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1 Einleitung

1.1 Die Insektengiftallergie

1.1.1 Epidemiologische Daten zur Hymenopterengiftallergie

Insektenstiche durch Bienen oder Wespen verursachen gewdhnlich voriberge-
hende, umschriebene Hautreaktionen in Form von Schwellung, Rétung und
Schmerzhaftigkeit des Stiches. Dagegen kann es bei sensibilisierten Personen
zu schweren, sogar lebensbedrohlichen allergischen Reaktionen kommen [92].
Gesteigerte ortliche Reaktionen auf Hymenopterenstiche werden von 2-19%,
systemische Allergiereaktionen von 0,8-5% der Bevolkerung berichtet [1, 13,
38, 45, 96, 121, 122]. Eine Studie, welche die Verbreitung der Insektengiftaller-
gie (Biene, Wespe, Hornisse) in Deutschland an knapp 10.000 Personen Uber
14 Jahren mit Hilfe von Fragebdgen untersuchte, erbrachte eine Pravalenz von
1,2 bis 4,5% [29]. In Deutschland werden jahrlich etwa 10 Todesfalle als Folge
einer Insektengiftallergie verzeichnet. Zusatzlich muss vermutet werden, dass
ein Teil plotzlicher, ungeklarter Todesfalle durch anaphylaktische Reaktionen

auf Insektengift verursacht wird [119].

Fir allergische Allgemeinreaktionen nach Insektenstichen sind in Europa uber-
wiegend Hymenopteren der Familien Apidae und Vespidae verantwortlich. Ins-
besondere die Honigbiene (Apis mellifera), im folgenden als Biene bezeichnet,
und die (Kurzkopf-)Wespen (Vespula vulgaris und germanica), im folgenden
vereinfachend Wespe genannt, spielen eine herausragende Rolle. Andere
Vespidae wie Hornissen (Vespae), Papierwespen (Polistes) und Langkopfwes-
pen (Dolichovespulae) sind selten Ausloser allergischer Reaktionen und haben
allenfalls lokale Bedeutung. Ahnliches gilt fir die Hummel (Bombus). Ameisen
(Formicidae, Myrmicidae, Poneridae) spielen als Verursacher allergischer In-
sektenstichreaktionen in Europa im Gegensatz zu Amerika und Australien keine
Rolle [110].
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1.1.2 Pathogenese und klinische Erscheinungen der Bienen- und

Wespengiftallergie

Bei allergischen Allgemeinreaktionen auf einen Bienen- oder Wespenstich han-
delt es sich in der Regel um eine Allergie vom Soforttyp. Diese wurde von
Cooms und Gell bei der Einteilung allergischer Reaktionen auch als Typ-I-
Reaktion klassifiziert [14, 15, 33]. Allergische Sofortreaktionen werden durch
Antikorper der Klasse IgE vermittelt. Im Falle der Insektengiftallergie bildet das
betroffene Individuum nach einem Stichereignis spezifische IgE-Antikdrper ge-
gen bestimmte, allergene Bestandteile des Hymenopterengiftes (vgl. Kap.
1.3.2). Diese IgE-Antikorper zirkulieren im Korper. Sie binden tber den Fc-Teil
ihrer konstanten Region vor allem an Zellen, die auf der Oberflache hochaffine
Fce-Rezeptoren aufweisen. Dies sind einerseits Mastzellen, andererseits ba-
sophile Granulozyten. Beide Zellpopulationen sind als Effektorzellen der allergi-
schen Sofortreaktion anzusehen. Wahrend basophile Granulozyten im Blut vor-
kommen, sind Mastzellen gewebsstandig und lassen sich vor allem in der Haut
und den Schleimhauten der Lunge und des Gastrointestinaltraktes nachweisen.

IgE-Antikdrper kdnnen zellgebunden mehrere Wochen lang erhalten bleiben.

Nach dieser Phase der Sensibilisierung kann der nachste Kontakt mit dem Al-
lergen, also ein erneuter Insektenstich, zur eigentlichen allergischen Reaktion
fuhren. Dabei binden die Allergene an zellfixierte, allergenspezifische IgE-
Antikorper. Die Kreuzvernetzung benachbarter Antikérper durch die polyvalen-
ten Allergenmolektle |6st Membranveranderungen an den Mastzellen und Ba-
sophilen aus. Dies stellt den Beginn einer ins Zellinnere vermittelten Signalkas-
kade dar. Die Aktivierung der Effektorzellen endet mit der Verschmelzung ihrer
zytosolischen, basophilen Granula mit der Zellmembran und der Freisetzung
gespeicherter, praformierter Mediatorsubstanzen. Gleichwohl kommt es zur De-
novo-Synthese von Arachidonsauremetaboliten. Die wichtigsten Mediatoren
sind Histamin, verschiedene Leukotriene (LTC4, LTD4, LTE4) und Prostaglan-
dine (PGD2) sowie diverse Zytokine. Diese Stoffe bewirken eine erhdhte Ge-
falRpermeabilitat sowie Kapillardilatation und fihren zu Kontraktionen der glat-
ten Muskulatur, vor allem an den Bronchien und im Gastrointestinaltrakt. An

den Atemwegen kann eine Steigerung der Sekretion beobachtet werden.
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Die beschriebenen pharmakologischen Effekte der Mediatoren bedingen die
verschiedenen klinischen Symptome, welche bei einer allergischen Aligemein-
reaktion auftreten. Es sind Uberwiegend Organe betroffen, die reich an Effektor-
zellen sind, d.h. die Haut, der Gastrointestinaltrakt, der Respirationstrakt und
das Herz-/ Kreislaufsystem. Klinisch zeichnen sich die Sofortreaktionen durch
eine kurze Latenz zwischen der Allergenexposition (Stichereignis) und dem Auf-
treten korperlicher Beschwerden nach wenigen Minuten bis einer Stunde, selten

langer, aus [55].

Die am haufigsten beobachtete Hautmanifestation einer Insektengiftallergie ist
die Urtikaria. Die auftretenden Quaddeln kdnnen einzeln stehen oder konfluie-
ren und betreffen meist den gesamten Korper. Die Urtikaria ist gewohnlich von
starkem Juckreiz begleitet. Das morphologische Substrat der urtikariellen
Quaddel ist ein intrakutanes Odem. Haufig mit der Urtikaria vergesellschaftet ist
das Angioddem (Quincke-Odem). Es handelt sich um eine subkutane, meist
periorbitale und periorale Schwellung, die mitunter monstrose, entstellende

Ausmalie annehmen kann.

Gastrointestinale Symptome reichen von bloRer Ubelkeit bis hin zu Erbrechen,
Abdominalkrampfen und Durchfallen. Sie durften einer Typ-I-Reaktion der
Darmwand mit Schleimhautodem und Spasmen der glatten Muskulatur ent-
sprechen. Die Stuhlinkontinenz im Rahmen eines anaphylaktischen Schocks
mit Bewusstlosigkeit ist dagegen eher die Folge einer Hypoxie im Bereich zent-

ralnervoser vegetativer Zentren.

Atemnot als Kardinalzeichen einer respiratorischen Beteiligung kann durch Af-
fektion der oberen (Laryngxddem) wie der unteren Atemwege (Bronchialobst-
ruktion) bedingt sein. Veranderungen im Bereich der Atemwege sind vermutlich

die haufigste Ursache fur Todesfalle nach Hymenopterenstichen [4].

Kardiovaskulare Symptome reichen von einer milden Hypotonie mit Schwindel
oder Herzklopfen bis zur Maximalvariante der allergischen Reaktion, dem ana-
phylaktischen Schock. Dieser ist meist von den anderen beschriebenen Sym-
ptomen begleitet und als pathogenetischer Endzustand der allergischen Reakti-

on anzusehen. Flussigkeitsverschiebungen in die Haut und Flussigkeitsverluste
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uber den Magen-/ Darmtrakt (Erbrechen, Durchfall) vermindern das zirkulieren-
de Blutvolumen und provozieren eine Hypotonie. Der Bronchospasmus und die
erhohte bronchiale Sekretion fuhren zur Bronchialobstruktion und begunstigen
eine Hypoxie und Azidose. Dies vermindert die kardiale Leistungsfahigkeit. Hin-
zu kommt eine direkte Kardiotoxizitat einiger Mediatorsubstanzen. Haben Hy-
povolamie, abgefallene Herzleistung und verminderter peripherer Widerstand

ein kritisches Mal} Uberschritten, tritt der Schockzustand ein.

Nach der Bedrohlichkeit der Symptome fur das betroffene Individuum findet ei-
ne Einteilung der allergischen Reaktion in klinische Schweregrade statt (Kapitel
2.2.1, Tab. 2). Dies stellt einen der ersten Schritte in der Diagnostik von Insek-

tengiftallergien dar.

1.2 Diagnostik der Insektengiftallergie

Die Erhebung der Stichanamnese mit Beurteilung der geschilderten korperli-
chen Beschwerden, Hauttests und die Bestimmung der spezifischen IgE-
Antikérper gegen die Insektengifte im Patientenserum gelten als Standardmal}-

nahmen zur Sicherung einer Insektengiftallergie [94, 110].

Daruber hinaus wurden in den letzten Jahren verschiedene In-vitro-Allergietests
entwickelt, die eine vorhandene Sensibilisierung auf Effektorzellniveau nach-

weisen. Diese Verfahren verfolgen im Wesentlichen 2 Strategien:

(1) Messung von Mediatoren, die wahrend einer allergischen Reaktion aus ba-

sophilen Granulozyten oder Mastzellen freigesetzt werden.

(2) Quantifizierung von Markern, die nach allergeninduzierter Aktivierung der
Basophilen auf deren Zelloberflache verstarkt exprimiert werden. Die Quantifi-

zierung der Oberflachenmarker erfolgt mit Hilfe der Durchflusszytometrie [18].

Ein Oberflachenmolekil, das sich als Aktivierungsmarker basophiler Granulozy-
ten eignet, ist die Ecto-Nucleotidpyrophosphatase/ Posphodiesterase3 (E-
NPP3), auch CD203c genannt. CD203c wird unter den Zellen des peripheren

Blutes ausschlieBlich auf basophilen Granulozyten exprimiert und spezifisch
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vom monoklonalen Antikdrper 97A6 erkannt [11, 12, 35]. In einer kirzlich verof-
fentlichten Arbeit konnte flr 22 Insektengiftallergiker gezeigt werden, dass die
In-vitro-Stimulation der Basophilen mit Wespen- oder Bienengiftextrakten zu
einer signifikanten und spezifischen Zunahme der CD203c-Expression fuhrt
[109].

Der Nachteil der bisherigen In-vitro-Allergietests liegt darin, dass ihr Einsatz auf
Responder beschrankt ist. Nonresponder sind Individuen, deren basophile Gra-
nulozyten einen Defekt in der intrazellularen Signalkaskade aufweisen, die dem
hochaffinen IgE-Rezeptor nachgeschaltet ist. Als Folge davon sind die Non-
responder-Basophilen nicht in der Lage, Histamin freizusetzen oder granulaas-
soziierte Molekule wie CD63 und CD203c auf der Oberflache hochzuregulieren.
Der Anteil der Nonresponder an der Allgemeinbevdlkerung liegt im Bereich von
8 bis 20% [76, 57, 101]. Dies bedeutet eine limitierte Einsetzbarkeit der In-vitro-
Tests und ist wahrscheinlich der Hauptgrund dafir, dass sich diese Methoden

in der Routinediagnostik bislang noch nicht etablieren konnten.

In den letzten Jahren gelang es vermehrt, die molekulare Struktur von Pflanzen-
und Insektenallergenen zu klaren [74, 120, 125, 134]. Durch Auftrennung von
Allergengemischen oder Einsatz gentechnischer Methoden ist es heute mog-
lich, definierte, gereinigte oder rekombinante Einzelallergene herzustellen [10].
Sie finden ihre Anwendung in der Erforschung immunologischer Grundlagen,
werden jedoch in letzter Zeit auch verstarkt fur die klinische Diagnostik von Typ-
[-Allergien benutzt [16, 44, 77, 117, 132]. Im Gegensatz zu Allergengemischen
ist es mit Hilfe einer Serie von Einzelallergenen moglich, das exakte Sensibili-
sierungsmuster eines Individuums festzulegen und eine auf den Patienten zu-

geschnittene Hyposensibilisierungstherapie anzuschlie3en.

Die Klarung einer Sensibilisierung auf molekularer Ebene findet auch in der
Diagnostik der Insektengiftallergien zunehmend Verbreitung. Grundvorausset-
zung dafur ist eine Weiterentwicklung der eingesetzten Allergenzubereitungen:
Giftsackextrakte, die ehemals die Ganzkorperpraparate ablosten [118], werden
gegenwartig durch singulare Insektengiftallergene ersetzt. Aus diesem Grund

kamen auch in dieser Studie neben den herkdmmlichen Insektengiftextrakten
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definierte, gereinigte oder rekombinante Bienen- und Wespengiftallergene zum
Einsatz. Deshalb soll im Folgenden naher auf die Zusammensetzung des Bie-
nen- und Wespengiftes und auf die pharmakologische und allergologische Be-

deutung der verschiedenen Giftkomponenten eingegangen werden.

1.3 Zusammensetzung des Bienen- und Wespengiftes

Die Gifte der Biene und der Wespe sind Gemische aus einer Vielzahl verschie-
dener Einzelkomponenten. Diese lassen sich anhand ihres Molekulargewichtes
in drei groBere Untergruppen gliedern. Molekule mit einem Gewicht von bis zu 1
kDa. Sie umfassen im Wesentlichen biogene Amine. Basische Peptide mit ei-
nem Molekulargewicht zwischen 1 und 5 kDa und als dritte Gruppe Proteine mit
Molekulmassen zwischen 10 und 50 kDa. Die basischen Peptide nehmen mit
50-60% des Trockengewichtes den grofRten Masseanteil des Insektengiftes ein,
gefolgt von den beiden anderen Stoffgruppen mit jeweils ca. 20-30% des Tro-
ckengewichtes [24, 54, 56, 58] (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Uberblick iiber die Inhaltsstoffe des Giftes der Honigbiene (Apis mellifera) und

der Wespe (Vespula vulgaris). * = Nebenallergen.

++
J

= Hauptallergen.

(MG: >10 kDa)

+++

Hyaluronidase
Saure Phosphatase **

Stoffgruppe Wichtigste Vertreter im Bienen- | Wichtigste Vertreter im Wes-
gift pengift

Niedermolekulare | Histamin Histamin

(S,\‘,fg?ti‘?ﬁgg) Dopamin Serotonin
Noradrenalin Acetylcholin
Aminosauren Aminosduren
Oligopeptide Polyamine
Phospholipide Kohlenhydrate
Kohlenhydrate

Peptide Melittin * Mastoparan

(MG: 1-5 kDa) Apamin Hamolysin *
MCD-Peptid Kinine

Chemotaktisches Peptid
Proteine Phospholipase A; *** Phospholipase A; ***

Hyaluronidase ***
Antigen 5 ***

Allergen C*

Die Einzelkomponenten der beiden Insektengifte lassen sich unter pharmakolo-
gisch-toxikologischen wie unter allergologischen Gesichtspunkten betrachten.
Toxische Wirkungen der Insektengiftbestandteile sind unabhangig von einem
etwaigen allergischen Status und treten bei jedem gestochenen Individuum auf.
Dagegen machen sich allergisch-anaphylaktische Reaktionen nur bei Personen

mit Insektengiftallergie bemerkbar (Kapitel 1.1.2).

1.3.1 Pharmakologisch-toxische Wirkungen der Giftbestandteile

Im Bienen- wie im Wespengift spielt Histamin die grof3te Rolle unter den ange-
troffenen biogenen Aminen. Es macht 1% des Gesamtgewichtes des Bienengif-
tes und 3-6% des Wespengiftes aus [61]. Histamin wirkt vasodilatorisch, stei-
gert die GefalRpermeabilitat und sensibilisiert Nozizeptoren. Dadurch kommt es
zu lokalen Reaktionen an der Stichstelle in Form von Schmerz, Rétung und
Schwellung. Des Weiteren unterstitzt es die Ausbreitung des Giftes im Gewe-
be.
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Die Peptidtoxine des Bienengiftes (Melittin [40], Apamin [42], MCD-Peptid [39])
und des Wespengiftes (Mastoparan [48], Hamolysin [25]) sind Molekile mit
stark basischen Eigenschaften. Sie sind in der Lage mit Zellmembranen zu in-
teragieren und besitzen dadurch Zytotoxizitat. Dies fuhrt im Falle eines einzel-
nen Stiches zur lokalen Gewebsschadigung. Bei multiplen Stichen kbnnen Ha-
molyse und Organschadigungen mit Todesfolge auftreten [30, 91]. Wespengift
enthalt des weiteren Kinine, die ahnliche pharmakologische Eigenschaften wie

die biogenen Amine aufweisen.

