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Zusammenfassung
Die prognostische Wertigkeit des Immunoblot im Rahmen der Allergiediagnostik
Radermacher, Yvonne

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, anhand des Verhiltnisses der sIgE- und sIgGs-
Allergenbanden im Immunoblot eine prognostische Aussagekraft beziiglich der Reakti-
on auf einen Insektenstich zu evaluieren. Hierbei wurden zwei Studienkollektive unter-
sucht. Der Westernblot wurde anhand der Seren von 38 Probanden, die aufgrund beruf-
licher Exposition gehduft von Bienen gestochen wurden sowie 19 Wespengiftallergi-
kern, die sich unter IT einer Insektenstichprovokation unterzogen, evaluiert. Hierzu
wurden die Seren der Probanden zu unterschiedlichen Zeitpunkten hinsichtlich ihrer
sIgE- und sIgGy-Reaktivitit im Westernblot hin untersucht. Verwendet wurden Wes-
tern-Blot-Streifen mit aufgetrenntem Bienen- und Wespengift der Firma DPC Biermann
(Bad Nauheim).

Die Intensitét der spezifischen Blotreaktionen wurde zum einen rein optisch und ohne
Kenntnis der klinischen Reaktion sowie zum anderen semiquantitativ-optisch mittels
der Software QuantiScan der Firma Biosoft (Campridge, UK) bestimmt. Im Vergleich
der beiden unterschiedlichen Auswertungsmethoden ergaben sich keine Unterschiede,
so dass fiir die weitere statistische Auswertung keine Differenzierung zwischen den
beiden Verfahren vorgenommen wurde. Die sIgE-bindenden Allergenbanden auf den
Immunoblotstreifen wurden zur weiteren diagnostischen Auswertung mit den korres-
pondierenden slgGs-Banden verglichen. Hierbei wurden ,,vollstindige® von ,,unvoll-
stindigen* Bandenmustern unterschieden. Ein ,,unvollstindiges* Bandenmuster bestand
bei einem isolierten Mangel an sIgGs-Reaktivitdt gegen mindestens ein Allergen, gegen
das sIgE-Antikorper nachgewiesen werden konnten. Dieses wurde bereits in der Ver-
gangenheit als prognostisches Kriterium eines fehlenden immunologischen Schutzes
gegeniiber einem Hymenopterenstich gewertet (OLLERT et al. 2002, JEEP et al. 1996).

In unserer Studie konnte gezeigt werden, dass die Sensitivitit fiir die Vorhersage einer
anaphylaktischen Reaktion nach einem Insektenstich in der Gruppe der Imker nur bei
449% lag. Wesentlich schlechter fiel das Ergebnis bei den Patienten mit Wespengiftaller-
gie aus. Hier konnte mit dem Western-Blot kein anaphylaktisches Ereignis in der Stich-
provokation vorhergesagt werden. Daraus lésst sich schlu3folgern, dass der Immunoblot
keine Aussage beziiglich einer allergischen Reaktion auf einen zukiinftigen Insekten-
stich ermoglicht. Folglich ist der Test im Rahmen einer Insektengifthyposensibilisie-
rung zur Uberpriifung des Behandlungserfolges nicht sinnvoll.
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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Bienen- und Wespengiftallergie

1.1.1 Entomologie (Insektenkunde)

In Deutschland kommen etwa 30 soziale Arten der Apinae (Bienen) und elf soziale Ver-
treter der Polistinae (Feldwespen) oder Vespinae (Wespen), die in die Gruppe der Hy-
menopteren (Hautfliigler) gehoren, als Ausloser von Insektengiftallergien in Frage
(MAuss 2003). Der Grofiteil der allergischen Reaktionen wird iiberwiegend durch Sti-
che der Honigbiene (Apis mellifera; im Folgenden als Biene bezeichnet) oder bestimm-
te Faltenwespen (Vespula vulgaris, Vespula germanica; im Folgenden als Wespen be-
zeichnet) verursacht. Selten fithren Stiche anderer Hymenopteren wie Hummeln (Bom-
bus spp.), andere Faltenwespen (Dolichovespula spp.) oder Hornissen (Vespa crabro) zu

allergischen Stichreaktionen (WILSON et al. 2001b).

Den Hymenopteren ist dabei der Besitz eines Giftstachels gemeinsam (KULIKE et al.
1986, MASCHWITZ et al. 1971), der urspriinglich dazu diente, Beutetiere zu 1ihmen oder
Feinde abzuwehren. Bei abgeleiteten Gruppen, wie z.B. den Bienen oder den sozialen
Faltenwespen, wird der Stachel nur noch im Zusammenhang mit dem Abwehrverhalten
eingesetzt (KULIKE et al. 1986). Das fiir den Menschen vergleichsweise hohe Gefahren-
potential dieser Insekten ergibt sich aus der hohen Populationsdichte sowie dem beson-

deren Verhalten zur Nestverteidigung.

Eine Hiufung der Stichereignisse in den Monaten Juli bis September erklért sich aus
dem Flugverhalten der Insekten. Die meisten Arten der Faltenwespen erscheinen Ende
April, manche erst Anfang Mai aus der Uberwinterung. Die Faltenwespen werden ge-
mil ihres Koloniezyklus in ,,Kurzzykler* (Polistes, Dolichovespula, Vespula rufa) so-
wie ,,Langzykler (Vespa germanica, Vespa vulgaris, Vespa crabro) unterteilt. Die ma-
ximale Abundanz, d.h. die hochste Populationsdichte der Kurzzykler, ldsst sich schon
Ende Juli/Anfang August verzeichnen, die der Langzykler erst ab Anfang September.
Die Flugzeit der Honigbiene erstreckt sich iiber die gesamte Vegetationsperiode, von
der Zeit der Weidenbliite (meist Ende Februar) bis Anfang Oktober. Die Schwarmbil-

dung erfolgt im Friihjahr, insbesondere im Zeitraum Mai/Juni. Die Abundanz der Ho-
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nigbiene ist meist sehr hoch (MULLER et al. 1997), da in Folge der Imkerei oftmals gro-
Bere Volkerdichten vorhanden sind und die Staaten sehr individuenreich sind (MAUSS

2003).

Ein Uberblick iiber die systematische Einteilung einiger Hymenopteren gibt Tabelle 1

wieder.
Familie Unterfamilie Gattung Art
Apidae Apis A.mellifera (Honigbiene)
Bombus (Hummel) B. spp.
Vespidae Vespinae Vespa (Papierwespe) V. crabro (Hornisse)
(Faltenwespe) Vespula (Kurzkopfwespe) V. germanica
V. vulgaris
Dolichovespula (Langkopfwespe) | D. spp.
Polistinae Polistes (Feldwepe) P. spp
Formicidae Myrmicinae Solenopsis (Feuerameise) S. spp.
(Ameisen) Pogonomyrmex P. spp.
Tabelle 1: Systematische Einteilung einiger Hymenopteren (PRZYBILLA 2004, STORCH 1997)

1.1.2 Zusammensetzung des Wespen- und Bienengifts

Hymenopterengifte bestehen zum groften Teil aus Proteinen (80 %), weswegen sie
durch die Angabe des Proteintrockengewichts in ug quantifiziert werden. Die Proteine
sind entweder groBmolekular oder kleinmolekular im Sinne von Peptiden. Die wichtigs-
ten kleinmolekularen Verbindungen sind die biogenen Amine und die Alarmpheromone
(MULLER 1990, SETTIPANE et al. 1972, SHIPOLINI 1984). In Abhingigkeit der Entwick-
lung des Insekts und seiner duleren Lebensbedingungen ergeben sich gewisse Unter-
schiede in der Zusammensetzung von Hymenopterengiften. Die Inhaltsstoffe der Insek-

tengifte sind in Tabelle 2 und Tabelle 3 exemplarisch aufgefiihrt.
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Komponenten Molekular- Anteil Tro- Toxizitat Allergen-
gewicht cken-gewicht aktivitat
in %
Niedermolekulare bis 1000 25 gering Keine
Substanzen
Pheromone -
Histamin 111 1 lokal Keine
Dopamin 153 <1 - -
Noradrenalin 169 <1 - -
Aminosauren 100-200 1 - -
Oligipeptide 200-1000 14 - -
Phospholipide 100-400 - -
Kohlenhydrate 180 - -
GroBere Peptide 1000-5000 |60 ausgepragt meist keine
Melitin 2840 ca.50 Membrangift +
Apamin 2038 2 Neurotoxin -
MCD-Peptid 2593 2 Histaminliberator -
Tertiapin ca.2000 0,1 Histaminliberator -
Secapin ca.2600 0,5 nicht bekannt -
Cardiopep nicht be- 0,7 positiv chronotrop -
kannt positiv inotrop
Enzyme 10000- 15 gering (auBer PLA2) ausgepragt
20000
Phospholipase A2 19000 12 Membrangift ++++
Lysophospholipase 22000 1 nicht bekannt
Hyaluronidase 45000- 2 spreading factor +++
50000
Saure Phosphatase 49000 <1 ++
Alpha-Glukosidase 170000 <1 nicht bekannt
Esterasen nicht be- <1 nicht bekannt
kannt
Andere
Adolpin 11092 1 analgetisch,  Blockade | nicht bekannt
des Arachidonséure-
metabolismus
Proteaseinhibitor 9000 0,8 nicht bekannt
Allergen C 105000 <1 nicht bekannt +
Tabelle 2: Inhaltsstoffe von Bienengift (HABERMANN 1972, O“CONNER 1978, SHIPOLINI 1984)
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Komponenten Molekulargewicht Anteil Trockengewicht Allergenaktivitat
in %

Niedermolekulare Sub-  Bis 1000 -

stanzen

Pheromone - -

Histamin 111 3-6 -

Serotonin 176 1 -

Acetylcholin 182 1 -
Katecholamine 150-200 <1 -
Kohlenhydrate 180 -
Aminosauren 100-200 -

Polyamine -

Peptide 1000-5000 -

Kinine 1000-3000 -

Mastoparan Ca. 1500 -
Chemotaktisches Peptid  Ca. 1500 -

Hamolysin 6000 +

Enzyme

Phospholipase A+B 35000 6-14 +++
Hyaluronidase 45000 1-3 +++

Saure Phophatase nicht bekannt +

Alkalische Phosphatase +

Protease nicht bekannt ++

DNAse nicht bekannt <1 nicht bekannt
Cholinesterase nicht bekannt nicht bekannt
Histidindecarboxylase nicht bekannt nicht bekannt
Saccharidase nicht bekannt nicht bekannt
Andere

Antigen 5 25000 5-10 +++

Vmac 1 97000 +

Vmac2 39000 +
Tabelle 3: Inhaltsstoffe von Wespengift (EDERY 1978, NAKAJIAMA 1984)

Die grofite Rolle der im Bienen- und Wespengift enthaltenen biogenen Amine spielt das
Histamin. Es macht 1 % des Gesamtgewichts des Bienengifts und 3-6 % des Wespen-
gifts aus (KARLSSON et al. 1982). Histamin wirkt vasodilatatorisch, steigert die Gefal3-
permeabilitit und sensibilisiert Nozizeptoren. Dadurch kommt es zu lokalen Reaktionen
an der Stichstelle in Form von Schmerz, Rotung und Schwellung. Desweiteren unter-

stiitzt es die Ausbreitung des Gifts im Gewebe.
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Die Peptidtoxine des Bienengifts [z.B. Melitin (HABERMANN et al. 1972), Apamin
(HAux et al. 1967), MCD-Peptid (HABERMANN et al. 1972)] und des Wespengifts
[Mastoparan (HIRAI et al. 1979), Hiamolysin (EINARSSON et al. 1985)] sind Molekiile
mit stark basischen Eigenschaften. Diese Peptide wirken zytotoxisch, da sie in der Lage
sind, Zellmembranen zu zerstoren. Im Falle eines einzelnen Stichs kommt es somit zur
lokalen Gewebsschwellung. Bei multiplen Stichen konnen Hidmolyse und Organ-
schidigungen mit Todesfolge auftreten (GADEKE et al. 1977, MORET et al. 1983). Wes-
pengift enthdlt desweiteren Kinine, die dhnliche pharmakologische Eigenschaften wie

die biogenen Amine besitzen.

Bei den Proteinen des Bienen- und Wespengifts handelt es sich iiberwiegend um Enzy-
me. Phospholipasen wirken indirekt zytotoxisch, indem sie Serumphospholipide in re-
aktive Lysophospholipide umwandeln. Sie machen den Hauptteil der in beiden Giften
enthaltenen Proteine aus. Hyaluronidasen spalten Mukopolysaccharide des Hautbinde-
gewebes und fiihren zur Ausbreitung des Insektengifts im Gewebe. Daneben wurden
noch weitere Proteine in beiden Giften nachgewiesen, deren biologische Funktion je-

doch ungeklart ist (HABERMANN et al. 1972).
1.1.3  Allergene des Bienen- und Wespengifts

Allergene bediirfen einer gewissen Gro3e, um als solche wirksam zu sein. Deshalb han-
delt es sich bei den Insektengiftallergenen im Wesentlichen um die groBmolekularen,
enzymatisch aktiven Proteine. Eine Ausnahme stellt das Bienengiftallergen Melitin dar,
welches ein Molekulargewicht von 2,8 kDa besitzt. Seine allergene Potenz ist jedoch
gering (KING et al. 1976). Die im Bienengift enthaltenen Allergene mit der groften al-
lergenen Potenz sind die Phospholipase A2 (Api ml) (KING et al. 1976, LIGHT et al.
1976, SOBOTKA et al. 1976), die Hyaluronidase (Api m2) (HOFFMAN & JACOBSEN 1984,
HOFFMANN & SHIPMAN 1976, KEMENY et al. 1981), die saure Phosphatase (Api m3)
(SoLpATOVA 2000) und das Melitin (Api m4). Allergen C, ein weiteres hochmolekula-
res Protein, scheint hingegen nur eine geringe allergene Potenz zu besitzen (KARPAS et

al. 1977).
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Wespengift enthélt als Hauptallergene die Phospholipase A1 (Ves vl1), die Hyaluronida-
se (Ves v2) (MULLER 1990a) und das Antigen 5 (Ves v5) (EINARSSON et al. 1986,
HOFFMAN 1984, HOFFMAN 1985, KING et al. 2000).

1.2 Epidemiologie der Insektengiftallergie

1.2.1 Privalenz

Insektengifte gehoren, zusammen mit Nahrungsmitteln und Medikamenten, zu den drei

hiufigsten Auslosern einer Anaphylaxie (REIMERS & MULLER 2004).

Die Privalenz verstidrkter Lokalreaktionen auf Hymenopterengifte variiert in der euro-
pdischen Bevolkerung zwischen 2 und 19 %, wihrend systemische Reaktionen bei ca.
0,8 bis 5 % der Bevolkerung beobachtet werden (RUEFF et al. 2000, PRZYBILLA et al.
2004). Ist es bereits bei vorherigen Stichen zu einer verstarkten Lokalreaktion gekom-
men, so sind bei einem erneuten Stich lediglich bei 5-10 % der Erwachsenen und 2 %
der Kinder systemische Reaktionen zu erwarten. Ist es jedoch bei vorherigen Stichen zu
einer systemischen Reaktion gekommen, so ist das Risiko, mit einer erneuten systemi-
schen Reaktion zu reagieren, bei Erwachsenen um 30-50 % und bei Kindern um
10-15 % erhoht (TREUDLER et al. 1997). Eine Sensibilisierung gegeniiber Bienen- oder
Wespengift, in Form einer positiven Hauttestreaktion oder erhohter sIgE-Antikorper,
zeigt sich bei ca. 25 % der Gesamtbevolkerung, bei Kindern sogar bei bis zu 50 %

(PRZYBILLA et al. 2004).

Die Ermittlung der Privalenz der Insektengiftallergie kann auf anamnestischen Anga-
ben oder diagnostischen Tests beruhen. Bei beiden Moglichkeiten gibt es viele Unsi-
cherheitsfaktoren, die zu beriicksichtigen sind. So sind Anamnesen immer subjektiv und
vom Fragebogen und/ oder dem Untersucher abhédngig. Diagnostische Tests dagegen
zeigen lediglich die Sensibilisierung von Personen, nicht aber ihre klinische Relevanz
an. Aus diesen Griinden gibt es starke Schwankungen beziiglich der Angaben iiber die
Priavalenz. Die Hiufigkeit eines positiven Testergebnisses (detektierbares sIgE gegen
Insektengift, positiver Hauttest) liegt zwischen 12-18 % (MULLER 1988, FERNANDEZ et
al. 1999), bei einer Studie in einem ldndlichem Gebiet im Siidosten Spaniens waren

sogar 20,4 % der unselektierten Stichprobe RAST (radio allergen sorbent test) positiv
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(FRICKER et al. 1997). Diese Unterschiede sind teilweise durch methodische Differen-
zen sowie das Expositionsrisiko bedingt, was unter anderem von der Insektendichte
abhéngt. So zeigt sich z.B. in Mittel- und Siideuropa eine hohere Dichte an Insekten als
in GroBbritannien und Skandinavien sowie in ldndlichen Gegenden wiederum eine ho-

here als in der Stadt.
1.2.2 Mortalitit

Die Mortalitét der Insektengiftallergie ist gering, sie liegt zwischen 0,09-0,45 Todesfille
pro Millionen Einwohner und Jahr (MULLER 1988). Die hiufigsten Todesfille treten im
hoheren Lebensalter auf (71 % der Todesfille bei iiber 40jdhrigen Patienten (MULLER
1988)), obwohl das Expositionsrisiko bei Kindern hoher ist. Dies ist u.a. auf die hohere
Wahrscheinlichkeit zuriickzufiihren, an kardiovaskuldren und pulmonalen Komorbiditi-
ten zu leiden. Die iiberwiegenden Stiche mit todlichem Ausgang erfolgen im Kopf-
Halsbereich, wobei hier auch ein nicht-allergischer Pathomechanismus mitbeteiligt sein
kann. Die verfiigbaren Zahlen lassen aber nur einen Teil der tatsdchlichen Héufigkeit
erkennen. Insbesondere bei plotzlichen Todesfillen unklarer Ursache ist auch an eine
Insektengiftiiberempfindlichkeit zu denken. So wurde in mehreren Studien post mortem
ein im Vergleich zur Normalbevolkerung hoher Grad an Hymenopterengift-sIgE-
Antikorpern bei unerwarteten Todesfillen ermittelt (MULLER 1988, FERNANDEZ et al.
1999). Bei einer bestehenden Mastozytose als priadisponierender Faktor kann es eben-
falls zu todlichen Reaktionen auf Hymenopterenstiche kommen. Hierfiir verantwortlich
ist die massive Mastzellmediatorfreisetzung aufgrund der in den Giften enthaltenen un-
spezifischen Mastzellliberatoren (FRICKER et al. 1997, MULLER et al. 1990b, MULLER et
al. 1983).

