 4,1 £ 2,7/ CD203c: 4,4 * 2,0) einerseits als
auch andererseits zwischen den Allergiegruppen in beiden BAT-Ansatzen nachweisen. Gleiches
gilt fir die Inkubation mit fMLP, bei der ebenfalls keine signifikanten Schwankungen zwischen
den Allergiegruppen einerseits und dem Patienten- (CD63: 35,8 + 16,4/ CD203c: 42,2 + 17,2)
und Kontrollkollektiv (Gruppe A= CD63: 41,1 + 18,5/ CD203c: 48,8 + 20,7) andererseits in
beiden BAT-Ansatzen sowie zwischen dem CD63- und CD203c-BAT zu verzeichnen waren.

A B
[0 CD63 [ CD203c [0 CD63 M CD203c
75
50 [ T
Cut-Off: T
- CD63 B
=15%
- CD203c
=14%
25 \
L / | [lfl

Abbildung 21: Darstellung der prozentualen Basophilenaktivierung im BAT der Kontrollgruppen A (n=18) und B
(n=7) als Mittelwerte und deren Standardabweichungen. Ergebnisse der Oberflachenexpression von CD63 und
CD203c nach Stimulation der Proben mit einer Negativ-Kontrolle (N.K.), Positiv-Kontrolle (P.K) sowie Bienen (B)- und
Wespengift (W) unterschiedlicher Konzentrationen in der Einheit ug/ml. Als Schwellenwert (Cut-Off) fur ein positives
Testergebnis gilt eine Aktivierung von tiber 14% im CD203c- und Uber 15% im CD63-Protokoll.
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Abbildung 22: Messergebnisse einer Kontrollperson (Nr. 10). Darstellung der SSC/FL2-Dotplot-Diagramme mit
den Gates R1 und R2 fiir die Bestimmung der CD203c-Expression sowie der FL1-Histogramme mit den
Messbereichen M1 fiir die Detektion von CD63. Die korrelierten Werte aus R2 und M1 gelten als MaR fir die
prozentuale Aktivierung basophiler Granulozyten nach Exposition mit Insektengift unterschiedlicher Konzentrationen
und einer Negativ (Waschlésung)- und Positiv-Kontrolle (fMLP).
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4. Diskussion

4.1. Diagnostische Moglichkeiten bei Insektengiftallergie

Die Insektengiftallergie ist eine Uberempfindlichkeitsreaktion vom Soforttyp und kann mit
lebensgefahrlichen Symptomen einhergehen. Da sie durch die spezifische Immuntherapie (SIT)
sehr gut therapiert werden kann, ist eine akkurate und schnelle Diagnosefindung unabdingbar.
Neben der ausschlaggebenden Patientenanamnese stellen die Hauttestung und die Bestimmung
allergenspezifischer IgE-Antikdrper die Séulen der Diagnostik einer Insektengiftallergie dar und
kamen auch in der vorliegenden Studie zum Einsatz [11, 119]. Diese routinemalig
durchgefiihrten Untersuchungen kénnen indes mit erheblichen Unsicherheitsfaktoren behaftet
sein, zumal anamnestische Angaben subjektiv sind und das Ergebnis von Hauttest und
spezifischer IgE-Antikdrper-Bestimmung falsch-positiv sowie falsch-negativ ausfallen kdnnen (59,
113, 104]. Nicht selten resultieren hieraus unstimmige Testresultate, wie dies auch fir einige der
in dieser Arbeit untersuchten Patienten (Nr. 17, 18, 24, 29, 37, 38, 42) zutraf.

In der vorliegenden Studie konnte fur die Hauttestung eine Sensitivitdt von 95,2% ermittelt
werden, wobei zu berticksichtigen ist, dass sowohl die Sensitivitat der Hauttestung als auch
deren Spezifitdt je nach Testprinzip und verwendeter Giftzubereitung, -menge und Applikationsart
deutlich variieren kénnen [59, 113, 104]. Wird die Hauttestung (intracutan) innerhalb eines Jahres
nach Stichreaktion durchgefuhrt, wird eine Sensitivitat Uber 95% und eine Spezifitat zwischen 80-
90% erreicht [121]. Bis zu 33% der Patienten mit durch Stichprovokation gesicherter
Insektengiftallergie werden im Hauttest negativ getestet [59]. Falsch-negative Hauttestergebnisse
kénnen durch einen schlecht gewdahlten Zeitpunkt der Untersuchung oder durch Medikamente,
welche die Hauttestempfindlichkeit herabsetzen (Antihistaminika, Steroide) bedingt sein.
Daneben sind falsch-positive Ergebnisse relativ haufig (je nach Studie bei 20-46%), da sich
Personen beim letzten reaktionslos vertragenen Insektenstich sensibilisiert haben kdnnten oder
eine subklinische Sensibilisierung vorliegt [104].

Trotz der routinemafigen Durchfiihrung der spezifischen IgE-Ak-Bestimmung weist diese In-vitro-
Methode eine diagnostische Licke bis zu 20-30% auf, vor allem wenn spezifisches IgE erst tber
ein Jahr nach der letzten Stichreaktion gemessen wird [105]. Sensitivitdt und Spezifitdt der
verschiedenen Systeme dieser Methode sind allergenabhdngig und kb&nnen deutliche
Schwankungen zeigen [76, 124]. Im Fall des am héaufigsten angewendeten Immuno-CAP-
Systems, das auch in dieser Arbeit bei der Mehrzahl der Patienten verwendet wurde, ist
gegenwartig eine Sensitivitat von etwa 95% fir Bienen- und mit ca. 90% eine etwas geringere flr
Wespengift zu bestimmen. Die Spezifitdt betragt 80-90% fur beide Giftarten [121]. Diese Daten
stehen im Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit bzgl. der Messung von spezifischen IgE-Ak
gegen das Gift des anamnestisch eruierten Insekts. Es konnte eine Sensitivtat von 95,2% fir
beide Giftarten sowie Spezifitaiten von 88,0% fur Bienen- und 80,0% fur Wespengift ermittelt
werden. Als Ursachen fir falsch-positive spezifische IgE-Ergebnisse kommen unter Anderem
hohe Gesamt-IgE-Werte in Frage oder Kreuzreaktionen, die einer weiteren Abkléarung, z.B. durch
Inhibitionstests bediirfen [65, 66, 146]. Negative IgE-Titer schlieRen eine Allergie nicht aus, da
zellgebundene spezifische IgE-Ak durch das serologische Verfahren nicht erfasst werden oder
die Messung zu frih nach einer Stichreaktion erfolgt [121]. Zudem ist eine Interferenz durch
antigenspezifische 1gG-Ak maoglich, die haufig bei Imkern oder Patienten unter SIT quantitativ
stark dominieren [104].

Die Sensitivitditen der spezifischen IgE-Bestimmungsmethoden und der Intrakutantests
unterscheiden sich bei Durchfihrung innerhalb des ersten Jahres nach einer anaphylaktischen
Stichreaktion nicht wesentlich. Bei einem langeren Zeitintervall scheint jedoch der Hauttest etwas
empfindlicher zu sein [104].
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In den vergangenen Jahren wurden verschiedene Testverfahren mit unterschiedlichen
Ansatzpunkten zur Optimierung der Diagnosefindung bei Insektengiftallergie entwickelt. Einen
zentralen Pfeiler bilden dabei allergologische In-vitro-Laboruntersuchungen, die neben
serologischen Testmethoden auch Mediatorbestimmungen und zellulare Analyseverfahren
umfassen. Basophile Granulozyten stehen als hypersensitive Effektorzellen haufig im Fokus
dieser In-vitro-Verfahren um IgE-vermittelte Sensibilisierungen zu erkennen [85, 124]

Der erste Ansatz eines funktionellen In-vitro-Verfahrens zur Messung einer allergeninduzierten
Basophilenaktivierung gelang mit dem Histamin-Freisetzungstest, der bereits Mitte der 70er
Jahre von der Arbeitsgruppe um Lichtenstein in die Allergiediagnostik eingefihrt wurde [81, 144].
Bei diesem Test werden Blutleukozyten mit verschiedenen Allergenkonzentrationen inkubiert und
die resultierende Freisetzung von Histamin mit Hilfe von Immunoassays gemessen. Aufgrund der
ungenidgenden Sensitivitdt und Spezifitat ist der Nutzen dieser Methode umstritten. Bedingt durch
einen relativ hohen Zeitaufwand und Materialkosten fand dieser Test bislang keine eingehende
klinische Anwendung und bleibt vorwiegend speziellen diagnostischen oder wissenschaftlichen
Fragestellungen vorbehalten. Fir dieses In-vitro-Verfahren konnten unter anderem Maly et al.
[94] sowie Przybilla et al. [116] bezlglich der Insektengiftallergie Sensitivitaten zwischen 63%
und 82% flur Bienengift und fur Wespengift zwischen 50% und 68% ermitteln. Die Spezifitat
erreichte fur Bienen- bzw. Wespengift Werte von 44% und 94% bzw. 60% und 83%.

Als neuer zellularer Assay fiir den indirekten Nachweis von zellgebundenem IgE wurde 1993 der
Leukotrien-Freisetzungstest von de Weck et al. [28] als kommerzielles Testverfahren (CAST®)
vorgestellt. Im CAST werden Leukozyten-Suspensionen mit IL-3 und Allergenen stimuliert. In den
Uberstanden werden die daraufhin neu synthetisierten Sulfidoleukotriene (LTC4, LTD4, LTE4)
mittels ELISA-Technik bestimmt. Dieses Verfahren stellt ein komplexes Effektorzell-basiertes
Testsystem dar, dessen Bedeutung bislang in der weiterfihrenden In-vitro- und nicht der Basis-
Allergiediagnostik liegt (84). Da der CAST im Gegensatz zum Histamin-Freisetzungstest jedoch
keine gespeicherten, sondern neu synthetisierte Mediatoren bestimmt, wird hier ein anderer
immunologischer Mechanismus beleuchtet. Anhand zahlreicher Untersuchungen erwies sich
dieser Test als nutzliche komplementdre Methode zur Abklarung allergischer sowie
pseudoallergischer Reaktionen [28, 31]. Bei Patienten mit Insektengiftallergie konnten mehrere
kontrollierte Studien eine hohe Sensitivitit von 68-100% fur den CAST bestimmen mit
Spezifitaten zwischen 67% und 100% [22, 69, 71, 134]. Diesbeziiglich ermittelten Scherer
et al. [140] in einer jingsten Studie mit insektengiftallergischen Patienten &hnliche Sensitivitat fir
den CAST (CAST-ELISA) mit 94,0% fur Bienengift und 88,5% flir Wespengift.

Der in dieser Arbeit untersuchte Basophilenaktivierungstest (BAT) ist ein seit Anfang der 90er
Jahre stetig weiterentwickeltes zellulares In-vitro Verfahren, das sich die Durchflusszytometrie zu
Nutze macht. Entscheidendes Merkmal und der Vorteil hierbei gegentiber der klassischen
Methode der mikroskopischen Auswertung von Zellen ist, dass die verschiedensten Parameter
einer Zelle genau charakterisiert werden konnen, in dem tausende Zellen innerhalb kiirzester Zeit
in einem laminaren Probenstrom einzeln an einem Laser vorbeigeleitet werden [54, 86, 131].

Erste durchflusszytometrische Untersuchungen und Testmethoden gehen unter anderem auf
anfangliche Studien von Nakagawa et al. [108], Gane et al [54] und Knol et al. [86] zuriick und die
Anwendung in der Allergiediagnostik auf die Arbeitsgruppe um Sainte-Laudy [131-134].
Grundlage ist die Antigen-Antikorper-Reaktion, die mit Fluoreszenzfarbstoff-markierten
Antikdrpern durchgefihrt wird. Dabei wurde anfanglich vorwiegend CD63 als Oberflachenantigen
bestimmt um eine allergenspezifische Aktivierung basophiler Granulozyten quantitativ zu messen
[54, 86, 99, 132]. CD63, ein Glykoprotein (gp53) der Transmembran-4-Superfamilie wird von
einer Vielzahl unterschiedlicher Zellen exprimiert und ist bei ruhenden Basophilen hauptsachlich
in zytoplasmatischen Granulamembranen verankert. Bei der Aktivierung fusionieren die
Granulamembranen mit der Zellmembran und CD63 wird an die Oberflache verlagert und in
hoher Dichte exprimiert [14, 86].
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Neuere Untersuchungen identifizierten CD203c als geeigneten Aktivierungsmarker basophiler
Granulozyten im Rahmen allergischer Reaktionen [12, 21, 63, 115]. CD203c ist ein zur Familie
der Ecto-Nucleotid-Pyrophosphatase/ Phosphodiesterase gehérendes Antigen (E-NPP3), das als
Typ 1I' Transmembranprotein die Phosphodiester- und Phosphosulfatbindungen von
Nukleotidderivaten hydrolysiert. Im Gegensatz zu CD63 kommt CD203c im peripheren Blut
ausschlieBlich auf Basophilen vor, weshalb es als linienspezifisch angesehen werden kann.
Es wird sowohl von ruhenden als auch von aktivierten Zellen exprimiert, jedoch unterschiedlich
stark [21].