Bei den Proteinen des Bienen- und Wespengiftes handelt es sich Uberwiegend
um Enzyme. Phospholipasen wandeln Serumphospholipide in reaktive Ly-
sophospholipide um und wirken Uber diese indirekt zytotoxisch. Sie machen
den Hauptanteil der in beiden Giften enthaltenen Proteinen aus. Hyaluronida-
sen spalten Mukopolysaccharide des Hautbindegewebes und fuhren zur Aus-
breitung des Insektengiftes im Gewebe. Daneben wurden etliche weitere Prote-
ine in beiden Giften nachgewiesen, deren biologische Funktion haufig noch un-
geklart ist. Von ihnen ist Antigen 5 fur das Wespengift von groRer Bedeutung.
Es macht mit 5-10% einen betrachtlichen Anteil der Gesamtmasse des Wes-
pengiftes aus und besitzt allergene Potenz. Flr das Bienengift sei wegen der

allergologischen Bedeutung die saure Phosphatase erwahnt.

1.3.2 Allergene des Bienen- und Wespengiftes

Allergene bedurfen einer gewissen GroRRe, um als solche wirksam zu sein. Des-
halb handelt es sich bei den Insektengiftallergenen im Wesentlichen um die
grolBmolekularen, enzymatisch aktiven Proteine. Eine Ausnahme stellt das Bie-
nengiftallergen Melittin dar, das nur 26 Aminosaurereste und ein Molekularge-

wicht von 2,8 kDa besitzt. Seine allergene Potenz ist jedoch gering [73].

Bienengift besitzt drei Hauptallergene — Phospholipase A, (Api m1) [73, 79,
124], Hyaluronidase (Api m2) [53, 63] und saure Phosphatase (Api m3) [125].
Als Nebenallergene gilt Melittin (Api m4). Ein hochmolekulares Protein namens
Allergen C scheint ebenfalls geringe allergene Potenz zu besitzen [62]. Kirzlich

gelang es, ein weiteres Allergen des Bienengiftes (Api m6) zu identifizieren [67].



1.4 Zielsetzungen der Studie

Wespengift enthalt die Hauptallergene Phospholipase A1 (Ves v1), Hyaluronida-
se (Ves v2) und Antigen 5 (Ves v5) [25, 49, 51, 72, 74]. Sie kommen im Gift al-
ler bisher untersuchten Vespula-, Vespa-, Dolichovespula- und Polistes-Arten
vor. Nur bei einigen Wespenarten konnten im Gift verschiedene Phosphatasen
und Proteasen als Allergene identifiziert werden [25,84]. Ebenso wie das nie-
dermolekulare Hamolysin [25] und die hochmolekularen Antigene V-mac 1 und
V-mac 3 [49] scheinen sie aber nur eine untergeordnete Rolle hinsichtlich der

Induktion von Allergien zu spielen.

Insektengifte enthalten artspezifische wie auch gemeinsame, artibergreifende
Allergene. Letztere besitzen eine mehr oder weniger groe Ubereinstimmung in
der Aminosauresequenz. Diese ist umso grofer, je naher die beiden vergliche-
nen Arten miteinander verwandt sind. Fur das Bienen- und das Wespengift ist
die Hyaluronidase das einzige gemeinsame Allergen. Die beiden Hyaluronida-
sen weisen eine Ubereinstimmung in der Aminoséauresequenz von etwa 55%
und dieselbe enzymatische Spezifitat auf [74]. Dagegen sind die Phospholipa-
sen — Phospholipase A, der Biene und Phospholipase A der Wespe — unter-
schiedliche Molekule mit verschiedenen enzymatischen Spezifitaten. Sie zeigen
keine Homologie in der Aminosauresequenz. Wie oben beschrieben kommen
Phospholipase A, Hyaluronidase und Antigen 5 als Hauptallergene in allen
Vespidae-Giften vor. Fur die in dieser Arbeit mituntersuchten Allergene der Pa-
pierwespe Phospholipase A (Pol a1) und Hyaluronidase (Pol a2) besteht eine
Ubereinstimmung der Aminosauresequenzen zu den homologen Proteinen der

Wespe (Vespula vulgaris) von etwa 55 bzw. 70% [50, 74].

1.4 Zielsetzungen der Studie

Die hier durchgefuhrte Studie dient der Weiterentwicklung eines kurzlich be-
schriebenen In-vitro-Allergietests [109]. Dieser nutzt die Hochregulierung des
Aktivierungsmarkers CD203c auf allergenstimulierten Basophilen zum Nach-
weis einer bestehenden Sensibilisierung. In dieser Arbeit wurde der Stimulati-

onsassay von ursprunglich 70 auf 45 Minuten verkirzt, um die Einsatzfahigkeit
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des Tests in der klinischen Routine zu verbessern. Es sollte nachgewiesen
werden, dass auch diese zeitsparende Variante des In-vitro-Allergietests zur
sensitiven und spezifischen Erkennung von bienen- und/ oder wespengiftaller-

gischen Patienten geeignet ist.

Neben den Bienen- und Wespengiftextrakten wurden zusatzlich definierte, ge-
reinigte oder rekombinante Insektengiftallergene zur In-vitro-Stimulation einge-
setzt. Ziel war es, fur jeden untersuchten Patienten das individuelle Muster der
Sensibilisierung gegen die verwendeten Insektengiftkomponenten zu analysie-

ren.

Da insektengiftallergische Nonresponder eine wesentliche Limitierung des hier
eingesetzten Tests darstellen, wurde nach einer Moglichkeit gesucht, diese Pa-
tienten der In-vitro-Diagnostik zuganglich zu machen. Dafur wurden die ba-
sophilen Granulozyten der im Patientenkollektiv gefundenen Nonresponder mit
Interleukin-3 vorbehandelt. AnschlieRend wurde untersucht, ob sich durch die-
ses Verfahren die Fahigkeit der Basophilen zur allergen-spezifischen Hochregu-

lation von CD203c wiederhergestellt 1asst.
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2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Studienaufbau, Patienten und Kontrollpersonen

42 Patienten der Universitats-Hautklinik Tubingen (19 Frauen und 23 Manner
im Alter von 7 bis 67 Jahren) mit Verdacht auf eine Insektengiftallergie wurden
untersucht. Die Diagnostik umfasste die zum Nachweis einer Hymenopteren-
giftallergie in der Universitats-Hautklinik Tubingen routinemafRig durchgefuhrten
Untersuchungen: Erhebung der Stichanamnese und Beurteilung der geschilder-
ten Symptome nach einem Insektenstich, intrakutane Hauttests und die Be-
stimmung spezifischer IgE-Antikdrper gegen die Insektengifte im Patientense-

rum.

Zusatzlich wurde fir jeden Patienten in vitro die CD203c-Expression der ba-
sophilen Granulozyten vor und nach Stimulation mit Insektengiftallergenen un-
tersucht. Fur diese Versuche wurden jedem Probanden 5 ml peripheres, veno-
ses Blut in Lithium/ Heparin-Monovetten entnommen. Keiner der Probanden
hatte innerhalb der letzten 4 Wochen vor Blutentnahme Antihistaminika oder
Glukokortikoide eingenommen. Die Blutentnahme erfolgte nach den Richtlinien
der lokalen Ethikkommission der Universitat Tubingen mit dem Einverstandnis

der Patienten.

Die Ergebnisse der Standarddiagnostik wurden benutzt, um die untersuchten
Personen in Allergikergruppen einzuteilen: Patienten mit Sensibilisierung gegen
Bienengift, Patienten mit Sensibilisierung gegen Wespengift, Patienten mit Sen-
sibilisierung gegen Bienen- und Wespengift sowie Patienten ohne Nachweis

einer Sensibilisierung auf die genannten Insektengifte.

Den Befunden der Routinediagnostik wurden jene der In-vitro-Untersuchungen

gegenubergestellt.

Die Kontrollgruppe bestand aus 9 gesunden Personen ohne bekannte Allergie

( 5 Frauen und 4 Manner im Alter von 24 bis 55 Jahren).

11



2. Patienten, Material und Methoden

2.2 Standardverfahren der Allergiediagnostik

2.2.1 Beurteilung der Schwere der geschilderten klinischen Symptome

nach einem Insektenstich

Fur die 42 Patienten wurden die korperlichen Beschwerden, welche sich nach
einem Stichereignis einstellten, anamnestisch erhoben. Anhand der geschilder-
ten Symptome wurde der Schweregrad der allergischen Reaktion festgelegt,
wobei die von Mueller vorgeschlagene Klassifikation Verwendung fand [93]. In

Tabelle 2 sind die Einteilungskriterien wiedergegeben.

Tabelle 2: Schweregrade allergischer Reaktionen nach einem Insektenstich (nach H.L.
Mueller) .

Mueller-
Grad

Korperliche Symptome

Leichte Allgemeinreaktion

Grad |
Symptome: generalisierte Urtikaria, Juckreiz, Unruhe, Unwohlsein

MaRige Allgemeinreaktion

Grad I beliebige Symptome des Grades | plus:

Quincke-Odem, erschwerte Atmung, Giemen, Abdominalkrampfe,
Ubelkeit/ Erbrechen, Schwindelgefihl

Schwere Allgemeinreaktion

Grad Il Symptome der Grade | und Il plus:

Dyspnoe, Dysphagie, Heiserkeit, verwaschene Sprache, Verwirrtheit,

Todesangst

Schockreaktion

Grad IV Symptome der Grade I-lll plus:

Zyanose, Blutdruckabfall, Kollaps, Harn- und Stuhlinkontinenz, Be-

wusstlosigkeit
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2.2 Standardverfahren der Allergiediagnostik

2.2.2 Bestimmung der spezifischen IgE-Antikorper gegen die Insekten-

gifte im Serum

Die Konzentrationen an bienengift- und wespengiftspezifischen IgE-Antikorpern
im Serum der Patienten und Kontrollpersonen wurden mit Hilfe des UniCAP®
Specific IgE Assay im CAP 100 Gerat (beides Pharmacia + Upjohn, Freiburg,

Deutschland) ermittelt.

Probengewinnung: Den Patienten und Kontrollpersonen wurden 10 ml periphe-
res, venoses Blut in Serum-Monovetten enthommen. Das durch Zentrifugation
der Blutproben gewonnene Serum wurde am selben Tag analysiert oder bis zur

Aufarbeitung bei —20°C tiefgefroren.

Testverfahren: Beim verwendeten Testverfahren handelte es sich um einen
Fluoreszenzenzymimmunoassay: Das an ein Tragermaterial (Zellulose-
schwamm) adsorbierte Allergen wurde mit Patientenserum inkubiert. Nach
Auswaschen ungebundener Antikérper erfolgte die Markierung mit einem en-
zymgekoppelten  Sekundarantikorper (R-Galaktosidase-markierter, mono-
klonaler Maus-anti-humanes-IgE-Antikorper). Die Proben wurden erneut gewa-
schen und anschlieBend mit Entwicklerreagenz (4-Methylumbelliferyl-3-D-
Galaktosid 0,01%) inkubiert. Nach Ablauf der enzymatischen Reaktion wurde
die Fluoreszenzintensitat der Proben ermittelt und mit parallel gemessenen Ka-

libratoren (humanes IgE in Puffer) verglichen.

Die Konzentrationen an spezifischen IgE-Antikdrpern wurden in kU/I angegeben
und in CAP-RAST-Klassen eingeteilt (Klasse 0: < 0.35 kU/I, Klasse 1: 0.36-0.7
kU/I, Klasse 2: 0.71-3.5 kU/I, Klasse 3: 3.51-17.5 kU/I, Klasse 4: 17.51-50 kU/I,
Klasse 5: 50.1-100 kU/I, Klasse 6: >100 kU/I).

Die Interpretation der ermittelten CAP-RAST-Klassen ist in Tabelle 3 wieder-

gegeben.
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2. Patienten, Material und Methoden

Tabelle 3: Interpretation der CAP-RAST-Klassen [59, 106]

Menge der allergenspezifischen )
CAP-RAST-Klasse Interpretation
IgE-Antikorper
0 keine oder nicht nachweisbar Negativer serologischer
Befund
1 niedrig Grenzbefund
2 mittel
3 hoch Positiver serologischer
4 sehr hoch Befund
5 sehr hoch
6 sehr hoch

2.2.3 Hauttests

Die Patienten erhielten mit Hilfe einer Tuberkulinspritze intrakutane Injektionen
des in Hauttestverdiinnungsreagenz verdinnten Bienen- oder Wespengiftes
(Reagenzien: Reless, Scherax, Hamurg, Deutschland). Gespritzt wurde ein Vo-
lumen von 0,02 ml. Die Giftkonzentration der ersten Injektion betrug 10 ug/ml.
Sie wurde bei negativem Testergebnis alle 20 Minuten um eine Zehnerpotenz

bis zu einer Endkonzentation von 10™" pg/ml gesteigert.

Das Verdunnungsreagenz diente als Negativ-, Histamindihydrochloridlosung
(10 mg/ml) als Positivkontrolle. Die Testung wurde an Innenseite der Unterarme
durchgefuhrt.

Die Testergebnisse wurden nach 20 Minuten abgelesen. Beurteilt wurde die
Grolle des entstandenen Erythems sowie der entstandenen Quaddel. Eine
Quaddelbildung von groRer 5 mm Durchmesser mit umgebendem Erythem
grofRer 10 mm wurde als positive Reaktion gewertet [140]. Es wurden diejeni-
gen Konzentrationen der Insektengifte angegeben, die gerade noch eine positi-
ve Reaktion auszuldsen vermochten. Trat bei einer Giftkonzentration von 10™
pg/ml kein positiver Hauttest auf, wurde der Test abgebrochen und als negativ

gewertet, da oberhalb dieser Grenzkonzentration mit toxischen, nichtallergi-
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2.3 In-vitro-Untersuchungen zur CD203c-Expression der baso-philen Granulozyten

schen Reaktionen und somit mit einem hohen Prozentsatz falsch positiver Er-

gebnisse zu rechnen ist [7, 34, 107].

Bei den Kontrollpersonen erfolgten keine Hauttests.

2.3 In-vitro-Untersuchungen zur CD203c-Expression der baso-

philen Granulozyten

2.3.1 Antikorper, Chemikalien, Verbrauchsmaterialien

Anti-CD203c-PE (97A6-PE)

Anti-Human-IgE (D&2)-Ak

BSA

EDTA

Hank’s Balanced Salt Solution
Interleukin-3

IOTest Lyse Reagenz C1
PBS Dulbeccos

w/o Sodium bicarbonate

PBS Special w/o Calcium

Penicillin

Reless® -Bienengift
Reless®-Wespenengift
RPMI 1640-Medium

Streptomycin

242 ug/ml, Immunotech, Marseille, Frank-
reich

200 pg/ml, Immunotech, Marseille, Frank-
reich

Sigma-Aldrich Chemicals, Munchen, BRD
Sigma-Aldrich Chemicals, Minchen, BRD
Sigma-Aldrich Chemicals, Minchen, BRD
Immunotech, Marseille, Frankreich

Immunotech, Marseille, Frankreich

Gibco BRL, Life Technologies, Paisley,
Schottland

Gibco BRL, Life Technologies, Paisley,
Schottland

Sigma-Aldrich Chemicals, Minchen, BRD
ALK-Scherax, Hamburg, BRD
ALK-Scherax, Hamburg, BRD
Sigma-Aldrich Chemicals, Munchen, BRD
Sigma-Aldrich Chemicals, Minchen, BRD
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2. Patienten, Material und Methoden

2.3.2 Puffer und Losungen

FACS-Puffer: Hank's Balanced Salt Solution +
0.1% NaN3 + 0.1% BSA
Stoppldsung: PBS Special w/o Calcium + 20 mM EDTA

2.3.3 Allergene

Zur In-vitro-Stimulation der Basophilen wurde neben den Bienen- und Wespen-
giftextrakten (Reless, Scherax, Hamburg, Deutschland) einzelne, definierte Pro-
teine des Bienen- und Wespengiftes eingesetzt: Flr das Bienengift die allerge-
nen Proteine Phospholipase A, (Api m1), Hyaluronidase (Api m2) und Melittin
(Api m4); fur das Wespengift die Proteine Phospholipase A (Ves v1), Hyaluro-
nidase (Ves v2) sowie Antigen 5 (Ves v5). Zusatzlich wurden die Proteine
Phospholipase A (Pol a1) und Hyaluronidase (Pol a2) der Papierwespe mitun-

tersucht.

Die Bienengiftproteine Phospholipase Az (Api m1) und Hyaluronidase (Api m2),
die Wespengiftkomponenten Phospholipase A1 (Ves v1) und Hyaluronidase
(Ves v2) sowie die Papierwespenproteine stammten von T.P. King, The Rocke-
feller University, New York, USA. Sie wurden durch Fraktionierung der entspre-
chenden Insektengifte gewonnen. Die Isolation und ldentifizierung der Einzel-
komponenten erfolgte anhand unterschiedlicher chromatographischer und elek-
trophoretischer Eigenschaften sowie der Analyse der verschiedenen Aminosau-
rezusammensetzungen und enzymatischen Aktivitaten der einzelnen Proteine
[68, 73]. Melittin (Api m4) wurde von Sigma-Aldrich Chemicals, Munchen,
Deutschland bezogen. Rekombinantes Antigen 5 (Ves v5) wurde uns von Alk
Abelld, Harsholm, Danemark zur Verfigung gestellt und wie kirzlich beschrie-
ben hergestellt [90].