1.3 Pathogenese und Klinik der Hymenopterengiftallergie

Die iibertragene Menge Gift pro Stich schwankt bei Wespen stark. Golden et al. konn-
ten zeigen, dass bei Stichen durch Wespen z.B. keine Abhingigkeit vom Kalendermo-
nat, wohl aber von der Wespenart besteht (GOLDEN et al. 2006). Des Weiteren ist die
ibertragene Menge Gift pro Stich abhdngig vom Alter des Insekts, der Dauer des Stichs

und dem zeitlichen Abstand zum letzten Stich.
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Bei den Honigbienen ist davon auszugehen, dass die Giftzusammensetzung altersab-
héngig ist und dass ganz junge Bienen noch kein Gift produzieren. Die Giftblase ist erst
nach 20 Lebenstagen vollstindig gefiillt. Zusammensetzung und Menge des Bienengifts
sind u.a. saisonabhingig und abhidngig von den Aufzuchtbedingungen. ,,Optimale*
Giftblaseninhalte sind bei der Honigbiene in Deutschland im Mai/Juni zu erwarten
(GOLDEN et al. 2006). Wegen der Widerhaken am Stachel verliert die Biene beim Stich
meist ihren gesamten Giftapparat. Dabei werden circa zwischen 59 ug (HOFFMANN et
al. 1984a) und 100 pg (PRZYBILLA 1993) Gift in die Haut injiziert. Die Wespe hingegen
kann ihren Stachel wieder zuriickziehen und injiziert infolgedessen viel weniger Gift in
die Haut. Die Angaben pro Stich schwanken zwischen 1,7-3,1 pug/Stich (HOFFMANN et
al. 1984a) und 3-10 pg/Stich (PRZYBILLA 1993), liegen aber weit unter der Giftmenge
von Bienen. Wespen konnen bei Gefahr ihr Gift in die Luft verspriithen, was wiederum
bei Stichprovokationen die selteneren systemischen Reaktionen nach Wespenstichpro-
vokationen im Vergleich zu Bienenstichprovokationen erkldaren kann (MULLER et al.

1992).

Hymenopterenstiche konnen ortliche oder systemische Reaktionen auslosen, denen to-
xische oder allergische Mechanismen zugrunde liegen. Die toxische Wirkung von In-
sektengiften ist in der Regel lokal begrenzt und fiihrt nur in Ausnahmefillen zu ernst
zunehmenden, gesundheitsgefdhrdenden Situationen. Medizinisch ungleich bedeut-
samer sind die dagegen hdufig dramatisch verlaufenden, systemischen Reaktionen in-
folge eines Stichs, welche durch eine allergische Reaktion gegeniiber bestimmter Be-

standteile von Insektengiften gekennzeichnet sind.

Die allergische Reaktion nach einem Insektenstich ist IgE vermittelt und z&hlt somit zu
der Typ I-Reaktion (anaphylaktische Reaktion) nach Coombs und Gell. Beim ersten
Antigenkontakt lagern sich IgE-Antikorper im Gewebe an Mastzellen an, im Blut an
basophile Granulozyten. Nach einem erneuten Stich und somit nach einem erneuten
Allergenkontakt kommt es zu einer Quervernetzung von zwei benachbarten IgE-
Molekiilen, was wiederum zu einer Degranulation von Mediatorsubstanzen wie Hista-
min, Leukotrienen, Prostaglandinen, Tryptase und anderen Substanzen aus diesen Zel-

len fiihrt. In der Folge kommt es zu einer Vasodilatation im kapilldren und vendsen Be-



Einleitung 9

reich, einer Gefdpermeabilititssteigerung sowie einer Konstriktion der glatten Musku-

latur von Bronchien und Intestinum.

Die Symptome systemischer (allergischer) Reaktionen vom Soforttyp kénnen durch
einen oder wenige Stiche ausgelost werden. Meist treten sie wenige Minuten, selten
spéter als eine Stunde nach dem Stichereignis auf und reichen von kutanen Symptomen
(Pruritus, Rotung, Flush, Urtikaria) iiber Angioddem, gastrointestinalen Manifestationen
wie Erbrechen bis zu Asthma bronchiale und anaphylaktischem Schock (PRZYBILLA
2004, PRZYBILLA 1993, EWAN 1998, YUNGINGER 1993). Die Symptome werden nach

H. L. Miiller in 4 Schweregrade eingeteilt, wie Tabelle 4 zeigt.

Grad Symptome

Grad | Generalisierte Urtikaria, Pruritus, Malaise, starkes Angstgefinhl

Grad Il Beliebige der oben erwahnten und zwei oder mehrere der folgenden:
Angioddem (auch Grad Il wenn allein), thorakales Engegefiihl, Nausea, Erbrechen,
Diarrhoe

Grad Il Beliebige der oben erwahnten und zwei oder mehrere der folgenden:

Dyspnoe (auch Grad Il wenn allein), Stridor, Dysphagie, Dysarthrie, Heiserkeit,
Schwachegefiihl, Benommenheit, Todesangst

Grad IV Beliebige der oben erwahnten und zwei oder mehrere der folgenden:

Blutdruckabfall, Kollaps, Bewusstlosigkeit, Inkontinenz, Zyanose

Tabelle 4: Einteilung der allergischen Allgemeinreaktionen auf Hymenopterenstiche nach H.
L. MULLER 1990 (leicht modifziert)

Abgesehen von den allergischen Reaktionen nach einem Insektenstich kann es auch zu
ortlichen Reaktionen kommen. Ublicherweise tritt im Bereich der Stichstelle eine
schmerzhafte Rotung und Schwellung auf. Diese ortliche Reaktion wird durch zytotoxi-

sche und neurotoxische Substanzen des Gifts ausgelost.

Ebenfalls kann es nach einem Stich zu einer gesteigerten ortlichen Reaktion kommen,
welche von der allergischen Allgemeinreaktion unterschieden werden muss. Diese ge-
steigerte Lokalreaktion ist eine von der Stichstelle ausgehende Schwellung, die grofler
als 10 cm im Durchmesser ist und ldanger als 24 h andauert. Sie kann eine ganze Extre-
mitidt betreffen, mit Zeichen einer Lymphangitis oder mit Fieber einhergehen. Diese
gesteigerten Lokalreaktionen konnen zu ausgeprigten Schwellungen fithren, mehrere

Tage andauern und sehr schmerzhaft sein. Eine antibiotische Therapie ist hierbei nicht
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notig, weil die bakteriostatische Wirkung des Insektengifts eine Infektion verhindert
(GOLDEN et al. 1998). Nach einem enoralen Stich kann die gesteigerte Lokalreaktion
durch die Entwicklung eines Larynxddems lebensbedrohlich werden (REIMERS &
MULLER 2004).

Bei einer sehr groBen Anzahl von Stichen kann es durch die toxische Wirkung aber
auch zu geféhrlichen systemischen Reaktionen mit teilweise todlichem Ausgang kom-
men. Zur Auslosung todlicher Allgemeinreaktionen beim Erwachsenen sind wohl meh-
rere tausend Stiche erforderlich. Klinisch pathologisch stehen hierbei Rhabdomyolyse,
Héamolyse, zerebrale Storungen und Niereninsuffizienz im Vordergrund (PRZYBILLA
1993). Auch Leberparenchymschidden mit Ikterus und Gerinnungsstorungen sind be-

schrieben worden.
1.4 Diagnostik der Hymenopterengiftallergie

Da heutzutage standardisierte Bienen- und Wespengiftzubereitungen fiir die allergologi-
sche Diagnostik und Therapie der Insektengiftallergie zur Verfiigung stehen, kann die
Hymenopterengiftallergie wirksam behandelt werden. Der Diagnostik zur Kldrung von
Insektenstichreaktionen kommt somit eine besondere Bedeutung zu (PRZYBILLA 1993,
GOLDEN et al. 1981, MOSBECH 1986, MULLER et al. 1992, PRZYBILLA 1999). Ihr Ziel ist
es, die aufgetretene Reaktion zu klassifizieren, den Pathomechanismus zu ermitteln und

das auslosende Insekt zu identifizieren.

Die Diagnose basiert zunichst auf der Anamnese. Zur Bestédtigung der Anamnese, ins-
besondere auch bei klinisch nicht sicher einzuordnenden Reaktionen sowie zur Identifi-
zierung des Insekts, stehen als Hilfsmittel Haut- und in-vitro-Tests zur Verfiigung. Posi-
tive Hauttests oder nachgewiesenes sIgE gegen Insektengift ohne anamnestische Hin-
weise auf eine systemische Reaktion sind hierbei keine Indikation zur spezifischen Im-

muntherapie (SCHAFER et al. 1996, GOLDEN et al. 1984).

Erschwerend fiir die Diagnosestellung ist das Vorkommen falsch-negativer in-vitro- und
in-vivo-Befunde, beispielweise bei lange zuriickliegenden Stichereignissen (MULLER &

MOSBECH 1993).
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Ein weiteres Problem stellt die Unterscheidung zwischen einer Sensibilisierung und
einer Allergie dar, wobei darauf geachtet werden muf3, dass ein positiver Hauttest sowie
ein erhohter sIgE-Spiegel lediglich eine Sensibilisierung und somit die Allergiebereit-
schaft beschreibt. Eine Allergie hingegen stellt eine klinisch relevante Sensibilisierung

dar.

In-vitro-Verfahren wie der Histaminfreisetzungstest, der Basophilendegranulationstest,
die Sulfidoleukotrienstimulation, Immunoblot-Verfahren oder Inhibitionstests konnen
bei diesen Fragestellungen zusitzliche Informationen liefern, sie werden jedoch derzeit
nicht routinemiBig eingesetzt (FREITAG et al. 2001, CAHEN et al. 1997, HOXTERMANN et
al. 1995, JUNG et al. 1999, Miiller & MOSBECH 1993, WUTHERICH et al. 1987).

1.4.1 Anamnese

In der Anamnese sollte soweit moglich das krankheitsverursachende Insekt identifiziert
werden. Oft bleiben Art und Gattung des reaktionsauslosenden Insekts jedoch unsicher.
Anamnestische Aussagen des Patienten konnen hierbei Hinweise geben, diirfen aber
keinesfalls iiberschitzt werden, da nicht jeder Patient Bienen und Wespen unterscheiden

kann.

Unter Beriicksichtigung der Umstidnde beim Stichereignis konnen sich Hinweise auf das
auslosende Insekt ergeben. Dabei erhoht die Angabe, dass ein Stachel in der Haut
steckt, zwar die Wahrscheinlichkeit, dass es sich um einen Bienenstich handelt, sie ist
aber keineswegs beweisend. Deshalb sollten u.a. der Zeitpunkt des Stichs (Bienenflug
von Friithjahr bis Herbst und an warmen Wintertagen, groflere Wespenpopulationen in
Sommer und Herbst) und der Ort (Bienen eher in der Ndhe von Bienenstocken und Blii-
ten, Wespen eher in der Nihe von Abfall und Nahrungsmitteln) mitberiicksichtigt wer-

den (PRZYBILLA et al. 2004).

Das Stichverhalten lidsst ebenfalls Riickschliisse auf das Insekt zu. Bienen sind weniger
aggressiv als Wespen und stechen im Allgemeinen nur bei Bedrohung. Wespen hinge-

gen konnen auch spontan (im Vorbeiflug) stechen.

Ein weiteres Ziel der Anamnese sollte die Klassifikation der klinischen Reaktion sein.

Hierbei konnen strukturierte Fragebogen zur Anamneseerhebung helfen, die Symptome
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genau zu beschreiben sowie Reaktionen auf frithere Stiche, das Expositionsrisiko (Im-
ker, Bicker, Gartenarbeit etc.) sowie eine atopische Diathese zu erfassen. Als problema-
tisch gestaltet sich in diesem Zusammenhang die ausschlieSliche Angabe von subjekti-
ven Symptomen. Hier miissen ebenfalls neurovegetative oder vasovagale Reaktionen
beriicksichtigt werden. In der allgemeinen Anamnese sollten Faktoren, die systemische
Reaktionen beeinflussen konnten, so eventuell bestehende kardiovaskulédre oder respira-
torische Grunderkrankungen sowie die Einnahme von Medikamenten wie ACE-
Hemmer oder B-Blocker, herausgearbeitet werden (MULLER 1988, PRZYBILLA 1993,

YUNGINGER 1993).
1.4.2 Hauttests

Mit Hilfe eines Hauttests lésst sich die Sensibilisierung des Patienten gegeniiber einem
spezifischen Allergen nachweisen. Hierzu werden Allergene in die papilldre Dermis
eingebracht und die anschliefende Lokalreaktion beurteilt. Die Hauttestung wird als
Prick- sowie Intrakutantestung (FORCK 1985, ABKIEWICZ et al. 1979) sowohl mit Bie-
nen- als auch mit Wespengift durchgefiihrt. Die Bestimmung der Reaktionsschwelle
erfolgt durch schrittweise Titration mit ansteigender Hymenopterengiftkonzentration
(Pricktest mit 0,1 - 1 - 10 - 300 pg/ml, Intrakutantest mit 0,001 - 0,01 - 1 pg/ml). Abge-
lesen wird nach 15-20 min. zur Erfassung einer Soforttypreaktion sowie gegebenenfalls
nach 6h bis zu 48-72h zur Erfassung einer verzogerten oder spiteren Reaktion. Eine

Quaddel > 3mm Durchmesser wird bei negativer Negativkontrolle als positiv bewertet.

Die Testung sollte nicht frither als zwei Wochen nach dem Stichereignis erfolgen, da
die Hautmastzellen nach einer Allgemeinreaktion Zeit zur Regeneration bendtigen und
moglichst innerhalb eines Jahres, weil die Hauttestempfindlichkeit mit zunehmendem
Abstand zum Stichereignis abnimmt (MULLER 1988). Zusitzlich kann ein Hauttest mit
verbreiteten Aeroallergenen zur Erfassung einer atopischen Diathese durchgefiihrt wer-
den. Der Hauttest besitzt eine hohe Sensitivitit sowie Spezifitit, sowohl bei der Bienen-

als auch der Wespengiftallergie (MULLER 1994b).



Einleitung 13

1.4.3 In-vitro-Tests

Ergebnisse von in-vitro-Tests bestitigen nur in Ubereinstimmung mit Anamnese und
Klinik eine Allergie. Ein positives oder negatives Testergebnis fiir sich alleine bedeutet
zunéchst lediglich den Nachweis bzw. das Fehlen eines Antikorpers oder Reaktionspro-
dukts (GOLDEN et al. 1984, SCHAFER et al. 1996). In-vitro-Tests sollten ebenfalls mog-
lichst rasch, frithestens aber zwei Wochen nach dem letzten Stichereignis durchgefiihrt

werden.

Die in-vitro-Allergiediagnostik kann in serologische Tests (z.B. allergenspezifischer
Immunglobulinnachweis) und zellulire Methoden (z.B. Histamin-, Leukotrienfreiset-
zungstest, Basophilenaktivierungstest, Lymphozytenstimulationstest) unterteilt werden.
Zusitzlich ist die Bestimmung von Mediatoren, wie z.B. der Tryptase sinnvoll. Serolo-
gische Tests gehoren zur Routinediagnostik, wohingegen zellulidre Tests komplex, auf-
wendig zu interpretieren und der spezifischen Allergiediagnostik vorbehalten sind

(KLEINE-TEBBE 2003).
1.4.3.1 Bestimmung des Gesamt-IgE

Zur Bestimmung des Gesamt-IgEs im Serum stehen heutzutage eine Reihe von Enzym-
bzw. Fluoreszensimmunoassays (EIA, ELISA, FEIA) zur Verfiigung, die den friiher

gebriduchlichen Radioimmunoassay (RIA) abgelost haben.

Die Bestimmung des Gesamt-IgEs ist zum Atopie Screening weniger gut geeignet als
die Bestimmung des sIgEs. Einerseits ist ein hohes Gesamt-IgE fiir das Vorliegen einer
Atopie nicht beweisend, andererseits schlie3t ein normales Gesamt-IgE eine atopische

Erkrankung nicht aus (BURNEY et al. 1997).

Gesamt-IgE kann in Serum, Plasma oder Sekreten untersucht werden. Die Angaben zu
den Referenzbereichen fiir das Gesamt-IgE variieren dabei. Von Kulig et al. wurden im
Rahmen einer multizentrischen Studie Werte fiir das Kindesalter erhoben (KULIG et al.

1999). Exemplarisch seien folgende 95.-Perzentilen-Werte in Tabelle 5 aufgefiihrt.
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Alter Gesamt-IgE
Neugeborene |<2.0 U/ml

1. Jahr 40,0 U/ml

2. Jahr 100,0 U/ml
3. Jahr 150,0 U/ml
5. Jahr 190,0 U/ml
6. Jahr 150,0 U/ml

>16 Jahre 120,0 U/ml

Tabelle 5: Referenzbereiche fiir das Gesamt-IgE (RENZ et al. 2002)

Die Normalwerte konnen je nach verwendeter Methode und epidemiologischer Daten-
basis schwanken (HOLFORD-STREVENS et al. 1984). Im Alter von sechs bis vierzehn
Jahren ist die Streuung der Normalwerte am gréften (SITZMANN 1986), wobei die Ge-
samt-IgE-Werte durch Nikotin- oder Alkoholkonsum beeinflusst werden (RENZ et al.
2002). Hohere Gesamt-IgE-Werte finden sich dariiber hinaus wéhrend der Zeit der Al-
lergen-Exposition. Aullerhalb der Allergologie besitzt das Gesamt-IgE vor allem eine

Bedeutung bei der Diagnostik von Parasitosen und Immundefekten.
1.4.3.2 Bestimmung spezifischer IgE-Antikorper

Die Bestimmung spezifischer IgE-Antikorper (sIgE) im Serum dient seit Jahrzehnten
der Diagnostik von Soforttypsensibilisierungen (Typ-I-Allergiebereitschaft) (HAMILTON

et al. 2000). Ihre Bestimmung gehort zur Basisdiagnostik der Insektengiftallergie.

Der Nachweis von sIgE bedeutet, dass eine spezifische Sensibilisierung gegeniiber ent-
sprechenden Allergenen stattgefunden hat. Anamnestisch muss iiberpriift werden, ob die
gefundene Sensibilisierung von klinischer Relevanz ist. Somit ist das sIgE nur ein Pa-
rameter in der klassischen allergologischen Stufendiagnostik, dessen klinische Relevanz
mittels Anamnese bewertet werden muss (RENZ et al. 2002). Dabei dient der Nachweis
von sIgE auch zur Abgrenzung von IgE-vermittelten allergischen Reaktionen gegen

vasovagale oder psychogene Reaktionen nach einem Insektenstich.

In diesem Zusammenhang existieren zahlreiche Methoden zur Bestimmung des sIgE,
die auf @hnlichen Prinzipien beruhen. Hierbei sind die Hauttestung und die Bestimmung
von sIgE im Serum als gleichwertig zu betrachten. Bei der Bestimmung von sIgE im

Serum wurde bisher der RAST (radio allergen sorbent test) verwendet. In einer Studie
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von Jeep et al. konnte allerdings eine hohere Sensitivitit des von der Firma Pharmacia
vertricbenen CAP-Tests (Carrier Polymer) (Pharmacia, Uppsala, Schweden) nachge-
wiesen werden (JEEP et al. 1993). Die Quantifizierung der sIgE-Werte gelingt durch
eine auf bekannte sIgE-Mengen bezogene Eichkurve. Dabei werden kiinstlich definierte
Einheiten verwendet oder eine dem WHO-Standard fiir Gesamt-IgE-Werte angepasste
Eichkurve zur Bestimmung der sIgE-Werte zugrunde gelegt (so genannte heterologe
Interpolation). Somit ist bis heute eine echte Quantifizierung des sIgE im eigentlichen

Sinne nicht moglich (RENZ et al. 2002).