Die beiden Aktivierungsmarker CD63 und CD203c standen in den letzten Jahren im Mittelpunkt
zahlreicher Versuchsgruppen [32]. Es konnten etliche Gemeinsamkeiten und Unterschiede
zwischen beiden Markern hinsichtlich des Aktivierungsprozesses basophiler Granulozyten
ermittelt werden, wobei insbesondere auf Diskrepanzen hinsichtlich des kinetischen Profils und
der Quantitat der Hochregulierung nach Stimulation hingewiesen wurde (s. Tab. 20) [21, 67, 93].

Tabelle 20: Die Aktivierungsmarker CD63 und CD203c: Gemeinsamkeiten und Unterschiede [21, 93, 101]

Stimulation mit:
anti-lgE-Ak

IL-3

TPA

PGD2
PI3K-Inhibitoren

Wortmannin
LY294002

Effekte von Statinen
Cerivastatin

Atorvastatin

Expressionserhéhung

CD63

Erhéhte Oberflachenexpression:
Expressionsmaximum innerhalb
15 Min

Keine Veranderung der spontanen
Expression

FceRI-unabhangige Hochregulierung
nach 60 Min

Keine Hochregulierung

Hemmen anti-lgE-induzierte
Hochregulierung

Kein Einfluss

Abhéngigkeit von Calcium-lonen

CD203c

Erhéhte Oberflachenexpression:
Expressionsmaximum innerhalb
5 Min

Erhohte Expression von ruhenden
Basophilen

FceRI-unabhangige Hochregulierung
nach 1-2 Min

Hochregulierung nach 1 Min

Hemmen anti-lgE-induzierte
Hochregulierung

Hemmen: - IgE-vermittelte
Histamin-Freisetzung

-IL-3 induzierte
Hochregulierung

Abhéngigkeit von Calcium-lonen

TPA= Tetradecanoylphorbolacetat PGD2= Prostaglandin D2 PI3K= Phosphoinositol-3-Kinase

Sowohl diese Unterschiede als auch elektronenmikroskopische Untersuchungen deuten auf
unterschiedliche Aktivierungswege sowie funktionelle Endpunkte hinsichtlich der Degranulation
bzw. Histaminfreisetzung hin. Sie legen die Vermutung nahe, dass die Signalwege fir den
Transport der Marker zur Zelloberflache verschieden sind oder auf unterschiedliche Arten von
Transportvesikeln/Granula in Basophilen beruhen. Aufgrund der Tatsache, dass CD203c nach
einer Zellaktivierung schnell und kontinuierlich auf der Zelloberflache erscheint, werden
intrazellulare Speicher unweit der Basophilenmembran vermutet. Der Verlauf der CD63-
Expression scheint dem Mechanismus der anaphylaktischen Degranulation mit schlagartiger und
massiver Extrusion von Granulainhalt in den Extrazellularraum nahe zu sein [21, 36, 67].
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4.2. Der CD63- und CD203c-BAT bei Insektengiftallergie

Um einen mdoglichst direkten Vergleich der Aktivierungsmarker CD63 und CD203c in dieser
Studie zu ermdglichen wurden beide BAT-Verfahren unter nahezu identischen Testbedingungen
durchgefiihrt. Als Grundlage fiir den CD63-BAT diente der Basotest® [5], ein kommerzielles
Testverfahren, das 1991 erstmals publiziert wurde und die Oberflachenexpression von CD63
misst und fir den CD203c-BAT eine leicht modifizierte Variante dieses Verfahrens.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass mit dem BAT sowohl bei der Bestimmung von CD63
als auch bei Detektion von CD203c ein auferst sensitives und zuverlassiges In-vitro-Verfahren
zur Abklarung und Diagnostik einer Bienen- und Wespengiftallergie zur Verfigung steht. In
Bezug auf die Patientenanamnese konnte im CD203c-BAT eine etwas hohere Sensitivitat (97%)
als fur den CD63-BAT (91%) ermittelt werden. Die Ergebnisse der BAT-Untersuchungen
stimmten in der Uberwiegenden Zahl der Falle mit denen der Standarddiagnostik Uberein: mit
Hilfe des CD63-BAT lie3 sich fir 39 (93%) und mittels CD203c-BAT fur 40 (95%) von 42
Patienten die Diagnose der Standardverfahren bestétigen.

Die erhobenen Daten stehen im Einklang mit bisherigen BAT-Untersuchungen an Patienten mit
Hymenopterengiftallergie. Einzelheiten der aufgefuhrten Studien finden sich in Tabelle 21.

Studiengruppen, die den CD63-BAT unter denselben methodischen Bedingungen dieser Arbeit
untersuchten konnten bei Patienten mit Wespengiftallergie eine Sensitivitat bei Bestimmung von
CD63 als Aktivierungsmarker zwischen 92% und 100% ermitteln [38, 46, 51]. Fur Patienten mit
Bienen oder mit Bienen- und Wespengiftallergie konnten Eberlein et al. eine BAT-Sensitivitat von
100% bestimmen [38]. Dabei waren die BAT-Sensitivitdten mit denen der Routine-Diagnostik
vergleichbar. Die Sensitivitat der Hauttestung lag bei 100% und die der spezifischen IgE-
Bestimmung zwischen 92-100% bei den Untersuchungen von Eberlein et al. Auch stimmten die
BAT-Ergebnisse von Erdmann et al. [47] gut mit denen von Hauttest, dessen Sensitivitat 100%
betrug und spezifischer IgE-Bestimmung mit einer Sensitivitat von 76% Uberein.

Die Gesamtsensitivitdt des BAT bei Detektion von CD63 erreichte in der Studie von Sainte-Laudy
et al. [134] mittels IL-3-Preincubation 100%, obgleich zu der Patientengruppe nicht nur Personen
mit systemischen Insektenstichreaktionen, sondern auch Personen mit lediglich verstarkten
lokalen Stichreaktionen gezahlt wurden. Sie verglichen die Testresultate im BAT mit denen von
Hauttest/ spezifischer IgE-Bestimmung/ Histamin-Freisetzungstest/ Leukotrien-Freisetzungstest,
fur welche Sensitivitaten von 85%/ 88%/ 89%/ 100% zu ermitteln waren. Aufgrund der hohen
BAT-Sensitivitdt und Spezifitat (100%) und wegen der guten Korrelation der Ergebnisse
zwischen BAT und Histamin-Freistzungstest sowie BAT und Leukotrienbestimmung stellte der
CDG63-BAT in ihren Augen eine spezifische und hilfreiche Methode zur Anwendung in der
Insektengiftallergie-Diagnostik dar.

Sturm et al. [147] testeten den CD63-BAT-Ansatz ohne vorherige Stimulierung der Zellen mit IL-3
und erhielten eine Sensitivitdt von 91,3% fir Bienen- und von 85,3% fir Wespengift, weshalb
vermutet wurde, das eine IL-3-Preinkubation der Basophilen die Sensitivitit des CD63-BAT
verbessere. Die Sensitivitéat in Bezug auf beide Insektengifte lag fir den BAT (87,7%) leicht unter
derjenigen von Hauttest (91,2%) und spezifischer IgE-Bestimmung (93,0%). Die Spezifitdt des
CD63-BAT war mit 86,7% besser als die der spezifischen IgE-Messung mit 66,7%.

Bei der Bestimmung von CD203c als Marker einer Basophilenaktivierung errechneten Binder et
al. [12] anhand von Patienten mit Bienen- und Wespengiftallergie eine Sensitivitat von 92%,
wobei diejenige von Hauttest und spezifischem IgE-Nachweis bei 95% und 92% lagen. Die
Untersuchungen von Platz et al. [115] ergaben eine CD203c-BAT-Sensitivitat von 94% fir
Wespen- und 83% fiur Bienengift und eine Gesamtsensitivitat von 91%. Fir die Hauttestung
sowie die spezifische IgE-Bestimmung konnten Sensitivitaten von jeweils 86% ermittelt werden.
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In vorausgegangenen Studien variierte die Spezifitdit des CD63-BAT zwischen 78% und 100%
[37, 45, 134, 147] und die der CD203c-Detektion zwischen 85-100% [12, 115]. Diese
Unterschiede in den Ergebnissen ergeben sich aus der Tatsache, dass die Kontrollpersonen in
den Studien zum Teil erhdhte spezifische IgE-Antikdrper gegen Insektengift aufwiesen. In den
Messungen von Sturm et al. [147] konnten bei acht von 30 Kontrollen, die ein positives BAT-
Ergebnis aufwiesen auch spezifisches IgE gemessen werden und bei den 20 Kontrollpersonen
von Erdmann et al. wiesen drei Personen spezifische IgE-Antikdrper gegen Wespen- und zwei
Personen gegen Bienengift auf. Bekanntermafl3en werden IgE-vermittelte Sensibilisierungen
allerdings auch bei gesunden Patienten detektiert, die bei spéaterer Allergenexposition keinerlei
Symptome aufweisen. Hierauf Bezug nehmend wiesen Schéafer et al. [139] durch eine
Kohortenstudie der allgemeinen Bevolkerung darauf hin, dass bei 27,1% der getesteten Sera
Insektengift-spezifische IgE-Antikdrper auszumachen waren, aber lediglich 7,1% der Probanden
Uber systemische Allergiereaktionen in der Vergangenheit berichteten. Dadurch, dass die
Kontrollpersonen mit positiver Hymenopterengift-Serologie in dieser Arbeit als Gruppe fir sich
untersucht wurden, konnten fir die eigentliche Kontrollgruppe ohne giftspezifische IgE-Antikorper
gute (CD203c: 89%) bzw. optimale (CD63: 100%) Spezifitdten erreicht werden.

Die bisher umfangreichsten Studien mit allergischen Patienten gegen Insektengift [140] wiesen
bei Detektion von CD63 auf eine Korrelation des BAT mit Hauttest und spezifischer IgE-
Bestimmung zwischen 0,71 und 0,82 hin [32]. Ubereinstimmende Ergebnisse zwischen Hauttest
bzw. spezifischem IgE-Nachweis und dem CD203c-BAT konnten in Bezug auf das relevante
Insektengift bei 77,3-86,5% bzw. 76,2-84,6% getesteter Patienten ermittelt werden [12, 115].
Anhand des vorliegenden Patientenkollektivs konnten diesbeziiglich Ubereinstimmungen
zwischen den Ergebnissen im Hauttest und der spezifischen IgE-Bestimmung und den
Testresultaten im CD63-BAT von jeweils 92,9% und den CD203c-BAT-Ergebnissen von jeweils
95,2% berechnet werden.

Gewohnlich zeigt der CD63-BAT eine gute Korrelation mit dem Histamin-Freisetzungstest,
weshalb Parallelitaten vermutet werden zwischen der CD63-Expression und der Histamin-
Ausschittung [90, 134]. Lambert et al. [90] ermittelten eine Ubereinstimmung zwischen dem BAT
mit CD63 als Marker und der Histamin-Freisetzung von 85,7% und die Untersuchungen von
Eberlein-Konig et al. [37] konnten eine Ubereinstimmung von 69,1% zwischen BAT und Histamin-
Freisetzungstest eruieren. Zudem konnten Platz et al. [115] demonstrierten, dass bei
sensibilisierten Patienten, bei denen es im Rahmen einer IgE-Rezeptor-Kreuzvernetzung nicht zu
einer Hochregulierung von CD203c gekommen war, interessanterweise ebenfalls keine
Hochregulierung von CD63 zu verzeichnen war und auch der Histamin-Freisetzungstest negativ
ausfiel. In wie weit das Unterbleiben dieser spezifischen Vorgange aus einer Hemmung der
Degranulation resultiert, ist weiterhin unklar. Jedoch konnten vergleichende Studien
veranschaulichen, dass die Histamin-Freisetzung eine glockenformige Dosis-Wirkungs-Kurve
aufweist und der Kurvenverlauf der CD63- und CD203c-Expression vielmehr sigmoidal ist [33,
137, 151]. Mehrere Studien, die beide zellulare Testmethoden mit einander verglichen, wiesen
auf bessere Ergebnisse beziglich Sensitivitdét und Spezifitit des BAT bei der Diagnostik der
Hymenoptergiftallergie hin [37, 90, 134].
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Tabelle 21: Der BAT bei Insektengiftallergie: Studieneinzelheiten und Versuchsbedingungen

Allergen P/K Proben- Inkubation  Posit.- Basophilenmarker Grenz- BAT Ref.
material in Min Kontr. wert
. o Sensit.  Spezif.
IL-3  Allerg. Selektion Aktivierung in % in 0%

Biene Hepar. . .
Wespe 57/10 Vollblut 10 20 fMLP anti-IgE anti-CD63 15% 97-100 100/100 [38]
Wespe 20/12 Uﬁﬁ‘éﬁf . 10 20  fMLP anti-IgE anti-CD63 > 100 100 [51]
Wespe s0/20  Hepar 10 20 fMLP anti-IgE 15% 92 80  [46]

Vollblut anti-CD63
Biene Leukozyten . . .
Wespe 45/10 (EDTA-Blut) 15 45 anti-lge  anti-IgE anti-CD63 5% 100 100 [134]
Biene Leukozyten ) anti-CD123" )
Wespe 57/30 (Citrat-Blut) - 30 anti-IgE anti-HLA-DR' anti-CD63 25% 85-91 90/83 [147]
Biene Hepar. . . .
Wespe 22/13 Vollblut 15 anti-lge  anti-IgE anti-CD203c ? 83-94 85-100 [115]
Biene Hepar. . . .
Wespe 39/9 Vollblut 15 anti-IgE  anti-IlgE anti-CD203¢c  SI>1,4 85-91 100 [12]