2.3.4 Gerate und Laborausstattung

Cellquest Software Becton Dickinson, San Jose, CA, USA
Computer Apple Macintosh
FACSCalibur Becton Dickinson, San Jose, CA, USA
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2.3 In-vitro-Untersuchungen zur CD203c-Expression der baso-philen Granulozyten

2.3.5 In-vitro-Stimulation der Basophilen

Um die Testdauer zu verkirzen, wurde unser kurzlich entwickelter Stimulations-
assay [109] in einigen Parametern modifiziert und wie folgt ausgefuhrt: Hepari-
nisiertes, peripheres Blut (80ul) wurde mit Bienen- oder Wespengiftextrakt oder
den rekombinanten oder gereinigten Giftproteinen (Endkonzentration aller
Komponenten 1ug/ml) fir 15 Minuten bei 37°C stimuliert. PBS diente als Nega-
tivkontrolle, 1ug/ml Anti-IgE-Antikorper als Positivkontrolle. Nach & Minuten
Stimulation wurden die Ansatze mit 10 yl des CD203c-spezifischen, monoklo-
nalen Antikérper 97A6-PE (1pg/ml Endkonzentration) gefarbt und fir die
verbleibenden 10 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Ca®*-abhéngige Reaktion
wurde durch Zugabe von 100ul PBS/ 20mM EDTA gestoppt. Im letzten Schritt
erfolgte die Lyse der Erythrozyten mit 2ml 10Test Lyse Reagenz C1. Die
verbleibenden mononuklearen Zellen wurden zweimal gewaschen, in 150 ul
FACS-Puffer resuspendiert und anschlieend auf einem FACSCalibur Durch-
flusszytometer analysiert. Die Auswertung der durchflusszytometrisch erhobe-

nen Daten erfolgte mit Hilfe der Cellquest Software.

2.3.6 Durchflusszytometrische Untersuchungen
Methodische Grundlagen der Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie ist es maoglich, innerhalb kurzer Zeit eine
grolle Anzahl an Einzelzellen hinsichtlich unterschiedlicher struktureller Zell-
eigenschaften zu untersuchen. Die untersuchten Merkmale sind haufig zellulare
Oberflachenmolekule, ggf. auch zytoplasmatische Strukturen. Es handelt sich
bei der Durchflusszytometrie um ein optisches Messsystem, das Streulicht- und
Fluoreszenzsignale der in einem FlUssigkeitsstrom fokussierten Zellen analy-
siert. Jede untersuchte Zelle wird gesondert auf ihrer Streulicht-/ Fluoreszenz-
eigenschaften untersucht und die erhobenen Daten an eine nachgeschaltete
Datenverarbeitungseinheit Ubermittelt. Die Messwerte aller untersuchten Zellen
lassen sich anschlieBend statistisch auswerten. Auf diese Weise kdnnen nicht
nur qualitative Aussagen Uber zellulare Parameter gemacht werden, wie dies

beispielsweise bei der Fluoreszenzmikroskopie maoglich ist, sondern auch quan-
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2. Patienten, Material und Methoden

titative. Zellen, die ahnliche Merkmalsauspragungen besitzen und sich darin
vom Rest der untersuchten Zellen unterscheiden, lassen sich als eigenstandige

Population identifizieren.

FL1 FL2
Argon-Laser
(488nm)
FL3
c b
<9—— Dichroitische
Spiegel
2R .
Durchfluf3-
klivette M U
SSC
FSC
Filter:
FACS-
e a 530nm
Rohrchen b 585nm
c 650nm

Abbildung 1: Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers. Dargestellt ist der Pro-
benfluss vom FACS-Réhrchen in die Messkiivette, wo die Zellen senkrecht vom Laserstrahl
getroffen werden. Die erzeugten Streulicht- und Fluoreszenzsignale werden von den Detek-
tionseinheiten gemessen und an die Signalverarbeitung weitergegeben (nicht dargestellt).

Das Durchflusszytometer besteht aus drei funktionellen Grundeinheiten: Dem

Fllssigkeitssystem, dem optischen System sowie der Signalverarbeitung.

Das Flussigkeitssystem dient dem Transport der zu untersuchenden Zellen vom
Probenréhrchen in die Messkammer und zwar so, dass die Zellen den Analyse-
punkt einzeln passieren. Dies geschieht mit Hilfe eines den Probenstrom um-
gebenden Hullstromes, der die Probe in der Messkammer stark beschleunigt
und so zu einem dunnen Flussigkeitsfaden auszieht, in dem die Zellen perl-

schnurartig aufgereiht sind (Prinzip der hydrodynamischen Fokussierung).
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2.3 In-vitro-Untersuchungen zur CD203c-Expression der baso-philen Granulozyten

Das optische System gliedert sich in eine Anregungs- und eine Detektionsein-
heit. Die Anregung der Zellen erfolgt in der Messkuvette mit Hilfe eines Argon-
lasers (488 nm), der orthogonal zum Probenstrom steht. Die vom Laser getrof-
fenen Zellen streuen das Licht. Dieses Streulicht korreliert mit bestimmten Zell-
charakteristika: Das in Richtung des Laserstrahls gestreute Licht (Vorwarts-
streulicht = Forward Scatter, FSC) ist ein Mal fur die Zellgrofie. Das im rechten
Winkel zum Laserstrahl gestreute Licht (Seitwartsstreulicht = Sideward Scatter,
SSC) gibt Auskunft Gber die interne Struktur der Zelle (Granularitat, Membran-
faltungen, etc.). Wurden die zu untersuchenden Zellen zuvor mit einem Fluo-
reszenzfarbstoff markiert, so absorbiert dieser Farbstoff das auftreffende Laser-
licht und emittiert daraufhin Licht einer langeren, charakteristischen Wellenlan-
ge. Die Hohe des Fluoreszenzsignals steht dabei in Zusammenhang mit der
Menge des zuvor markierten zellularen Antigens. Werden Fluoreszenzfarbstoffe
mit ahnlichen Absorptions-, jedoch unterschiedlichen Emissionsspektren ver-
wendet, lassen sich gleichzeitig mehrere zellulare Strukturen untersuchen.
Streulicht- wie auch Fluoreszenzsignale konnen Uber die Detektionseinheit ge-
messen werden. Diese gliedert sich in zwei Baugruppen: Eine Baugruppe zur
Messung des axialen Vorwartsstreulichtes, und eine zweite, senkrecht dazu
angebrachte, zur Bestimmung des Seitwartsstreulichtes und der Fluoreszenz-
signale. Die beiden letztgenannten Signale werden ihrerseits durch Strahlteiler

und verschiedene Filter aufgetrennt und sind so einzeln erfassbar.

Die Signalverarbeitung beginnt mit der Umwandlung der Lichtsignale in elektri-
sche Impulse, deren Hohe mit der Hohe der Lichtsignale korreliert. Dies erfolgt
mit Hilfe einer Fotodiode im Vorwartsstrahlengang und verschiedenen Fotoroh-
ren flr das Seitwartsstreulicht und die Fluoreszenzsignale. Die Signale werden
verstarkt und von einem Analog-/ Digitalwandler in Klassenzahlen konvertiert.
Diese lassen sich als Rohdaten vom nachgeschalteten Computer speichern

und stehen der systematischen Auswertung zur Verfugung.

Die erhobenen Messdaten kénnen auf unterschiedliche Weise dargestellt wer-
den. Die einfachste Art ist das Histogramm. Es handelt sich um eine Einpara-

meterdarstellung, welche die Verteilung eines Merkmales innerhalb der unter-

19



2. Patienten, Material und Methoden

suchten Zellen wiedergibt. Dabei ist die Anzahl der Zellen (Ordinate) gegen die

Streulicht-/ Fluoreszenzintensitat (Abszisse) aufgetragen.

Bei der korrelierten Zweiparameterdarstellung sind zwei untersuchte zellulare
Merkmale gegeneinander aufgetragen. Grafisch ergibt sich dadurch ein Punkt-
diagramm. Jeder Punkt des Diagramms entspricht einer Zelle. Die Lage jedes
Punktes ist dabei durch die Hohe der beiden Merkmalsauspragungen der ent-

sprechenden Zelle festgelegt.

Durchflusszytometrische Analyse der CD203c-Expression der basophilen Gra-

nulozyten

Bei der durchflusszytometrischen Untersuchung der verbliebenen mononukle-
aren Zellen des Stimulationsassays handelte es sich um eine Einfarben-
fluoreszenzmessung. Fur jede untersuchte Zelle wurden die Streulicht-
eigenschaften und die Fluoreszenzintensitat nach vorhergehender Markierung
mit dem monoklonalen Antikorper Anti-CD203c-PE ermittelt. Letztere diente als
Mal fur die CD203c-Expression der Zellen. Fur jeden Untersuchungsansatz

wurden 50.000 Einzelzellen analysiert.

Die Messergebnisse wurden als Punktdiagramm der Parameter Seitwartsstreu-
licht SSC (Ordinate) und PE-Fluoreszenzintensitat (Abszisse) dargestellt (Ab-
bildung 2).
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Abbildung 2: Punktdiagramm von 50.000 untersuchten mononukleédren Zellen nach Sti-
mulation mit PBS und Anti-IgE-Antikorper/ Insektengiftallergen. Bei den 97A6-positiven
Zellen im Gate R1 des linken Punkthistogramms handelt es sich um die basophilen Granulozy-
ten vor allergeninduzierter Zellaktivierung. Nach Stimulation mit Anti-IgE-Ak bzw. Allergen wan-
dern diese Zellen im Punktwolkendiagramm nach rechts, entsprechend einer Zunahme ihrer
E-NPP3-Expression (Zellen im Gate R2 des rechten Punktdiagramms).

Bestimmung der Medianen Fluoreszenzintensitat MFI

Mit Hilfe der Cellquest Software wurde fur die 97A6-positiven Zellen die Haufig-
keitsverteilung der PE-Fluoreszenz nach Stimulation mit PBS sowie nach Sti-
mulation mit Anti-lgE-Antikérper bzw. Insektengiftallergenen bestimmt. Die Ver-
teilung wurde als Histogramm dargestellt und der Median der PE-
Fluoreszenzintensitat (MFI) ermittelt. Dieser Wert diente als Maly der durch-

schnittlichen Expression von CD203c auf den untersuchten Basophilen.
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Abbildung 3: Héaufigkeitsverteilung der PE-Fluoreszenz der 97A6-positiven Zellen nach
Stimulation mit PBS (links) und Anti-IgE-Antikérper/ Allergen (rechts). Unter den Abbil-
dungen sind die Mediane der Fluoreszenzintensitét (MFI) angegeben.
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Berechnung des Stimulationsindex Sl

Die Modulation der E-NPP3-Expression nach Stimulation mit Allergen-/ Anti-
IgE-Antikorper wurde durch die Bestimmung des Stimulationsindexes (Sl) eva-
luiert, der sich wie folgt berechnete: Verhaltnis der medianen Fluoreszenzinten-
sitat der Allergen- bzw. Anti-lgE-Antikorper-stimulierten 97A6-positiven Zellen
(MFlstim) zu der medianen Fluoreszenzintensitat der PBS-stimulierten 97A6-

positiven Zellen (MFlpgs).

Median_,
Stimulationsindex (SI) = edian, ,, _ 0732
Median,,; 56,5

=119

Formel 1: Errechnung des Stimulationsindex (SI) mit Rechenbeispiel.

2.3.7 Kultivierung der Nonresponder-Basophilen in IL-3-haltigem Medium

Bei 4 Patienten mit der Diagnose einer Wespengiftallergie (Nr. 10, 16, 25, 33)
war keine Hochregulation von CD203c nach Stimulation mit den rohen Insek-
tengiften, den Insektengiftproteinen oder Anti-IgE-AntikOrper nachweisbar. Bei
ihnen handelte es sich um Nonresponder. Die Basophilen dieser Individuen
sind nach Allergenstimulation nicht in der Lage Histamin freizusetzen oder gra-
nulaassoziierte Molekile wie CD203c und CD63 hochzuregulieren [76, 101,
109]. Es ist bekannt, dass die Behandlung von Nonresponder-Basophilen mit
IL-3 ihre Fahigkeit zur Histaminfreisetzung wiederherstellt [66, 139]. Um den
Effekt dieser Vorbehandlung auf die Hochregulierbarkeit von CD203c zu Uber-
prufen, wurden 2 der 4 im Patientengut gefundenen Nonresponder (Nr. 16, 33)
zu weiteren Tests herangezogen. Als Kontrollindividuen dienten zum einen ein
wespengiftallergischer Responder (Nr. 41), zum anderen 2 gesunde Personen

ohne bekannte Insektengiftallergie.

Die basophilen Granulozyten der Probanden wurden flr verschiedene Zeitinter-
valle mit 10 ng/ml IL-3 kultiviert. Danach erfolgte die Stimulation mit den Aller-
genen oder Anti-lgE-Antikorper. Hierzu wurden 3 ml peripheres Blut in 10 ml
RPMI 1640 Medium gegeben und zusatzlich 10% FBS, 2 x 10° M Penicillin/

Streptomycin und 10 ng/ml IL-3 zugesetzt. Die Zellen wurden in 25 cm?-
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Gewebekulturflaschen fur 1, 24, 48, 72 und 144 Stunden bei 37°C und 5% CO»
kultiviert. Nach der Inkubation wurden die Zellen in PBS gewaschen, anschlie-
Rend mit Anti-IgE-Antikorper (Positivkontrolle) sowie den rohen Bienen- und
Wespengiftextrakten stimuliert (Endkonzentration aller Stimulantien: 1ug/ml).
PBS dient als Negativkontrolle. Auf eine Stimulation mit den einzelnen Insek-
tengiftproteinen wurde verzichtet. Der Stimulationsassay sowie die Analyse der
CD203c-Expression der basophilen Granulozyten wurden durchgefuhrt wie o-

ben beschrieben.

2.4 Statistische Methoden

Durch vorheriges Logarithmieren konnte fur die MFI- und die SI-Werte nahe-
rungsweise eine Normalverteilung erreicht werden. Deshalb wurden zur statisti-
schen Beurteilung dieser Parameter, Tests durchgefuhrt, die unabhangige,

normalverteilte Stichproben voraussetzen.

Untersucht wurde, ob sich die Basophilen der drei Allergikergruppen und der
Kontrollpersonen vor der Stimulation mit spezifischen Allergenen in ihrer
CD203c-Expression unterscheiden. Dazu wurden die geometrischen Mittelwer-
te der MFlpgs der vier Gruppen mit Hilfe des multiplen Mittelwertvergleichs nach
Tukey getestet.

Die Ergebnisse der Stimulationsindices wurden mit dem Dunnett's Test ausge-
wertet. Fur jede Allergikergruppe und die Kontrollgruppe wurde untersucht, ob
die Stimulation der basophilen Granulozyten mit ronem Bienengift, Wespengift
und Anti-IgE-Antikorper zu einer signifikanten Zunahme des Stimulationsindex
gegenuber der Negativkontrolle flhrt. Es sollte gezeigt werden, dass innerhalb
einer Allergikergruppe nur die Stimulation mit dem ,adaquaten® Gift (z.B. Bie-
nengift bei den Bienengiftallergikern) zu einer Erhohung der CD203c-
Expression fuhrt, nicht aber ein ,inadaquater Stimulus (also z.B. Wespengift
bei den Bienengiftallergikern). Hierfur wurden die Mittelwerte der Stimulations-
indices fur rohes Bienengift, Wespengift und Anti-IgE-Antikérper mit dem Mit-

telwert der Stimulationsindices fur PBS verglichen.

23



2. Patienten, Material und Methoden

Die Irrtumswahrscheinlichkeit erster Art wurde generell auf p=0,05 festgelegt,
so dass eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p<0,05 (Signifikanzniveau 5%) als
signifikant zu betrachten war. Auf eine weitere Unterteilung in ,hochsignifikant"
mit einem Signifikanzniveau von 1% (p<0,01) und in ,hdchstsignifikant” mit ei-
nem Signifikanzniveau von 0,5% (p<0,005) wurde wegen der geringen Stich-

probenzahl verzichtet.

FUr rohes Bienengift und Wespengift wurde aus den gewonnenen Patientenda-
ten der Grenzwert des Stimulationsindex Sl errechnet, dessen Uberschreitung
eine positive Reaktion auf das eingesetzte Stimulans anzeigt. Mit Hilfe der
ROC-Kurven liel3 sich der Grenzwert des Sl fur Bienen- wie fur Wespengift auf
1,3 festlegen. Auf diese Weise besal’ der Test fur beide Insektengifte eine ma-
ximale Spezifitat von 100% (95%-Konfidenzintervall fur Bienengift: 90,3 —
100%, fur Wespengift 76,8 — 100%). Die zugehdrigen Sensitivitdten betrugen
fur Bienengift 93,0% (95%-Konfidenzintervall: 66,1 - 99,8%), fur Wespengift
89,2% (95%-Konfidenzintervall: 74,6 — 97,0%). Der Grenzwert des Stimulati-
onsindex von 1,3 wurde fur die Stimulationsversuche mit den definierten, singu-
laren Insektengiftproteinen Gbernommen. Mit Hilfe des SI-Grenzwertes liel3 sich
die Anzahl der positiven Reaktionen auf die Insektengiftextrakte und die einzel-
nen Giftkomponenten ermitteln. Sie wurden als relative Haufigkeiten in % der

untersuchten Allergiepatienten angegeben.