Ein neueres Verfahren zur Bestimmung des sIgE stellt hingegen der Immunoblot dar. Er
zdhlt jedoch nicht zu den Routineverfahren, ist aufwendig in der Durchfithrung und nur
fiir ausgewihle Fragestellungen oder Forschungszwecke verfiigbar. Validitét, Linearitit,
Parallelitit und Reproduzierbarkeit der verschiedenen Testsysteme konnen hierbei

durch unterschiedliche Variablen beeinflusst werden (Tabelle 6).

Wie die Hauttestreaktionen sind auch die sIgE-Werte zeitabhingig. Kurz nach einem
Stich konnen niedrigere sIgE-Spiegel gemessen werden, wobei angenommen wird, dass
das sIgE in der Allgemeinreaktion verbraucht wird (MULLER 1988). Nach ca. 2-3 Wo-
chen sind wieder hohere sIgE-Titer detektierbar, die im Laufe von Monaten bis Jahren
wieder abfallen. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass bei 12 von 13 Bienengiftal-
lergikern und 14 von 18 Wespengiftallergikern schon in den ersten zwei Wochen nach
einem Stich sIgE nachweisbar waren, bei den Wespengiftallergikern stieg das sIgE bei
einer ca. fiinf Wochen spiter erneut durchgefiihrten Bestimmung sogar signifikant an
(RIEGER ZIEGLER et al. 1999). Somit kann die sIgE-Bestimmung schon frith nach der
allergischen Reaktion durchgefiihrt werden, sie sollte aber bei Test-negativen Personen
nach einigen Wochen wiederholt werden. Bei Wespengiftallergikern finden sich dabei
hiufiger niedrigere Konzentrationen von sIgE als bei Bienengiftallergikern (PRZYBILLA
2004).

Das Ergebnis kann nur im Zusammenhang mit Anamnese, Klinik und eventuell zusétz-
licher Ergebnisse organspezifischer Provokationstests richtig interpretiert werden. Die
quantitativen Ergebnisse der sIgE-Bestimmung werden iiblicherweise von den ver-
schiedenen Herstellern in Graduierungen oder Klassen eingeteilt. Die verschiedenen

Systeme sind nicht miteinander vergleichbar, so dass ein quantitativer Vergleich der
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Ergebnisse, gemessen mit unterschiedlichen Systemen, kaum moglich ist. Sowohl die
Allergenzusammensetzungen, die verwendeten Reagenzien als auch der technische

Aufbau der Bestimmungsmethoden weichen erheblich voneinander ab.

Variable EinflussgroBen

Assay-Aufbau e Festphase

e Waschschritte flr die Festphase

e Detektionsprinzip

e Zeit/Temperatur wahrend der Inkubation
e Manuell, halb- oder vollautomatisch

e Messung der Rohdaten

Reagenzien e Allergen-Extrakt

e Detektierende Antikorper
Laborpersonal e Ausbildungsgrad, Erfahrung
Laborstandards e Einzel- bzw. Doppelbestimmungen

e Vorhandensein von internen und externen Programmen zur
Qualitatssicherung

Biologische Faktoren e Hohes Gesamt-IgE
e Hohe Spiegel von spezifischem IgG
e Kreuzreaktivitdt zwischen den Allergenen

Tabelle 6: Einflussgrofen bei der Messung spezifischer IgE-Antikorper (RENZ et al. 2002)

1.4.3.3 Bestimmung spezifischer Serum-IgG-Antikorper

Die Bildung von allergenspezifischen IgG-Antikorper (sIgG) ist Teil der normalen Im-
munantwort auf eine Fremdstoffexposition. sIgG-Antikorper (sIgGi, sIgG,, sIgGs und
sIgGy) steigen nach Hymenopterenstich an (PARKER et al. 1982) und bleiben dann ldn-
gerfristig erhoht. Initial treten bevorzugt slgG;-, spiter sIgG4-Antikorper auf (RUEFF et
al. 2000). Die Konzentration der sIgG-Ak korreliert jedoch nicht mit der klinischen
Symptomatik der allergischen Soforttypreaktion (EICH-WANGER et al. 1998,
THKKAINEN et al. 1990). Ihr Vorhandensein gibt somit lediglich einen Hinweis auf den
stattgefundenen Kontakt, was gegebenenfalls diagnostisch genutzt werden kann
(PRzYBILLA 2004). Der Nachweis von sIgG gelingt mit weniger sensitiven Methoden,
da die Serumkonzentrationen im Gegensatz zum sIgE 100-1000 mal hoher sind. Es gibt
zahlreiche Verfahren zur qualitativen und quantitativen Bestimmung der Immunglobu-

line, wie sie in Tabelle 7 aufgezeigt sind (RENZ et al. 2002, KERSTEN et al. 2000).
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Qualitative Verfahren Ouchterlony-Technik
Immunelektrophorese
Gekreuzte Immunelektrophorese

Quantitative Verfahren Radioimmunoassay (RIA)
Enzyimmunoassay (EIA)
Enzym-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA)

Tabelle 7: Testverfahren fiir den Nachweis von allergen- bzw. antigen-spezifischem IgG

Hierbei eignen sich als quantitative Methoden die gleichen Nachweisverfahren, wie sie
auch fiir das sIgE verwendet werden, allerdings mit einem Anti-IgG-
Nachweisantikorper und mit verdiinnten Serumproben (in der Regel 1:100). Die Inter-
pretation der quantitativen sIgG-Werte erweist sich als nicht unproblematisch, da fiir
jedes Allergen/Antigen und jedes verwendete Testverfahren Normkonzentrationen der
sIgGy-Spiegel zu bestimmen sind. Eine Beurteilung unter Beriicksichtigung des klini-

schen Befundes ist daher immer erforderlich (RENZ et al. 2002).

1.4.3.4 Cellulirer Antigen-Stimulations-Test

Mit dem celluldren Antigen-Stimulations-Test (CAST) steht seit seiner Einfithrung
1992 durch De Weck et al. ein neuer in-vitro Test zur Diagnostik allergischer Reaktio-
nen zur Verfiigung, mit dessen Hilfe die Reaktivitit auf ein bestimmtes Allergen ermit-
telt werden kann (DE WECK et al. 1992). Da der CAST auf der Neuproduktion von Me-
diatoren der allergischen Reaktion basiert, kann die momentane Stimulierbarkeit eines
Patienten untersucht werden (HOXTERMANN et al. 1995). Blutleukozyten werden mit
dem Zytokin Interleukin 3 (IL-3) prastimuliert und anschlieBend dem betreffenden Al-
lergen ausgesetzt. Vorwiegend basophile Granulozyten synthetisieren darauthin Sulfi-
doleukotriene (sLT) in Form von LTC4 und dessen Metaboliten LTD4 und LTE4. Sie
werden daraufhin mittels ELISA-Technik gemessen (CAHEN et al. 1997b).

Der CAST ist komplex und nicht zur Routinediagnostik geeignet, zumal wenige syste-
matische, kontrollierte Studien zur diagnostischen Wertigkeit vorliegen. Bei Verdacht
auf eine IgE-vermittelte Allergie und unklaren diagnostischen Vorbefunden kann er zur
spezialisierten in-vitro-Allergie-Diagnostik dienen und fiir wissenschaftliche Fragestel-

lungen eingesetzt werden (RENZ et al. 2002).
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Einige zellulidre in-vitro-Testsysteme zur Soforttyp-Allergiediagnostik nutzen den
Nachweis von Mediatoren oder zelluldren Antigenen, die bei erfolgreicher Aktivierung
auf der Zelloberfliche erscheinen. Die nach Allergenstimulation exprimierten Oberfla-
chenmarker (CD63, CD203c) bzw. die freigesetzten Mediatoren der basophilen Granu-
lozyten (z.B. Histamin, Sulfido-Leukotriene) dienen als indirektes MaB fiir zellulér ge-

bundenes sIgE.

Der Nachteil der bisherigen zelluldren in-vitro-Allergietests liegt darin, dass ihr Einsatz
auf Responder beschrinkt ist. Nonresponder sind Individuen, deren basophile Granulo-
zyten einen Defekt in der intrazelluldren Signalkaskade aufweisen, die dem hochaffinen
IgE-Rezeptor nachgeschaltet ist. Als Folge davon sind die Nonresponder-Basophilen
nicht in der Lage, Histamin freizusetzen oder granulaassoziierte Molekiile wie CD63
und CD203c auf der Oberfldche hoch zu regulieren. Der Anteil der Nonresponder an
der Allgemeinbevolkerung liegt im Bereich von 8 bis 20 % (ISHIZAKA et al. 1973, KNOL
et al. 1991, NYGEN et al. 1990). Dies bedeutet eine limitierte Einsetzbarkeit der in-vitro-
Tests und ist wahrscheinlich der Hauptgrund dafiir, dass sich diese Methoden in der

Routinediagnostik bislang noch nicht etablieren konnten.
1.5 Therapie

Die Therapie der Insektengiftallergie umfasst sowohl allgemeine als auch kausale Maf3-
nahmen. Zu den allgemeinen Mallnahmen zidhlen die Karenz sowie die Pharmakothera-

pie, wohingegen zu den kausalen MaBnahmen nur die spezifische Immuntherapie zéhlt.
1.5.1 Klinische Aspekte der spezifischen Immuntherapie

Die spezifische Immuntherapie (SIT/ IT), auch als Hyposensibilisierung (frither Desen-
sibilisierung), Allergenimmuntherapie oder Allergieimpfung bezeichnet, ist ein bewihr-
tes, empirisches, therapeutisches Verfahren. 1911 wurde die Therapie erstmals von Le-
onard Noon und John Freeman fiir die Behandlung der allergischen Rhinokonjunktivitis
eingefithrt (NOON 1911). Sie ist neben der Allergenkarenz der bis heute einzige kausale
und priaventive Therapieansatz fiir die Behandlung IgE-vermittelter allergischer Erkran-

kungen.
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Bei der spezifischen Immuntherapie werden sensibilisierten Patienten Extrakte allerge-
nen Materials in steigender Dosierung mit dem Ziel verabreicht, den Grad der Allergie
abzuschwichen (BOUSQUET et al. 1998). In den 20-30er Jahren wurde die Immunthera-
pie dabei auch fiir Insektengiftallergiker etabliert. Allerdings wurden bis in die 70er
Jahre Ganzkorperinsektenextrakte benutzt, bis die Uberlegenheit von Giftextrakten be-

wiesen wurde (HUNT et al. 1978).
1.5.2 Wirkprinzip

Die Wirkung der IT mit Allergenen ist komplex und induziert zahlreiche immunologi-
sche Verinderungen. Dabei gibt es viele verschiedene pathophysiologische Uberlegun-
gen zur Wirkungsweise der spezifischen Immuntherapie, wobei die genauen immunolo-

gischen Mechanismen letztendlich noch nicht eindeutig geklért sind.

Bei der Hyposensibilisierungsbehandlung kommt es zu Beginn zu einem Anstieg der
sIgGy- und sIgE-Antikorper. Die Konzentration der sIgGs-Antikorper bleibt auch wéh-
rend der IT auf diesen erhohten Werten (DJURUP et al. 1985, URBANEK 1986), wohin-
gegen die Konzentration der sIgE-Antikorper im Verlauf der Therapie wieder abfillt
(AKDIS et al. 1998a, DURHAM & TILL 1998, JUTEL et al. 1995, KOWALSKI & JUTEL
1998, MULLER & MOSBECH 1993). Den IgGs-Antikorpern wurde somit teilweise eine
protektive Wirkung mit der Vorstellung einer IgE-Antikorper-Neutralisation bzw. einer
IgE-Rezeptor-Blockade zugeschrieben, was zu der These der ,,blockierenden Antikor-
per* filhrte (NAKAGAWA 1991, GOLDEN et al. 1992, GEHLHAR et al. 1999, REINHARDT
1996, JARISCH & HEMMER 1996, PATTERSON 1998, ALBEGGER 1990). Weitere Unter-
stiitzung erhielt diese These durch die Feststellung, dass Patienten mit parasitiren Infek-
tionen sehr hohe sIgGy-Spiegel (50-95 % des Gesamt-IgG, Normwert < 4 %) aufwiesen
und diese trotz hoher IgE-Titer nur selten allergische Reaktionen entwickelten
(HussAIN et al. 1992). Die blockierende Eigenschaft der Seren (gemessen durch Hista-
min-Freisetzungs-Assays) konnte durch Entfernen der sIgGs-Antikorper bei diesen Pa-
tienten zudem wieder aufgehoben werden (HUSSAIN et al. 1992, AGRESTI & VERCELLI
1999, RIHET et al. 1992, VERCELLI et al. 1998). Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass
die Menge und die Affinitit der sIgGs-Antikorper eine entscheidende Rolle spielen, da
nur bei hohen Mengen oder einer hohen Affinitédt eine wirksame Kompetition mit dem

FceR-I-stindigen IgE-Molekiil um die Antigen-Bindung erreicht werden kann (AAAI
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1995). SIgG, kann fast keine Komplementfaktoren fixieren und bindet nur mit schwa-
cher Affinitdt an Fc-Rezeptoren, so dass eine Antigen-Bindung an sIgGs keine poten-
tiell gefiahrlichen Reaktionen bewirkt (AGRESTI & VERCELLI 1999, ROVER et al. 2002).
Weitere Bestitigung fand diese These dadurch, dass erfolgreich passive Immunisierun-
gen mit Y- Globulinen von nicht allergischen Imkern durchgefiihrt werden konnten
(LESSOF et al 1977, JARISCH 1981, MULLER et al. 1986, BOUSQUET et al. 1987a,
MULLER & MOSBECH 1993).

Einige Autoren nehmen jedoch heute wieder Abstand von der Hypothese der blockie-
renden Antikorper (EBNER et al. 1989, MULLER 1994a). Sie stellen die T-Zell-Antwort,
die letztlich auch die B-Zell-Antwort steuert, ins Zentrum der Uberlegung. In ilteren
Studien wurde die Induktion von CD8+-T-Suppressor-Zellen beschrieben (ROCKLIN et
al. 1980). GeméaB dem derzeitigen Kenntnisstand sind die Hauptzielzellen der spezifi-
schen Immuntherapie die CD4+-T-Helfer-Zellen (SALOGA 2003). CD4+-T-Helfer-
Zellen lassen sich anhand ihrer Zytokinmuster, die sie sezernieren, in TH1-Zellen und
TH2-Zellen unterteilen. Hauptzielzellen der IT sind insbesondere die TH2-Zellen. TH2-
Zellen induzieren durch eine IL-5 Produktion die von eosinophilen Granulozyten ge-
pragte allergische Entziindung und mit Hilfe von IL-4 und IL-13 die IgE-Synthese von
B-Lymphozyten. Die IT hemmt die Funktion der TH2-Zellen durch Aktivierung regula-
torischer CD4+ T-Zellen, die TGF- und IL-10 produzieren und eine immunologische
Toleranz vermitteln (AKDIS et al. 1998b, BELLINGHAUSEN et al. 1997, JUTEL et al. 2003,
NOURI-ARIA et al. 2004, KLEINE-TEBBE et al. 2006). Des Weiteren kommt es zu einer
verminderten Reaktionsbereitschaft der TH-Zellen mit abnehmender Zytokinproduktion
und Proliferation nach Stimulation iiber den T-Zell-Rezeptor. Dies weist darauf hin,
dass die allergenspezifischen TH-Zellen nicht den programmierten Zelltod durchlaufen
haben, sondern sich in einem Zustand des Nichtansprechens befinden, der auch als
Anergie bezeichnet wird (AKDIS et al. 1998, EVANS et al. 1976, MARCOTTE et al. 1998,
MULLER et al. 1998). Langfristig kommt es zu einer Umorientierung der Polarisierung
der T-Helfer-Zell-Antwort von TH2- in Richtung TH1-Zell-Antwort sowie zur Indukti-
on einer immunologischen Toleranz gegen die verwendeten Allergene durch Hemmung
der TH2-Zell-Antwort (BELLINGHAUSEN et al. 1997). IL-12 aus antigenprisentierenden
Zellen stimuliert die IFN-y-Produktion der TH1-Zellen und hemmt dadurch die IgE-

Bildung und die Differenzierung von TH2-Zellen (BELLINGHAUSEN et al. 1997, JUTEL
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et al. 2003, SECRIST et al. 1993). Es kommt zu einer Induktion der sIgG-, insbesondere
der sIgGy-Produktion (AKDIS et al. 1998, GLEICH et al. 1982) und gegebenenfalls zu
einer langsamen Reduktion der allergenspezifischen IgE-Produktion (BOUSQUET et al.
1986, GLEICH et al. 1982). Somit verschiebt sich der IgG4/ IgE-Quotient, mit Auswir-
kungen auf die Antigenprisentation (VAN NEERVEN et al. 1999). Zusitzlich wird die
Beteiligung von Effektorzellen wie Mastzellen und basophilen Granulozyten an der
allergischen Entziindung gebremst (PIERKES et al. 1999, WILSON et al. 2001a, WILSON
et al. 2001b). Abbildung 1 und Tabelle 8 geben eine zusammenfassende Ubersicht
iiber die pathophysiologischen Uberlegungen der Wirkungsweise der IT.

Induktion der Bildung

von IgG,, IgA

Suppression der
Bildung von IgE

Suppression von
HO/TH1-Zellen

Suppression von
H2-Zellen

direkte und indirekte ’
Suppression von Mastzellen, ?
basophilen und eosinophile
Granulozyten

basophiler eosinophiler
Granulozyt

Abbildung 1:  Allergische Immunantwort und Wirkungsweise der IT
——> Stimulation, - - - — Suppression (optimiert nach WUTHERICH et al. 1993)
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Erklarungsmodell Literatur

Bildung blockierender Antikérper der Subklas- | WANG et al. 1992, REINHARDT 1996, JARISCH

se lgGy & HEMMER 1996, PATTERSON 1998, ALBEGGER
1990, SCHOENWETTER 1996, JUGERT et al.
1993

Initialer Anstieg und konsekutive Suppression | CLARK & REES 1997, RUPPERT 1985, TSANZ

der spezifischen IgE-Antikdrper 1997, LOCKEY 1990, CRETICOS 1995

Zunahme der sekretorischen IgA CLARK & REES 1997, RUPPERT 1985, WAHN

1991, CRETICOS 1995

Verminderte Reaktivitat von sensibilisierten CLARK & REES 1997, WAHN 1991, CRETICOS
basophilen Leukozyten im Blut 1995

Abnahme der antigeninduzierten T-Lympho- | WAHN 1991, CRETICOS 1995
zytenantwort

Switch von TH2- zu TH1-Lymphozyten DURHAM et al. 1991, BOUSQUET & MICHEL
1992
Induktion von Treg AKDIS & BLASER 2000
Tabelle 8: Pathophysiologische Uberlegungen zur Wirkungsweise der spezifischen Hyposen-
sibilisierung

Auch wurde bei Insektengiftallergikern eine Abnahme der Proliferation von peripheren
mononukledren Blutzellen nach Allergenstimulation im Laufe der Hyposensibilisierung
beschrieben (AKDIS et al. 1996, BELLINGHAUSEN et al. 1997, JUTEL et al. 1995, MULLER
et al. 1998).