Hepar. . . .
Wespe 80/14 Vollblut 10 20 anti-lge  anti-IgE anti-CD63 26% 84 100 [43]
Biene Leukozyten anti- . .
Wespe 134/44 (EDTA-BIut) - 40 FceRl anti-IgE anti-CD63 >10% 87-90 95-97 [140]

P=Patienten K=Kontrollen Sl= Stimulationsindex ° Mittelwert+2 Standardabweichungen bei Allergenexposition in der Kontrollgruppe

In einer kirzlich veroffentlichten Studie verglichen Scherer et al. [140] die In-vitro-Methoden BAT
(Flow-CAST) mit Detektion von CD63, spezifische IgE-Bestimmung (CAP-FEIA) und Leukotrien-
Freisetzungstest (CAST-ELISA) miteinander. Sie ermittelten durch die Untersuchungen an 134
Patienten mit Insektengiftallergie und 44 Kontrollpersonen eine Sensitivitat fir den CAST von
94,0% fir Bienengift und 88,5% fir Wespengift und flir den BAT Sensitivitaten von 89,5%
(Bienengift) und 86,7% (Wespengift). Auch die vergleichbaren hohen Spezifititen beider
Verfahren stitzen ihren Einsatz in der Insektengiftallergie-Diagnostik (Bienengift= CAST: 91,1%/
BAT: 85,7%; Wespengift= CAST: 98,4%/ BAT: 92,1%), wobei die Autoren eine Kombination
beider Testverfahren vorschlugen, da sich hieraus mit 94,7% (Bienengift) und 95,6%
(Wespengift) die hdchsten Sensitivitdéten ergaben und diejenige der spezifischen IgE-
Bestimmung (Bienengift: 92,5%/ Wespengift: 92,4%) uberstiegen. Mit 97,4% fir Bienen- und
100% fur Wespengift stieg bei Verknupfung beider Tests auch die Spezifitdt an. Die Studie von
Eberlein-Konig et al. [37] ermittelte eine Ubereinstimmung von 78,6% zwischen BAT und CAST
bei Testung mit Insektengiften.
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4.3. Diskussion der BAT-Ergebnisse

Im Einklang mit bisherigen Studien konnte anhand dieser Arbeit demonstriert werden, dass
sowohl der CD63- als auch der CD203c-BAT eine Sensibilisierung gegen hauptséchlich das
Insektengift reflektiert, das gemalf der Allergiediagnose zu erwarten war [12, 38, 43, 115, 134].
Bei Bienengiftallergikern sowie bei Patienten mit Wespengiftallergie lagen die mittleren
Aktivierungswerte beider BAT-Ansatze hinsichtlich der relevanten Gifte bei den Konzentrationen
1 pg/ml und 0,1 pl signifikant Gber denen des Kontrollkollektivs (Kontrollgruppe A) und der
Stimulation mit Waschlésung. Jedoch zeigte der CD203c-BAT im Vergleich zur CD63-
Bestimmung eine geringere relative Spezifitat auf das jeweils andere Gift sowohl bei Bienen-
(CD203c: 44,4%; CD63: 66,7%) als auch bei Wespengiftallergikern (CD203c: 70,4%;
CD63: 74,1%).

AuRerst interessant und hilfreich waren die Ergebnisse der beiden BAT-Anséatze im Hinblick auf
die Zuordnung der sieben Patienten mit unklarer Stichanamnese zu den entsprechenden
Insektengiftallergien (Nr. 36-42). Bei funf dieser Patienten (Nr. 36-40) lieferten beide BAT-
Ansatze einheitliche Zusatzinformationen durch Ergdnzung bzw. Bestdtigung der Basis-
Diagnostik und erleichterten hiermit die Wahl des relevanten Insektengifts fir die SIT. Bei Patient
Nr. 41 bestétigte der CD63-BAT mit einer Sensibilisierung nur gegen Bienengift das Ergebnis des
Hauttests, der CD203c-BAT und die spezifische IgE-Bestimmung ergaben eine
Doppelsensibilisierung. Aufgrund der geringen wespengiftspezifischen IgE-Klasse 1 wurde
diesem Patienten eine SIT gegen Bienengift empfohlen.

Von besonderem diagnostischen Wert waren die Ergebnisse der zwei Patientinnen (Nr. 39 und
Nr. 42) mit unbekannten Insektenstichen, bei denen Hauttestung und Serologie negativ ausfielen.
Bei Patientin Nr. 39 konnten beide BAT-Ansatze Ubereinstimmend keine Sensibilisierung gegen
Bienen- oder Wespengift nachweisen, wobei der Grund hierflir unter anderem durch eine relativ
lange Zeitspanne von Uber zwei Jahren zwischen dem letzten Stichereignis und der
durchgefuhrten Diagnostik gegeben sein kann.

Das BAT-Ergebnis bei Patientin Nr. 42 war im CD203c-Ansatz gegen Wespengift positiv, jedoch
nur bei der hochsten Giftkonzentration. Die klinische Relevanz dieser Sensibilisierung im
CD203c-BAT hinsichtlich einer SIT ist jedoch umstritten, da beispielsweise auch bei zwei
Kontrollpersonen dieser Studie ohne giftspezifische IgE-Antikdrper eine Erhéhung der CD203c-
Expression Uber den Cut-Off bei dieser Konzentration zu verzeichnen war. Da beide BAT-
Verfahren hoch sensitive Untersuchungsmethoden sind kdnnen sogar Personen falsch-positive
Reaktionen zeigen, die keine eindeutigen Allergien aufweisen, sondern lediglich einen
vorubergehenden Anstieg spezifischer IgE-Ak nach Antigen-Provokation aufweisen. Dies liel3e
moglicherweise auch die hohe Anzahl positiver BAT-Ergebnisse in Kontrollgruppe B mit
giftspezifischen IgE-Antikorpern erklaren.

Demzufolge sollten Testresultate immer mit Hinblick auf das klinische Gesamtbild des Patienten
beurteilt werden (Medikation, Jahreszeit, SIT, Allergenexposition, zusétzliche Erkrankungen) und
allergische Reaktionen von sog. pseudoallergischen, nicht IgE-vermittelten Reaktionen (z.B.
Komplementaktivierung, Serumkrankheit) unterschieden werden, die auf den ersten Blick mit
gleichen Symptomen einhergehen [11, 104, 151].

Auffallig haufig im BAT war die hohe Zahl positiver Reaktionen auf Wespengift (CD63: 33,3%;
CD203c: 55,6%) bei Bienengiftallergikern und auf das Gift der Biene (CD63: 25,9%; CD203c:
33,3%;) bei Wespengiftallergikern, was auf eine Doppelsensibilisierung oder eine
Kreuzsensibilisierung hindeutet. Doppelsensibilisierungen werden unter anderem durch den
serologischen Nachweis giftspezifischer IgE-Antikorper detektiert, die bei rund 30-40% der
Patienten mit Insektengiftallergie vorkommen und auch in dieser Studie bei 38% der
Insektengiftallergiker  nachgewiesen  wurden. Als Ursachen kommen unabhéngige
Sensibilisierungen gegen beide Gifte oder Kreuzreaktionen gegen die Hyaluronidasen im Bienen-
und Wespengift in Frage.
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Jedoch wiesen Hemmer et al. [65] darauf hin, dass Klinisch irrelevante IgE-Antikdrper gegen
kreuzreaktive Kohlenhydratseitenketten (CCDs) an Glykoproteinen hauptsachlich fir doppelt
positive Befunde gegenliber Bienen- und Wespengift verantwortlich sind. Als einfache
Routineverfahren zum Nachweis CCD-spezifischer Serum-IgE-Antikdrper, die bei bis zu 80%
doppelt positiver Sera bestimmt werden kénnen, haben sich In-vitro-Methoden mit Bromelain
oder anderen pflanzlichen Glykoproteinquellen bewdahrt. Die genaue Differenzierung zwischen
einer tatsachlichen Doppelsensibilisierung und einer vermutlich unwesentlichen Kreuzreaktivitat
ist vor allem bei unbekannter Stichanamnese und in Hinsicht auf die SIT dringend notwendig.
Hierdurch kann bei kompletter Kreuzreaktivitat die Immuntherapie neben wirtschaftlichen
Grunden zum Nutzen des Patienten auf ein Insektengift beschrankt werden [66, 146].

Auf Grund der relativ hohen Ubereinstimmung der BAT-Ergebnisse (CD63: 63%; CD203c: 75%)
mit denen der spezifischen IgE-Bestimmungen bzgl. einer Doppelsensibilisierung und der
geringen relativen Spezifitdt besonders fur Wespengift bei Bienengiftallergikern scheinen beide
BAT-Ansatze alleine keine geeigneten Verfahren zu sein, um Patienten mit Kreuzreaktivitat zu
identifizieren. Eine besondere Fortentwicklung stellt in diesem Zusammenhang die
Allergencharakterisierung auf molekularer Ebene dar. Durch den Einsatz definierter,
rekombinanter oder gereinigter Bienen- und Wespengiftallergene lieRen sich bei den
Untersuchungen von Binder et al. [12] individuelle Sensibilisierungsmuster auf einzelne
Giftkomponenten bei den Patienten bestimmen. Von Bedeutung sind solche Muster als
Grundlage fir Hyposensibilisierungen mit Einzelkomponenten oder bei Verwendung von
definierten Hyposensibilisierungsextrakten [12, 103, 106].

Das Risiko, bei erneutem Stich wieder systemisch zu reagieren, korreliert positiv mit der Schwere
der allergischen Reaktion und mit dem Alter. Es betrégt bei erwachsenen Patienten mit schweren
anaphylaktischen  Reaktionen 50-60%, bei Patienten mit leichten systemischen
Allergiersymptomen 15-30% und bei Patienten mit grof3en Lokalreaktionen nur weniger als 5%
[105]. Weder die Resultate im Hauttest noch die Bestimmung giftspezifischer IgE-Antikdrper
korrelieren mit dem Schweregrad einer vorangegangenen Allergiesymptomatik und sie kénnen
das individuelle Risiko erneuter schwerwiegender anaphylaktischer Stichreaktionen sowie den
Verlauf der Insektengiftallergie nicht voraussagen [13, 59, 104, 149]. Ahnliches wurde auch uber
Ergebnisse des Histamin- und Leukotrien-Freisetzungstests berichtet, die sich ebenfalls nicht
dafur eignen, den Erfolg einer SIT zu kontrollieren oder mdgliche systemische Reaktionen bei
einem erneuten Stichereignis vorherzubestimmen [36, 149].

Daher erhoffte man sich mit dem BAT ein Verfahren gefunden zu haben, mit dessen Hilfe
diesbeziglich eine Prognose gelingt. Hierzu untersuchten Erdmann et al. [46] Patienten mit
Wespengiftallergie in dem sie die CD63-BAT-Ergebnisse von 25 Patienten vor und sechs Monate
nach einer erfolgten SIT verglichen. Da sich keine Abschwéchung der Basophilenaktivierung
zeigte, eignet sich der CDG63-BAT ihrer Auffassung nach nicht als Alternative zur
Stichprovokation, um den Erfolg einer SIT zu reflektieren.

Dem entsprechend liel3 sich in der vorliegenden Studie ein statistischer Zusammenhang
zwischen der Hohe der prozentualen Basophilenaktivierung und dem klinischen Schweregrad der
allergischen Reaktion (nach Ring und Messmer) in beiden BAT-Ansatzen nicht feststellen. Ferner
wies die Hohe der prozentualen Basophilenaktivierung in den BAT-Ansétzen in Kkeiner
Konzentrationsstufe einen bedeutsamen Unterschied zwischen den CD63- und CD203c-BAT-
Ergebnissen auf hinsichtlich der Dauer einer SIT. Aufgrund der geringen Fallzahlen in einigen
Unterteilungen muss hierzu angemerkt werden, dass die Aussagekraft dieser Daten
eingeschrankt ist. Insofern sind auch die Unterschiede zwischen den jeweiligen SIT-Gruppen nur
schwer zu interpretieren bzgl. einer Ver&nderung der prozentualen Basophilenaktivierung mit
Rucksicht auf die SIT-Dauer.
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Neuere Untersuchungen von Ebo et al. [43] konnten in diesem Zusammenhang jedoch
demonstrieren, dass im CD63-BAT bei langer dauernder SIT zumindest ein signifikanter Abfall
der Basophilenaktivierung zu beobachten ist, wenn die Zellen submaximal stimuliert werden. Sie
wiederholten ihre CD63-BAT-Messungen bei 22 Wespengiftallergikern funf Tage nach Beginn
einer SIT, ohne hierbei entscheidende Unterschiede zu verzeichnen und nach sechsmonatiger
Erhaltungstherapie mit Wespengift. Dass zu beiden Zeitpunkten bereits ein klinischer Schutz
vorliegt konnte in mehreren Studien durch gutvertragene Stichprovokationen und eine relative
Blockierung der Mediatorfreisetzung aus Basophilen nachgewiesen werden. Die Autoren legen
die Vermutung nahe, dass die Einleitung der SIT (Rush-Verfahren) die Degranulation der Zellen
inhibiert, aber nicht die Fusion der Granula mit der Basophilenmembran. Eine signifikante
Aktivierungsminderung bei der Testkonzentration 0,01 pg/ml Wespengift im Vergleich zu den
Konzentrationen 0,1 und 10 pug/ml, die eine maximale Stimulierung der Basophilen bewirkten in
ihren Messungen, deuten ihrer Ansicht nach nicht auf eine komplette Inhibition der Zellen hin,
sondern vielmehr auf einen bis zu zehnfachen Ruckgang der Basophilenreagibilitat.