Um Zusammenhange zwischen dem Stimulationsindex Sl einerseits und den
Parametern der Standarddiagnostik (Mueller-Grad, RAST-Klasse, Hauttester-
gebnisse) andererseits zu ermitteln, wurde fur diese GroRen der Korrelations-
koeffizient nach Spearman berechnet. Jede Allergikergruppe wurde gesondert
untersucht. Flr die Bienengiftallergiker wurde der Stimulationsindex fur rohes
Bienengift, fur die Wespengiftallergiker jener fir rohes Wespengift und fur die
Bienen- und Wespengiftallergiker die Stimulationsindices fur beide Insektengift-

extrakte mit den drei genannten Parametern der Standarddiagnostik korreliert.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Standarddiagnostik

42 Patienten der Universitats-Hautklinik Tubingen mit der Anamnese einer al-
lergischen Reaktion auf einen Hymenopterenstich sowie 9 Kontrollpersonen
ohne Allergieanamnese wurden untersucht. Die Standarddiagnostik umfasste
die Erhebung der Stichanamnese mit Beurteilung der geschilderten korperli-
chen Beschwerden, intrakutane Hauttests und die Bestimmung der spezifischen

IgE-Antikdrper gegen die Insektengifte im Patientenserum.

Aufgrund dieser Untersuchungen wurde, wie in Tabelle 4 dargestellt, bei 27 Pa-
tienten die Diagnose einer Wespengiftallergie, bei 5 Patienten die Diagnose
einer Bienengiftallergie gestellt. Neun Patienten zeigten eine Allergie gegen
beide Gifte.

Bei der Patientin Nr. 38 wies nur die Befragung auf eine durch Wespengift aus-
geldste allergischen Sofortreaktion hin. Sie litt anamnestisch unter einer schwe-
ren allergischen Reaktion (Grad IV nach Mueller) nach vorausgegangenem
Wespenstich. Die Hauttests und die Serologie flr Bienen- als auch fir Wes-
pengift fielen jedoch negativ aus. Die Problematik nicht eindeutiger Ergebnisse
der Standarddiagnostik trat bei weiteren Patienten auf (Pat. Nr. 10, 13, 31, 41).
Im Zweifel wurde eine Allergie gegen jene/ s Insektengift/ e angenommen, ge-
gen welche/ s nach abgeschlossener Diagnostik eine Hyposensibilisierung ein-

geleitet wurde.

Patient Nr. 40 zeigte eine fur die allergische Sofortreaktion eher atypische
Anamnese - zu korperlichen Symptomen kam es erst einen Tag nach dem
Stichereignis. Die serologischen Untersuchungen und die Hauttests fielen eben-

falls negativ aus. In diesem Fall wurde keine Insektengiftallergie diagnostiziert.
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3. Ergebnisse

Tabelle 4: Ergebnisse der Standarddiagnostik und die daraus abgeleitete Allergie-
diagnose fiir die 42 untersuchten Patienten. Die Allergiediagnose basierte auf der Anamnese
(Mueller Grad I-1V), den Hauttests (ausgedrtickt als Giftverdiinnung in 10™ug/ml fiir eine positive
Hauttestreaktion) und der Bestimmung der spezifischen IgE-Antikérper (CAP-RAST-Klasse O-
6). - = Negativer Hauttest bei einer Konzentration von 1 0" ug/ml des Giftes. B/W = Biene/ Wes-
pe. k.A.= keine Bienen-/ Wespengiftallergie. F = weiblich, M = ménnlich. n.b. = nicht bestimmt.

Pat. :ﬁ:g?s"i:ee; Hauttests Spez. IgE
. Geschl. | Alter | o - ktion (Muel- _BIW éﬁize?gbv Diagnose
ler-Grad) (10™ug/ml)
! M 67 1111 2 112 W
2 F 47 i 2 0/4 W
3 M 30 I 3/4 4/5 B+W
4 F %8 I -2 0/2 W
5 M 38 -1 2/3 2/2 B+W
° F o6 v -2 0/2 W
! M 31 I n.b. 2/0 B+W
8 F 36 -1V 2- 2/0 B
9 F 52 m 13 112 W
10 F 29 i - 11 W
11 F 35 i 13 3/3 W
12 F 39 IV 2/- 6/2 B
13 M 39 I 1/4 2/4 W
14 M 52 m A o2 w
15 F 54 1 2 /2 W
16 F 39 I 12 0/3 W
17 M 60 IV 13 113 W
18 F 66 v v - -
19 M 16 | 13 0/3 W
20 M 11 I 12 0/5 W
21 M 28 | 11 3/3 B+W
22 M 14 | 2/2 4/3 B+W
23 M 17 | 12 0/0 W
24 F 65 I 12 0/3 W
25 M 7 | 12 14 W
26 M 21 I 12 12 B+W
27 F 30 1 M /2 W
28 F 47 i 12 3/2 B+W
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3.1 Ergebnisse der Standarddiagnostik

ot :I(I:::\gll?sri I:1eenr Hauttests Spez. IgE
. Geschl. | Alter Reaktion (Muel- B/W éf;izgaBsI:N Diagnose
ler-Grad) (10™pg/ml)
29 M 64 Il -/3 0/3 w
30 M 60 Il -/3 0/3 w
31 M 27 I 4/1 3/3 B
32 M 39 v 21 21 B+W
33 F 66 1l -2 0/2 w
34 F 24 I n.b. 2/2 w
35 M 23 1] -/3 1/2 w
36 M 53 Y 2/- 2/0 B
37 M 20 I 2/- 2/1 B
38 F 52 v -/- 0/0 w
39 F 51 Il -1 2/3 w
40 M 43 - -/- 0/0 k.A.
41 M 61 -1 1/2 2/2 w
42 F 29 -1 1/2 2/2 B+W

3.1.1 Schweregrad der allergischen Reaktionen innerhalb der einzelnen

Allergikergruppen

Wie in Tabelle 5 gezeigt, umfasste das Patientenkollektiv 18 Personen mit
schweren systemischen Reaktionen auf einen Insektenstich (Schweregrad |Ili
und IV nach Muller). Davon waren 12 allergisch gegen Wespengift, 3 gegen
Bienengift und 3 gegen beide Hymenopterengifte. Patientin Nr. 38 litt anam-
nestisch unter den Symptomen einer schweren allergischen Reaktion nach ei-
nem Wespenstich, obgleich die angeschlossenen Hauttests und die Serologie

fur beide Insektengifte negativ ausfielen.

Die restlichen Individuen zeigten leichte bis mittelschwere Allergiereaktionen

nach einem Stichereignis (Schweregrad | und Il nach Mueller).
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3. Ergebnisse

Tabelle 5: Schweregrad der allergischen Reaktionen innerhalb der verschiedenen Aller-
gikergruppen. Zur Festlegung des Schweregrads der allergischen Reaktion wurde die von
Mueller vorgeschlagene Klassifikation verwendet. Patienten, deren Schweregrad einen Mittel-
wert aufwies, wurden dem héheren Allergiegrad zugeordnet. Patient Nr. 40 wurde nicht in die
Tabelle aufgenommen.

Schweregrad der allergischen Reaktion nach Miiller
Allergie Gesamt
I ] ]} v
Bienengift 1 1 - 3 5
Wespengift 4 11 8 4 27
Wespenif 2 4 i L 9
Summe 7 15 10 8 41

3.1.2 Insektengiftspezifische IgE-Antikorper im Patientenserum

Tabelle 6 gibt die serologischen Ergebnisse der untersuchten Patienten wider.
Funfundzwanzig der 27 als Wespengiftallergiker klassifizierten Patienten wie-
sen spezifische IgE-Antikorper gegen Wespengift im Serum auf. Dabei traten
sehr hohe Mengen spezifischer IgE-Antikorper (CAP-RAST-Klasse 4-6) bei 4
der 25 serologisch positiven Patienten, hohe Mengen (CAP-RAST-Klasse 3) bei
8 von 25, mittlere (CAP-RAST-Klasse 2) bei 12 von 25 und niedrige (CAP-
RAST-Klasse 1) bei 1 von 25 Patienten auf. Fur 2 Patienten (Nr. 23 und 38)
lieRen sich keine wespengiftspezifischen IgE-Antikdrper nachweisen. Die sero-
logische Diagnostik dieser beiden Patienten fiel auch fur Bienengift negativ aus.
Bei 11 Wespengiftallergikern waren neben spezifischen IgE-Antikdrper gegen
Wespengift zusatzlich IgE-Antikérper gegen Bienengift nachweisbar. Es waren
jedoch Uberwiegend niedrige (bei 6 der 11 Patienten) oder mittlere Mengen (bei
4 der 11 Patienten) bienengiftspezifischer IgE-Antikorper vorhanden. In einem

Fall fand sich ein hoher Wert spezifischer IgE-Antikorper gegen Bienengift.

Bei den Bienengiftallergikern zeigten 5 von 5 Patienten ein positives serologi-
sches Testergebnis fur Bienengift; 3 von 5 mit mittleren (CAP-RAST-Klasse 2),
einer mit hohen (CAP-RAST-Klasse 3) und einer mit sehr hohen Werten (CAP-
RAST-Klasse 4-6) spezifischer IgE-Antikdrper gegen Bienengift. Fur 3 der 5
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3.1 Ergebnisse der Standarddiagnostik

bienengiftallergischen Patienten waren auch IgE-Antikrper gegen Wespengift

nachweisbar.

Acht von 9 Patienten mit der Diagnose einer Allergie gegen Bienen- und Wes-
pengift besallen spezifische IgE-Antikorper gegen beide Gifte im Serum. Fur
den Patienten Nr. 7 lieRen sich nur IgE-Antikdrper gegen Bienengift nicht aber
gegen Wespengift nachweisen. Innerhalb dieses Kollektives fanden sich bei 2
Patienten sehr hohe Mengen spezifischer IgE-Antikorper gegen Bienengift
(CAP-RAST-Klasse 4-6), bei 2 Patienten hohe Mengen (CAP-RAST-Klasse 3),
bei 4 Allergikern mittlere Mengen (CAP-RAST-Klasse 2) und bei einem der 9
Patienten niedrige Mengen (CAP-RAST-Klasse 1) spezifischer IgE-Antikérper
gegen Bienengift. Fur Wespengift liel3en sich bei diesen Patienten in einem Fall
sehr hohe Mengen spezifischer IgE-Antikorper nachweisen. Hohe Antikorper-
mengen fanden sich 2 Mal, mittlere 4 Mal und niedrige Mengen 1 Mal. Fir ei-

nen Patienten fanden sich keine spezifischen IgE-Antikorper gegen Wespengift.

Tabelle 6: Absolute Héufigkeit der CAP-RAST-Klassen fiir spezifische IgE-Antikérper
gegen Bienen- und Wespengift innerhalb der einzelnen Allergikergruppen.

CAP-RAST-Klasse gegen Bienengift / Wespengift

Allergie

0 1 2 3 4 5 6
Bienengift (n=5) | 0/2 0/1 371 1/1 0/0 0/0 1/0
Wespengift 16/2 | 6/1 | 4/12 | 1/8 0/3 0/1 0/0
(n=27)
Bienen-+ Wes- 0/1 1/1 414 2/2 2/0 0/1 0/0
pengift (n=9)
Summe 16/5 | 7/3 | 11/17 | 4/11 | 2/3 0/2 1/0

Bei den Kontrollpersonen waren in 8 von 9 Fallen keine spezifischen IgE-
Antikorper gegen die Insektengifte nachweisbar. Bei einer Probandin fand sich
eine mittlere Menge spezifischer IgE-Antikdrper gegen Bienengift (CAP-RAST-
Klasse 2) sowie eine niedrige Menge gegen Wespengift (CAP-RAST-Klasse 1)

im Serum.
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3. Ergebnisse

3.1.3 Ergebnisse der Hauttests

Bei 26 der 27 Patienten mit der Diagnose einer Wespengiftallergie waren Haut-
tests durchgefuhrt worden. Funfundzwanzig Wespengiftallergiker zeigten eine
positive Reaktion nach intrakutaner Injektion des verdinnten Wespengiftes. Bei
einem wespengiftallergischen Patienten (Nr. 13) trat zusatzlich eine positive
Reaktion auf Bienengift auf. Die Reaktion wurde allerdings erst bei der héchs-

ten eingesetzten Giftkonzentration von 10 ug/ml beobachtet.

Alle 5 untersuchten Bienengiftallergiker reagierten auf die intrakutane Applikati-
on des verdlnnten Bienengiftes positiv. Auch hier fand sich ein Patient (Nr. 31)
mit zusatzlichem positivem Hauttest auf Wespengift bei einer Konzentration von

10" pg/ml.

Acht der 9 Patienten, bei denen eine Allergie gegen beide Insektengifte diag-
nostiziert wurde, waren einer Hauttestung unterzogen worden. Davon wiesen 7
Patienten positive Hauttestergebnisse auf beide Gifte auf. Ein Patient (Nr. 26)

reagierte nur auf Wespen-, nicht auf Bienengift.
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3.2 Durchflusszytometrische Untersuchung der CD203c-Expression der Basophilen

3.2 Durchflusszytometrische Untersuchung der CD203c-

Expression der Basophilen

3.2.1 CD203c-Expression der basophilen Granulozyten vor Allergen-

stimulation

Zur Abschatzung der durchschnittlichen CD203c-Expression der basophilen
Granulozyten vor Allergenstimulation wurde die mediane Fluoreszenzintensitat
(MFI) der 97A6-positiven Zellen nach Stimulation mit PBS (MFlpgs) heran-

gezogen.

In der Gruppe der Bienengiftallergiker (n=5) traten mediane Fluoreszenzintensi-
taten von minimal 41,4 bis maximal 252,6 auf (Tabelle 7, 2. Spalte). Der geo-

metrische Mittelwert lag bei einer MFI von 99,5.

Die wespengiftallergischen Patienten (n=27) zeigten Extremwerte der MFlpgs
von 46,6 bis 562,3 (Tabelle 8, Spalte 2). Der geometrische Mittelwert der MFI
nahm einen Wert von 126,3 an.

Bei den Patienten mit der Diagnose einer Allergie auf beide Insektengifte (n=9)
fanden sich mediane Fluoreszenzintensitaten von 63,5 bis 181,1 (Tabelle 9,

Spalte 2). Das geometrische Mittel lag bei einer MFlpgs von 106,6.

Die Analyse der MFlpgs-Werte der Kontrollpersonen (n=9) erbrachte ein Mini-
mum von 40,7 und ein Maximum von 200,8 (Tabelle 10, Spalte 2). Der geomet-
rische Mittelwert lag bei 91,7.

Der Vergleich der geometrischen Mittelwerte der medianen Fluoreszenz-
intensitaten nach Stimulation mit PBS (MFlpgs) zeigte keinen signifikanten Un-
terschied zwischen den verschiedenen Allergikergruppen und den Kontrollper-

sonen.
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3. Ergebnisse

3.2.2 Allergeninduzierte Hochregulation von CD203c
Reaktion der bienengiftallergischen Patienten

Bei den 5 bienengiftallergischen Patienten traten nach Stimulation mit rohem
Bienengift mediane Fluoreszenzintensitaten von minimal 403.2 bis maximal
716.9 (MW 538 + SD 126,1; Median 478,3) auf. Der Stimulationsindex (Sl) vari-
ierte von 2,2 bis 11,5 (MW 6,5 + SD 3,1; Median 6,0). In dieser Gruppe flhrte
die Stimulation mit rohem Bienengift zu einer signifikanten Zunahme der
CD203c-Expression gegenuber der Stimulation mit PBS (p<0,05).Eine positive
Reaktion (SI>1,3) konnte fur alle 5 Patienten nachgewiesen werden (Tabelle 7
und Abbildung 4).

Als Reaktion auf rohes Wespengift ergaben sich mediane Fluoreszenzinten-
sitaten von 49,8 bis 218,7 (MW 115,4 + SD 72,3; Median 89,9). Die Stimula-
tionsindices nahmen Werte von 0,6 bis 1,2 (MW 1,0 + SD 0,2; Median 1,0) an;
eine positive Reaktion auf rohes Wespengift (S1>1,3) konnte bei keinem der als
Bienengiftallergiker diagnostizierten Patienten nachgewiesen werden. Die
CD203c-Expression nach Stimulation mit ronem Wespengift unterschied sich
nicht signifikant von der CD203c-Expression nach Stimulation mit PBS (Tabelle
7 und Abbildung 4).

Vier Bienengiftallergiker reagierten positiv auf die Bienengiftkomponente Api m1
(Phospholipase Az). Funf reagierten positiv auf die Bienengiftkomponente Api
m2 (Bienenhyaluronidase). Im Gegensatz dazu konnte bei keinem der 5 Patien-

ten eine Reaktion auf das Nebenallergen Api m4 (Melittin) beobachtet werden.