In zahlreichen Studien wurde eine hohe Effizienz der Insektengiftimmuntherapie ermit-
telt, meist zwischen 80-95 % (GOLDEN et al. 1998, GRAFT & SCHOENWETTER 1994,
LERCH & MULLER 1998, MULLER & MOSBECH 1993, MULLER et al. 1991). Dabei schei-
nen Wespengiftallergiker durch Wespengift-IT besser geschiitzt zu werden (> 90 %) als
Bienengiftallergiker durch Bienengift-IT (75-80 %) (GOLDEN et al. 1998, LERCH &
MULLER 1998, MULLER et al. 1991, MULLER et al. 1992). Systemische Nebenwirkungen
wurden zudem héufiger bei Bienen- als bei Wespengift-IT beobachtet (BOUSQUET et al.
1987b, YUNINGER et al. 1979).

AbschlieBend ldsst sich festhalten, dass der Erfolg der spezifischen Immuntherapie
vermutlich auf einer funktionellen Umorientierung und einer Toleranzentwicklung anti-
genspezifischer T-Lymphozyten mit verminderter allergischer Reaktionsbereitschaft

und Entziindung beruht (KLEINE-TEBBE et al. 2000, NORMAN 1993).
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1.5.3 Durchfiihrung der spezifischen Immuntherapie

Im Rahmen der spezifischen Immuntherapie bei Insektengiftallergien kommen ver-
schiedene Einleitungsschemata zum Einsatz. Dabei unterscheiden sich die Protokolle im
Wesentlichen durch die Zeitdauer bis zum Erreichen der gewiinschten Erhaltungsdosis
von 100ug Insektengift (MULLER 1994a). Bei der Schnell-, Rush oder Ultrarush-
Hyposensibilisierung wird durch tdgliche Gabe von ca. 4-7 Injektionen wissrigen Ex-
traktes binnen 2-10 Tagen unter stationdren Bedingungen die Hochstdosis erreicht. Eine

Erhaltungstherapie kann dann ambulant in verldngerten Intervallen erfolgen.

Ist es nach einer Injektion zu einer systemischen Reaktion wie Rhinokonjunktivitis,
Juckreiz, Urtikaria, Asthma oder Kreislaufreaktionen gekommen, so wird je nach Stéirke
der Reaktion empfohlen mindestens 2-3 Stufen zuriickzugehen (KLEINE TEBBE et al.
2000). Allergische Allgemeinreaktionen sind bei der Immuntherapie mit Insektengift
relativ haufig. Mit Bienengift werden sie in 20-40 %, mit Wespengift in 5-15 % der
Patienten beobachtet (REIMERS & MULLER 2004).

1.5.4 Dauer der spezifischen Immuntherapie

Sehr kontrovers werden die Outcomeparameter diskutiert, an denen die erfolgreiche
Beendigung der Hyposensibilisierung bei Insektengiftallergikern fixiert werden kann.
Die Empfehlung fiir die notwendige Behandlungsdauer der spezifischen Immuntherapie
betrigt derzeit in der Regel drei Jahre (LOCKEY 1990, GOLDEN et al. 1996 & 2001,
PRZYBILLA et al. 2004, RUEFF et al. 2000 & 2004). Eine lingere Behandlung, auch le-
benslang, wird bei Patienten mit einem erhohtem individuellen Risiko, beispielweise
sehr schwere Stichreaktion, hoheres Alter, kardiovaskulidre Erkrankungen, Mastozytose,
erhohte basaler Serumtryptasekonzentration, besondere Hymenopteren-Exposition,
eventuell auch bei auffillig hoher Konzentration an spezifischen Serum-IgE-
Antikorpern bzw. auffillig niedriger Hauttestschwelle nach ldngerer Therapiedauer,

empfohlen (PRZYBILLA et al. 1999, OUDE-ELBRINK et al. 1997).

Ein Labortest, mit dem die notwendige Dauer und der Erfolg einer spezifischen Immun-
therapie mit Hymenopterengift vorhergesagt werden kann, existiert jedoch derzeit nicht.
Auch die klinischen Hauttestverfahren liefern hierzu keine zuverldssige Aussage. Die

Kombination aus einem negativem intrakutanem Hauttest bei 1 pg/ml mit nicht nach-
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weisbaren giftspezifischen IgE-Antikorpern gestattet mit einiger Sicherheit die Progno-
se eines vollen Schutzes (LOCKEY 1990). Diese Reaktionslage wird aber selbst nach
mehrjahriger Immuntherapie nur selten erreicht. In einer Reihe von Studien konnte ge-
zeigt werden, dass ein Jahr nach Abbruch einer drei- bis fiinfjdhrigen Immuntherapie
die grofle Mehrzahl der Patienten einen Stichprovokationstest gut vertrigt (URBANEK et
al. 1985, GOLDEN et al. 1991, MULLER et al. 1991, HAUUGARD et al. 1991, REISMAN
1991). Jedoch steigt bei wiederholten Reexpostionen nach Abbruch der Behandlung die
Zahl der Patienten, die wiederum eine Allgemeinreaktion erleiden (MULLER et al 1993).
Héufiger treten diese Riickfille bei Bienengiftallergikern auf und bei solchen, die wih-
rend der Einleitung der Immuntherapie systemische allergische Nebenwirkungen erlit-

ten (MULLER 1994b).

Der einzig anerkannte und in den Fachrichtlinien empfohlene Test mit prognostischer
Bedeutung ist der Stichprovokationstest mit einem lebenden Insekt (RING et al. 1997).
Die Reaktion des Patienten auf einen akzidentellen Stich (,,Feldstich®) ist demgegen-
iiber weniger aussagekriftig. Die Wirksamkeit wird hierbei retrospektiv erfasst, wenn in
den Folgejahren ein Feldstich stattgefunden hat. Das grofite Problem bei einem zufilli-
gen Stich ist jedoch die Unsicherheit, ob der Patient tatsdchlich von dem Insekt gesto-
chen wurde, mit dessen Gift er zuvor hyposensibilisiert worden war (SCHUBERTH et al.
1983). Stichprovokationstests sollten 6-12 Monate nach Erreichen der Erhaltungsdosis,
jedoch nicht nach Abschluss der Behandlung routinemifig erfolgen, da das Risiko einer
Resensibilisierung besteht (RUEFF et al. 2000, LERCH et al. 1998). Einige Arbeitsgrup-
pen lehnen daher die Stichprovokation ab. Ebenfalls sollte er nicht unmittelbar nach der
Schnellhyposensibilisierung stattfinden, da das Fehlen einer Reaktion dann auch auf
einem unspezifischen Refraktirzustand nach Zufuhr hoher Giftdosen beruhen konnte
(PrRYZIBILLA 1993). Sollte es im Rahmen der Stichprovokation erneut zu einer anaphy-
laktischen Reaktion kommen, so wird die Erhaltungsdosis auf 200ug gesteigert. Eine
ausbleibende oder abgeschwichte Reaktion auf einen erneuten Stich bestitigt die Wirk-
samkeit der Hyposensibilisierungsbehandlung. Das Argument, dass die erhohte Aus-
schiittung von endogenen Katecholaminen bei einer geplanten Stichprovokation (und
entsprechend angespannter Erwartungshaltung des Patienten) das Ergebnis verfélschen

konnte, wurde in einer Studie von Hauk et al. widerlegt (HAUK et al. 1995).
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In den letzten Jahren wurden auch neuere Laborverfahren dahingehend untersucht, ob
sie sich moglicherweise dazu eignen, den Therapieerfolg zu iiberpriifen. Hipler et al.
konnten in einer Studie zur Verlaufskontrolle der Hyposensibilisierung mit Hilfe des
Zellantigenstimulationstests (CAST) zeigen, dass es lediglich bei 2 von 30 Wespengift-
allergikern zu einem Absinken der Sulfidoleukotrienwerte wihrend der IT kommt
(HIPLER et al. 2001). Ebenso fanden sich in einer Studie von Erdmann et al. wihrend
der IT bei 25 Patienten keine Anderungen der wespengiftstimulierten CD63-Expression
auf peripheren Basophilen (Basophilenaktivierungstest) vor einer vertragenen Stichpro-
vokation (ERDMANN et al. 2004). Diese Testverfahren stellen somit keine geeigneten

Verfahren zur Verlaufskontrolle der spezifischen Immuntherapie dar.

Insektengiftspezifischen IgG-Antikorpern wurde immer wieder die Rolle von Schutzan-
tikorpern zugeschrieben. Jeep et al. konnten in einer Studie mit 20 Bienengiftallergikern
zeigen, dass bei Patienten, die in der Stichprovokation ungeschiitzt waren, bei mindes-
tens einer Allergenbande, bei der sie sIgE-Ak aufwiesen, keine sIgG4-Ak nachweislich
waren. Bei geschiitzten Patienten waren bei allen Banden, bei denen vor IT sIgE-Ak
vorhanden waren, auch sIgG4-Ak nachweisbar (JEEP et al. 1996). Somit galten die Pati-
enten als geschiitzt, bei denen gegen all jene Allergenbanden, die sIgE gebunden hatten,
auch eine sIgGy-Reaktivitit vorhanden war. Diese von Jeep et al. 1996 erstmals aufge-
stellte Hypothese konnte in einer Studie von Ollert et al. 2000 Bestédtigung finden. Ollert
et al. wiesen in einer kleineren Gruppe mit 48 hyposensibilisierten Patienten nach, dass
sechs Patienten bei der Stichprovokation mit einer systemisch anaphylaktischen Reakti-
on reagierten, wobei gezeigt werden konnte, dass das Ausbleiben eines klinischen
Schutzes stark mit einer fehlenden Induktion von IgGs-Antikdrpern gegen diejenigen
Giftallergene assoziiert war, gegen die im Patientenserum vor Behandlungsbeginn mit-
tels Immunoblot IgE-Antikorper nachweisbar waren (OLLERT et al. 2000). In einer gro-
Beren Serie mit 362 Patienten konnten diese Ergebnisse jedoch nicht reproduziert wer-

den (OLLERT et al. 2003).

Kontrolluntersuchungen (Anamnese, Hauttest, sIgE-Ak) im Rahmen der IT zur Erken-
nung auffilliger Verldufe sollten einmal jdhrlich sowie bei bedeutsamen Thera-
pienebenwirkungen nach neuerlichen Hymenopterenstichen, vor Stichprovokation und

vor geplantem Therapieende stattfinden (RUEFF et al. 2000). Das Rezidivrisiko nach
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Absetzen der Hymenopterengifthyposensibilisierung erneut auf einen Stich mit einer
anaphylaktischen Reaktion zu reagieren, wird in der Literatur mit 10-20 % angegeben.
In diesem Fall sollte eine erneute Hyposensibilisierung eingeleitet werden (RUEFF et al.

2000).
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1.6 Aufgabenstellung und Zielsetzung

Derzeit existiert in der Insektengift-Allergiediagnostik kein Labortest mit dem die not-
wendige Dauer und der Erfolg einer spezifischen Immuntherapie vorhergesagt werden
konnte. Von den Laborparametern, die sich unter der spezifischen Immuntherapie &n-
dern, hat hinsichtlich der prognostischen Bedeutung vor allem das sIgG4 an Bedeutung
gewonnen. Insektengiftspezifischen IgG-Antikdrpern wurden in der Vergangenheit hiu-
fig die Rolle von Schutzantikorpern zugeschrieben. Jeep et al. konnten hierbei in einer
Studie mit 20 Bienengiftallergikern zeigen, dass sich bei Patienten, die in der Stichpro-
vokation ungeschiitzt waren, bei mindestens einer Allergenbande, bei der sIgE-Ak vor-
handen waren, keine sIgG4-Ak nachweisen liessen. Bei geschiitzten Patienten hingegen
waren bei allen Banden, bei denen vor IT sIgE-Ak nachweislich waren, auch sIgGs-Ak
zu verzeichnen (JEEP et al. 1996). Diese von Jeep et al. erstmals aufgestellte Hypothese
konnte in einer Studie von Ollert et al. in einer kleineren Studie mit 48 hyposensibili-
sierten Wespengiftallergikern Bestitigung finden (OLLERT et al. 2000). In einer grof3e-
ren Studie mit 362 Patienten konnten diese Ergebnisse jedoch nicht reproduziert werden

(OLLERT et al. 2003).

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es nun, die von Jeep et al. beschriebene Hypothese zu
tiberpriifen, um somit eine Aussage iiber die prognostische Wertigkeit der Immunoblot-

Untersuchung bei Hymenopterengift-Allergie beziiglich einer Stichreaktion zu tétigen.
Hierzu wurden zwei Patientenkollektive untersucht:

1. Imker und deren Angehorige

2. Patienten mit Hymenopterengiftallergie unter I'T vor Stichprovokation

Serumproben der Patienten wurden mittels Immunoblot auf ihre sIgE und sIgG, Anti-
korper untersucht. Die Immunoblotstreifen wurden zunéchst optisch ausgewertet. In
einem weiteren Schritt erfolgte ebenfalls eine densitometrische Analyse der Immu-
noblotstreifen mittels Scanner und Software. Ziel der Untersuchung war es auch zu
iberpriifen, ob eine automatisierte Blotstreifenauswertung der optischen iiberlegen ist

und somit weitere diagnostische Vorteile erbringen kann.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienkollektive

2.1.1 Studienkollektiv A

Das Studienkollektiv setzte sich aus zwei Gruppen zusammen. In der ersten Gruppe
(Gruppe A) befanden sich 39 Personen, die einem erhdhten Risiko ausgesetzt waren,
von einer Biene gestochen zu werden. Diese Gruppe beinhaltete Imker, deren Ehepart-
ner und Kinder aus dem Raum Miinster, mit einem medianen Alter von 64 + 11,72 Jah-
ren (16 bis 78) (Abbildung 2), die aufgrund ihrer beruflichen Priadisposition mutiplen
Bienenstichen ausgesetzt sind. In dieser Gruppe iiberwog der Anteil der Minner mit

82,1 % (Abbildung 3).
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Das mediane Alter der Ménner betrug 61 + 12 (16 bis 78), das der Frauen 65 £+ 11 (52
bis 78) Jahre. Stichtag fiir die Altersberechnung war der 31.12.2002.

Angehorige dieses Kollektivs wurden im Rahmen eines Imkerseminars freiwillig rekru-
tiert. Die Probanden mussten einen ausfiihrlichen Allergiefragebogen ausfiillen sowie
sich fiir die in-vitro-Testung 10 ml Blut aus der Kubitalvene entnehmen lassen. Das
durch Zentrifugation aus dem Blut gewonnene Serum diente anschlieBend zur Bestim-
mung des Gesamt-IgEs und des allergenspezifischen-IgEs mittels CAP-System sowie
des Nachweises von allergenspezifischem-IgE und -IgG4 mit Hilfe des Immunoblots. In
dem Allergiefragebogen, der in Abbildung 4 exemplarisch aufgefiihrt ist, wurden die
Anzahl der Bienenstiche pro Jahr, der Expositionszeitraum in Jahren, eine atopische
Diathese, Begleitmedikamente, die Art der Reaktion nach einem Bienenstich und das
Jahr des letzten Stichs erfasst. Die Art der auftretenden Reaktion nach einem Bienen-
stich wurde in Lokalreaktion, gesteigerte Lokalreaktion und allergische Reaktion unter-
teilt. Einfache Lokalreaktionen waren gekennzeichnet durch eine lokale Schwellung
< 10 cm, eine gesteigerte Lokalreaktion bestand per definitionem in einer Schwellung
> 10 cm ohne dem Auftreten weiterer kutaner oder systemischer Symptome. Gesteigerte
und einfache Lokalreaktionen wurden in die Gruppe der nicht allergisch bedingten Re-
aktionen zusammengefasst. In der Gruppe der allergischen Reaktionen wurden rein ku-
tane von systemischen Symptomen unterschieden. Zu den kutanen Symptomen zihlten
ein palmarer bzw. plantarer Pruritus, generalisierter Pruritus, Urtikaria, Quincke-Odem
und Rotung des gesamten Integuments. Zu den systemischen Symptomen zéhlten das
Auftreten von Dyspnoe, Cephalgien oder einer Kreislaufdysregulation. Zur Einteilung
der Reaktionen nach einem Insektenstich wurden zwei Gruppen gebildet. Zur Gruppe
der Non-Reactors zdhlten Probanden, die auf einen Bienenstich mit einer Schwellung <
10 cm oder einer gesteigerten Lokalreaktion bei ausbleibenden allergischen Symptomen
reagierten. Zu der Gruppe der Reactors zdhlten Probanden, die mit kutanen oder syste-

mischen Symptomen reagierten.

Unter Atopie waren das Vorhandensein von Heuschnupfen, Neurodermitis und Nah-
rungsmittelunvertriglichkeiten zusammengefasst. Die Fragebdgen der 39 Probanden der

Gruppe A sowie die Ergebnisse der Blutuntersuchung wurden im Herbst 2001 erhoben.
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Frau , Herr

Name: Vorname:
StraBe:

Postleitzahl: Stadt:
Geburtsdatum: Imkerei seit:

Durchschnittliche Anzahl Bienenstiche im Jahr:

Anzahl der Bienenstiche im Jahr 2001:

2002: _

Wourde schon mal ein Allergietest mit Bienengift durchgefuhrt? nein ja

Zeigte der Test eine Allergie auf Bienengift? nein ja

Wourde/wird eine Hyposensibilisierung mit Insektengift durchgefihrt? nein ja

In den Jahren

Haben sie Heuschnupfen nein ja
Asthma nein  ja
Atopisches Ekzem (Neurodermitis) nein  ja

Vertragen sie Honig? nein ja

Wenn nein, welche Reaktionen sind aufgetreten?

Haben sie Allergien gegen andere Nahrungsmittel? nein ja

Welche?

Reaktion: Kribbeln im Mundbereich nein ja
Luftnot nein ja
Reaktionen an der Haut nein ja
Magen-Darm Probleme nein ja

Nehmen sie Blutdruckmedikamente nein  ja
B-Blocker nein ja
ACE-Hemmer nein ja

Wie reagieren sie normalerweise auf Bienenstiche?
Schwellung kleiner als 10 cm ja
Schwellung gréBer als 10 cm ja

Hatten sie schon einmal andere Reaktionen nach einem Bienenstich? nein  ja

Oder auf Grund mehrerer Stiche gleichzeitig nein ja
Anzahl der Stiche

Andere Reaktionen traten auf einmalig? nein ja
mehrmalig? nein ja

Wenn andere Reaktionen aufgetreten sind, welche?