Ihre zusatzlichen Untersuchungen anhand einer Querschnittstudie von 30 Patienten mit einer
SIT-Dauer von bereits drei Jahren wiesen ebenfalls eine signifikante Verminderung der
Basophilenaktivierung in den Wespengiftkonzentrationen 0,01 und 0,1 pg/ml auf. Diese
Ergebnisse untermauern in den Augen der Autoren die Méglichkeit, die Verdnderungen der
CD63-Expression zur Beurteilung einer SIT heranzuziehen.

4.4. Der BAT in der Allergiediagnostik

Vor allem Basophilenaktivierungstests, die auf der durchflusszytometrischen Erfassung des
Oberflachenmarkers CD63 beruhen, wurden in den vergangenen Jahren mehrfach im Rahmen
der Diagnostik IgE-Antikorper vermittelter Allergien untersucht. Hierbei erwies sich der CD63-
BAT neben der Diagnostik der Insektengiftallergie als zuverlassiges und hilfreiches In-vitro-
Verfahren bei Patienten mit Uberempfindlichkeiten gegen Nahrungsmittel, Inhalationsallergene
sowie Latex und Arzneimittel. Aufgrund der jingeren Einfuhrung in die Allergiediagnostik, werden
beim CD203c-BAT neben den bisher erfolgten Untersuchungen zusatzliche Bestatigungen
hinsichtlich der klinischen Anwendungsbereiche benotigt. [32, 40, 42] Einzelheiten der im
Folgenden aufgefiihrten Studien finden sich in Tabelle 22.

Fur etliche pollenassoziierte Nahrungsmittelallergien wie Karotten-, Sellerie und
Haselnussallergie ermittelten Erdmann et al. [45] fir den CD63-BAT in Hinsicht auf Anamnese
und gesunder Probanden Sensitivitaten (85-90%) und Spezifitdten (80-90%), die mit denen von
Hauttest (Sensitivitat: 90-100%, Spezifitdt: 80-90%) und spezifischer IgE-Bestimmung
(Sensitivitat: 70-80%, Spezifitdt: 80-95%) vergleichbar waren. Eine nahezu gleiche Sensitivitat
(90%) ergaben die Messungen von Ebo et al. [40] bei Patienten mit pollenassoziierter
Apfelallergie mit einer CD63-BAT-Spezifitat von 100%.

Die Untersuchungen von Hauswirth et al. [63] an Pollenallergikern mit rekombinanten
Birkenpollen-(Bet v 1,2) und Gréaserpollen-Allergenen (Phl p 1,3,5) unter Verwendung eines
CD203c-BAT-Protokolls  demonstrierten, dass eine allergeninduzierte Hochregulation von
CD203c im Rahmen der Basophilenaktivierung stets mit einer Hochregulation von CD63
einhergeht. Sie wiesen ferner auf eine signifikante Korrelation (r= 0,76; p< 0,05) zwischen den
CD63- und CD203c-Ergebnissen hin, die im Einklang mit der in dieser Arbeit errechneten
Korrelation (r= 0,66; p< 0,05) fir den CD63- und CD203c-BAT steht.

Als erste wandten Ebo et al. [39] den CD63-BAT fur die Diagnostik der Latexallergie an und
erhielten mit 93% bzw. 92% hohe Werte fir die Sensitivitdt bzw. Spezifitdt. Des Weiteren kdnne
der BAT ihrer Meinung nach nutzlich sein, um die Relevanz von positiven-IgE-Bestimmungen
aber fehlenden Allergiesymptomen gegen Latex einzuschéatzen.
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Auch in den Handen von Sanz el al. [136] erwies sich der CD63-BAT als zuverlassiges In-vitro-
Verfahren zur Diagnostik der Latexallergie mit einer hoheren Sensitivitdt (93%), als die der
spezifischen IgE-Bestimmung (88%), Histamin- (80%) und Leukotrien-Freisetzung (81%) und
einer Spezifitat von 100%.

In einer weiteren Studie verglichen Boumiza et al. [16] den BAT bei Latexallergie und verglichen
die Testresultate bei Detektion von CD63 mit den Ergebnissen bei CD203c-Markierung. Sie
deuteten auf eine bessere Sensitivitdt des CD203c-BAT (75%) im Vergleich zur CD63-Detektion
(50%) hin mit gleichen Spezifitditen von 100%. Die Griinde fir eine verbesserte Sensitivitat mit
CD203c als Aktivierungsmarker sahen die Autoren zum einen darin, das eine ldentifizierung von
Basophilen durch CD203c praziser ist. Der zweite Grund sei durch die héhere Expression von
CD203c in ihren Messungen im Vergleich zur CD63-Expression bei der Basophilenaktivierung
gegeben (48% vs. < 20% bei der hochsten Latexkonzentration).

Jedoch wurden diese Ergebnisse von einigen Autoren hinterfragt, die auf entscheidende
Unterschiede im Vergleich zu bisherigen BAT-Untersuchungen mit zufriedenstellenden
Sensitivitdten Gber 90% hinwiesen. Ihrer Ansicht nach hatten eine optimierte Selektion der
Allergiepatienten, die Berlcksichtigung technischer Aspekte (IL-3-Priming, adaquate
Allergenkonzentrationen, Inkubationsbedingungen und -zeiten) und eine allergenspezifische
(ROC-analysierte) Festlegungen der Schwellenwerte fiir ein positives Testergebnis bessere
Resultate in beiden BAT-Anséatzen erméglicht.

De Weck et al. [30] fuhrten ebenfalls einen direkten Vergleich von CD203c und CD63 als
Aktivierungsmarker durch, dessen Ergebnisse eine Verbesserung des BAT mit CD203c jedoch
nicht bestatigten. Da ihre Untersuchungen jedoch an einer kleinen inhomogenen
Patientengruppe (n= 10) mit verschiedenen Allergien (Pfirsich, Latex, Glaskraut) sowie unter-
schiedlichen Allergenkonzentrationsstufen erfolgten, ist das Resultat dieses Vergleichs schwer zu
interpretieren.

Einzelne Autoren wiesen jedoch auf eine deutliche Spannbreite der Angaben beziglich der
Sensitivitat und Spezifitéat durchgefiihrter Testanséatze mit Detektion von CD63 hin, insbesondere
bei der Diagnostik von Uberempfindlichkeiten auf Arzneistoffe [32, 137]. Dabei werfen niedrige
Sensitivitdten Fragen hinsichtlich der klinischen Verwendbarkeit auf. Als eine der ersten Gruppen
untersuchten Abuaf et al. [1] den CDG63-BAT bei Patienten mit Soforttyp-Reaktionen auf
verschiedene Muskelrelaxanzien. Hierbei zeigte sich fir den CD63-BAT eine Sensitivitdt von
64% und eine Spezifitit von 93% sowie eine Korrelation von r= 0,53 (p< 0,001) mit den
Ergebnissen der Hauttestungen. lhrer Meinung nach eigne sich der CD63-BAT zur Ermittlung
perioperativer anaphylaktischer oder anphylaktoider Reaktionen, da die Sensitivitdt zwar unter
der von Hauttest (100%) liegt, aber eine bessere Spezifitat (93% vs. 63%) gegeben ist.

In diesem Zusammenhang wiesen die vergleichenden Untersuchungen von Sudheer et al. [148]
auf eine deutlich bessere Sensitivitat des BAT bei Detektion von CD63 anstelle von CD203c hin.
Anhand von Patienten mit anaphylaktischen Zwischenféllen im Rahmen einer Behandlung mit
Myorelaxantien, konnten sie bei flowzytometrischer Messung von CD63 bzw. CD203c eine
Sensitivitdt von 79% bzw. 36% berechnen. Die Sensitivitdt des CD63-BAT Uiberstieg diejenige
von Hauttest (64%) und Histamin-Freisetzungstest (36%), wobei fur alle Testverfahren eine
optimale Spezifitdt von 100% ermittelt werden konnte. Begriindet durch eine nur halb so hohe
Sensitivitdt bei Bestimmung von CD203c als Aktivierungsmarker im Vergleich zu CD63, sahen
die Autoren lediglich den CD63-BAT als diagnostisches Hilfsmittel an, dessen Ergebnisse die
Beurteilung perioperativer Anapylaxien erleichtern konne.
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Die Arbeitsgruppe um Gamboa [53] evaluierte den CD63-BAT bei Patienten mit einer Anamnese
kutaner oder inhalativer Allergiereaktionen nach Einnahme von nichtsteroidalen Antirheumatika
(NSAR). Die Sensitivitat fur die einzelnen untersuchten NSAR lag zwischen 12% (Paracetamol)
und 55% (Naproxen), wobei fir Aspirin und Metamizol Sensitivitdten von 43% und 15% ermittelt
werden konnten. Hervorzuheben waren die hohen Spezifitaten fir die einzelnen NSAR, die
zwischen 74% und 100% lagen.

Jedoch sehen Erdmann et al. den Einsatz des CD63-BAT in diesem Bereich eher kritisch,
solange der genaue Pathomechanismus der Intoleranzreaktionen gegen NSAR ungeklart ist, der
meist keine IgE-vermittelte Reaktion darstellt.

Sanz et al. [135] konnten in einer Studie anhand von Patienten mit Uberempfindlichkeitsreaktion
auf 3-Laktam-Antibiotika fir den CD63-BAT eine Sensitivitdt von 50% und eine Spezifitat von
93,3% nachweisen. Die Ergebnisse der spezifischen IgE-Bestimmung waren mit einer Sensitivitat
von 38% und einer Spezifitdt von 87% jenen des BAT unterlegen, wobei die Autoren auf eine
Steigerung der Gesamtsensitivitdt durch einen kombinierten Einsatz von CD63-BAT und
Messung von spezifischem IgE (Sensitivitat der Verfahren kombiniert: 65%) hinwiesen.

Ziel der vor kurzem veréffentlichten Arbeit von Abuaf et al. [2] war der Vergleich der beiden
Aktivierungsmarker CD63 und CD203c hinsichtlich der Messgenauigkeit bei Amoxicillinallergie,
die gegenwartig die haufigste Uberempfindlichkeit gegen R-Laktam-Antibiotika darstellt. Auf
Grund abweichender Ergebnisse mit CD63 und CD203c trotz nahezu gleicher Testkonditionen
(keine IL-3-Preinkubation in beiden Ansétzen), scheint die Detektion von CD203c aus ihrer Sicht
sensitiver zu sein, als diejenige von CD63 bei Patienten mit anaphylaktischen Reaktionen nach
Einnahme von Amoxicillin (Sensitivitat= CD203c: 60%, CD63: 20%). Die Patienten mit lediglich
Urtikaria bzw. Angio6demen in der Anamnese lieferten gleiche Testresultate (29%) bei der CD63-
und CD203c-Bestimmung, was die Vermutung bekréftigt, dass es sich hierbei um die Reflektion
einer im Vergleich zur Anaphylaxie andersartigen Immunantwort handelt. Obgleich die
Ergebnisse bei Kontrollpersonen ohne (-Laktam-Antibiotikaallergie bei CD203c-Detektion
negativ ausfielen im Gegensatz zur CD63-Bestimmung bei Testung mit Amoxicillin (Spezifitat=
CD203c: 100%, CD63: 79%), waren in beiden Testansatzen falsch-positive Testresultate zu
vermerken. Diese falsch-positiven Ergebnisse von 10 Personen konnten bei positiven BAT-
Ergebnissen gegen Cefuroxim oder Amoxicillin durch entsprechend negative orale
Provokationstestungen ermittelt werden. Bei Bestimmung von CD203c anstelle von CD63 wiesen
die Autoren zudem auf eine verbesserte Ubereinstimmung von BAT-Resultaten und den
Ergebnissen der Hauttestung hin, die als Goldstandard-Verfahren zur Diagnostik der 3-Laktam-
Allergie angesehen wird.

In wie fern durch Detektion von CD203c anstelle von CD63 eine Verbesserung der Diagnostik
IgE-vermittelter sowie IgE-unabh&ngiger Arzneimittelallergien mdglich ist, oder sich hierbei
Unterschiede ergeben, muss durch zusatzliche Studien weiter abgeklart werden.