Bei 3 der 5 Bienengiftallergiker (Nr. 8, 31, 37) zeigte sich eine Sensibilisierung
gegen die Wespengiftkomponente Ves v2 (Hyaluronidase), obgleich keine Re-

aktion auf das rohe Wespengift nachgewiesen werden konnte.

Positive Reaktionen auf die beiden anderen Wespengiftproteine oder auf die
gereinigten Proteine des Papierwespengiftes konnten nicht verzeichnet werden
(Zur Haufigkeit positiver Reaktionen auf die Einzelkomponenten bei den Bie-

nengiftallergikern siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Relative Haufigkeit einer positiven Reaktion auf die Insektengiftproteine (%)
bei den Bienengiftallergikern (n=5).

Abbildung 6 zeigt exemplarisch fur die Bienengiftallergiker die Punktwolken-
diagramme des Patienten Nummer 37. Erwartungsgemaf lie} sich eine Zu-
nahme der CD203c-Expression nachweisen, nachdem die Zellen mit Anti-IgE-
Antikorper oder rohem Bienengift stimuliert worden waren, wahrend rohes
Wespengift keine Veranderung der CD203c-Expression bewirkte. Zusatzlich
fuhrten die Bienengiftproteine Api m1 und Api m2 zu einer verstarkten Expres-
sion von CD203c, nicht jedoch Api m4, Ves v1 oder Ves v5. Bemerkenswerter-
weise reagierte dieser Patient auch auf die Wespengiftkomponente Ves v2, ob-

wohl bei ihm keine Wespengiftallergie diagnostiziert worden war.
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Abbildung 6: Hochregulierung der CD203c-Expression auf den basophilen Granulozyten
eines Bienengiftallergikers. Periphere Blutzellen (80ul) eines bienengiftallergischen Patienten
(Pat Nr.37) wurden mit PBS (Negativkontrolle), Anti-IgE-Antikérper (Positivkontrolle), Bienen-
oder Wespengiftextrakt, den gereinigten Bienengiftkomponenten Api m1, Api m2, Api m4 oder
den Wespengiftkomponenten Ves v1, Ves v2 oder Ves v5 inkubiert. Nach Markierung der Zel-
len mit dem CD203c-spezifischen monoklonalen Antikérper 97A6-PE und Erythrozytenlyse
wurden flir jeden Ansatz 50.000 Zellen auf einem FACSCalibur Durchflusszytometer unter-
sucht. Fiir die Zellen wurden im Punkthistogramm die Parameter Seitwértsstreulicht (SSC) und
Fluoreszenz (FL2) des monoklonalen Antikérpers 97A6-PE (Anti-CD203c) dargestellt und mit
Hilfe der Cellquest Software ausgewertet.
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Reaktion der wespengiftallergischen Patienten

Bei den 27 Wespengiftallergikern flhrte die Stimulation der basophilen Granu-
lozyten mit rohem Wespengift zu medianen Fluoreszenzintensitaten von mini-
mal 63,8 bis maximal 2571 (MW 756,4 + SD 619,7; Median 604,3). Der Stimula-
tionsindex (Sl) — Parameter fur die Hochregulation der CD203c-Expression —
variierte von 0,8 bis 12,2 (MW 5,2 £+ SD 3,2; Median 4,8). Es liel sich zeigen,
dass innerhalb der Gruppe der Wespengiftallergiker die Stimulation mit rohnem
Wespengift zu einer signifikanten Zunahme der CD203c-Expression gegenuber
den PBS-stimulierten Negativkontrollen fihrte (p<0,05). Vierundzwanzig der 27
wespengiftallergischen Patienten wiesen eine positive Reaktion (SI>1,3) auf
rohes Wespengift auf. Drei Patienten (Nr. 10, 16, 33) zeigten keine, einer (Nr.
25) nur eine geringfugige Erhohung der CD203c-Expression (Sl=1,4) auf rohes
Wespengift. Die Basophilen dieser Patienten zeigten ebenso wenig eine Erho-
hung der CD203c-Expression nach Stimulation mit Anti-IgE-Antikdrper oder
einem der anderen eingesetzten Allergene. Sie wurden daher als Nonresponder
eingestuft (Tabelle 8 und Abbildung 7).

Als Reaktion auf rohes Bienengift konnten mediane Fluoreszenzintensitaten
von 45,9 bis 575,1 (MW 133,2 £ SD 101,5. Median 118,1) nachgewiesen wer-
den. Die Stimulationsindices nahmen Werte von 0,6 bis 1,2 (MW 0,9 £ SD 0,2;
Median 0,9) an; eine positive Reaktion auf rohes Bienengift (S1>1,3) konnte fur
keinen der als Wespengiftallergiker diagnostizierten Patienten gezeigt werden.
Die CD203c-Expression nach Stimulation mit rohem Bienengift unterschied sich
nicht signifikant von der CD203c-Expression nach Stimulation mit PBS (Tabelle
8 und Abbildung 7).

Die wespengiftallergischen Patienten, deren basophile Granulozyten sich durch
rohes Wespengift stimulieren lielRen, zeigten auf wenigstens eines der geteste-
ten singularen Wespengiftproteine eine positive Reaktion (SI>1,3). Drei der Pa-
tienten reagierten mit nur einem Protein, 7 mit zwei Proteinen, 13 mit allen drei
eingesetzten Wespengiftproteinen. Die haufigste Reaktion wurde gegen rekom-

binantes Antigen 5 Ves v5 (20 Patienten, 87%) beobachtet, gefolgt von Reakti-
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onen auf Wespenhyaluronidase Ves v2 (18 Patienten, 78%) und Phospholipase
A1 Ves v1 (17 Patienten, 74%).

Interessanterweise wiesen 3 (13%) der Wespengiftallergiker (Pat. Nr. 1, 17 und
41) auch eine Erhohung der CD203c-Expression nach Stimulation mit Bienen-
hyaluronidase (Api m2) auf. In diesen Fallen war gleichzeitig eine Reaktion auf

die homologe Wespenhyaluronidase Ves v2 zu verzeichnen.

Positive Reaktionen auf die beiden gereinigten Proteine des Papierwespen-
giftes kamen 7 Mal vor — davon 3 gegen Pol a1 (13%) und 4 gegen Pol a2
(17%). (Zur Haufigkeit positiver Reaktionen auf die Einzelkomponenten bei den

Wespengiftallergikern siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: Relative Haufigkeit einer positiven Reaktion auf die verschiedenen Insek-
tengiftproteine (%) bei den Wespengiftallergikern (n=27).

Die Punktwolkendiagramme in Abbildung 9 zeigen, reprasentativ fur die Wes-
pengiftallergiker, die CD203c-Expression der mononuklearen Zellen eines wes-
pengiftallergischen Patienten (Nr.13) nach Stimulation mit PBS, Anti-IgE-
Antikérper oder den verschiedenen Allergenen. Wie erwartet fuhrte die Stimula-
tion mit Anti-lgE-Antikorper (Positivkontrolle) und rohem Wespengift zur Zu-
nahme der CD203c-Expression. Die Stimulation mit rohem Bienengift konnte
dagegen die CD203c-Expression nicht beeinflussen. Unter Verwendung defi-
nierter Giftproteine liel® sich bei diesem Patienten eine Sensibilisierung gegen
die Wespengiftallergene Ves v2 und Ves v5, nicht aber gegen Ves v1 oder eine

der Bienengiftkomponenten nachweisen.
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Abbildung 9: Hochregulierung der CD203c-Expression auf den basophilen Granulozyten
eines Wespengiftallergikers. Die Stimulation der Basophilen und Evaluation der CD203c-
Expression wurden durchgefiihrt wie in Abbildung 6 beschrieben.
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Reaktion der bienen- und wespengiftallergischen Patienten

Bei 9 der 42 untersuchten Individuen war aufgrund der Standarddiagnostik eine
Allergie gegen beide Insektengifte diagnostiziert worden. Bei diesen Personen
zeigten sich nach Stimulation mit rohem Bienengift mediane Fluoreszenz-
intensitaten von minimal 84,3 bis maximal 1286 (MW 509,6 + SD 357,5; Median
562,3). Der Stimulationsindex (Sl) wies Werte von 1,1 bis 10,5 (MW 4,7 £ SD
3,2; Median 4,0) auf. Eine positive Reaktion (SI>1,3) konnte fur 7 der 9 Patien-
ten nachgewiesen werden. Die Stimulation mit rohem Bienengift fuhrte zu einer
signifikanten Zunahme der CD203c-Expression gegenuber der PBS-
stimulierten Negativkontrollen (p<0,05) (siehe Tabelle 9 und Abbildung 10).

Als Reaktion auf rohes Wespengift ergaben sich mediane Fluoreszenz-
intensitaten von 414,2 bis 973,4 (MW 644,7 £+ SD 178,1, Median 598,9). Die
Stimulationsindices nahmen Werte von 2,7 bis 8,9 (MW 6,3 £ SD 2,2; Median
6,6) an. Eine positive Reaktion auf rohes Wespengift (SI>1,3) konnte demnach
bei allen 9 Patienten gezeigt werden. Die Hohe der CD203c-Expression nach
Stimulation mit ronem Wespengift unterschied sich signifikant von jener der
PBS-stimulierten Negativkontrollen (p<0,05) (siehe Tabelle 9 und Abbildung
10).

Die relativen Haufigkeiten positiver Reaktionen auf die Einzelkomponenten bei

den Bienen- und Wespengiftallergikern ist in Abbildung 11 dargestellt.

Eine positive Reaktion auf die Bienengiftkomponente Api m1 konnte bei 5 der 9
Patienten (56%) verzeichnet werden. Positive Reaktionen auf Api m2 kamen
bei allen 9 Patienten (100%) vor, wohingegen Sensibilisierungen gegen Api m4

auch in diesem Patientenkollektiv nicht nachzuweisen waren.

Auf die Wespengiftproteine Ves v1 gab es 6 (67%), gegen Ves v2 acht (89%)

und gegen Ves v5 ebenfalls 8 (89%) positive Reaktionen.

Bei den Papierwespengiftproteinen fand sich keine positive Reaktion auf Pol a1.

Zwei positive Reaktionen (22%) wurden auf Pol a2 beobachtet.
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Abbildung 11: Relative Héaufigkeit einer positiven Reaktion auf die verschiedenen Insek-
tengiftproteine (%) bei den Bienen- und Wespengiftallergikern (n=9).

Abbildung 12 zeigt die Ergebnisse eines bienen- und wespengiftallergischen
Patienten (Pat. Nr. 3). Eine Zunahme der CD203c-Expression liel3 sich nach
Stimulation der Zellen mit Anti-lgE-Antikérper, rohem Bienengift oder rohem
Wespengift verzeichnen. Zusatzlich fihrten die Bienengiftproteine Api m1 und
Api m2 sowie die Wespengiftkomponenten Ves v1, Ves v2 und Ves v5 zu einer
verstarkten Expression von CD203c. Keine Anderung der CD203c-Expression

fand sich jedoch nach Stimulation mit Api m4.
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Abbildung 12: Hochregulierung der CD203c-Expression auf den basophilen Granulozyten
eines Bienen- und Wespengiftallergikers. Die Stimulation der Basophilen und Evaluation der
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CD203c-Expression wurden durchgefiihrt wie in Abbildung 6 beschrieben.
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Reaktion der Kontrollpersonen

Neun gesunde Personen ohne bekannte Allergie wurden als Kontrollen unter-
sucht. Bei ihnen zeigten sich nach Stimulation mit rohem Bienengift mediane
Fluoreszenzintensitaten von minimal 40 bis maximal 124,1 (MW 79,5 + SD
27,8; Median 79,7). Der Stimulationsindex (SI) wies Werte von 0,6 bis 1,0 (MW
0,8 £ SD 0,2; Median 0,8) auf. Eine positive Reaktion (SI>1,3) konnte fur keine
der 9 Kontrollen nachgewiesen werden. Der Stimulationsindex nach Stimulation
mit ronem Bienengift zeigte keinen Unterschied gegentber dem Stimulationsin-
dex der PBS-stimulierten Proben (Tabelle 10 und Abbildung 13).

Als Reaktion auf rohes Wespengift ergaben sich mediane Fluoreszenz-
intensitaten von 45,7 bis 140,1 (MW 90,7 £ SD 33,9; Median 74,3). Die Stimula-
tionsindices nahmen Werte von 0,7 bis 1,2 (MW 0,9 + SD 0,2; Median 0,9) an.
Eine positive Reaktion auf rohes Wespengift (S1>1,3) konnte demnach fir kei-
nen dieser Patienten gezeigt werden. Die CD203c-Expression nach Stimulation
mit rohem Wespengift unterschied sich nicht signifikant von der CD203c-
Expression nach Stimulation mit PBS (Tabelle 10 und Abbildung 13).

Mit Ausnahme der Kontrollperson Nr. 9, die eine positive Reaktion auf Ves v2
und Ves v5 aufwies, liel® sich bei keiner weiteren Kontrolle eine positive Reakti-
onen auf ein definiertes Insektengiftprotein nachweisen. Alle Kontrollpersonen
reagierten positiv auf Anti-IgE-Antikdrper. Es handelte sich bei ihnen also nicht

um Nonresponder.

Die Punktwolkendiagramme in Abbildung 14 zeigen die CD203c-Expression der
mononuklearen Zellen einer Kontrollperson nach Stimulation mit PBS, Anti-IgE-
Antikérper oder den verschiedenen Allergenen. Die Stimulation mit Anti-IgE-
Antikérper (Positivkontrolle) fuhrte zur Zunahme der CD203c-Expression, nicht
jedoch die Stimulation mit den rohen Insektengiften oder den einzelnen Gift-

komponenten.
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Abbildung 14: Hochregulierung der CD203c-Expression auf den basophilen Granulozy-
ten einer Kontrollperson. Im Gegensatz zu den Allergikern lie8 sich bei der Kontrollperson
eine Erh6hung der CD203c-Expression nur nach Stimulation mit Anti-IgE-Antik6rper nachwei-
sen. Die Stimulation der Basophilen und Evaluation der CD203c-Expression wurden durchge-
fuhrt wie in Abbildung 6 beschrieben.
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3.2 Durchflusszytometrische Untersuchung der CD203c-Expression der Basophilen

Vergleich der Ergebnisse der In-vitro-Untersuchungen und der Standarddiagno-
stik

Bei allen 5 untersuchten Bienengiftallergikern, 23 von 27 Wespengiftallergikern
und 7 von 9 bienen- und wespengiftallergischen Patienten fuhrten die Ergeb-
nisse der In-vitro-Untersuchungen zur gleichen Allergiediagnose, wie die Stan-

darddiagnostik.

Eine Korrelation zwischen dem klinischen Schweregrad der allergischen Reak-
tion (Mueller-Grad) und der Hohe des Stimulationsindex Sl fur das/ die entspre-
chende/n Insektengift/e konnte fur keine der 3 Allergikergruppen nachgewiesen
werden. Auch fand sich in keiner der drei Gruppen ein Zusammenhang zwi-
schen der Hohe der CAP-RAST-Klasse oder den Hauttestergebnissen und der

Auspragung des Stimulationsindex Sl.

3.2.3 Allergeninduzierte Hochregulierung der CD203c-Expression nach
vorhergehender Kultivierung der Basophilen in IL-3-haltigem

Medium
Reaktion der beiden wespengiftallergischen Nonresponder

Patientin Nr. 16: Die Mediane Fluoreszenzintensitat MFI aller vier Stimulantien
(PBS, a-IgE-Ak, Bienengiftextrakt, Wespengiftextrakt) wiesen vor IL-3-
Inkubation ahnlich hohe Werte auf (zwischen 121,9 und 191,1). Der errechnete
Stimulationsindex lag fur die verwendeten Stimulantien <1,3. Somit liel3 sich
weder fur Anti-IgE-Antikdrper noch flr eines der Insektengifte eine spezifische
Hochregulierung der CD203c-Expression nachweisen. Nach einstindiger Kulti-
vierung der basophilen Granulozyten in IL-3-haltigem Medium konnte bei allen
vier Stimulationsansatzen eine Vervielfachung der durchschnittlichen CD203c-
Expression gegenuber den Ansatzen ohne IL-3-Behandlung beobachtet wer-
den. Der MFI-Wert fur Anti-lgE-Antikérper stieg um den Faktor 5,6 auf 1207,9,
der flr rohes Bienengift um den Faktor 6 auf 1000. Die MFI fir Wespengiftex-
trakt steigerte sich sogar um den 10,4-fachen Wert auf 1263,5. Da jedoch auch
die MFI der Negativkontrolle um den Faktor 5,6 auf 1065 gestiegen war, fand
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3 Ergebnisse

sich auch fur die 1-Stunden-Werte keine positive Reaktion (S1>1,3). Fir eine IL-
3-Vorbehandlung 224 Stunden sanken die MFI der Negativkontrolle und der mit
Bienengift stimulierten Probe wieder ab, wohingegen der MFI-Wert fur Anti-IgE-
Antikorper konstant blieb und sich fur Wespengiftextrakt sogar weiter erhdhte.
Dadurch stieg der Stimulationsindex fur Anti-IgE-Antikorper Slaige-ak von ur-
sprunglich 1,0 auf 1,5 nach 24-stiindiger, 1,7 nach 48-stiindiger und sogar auf
1,9 nach 144-stundiger IL-3-Inkubation. Fur Wespengift lag der SI-Wert bei 2,3
nach 24-stindiger IL-3-Inkubation. Ein Wert von 2,7 wurde beobachtet, nach-
dem die Basophilen zuvor fur 48 Stunden mit IL-3 kultiviert worden waren. Fur
rohes Bienengift ergaben sich flir alle untersuchten IL-3-Inkubationszeiten keine

wesentlichen Steigerungen der SI-Werte (siehe Tabelle 11 und Abbildung 15).