Es kam zu
Juckreiz Handinnenflache und FuBsohlen
Rétung der gesamten Haut
Juckreiz am gesamten Korper
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In welchem Jahr war der letzte Bienenstich
Bei diesem Stich kam es zu

Nesselfieber (Quaddeln an der gesamten Haut)
Luftnot

Asthma

Ubelkeit

Kreislaufprobleme

Bewusstlosigkeit

Behandlung mit Medikamenten

Arztliche Behandlung wegen der Reaktion

Schwellung < 10 cm

Schwellung > 10 cm

Juckreiz Handinnenflache und FuBsohlen
Rétung der gesamten Haut

Juckreiz am gesamten Kérper
Nesselfieber (Quaddeln an der gesamten Haut)
Luftnot

Asthma

Ubelkeit

Kreislaufprobleme

Bewusstlosigkeit

Behandlung mit Medikamenten

Abbildung 4:  Allergiefragebogen Studienkollektiv A

2.1.2 Studienkollektiv B

Das zweite Kollektiv (Gruppe B) bestand aus 22 Patienten. Hierbei handelte es sich um

Patienten der Allergologie, der Klinik und Poliklinik fiir Hautkrankheiten - Allgemeine

Dermatologie und Venerologie - Miinster, mit nachgewiesener Hymenopterengiftaller-

gie. Diese Patienten stellten sich in einem Zeitraum von Februar 1996 bis Juli 2001 zur

Einleitung einer spezifischen Immuntherapie sowie zur Durchfiihrung einer Stichprovo-

kation in unserer allergologischen Sprechstunde vor.

Bei 19 Patienten bestand eine Allergie gegen Wespen-, bei 3 Patienten eine Allergie

gegen Bienengift. Aufgrund der geringen Fallzahl (n = 3) der mit Bienengift hypo-

sensibilisierten Patienten wurden diese von der statistischen Auswertung ausgeschlos-
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sen. Das mediane Alter der mit Wespengift hyposensibilisierten Patienten betrug 46 +
19,76 Jahre (14 bis 83) (Abbildung 5). Die Geschlechtsverteilung in dieser Gruppe war
relativ ausgeglichen (Abbildung 6).

Anzahl der Patienten

0
A|tel’ \Q Q/Q Q)Q D&Q 6Q QQ /\Q %Q

Abbildung 5:  Altersverteilung in Gruppe B

[ ] weiblich
- mannlich

Abbildung 6:  Geschlechtsverteilung in Gruppe B

Das mediane Alter der Ménner betrug 45 + 21,7 (15 bis 83), das der Frauen 46 + 18,1
(14 bis 72) Jahre. Stichtag fiir die Altersberechnung war hier ebenfalls der 31.12.2002.

Die Indikation zur IT war bei den Patienten auf Grund systemischer Reaktionen von
Grad II-IV nach Miiller (MULLER 1966) nach Hymenopterenstich sowie positiver Haut-
teste (Intrakutan-Test positiv < 0,1 pg/ml) und einem Bienen- oder Wespengift-

spezifischen IgE im Serum (RAST-Klasse 2) gestellt worden. Die Einleitung der spezi-
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fischen Immuntherapie erfolgte als Ultra-Rush-Hyposensibilisierung mit Erreichen der
Erhaltungsdosis von 100ug Insektengift innerhalb von 3 Tagen (ALK lypholisiert SQ-
Bienen- bzw. Wespengift, ALK Scherax, Hamburg) und anschlieBender ambulanter
Weiterbehandlung mit Injektionen von 100ug Insektengift alle 4-6 Wochen fiir 3-5 Jah-
re (Protokoll sieche Abbildung 7).

Im Behandlungszeitraum hatte bei keinem der Patienten ein Feldstich stattgefunden.
Diese Gruppe setzte sich aus 22 Patienten (19 mit Allergie gegen Wespengift und 3 mit
Allergie gegen Bienengift) zusammen. Vor Einleitung der IT wurde anamnestisch der
Schweregrad der allergischen Reaktion beim Indexstich erfasst, wobei mit Indexstich
der Insektenstich bezeichnet wurde, auf den mit einer allergischen Reaktion reagiert
wurde. Dariiber hinaus wurden vor sowie im Verlauf der Hyposensibilisierungsbehand-
lung Gesamt-IgE und allergenspezifisches-IgE mittels CAP-FEIA bestimmt (Pharma-
cia, Uppsala, Schweden) als auch allergenspezifisches-IgE sowie -IgG4 mit Hilfe des
AlaSTAT AlaBLOT Systems (DPC Biermann, Bad Nauheim, Deutschland) nachgewie-
sen. Alle 22 Patienten unterzogen sich im Median nach 8,5 + 11,5 (3 bis 50) Monaten
einer Stichprovokation mit einem lebenden Insekt. Die Stichprovokation wurde in Not-
fallbereitschaft und bei liegendem intravendsem Zugang mit einer lebenden Wespe
durchgefiihrt. Hierzu wurde die Wespe auf die volare Unterarmseite des Patienten auf-
gebracht und zum Stich veranlasst. Die sich entwickelnde Reaktion wurde sorgfiltig
dokumentiert. Nach der Stichprovokation erfolgte eine Nachbeobachtung, in der Regel

iiber einen Zeitraum von zwei Stunden.
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Insektengifthyposensibilisierung

Biene, - Wespe
Blutdruck vor Therapie:
Konzentration | mi Datum Uhrzeit Unterschrift | Reaktion Medikamente
'Flasche 1 0.1
0, Tug/mi
Flasche 2 0.1
1,0ugdmi
Flasche 3 0.1
10,0pg/mi
Flasche 4 0.1
100pg/mi 0.2
0.4
0.8
100ug 1.0
100pg 10
& =

Reaktion O O

Injektionszahl 8

Abweichung vom Frotokoll: O warum

Stichprovokation Aufklarung: O wann:

Bei jeder Reaktion Uberwachungsplan ausfilen!

Abbildung 7:  Protokoll Insektengifthyposensibilisierung (Universititsklinikum Miinster)

2.2 Immunoblot

Der Nachweis von allergenspezifischen IgE- und IgGy4-Antikorpern erfolgte mit Hilfe
des AlaSTAT AlaBLOT Systems (DPC Biermann, Bad Nauheim, Deutschland). Hier-

bei handelt es sich um eine Western-Blot Analyse, bei der eine Reaktion zwischen auf

dem Immunoblot gebundenen Allergenen und den im Serum korrespondierenden Anti-

korpern vom Typ IgE/-IgG4 stattfindet. Neben der Verifizierung und Bestdtigung vor-

liegender Ergebnisse anderer in vitro- und in vivo-Methoden, beispielweise den Haut-
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tests, lassen sich mit dem Immunoblot die Proteinspezifitidten der zirkulierenden IgE-
oder IgG4-Antikorper identifizieren und charakterisieren. Somit kann eine semiquantita-
tive Antikorperanalyse auf Einzellallergene des Bienen- und Wespengifts durchgefiihrt
werden (JUNG et al. 2002). Abbildung 8 zeigt exemplarisch jeweils einen Immu-
noblotstreifen fiir Bienen- sowie Wespengift mit dem Nachweis spezifischer IgE-

Antikorper gegen die Hauptallergene des jeweiligen Insektengifts.

Die Antigene werden elektrophoretisch mittels der SDS-PAGE entsprechend ihrem Mo-
lekulargewicht und ihrer Ladung aufgetrennt. Sie wandern dabei als feine Antigen-
Banden durch das Gel, bevor sie elektrophoretisch auf Nitrozellulose-Membran transfe-
riert werden. AnschlieBend erfolgt die Antigendetektion mit Antikorpern durch eine

Inkubation der Membranen mit Antiseren.

il - Biene (Apis mellifera) i3 - Wespe (Vespula vulgaris,
Vespula germanica)

kDa kDa

86 -noch nicht
beschrieben

44 el -Api m 2: Hyaluronidase

Ves v 2: Hyaluronidase
Ves v 1: Phospholipase Al

23 1-< Ves v 5: Antigen 5
16 E@)A;}f m 1: Phospholipase A2 Ves g 5: Antigen 5
5 B | Api m 4 Mellitin
= Startlinie

-1V Startlinie

Abbildung 8: Nachweis sIgE-Ak gegen die Hauptallergene des jeweiligen Insektengifts (DPC
Biermann, Bad Nauheim, Deutschland).

Der AlaBLOT wurde entsprechend der Herstellerangaben durchgefiihrt. Hierzu wurden

die Patientenproben vor Beginn des Assays mit Serumverdiinnungspuffer in einem Ver-
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héltnis von 1:10 (50 pl der Probe/ 450 ul Puffer) verdiinnt. Mit Hilfe einer Pinzette
wurde die bendtigte Anzahl Antigen-beschichteter Nitozellulose-Streifen aus dem
Rohrchen entnommen und in Reservoirs der Inkubationswanne mit der Markierung
nach oben gelegt. AnschlieBend wurden die Immunoblot-Streifen 5-10 Minuten auf
einem Schiittler in je 1000 ul Waschldsung rehydriert. Nach vollstindiger Rehydrierung
der Immunoblot-Streifen wurde die Waschlosung verworfen. In einem néchsten Schritt
wurden 500 ul vorverdiinntes Patientenserum in die entsprechenden Reservoirs pipet-
tiert und fiir 2 Stunden inkubiert. Wahrend der Inkubation kam es zu einer Bindung,
zwischen den in den Patientenproben vorhandenen IgE- oder IgG4-Antikdrpern entspre-

chend ihrer Spezifitit und den auf den Streifen vorliegenden Antigenen.

Nach Abschluss der Inkubationszeit wurden in einem Waschschritt ungebundene Reak-
tionspartner entfernt. Hierzu wurde in jedes Reservoir 1 ml gepufferte Waschlosung
pipettiert und jeweils 5 bis 10 Minuten unter Schiitteln gewaschen. Die Waschlosung
wurde vollstindig abgesaugt und der gesamte Vorgang noch zweimal wiederholt. An-
schliefend wurden 500 pul monoklonale, mit alkalischer Phosphatase konjugierte Anti-
Humane-IgE- oder IgG, Immunglobuline hinzugegeben. Im Zuge der folgenden 30-
miniitigen Inkubation kam es zu einer Bindung dieser Antikorper an die spezifischen
IgE- oder IgGy-Antikorper in Form eines sogenannten Sandwich-Komplexes. Uber-
schiissiges Konjugat wurde durch erneutes Waschen (3x) der Streifen entfernt und ein
Enzymsubstrat (500 pl), welches 5 Brom-4 Chlor-3"Indolyl-Phosphat-Toluoidin
(BCIP) und 4" Nitro-Tetrazolium Chloridblau (NBT) enthielt, hinzugegeben. Wihrend
der 15-miniitigen Inkubation hydrolysierte die in den Sandwich-Komplexen gebundene
Alkalische Phosphatase nun dieses Substrat zu einem farbigen Endprodukt, so dass die
Proteinbanden als Linien sichtbar wurden. Im letzten Schritt wurde nun die Farbent-
wicklung durch Absaugen der Substratlosung gestoppt und anschliefend mit 1 ml Aqua
dest. 3 x fiir 5 Minuten gewaschen. Die Blotstreifen wurden mit einer Pinzette aus den
Reservoirs entnommen und auf Filterpapier an der Luft getrocknet. Durch Vergleich mit
definierten Banden der Molekulargewichtsmarker wurden die in den Proben vorhande-
nen Antikorper entsprechend ihrer Spezifitit charakterisiert. Die Unterschiede bei der
Testdurchfiihrung von sIgE und sIgGy liegen bei diesem System lediglich in den Inku-
bationszeiten und der fiir sIgGs notwendigen Vorverdiinnung von 1:1000. In

Abbildung 9 ist ein AlaBLOT-Streifen mit aufgetrennten Proteinen eines Allerge-
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nextrakts zum Nachweis epitop-spez. IgE-/IgGs-Antikorper im Patientenserum darge-

stellt.

‘ Substratreaktion

-
P
Patientenprobe

I I
Apim 4 Apim 1 Apim 2 unbenannt

Abbildung 9: AlaBLOT-Streifen mit aufgetrennten Proteinen eines Allergenextraktes zum
Nachweis epitop-spez. IgE-/IgG4-Antikérper im Patientenserum (DPC Biermann,
Bad Nauheim, Deutschland).

Das Molekulargewicht der Banden kann zur genaueren Charakterisierung unter Zuhil-
fenahme der rot gefdrbten Startline des Immunoblots abgeschitzt werden. Dazu wird
die im Gel zuriickgelegte Laufstrecke des betreffenden Antigens mit der Laufstrecke der
Molekulargewichtsmarker verglichen. Fiir die AlaBLOT-Streifen kann dazu die Entfer-
nung der zu charakterisierenden Bande von der Grundlinie in Millimetern gemessen
werden. Das betreffende Molekulargewicht wird dann entsprechend der nachfolgenden

Formel berechnet.

Log Molekulargewicht (kD) = 0,035 x Entfernung (mm) + 0,75

Die Formel wurde fiir Molekulargewichte innerhalb des linearen Bereichs des Blots

zwischen 14 kD und 200 kD verifiziert und bestétigt.

Die densitometrische Auswertung mittels Scanner und Software ermoglicht eine semi-

quantitative Analyse des AlaBLOT-Ergebnisses beziiglich des relativen Gehalts an An-
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tikorpern im Serum. Hierzu wurden die Blotstreifen gescannt und die Badenintensitit in
Abhingigkeit von der Lage der Bande auf dem Blotstreifen, d.h. dem Molekulargewicht
(in kD) entsprechend, durch das Programm erfasst. Ausgewertet wurden die Daten mit

dem QuantiScan Version 3.0 fiir Windows von der Firma Biosoft.

Die Allergenbanden auf den Immunoblotstreifen des sIgEs wurden zur weiteren dia-
gnostischen Auswertung mit den korrespondierenden Banden des sIgGys verglichen.
Hierbei wurden ,,vollstindige* von ,,unvollstindigen* Bandenmustern unterschieden.
Ein ,,unvollstindiges® Bandenmuster bestand bei einem isolierten Mangel an sIgGy-
Reaktivitdt bei mindestens einer Allergenbande. In der Vergangenheit wurde ein voll-
stindiges Bandenmuster bereits als prognostisches Kriterium eines eingetretenen Schut-
zes im Rahmen einer Hyposensibilisierungstherapie gedeutet (JEEP et al. 1993). Somit
ist die Einteilung in ,,vollstandiges* und ,,unvollstindiges* Bandenmuster gleichzuset-
zen mit ,,ungeschiitzt” und ,,geschiitzt“. In Abbildung 10 ist exemplarisch eine Scan-

nerauswertung eines Immunoblotstreifens dargestellt.
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Abbildung 10: Scannerauswertung Immunoblotstreifen
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2.3 Gesamt IgE, allergenspezifisches IgE

Das Pharmacia CAP System IgE FEIA (Pharmacia, Uppsala, Schweden) ist ein in vitro
Fluoroenzymimmunoassay, bei dem das spezifische Allergen an ein Cellulose Carrier
Polymer (CAP) gebunden ist (Festphase). Es kann zur quantitativen Messung von Ge-
samt- und sIgE aus humanem Blut herangezogen werden. Das Testprinzip beruht dar-
auf, dass Anti-IgE, kovalent gebunden an das ImmunoCAP (Cellulose Matrix), mit sIgE

aus den Serumproben der Patienten reagiert.

Zunichst wurden dazu Probandenseren mit an einer Cellulose Matrix gebundenen Anti-
IgE-Antikorpern inkubiert. Im Anschluf3 daran wurden unspezifische Immunglobuline
vom Typ E abgewaschen und B-Galactosidase-markierte Antikorper hinzugefiigt, die
mit dem gebundenem sIgE einen Komplex bildeten. Im Anschlufl an die Inkubation
wurden ungebundene Anti-IgE-Antikorper abgewaschen und der gebundene Komplex
mit einer Entwicklerlésung, welches das Ezymsubstrat enthilt, inkubiert. Nach Beendi-

gung der Farbreaktion wurde die Fluoreszenz des Eluats im FluoroCount 96 gemessen.

Die Fluoreszenz ist zu der IgE Konzentration in der Serum-Probe direkt proportional. Je
mehr sIgE in der Probe vorhanden ist, desto hoher ist der Fluoreszenzwert. Zur Be-
stimmung des Gesamt-IgEs werden Eichlosungen verwendet, wobei die Werte in kU/1
angegeben werden. Beim Pharmacia CAP-FEIA-System werden diese Standards auch
zur Bestimmung der sIgE-Antikorper verwendet, die Werte werden dabei in kUa/l aus-
gedriickt. In diesem Zusammenhang steht das a fiir allergen-spezifische Antikorper.
Werte von 0,35 kUa/l und dariiber bedeuten ein Ansteigen der relativen Konzentration
von allergen-spezifischen IgE-Antikorpern. Werte von weniger als 0,35 kUa/l driicken
aus, dass Allergen-spezifische Antikorper nicht vorhanden oder nicht nachweisbar sind.
Das Pharmacia CAP System IgE FEIA besteht aus den drei Reagenzien-Einheiten. IgE
FEIA Fluoroenzymimmuno-Reagenzien, IgE FEIA Standard Reagenzien und Immuno-

CAP Anti-IgE FEIA.

Neben den Reagenzien besteht das System aus der Ausriistung und der Software fiir die
Datenverarbeitung. Phamas und MasterCAP sind Programme zur Informations-
verarbeitung im DOS/Windows-Standard und konnen Patientendaten bearbeiten sowie

Arbeitslisten erstellen. AuBerdem sammeln diese Programme Daten des Mefgerits,
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berechnen Werte und erstellen Labor- und Patientenberichte an. Zur Unterstiitzung des
Aufbaus der Versuchsanordnung wird Positionsguide 96 verwendet, zur Verteilung der
ImmunoCAP, Standards, Kontrollen und Patientenproben in die Mikrotestplatten dient

der RoboCAP-Automat.

AutoCAP beinhaltet alle notwendigen Arbeitsschritte inklusive Waschen und Eluieren,
Reagenzienzugabe und Einhalten der Inkubationszeit durch. Alternativ hierzu kann der
Assay Washer 96 alle notwendigen Waschschritte in der Testdurchfithrung und die ab-

schlieende Elutionsprozedur durchfiihren.

Die Fluoresenz des Eluats wird in dem FluoroCount 96 gemessen. Die Daten dieses
Gerits konnen mit dem Phamas- oder MasterCAP-Programm zur Auswertung der Test-

ergebnisse gesammelt und gespeichert werden.

Die Angabe der Messwerte kann quantitativ in internationalen Einheiten kU/1 fiir das
IgE (WHO 75/502) oder in Klassen erfolgen. Die Zuordnung der Klassen zu den jewei-

ligen Konzentrationen sowie deren Interpretation zeigt Tabelle 9.