Einen direkten Vergleich der Oberflachenmarker CD63 und CD203c unternahmen auch Ocmant
et al. [111] bei Patienten mit Katzenhaarallergie. Um optimale Testbedingungen fir beide BAT-
Ansatze zu ermitteln verglichen sie die BAT-Ergebnisse mit und ohne IL-3-Stimulierung der
Proben. Den Testkonditionen dieser Arbeit entsprechend erhielten sie fur beide BAT-Ansatze
eine Sensitivitdt von 100% und eine Spezifitdt von 95%, wenn lediglich die Zellen im CD63-BAT
mit IL-3 vorstimuliert wurden. Dariiber hinaus bestatigten ihre Untersuchungen die Ergebnisse
vorheriger Studien, dass eine IL-3-Pre-Inkubation die allergeninduzierte Basophilenaktivierung im
CDG63-BAT erhoht und somit die Testsensitivitdt verbessert, wobei IL-3 auf unstimulierte
Basophile keinen Effekt zeigt. Auf den CD203c-BAT wirkte sich eine IL-3-Stimulation nachteilig
aus (Sensitivitat 92%), da IL-3 die CD203c-Expression von ruhenden, nicht aktivierten
Basophilen erhoht, was die Differenzierung zwischen ruhenden und aktivierten Zellen erschwert.
In den Handen der Autoren war der CD203c-BAT unter optimierten und Kklar definierten
Testbedingungen eine ebenso zuverlassige In-Vitro-Methode wie der CD63-BAT zur Diagnostik
einer IgE-vermittelten Allergie, was die Schlussfolgerung der vorliegenden Studie untermauert.
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Tabelle 22: Der BAT in der Allergiediagnostik: Studieneinzelheiten und Versuchsbedingungen

Allergie P/K Proben Inkubation  Posit.- Basophilenmarker Grenz- BAT Ref.
gegen in Min Kontr. wert
IL-3 Allergen Selektion Aktivierung Se_zn5|t. Spenf.
in % in %
Karotte Hepar
Sellerie 29/20 par. 10 20 fMLP anti-Ige anti-CD63 10% 85-90 80-90 [45]
Vollblut
Haselnuss
Hepar. . .
Apfel 59/10 Vollblut 10 20 fMLP anti-Ige anti-CD63 15% 90 100 [41]
Pollen Hepar anti-
(Blrke, 20/10 Vollblut - 15 anti-Ige CD203c anti-CD203c  SI>2 100 100 [63]
Graser)
Hepar 10 anti-IgE anti-CD63 8,1%° 100 95
Katze 20/19 ‘ 20 anti-FceRI - [111]
Vollblut ) anti-CD45 v po03e 5|>1,§8 100 05
5,2%
. anti-CD63 10% 50 100
Latex 27/12 \"/'elrl’;?r't . 10 fMLP a”:! 'C9§45 [16]
ofiblu anti- anti-CD203c ~ 10% 75 100
Leukozyten g g g -
Latex 43/30 (ACD-Blut) 40 anti-Ige anti-Ige anti-CD63 . 93 100 [136]
Hepar. . .
Latex 29/12 10 20 fMLP anti-Ige anti-CD63 17% 93 92 [39]
Vollblut
AB PBMS . . .
(& Lactam) 58/30 CitratBluy ¥ 40 anti-lgf  anti-IgE anti-CD63  SI>2 50 93 [135]
Leukozyten . . - CcD63 22 75
Amoxicillin ~ 27/14  (Hepar. . 30 Ica'z'“;” ant '9545 KA+2 SA 2]
Vollblut) onophor  anti-C CD203c 52 100
Hepar. . . .
NSAR 60/30 Vollblut 40 anti-IgE anti-IgE anti-CD63 SI>2 12-55 74-100 [54]
Leukozyten anti-loE
MR 33/29  (Hepar. - 15 anti-IgE g anti-CD63 15% 64 100 1]
anti-CD45
Vollblut)
. CD63 10% 79 100
MR 21/10 Ceﬁglr . . 15 fMLP ane '3545 [148]
el etk CD203c 10% 36 100
P=Patienten K= Kontrollen AB= Antibiotika MR= Muskelrelaxantien NSAR= Nichtsteroidale Antirheumatika

Sl= Stimulationsindex KA=Kontrollansatz ° Mittelwert+2 Standardabweichungen (SA) bei Allergenexposition in der Kontrollgruppe
* Fluoreszenz-Intensitat > 107

Allgemeine Empfehlungen hingegen, welchem der beiden Tests der Vorrang zu gewahren ist,
kénnen bislang nicht gegeben werden. Ein Grund hierfir ist unter anderem in widerspriichlichen
Ergebnissen anderer Studien mit unterschiedlichen Allergenen bzw. Allergenkonzentrationen zu
sehen. Diese unstimmigen Testresultate kdnnen zum einen durch diverse BAT-Protokolle und
der Verwendung unterschiedlicher Materialien bedingt sein und zum anderen aufgrund
verschiedener flowzytometrischer Detektionsmethoden und Schwellenwerte resultieren [151].
Neben dem Basotest, auf dessen Testprinzip beide BAT-Ansétze der vorliegenden Arbeit
durchgefuhrt wurden, kamen in den vergangenen Jahren vor allem die klinisch validierten und
kommerziell erhéltlichen BAT-Technologien Flow-CAST (Buhlmann Laboratories, Allschwil,
Schweiz) und Fastimmune (Becton Dickinson, Mountain View, Californien, USA) zur Anwendung
[32]. Im Folgenden soll auf wesentliche Anforderungen, Unterschiede und Besonderheiten im
Testablauf verschiedener BAT-Methoden eingegangen werden.
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4.5. Technische Aspekte der BAT-Methodik

Bereits zu Beginn der BAT-Durchfilhrung muss entschieden werden, ob das Ausgangsmaterial
fur die Analyse der Basophilen Vollblut oder bereits isolierte Leukozyten sind, die durch
Zentrifugation oder Sedimentation gewonnen werden. Mehrere Berichte einer Vollblut Technik
(Basotest) zeigten eine geringere Sensitivitdt im Vergleich zu isolierten Leukozyten (Flow-Cast
[29]), besonders bei Diagnostik von Arzneimittelallergien, wobei andere Untersuchungen dies
nicht bestatigten [137]. Vorteil der in dieser Studie verwendeten Vollblut-Proben ist zum einen die
Reduzierung der basalen Basophilenaktivierung auf ein Mindestmal}, da der Isolierungsprozess
neben einem generellen Zellverlust zu einer Aktivierung von Basophilen fuhren kann.

Hierdurch kann eine erhthte Sensitivitdt des Tests erreicht werden, obgleich Beeintrachtigungen
durch Serumkomponenten (z.B. anti-IgE-Antikorper, 1gG-blockierende Antikorper), die eine
unspezifische Aktivierung bewirken konnen nicht ganzlich auszuschlieen sind. Zum anderen
zeichnet sich der Vorteil einer einfacheren Handhabung aus (weniger Zentrifugationsschritte), der
speziell fur Routine- und Screening-Untersuchungen geeignet ist [42, 137, 151].

Sowohl die Blutentnahme als auch die Aufbewahrung von Blutproben erfordern besondere
Bedingungen, um die Lebens- und Funktionsfahigkeit der Zellen zu gewéhren. Die Ausbeute
einer ausreichenden Anzahl reaktiver Basophile hangt vom Agens, der Lagerungszeit und der
Temperatur der Blutprobe ab. Der Empfehlung vieler Autoren hinsichtlich einer
Weiterverarbeitung der Blutproben innerhalb von 3 Stunden konnte in dieser Studie in allen
Fallen nachgekommen werden. Obwohl heparinisiertes Vollblut bis zur Aufarbeitung innerhalb
von 24 Stunden bei Raumtemperatur gelagert werden kann, scheint es deutlich instabiler und
weniger zweckmalig zu sein im Vergleich zu EDTA-Blut. Bei langerer Probenaufbewahrung
sollte der Ansicht einiger Autoren nach EDTA-BIlut verwendet und bei 4° C gelagert werden, da
hierbei eine Funktionsfahigkeit von mindestens 24 Stunden nachgewiesen werden konnte.
Zudem soll bei Probenentnahme in EDTA vielmehr als bei Heparin eine Kontamination mit
Blutplattchen zu  verhindern sein, die ebenfalls CD63 exprimieren und die
durchflusszytometrische Auswertung verfalschen kénnen [33, 44, 137].

Eine Ubereinstimmende Meinung in Bezug auf die Notwendigkeit einer Preinkubation mit IL-3 als
Stimulationspuffer im Rahmen der BAT-Durchfiihrung gibt es bislang nicht [33]. IL-3 gehort zur
Gruppe der Zytokine, die eine bedeutende Rolle bei Entziindungsprozessen und
Uberempfindlichkeitsreaktionen spielen und die Proliferation, Differenzierung und Interaktionen
vieler Zellen beeinflussen [142]. Gesichert ist, dass eine Inkubation mit IL-3 den
Degranulationsprozess der Basophilen fordert und die Histamin-Freisetzung erhéht [137, 150].
Allerdings ist der genaue Mechanismus der IL-3-Preinkubation bei Basophilen nicht vollstandig
geklart. Einige Autoren berichteten Uber eine erhdhte CD63-Expression nach Allergenexposition
bei IL-3-Preinkubation, die eine erhohte Testsensitivitat bewirkt, wobei nachgewiesen werden
konnte, dass eine kurze (bis zu 10 Minuten) Stimulierung mit IL-3 (2 ng/ml) die Expression von
CD63 an sich nicht hochreguliert, sondern es vielmehr zu einem Priming der Zellen kommt, aus
der eine erhohte Mediatorfreisetzung oder CD63-Expression nach geeigneter Stimulierung
resultiert [21, 24]. Fur einige Allergene scheint das Priming mit IL-3 eine Hilfestellung zu bieten,
um eine allergenspezifische Stimulation von einer unspezifischen Aktivierung oder gar
Zytotoxizitat abzugrenzen, da deutlich niedrigere Allergenkonzentrationen nétig sind im Vergleich
zu Zellen ohne eine vorherige IL-3 Inkubation. Dies ist besonders fir Allergene relevant, die nur
eine geringe spezifische Basophilenaktivierung hervorrufen, wie beispielsweise zahlreiche
Medikamente [17, 137].

Auf eine IL-3-Inkubation wurde im CD203c-BAT dieser Studie verzichtet, da IL-3 die basale
CD203c-Expression zwar zu erhfhen vermag, sich dies aber nicht vorteilhaft auf die Sensitivitat
bzw. Spezifitat auswirkt und diese sogar reduzieren kann [21, 111]. Die Verwendung von IL-3 als
Stimulationsagens sollte nach Meinung von Monneret et al. [100] fur die Testung von Patienten
vorbehalten sein, die auf eine Kreuzvernetzung der IgE-Rezeptoren nicht mit Histamin-
Freisetzung aus den Basophilen reagieren. Diese werden als sog. "Non-Responder” bezeichnet
und machen je nach Autor zwischen 15-25% der Patienten und Kontrollpersonen aus.

79



Diskussion

Dieser Anteil der Non-Responder bezieht sich wesentlich auf die Histaminfreisetzung, fur den
BAT ist der Prozentsatz gewdhnlich um 5-10% [42]. In dieser Studie wurde kein Patient diesem
Status zugeteilt. Die genauen Schritte, die fir diesen Freisetzungs-Mangel verantwortlich sind,
sind bis heute nicht genau geklart. Gezeigt werden konnte aber, dass die IgE-Rezeptordichte auf
den Basophilenoberflaichen von Non-Respondern denen von Respondern in etwa gleicht, so
dass der Freisetzungsmangel nicht auf eine geringere Anzahl an IgE-Rezeptoren zuriickzufiihren
ist. Vielmehr sind verminderte Proteinlevel der Tyrosin Kinase Syk in Basophilen mit diesem
Status assoziiert [79].

Non-Responder kénnen zwar positiv in Hauttests sein oder spezifische IgE-Antikdrper
produzieren, jedoch kénnen Non-Responder durch herkémmliche Verfahren, d. h. Tests, mit
denen der Aktivierungsstatus von Basophilen, bzw. die Hochregulierung bestimmter
Oberflachenstrukturen erfasst werden, nicht als Allergiker identifiziert werden. Als erste
beschrieben Yamaguchi et al. [155] und Kepley et al. [79] diesbezlglich, dass eine Histamin-
Freisetzung auch bei Basophilen von Non-Respondern induziert werden kann, wenn diese mit
Interleukin IL-3 stimuliert wurden. Auch die Arbeitsgruppe um Bihring bestétigte diese
Beobachtungen bei Patienten mit Insektengiftallergie in dem sie demonstrierten, dass eine
Inkubation mit IL-3 Uber mehrere Stunden die basale und allergeninduzierte CD203c-Expression
auf Basophilen von Non-Respondern deutlich erhdhte [12].

Von entscheidender Bedeutung beim BAT ist die Wahl bzw. Festlegung der optimalen
Allergenkonzentration. Eine allergeninduzierte Hochregulierung der Oberflachenmarker CD63
und CD203c ist gewohnlich nicht nur auf eine einzige Stimulationskonzentration begrenzt,
sondern umfasst vielmehr mehrere Konzentrationsstufen, die einige Log-Skalen umfassen
kénnen. Hierbei gilt es denjenigen Konzentrationsbereich zu ermitteln, der bei Allergikern im
Gegensatz zu Gesunden zu einem positiven Ergebnis fihrt. Anhand von Dosis-Wirkungs-Kurven
kann fur jedes Allergen die geeignete Konzentration bzw. ein Konzentrationsbereich festgesetzt
werden, wie dies fir die in dieser Arbeit untersuchten Insektengifte, aber auch fir Aeroallergene
und Nahrungsmittelallergene bereits erfolgte. Dies ermdglicht BAT-Untersuchungen auf
geeignete Testkonzentration zu begrenzen, wodurch eine Unterscheidung zwischen Patienten
und Gesunden gelingt [33, 40, 46, 147].