Patientin Nr. 33: Die MFI aller vier Stimulantien waren ohne IL-3-Vorbehandlung
vergleichbar und nahmen Werte zwischen 85,8 und 94,3 an. Die Stimulations-
indices zeigten weder fur Anti-IgE-AntikOrper noch fur die Insektengifte eine
positive Reaktion an. Auch bei dieser Patientin liel3 sich nach einstindiger IL-3-
Inkubation eine deutliche aber unspezifische Zunahme der durchschnittlichen
CD203c-Expression fur alle Stimulantien beobachten. Die Stimulationsindices
aller vier Stimulantien (PBS, Anti-IgE-Antikorper, Bienengift, Wespengift) lagen
bei 1,0. Dagegen liel3 sich nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden fur rohes
Wespengift ein SI-Wert von 2,4 nachweisen. Fur Anti-IgE-Antikdrper und Bie-
nengiftextrakt war weder fur die 24-stliindige, noch flir eine langere IL-3-
Inkubationszeit eine Zunahme des Stimulationsindex zu verzeichnen (siehe Ta-
belle 11 und Abbildung 16).

Somit liel3 sich fur beide wespengiftallergischen Nonresponderinnen nach vor-
hergehender IL-3-Kultivierung der basophilen Granulozyten fir mindestens 24
Stunden eine moderate Zunahme des Stimulationsindex fur Wespengiftextrakt
nachweisen. Eine Zunahme des Stimulationsindex fur Anti-lgE-Antikorper war

ausschliefRlich bei Pat. Nr. 16 zu beobachten.

54



3.2 Durchflusszytometrische Untersuchung der CD203c-Expression der Basophilen

Tabelle 11: Mediane Fluoreszenzintensitdt MFI und Stimulationsindex Sl der beiden wes-
pengiftallergischen Nonresponder vor (0 Std.) und nach Inkubation der basophilen Gra-
nulozyten in IL-3-haltigem Medium (fiir 1, 24, 48, 72, 144 Std.). Als Stimulantien wurden
PBS, Anti-IgE-Antikérper (a-IgE) sowie rohes Bienen-(B) und Wespengift (W) eingesetzt (Konz.
von a-IgE, B, W: 1ug/ml). Positive Reaktionen (SI-Wert >1,3) sind in der Tabelle grau hinterlegt.

Pat. | Inkubationszeit MFI1 / Sl nach Stimulation mit
Nr. | mitIL-3 (Std.) o a-lgE = -
0 1911 /1 189,4/1 165,5/0,9 121,9/0,6
1 1065/ 1 1207,9 /1,1 1000/0,9 1263,5/1,2
16 24 729,9/1 1104 /1,5 827,9/1,1 1700,1/2,3
48 604,3 /1 1055,5/1,7 763,5/1,2 1625,3 /2,7
72 8429 /1 1129,1/1,3 805,8 /1 1770,3/2,1
144 673,2/1 1263,5/1,9 643,6 /1 1345,6/2
0 94,3/1 88.6/0,9 85,8/0,9 92,2/1
1 290,3/1 289/1 299,6 /1 302,3/1
33 24 4451 /1 463,5/ 1 457,371 1084,3/2,4
48 416,1/1 378,6/0,9 3568,7/0,9 820,5/2
72 361,9/1 476,1/1,1 339,8/0,8 873,8/2,1
144 4179/1 429,41 403,2/1 615,3/1,5
3,5
3
2,5

OPBS

2 Oa-IgE
1,5 EB
1 maw
< 1
0 . . . . .
0 1 24 48 72 144

Inkubationszeit mit IL-3 in Std.

Si

Abbildung 15: Stimulationsindex S| eines wespengiftallergischen Nonresponders (Pat.
Nr. 16) vor (0 Std.) und nach Inkubation der basophilen Granulozyten in IL-3-haltigem
Medium (fiir 1, 24, 48, 72, 144 Std.). Die Stimulation erfolgte mit PBS, Anti-IgE-Antikérper (a-
IgE), rohem Bienen- (B) und Wespengift (W).
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Abbildung 16: Stimulationsindex S| eines wespengiftallergischen Nonresponders (Pat.
Nr. 33) vor (0 Std.) und nach Inkubation der basophilen Granulozyten in IL-3-haltigem
Medium (fiir 1, 24, 48, 72, 144 Std.). Die Stimulation erfolgte mit PBS, Anti-IgE-Antikérper (a-
IgE), rohem Bienen- (B) und Wespengift (W).

Reaktion eines wespengiftallergischen Responders

Die basophilen Granulozyten eines wespengiftallergischen Responders (Pat.
Nr. 41), wurden ebenfalls in IL-3-haltigem Medium kultiviert. Nach den be-
schriebenen Inkubationszeiten wurde mit PBS, Anti-lgE-Antikbrper oder den
beiden rohen Insektengiften stimuliert und die Zellen auf ihre CD203c-

Expression untersucht.

Nach einstindiger Vorbehandlung der Zellen mit IL-3 trat fUr alle 4 Stimulantien
eine Zunahme der CD203c-Expression gegenuber den nicht vorbehandelten
Basophilen auf. Die Steigerungsraten der MFI fur PBS, Anti-IgE-Antikorper,
Bienen- und Wespengift unterschieden sich deutlich voneinander. Fir PBS
stieg die MFI von 103,2 auf 763,5 (7,4-fache Steigerung). Dagegen fuhrte die
Stimulation mit Anti-lgE-Antikérper nur zu einem Anstieg der MFI um den Faktor
1,4. Die MFI hatte ohne IL-3-Inkubation 897,7 betragen und stieg auf 1229,8.
Ein relativer Zuwachs der MFI um den Faktor 1,2 von anfanglich 1018,2 auf
1252,2 trat fur die Stimulation mit Wespengift auf. Interessanterweise liel sich
fur rohes Bienengift eine starke Zunahme der MFI von 122,4 ohne vorherige IL-
3-Behandlung auf 1218,8 nach einstundiger Vorbehandlung nachweisen. Wah-

rend die MFI der Negativkontrolle fur Inkubationszeiten 224 Stunden wieder
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3.2 Durchflusszytometrische Untersuchung der CD203c-Expression der Basophilen

sank, blieben die 1-Stunden-Werte fur Anti-lgE-Antikdrper und Wespengiftex-
trakt in etwa konstant. Bemerkenswerterweise war dies auch fur Bienengiftex-
trakt der Fall.

Fir die Werte des Stimulationsindex bedeuteten die beschriebenen Anderun-
gen der durchschnittlichen CD203c-Expression folgendes: Der Stimulationsin-
dex fur Anti-lgE-Antikérper sank vom 8,7 (ohne IL-3-Behandlung) auf 1,6 (IL-3-
Kultivierung der Zellen fir 1 Stunde). Fur langere Inkubationszeiten stieg der
Sla.ge-ak Wieder an und lag bei einer Inkubationszeit von 144 Stunden bei 3,1.
Ahnlich verhielt sich der Sl fiir Wespengift. Der Stimulationsindex fiir Bienengift
stieg interessanterweise von 1,2 (ohne IL-3-Vorbehandlung) auf Werte von 1,6
(IL-3-Kultivierung far 1 Std.), 2,5 (IL-3-Kultivierung fur 24 Std.) sowie maximal
2,8 (IL-3-Kultivierung fur 48 Std.) an (siehe Tabelle 12 und Abbildung 17).

Tabelle 12: Mediane Fluoreszenzintensitdt MFI und Stimulationsindex S| eines wespen-
giftallergischen Responders vor und nach Inkubation der basophilen Granulozyten in IL-
3-haltigem Medium. Die Stimulation erfolgte mit PBS, Anti-IgE-Antikérper (a-IgE), rohem Bie-
nen- (B) und Wespengift (W). Positive Reaktionen (SI-Wert >1,3) sind in der Tabelle grau hin-
terlegt.

Pat. | Inkubationszeit MFI / Sl nach Stimulation mit
Nr. mit IL-3 (Std.) PBS a-IgE B w
0 103,2/1 122.4 /1,2
1 763,5/1
A1 24 559,8 /1
48 459,3 /1
72 537,6 /1
144 378,61/ 1
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Abbildung 17: Stimulationsindex S| eines wespengiftallergischen Responders (Pat. Nr.
41) vor (0 Std.) und nach Inkubation der basophilen Granulozyten in IL-3-haltigem Medi-
um (fiir 1, 24, 48, 72, 144 Std.). Zur Stimulation der Basophilen wurden PBS, Anti-IgE-
Antikérper (a-IgE) sowie rohes Bienen-(B) und Wespengift (W) eingesetzt.

Reaktion der Kontrollpersonen

Bei beiden Kontrollpersonen nahm die CD203c-Expression der Basophilen
nach IL-3-Vorbehandlung der Zellen fur alle vier Stimulantien zu. Fir PBS und
die beiden Insektengifte war die prozentuale Zunahme der MFI vergleichbar
(12- bis 18,8-fache Steigerung bei Kontrolle 3 und 14,2- bis 19,8-fache Steige-
rung bei Kontrolle 4). Die Maxima wurden nach einer Inkubationszeit von 24
Stunden erreicht. Der relative Zuwachs der MFI fir PBS und die beiden Insek-
tengifte fiel deutlich hoher aus als fur Anti-IgE-Antikorper (hierunter nur 3,3-
facher Anstieg der MFI fur Kontrolle 3 und 4,2-facher Anstieg fur Kontrolle 4
nach 24-stundiger IL-3-Inkubation). Fir Kulturzeiten >24 Stunden nahm die
Stimulierbarkeit der Basophilen durch PBS, Bienen- und Wespengift wieder ab,

nicht jedoch fur Anti-IgE-Antikorper.

Der Stimulationsindex fur Anti-IgE-Antikdrper sank fur Kontrolle 3 von 8,3, fur
Kontrolle 4 von 5,4 (ohne IL-3-Behandlung) auf Werte von 2,2 bzw. 1,6 bei vor-
heriger IL-3-Kultivierung der Zellen flir 24 Stunden. Fur langere Kulturzeiten
stiegen der Sla.ge-ak Wieder an. Keine wesentlichen Veranderungen des S| trotz
IL-3-Kultivierung traten bei den Kontrollpersonen nach Stimulation mit Bienen-
oder Wespengift auf (siehe Tabelle 13 sowie Abbildung 18 und 19).
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Tabelle 13: Mediane Fluoreszenzintensitdt MFI und Stimulationsindex Sl zweier Kontroll-
personen vor und nach Inkubation der basophilen Granulozyten in IL-3-haltigem Medium.
Die Stimulation erfolgte mit PBS, Anti-IgE-Antikérper (a-IgE), rohem Bienen- (B) und Wespengift
(W). Positive Reaktionen (SI-Wert >1,3) sind in der Tabelle grau hinterlegt.

Kont. | Inkubationszeit MFI / Sl nach Stimulation mit
Nr. | mitIL-3 (Std.) s a-lgE - -
0 40/1 330,8/8,3 29,4/0,7 46,6/1,2
1 160,4 / 1 333,8/21 167 /1 171,571
3 24 500,3/1 1104 /2,2 552,3/1,1 562,3 /1,1
48 358,7/1 1134,2 /3,2 352,8/1 3429 /1
72 330,8/1 1074,6 / 3,2 399,5/1,2 366,8 /1,1
144 226,711 1065 /4,7 228,8/1 230,8/1
0 50,5/ 1 2714154 44,5/0,9 50/1
1 170 /1 346 /2 181,171 174,7 /1
4 24 716,9/1 1134,2/1,6 881,7/1,2 820,5/1,1
48 509,4 /1 850,5/1,7 593,5/1,2 509,4 /1
72 461,4 /1 889,7/1.9 577,7/1,3 495,8/1,1
144 226,7 /1 704,1 /3,1 283,9/1,3 269/1,2
35 8,3 4,7
| —

2,51 OPBS
= 21 Oa-IgE
1,5 1 EB

1 aw
B0l TR Y
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0 1 24 48 72 144
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Abbildung 18: Stimulationsindex S| einer Kontrollperson (Nr. 3) vor (0 Std.) und nach
Inkubation der basophilen Granulozyten in IL-3-haltigem Medium (fiir 1, 24, 48, 72, 144
Std.). Zur Stimulation der Basophilen wurden PBS, Anti-lgE-Antikérper (a-IgE) sowie rohes
Bienen-(B) und Wespengift (W) eingesetzt.
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Abbildung 19: Stimulationsindex Sl von Kontrollperson Nr. 4 vor (0 Std.) und nach Inku-
bation der basophilen Granulozyten in IL-3-haltigem Medium (fiir 1, 24, 48, 72, 144 Std.).
Zur Stimulation der Basophilen wurden PBS, Anti-IgE-Antikérper (a-IgE) sowie rohes Bienen-(B)
und Wespengift (W) eingesetzt.
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4 Diskussion

4.1 Diagnostische Moglichkeiten bei Insektengiftallergien

4.1.1 Standarddiagnostik

Die Erhebung der Stichanamnese mit Beurteilung der geschilderten korperli-
chen Beschwerden, intrakutane Hauttests und die Bestimmung spezifischer
IgE-Antikérper gegen die Insektengifte im Patientenserum gelten als Standard-
malinahmen zur Sicherung einer Insektengiftallergie [94, 110] und wurden auch

in dieser Studie durchgefuhrt.

Dennoch sind diese diagnostischen Mittel mit einigen Problemen behaftet, die
die Reproduzierbarkeit von Ergebnissen erschweren und nicht selten zu wider-
spruchlichen Resultaten fuhren [37, 141]. Dies war auch bei einigen der hier
untersuchten 42 Patienten der Fall (Pat. Nr. 10, 13, 31, 38, 41).

So hangen anamnestische Daten wesentlich von der Mitarbeit des Patienten,
der Qualitdt der Befragung und Erfahrung des Untersuchers ab. Einheitliche
Anamnesebogen existieren nicht, ebenso wenig wie einheitlichen Kriterien zur

Festlegung des klinischen Schweregrades einer allergischen Reaktion.

Serologische Untersuchungen lassen keine direkten Ruckschlisse auf das Vor-
liegen einer Insektengiftallergie zu, da in der Allgemeinbevolkerung ein nicht
unerheblicher Anteil seropositiver, jedoch nicht allergischer Individuen vor-
kommt [94, 106, 110, 140]. Bei negativer Serologie muss die Moglichkeit falsch-
negativer Testergebnisse in Betracht gezogen werden. Beim Vergleich serolo-
gischer Ergebnisse verschiedener Studien kommt erschwerend hinzu, dass
verschiedene serologische Testsysteme zum Einsatz kommen, die sich in ihrer

Spezifitat und Sensitivitat unterscheiden kdnnen.

Eine groRere Sicherheit bezuglich der Bestatigung einer Insektengiftallergie

bieten Hauttests. Allerdings zeigt sich im Falle von Hauttestungen eine weitere
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Problematik, insbesondere dann, wenn nicht nur Prick-Tests, sondern intraku-
tane Injektionen der Insektengifte vorgenommen werden. Der Hauttest stellt
eine Reexposition des Patienten gegenuber jenem Stoff dar, auf den er anam-
nestisch mit allergischen Symptomen reagiert hat. Im Zuge dieser diagnosti-
schen Reexposition kann es zu einer erneuten allergischen Reaktion kommen,
die auch den Schweregrad eines anaphylaktischen Schocks erreichen kann
[19, 22]. Hauttests stellen also eine potentielle Gefahr fur den Patienten dar.
Aus diesem Grund durfen Intrakutantests nur in Notfallbereitschaft durchgefuhrt
werden, was in der Regel eine stationare Aufnahme des Patienten notwendig

macht. Dies verursacht nicht unerhebliche Kosten.