Klasse ku/I Interpretation

0 <0,35 negativ fir das betreffende Allergen
I 0,35-0,69 fraglich
Il 0,70-3,49 positiv

1] 3,50-17,49
\Y) 17,5-52,49 stark positiv
\ 52,5-99,99
VI >100
Tabelle 9: Einteilung und Interpretation der IgE-Konzentration nach WHO-Klassifikation

2.4 Methoden der statistischen Auswertung

Die erhobenen Daten wurden zunéchst mittels des Programms Excel 2000 der Microsoft
Corporation bearbeitet und anschlieBend fiir die Erstellung von Schaubildern und Gra-
phiken zum Teil in das Programm SPSS 11,5 iibertragen. Grundlage der statistischen
Auswertung des Immunoblot im Vergleich mit den verschiedenen Testmethoden ist die

Vier-Felder-Tafel. Die Vier-Felder-Tafel ist eine Kontingenztafel fiir zwei qualitative
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Merkmale mit jeweils zwei Auspriagungen, im vorliegenden Fall mit Werten aus {0,1}2,
mit 0 = negativer Auspragung und 1 = positiver Ausprigung. Untersucht wurden Sensi-
tivitdt und Spezifitit des Immunoblots im Vergleich mit der Reaktion nach einem Stich
sowie das Signifikanzniveau der Untersuchung. Fiir die graphische Darstellung wurde

der Boxplot gewiéhlt.
2.4.1 Sensitivitit und Spezifitit

Die wichtigste Qualitiit eines Labortests ist seine sogenannte Sensitivitit. Die Sensitivi-
tit eines Tests beurteilt seine Qualitit beziiglich des Ansprechens bei tatsdchlich er-
krankten Personen oder ,,Die Sensitivitit ist die bedingte Wahrscheinlichkeit P(T*[E"),
dass bei einem Patienten mit einer Erkrankung E ein bestimmter diagnostischer Test T

positiv ist.*

Die Qualitdt eines Tests, bei negativem Ausfall auch eine negative Diagnose vorauszu-
sagen, wird als Spezifitdt bezeichnet. Sie ist unter Normierungsbedingungen definiert
als der Anteil der test-negativen und diagnose-negativen Individuen. Oder: ,,Die beding-
te Wahrscheinlichkeit P(T|E"), dass bei einem Patienten, der eine Erkrankung E nicht

hat, ein bestimmter diagnostischer Test T negativ ist, hei3t Spezifitt.*
2.4.2 Boxplot

Der Boxplot ist eine graphische Darstellung, mit der man sich einen Uberblick iiber die
Verteilung der Daten einer Stichprobe verschaffen kann. Hierzu wird in ein Koordina-
tensystem, an dessen y-Achse eine Skala fiir das betrachtete Merkmal eingetragen ist,
der Interquartilsabstand q als Kasten eingezeichnet. Vom oberen Ende des Kastens wird
eine Strecke bis zum maximalen Wert gezeichnet, die aber nicht langer als das 1,5-fache
des Interquartilsabstandes gezogen wird. Falls es Werte gibt, die mehr als 1,5 q vom
oberen Ende entfernt sind, werden diese einzeln als Punkte eingetragen. Entsprechend
verfahrt man am unteren Ende des Kastens. Zusitzlich wird die Position des empiri-
schen Medians markiert. In dieser Definition umfasst der Kasten gerade die mittleren

50 % der Daten.

An statistischen Methoden kamen fiir die Auswertung der Ergebnisse der Wilcoxon-

Test und der Mann-Whitney-U-Test zur Anwendung.
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3 Ergebnisse

3.1 Imker

3.1.1 Anamnestisch erhobene Daten

In einem ersten Schritt wurden die aus den Fragebogen entnommen anamnestischen
Daten ausgewertet. Besonderes Interesse galt hierbei den nach einem Bienenstich auf-
tretenden Reaktionen. Bei 12 Probanden zeigte sich eine Reaktion auf einen Bienen-
stich, die bei 3 Probanden durch eine gesteigerte Lokalreaktion und bei 9 Probanden
durch eine allergische Reaktion gekennzeichnet war. Bei 5 Probanden waren diese al-
lergischen Reaktionen durch kutane Symptome, bei 4 durch systemische Symptome
gekennzeichnet. Eine Ubersicht iiber die Hiufigkeit der begleitenden allergischen Sym-

ptome nach einem Bienenstich gibt Tabelle 10 wieder.

Begleitende Symptome Anzahl der Probanden (n = 9)
Pruritus 4
Rétung gesamtes Integument 1
Quincke Odem 2
Dyspnoe 1
Cephalgien 1
Kreislaufdysregulation 3

Tabelle 10: Hiufigkeit begleitender allergischer Symptome nach einem Bienenstich (Mehr-
fachnennung maglich)
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In einem néchsten Schritt wurde der Expositionszeitraum und somit die Anzahl der Jah-
re, in denen die Probanden einem erhohten Risiko ausgesetzt waren von einer Biene
gestochen zu werden, statistisch in Form eines Boxplots dargestellt. Der Expositions-

zeitraum betrug im Median 20,5 + 14,85 Jahre (0 bis 54) (Abbildung 11).

50

40

30

20

Imkerei / Jahre

Abbildung 11: Anzahl der Jahre der Imkerei

Die mediane Anzahl der Bienenstiche in diesen Jahren betrug 22,5 + 182,469 Stiche (0
bis 1000) (Abbildung 12).
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Abbildung 12:  Anzahl der Stiche im Jahr
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3.1.2 Vergleich der im Immunoblot erhobenen optischen Daten mit den semi-

quantitativ-optisch erhobenen Daten

In einem ersten Schritt wurden die sIgE- und sIgG4-Banden auf den Immunoblotstreifen
rein optisch und ohne Kenntnis der klinischen Reaktion nach einem Stich hinsichtlich
ihres Allergenbandenmusters miteinander verglichen. Hierzu wurden die Immu-
noblotstreifen manuell auf einem vorgefertigten Auswertungsbogen fixiert, wobei die
Immunoblotstreifen des sIgE und des sIgG4 eines Probanden einander gegeniibergestellt
wurden, um einen qualitativen Vergleich der Allergenbandenmuster zu vereinfachen
(Abbildung 13). Anhand der optischen Beurteilung der Antikorpersignale im Immu-
noblot wurden ,,vollstindige* (sIgGs > sIgE) von ,,unvollstindigen* (slgGs < sIgE)
Bandenmustern unterschieden. Ein ,,unvollstindiges* Bandenmuster bestand bei einem
isolierten Mangel an sIgGs-Reaktivitit bei mindestens einer Allergenbande. Dieses

zeigte sich in der optischen Auswertung bei 8 Probanden.

In einem weiteren Schritt wurden die Immunoblotstreifen densitometrisch mittels Scan-
ner und Software der Firma Biosoft semiquantitativ ausgewertet, um eventuell beste-
hende Unterschiede zur optischen Auswertung herauszuarbeiten. Hierbei wurde fiir je-
den Patienten in einem Schaubild die Bandenintensitit als Funktion der Lage der Ban-
den auf dem Immunoblotstreifen durch das Programm aufgetragen. Entsprechend der
Konzentration der gebundenen Antikorper ergaben sich unterschiedlich breite und hohe
Peaks, deren Hohe sowie Fldcheninhalt (Integral) mittels des Computerprogramms
Quantiscan ermittelt wurden. In der semiquantitativen Analyse zeigte sich ebenfalls bei
8 Probanden ein ,,unvollstindiges* Bandenmuster. Somit erbrachte der Vergleich der
beiden Auswertungsmoglichkeiten keine Unterschiede und infolgedessen keinen weite-
ren Vorteil in den darauffolgenden Analysen. Auf eine weitere Unterscheidung der Aus-
wertungsmoglichkeiten beziiglich des Bandenmusters (vollstindig/ unvollstindig) wur-

de daher verzichtet.
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Von den 39 Probanden wurden anhand des Western-Blot-Reaktionsmusters fiir sIgE
und sIgGy 8 Patienten als ,,nicht-geschiitzt* (unvollstindiges Bandenmuster) und 30 als
»geschiitzt  (vollstandiges Bandenmuster) prognostiziert. Abbildung 14 und
Abbildung 15 zeigen Schaubilder der Bandenmuster fiir die als ,,nicht-geschiitzt* und

,»geschiitzt* prognostizierten Probanden.

YWalue
B

' AL
a oL . —5 __ML":D.H .

. e
Position (top to bottom)

slgE slgG,

slgE

slgG,

Abbildung 14: sIgGy < sIgE = unvollstindiges Bandenmuster = ,,nicht-geschiitzt
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Abbildung 15: sIgG, > sIgE = vollstindiges Bandenmuster = ,,geschiitzt*
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Von den 8 als ,,nicht-geschiitzt* prognostizierten Probanden reagierten nur 4 Probanden
mit einer allergischen Reaktion auf einen Stich. Von den 31 als ,,geschiitzt* prognosti-
zierten Probanden reagierten immerhin 5 Probanden auf einen Bienenstich mit einer
allergischen Reaktion. Somit ergab sich in der Gruppe A fiir die Vorhersage einer aller-
gischen Allgemeinreaktion nach einem Stich mit Hilfe des Western Blots eine Sensitivi-
tit von 44 % bei einer Spezifitit von 87 %. Umgekehrt betrugen Sensitivitit und Spezi-

fitat fiir die Vorhersage eines immunologischen Schutzes 87 % bzw. 44 % (Tabelle 11).

Reactors Non-Reactors
slgG, < slgE 4 4 8
slgG, > slgE 5 26 31
9 30
Tabelle 11: Verteilung Reactors/ Non-Reactors/ vollstindiges-/ unvollstindiges Bandenmuster

Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests. Hierbei zeigte
sich ebenfalls kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen den Ergebnissen
der Immunoblotuntersuchungen und dem Reaktionsverhalten nach einem Bienenstich
(p =0,169). Ein vollstindiges Bandenmuster zeigte sich somit nicht als prognostisches
Kriterium fiir einen eingetretenen Schutz gegen eine allergische Reaktion auf einen

Bienenstich.

Um verifizieren zu konnen, ob ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen
dem prognostischen Aussagewert der Immunoblotuntersuchungen und den Untergrup-
pen der allergischen Reaktionen besteht, wurden in einem nichsten Schritt die kutanen
getrennt von den systemischen Symptomen betrachtet. Tabelle 12 und Tabelle 13 ge-
ben eine Ubersicht iiber das Vorhandensein von kutanen- sowie systemischen Sympto-
men bei ,,nicht-geschiitzt* und ,,geschiitzt* prognostizierten Probanden.

Kutane Symptome Keine kutanen
Symptome

slgG, < slgE 3 1 4

slgG, > slgE

Tabelle 12: Vergleich kutane Symptome/ vollstindiges-/ unvollstiindiges Bandenmuster
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Systemische Sym- Keine systemischen
ptome Symptome
slgG, < slgE 1 3
slgG, > slgE 3 2
4 5
Tabelle 13: Vergleich systemische Symptome/ vollstindiges-/ unvollstindiges Bandenmuster

Von den vier als ,,nicht-geschiitzt* prognostizierten Probanden reagierten drei Proban-
den mit einer kutanen Reaktion und nur ein Proband mit einer systemischen Reaktion
auf einen Bienenstich. Von den fiinf als ,,geschiitzt* prognostizierten Probanden reagier-
ten zwei mit einer kutanen und drei mit einer systemischen Reaktion auf einen Bienen-
stich. Somit ergab sich fiir die Vorhersage einer kutanen Reaktion nach einem Bienen-
stich mit Hilfe des Western Blots eine Sensitivitit von 60 % bei einer Spezifitit von 75
%. Fiir die Vorhersage einer systemischen Reaktion konnte nach einem Stich eine Sen-

sitivitdt von 25 % bei einer Spezifitit von 40 % verzeichnet werden.

Weiterhin wurde untersucht, ob ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen
den Ergebnissen der Immunoblotuntersuchungen und dem gehéuften Auftreten oder der
erhohten Exposition gegeniiber Bienenstichen bestand. Hierzu wurden die durchschnitt-
liche Anzahl der Stiche im Jahr sowie der Expositionszeitraum, in dem die Probanden
einem erhohtem Risiko ausgesetzt waren von einer Biene gestochen zu werden, mit den
Ergebnissen der Immunoblotuntersuchungen verglichen. Es zeigte sich, dass mit stei-
gender Anzahl der Jahre der Exposition gegeniiber Bienenstichen sowie mit steigender
Anzahl der durchschnittlichen Bienenstiche im Jahr die Wahrscheinlichkeit eines prog-
nostizierten Schutzes signifikant stieg (Anzahl der Jahre der Imkerei p = 0,015; durch-

schnittlichen Anzahl der Stiche im Jahr p = 0,002) (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Vergleich durchschnittliche Anzahl der Stiche im Jahr / Anzahl der Jahre der
Imkerei mit sIgG,>sIgE (,,geschiitzt*) und sIgG4<sIgE (,,nicht-geschiitzt*)

3.1.3 Vergleich Anamnese und Reaktionsverhalten nach Stichereignis

Um weitere Zusammenhinge zwischen der Anzahl der Stiche im Jahr, der Dauer der
Exposition und dem tatsidchlichen Reaktionsverhalten nach einem Bienenstich zu defi-
nieren, wurden diese Daten mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Test statistisch ausgewertet.
Sowohl fiir die Anzahl der Jahre der Imkerei als auch fiir die Anzahl der Stiche im Jahr
zeigte sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang mit dem Reaktionsverhalten
nach einem Stich. Somit sinkt die Wahrscheinlichkeit einer systemischen Reaktion nach
einem Stich mit der Linge des Zeitraums der Exposition und demzufolge auch mit der
Anzahl der Stiche im Jahr (Imkerei/Jahre p = 0,006; Stiche/Jahr p < 0,001)
(Abbildung 17).
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Abbildung 17: Zusammenhang Anzahl der Stiche im Jahr/ Anzahl der Jahre der Imkerei und
dem Reaktionsverhalten nach einem Bienenstich

Betrachtet man die allergischen Reaktionen isoliert und vergleicht deren Untergruppen
mit der Anzahl der Stiche im Jahr sowie der Linge der Expositionsdauer, so zeigt sich
fiir das Kollektiv der Probanden mit rein kutanen Symptomen eine statistisch signifikant
niedrigere Anzahl von Stichen im Jahr (p = 0,003). Fiir die Anzahl der Jahre der Imkerei
und dem Auftreten rein kutaner Symptome ldsst sich hingegen kein statistisch signifi-

kanter Zusammenhang erkennen (p = 0,139) (Abbildung 18).

[ ]p=o0,003 [ lp=0,139

1000 * 50

40 e}

©
o
o

30

D
o
o

[
B
£ —
L 400 S 20
= ~
1] —
2 2
3 200 @ 10
(V] X
3] E
=
»n 9 0 R E—
kutane nein ja kutane nein ja
Symptome Symptome

Abbildung 18: Zusammenhang kutane Symptome / Anzahl der Jahre der Imkerei, Anzahl der
Stiche im Jahr

Fiir das Auftreten systemischer Reaktionen zeigt sich ein gegenteiliges Ergebnis. Hier-
bei ergibt sich mit steigender Dauer der Exposition gegeniiber Bienenstichen eine ge-

ringere Wahrscheinlichkeit fiir das Auftreten von systemischen Symptomen (p = 0,041).
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Zu der Anzahl der Stiche zeigte sich keine statistisch signifikante Korrelation, jedoch
lie3 sich auch hier eine deutliche Tendenz zu wenigeren Stichen bei Probanden, die sys-

temisch reagierten, nachweisen (p = 0,124) (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Zusammenhang systemische Symptome / Anzahl der Jahre der Imkerei, Anzahl
der Stiche im Jahr

3.1.4 Vergleich semiquantitativ-optisch erhobener Daten des Immunoblots mit

dem Reaktionsverhalten nach einem Stich

In einem weiteren Schritt wurde untersucht, ob zwischen dem Reaktionsverhalten nach
einem Stich und den Ergebnissen der semiquantitativ-optisch erhobenen Daten der Im-
munoblotuntersuchungen Zusammenhénge identifiziert werden konnten. Hierzu wurden
die fiir jeden Probanden in einem Schaubild ermittelten Werte fiir die Bandenintensitét
entsprechend der Konzentration der gebundenen Antikorper als Funktion der Lage der
Banden auf dem Blotstreifen aufgetragen und hieraus der Peak mit dem groften Fla-
cheninhalt (Integral) unter dieser Kurve in Flicheneinheiten (FE) sowie der Peak mit

der groBten Hohe ermittelt.

Der grofite Peak fiir sIgE hatte bei 89,74 % eine weit groflere Fliche sowie bei 92,3 %
eine weit grofBere Hohe als alle anderen sIgE-Peaks zusammen, weshalb von einer Sen-

sibilisierung gegen wenige oder nur ein Hauptallergen auszugehen war.

Bei den sIgGa-Peaks lieB sich bei 61,53 % eine groere Fliche sowie bei 51,28 % eine

grofBere Hohe als alle anderen Peaks zusammen nachweisen. Somit zeigte sich, dass
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etwa die Hilfte der Probanden nur einen einzigen oder zwei slgGs-Peaks aufwiesen.
Zum weiteren Vergleich der Ergebnisse des Westernblots mit der klinischen Reaktion
nach einem Bienenstich wurde fiir den Nachweis von sIgE nur der jeweils grofite sIgE-
Peak der 39 Probanden herangezogen, da keine nennenswerten Unterschiede zwischen
der Darstellung aller Peaks oder nur des grofiten Peaks zu beobachten war. Ebenso er-
gaben sich fiir den Nachweis von sIgG4 keine Unterschiede zwischen dem gréften so-
wie hochsten Peak, so dass auch hier die Darstellung nur des grof3ten Peaks herangezo-

gen wurde.