Vereinzelt wurden Konzentrationsstufen fiir Allergene im BAT von friheren Histamin-
Freisetzungs- und Leukotrien-Freisetzungsassays hergeleitet, obgleich diese nicht immer
gleichermal3en geeignet sind. Die in dieser Arbeit gewéhlten Allergenverdinnungsstufen 1,0/ 0,1/
0,01 pg/ml wurden in Anlehnung an die Ergebnisse von Sturm et al. [147] gewahlt, da sich diese
im BAT-CD63 bei Testung mit sechs Hymenopterengift-Verdiinnungsstufen (10/ 1/ 0,1/ 0,01/
0,001/ 0,0001 pg/ml) als optimale Testkonzentrationen erwiesen. Sie deuteten darauf hin, dass
die relativ hohe Konzentration von 10 pg/ml Insektengift bei vielen Kontrollpersonen eine
scheinbar nicht spezifische Basophilenaktivierung bewirke. Von besonderem Interesse ist es
daher Konzentrationen zu ermitteln und auszuschlie3en, die eine unspezifische Zellstimulierung
auslosen oder gar zytotoxisch wirken, da diese zu falsch-positiven sowie falsch-negativen
Resultaten fuhren. In ihren Untersuchungen fihrte eine hohere Allergenkonzentration bei den
Allergiepatienten in der Regel auch zu einer hoheren Aktivierung der basophilen Granulozyten,
ohne dass falsch-positive Ergebnisse, bedingt durch unspezifische Allergeneffekte bei
Kontrollpersonen zu beobachten waren. Auch Erdmann et al. [46] testeten den CD63-BAT mit
den Insektengiftkonzentrationen 1 pg/ml und 0,1 ug/ml, die sich in ihrem CD63-BAT ebenfalls als
ideale Allergenkonzentrationen fur die Beurteilung einer Insektengiftallergie eigneten. Auch sie
ermittelten groRere Aktivierungswerte bei hoherer Allergenkonzentration. Bei Detektion von
CD203c wiesen Platz et al. [115] auf den héchsten Aktivierungsgrad in ihrer Studie bei Inkubation
der Giftmenge 1 pg/ml hin.
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Mit diesen Beobachtungen im Einklang, konnten in der vorliegenden Studie sowohl bei der
hochsten Konzentrationsstufe (1pg/ml) flr Bienengift als auch flir Wespengift die grofiten
durchschnittlichen Werte einer Basophilenaktivierung bestimmt werden in beiden BAT-Ansatzen.
Doch erwies sich diese Konzentration als suboptimal im CD203c-BAT, da sich im Gegensatz
zum CD63-BAT bei zwei Kontrollpersonen ohne wespengiftspezifische IgE-Ak bei dieser
Konzentration  falsch-positive  Testresultate  ergaben. Die  Inkubation mit den
Wespengiftkonzentrationen 1 pg/ml und 0,1 ug/ml ergab in der Studie von Erdmann jeweils die
gleiche Anzahl positiver Testergebnisse. In der vorliegenden Studie nahm die Sensitivitat in
Hinsicht auf die Ergebnisse der Standarddiagnostik mit sinkender Allergenkonzentration ab
sowohl im CD63-BAT (93%/ 86%/ 33%) als auch im CD203c-BAT (95%/ 91%/ 69%).

Bei Festlegung eines positiven BAT-Ergebnisses aufgrund erhdhter Aktivierungswerte in
mindestens zwei aufeinanderfolgenden Verdinnungsreihen der Insektengifte, wie von einigen
Autoren empfohlen, ergibt dies eine optimale Testspezifitat in beiden BAT-Protokollen (jeweils
100%), jedoch mit EinbufR3en hinsichtlich der Sensitivitdt beider BAT-Verfahren in Bezug auf die
Basis-Diagnostik (CD63: 86% vs. 93% und CD203c: 91% vs. 95%).

In den BAT-Ansatzen der vergangenen Jahre kamen unterschiedliche Farbeprotokolle und
Gating-Strategien zum Einsatz. Bei der in der Literatur haufig angegebenen Zweifarb-Methode
des CD63-BAT wird neben anti-CD63-Ak-Reagenz fir die CD63-Detektion ein weiterer
basophilenspezifischer Marker benétigt, um Basophile von anderen Zellen abzugrenzen, da
CD63 auch von anderen hdmatopoetischen Zellreihen exprimiert wird. Bei Verwendung von anti-
IgE-Antikorpern zur Identifizierung von Basophilen muss beachtet werden, dass auch (aktivierte)
Monozyten IgE-Rezeptoren exprimieren, wenn auch in weitaus geringerem Mafl3e. Als Alternative
eignet sich CD123, ein Typ | Transmembranmolekil der Zytokinrezeptor-Superfamilie, welches
die wichtigste Untereinheit des IL-3-Rezeptors darstellt [102]. Allerdings muss hier ebenfalls eine
Expression auf Monozyten und anderen Blutleukozyten in Kauf genommen werden. Hier kann die
Zellfarbung mit anti-HLA-DR (histocompatibility leukocyte antigen) dazu beitragen, zwischen
HLA-DR negativen Basophilen und HLA-DR positiven Monozyten zu unterscheiden [44]. Zudem
wiesen einige Autoren auf die Tatsache hin, dass ein Teil der CD63 positiven Zellfraktion durch
an Basophile haftende Blutplattchen bedingt sein kann. Diese Beeintrachtigung erwies sich
jedoch als vernachlassigbar und scheint die Testqualitat (positiv vs. negativ) nicht zu
beeinflussen [33, 44]. Dieser Gegebenheit kann im CD203c-BAT ausgewichen werden, da
CD203c linienspezifisch fur Basophile ist und eine Einfachmarkierung mit anti-CD203c-Ak zur
zweifelsfreien Identifizierung aktivierter Basophiler ausreicht. In wie weit diese Einfarb-Methode,
die auch in dieser Studie fur den CD203c-BAT verwendet wurde den BAT verbessere, wird
kontrovers diskutiert [16, 115]. Die Baseline-Level der CD203c-Expression auf Basophilen
kénnen interindividuell erhebliche Unterschiede aufweisen, da die Expression dieses Antigens
von einer Vielzahl unterschiedlicher Faktoren beeinflusst werden kann [21]. Die Simple Gating-
Strategie vereinfache das Verfahren und minimiere Storfaktoren im Gegensatz zur CDG63-
Detektion, jedoch sei das sog. Gating wegen des Kontinuum von aktivierten zu ruhenden Zellen
schwierig. Zum einen ist bei geringer Spontanexpression von CD203c das Erfassen von
ruhenden Basophilen eingeschréankt und zum anderen ist bei erhdhter CD203c-Basalexpression
eine Hochregulierung oft nicht messbar, weshalb falsch negative Ergebnisse in Kauf genommen
werden mussen [42]. Durch Zweifarb- bzw. Dreifarb-Protokolle kann die Genauigkeit der
Bestimmung weiter erhoht werden, wobei neben anti-IgE-Ak oftmals die Detektion von CDA45,
einem zusatzlichen Oberflachenmarker  fir Basophile zur  Optimierung der
Basophilenidentifizierung Anwendung findet [16, 54, 111].
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Eine Verbesserung des BAT soll desweiteren durch Markierung von CRTH2 (chemoattractant
receptor homologous molecule expressed on T-helper 2 cells) mdglich sein. Dieses Antigen
kommt auf der Oberflache von T-Lymphozyten, Eosinophilen und Basophilen vor [107] und wird
aufgrund seiner Ubereinstimmung mit dem Prostaglandin D,-Rezeptor auch als DP, bezeichnet.
Die hohe Expression von CRTH2/DP, auf Basophilen soll eine Identifizierung dieser Zellen
erleichtern, woraufhin Bouvier et al. [18] diesbeziiglich ein dreifarbiges flowzytometrisches
Protokoll an 18 Probanden mit Latex- oder Hausstaubmilbenallergie erprobten. Neben der
CRTH2-und CD203c-Detektion wurde CD3 bestimmt, ein Marker der auf Th2-Lymphozyten, nicht
jedoch von Basophilen exprimiert wird. Eine Sensitivitat von 88% und eine Spezifitdét von 100%
sowie das sichere Erkennen von Basophilen und einer Basophilenaktivierung machen dieses
Protokoll ihrer Meinung nach zu einem &uferst zuverlassigen Verfahren fir zukinftige
Untersuchungen einer flowassistierten Basophilenaktivierung. Ahnliches gilt fir CCR3 (CC
chemokine rezeptor 3), einem anderen potentiellen, jedoch nicht linienspezifischen
Selektionsmarker fir Basophile [34]. Um diese sicher von Mastzellen, TH2-Zellen und weiteren
Entziindungszellen unterscheiden zu kénnen, ist hier ebenfalls eine erganzende Markierung mit
beispielsweise anti-CD3 sinnvoll [17].

Aufgrund der Entdeckung relativ neuer spezifischer Marker einer Basophilenaktivierung und
anhand zahlreicher Untersuchungen der Oberflachenmarker CD63 und CD203c in den
vergangenen Jahren, scheint es generell zwei unterschiedliche Gruppen von Basophilen-
Aktivierungsmarkern zu geben. Solche mit einer Aktivierungskinetik ahnlich wie CD203c, die
nach anti-IgE Stimulation eine rasche und vollstandige Hochregulation zeigen. Hierzu z&hlen die
Molekile CD13 und CD164. Ferner gibt es Aktivierungsmarker, die analog zu CD63 reguliert
werden und durch eine etwas langsamere Aktivierungskinetik gepragt sind. Hierzu zéhlen die
Molekile CD107a und CD107b. In wie weit sich die Detektion dieser neueren Marker fir die
flowzytometrische Routinediagnostik eignet und ob hierdurch eine Optimierung der BAT-Technik
moglich ist, muss genauer ermittelt werden. Zusatzliche Untersuchungen konnten diesbeziglich
zu einer weiteren Klarung der Funktionsweise basophiler Granulozyten beitragen bzw. neue
Strategien in der Diagnostik und Therapie allergischer Erkrankungen férdern (67, 44].

4.6. Auswertung und Interpretation von BAT-Ergebnissen

Bei einer BAT-Bestimmung werden, um richtige Interpretationen der Ergebnisse zu
gewadhrleisten, zweckmdaRig geeignete Kontrollen mitgefuhrt. In den meisten Verdéffentlichungen
ist die Positiv-Kontrolle ein poly- oder monoklonaler anti-lgE-Antikdrper, der den Proben
zugesetzt wird und eine Basophilenaktivierung bewirkt [54, 63, 136]. Zahlreiche monoklonale
Antikorper stellen jedoch schwache Aktivatoren dar, weshalb polyklonale Ak zu bevorzugen sind.
Als Alternative hierzu finden auch anti-Fce-lI-Rezeptor-Ak Verwendung [1]. Zudem kommt als
Positiv-Kontrolle eine die Granulozyten aktivierende Substanz wie beispielsweise fMLP, ein
naturlich vorkommendes bakterielles Peptid zum Einsatz. Als sekretionsanregendes Agens wirkt
es Uber einen spezifischen G-Protein gekoppelten Rezeptor (FPR1) auf der Zelloberflache von
Basophilen und bewirkt eine Aktivierung der Phospholipase C und Wege der MAP (mitogen-
activated protein)-Kinase [44]. Biochemische und pharmakologische Studien wiesen auf
wesentliche Unterschiede zwischen dem IgE-vermittelten Aktivierungsweg und der durch fMLP-
ausgelosten Basophilenaktivierung hin, deren gemeinsame Endstrecke unter anderem die
Histamin-Liberation darstellt. Dabei sind sowohl bei der IgE-vermittelten als auch bei der fMLP-
induzierten Reaktion deutliche interindividuelle Unterschiede bzgl. der Basophilenaktivierung zu
verzeichnen [87]. Dies konnte in beiden BAT-Ansatzen des vorliegenden Patientenkollektivs mit
ahnlichen Spannweiten der Messwerte bei Inkubation mit fMLP demonstriert werden
(CD63: 3,7-77,2%; CD203c: 9,1-77,8%).
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Aufgrund von Ergebnissen anderer Studien wird davon ausgegangen, dass fMLP eine vermutlich
geringere sekretionsfordende Potenz im Vergleich zu Insektengiftallergenen aufweist (45). Die
durch fMLP induzierte Basophilenaktivierung war bei den 42 Patienten dieser Studie im Schnitt
allerdings in beiden BAT-Ansatzen hoher als die jeweilige prozentuale Basophilenaktivierung der
drei Bienengiftkonzentrationen. Lediglich die Wespengiftkonzentrationsstufen W 1 pg/ml und W
0,1 ug/ml erzielten héhere Aktivierungswerte in beiden BAT-Ansatzen als bei fMLP-Inkubation.

Da eine Aktivierung mit fMLP keine IgE-vermittelte Aktivierung basophiler Granulozyten
wiederspiegelt, kann es der Meinung einiger Autoren nach nicht als geeignete Positivkontrolle
angesehen werden. Es kann vorrangig zur Uberprifung der Funktionsfahigkeit von Zellen
eingesetzt werden und fehlerhafte Testdurchfihrungen aufzeigen sowie zur Abklarung einer
Pseudoallergie beitragen. Durch Verwendung von anti-lgE-Antikdrpern als Positivkontrolle oder
von Substanzen, die eine Basophilenaktivierung tber den Fce-lI-Rezeptor bewirken gelingt es,
Non-Responder zu identifizieren [42, 44].