4.1.2 Effektorzell-basierte In-vitro-Diagnostik

Aufgrund oben genannter Probleme in der Diagnostik von Insektengiftallergien
gibt es seit langerer Zeit Bemuhungen, objektive, reproduzierbare In-vitro-
Allergietests zu entwickeln. Dabei sind bisher Uberwiegend 2 Strategien zur Ve-
rifizierung allergischer Reaktionen verfolgt worden: (1) Messung von Mediato-
ren wie Histamin [21, 85, 137], Tryptase [87, 113] oder Leukotrien-C4 [88, 114],
die wahrend einer allergischen Reaktion aus basophilen Granulozyten oder
Mastzellen freigesetzt werden. (2) Quantifizierung von Aktivierungsmarkern, die
nach allergischer Reaktion auf der Zelloberflache basophiler Granulozyten ver-
starkt exprimiert werden [2, 31, 32, 116, 123]. Letzteres geschieht mit Hilfe
durchflusszytometrischer Methoden [115]. In der Vergangenheit beruhten meh-
rere Studien auf der Bestimmung der allergeninduzierten Hochregulation des
Basophilenmarkers CD63 [26, 75, 88, 89, 105].

Neuere Untersuchungen identifizierten das Oberflachenantigen CD203c als
geeigneteren Aktivierungsmarker basophiler Granulozyten im Rahmen allergi-
scher Reaktionen [41, 109]. CD203c kommt im Gegensatz zu CD63 im periphe-
ren Blut ausschliel3lich auf basophilen Granulozyten vor [11, 12]. Daher reicht
eine Einfachmarkierung mit Anti-CD203c-Antikdrper zur zweifelsfreien Identifi-
zierung aktivierter Basophiler aus. Dies ist fur CD63 nicht der Fall [9]. In einer
kUrzlich veroffentlichten Arbeit konnte fur 22 Insektengiftallergiker gezeigt wer-

den, dass die Stimulation basophiler Granulozyten mit Wespen- oder Bienen-
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giftextrakten zu einer signifikanten und spezifischen Zunahme der CD203c-
Expression fuhrt [109].

In dieser Studie wurde der kurzlich beschriebene Stimulationsassay [109] von
ursprunglich 70 auf 45 Minuten reduziert, um die Einsatzfahigkeit in der klini-
schen Routine zu verbessern. Als Stimulantien wurde neben den Bienen- und

Wespengiftextrakten definierte, allergene Insektengiftmolekiile eingesetzt.

4.1.3 Einsatz rekombinanter oder gereinigter Insektengiftkomponenten

In der Diagnostik von Typ-I-Reaktionen hat der Einsatz von singularen, definier-
ten Allergenen anstelle von Allergengemischen in den letzten Jahren einen im-
mer groReren Stellenwert bekommen. Zur Gewinnung der einzelnen Allergene
ist die Auftrennung eines Allergengemischs in seine Einzelkomponenten mog-
lich, wenn auch aufwendig [73, 84]. Durch die rasche Entwicklung neuer bio-
technischer Methoden bietet sich heute das Erzeugen rekombinanter Allergene
an. Sie werden nach Klonierung der entsprechenden cDNA in heterologen Sys-
temen wie E. coli, Insekten- oder Hefezellen exprimiert und anschliel3end auf-
gereinigt [23, 90, 125, 126, 128]. Auf diese Weise lassen sich grolle Mengen
eines hochreinen Allergens kostengunstig herstellen.

Mit Hilfe dieser reinen Allergene besteht die Mdglichkeit Grundlagen immunolo-
gischer Mechanismen an einzelnen, definierten Molekilen zu untersuchen [8,
131]. Dies betrifft die Klarung der raumlichen Struktur von Allergenen [82, 120],
Studien Uber Allergen-Antikorper-Interaktionen und die Charakterisierung von
B- und T-Zell-Epitopen auf Allergenmolekulen [20, 70, 86, 127, 129]. Derartige
Untersuchungen haben unter anderem ein besseres Verstandnis von Kreuzre-
aktionen zwischen verschiedenen Allergenen ermaoglicht [36, 52, 71, 80]. Ande-
rerseits lieen sich neue Allergenkonstrukte fur therapeutische Zwecke entwi-
ckeln. Solche Molekule besitzen eine reduzierte Affinitdt zu IgE-Antikorpern.
Ihre T-Zell-Epitope sind jedoch unverandert. Im Rahmen einer Hyposensibilisie-
rungstherapie flhrt die Interaktion der Allergenkonstrukte mit kérpereigenen T-
Lymphozyten zur erwinschten Immunmodulation im Sinne einer T-Zell-Anergie
[28, 69, 95, 100, 108, 133, 135, 136]. Gleichzeitig besteht bei der Hyposensibili-
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sierung ein geringeres Risiko eine IgE-Antikdrper-vermittelte allergische Reakti-
on auszulésen. Derartig veranderte Allergene eignen sich hervorragend fur den

zukunftigen Einsatz in der Hyposensibilisierungstherapie.

Auch in der klinischen Diagnostik von Typ-I-Allergien finden rekombinante Al-
lergene bereits Anwendung und sind dabei, bisher verwendete Allergenextrakte
zu verdrangen. Die Grinde hierflr sind einleuchtend. Allergenzubereitungen
sind oftmals komplexe Stoffgemische, die aus Naturstoffen extrahiert werden.
Die Zusammensetzung des Extraktes ist stark vom Ausgangsmaterial wie auch
von der Art der Allergengewinnung abhangig, so dass die Konzentration der
einzelnen Allergene im Endprodukt erheblich schwanken kann. Verunreinigun-
gen stellen ein weiteres Problem von Allergenextrakten dar. Dies beeinflusst die
Reproduzierbarkeit von Ergebnissen und macht es oftmals schwierig, Ergebnis-
se, die unter Verwendung von Allergenextrakten verschiedener Hersteller ge-

wonnen wurden, miteinander zu vergleichen [99].

Im Falle von Insektengiften sind gut standardisierte Allergenzubereitungen er-
haltlich [3], was nicht zuletzt auf die Uberschaubare Anzahl der enthaltenen Al-
lergene und die relativ einfache Giftgewinnung zurlckzufiuhren ist. Trotzdem
sind auch hier standige Kontrollen der Giftzusammensetzung erforderlich, um
variable Konzentrationen der Einzelkomponenten zu berucksichtigen [103, 104]
und Giftsackverunreinigungen auszuschlieen [97]. Insektengifte enthalten Pro-
teasen, die in der Lage sind, die enthaltenen Allergenproteine zu degradieren,
was die Haltbarkeit des Allergengemisches beeintrachtigt [27, 84]. Ein weiterer
naturlicher Inhaltsstoff des Wespen- und Bienengiftes ist Histamin. Bei Haut-
tests wurden dadurch nach Injektion hoherer Giftkonzentrationen histaminindu-

zierte, falsch-positive Reaktionen beobachtet [7, 34].

Der Einsatz singularer, rekombinanter oder gereinigter Allergene macht es
maglich, fur jeden untersuchten Patienten genau jene Allergenmolekilen fest-
zustellen, gegen welche eine Sensibilisierung vorliegt. Es lassen sich individuel-
le Sensibilisierungsmuster bestimmen [46, 60, 132]. Sie dienen als Grundlage
einer auf den einzelnen Patienten zugeschnittenen Hyposensibilisierungsthera-

pie. Eine Exposition des Patienten gegenuber nicht relevanten Substanzen in
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Allergenextrakten wird vermieden. Fur den zuklnftigen Einsatz einer spezifi-
schen Immuntherapie (SIT) mit hypoallergenen Allergenvarianten oder spezifi-
schen T-Zell-Epitopen stellt die vorherige, exakte Bestimmung der individuellen

Sensibilisierungsmuster eine wichtige Voraussetzung dar.

Etliche der oben angefihrten Punkte betreffen auch In-vitro-Untersuchungen
der basophilen Granulozyten, wie den hier durchgefihrten CD203c-Test, so
dass es sinnvoll erscheint, in Zukunft auch auf diesem Gebiet definierte Aller-
genmolekile einzusetzen. Bei der Anwendung rekombinanter Allergene flr
Hauttests besteht ein theoretisches Risiko, DNA des Expressionssystems oder
Endotoxine auf den Patienten zu Ubertragen [64]. Aus diesem Grund sind re-
kombinante Allergene fur Hauttestungen in Deutschland gegenwartig noch nicht
zugelassen. Dieses Problem tritt bei dem hier eingesetzten In-vitro-Test nicht
auf, so dass sein Klinischer Einsatz auch vor diesem Hintergrund sinnvoll er-
scheint. Rekombinante Allergene kénnen zukinftig flr verschiedene Verfahren
der Allergiediagnostik, also serologische Untersuchungen, Hauttests und Effek-
torzell-basierte Methoden eingesetzt werden. Dies wird zu einer héheren Korre-
lation der Ergebnisse verschiedener Testmethoden und zu einer erheblichen

Verbesserung der Diagnostik beitragen [17, 43, 44].

4.1.4 Kultivierung von Nonresponder-Basophilen in IL3-haltigem Medium

Die Menge freigesetzten Histamins aus den basophilen Granulozyten nach IgE-
Rezeptor-Quervernetzung weist eine grofde interindividuelle Variabilitat auf [78,
83]. Bei 8 bis 20% der untersuchten Normalbevodlkerung, aber auch bei Patien-
ten mit einer Typ-I-Allergie fehlt die Histamin-Freisetzung aus den Basophilen
nach Stimulation mit Anti-lgE-Antikérper ganzlich [57, 76, 101]. Sie wurden als
Nonreleaser oder auch Nonresponder klassifiziert. In diesen Fallen findet sich
auch keine durch Anti-IgE-Antikorper oder Allergene vermittelte Hochregulation

von granulaassoziierten Molekulen wie CD63 und CD203c [109].

Fir die In-vitro-Diagnostik allergischer Sofortreaktionen stellen diese Non-
responder ein besonderes Problem dar, da sich bei ihnen die beschriebenen

Strategien der Effektorzell-basierten Diagnostik nicht verfolgen lassen.
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Als Ursache des Nonresponder-Status liel3 sich weder eine zu geringere Ober-
flachendichte der basophilen Granulozyten an FceRI-Rezeptoren noch eine
strukturelle Veranderung der Rezeptoren nachweisen [76, 101]. Daher wurde
angenommen, dass sich der Ort des Defektes in der Signalkaskade befindet,
die dem FceRI-Rezeptor nachgeschaltet ist. Diese Signalkaskade beinhaltet
unter anderem eine friihe Aktivierung der Tyrosinkinasen Lyn und Sky unmittel-
bar nach der Quervernetzung der IgE-Rezeptoren durch Anti-IgE-Antikorper
oder Allergenmolekule [5, 65]. Kepley et al. konnten zeigen, dass den basophi-
len Granulozyten von Nonrespondern die Tyrosinkinase Sky fehlt und daher
keine Aktivierung Uber die FceRI-Rezeptor-Signalkaskade maoglich ist [66]. Eine
gleichzeitige Sky-Defizienz der B-Lymphozyten, Eosinophilen und Neutrophilen
fanden sie nicht und vermuteten daher, dass auch die Mastzellen der Non-
responder dieses Enzym in ausreichender Menge exprimieren. Die Autoren er-
klarten dadurch, warum Nonresponder Uberhaupt eine Allergie vom Soforttyp

entwickeln und positive Reaktionen in Hauttests zeigen konnen.

Nonresponder-Basophile lassen sich unter entsprechender Behandlung in
Responder-Basophile umwandeln. Die Kultivierung dieser Zellen in IL-3-
haltigem Medium flr 7 Tage fuhrt zu einer verstarkten Expression von Lyn und
Sky, die Fahigkeit Histamin-Freizusetzen wird partiell wiederhergestellt [66,
139]. Dieses Vorgehen bietet einen moglichen Ansatz zur Beseitigung der
.Nonresponder-Problematik® im Einsatz von In-vitro-Allergietests. Daher wurde
in dieser Arbeit der Effekt einer IL-3-Vorbehandlung auf die Hochregulierbarkeit

von CD203c exemplarisch an den Basophilen zweier Nonresponder untersucht.
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4.2 Diskussion der Ergebnisse der Studie

4.2.1 CD203c-Expression der basophilen Granulozyten vor Allergen-

stimulation

Die mediane Fluoreszenzintensitat MFlpgs der nicht aktivierten, PBS-
behandelten 97A6-positiven Zellen wies innerhalb aller 3 Allergikergruppen und
auch innerhalb der Gruppe der Kontrollpersonen eine starke Streuung auf. Dies
spricht dafur, dass bereits im nicht aktivierten Zustand grofRe interindividuelle
Unterschiede in der CD203c-Expression der basophilen Granulozyten beste-
hen. Um festzustellen, ob sich eines der vier untersuchten Kollektive in der
durchschnittlichen CD203c-Expression von den anderen unterscheidet, wurde
fur jede Gruppe der geometrische Mittelwert der MFlpgs ermittelt. Die geometri-
schen Mittelwerte der vier Gruppen wurden miteinander verglichen. Der Ver-
gleich erbrachte keinen Unterschied in der durchschnittiche CD203c-
Expression der ,ruhenden® Basophilen zwischen den 3 Allergikergruppen und
den Kontrollpersonen. Die Hohe der CD203c-Expression der nicht aktivierten
basophilen Granulozyten eines Individuums scheint somit individuell und unab-

hangig vom Allergiestatus und der Art der Allergie zu sein.

4.2.2 CD203c-Expression der basophilen Granulozyten nach Allergen-

stimulation

Die modifizierte Variante unseres kurzlich beschriebenen Stimulationsassays
erwies sich als sensitiver und spezifischer Test. Die Ergebnisse der In-vitro-
Untersuchungen stimmten in der Uberwiegenden Zahl der Falle mit denen der
Standarddiagnostik Uberein. Bei 5/5 Bienengiftallergikern, 23/27 Wespengiftal-
lergikern und 7/9 bienen- und wespengiftallergischen Patienten liel3 sich nach
Stimulation der basophilen Granulozyten mit den herkdmmlichen Bienen- und
Wespengiftextrakten die Allergiediagnose bestatigen. Im Falle der vier Wes-
pengiftallergiker ohne adaquate Reaktion auf rohes Wespengift handelte es
sich um Nonresponder. Sie reagierten eben so wenig auf Anti-lgE-Antikoérper

oder eines der anderen eingesetzten Allergene. Bei den beiden bienen- und
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wespengiftallergischen Patienten, die nur auf Wespengift- nicht aber auf Bie-
nengiftextrakt reagiert hatten, lie3 sich die Diagnose unter Berlcksichtigung der

Testergebnisse der einzelnen Bienengiftproteine bestatigen.

Bei Patientin Nr. 38 war das In-vitro-Testverfahren von besonderem diagnosti-
schem Wert. Bei ihr wies nur die Befragung auf eine schwere Wespengiftaller-
gie (Grad IV nach Mueller) hin, die Hauttests und die Serologie fielen flir beide
Insektengifte negativ aus. Die In-vitro-Stimulation mit Wespengiftextrakt (und
den einzelnen Wespengiftproteinen) fuhrte zu einer Erhdhung der CD203c-
Expression der Basophilen und stitzte so den Verdacht einer Wespengiftaller-
gie. Bei der Patientin wurde daraufhin eine Hyposensibilisierungstherapie mit

Wespengift durchgefuhrt.

Leider lield sich kein statistischer Zusammenhang zwischen der Hohe des Sti-
mulationsindex und dem klinischen Schweregrad der allergischen Reaktion
(Mueller-Grad) feststellen. Gleiches gilt fir die Korrelationsuntersuchungen von
Stimulationsindex und serologischen Ergebnissen (CAP-RAST-Klasse) und
Stimulationsindex und Hauttestergebnissen. Hierzu muss angemerkt werden,
dass die Aussagekraft dieser Ergebnisse, wegen der geringen Fallzahlen in den
Gruppen der Bienengiftallergiker und der Bienen- und Wespengiftallergiker,

eingeschrankt ist.

Die Stimulation mit definierten Insektengiftallergenen flhrte, die Nonresponder
ausgenommen, bei allen Ubrigen 37 insektengiftallergischen Patienten zu einer
positiven Reaktion auf mindestens eine Giftkomponente. Innerhalb der 3 Aller-
gikergruppen fanden sich hauptsachlich positive Reaktionen auf die Komponen-
te/n des/ der Gifte/s, die gemal der Allergiediagnose zu erwarten waren. Das
heilt die Bienengiftallergiker zeigten eine Hochregulation der CD203c-
Expression auf Bienengiftproteine, die Wespengiftallergiker auf die Komponen-
ten des Wespengiftes und die Bienen- und Wespengiftallergiker auf definierte
Allergene beider Gifte.

Bei den eingesetzten Bienengiftkomponenten waren am haufigsten positive
Reaktionen auf die Bienenhyaluronidase (Api m2), am zweithaufigsten auf die

Bienenphospholipase (Api m1) nachzuweisen. Diese Befunde stimmen mit Un-
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tersuchungen anderer Autoren Uberein, die beide Molekile fir Hauptallergene
des Bienengiftes halten [74, 124]. Bei den untersuchten Personen fand sich
keine einzige positive Reaktion auf Melittin. Dies mag Ausdruck dafur sein, dass
diesem Bienengiftpeptid nur eine geringe allergene Potenz zugeschrieben wird
[73]. Allerdings kann auch nicht ausgeschlossen werden, dass die Melittin-
Molekule bereits von Beginn an keine allergene Wirksamkeit besallen. Dies
konnte am ehesten durch Veranderungen der Molekulstruktur wahrend des
Herstellungsprozesses des Melittin erklart werden. Uber 90% der allergenspezi-
fischen IgE-Antikdrper richten sich gegen Epitope, die erst durch Faltung der
Proteine/ Peptide in eine dreidimensionale Konfiguration entstehen [74]. Daher
fuhrt der Verlust der Tertiarstruktur eines Allergenmolekuls meist auch zum Ver-

lust seiner allergenen Wirkung.