Der Vergleich, dargestellt durch den Boxplot in Abbildung 20, erbrachte fiir den grof-
ten sIgE-Peak keinen signifikanten Unterschied des Medians zwischen der Gruppe der
Non-Reactors und Reactors (p = 0,366). Beim grofiten-sIgGy-Peak zeigte die statistische
Analyse einen signifikanten Unterschied zwischen der Gruppe der Reactors und Non-
Reactors. Hiernach kam es in der Gruppe der Non-Reactors auch jeweils zum Auftreten

groBerer sIgGy-Peaks (p = 0,019).
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Abbildung 20: Vergleich der griofiten sIgE- und sIgG4-Peaks mit dem Reaktionsverhalten nach
einem Stich

In einem weiteren Schritt wurde die Gesamtheit aller sIgG,-Peaks beurteilt, in dem der
Flacheninhalt der Einzelpeaks addiert wurde. Mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Test zeig-
te sich fiir das Reaktionsverhalten nach einem Stich eine signifikant groere Gesamtin-
tensitit der Banden fiir sIgG4 bei Non-Reactors ausgedriickt in GesamtgroBe. Umge-
kehrt konnte festgestellt werden, dass die Reactors im Western-Blot eine niedrigere Ge-

samtintensitit der sIigGs-Banden aufwiesen. (p = 0,002) (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Vergleich Gesamtintensitit der sIgG,;-Peaks in der Gruppe der Reactors/Non-
Reactors

Wird nun die Anzahl der sIgE und sIgG4 Banden betrachtet, so zeigt sich, dass bei den
Imkern im Median 1 £ 1,442 (0 bis 5) sIgE- sowie 5 + 2,704 (1 bis 10) sIgG4-Peaks
vorhanden waren. (Abbildung 22).

c

(9]

o 6+

c

3 o

£

O 4-

©

=

Y

c 21

<

0+ e
sigE slgG,

Abbildung 22: Anzahl der Banden fiir sIgE und sIgG,

Weiterhin wurde untersucht, ob innerhalb der Gruppe der Reactors/Non-Reactors Un-
terschiede in Bezug auf die Anzahl der Banden fiir sIgGs bzw. sIgE herausgearbeitet
werden konnten. Hierbei ergab sich in der Gruppe der Non-Reactors ein signifikant ge-
hiufteres Vorkommen von sIgG4 Banden, wohingegen sich fiir die Anzahl der sIgE
Banden kein signifikanter Unterschied des Medians zwischen der Gruppe der Reactors
und Non-Reactors zeigte. (Anzahl sIgE-Banden wihrend IT p = 0,384; Anzahl sIgGy-
Banden wihrend IT p = 0,003) (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Anzahl der sIgE und sIgG4 Banden in der Gruppe der Reactors/ Non-Reactors

3.1.5 Vergleich der Ergebnisse im CAP-FEIA mit dem Reaktionsverhalten nach

einem Stich

Vergleicht man die mit dem CAP-System bestimmten Werte fiir Gesamt- und spezifi-
sches- IgE mit dem Reaktionsverhalten nach einem Stich, so kann ein statistisch signifi-
kant hoherer Spiegel an sIgE bei Probanden, die auf einen Stich mit einer allergischen
Reaktion reagiert hatten, nachgewiesen werden. Fiir die Hohe des Gesamt-IgE Spiegels
zeigte sich kein Zusammenhang zu dem Auftreten einer systemischen Reaktion nach

einem Stich (sIgE p = 0,015; Gesamt IgE p = 0,44) (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Vergleich Gesamt- und sIgE-Spiegel bei Reactors/ Non-Reactors
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3.1.6 Vergleich Ergebnisse des Immunoblots und des CAP-FEIA mit den Unter-

gruppen der allergischen Reaktionen

Weiterhin wurden die im CAP-FEIA gemessenen Konzentrationen von Hymenopteren-
gift-sIgE bzw. Gesamt-IgE sowie der im Immunoblot ermittelte groBite sIgE- bzw.
slgGy-Peak und die GesamtgroBe der sIgGs-Peaks gegen die unterschiedlichen allergi-
schen Reaktionen nach einem Stich untersucht. Fiir das Auftreten von kutanen Sym-
ptomen konnten statistisch signifikant hohere Spiegel an sIgE (p = 0,019) sowie eine
verminderte Intensitit der Banden fiir sIgG4 ausgedriickt in Gesamtgroie (p = 0,014),
verzeichnet werden. Keine Zusammenhinge konnten zu der Hohe des Gesamt IgE-
Spiegels sowie der grofiten sIgE- und sIgGy-Peaks definiert werden (sIgE p = 0,378;
grofBter sIgE-Peak p = 0,424; grofter slgGy-Peak p = 0,085). Bei den systemischen
Symptomen konnten keine Signifikanzen evaluiert werden. (Gesamt-IgE p = 0,947;
sIgE p = 0,460; GesamtgroBle slgGs p = 0,139; groBter sIgE-Peak p = 0,738; groBter
slgGy-Peak p = 0,217). Aufgrund der niedrigen Fallzahlen in den Kollektiven sind die

Ergebnisse jedoch nur eingeschrinkt aussagekriftig.

3.1.7 Vergleich atopische Diathese mit Reaktionsverhalten nach Stich, Gesamt-
und spezifisches IgE

Ferner wurde nachgepriift, ob ein Zusammenhang zwischen dem Reaktionsverhalten
nach einem Stich und dem Vorhandensein einer atopischen Diathese bestand. Hierbei
zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen Reactors und Non-Reactors

(p =0,588).

Nur einer von acht Atopikern zeigte dabei eine systemische Reaktion auf einen Bienen-
stich. Somit ergibt sich fiir die Vorhersage einer systemischen Reaktion auf einen Bie-
nenstich bei Atopikern eine Sensitivitit von 11 % bei einer Spezifitit von 77 %

(Tabelle 14).

Reactors Non-Reactors
Atopie 1 7 8
keine Atopie 8 23 31
9 30

Tabelle 14: Vergleich Reactors/ Non-Reactors/ Atopiker/ nicht Atopiker
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Zusitzlich sollte eruiert werden, ob bei Atopikern ein signifikant hoheres Gesamt- oder
spezifisches-IgE nachzuweisen ist. Sowohl fiir das spezifische- als auch fiir das Gesamt-
IgE zeigte sich keine statistisch signifikante Korrelation zu der Existenz einer Atopie
(IgE p = 0,162; sIgE p = 0,505). Es fillt jedoch in diesem Zusammenhang auf, dass bei
Atopikern ein erhohter Gesamt-IgE Spiegel zu verzeichnen ist (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Zusammenhang Gesamt-, spezifisches-IgE / Atopie
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3.1.8 Einzelallergenanalyse

Weiterhin wurde die Existenz von sIgE- und sIgGs-Ak gegen die fiir die Bienengiftal-
lergie entscheidenden Allergene, die Phospholipase A2 (19 kDA), die Hyaluronidase
(45 kDA) und das Melitin (3 kDA), iiberpriift. Bei welchem Molekulargewicht und so-
mit bei welchem Allergen der jeweils groBite sowie hochste sIgE- bzw. slgGs-Peak im

Immunoblot auftrat ist der Abbildung 26 zu entnechmen.
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Abbildung 26: Majorallergene fiir sIgE und sIgG,
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Die stirkste Bande fiir sIgG4 lag bei den Probanden am hiufigsten zwischen 15 und 16
kDA, was der Phospholipase A2 entspricht, gefolgt von Hyaluronidase (41-44 kDA) fiir
den hochsten Peak sowie Melitin (2-3 kDA) fiir den grofiten Peak. Die stirkste Bande
fiir sIgE lag bei den Probanden ebenfalls am hiufigsten zwischen 15 und 16 kDA, ent-
sprechend der Phospholipase A2, gefolgt von der Hyaluronidase (41-44 kDA). Diese
Reihenfolge ergab sich auch bei der Betrachtung der absoluten Héaufigkeiten dieser Al-
lergen-Antikorperbanden. So lieBen sich bei 36 der 39 Probanden sIgGs gegen
Phospholipase A2, bei 28 sIgGs gegen Hyaluronidase und bei 19 sIgGs gegen Melitin
nachweisen. Bei der Untersuchung der sIgE-Allergenbanden zeigte sich eine dhnliche

Verteilung wie beim sIgGs (Abbildung 27 und Tabelle 15).

slgE slgG,
Mellitin (3 kDa) 2 19
Phospholipase A2 (16 kDa) 23 36
Hyaluronidase (44 kDa) 7 28

Tabelle 15: Anzahl der sIgE und sIgGs-Banden gegen die drei Hauptallergene Melitin,
Phospholipase A2 und Hyaluronidase
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Abbildung 27: Anzahl der sIgE- und sIgG4-Banden gegen Melitin, Phospholipase A2 und Hyalu-
ronidase
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3.2 Wespengifthyposensibilisierung (Kollektiv B)

Bei den Patienten der Gruppe B wurden von jedem Patienten jeweils zwei Seren unter-
sucht. Ein Serum, das vor Beginn der spezifischen Immuntherapie gewonnen worden
war, und ein zweites Serum, das vor der Stichprovokation nach ca. 1 Jahr entnommen
wurde. Eine quantitative Bestimmung des Gesamt- und spezifischen-IgEs aus den Seren
erfolgte mittels CAP System der Firma Pharmacia. Zur Bestimmung der sIgE- und
slgGy-Reaktivitidt aus den Seren dienten Western Blot Streifen mit aufgetrenntem Wes-
pengift der Firma DPC Biermann als Allergentriger. Die semiquantitative Auswertung
der Western-Blot-Streifen erfolgte mit dem Computerprogramm QuantiScan. Hierbei
wurde wie bei den Imkern fiir jeden Patienten in einem Schaubild die Bandenintensitit
entsprechend der Konzentration der gebundenen Antikorper als Funktion der Lage der
Banden auf dem Blotstreifen aufgetragen. Der Nachweis von sIgGs-Reaktivitit gegen-
iiber all jener Allergenbanden, die sIgE gebunden hatten, wurde als Hinweis auf eine
eingetretene Schutzwirkung betrachtet. Zur weiteren statistischen Auswertung wurde
der Peak mit dem grofiten Flacheninhalt (Integral) unter der Kurve sowie der Peak mit
der grofften Hohe ermittelt. Es zeigte sich, dass mehr als drei Viertel aller Patienten
(77,78%) zu Beginn der IT nur einen einzigen oder 2 sIgE-Peaks aufwiesen. Der grofBte
sowie der hochste Peak hatten meist eine weit grolere Flache/ Hohe als alle anderen
Peaks zusammen, weshalb wie auch in der Gruppe der Imker von einer Sensibilisierung
gegen nur wenige oder ein Hauptallergen auszugehen war. Noch ausgeprigter zeigte
sich dieses fiir die sIgG,-Reaktivitidt. Hier hatte bei 100% der Patienten der hochste
Peak sowie bei 94,44% der grof3te Peak eine weit grolere Fldche/ Hohe als alle anderen

Peaks zusammengenommen.

Im Rahmen der Stichprovokation, welche im Mittel nach einem Jahr erfolgte, zeigte
sich bei 3 Patienten weiterhin eine Reaktion auf einen Stich, die sich bei allen Patienten
in einer Schwellung > 10 cm sowie weiterer allergischer Reaktionen duflerte, die in

Tabelle 16 aufgezeigt sind.
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Reaktionen nach der Stichprovokation | Anzahl der Patienten (n = 3)

Tachykardie 2

Atembeklemmung 2

Hypertonie 1

Juckreiz 1

Tabelle 16: Reaktionen im Rahmen der Stichprovokation wihrend IT (Mehrfachnennung
moglich)

3.2.1 Vergleich der im Immunoblot erhobenen Daten mit der Anamnese

Zum Vergleich der Ergebnisse der klinischen Reaktion nach der Stichprovokation und
dem Nachweis von sIgE und sIgG4 im Westernblot wurde der jeweils grofite sowie
hochste sIgE- bzw. sIgGs-Peak der 19 Patienten herangezogen, da keine nennenswerten
Unterschiede zwischen der Darstellung aller Peaks oder nur der grofiten bzw. hochsten
Peaks zu beobachten war. Die statistische Analyse erbrachte keinen signifikanten Un-
terschied des Medians zwischen dem grofiten sowie hochsten sIgE- bzw. sIgG,-Peak
und der klinschen Reaktion im Rahmen der Stichprovokation (grofter sIgE-Peak
p =0,421; hochster sIgE-Peak p = 0,487; groBter sIgGy-Peak p = 1,0; hochster sIgGy-
Peak p =0,487).

In einem weiteren Schritt wurden die Allergenbandenmuster fiir sIgE und sIgGy4 vor der
Stichprovokation betrachtet. Von insgesamt 19 hyposensibilisierten Patienten wurden
anhand des Western-Blot-Reaktionsmusters fiir sIgE und sIgG4 vor der Stichprovokati-
on sechs Patienten als ,,nicht geschiitzt* und 13 als ,,geschiitzt prognostiziert. Ver-
gleicht man nun diese Ergebnisse mit der klinischen Reaktion im Rahmen der Stichpro-
vokation, so zeigten drei Patienten eine anaphylaktische Reaktion. Diese drei Patienten
waren jedoch in der Gruppe der als ,,geschiitzt” prognostizierten Patienten enthalten.
Von den 13 als ,,geschiitzt* prognostizierten Patienten zeigte sich hingegen bei drei Pa-
tienten eine anaphylaktische Reaktion auf die Stichprovokation. Somit ergibt sich fiir
die Vorhersage einer anaphylaktischen Allgemeinreaktion bei einmaligem Stichereignis
mit Hilfe des Western Blots eine Sensitivitit von 0 % bei einer Spezifitit von 63 %.
Umgekehrt betragen Sensitivitit und Spezifitit fiir die Vorhersage eines immunologi-

schen Schutzes bei einmaligem Stichereignis 63 % bzw. 0 % (Tabelle 17).
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Reactors Non-Reactors
slgGy<slgE 0 6
slgG;>sigE 3 10 13
3 16
Tabelle 17: Verteilung Reactors/ Non-Reactors mit vollstindigem-/ unvollstiindigem Banden-

muster

Mittels des Mann-Whitney-U-Tests ergab sich fiir die als ,,nicht-geschiitzt* prognosti-
zierten Patienten (sIgGs < sIgE) kein statistisch signifikant hdufigeres Auftreten von

allergischen Reaktionen nach einem Stichereignis (p = 0,36).

Weiterhin zeigte sich, dass 13 Patienten vor Beginn der spezifischen Immuntherapie ein
unvollstindiges Bandenmuster (sIgGs4 < sIgE) aufwiesen und somit als ,.nicht-
geschiitzt* prognostiziert galten. In der Verlaufskontrolle nach einem Jahr reduzierte
sich der Anteil der Patienten, der als ,nicht-geschiitzt” prognostiziert galt, auf sechs
Patienten (Abbildung 28). Die statistische Auswertung erfolgte mittels Wilcoxon-Test,
wobei eine signifikante Anderung des Allergenbandenmusters fiir sIgG4 und sIgE vor

und nach Hyposensibilisierungsbehandlung verzeichnet werden konnte (p = 0,021).

801 p = 0,021

60 1

40 1

201

Prozent der Patienten

slgG, > slgE slgG, > slg_E
vor IT wahrend IT

Abbildung 28: Prozentualer Anteil der Patienten mit vollstindigem (sIgG,>sIgE) Bandenmuster
vor und wihrend IT
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Betrachtet man die Anzahl der Banden fiir sIgG4 bzw. sIgE innerhalb der Gruppe der
Reactors/ Non-Reactors, so ergab sich kein signifikanter Unterschied des Medians zwi-
schen der Gruppe der Reactors und Non-Reactors. Bei den Reactors liessen sich jedoch
weniger sIgGy4- und sIgE-Banden nachweisen(Anzahl sIgE-Banden nach IT p = 0,064;
Anzahl sIgG4-Banden nach IT p = 0,634) (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Anzahl der Banden fiir sIgE bzw. sIgG, wihrend IT in der Gruppe der Reactors
und Non-Reactors

3.2.2 Verlauf Allergenbandenmuster vor und wihrend IT

Betrachtet man die Anzahl der Banden fiir sIgG4 und sIgE im Verlauf der spezifischen
Immuntherapie, so zeigt sich mit Hilfe des Wilcoxon-Test ein signifikanter Anstieg der
Anzahl der sIgE sowie der sIgGs Banden wihrend der IT (slgGs p < 0,001; sIgE
p = 0,009) (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Anzahl der Banden fiir sIgE und sIgG, vor und wihrend IT
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Ebenso kam es im Laufe der Immuntherapie zu einer signifikanten Zunahme der grof3-
ten und hochsten sIgE- bzw. sIgGy-Peaks (groBter sIgE-Peak p = 0,001; hochster sIgE-
Peak p = 0,001; hochster slgGs-Peak p < 0,001; grofiter sIgGy-Peak p < 0,001)
(Abbildung 31).
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Abbildung 31: GroBter/ hochster Peak fiir sIgE bzw. sIgG, vor und wihrend IT
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3.2.3 Vergleich der Ergebnisse des sIgE (CAP-Methode) und der klinischen Re-

aktion nach der Stichprovokation

Zusitzlich wurde ermittelt, ob zwischen der klinischen Reaktion nach der Stichprovoka-
tion und dem mittels Cap-System bestimmtem Gesamt- und spezifischen-IgE ein Zu-
sammenhang besteht. Bei den Reactors konnten signifikant niedrigere Gesamt-IgE-
Spiegel nachgewiesen werden (p = 0,047). Fiir das spezifische-IgE zeigte sich kein Un-
terschied zwischen Reactors und Non-Reactors (p = 0,573) (Abbildung 32).
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Abbildung 32: Vergleich Reactors, Non-Reactors, Gesamt- und spezifisches IgE
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3.2.4 Gesamt- und spezifischer-IgE-Spiegel vor und wihrend der IT

Zur Untersuchung des Verlaufs des Gesamt- und spezifischen-IgE-Spiegels vor und
wihrend der Hyposensibilisierung wurden die Werte mit Hilfe des Wilcoxon-Test sta-
tistisch ausgewertet. Fiir den Verlauf der Gesamt- und spezifischen-IgE Werte ergab
sich keine signifikante Anderung wihrend der Hyposensibilisierungsbehandlung (Ge-

samt-IgE p = 0,396; spezifisches-IgE p = 0,573) (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Gesamt- und spezifischer IgE-Spiegel vor und wihrend der IT
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3.2.5 Einzelallergenanalyse

Als Hauptallergene des Wespengifts konnten das Antigen 5 bei 23 kDa, die Phospholi-
pase Al bei 35 kDa und die Hyaluronidase bei 44 kDa identifiziert werden, da bei 17
der 18 Wespengiftallergiker bereits vor Beginn der spezifischen Immuntherapie gegen
mindestens eines dieser Proteine sIgE-Antikorper im Serum mittels Immunoblot nach-
gewiesen werden konnten. Der groBte- (55,6 %) sowie hochste- (66,7 %) Peak fiir sIgE
lag bei den Wespengiftallergikern zwischen 23 und 25 kDA, was dem Antigen 5 ent-
spricht, gefolgt von Phospholipase Al (grofiter-Peak 33,3 %; hochster-Peak 27,8 %)
und Hyaluronidase (groBter-Peak 5,6 %; hochster-Peak 5,6 %). Diese Reihenfolge ergab
sich auch bei der Betrachtung der absoluten Héufigkeiten der Allergen-

Antikorperbanden, die in Tabelle 18 aufgezeigt sind.

slgE slgG,
Antigen 5 (23 kDa) 14 11
Phospholipase A1 (35 kDa) 13 11
Hyaluronidase (44 kDa) 6 1
Tabelle 18: Anzahl der Patienten mit sIgE, und sIgG,-Ak gegen Antigen 5, Phospholipase Al

und Hyaluronidase vor Beginn der Hyposensibilisierung

Bei der Untersuchung der sIgGy-Allergenbanden lag der groBte- (38,89%) sowie hochs-
te- (44,44 %) Peak fiir sIgG4 zwischen 23 und 25 kDA, was dem Antigen 5 entspricht,
gefolgt von Phospholipase A1 (groBter-Peak 38,89 %:; hochster-Peak 33,3 %) Gegen die
Hyaluronidase konnten vor Beginn der Hyposensibilisierngsbehandlung keine sIgGy-
Allergenbanden nachgewiesen werden. Bei vier von 19 Patienten zeigte sich zu Beginn
der IT tiberhaupt keine sIgG4-Allergenbande, bei einem Patienten zeigte sich keine

sIgE-Allergenbande.