Als Negativ-Kontrolle wird in den allermeisten Fallen wie auch in diesem Versuchsansatz
Waschlosung (PBS) eingesetzt. Erfahrungsgemal bleibt die Basophilenaktivierung der Negativ-
Kontrolle in ca. 80% der Falle unter einem Wert von 5%, was durch Messungen in beiden BAT-
Ansatzen dieser Studie sowohl im Patientenkollektiv als auch in der Kontrollgruppe bekraftigt
werden konnte [137, 151]. Die Basalwerte kdnnen jedoch erheblich schwanken, da einige
Allergene, besonders Nahrungsmittel, eine unspezifische Aktivierung hervorrufen. Insbesondere
bei der Untersuchung von Allergenen, die nur eine geringe Stimulierung bewirken, ist ein geringer
Basalwert winschenswert. Hohe Basalwerte kbnnen Ausdruck einer in-vivo Allergenexposition
sein, wie dies im Fall der Insektengiftallergie unter SIT zu beobachten ist. Weitere Griinde fir
einen hohen Wert der Negativ-Kontrolle liegen in der Kontamination der Proben durch Endotoxin,
Pyrogene oder Allergene wahrend der Inkubation [42,44].

Falsch-negative BAT-Ergebnisse konnen einerseits durch eine zu lang hinausgezdgerte
Diagnostik resultieren, weshalb BAT-Untersuchung idealerweise sechs Wochen bis 12 Monate
nach einem akuten Ereignis erfolgen sollten. Wie bereits zuvor erwahnt, wird das Testergebnis
zudem durch Einnahme von Medikamenten, insbesondere  Glukokortikosteroide,
Immunmodulatoren, Immunsuppressiva und anti-IgE-Ak verfalscht. Andererseits konnen falsch-
negative Ergebnisse durch technische Ursachen zustande kommen, wie falsche Lagerung der
Blutproben oder ungeeignete Stimulierung der Zellen durch ungenau definierte Allergene, die
hemmende und zytotoxische Komponenten aufweisen kdnnen. Aufl3erdem ist nicht immer die
individuell optimale Konzentration im Testansatz fur das einzelne Allergen ermittelbar. Daneben
fuhrt die Verwendung zytotoxischer Allergenkonzentrationen zu negativen Ergebnissen und auch
ein temporérer Non-Responder-Status ist bei einigen Patienten zu verzeichnen. Im Falle von
negativen Testresultaten trotz positiver Allergieanamnese sollten all diese Storfaktoren stets
sorgféltig Uberprift werden und der Test eventuell wiederholt werden [42, 44, 137].

Die Verédnderung bzw. Zunahme der Oberflachenexpression verschiedener Basophilenmarker
kann zum einen anhand der prozentualen Modifikation der Basophilen oder zum anderen als
Anderung der mittleren Fluoreszenzintensitat (MFIl) angegeben werden (63, 133). Beziiglich der
MFI wird der Anstieg der Oberflaichenmarker als relativer Wert, dem Stimulationsindex (SI)
bestimmt, der sich als Verhaltnis von (allergenaktivierten) stimulierten Zellen und unstimulierten
Zellen der Negativkontrolle (Background-Expression) errechnet (MFlsim:MFlonroy) (135). Dabei
kann ein SI-Wert Uber 2,0 als sicherer Hinweis flr eine durch die Testsubstanz ausgeldste
Basophilenaktivierung gesehen werden [151].
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Hinsichtlich der prozentualen Basophilenauszéahlung ist bei der Festlegung des sog. Cut-Off, dem
Schwellenwert fiir ein positives Testergebnis, besondere Sorgfalt nétig. Dieser sollte die basale
CD63- bzw. CD203c-Expression vor Allergenexposition mitberticksichtigen, da diese deutliche
Unterschiede aufweisen konnen. In einigen Studien erfolgte die Cut-Off-Bestimmung nur
willkdirlich anhand der ermittelten Background-Expression zuziiglich von Standardabweichungen
[2, 51]. Daneben wurde von einigen Autoren empfohlen, dass eine Basophilenaktivierung tuber
15% im CD63-BAT nach Allergenstimulation auf einen Allergiestatus hindeutet, weshalb sich
dieser Wert als Cut-Off flr ein positives Testresultat eigne [151]. Auch bei der Durchfihrung
dieser Studie wurde dieser Wert gemall dem Hersteller und in Anlehnung einer ROC-Analyse-
basierten Studie als Cut-Off fur ein positives Testresultate herangezogen. Bei deutlich
niedrigeren Werten ist jedoch problematisch, dass unstimulierte Basophile, je nach verwendeter
Antikdrper, nicht selten eine weit ber diesen Wert reichende CD63-Expression zeigen. Um fir
jedes Allergen geeignete Cut-Off-Werte zu bestimmen, empfiehlt es sich ROC-Kurven zu
erstellen [46, 137, 151]. Die auch in dieser Arbeit erstellte ROC-Analyse ist eine vielfach
angewandte Methodik bei der Ergrindung und Auswertung neuer Testverfahren mit dem Ziel,
durch Festlegung eines idealen Cut-Offs eine hohe Sensitivitdt und Spezifitéat zu erreichen, was
jedoch immer an Kompromisse geknupft ist [157].

Zusammenfassend handelt es sich bei dem BAT sowohl bei Bestimmung von CD63 als auch von
CD203c um ein relativ einfaches, schnelles (Testergebnisse je nach Markerbestimmung
innerhalb  1-2 Stunden verfuigbar) und zuverlassiges In-vitro-Diagnoseverfahren bei
Insektengiftallergie. In der hier durchgefiihrten Studie waren beide BAT-Bestimmungsmethoden
in der Uberwiegenden Zahl der Félle geeignet, die mit Hilfe von Anamnese, spezifischem IgE-
Nachweis und Hauttest gestellte Diagnose einer Bienen- und/ oder Wespengiftallergie zu
bestétigen, wobei ihre Sensitivitaten und Spezifititen mit jenen etablierter Routineverfahren
verglichen werden kénnen. Fir Patienten, bei denen Hauttest und spezifische IgE-Bestimmung
eine anamnestisch eruierte Insektengiftallergie nicht sichern konnten oder widersprichlich
ausfielen, konnten beide BAT-Ansatze wertvolle Zusatzinformationen liefern und stellen somit
weitere Bausteine und eine optimale Ergénzung der Allergiediagnostik dar. Sie ermdglichen die
gleichzeitige Testung verschiedener Allergene unter Verwendung minimalen Blutmengen ohne
dass eine Zellisolierung von basophilen Granulozyten erforderlich ist, und stellen als
nichtinvasive Testverfahren im Gegensatz zum Hauttest keine Gefahrdung des Patienten dar.
Auch ist das Erfassen von Allergien gegen bestimmte Allergene moglich, deren Diagnostik tber
die Bestimmung des allergenspezifischen IgE bisher nur teilweise oder weniger empfindlich
gelingt. Allerdings sind bisher weder CD63- noch CD203c-BAT dafir geeignet, valide
prognostische Aussagen Uber die eventuelle Reaktion bei erneutem Insektenstich zu
ermoglichen. In wie weit sie den Erfolg einer SIT zu reflektieren vermégen muss durch
zusatzliche gezielte Studienansatze weiter abgeklart werden. Hinsichtlich Sensitivitdt und
Spezifitat hat sich der BAT den zellularen Antigen-Stimulations-Tests als ebenblrtig oder
teilweise sogar uberlegen gezeigt. Zudem soll vor allem der kombinierte Einsatz von BAT und
Leukotrien-Freisetzungstest eine hohe Sensitivitat und Spezifitdt bei der Diagnostik einer
Insektengiftallergie und anderen Uberempfindlichkeitsreaktionen ermdglichen. Die gewdhnlich
positiven wissenschaftlichen und klinischen Erfahrungen der letzten Jahre mit dem BAT
untermauern dessen Nutzen zur Optimierung der Allergiediagnostik, wobei in der
Standardisierung des BAT hinsichtlich Testablauf und Auswertung ein wesentlicher Beitrag
hierfur zu sehen ist.
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Zusammenfassung

Die Insektengiftallergie ist eine IgE-vermittelte Soforttypreaktion, die mit milden
Allergiesymptomen bis hin zu lebensbedrohlichen Anaphylaxien einhergehen kann. Die
korrekte Diagnose bei Insektengiftallergie ist wegen der therapeutischen Konsequenzen in
Hinblick auf eine Spezifische Immuntherapie wichtig. Pfeiler der Diagnostik sind Anamnese,
Hausttests und der Nachweis von spezifischen IgE-Antikorpern. Vor allem basophile
Granulozyten stehen als hypersensitive Effektortzellen im Fokus zusétzlicher In-vitro-
Laboruntersuchungen um IgE-vermittelte Sensibilisierungen zu erkennen, wenn Ergebnisse
der Basis-Diagnostik diskrepant sind. Der Basophilenaktivierungstest misst die
allergenspezifische Aktivierung basophiler Granulozyten durch flowzytometrische Detektion
bestimmter Oberflachenstrukturen, wobei die Aktivierungsmarker CD63 und CD203c bisher am
haufigsten hierflir herangezogen werden.

In die Studie wurden 42 Patienten mit Verdacht auf eine Insektengiftallergie sowie 25
Kontrollpersonen ohne anamnestische Hinweise auf eine Allergie gegen Insektengift
aufgenommen. Im CD63-BAT (Basotest®) wurden Vollblut-Proben (100 ul) mit IL-3 (2 ng/ml)
stimuliert (10 Min, 37° C) und anschlieRend mit Bienen- und Wespengift unterschiedlicher
Konzentrationen (1/ 0,1/ 0,01 pg/ml) inkubiert (15min) und mit Zweifarb-Antikdrper-Reagenz (anti-
IgE-PE und anti-CD63-FITC) markiert (20 Min im Eisbad). Fur den CD203c-Ansatz kamen die
gleichen Giftkonzentrationen und Inkubationszeiten zur Anwendung, jedoch wurde anstelle von
IL-3 Waschlosung (PBS) den Proben zugesetzt und eine Einfachfarbung der Basophilen mit dem
CD203c-spezifischen Antikérper 97A6-PE durchgefihrt (20 Min im Eisbad). PBS diente als
Negativ- und fMLP als Positiv-Kontrolle. Es folgte die flowzytometrische Analyse mit Bestimmung
des Prozentsatzes  aktivierter  basophiler  Granulozyten. Die  Ergebnisse  der
Basophilenaktivierungstests wurden mit jenen der Standarddiagnostik (Evaluation der
Anamnese, Intrakutantest, Bestimmung spezifischer IgE-Antikorper) einerseits und andererseits
miteinander verglichen.

Die mittlere Basophilenaktivierung im CD203c-BAT lag in allen Konzentrationsstufen der
Insektengifte und der Kontrollansatze nicht signifikant tber den Aktivierungswerten des CD63-
BAT. In der Kontrollgruppe ohne spezifische IgE-Antikorper (n= 18) lag die CD63-Expression
bei allen Giftkonzentrationen unter dem Cut-Off (15% nach ROC-Analyse) und die CD203c-
Expression in 16 von 18 Fallen (14% nach ROC-Analyse). Bei den Kontrollen mit spezifischen
IgE-Antikdrpern (n= 7) blieb die durchschnittliche CD63- und CD203c-Expression unterhalb der
Cut-Off-Werte bei allen Bienengiftkonzentrationen. Die Inkubation mit 1 pg/ml und
0,1ug/ml Wespengift flhrte zu mittleren Aktivierungswerten tber die Grenzwerte in beiden BAT-
Ansatzen (CD63: 19,7%, 18,2%; CD203c: 21,5%, 18,6%). Von 42 Patienten zeigten beide
BAT-Ansatze in 35 (83%) Féllen identische Testresultate unabhéngig von den Ergebnissen der
Routinediagnostik. In Bezug auf die Anamnese liel3 sich fur den CD63-BAT eine Sensitivitat
von 91% und fur den CD203c-BAT von 97% evaluieren. Mit Hilfe des CD63-BAT liel3
sich fir 39 (93%) von 42 Patienten die Diagnose der Standardverfahren (Hauttest, spezifische
IgE-Bestimmung) bestatigen, bei der Bestimmung von CD203c gelang dies in 40 (95%)
von 42 Fallen.

85
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Fir den CD63-BAT konnte eine Spezifitat von 100% und fir den CD203c-BAT
eine Spezifitat von 89% ermittelt werden hinsichtlich der Kontrollen ohne spezifische IgE-
Antikorper. Der Prozentsatz an aktivierten Basophilen nahm mit der Konzentration des zur
Stimulation verwendeten Insektengiftes in beiden BAT-Ansatzen zu und die Sensitivitat
beziglich Standarddiagnostik mit sinkender Allergenkonzentration ab sowohl im CD63-BAT
(93%/ 86%/ 33%) als auch im CD203c-BAT (95%/ 91%/ 69%). Es konnte eine Korrelation von
r= 0,83 (p< 0,05) zwischen den CD63- und CD203c-BAT-Ergebnissen eruiert werden wobei der
Korrelationskoeffizient fir die hochste Bienengift- bzw. Wespengiftkonzentration mit
r=0,89 (p< 0,05) bzw. r= 0,73 (p< 0,05) berechnet werden konnte.