Positive Reaktionen auf alle drei verwendeten Wespengiftproteine wurden hau-
fig beobachtet, wobei sich die Anzahl positiver Reaktionen auf die drei Kompo-
nenten nur unwesentlich voneinander unterschied. Auch diese Ergebnisse de-
cken sich mit Angaben aus der Literatur. Alle drei Komponenten werden dort als

Hauptallergene des Wespengiftes beschieben [74].

Einen interessanten Befund zeigten drei bienengiftallergische Patienten. Sie
wiesen eine positive Reaktion auf Wespenhyaluronidase auf, ohne dass eine
Sensibilisierung gegenuber rohem Wespengift nachweisbar war. Fir diese drei
Patienten liel3 sich gleichzeitig eine positive Reaktion auf die homologe Bienen-
hyaluronidase (Api m2) verzeichnen. Entsprechend fanden sich unter den Wes-
pengiftallergikern drei Patienten, die neben einer Erhohung der CD203c-
Expression auf die Wespenhyaluronidase (Ves v2) eine positive Reaktion auf
die Bienenhyaluronidase (Api m2) zeigten. Auch hier war die Reaktion auf ro-
hes Bienengift negativ ausgefallen. Diese Beobachtungen deuten auf eine
Kreuzsensibilisierung der Patienten gegen die Hyaluronidasen der Biene und
der Wespe hin. Bei den beiden Hyaluronidasen handelt es sich um die einzigen
homologen Allergene der beiden Insektengifte. Sie weisen eine Ubereinstim-
mung der Aminosauresequenz von etwa 55% auf (vgl. Kap. 1.2.3). Aus diesem
Grund wurden diese Ergebnisse als Kreuzreaktionen Hyaluronidase-

spezifischer IgE-Antikorper gewertet [111, 112, 138].
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FuUr die in dieser Arbeit mituntersuchten Allergene der Papierwespe Phospholi-
pase A; (Pol a1) und Hyaluronidase (Pol a2) besteht eine Ubereinstimmung der
Aminosauresquenzen zu den homologen Proteinen der Wespe (Vespula vulga-
ris) von etwa 55% bzw. 70%. Unter den 27 Wespengiftallergikern fanden sich 3
Patienten, die positiv auf Pol a1 und vier weitere, die auf Pol a2 reagierten. Bei
den 9 Bienen- und Wespengiftallergikern waren zwei weitere positive Reaktio-
nen auf die Hyaluronidase der Papierwespe Pol a2 zu verzeichnen. King et al.
berichteten Uber den Nachweis kreuzreagierender Antikorper fur diese Proteine
[74]. Aufgrund dieser Beobachtungen und der geringen Verbreitung der Pa-
pierwespe in unseren Breiten, ist auch in diesen Fallen eher von kreuzreagie-
renden Antikdrpern gegen homologe Allergenmolekule, als von einer doppelten

Sensilisierung durch Stiche beider Insektenarten auszugehen.

Platz et al. demonstrierten, dass die Hochregulierbarkeit der CD203c-
Expression bei allergischen Patienten von der Dosis des eingesetzten Allergens
abhangig ist. Unterhalb einer Konzentration von 107 pug/ml ist hiernach nicht mit
einer Zunahme von CD203c zu rechnen [109]. Diese Beobachtung kénnte der
Grund dafur sein, dass sich Kreuzreaktionen durch den Einsatz reiner und da-
her hoher konzentrierter Einzelkomponenten erkennen lassen, wohingegen sie
nach Stimulation mit einem Insektengiftgemisch, das die einzelnen Giftbestand-

teile in niedrigeren Konzentrationen enthalt, verborgen bleiben.

4.2.3 Allergeninduzierte Hochregulierung der CD203c-Expression nach
vorhergehender Kultivierung der Basophilen in IL-3-haltigem

Medium

In dieser Arbeit wurde der Effekt von IL-3 auf die CD203c-Expression basophi-
ler Granulozyten zweier wespengiftallergischer Nonresponder untersucht. Zum
Vergleich wurden die Basophilen eines wespengiftallergischen Responders und
zweier Kontrollpersonen der Inkubation mit IL-3 unterzogen und auf ihre

CD203c-Expression untersucht.

Verschiedene Studien zur Wirkung von IL-3 auf basophile Granulozyten zeigten

eine erhohte Aktivierbarkeit dieser Zellen auf diverse Stimuli (a-lgE-Ak, Kom-
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plement C5a und C3a, PAF, u.a.) und eine gesteigerte Histamin-Freisetzung
und Leukotrien-Produktion nach ,IL-3-Priming® [6, 47, 81, 102, 130]. Unsere
Daten zur Wirkung von IL-3 auf die CD203c-Expression demonstrieren, dass IL-
3 selbst in der Lage zu sein scheint, eine von zusatzlichen Stimuli (wie Anti-IgE-
Antikoérper/ Allergen) unabhangige Hochregulation des Oberflachenmarkers
CD203c auf Basophilen zu bewirken. Dies konnte bei alle untersuchten Indivi-
duen festgestellt werden. Die IL-3-induzierte Erhdhung der CD203c-Expression
war bei Respondern in der Lage, spezifische, Anti-IgE-Antikorper-/ Allergen-
induzierte Effekte zu Uberdecken. Dieser Effekt wurde vor allem fur die kurze IL-
3-Inkubatioszeit von einer Stunde beobachtet. Fir Responder bedeutet dies
zunachst einen Abfall des Stimulationsindex fur spezifische Stimuli. Fur langere
Inkubationszeiten (=24 Std.) trat die unspezifische CD203c-Erhdhung wieder in
den Hintergrund, die Stimulationsindices flr spezifische Stimuli stiegen bei den
Respondern erneut an. Fir beide wespengiftallergischen Nonresponder wurde
nach Inkubation der Basophilen mit IL-3 fur Intervalle 224 Stunden eine wes-
pengiftspezifische Hochregulation von CD203c gesehen. Bei einem Non-
responder registrierten wir nach IL-3-Vorbehandlung zusatzlich eine positive
Reaktion (SI>1,3) auf Anti-IgE-Antikérper. In der Literatur fanden sich zwei Ar-
beiten, die nachwiesen, dass die Inkubation von Nonresponder-Basophilen in
IL-3-haltigem Medium die Fahigkeit der Zellen zur Histamin-Freisetzung partiell
wiederherstellt [66, 140]. Die vorliegenden Daten deuten darauf hin, dass IL-3
bei Nonresponder-Basophilen auch die allergenspezifische Hochregulierung
von CD203c wiederherzustellen vermag. Bei nachgewiesenem direktem Zu-
sammenhang der Histamin-Freisetzung aus Basophilen und der CD203c-
Hochregulation auf ihrer Zelloberflache [109] sind diese Beobachtungen ein-
leuchtend. Interessanterweise zeigten die Basophilen des wespengiftallergi-
schen Responders nach IL-3-Behandlung auch eine positive Reaktion auf Bie-
nengift (S1>1,3). Vor IL-3-Inkubation war keine Reaktion auf Bienengiftextrakt,
wohl aber auf das Bienengiftprotein Hyaluronidase (Api m2) nachweisbar ge-

wesen.

Moglicherweise senkt eine IL-3-Vorbehandlung die oben erwahnte Schwellen-

konzentration eines Allergens, welche erreicht werden muss, um eine signifi-
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kante Erhéhung der CD203c-Expression auszulésen. Dies wirde erklaren, wa-
rum nach IL-3-Inkubation auch das Bienengiftgemisch mit seiner relativ niedri-
gen Konzentration an Bienenhyaluronidase eine Erhohung von CD203c bewir-

ken kann.

Aufgrund der geringen Fallzahl ist die Aussagekraft der Daten zu den Non-
respondern eingeschrankt. Hier missen weitere Untersuchungen folgen. Den-
noch zeigen sie eine mogliche Losung des ,Nonresponder-Problems® der In-
vitro-Allergietests auf. Sollten sich die oben beschriebenen Beobachtungen zu-
klnftig bestatigen, ist folgernder Testablauf denkbar: Nach der Blutenthahme
werden zwei Blutproben zurlickgestellt. Mit Hilfe der ersten Probe wird der
schnelle In-vitro-Test durchgefuhrt. In diesem Schritt konnen alle Responder
erfasst werden. Wird im ersten Schritt entdeckt, dass es sich um einen Non-
responder handelt, so wird die zweite Probe Uber Nacht mit IL-3 inkubiert und

steht am nachsten Tag zur erneuten Analyse zur Verfliigung.

Zusammenfassend handelt es sich bei dem beschriebenen Testverfahren um
einen einfachen, kostengunstigen und schnellen In-Vitro-Allergietest, der im

Gegensatz zu Hauttests keine Gefahrdung fur den Patienten darstellt.

In der hier durchgefuhrten Studie war er in der Uberwiegenden Zahl der Falle
geeignet, die mit Hilfe von Anamnese, RAST und Hauttestungen gestellte Diag-
nose einer Bienen- und/ oder Wespengiftallergie zu bestatigen. Fir Patienten,
bei denen Hauttests und RAST eine anamnestische Insektengiftallergie nicht
sichern konnten oder widersprichlich ausfielen, konnte der CD203c-Test wert-

volle Zusatzinformationen liefern.

Durch zusatzliche Verwendung definierter, rekombinanter oder gereinigter Bie-
nen- und Wespengiftallergene war eine Allergiediagnostik auf molekularer Ebe-
ne moglich. Fur jeden untersuchten Patienten liel3 sich das individuelle Muster
der Sensibilisierung auf einzelne Giftbestandteile bestimmen. Solche Muster
konnen Grundlage einer anschlieenden Hyposensibilisierung mit Einzelkom-
ponenten, zukinftig auch mit hypoallergenen Allergenkonstrukten oder T-Zell-

Epitopen sein.
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Fir zwei wespengiftallergische Nonresponder liel3 sich eine durch Wespengift
induzierbare, spezifische Hochregulation der CD203c-Expression beobachten,
nachdem ihre Basophilen zuvor fur mindestens 24 Stunden in IL-3-haltigem
Medium kultiviert worden waren. Dieses Verfahren scheint eine Moglichkeit
darzustellen, auch Nonresponder der In-vitro-Allergiediagnostik zuganglich zu

machen.
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5 Zusammenfassung

Einleitung: Der Einsatz definierter Einzelallergene anstelle von Allergenextrak-
ten hat in der Diagnostik von IgE-Antikdrper-vermittelten Soforttypallergien zu-
nehmend an Bedeutung gewonnen. Die Gifte der Biene (Apis mellifera) und der
Wespe (Vespula vulgaris) enthalten zahlreiche verschiedene Einzelkomponen-
ten. Eine allergene Wirkung ist vor allem fur die hochmolekularen Proteine der
Insektengifte bekannt. Um die Sensibilisierung gegenuber definierten Bienen-
und Wespengiftallergenen zu untersuchen, wurde in dieser Studie ein kirzlich
beschriebener In-vitro-Allergietest verwendet und weiterentwickelt. Er basiert
auf der Allergen-induzierten Hochregulierung der CD203c-Expression auf ba-

sophilen Granulozyten.

Patienten und Methoden: Vollblutproben von 41 Patienten mit Verdacht auf
Bienen- und/ oder Wespengiftallergie sowie von 9 Kontrollpersonen wurden mit
den gereinigten Bienengiftallergenen Phospholipase A, (Api m1), Hyaluronida-
se (Api m2) und Melittin (Api m4) oder den gereinigten Wespengiftallergenen
Phospholipase A; (Ves v1), Hyaluronidase (Ves v2) und rekombinantem Anti-
gen 5 (Ves v5) stimuliert. Zusatzlich wurden zwei gereinigte Allergene der Pa-
pierwespe sowie herkommliches Bienen- und Wespengiftextrakt eingesetzt.
PBS diente als Negativ-, Anti-lgE-Antikorper als Positivkontrolle. Die CD203c-
Expression der basophilen Granulozyten wurde mit Hilfe des fluorochrommar-
kierten, CD203c-spezifischen Antikérpers 97A6-PE durchflusszytometrisch ana-
lysiert. Die Ergebnisse des In-vitro-Allergietests wurden mit jenen der Stan-
darddiagnostik (Evaluation der Anamnese, Bestimmung spezifischer IgE-
Antikorper, Intrakutantests) verglichen. Zusatzlich wurden die Basophilen zwei-
er wespengiftallergischer Nonresponder, vor Allergenstimulation in Interleukin-
3-haltigem Medium kultiviert und anschlieRend auf ihre CD203c-Expression
untersucht. Als Kontrollen dienten ein wespengiftallergischer Responder und

zwei nichtallergische Kontrollpersonen.
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5 Zusammenfassung

Ergebnisse: Mit Hilfe des modifizierten In-vitro-Allergietest lie sich fur 37/41
Patienten die Diagnose der Standardverfahren bestatigen. Unter den Wespen-
giftallergikern fanden sich 4 Nonresponder, deren Basophile nach Stimulation
mit Allergen/ Anti-IgE-Antikorper nicht in der Lage waren, CD203c hochzuregu-
lieren. Durch Verwendung definierter Allergenmolekile war es mdglich, fur je-
den untersuchten Patienten das individuelle Muster der Sensibilisierung auf
einzelne Giftbestandteile zu bestimmen. 28 der 36 untersuchten Patienten mit
einer Wespengiftallergie zeigten eine Hochregulierung von CD203c auf Ves v5,
26 dieser Patienten reagierten mit Ves v2, 23 mit Ves v1. Unter den 14 Patien-
ten mit Bienengiftallergie traten 9 positive Reaktionen auf Api m1 und 14 auf Api
m2 auf. Keiner dieser Patienten reagierte auf Api m4. Fur 3 Bienengiftallergiker
und 3 Wespengiftallergiker zeigten sich kreuzreagierende IgE-Antikorper gegen
die homologen Hyaluronidasen beider Insektengifte, die unter Einsatz der In-
sektengiftextrakte verborgen geblieben waren. Kreuzreaktionen traten auch bei
einigen wespengiftallergischen Patienten fur die Phospholipasen und Hyaluro-
nidasen der Wespe und der Papierwespe auf. Eine mit Hilfe der Standarddia-
gnostik gestellte Wespengiftallergie konnte bei zwei Nonrespondern im In-vitro-
Test nachvollzogen werden, nachdem ihre Basophilen zuvor mit Interleukin-3
behandelt worden waren. Sie hatten vor Inkubation mit IL-3 keine durch Wes-

pengift induzierbare Hochregulation der CD203c-Expression gezeigt.

Diskussion: Die durchflusszytometrische Bestimmung der Allergen-induzierten
Hochregulierung der CD203c-Expression auf basophilen Granulozyten stellt
einen einfachen, schnellen und wenig invasiven In-vitro-Allergietest dar. Mit Hil-
fe definierter Allergenmolekile ist es mdglich, flr jeden untersuchten Patienten
das individuelle Sensibilisierungmuster gegen einzelne Giftbestandteile zu er-
mitteln. FUr Nonresponder-Individuen scheint die vorherige Kultivierung der Ba-
sophilen in IL-3-haltigem Medium eine Mdglichkeit darzustellen, die spezifische
Hochregulierbarkeit von CD203c wiederherzustellen. Mit Hilfe dieses Verfah-
rens konnen auch Nonresponder-Patienten dem CD203c-Test zuganglich ge-

macht werden.
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6 Anhang

6.1 Verzeichnis der verwendeten Abkirzungen und Einheiten

Ak Antikorper

Api m1 Phosphlipase A, des Bienengiftes

Api m2 Hyaluronidase des Bienengiftes

Api m4 Melittin

BSA Bovine Serum Albumin

CD Cluster of Differentiation

EDTA Ethylene Diamine Tetraacetic Acid
E-NPP3 Ectonucleotid-Pyrophosphatase/ Phosphodiesterase 3
FACS Fluorescence Activated Cell Sorter
FITC Fluorescein Isothiocyanate

FL1,2,3 Fluoreszenz 1, 2, 3

FSC Forward Scatter

Ig Immunglobulin

kDa Kilodalton

kU/I Kilounits/ Liter

IL Interleukin

LT Leukotrien

MFI Mediane Fluoreszenzintensitat

MoAk Monoklonaler Antikorper

MW Mittelwert

PBS Phosphate Buffered Saline

PE Phycoerythrin

Pol a1 Phospholipase A1 des Papierwespengiftes
Pol a2 Hyaluronidase des Papierwespengiftes
RAST Radio-Allergo-Sorbent-Test

SD Standardabweichung
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6 Anhang

Sl Stimulationsindex

SSC Side Scatter

Std. Stunden

Ves v1 Phospholipase A1 des Wespengiftes
Ves v2 Hyaluronidase des Wespengiftes
Ves vb Antigen 5
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