Bei 6 (7) Patienten lag der grofite (hochste) sIgE und sIgGs-Peak bei Allergenen des
gleichen Molekulargewichts, bei 12 (11) lag der groflte (hochste) Peak von sIgE und
sIgG4 bei unterschiedlichen Allergenen. Ein Jahr nach Beginn der IT erhohte sich der
Anteil der Patienten, deren groBter (hochster) sIgE und sIgGs-Peak bei Allergenen des
gleichen Molekulargewichts lag, auf 10 (15) Patienten. Bei der Uberpriifung, ob es im

Verlauf der IT zu Verlagerungen der grofiten (hochsten) sIgE-Peaks hin zu bestimmten
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Allergenen gab, zeigte sich bei 4 von 18 Patienten eine Anderung des groBten sIgE-
Peaks im Westernblot von Hyaluronidase, Phospholipase oder einem anderen Allergen
zu Beginn auf Antigen 5 im Verlauf. Eine Anderung zu Gunsten der Hyaluronidase trat
bei 6 (2) von 18 Patienten auf und eine Anderung zum Vorteil von Phospholipase bei 2
(0) Patienten. Bei 6 (13) der Patienten mit Wespengiftallergie befand sich der groBte
sIgE-Peak zum Zeitpunkt der Messung im Bereich des gleichen Molekulargewichts wie

zu Beginn der IT (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Anderung des Antikorperprofils wiihrend der IT beziiglich der hichsten sowie
grofiten sIgE Peaks
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Bei der Uberpriifung der sIgG,-Peaks zeigte sich bei 7 von 18 Patienten eine Anderung
des groBten (hochsten) sIgGy-Peaks im Westernblot von Hyaluronidase, Phospholipase
oder einem anderen Allergen zu Beginn auf Antigen 5 im Verlauf. Eine Anderung zu-
gunsten der Hyaluronidase trat bei 2 (0) von 18 Patienten auf und eine Anderung auf
Phospholipase bei 2 (1) Patienten. Bei 7 (7) der Patienten mit Wespengiftallergie befand
sich der groBte (hochste) sIgGs-Peak zum Zeitpunkt der Messung im Bereich des glei-
chen Molekulargewichts wie zu Beginn der IT (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Anderung des Antikorperprofils wiihrend der IT beziiglich der hichsten sowie
groBiten sIgG, Peaks
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Beim Vergleich der Entwicklung des zu Beginn der IT groten (hochsten) sIgE-Peaks
mit der Entwicklung der Summe der einzelnen Peaks wihrend der IT nahm der zu Be-
ginn der IT groBte (hochste) Einzelpeak mehr Fliche (Hohe) ein als die Summe der {ib-
rigen zusammen. Im Laufe der IT kam es jedoch zu einem starken Anstieg der restli-

chen und dem Auftreten neuer Peaks.

In der statistischen Analyse, welche mittels des Mann-Whitney-U-Test durchgefiihrt
wurde, ergab sich im Laufe der Hyposensibilisierungsbehandlung ein signifikanter An-
stieg der Existenz von sIgGs-Ak gegen Antigen 5, Phospholipase Al und Hyaluronidase
(Antigen 5 p = 0,008; Phospholipase Al p = 0,008; Hyaluronidase p = 0,001). Fiir die
sIgE-Ak gegen Phospholipase Al lieB sich ebenfalls ein signifikanter Anstieg (p =
0,025) nachweisen. Fiir die sIgE-Ak gegen Hyaluronidase und Antigen 5 lieBen sich
keine signifikanten Anstiege verzeichnen, jedoch zeigte sich bei beiden ein tendenziel-
ler Anstieg (Antigen 5 p = 0,18; Hyaluronidase p = 0,058) (Abbildung 36 und
Abbildung 37).
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Abbildung 36: Vorhandensein von IgG,4-Ak gegen Antigen 5, Phospholipase A1 und Hyaluronida-
se im Verlauf der SIT
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Abbildung 37: Vorhandensein von IgE-Ak gegen Antigen 5, Phospholipase A1 und Hyaluronidase
im Verlauf der SIT
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4 Diskussion

In der Literatur ist die Frage, welche Patienten durch die IT nicht ausreichend gut ge-
schiitzt oder nicht geschiitzt sind und wie lange die Wirksamkeit nach Beendigung einer
IT anhilt, hidufig Gegenstand von Diskussionen. Dabei stehen bis heute keine zuverlis-
sigen Laborparameter zur Verfiigung, die den Therapieerfolg einer Hyposensibilisie-
rungsbehandlung vorhersagen konnen. Somit stehen Testverfahren, die eine Aussage
diesbeziiglich ermoglichen, im Mittelpunkt der Forschung. Der Immunoblot, der in in
den letzten Jahren zunehmend an Aufmerksamkeit im Hinblick auf seine prognostische
Wertigkeit gewonnen hat, wurde in unserer Studie reevaluiert. Ziel unserer Studie war
es, Anderungen im Muster der spezifischen Antikorper u.a. im Rahmen der Hyposensi-
bilisierungsbehandlung zu erfassen, um damit eine weitere Grundlage in der Diagnostik
und Hyposensibilisierungstherapie-Verlaufskontrolle zu finden. Weiterhin sollte eben-
falls herausgearbeitet werden, inwiefern die semiquantitativ-optische Analyse der Im-
munoblotstreifen mittels des Computerprogramms Quanti Scan weitere Vorteile gegen-
iber der rein optischen Analyse ergibt. Ebenso sollte iiberpriift werden, ob wihrend der
IT IgE-Antikorper gegen Proteine des Giftextrakts gebildet werden, die vor der Thera-

pie noch nicht vorhanden waren.
4.1 Prognostische Wertigkeit des Immunoblots

Der Immunoblot stellt bislang die einzige Methode dar, mit dem eine semiquantitative
Bestimmung der sIgE- und sIgGs-Antikorper gegen Einzelallergene der Hymenopteren-
gifte praktikabel ist. Es ist somit nicht nur eine Bestimmung der sIgE- bzw. slgGy-
Spiegel im Patientenserum erzielbar, sondern der Immunoblot ermoglicht die Erstellung
eines fiir jeden Patienten individuellen Allergenbandenmusters. Mit Hilfe der Software
Quantiscan der Firma Biosoft (Cambridge, UK) ist sogar ein semiquantitativer Antikor-
pernachweis gegen die Einzelallergene moglich. Den Empfehlungen der Fachgesell-
schaft zufolge dient der Immunoblot derzeit als unterstiitzende Zusatzuntersuchung im
Verlauf einer Immuntherapie (PRZYBILLA et al. 2004), da bereits nicht zuletzt in der
Vergangenheit die hohe Sensitivitit dieses Testverfahrens im Rahmen der Detektion
von Allergen-sIgE und -sIgG4 im Verlauf einer Immuntherapie nachgewiesen werden

konnte (ZOLLNER et al. 2001, OLLERT et al. 2002, JEEP et al. 1996). Uberdies wurde der
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Immunoblot zuvor fiir die Vorhersage des Erfolges einer Hyposensibilisierungsbehand-
lung in einzelnen Studien evaluiert (OLLERT et al. 2002, JEEP et al. 1996). Ziel unserer
Arbeit war es, anhand der Daten und Seren zweier Studienkollektive die prognostische
Wertigkeit des Immunoblots fiir die Vorhersage des Erfolgs einer Hyposensibilisie-
rungsbehandlung zu reevaluieren. Untersucht wurden zwei Studienkollektive. In dem
Studienkollektiv A wurden Probanden getestet, die aufgrund beruflicher Exposition
gehduft von Bienen gestochen wurden. Hierzu zihlten Imker und deren Familienange-
horige. In das Studienkollektiv B wurden Patienten der Allergologie, der Klinik und
Poliklinik fiir Hautkrankheiten -Allgemeine Dermatologie und Venerologie- Miinster
mit nachgewiesener Hymenopterengiftallergie einbezogen, die sich in einem Zeitraum
von Februar 1996 bis Juli 2001 zur Einleitung einer spezifischen Immuntherapie sowie

zur Stichprovokation vorstellten.

Zur Auswertung des Immunoblots wurden die Immunoblotstreifen optisch sowie semi-
quantitativ-optisch mittels der Software Quantiscan ausgewertet. Hierbei wurde fiir je-
den Immunoblotstreifen ein Schaubild erstellt, in dem die Bandenintensitédt entspre-
chend der Konzentration der gebundenen Antikorper als Funktion der Lage der Banden
auf dem Immunoblotstreifen aufgetragen wurde. Bei der Auftragung der Blotstreifen
von Hand kann es hierbei zu einigen Ungenauigkeiten kommen. Da die Auftrennung
der Einzelallergene in der Elektrophorese mit exponentiell ansteigender FlieBgeschwin-
digkeit erfolgt, sind die Ungenauigkeiten bei niedermolekularen Allergenen geringer als
bei hohermolekularen. Um diese Ungenauigkeit zu minimieren und somit eine exaktere
Bestimmung des Molekulargewichts zu ermdglichen, kénnte der rosarote, unscharf be-

grenzte Startpunkt vom Hersteller durch eine diinne, Linie prézisiert werden.

Die fiir die Wespengiftallergie relevanten Allergene sind das Antigen 5 bei 23 kDa, die
Phospholipase A1l bei 35 kDa und die Hyaluronidase bei 44 kDa. Somit besitzen die im
Wespengift enthaltenen Enzyme mit relevanter Immunogenitit allesamt ein mittleres
Molekulargewicht und lassen sich mit Hilfe des Programms gut dem entsprechenden
Molekulargewicht zuordnen. Die fiir die Bienengiftallergie bedeutenden Allergene, die
Phospholipase A2 16 kDA, die Hyaluronidase 44 kDA und das Melitin 3 kDA, lassen
sich ebenfalls mit Hilfe des Programms gut dem entsprechenden Molekulargewicht zu-

weisen. Peaks der spezifischen Bindung von Antikorpern mit Einzelallergenen eines
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hoheren Molekulargewichts, bei denen die Zuordnung aufgrund der exponentiellen
FlieBgeschwindigkeit bei der Auftrennung der Allergene in der Gelelektrophorese
schwierig war, waren in beiden Gruppen weniger hdufig zu beobachten und zeigten
zumeist eine geringere Intensitit als Peaks im mittleren kDA Bereich. Die in unserer
Studie beobachtete hohe Immunogenitit gegen die oben beschriebenen Majorallergene
des Bienen- und Wespengifts bestitigt iiberdies die Resultate zahlreicher anderer Arbei-
ten (EDERY et al., 1978; HABERMANN, 1972; MATZKE & BOGDANOV, 1997; NAKAJIA-
MA, 1984; O’CONNER & PECK, 1978; OLLERT, 1999; SHIPOLINI, 1984). Auch die hochs-
ten und groBten sIgGy-Peaks fanden sich am héufigsten gegen die oben genannten Al-

lergene.

Laut einer Arbeit von Ollert et al. aus dem Jahre 1999 gilt eine systemische Reaktion
nach einem Stich dann als wahrscheinlich, wenn sich im Serum sIgE-Antikorper gegen
ein bestimmtes Allergen finden, gegen das sich keine sIgGs-Antikorper nachweisen
lassen. Ubertragen auf unsere Studie wiirde dies bedeuten, dass, je groler ein sIgE-Peak
und je kleiner der sIgGs-Peak gegen das betreffende Allergen ist, desto groer demzu-
folge der Uberhang an sIgE-Antikorpern gegen das bestimmte Allergen und entspre-
chend hoher das Risiko einer schweren Allgemeinreaktion nach einem Stich ist. In der
vorliegenden Studie korrelierte in der Gruppe der Wespengiftallergiker weder die An-
zahl der sIgE- noch der sIgGy-Allergenbanden im Westernblot mit der Reaktion im
Rahmen der Stichprovokation, wie es nach der Hypothese von Ollert et al. zu vermuten
wire. Demnach wiirde eine zunehmende Anzahl an sIgE-Allergenbanden die vollstin-
dige ,,Deckung® durch slgGs-Allergenbanden zunehmend unwahrscheinlicher und da-
mit eine schwere klinische Reaktion wahrscheinlicher werden lassen. In der Gruppe der
Imker und deren Angehorigen konnte eine signifikante Korrelation zwischen der An-
zahl der sIgG4-Banden, nicht jedoch der Anzahl der sIgE-Banden und der Reaktion

nach einem Stich konstatiert werden.

Jeep et al. konnten in einer Studie mit 20 Bienengiftallergikern zeigen, dass sich bei
Patienten, die in der Stichprovokation ungeschiitzt waren, bei mindestens einer Aller-
genbande, bei der sie sIgE-Ak aufzeigten, keine sIgG,-Ak nachweisen lieBen. Bei ge-
schiitzten Patienten lieBen sich bei allen Banden, bei denen sie vor IT sIgE-Ak besal3en,

auch sIgGy-Ak nachweisen. Zusammenfassend ldsst sich somit festhalten, dass sich
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diejenigen Patienten als geschiitzt erwiesen, die gegen all jene Allergenbanden, die sIgE
gebunden hatten, auch eine sIgG4-Reaktivitiit aufzeigten. Ubertrigt man wiederum diese
Beobachtung auf die vorliegende Studie, so zeigten 31 von 39 Probanden aus der Grup-
pe der Imker gegen alle sIgE-Antigenbanden auch gleichzeitig gleichstarke oder stérke-
re sIgGs-Antigenbanden gegen dieselben Allergene. Fiinf Probanden wiesen jedoch
trotzdem eine systemische Reaktion nach einem Hymenopterenstich auf. Die Sensitivi-
téit fiir die Vorhersage einer anaphylaktischen Reaktion nach einem Insektenstich in der
Gruppe der Imker liegt somit nur bei 44 %. Wesentlich ungiinstiger fiel das Ergebnis
bei den Patienten mit Wespengiftallergie aus. Hier konnte mit dem Western-Blot kein
anaphylaktisches Ereignis in der Stichprovokation vorhergesagt werden. Die Vorhersa-
ge eines Schutzes unter Hyposensibilisierung mit Wespengift ist mit einer Spezifitit von
63 % zwar hoher, dies beruht jedoch lediglich darauf, dass nur wenige Patienten in der
Stichprovokation reagiert hatten und der Grof3teil der Patienten bereits nach kurzer Zeit
nach Einleitung der SIT geschiitzt waren. Somit gibt der Immunoblot in beiden Kollek-
tiven aufgrund der schlechten Sensitivitidt sowie Spezifitit keine valide prognostische

Aussage beziiglich der zu erwartenden Reaktion nach einem Stich.

Mogliche Ursachen fiir falsch klassifizierte, positive Reaktionen im Rahmen eines
Stichereignisses konnten Angstzustinde und psychische Reaktionen seitens der Patien-
ten sein, die allergische Reaktionen vortduschen konnten. Eine weitere Fehlerquelle,
wie sie bereits in der Vergangenheit von Freising et al. beschrieben wurde, konnte darin
liegen, dass die Allergene denaturiert werden und Konformationsdeterminanten verlo-
rengehen, so dass sIgE- oder sIgG4-Antikorper die korrespondierende Bindungsstelle
nicht mehr vorfinden (FREISING et al. 2006). Zudem konnen technische Ursachen die
Aussagekraft des Westernblots beeinflussen. Zu nennen seien hier die Standardisierung
in der Beladung mit dem Allergengemisch, zum anderen die Wahl der Methode fiir die
Blockierung von freien Proteinbindungsstellen auf der Blot-Membran sowie die Detek-
tionsmethode fiir die gebundenen sIgGs- beziehungsweise sIgE-Antikorper (OLLERT et
al. 2002).
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4.2 Vergleich der semiquantitativ-optischen Beurteilung gegeniiber

der rein optischen Beurteilung der Immunoblotstreifen

Um zu evaluieren, ob die semiquantitative Analyse der Immunoblotstreifen einen weite-
ren prognostischen Aussagewert beziiglich einer eingetretenen Schutzwirkung im Rah-
men der Hymenopterengiftallergie ermoglicht, wurden die Immunoblotstreifen mittels
Scanner und Software der Firma Biosoft weiter ausgewertet. Beim Vergleich des je-
weils hochsten-/ groften- sIgE- bzw. slgGs-Peaks sowie der Gesamthohe/-grofle der
sIgE- bzw. slgGs-Peaks mit der Reaktion im Rahmen der Stichprovokation lief sich in
der Gruppe der Wespengiftallergiker kein signifikanter Unterschied des Medians zwi-
schen der Gruppe der Non-Reactors und Reactors herausarbeiten. Es zeigte sich jedoch
in der Gruppe der Reactors ein Vorkommen niedrigerer/ oder kleinerer sIgE- bzw.
slgGy-Peaks. In der Gruppe der Imker konnten bei den Non-Reactors signifikant grof3e-
re/ hohere slgGy-Peaks sowie eine groflere Gesamtgrofie/-hohe der sIgGs—Peaks nach-

gewiesen werden.
4.3 Sensibilisierung gegen Allergene im Verlauf der Immuntherapie

Des Weiteren wurde in unserer Studie der Frage nachgegangen, ob wihrend der Im-
muntherapie IgE-Antikorper gegen Proteine des Giftextraktes gebildet werden, die vor
Beginn der Therapie noch nicht vorhanden waren und somit im Verlauf der Immunthe-
rapie eine Sensibilisierung gegen bestimmte Allergene stattfindet. Betrachten wir unsere
Majorallergene Antigen 5, Phospholipase A1 und Hyaluronidase unseres Studienkollek-
tivs B, so zeigt sich, dass die Héufigkeit der Antikorperpeaks gegen alle drei Allergene
tendenziell zunimmt. Im Verlauf der Hyposensibilisierung traten somit sIgE-Antikorper
gegen Majorallergene auf, die zu Beginn nicht vorhanden waren. Bei 5 der 19 Patienten
konnte mit Hilfe des Immunoblots festgestellt werden, dass unter der Hyposensibilisie-
rung spezifische IgE-Antikdrper gegen einzelne Wespengifallergene neu auftraten. Fiir
die Phospholipase war dieser Anstieg sogar signifikant (p=0,025). Es ist daher anzu-
nehmen, dass es erst durch die regelméfige Injektion des Wespengifts im Rahmen der
IT zu einer Sensibilisierung gekommen ist. Fiir die Zukunft bleibt zu diskutieren, ob
durch eine Therapie nur mit genau den Allergenen, gegen die der Patient eine Sensibili-

sierung im Westernblot aufweist, nicht eine solche zusitzliche Sensibilisierung vermie-
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den werden konnte. Sobald alle relevanten Allergene eines Extrakts in rekombinanter
Form verfiigbar sind, kann mittels Westernblots das genaue Sensibilisierungsprofil je-
des einzelnen Patienten bestimmt und dementsprechend ein individueller Extrakt fiir die
IT zusammengestellt werden (MULLER, 2003), der anschlieend hinsichtlich seiner the-

rapeutischen Wirksamkeit zu iiberpriifen sein wird.
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