In der vorliegenden Arbeit erwies sich der BAT mit Detektion sowohl von CD63 als auch von
CD203c als zuverlassiges und empfindliches zelluldres In-vitro-Verfahren fir die Diagnose einer
Insektengiftallergie, wobei ihre Sensitivitdt mit denen ublicher etablierter Diagnoseverfahren
verglichen werden kann. Dariber hinaus konnten beide BAT-Ansatze hilfreiche
Zusatzinformationen liefern das relevante Insekt zu spezifizieren und die adaquate SIT zu
waéhlen, wenn diskrepante Ergebnisse der Basis-Diagnostik oder Doppelsensibilisierungen
vorlagen. Empfehlungen hingegen, welchem der beiden Tests der Vorrang zu gewahren ist,
konnen bislang nicht gegeben werden. Vor allem mussen technische Aspekte der BAT-Methodik
bericksichtigt werden und auf Unterschiede bzgl. optimaler Testkonditionen der
Oberflachenmarker CD63 und CD203c geachtet werden. Der kombinierte Einsatz von BAT mit
anderen In-vitro-Verfahren kann die Diagnosefindung spezifizieren, wobei die Interpretation
der Ergebnisse immer in Hinblick auf das klinische Gesamtbild erfolgen sollte. In Anbetracht
dieser Tatsachen stellen BAT-Untersuchungen hilfreiche diagnostische Bausteine in der
Allergologie dar.
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Anhang

Patientendaten
Basophilenaktivierungstests
Patient Alter | Anamnese* | Hauttest | Spezifische | SIT CD63-BAT (positiv > 15%) CD203c-BAT (positiv > 14%)
W= weiblich in Anzahl Stiche, | + positiv IgE-Klasse | gegen
M= mannlich Jahren In.sekt, - negativ ° CAP-FEIA Negativ- Positiv- Bienengift Bienengift Bienengift | Wespengift | Wespengift | Wespengift
Reaktion [127] * Immulite kontrolle kontrolle 1 pg/ml 0,1 ug/ml 0,01 pg/ml 1 pg/ml 0,1 pg/ml 0,01 pg/ml
1 M 50 >1xB I 3/*: \330 ° B 6,4 22 |637 450889 626 (875 51,2192 319| 99 247| 22 61 43 29
B+ B2
2 w 32 >1xB, Il W wo ° B 32 19 [393 351|487 525 58 158| 29 98 |19 44| 28 45| 39 67
3] M 49 >1xB, IV 3/*: \320 ° B 94 54 |66,7 690868 705|347 556| 99 636699 195|312 544|109 192
3xB, B+ B3
4 M 60 1XW, 0 w- wo B 39 43 |174 257|796 825|840 91,7| 36,9 580|235 153 43 96 50 84
1xB, I B+ B3 o
5 W 69 1XW,0 W+ w2 B 4,1 1,9 21,9 41,0 (67,7 79,0 | 437 82,7| 39 285(49,9 623| 39 40,7| 32 6,3
B+ B2
6 w 21 >1xB, w- wo ° B 02 43 |466 599 16 142(| 04 54|08 37|08 63| 08 47 1,0 26
B+ B6
7 M 29 >1xB, | W wo © B 86 45 |320 433|408 579|391 51,0105 31,0| 90 91|89 61| 95 59
B+ B3
8 M 20 1xB,1 w- wo ° B 3,2 1,9 (500 51,7754 684 535 555 40 86 |25 89| 26 36 32 38
9 w | 34 | sixw o oo | w |26 47 |493 502| 14 58|04 36|08 18 |94 704|337 600| 25 123
>1xB,0 B- BO o
10 w 55 SLxW, Il W+ w2 w 68 36 |238 301 91 45 49 15| 64 4,6 |550 671|439 620 12,0 157
1xB,0 B- BO
11 M 26 SLXW, | W+ w3 w 2,0 2,5 34,6 62,5 24 5,8 1,8 31 1,4 5,0 |643 77,0 64,0 755 | 138 50,5
1xB,0 B- BO
12 M 65 1xwW. Il W+ w2 w 31 39 |186 200|146 240 | 46 85| 50 7,9 (89,3 774|852 66,8 34,7 66,7
13 M 75 2XW, IV V?/ ;_ \i% ° w 25 3,0 |10,1 442 | 28 5,6 23 37|26 198|751 684|663 549 | 43 45
14 | w| 2 1XB, 0 B- Bl o[ w | 10 99 [537 640|527 711 | 21 175| 27 7.7 |938 848|925 898|532 258
1xW, I W+ w3 ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ' ’ ' ’ '
15 w 20 IxW, Il V?/ ;_ \i% ° w 89 28 |234 332| 59 8,2 43 56| 59 50 |892 753|920 881|510 663
16 W 28 2xW, Il V?/ ;_ \;302 ° w 23 25 322 326| 83 8,0 39 27| 36 33 (693 682|708 623|114 228
17 M 42 >1xW, | V?/ ;_ \325 ° w 23 21 |372 438 29 6,8 09 25|18 26 |669 857|330 568| 33 127
18 M | s8 Lxw, i B+ B2 o | w |53 66 |315 318|525 488 | 50 237| 7.1 67 |67.2 600|680 437|558 329
1 xunkl., 0 W + W6
19 w 47 IxW, Il \?/:_ \365 ° w 26 38 37 91 | 450 764 | 234 67,7| 2,8 281| 79 603]| 1,3 363 2,7 49
20 M 29 3xW, Il WB ; \;302 ° w 1,1 3,6 38,8 57,8 2,8 59 1,4 44 1,7 4,2 |781 86,3]|633 778 | 11,3 364
21 W 48 3xW, Il V?/ ;_ \i% ° w 38 36 |11,1 12,0 3,0 9,3 30 52| 31 42 (791 720|533 48,0 80 223
22 w 24 >1xW, I \?/:_ \?é * w 25 40 |600 548378 253 |23 09| 27 18 |429 476| 45 102]| 16 23
23 M 66 1xB,0 B- B2 ° w 5,4 3,3 77,2 32,2815 39,0 | 742 48,2| 6,6 10,2 (52,6 53,7| 43,3 78,7 | 591 34,2
1xW, | W+ W1 ! ' ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! ! !
24 W 61 >S1IxW, I WB ; \?lel * w 2,3 3,4 38,7 15,8 37 8,4 24 93 1,3 39 |40,1 712|415 817 | 84 648
25 w 64 2X W, Il \2+ \?/02 ° W | 29 48 |268 244]| 22 84 |27 82| 25 37 |541 409|426 494 31 203
26 w 41 IxW, Il \?l; \7& ° w 46 63 | 250 198 | 31 6,1 1,8 59| 21 43 |810 357|835 668|311 40,0
>1XW, | B- BO
27 w 77 1 xunki., 0 W+ w5 w 1,0 3,8 (390 500 | 07 2,6 04 18| 06 14 |86,7 753|235 626 2,5 10,0
28 w 29 >S1xXW, I \/3+ \?/13 * w 87 93 |343 490|275 266|140 12,7| 12,6 11,0 (60,0 441|351 380 16,1 164
29 W 51 1xW, i \?l:‘- \;?IZG ° w 2,9 SN} 42,5 54,1 |552 408|172 26,1| 347 4,7 (56,6 488| 70,0 444 | 12 424
30 W 35 1xW,I WB ; \?l% ° w 3,8 5,6 31,2 32,1 4,1 5,9 59 72 45 6,5 (46,7 46,3| 432 406 | 6,4 6,6
31 w 54 IxW, Il V?/ ;_ \i% * w 43 58 | 195 170| 44 204 | 30 83| 36 69 (986 832|964 767|921 397
32 w 56 2XW, Il \/3 N \?/03 ° w | 98 87 412 423]139 121|109 84| 7.8 7.6 |742 639|479 601|172 187
88 M 44 >1xB,1 B+ B3 ° B/W 32 61 |230 274|567 781|218 691 31 6,0 (66,1 818|485 780 ]| 7,4 379
>1 xW, | W+ W3
1xB, IV B+ B2 o
34 M 55 S1XW, IV W+ w2 B/W 7.4 3,0 34,0 66,8 89 128 73 8,0 6,0 6,7 (29,7 389| 6,3 10,7| 70 46
1xB, I B+ B2 o
35 M a5 IxW I W w2 B/W | 78 1,8 385 436|681 400 | 719 630|414 471|736 710|611 570 7.7 17.3
1 xunkl., I B- B1 N
36 M 72 SLXW. 0 W+ w5 w 1,0 52 (17,3 425 | 2.2 7,0 1,0 38| 0,6 4,7 |352 783|331 750 17,1 58,6
37 w 9 1 x unkl., Il \/3 N \?/12 ° w 34 82 |304 384|442 90|60 81|35 70 (487 410[31,0 245]| 7.3 171
38 M| as | Lxunk.l B+ BS o [ ew | 06 44 |281 415|250 470 | 73 33| 09 63 [402 703| 7.3 32 | 1.9 150
>1 x unkl., 0 W + W3
39 W 36 1 x unkl, I \?l: \;300 ° - 6,7 3,4 21,8 37,7 50 7,9 63 73 74 43 34 7.2 53 57 86 42
40 M 50 2 x unkl., 1 V?/ ;_ \;302 * w 04 41 | 466 730 1,7 9,2 10 81| 06 69 |70,7 732|540 724 | 58 489
2 M| 21 | TXunkl B B o | B |83 55 |628 778|498 533|420 600|130 195| 67 213| 9.2 160|100 96
1 x unkl.,0 W - W1
42 w 45 2 xunkl, Il \i: \;300 ° - 1,6 1,9 | 582 68,7 | 42 3,4 13 22|13 21|46 247| 19 98 14 18
« letzte Stichreaktion kursiv gedruckt ~ B=Biene bzw. Bienengift =~ W= Wespe bzw. Wespengift
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Anhang

Kontrollpersonen

Kontrollen | Alter | Spezifische Basophilenaktivierungstests
W= weiblich in IgE-Klasse
M= ménnlich | Jahren — CD63-BAT (positiv > 15%) CD203c-BAT (positiv > 14%)
° CAP-FEIA - — - - - - - - - - -
* Immulite 2000 Negativ- Positiv- Bienengift Bienengift Bienengift Wespengift | Wespengift | Wespengift
kontrolle kontrolle 1 pg/ml 0,1 pg/ml 0,01 pg/ml 1 pg/ml 0,1 pg/ml 0,01 pg/ml
1 M 22 BO WO ° 18 501|508 30818 36 |39 55 35 58 1,0 42 22 3,6 19 57
2 W 47 BO WO ° 2,7 40 ]186 269| 93 43|38 37|30 67|29 82|24 74|20 43
3 W 41 BO WO * 03 23 [252 156 0,3 22 02 22 03 21 07 43 1]07 22 06 19
4 W 24 BO WO ° 78 281681 520|82 55|87 35|72 28|70 83|79 55|97 29
5 M 51 B0 WO ° 1,7 59 |614 794 23 57 21 71 23 44 21 99 32 76|25 52
6 M 29 BO WO ° 29 14 172 651| 37 14 |32 27|23 16 |24 26|32 20|22 28
7 M 43 BO WO ° 26 19 330 58|16 71|25 35|13 22|25 433|112 42|15 15
8 W 46 BO WO * 59 48 |40,0 556 | 56 6,0 |52 34 58 37 47 6,2 68 48|60 47
9 M 28 B0 WO * 56 53229 524|118 69|19 57|18 34|26 49|24 44|33 62
10 " 33 BO WO ° 46 36 |66,1 759| 36 7,2 36 3,6 36 37 36 88128 38140 36
11 W 28 BO WO ° 86 56 (362 522|95 72|73 55|88 45]99 56|85 52|75 41
12 M 27 B0 WO * 92 28 |40 317|129 56 |128 4,1 |111 47 |108 6,1 |136 7,0 | 83 27
13 M 28 BO WO ° 1,1 25 (441 734113 74 |95 40|12 25|16 2812 21|12 39
14 W 25 B0 WO ° 43 38 [53,7 515|114 84 |58 47 52 54 48 58|41 60 ] 47 66
15 w 26 BO WO ° 82 57 |276 165|64 53|57 58|73 27|54 33|80 45|86 48
16 M 23 BO WO * 1,8 36 (482 45840 33 (29 25|23 4182 365|30 82|35 64
17 " 25 BO WO ° 50 95 [|730 60,751 83 |46 70 70 7.8 38 112|160 70159 73
18 W 61 BO WO * 02 771260 157|103 78 |73 6,2 102 43|89 95|99 68|97 51
19 M 47 B1 WO ° 27 15398 480| 24 45 (29 32|24 20|26 33|25 28|17 20
20 W 32 BO W2 ° 106 3,7 |520 419|76 69 |74 47|79 30 [|252 133|199 189] 72 40
21 W 66 BO W2 * 55 46 |683 58663 93|42 69| 50 57 |974 829|976 826|750 80,1
22 M 37 B1 WO ° 15 13 ] 14 53890 218 10 1.2 1,7 15 1,2 13 1,7 16 1,3 1,0
23 M 29 BO W2 ° 04 47 |425 429|107 42|10 35|04 39]10 37|06 40]08 33
24 M 55 BO W3 ° 23 28 (322 50,7| 42 99 36 17 28 21 73 386 45 140] 26 22
25 W 26 B1 W1 * 05 43690 8,711 19|06 38|09 39|31 71|04 60] 11 36

B=Biene bzw. Bienengift

W= Wespe bzw. Wespengift
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