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2 Einleitung

2.1 Epidemiologie der Hymenopterengiftallergie

In der Allgemeinbevdlkerung liegt die Pravalenz systemischer Reaktionen auf Stiche
von Hymenopteren (Hautfligler) bei 1,2 — 3,5 % (Schéafer, 2009), gesteigerte ortliche
Reaktionen treten in 2,4 - 26,4 % der Bevdlkerung auf (Bilo et al., 2005). Eine auf
IgE-Antikdrper basierende Sensibilisierung gegen Bienengift (BG) ist im Rahmen von
Hauttests und labordiagnostischer Detektion von Serum-IgE-Antikdrpern in bis zu 25
% der Gesamtbevolkerung, bei Kindern sogar in nahezu 50 % nachgewiesen
(Golden et al., 1989). Das Statistische Bundesamt erfasst jahrlich etwa 20
Todesfalle, die auf eine anaphylaktische Reaktion infolge eines Stiches durch eine
Biene, Wespe oder Hornisse zurlckzufuhren sind. Es sind dabei beinahe
ausschlieBlich Erwachsene betroffen, des Weiteren mit einer Verteilung von etwa 2/3
Uberwiegend Manner. Die tatsachliche Inzidenz von Todesfallen infolge einer
Anaphylaxie nach Hymenopterenstichen wird sehr wahrscheinlich jedoch deutlich
unterschatzt, da aufgrund eines Nicht-Erkennens der eigentlich ursachlich zum Tode
fuhrenden Anaphylaxie eine andere Todesursache fehldiagnostiziert wird (Przybilla
et al., 2007). Schwere Anaphylaxien bei Erwachsenen werden in den
deutschsprachigen Landern Uberwiegend durch Insektenstiche provoziert, bis zu ein
Drittel der Anaphylaxieereignisse werden Insektengiftallergien zugerechnet (Hompes
et al., 2008).

2.2 Ausldser der Hymenopterengiftallergie

Die Ordnung der Hymenopteren unterliegt der Klasse der Insekten. Sie besteht aus
132 Familien mit > 150 000 beschriebenen Arten (Zhang, 2013). Die ihnen
zugehdrigen Aceluatae (Stechimmen) gliedern sich unter anderem in Apidae (Echte
Bienen), Vespidae (Faltenwespen) und Formicidae (Ameisen). Zur Familie der
Apidae gehoren die Honigbiene (Apis mellifera, von nun an als Biene bezeichnet)
und die Hummel (Bombus). Die Familie der Vespidae wird in die Subfamilien
Vespinae und Polistinae unterteilt. Zu den Vespinae werden die bei uns am
haufigsten vorkommenden Faltenwespen Vespula germanica (Deutsche Wespe) und
Vespula vulgaris (Gemeine Wespe) (von nun an gemeinsam als Wespen bezeichnet)
gezahlt (Bilo et al., 2005). In Mitteleuropa sind insbesondere etwa 40 Bienen- und

Faltenwespenarten und Hornissen potentielle Ausléser von Hymenopterengift-
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allergien. Aufgrund ihrer hohen Populationsdichte im Bereich von Siedlungs- und
Freizeitbereichen des Menschen und zusatzlich einem  ausgepragten
Feindabwehrverhalten am eigenen Nest sind Bienen, Wespen und, zu einem
geringeren Anteil, Hummeln besonders haufig Ausléser von allergischen
Stichreaktionen. Wahrend bei BG-Allergikern die gesamte Vegetationsperiode von
Februar bis Oktober ein erhdhtes Stichrisiko bedeutet, sind gegen Wespengift (WG)
allergische Patienten insbesondere vom Hochsommer bis in den Herbst Uberwiegend
gefahrdet. Bei beiden Arten kommt es ganz besonders in der Nahe von Futterplatzen
und im Nestbereich zu Stichereignissen. Die Angriffsmotivation unterliegt dabei
unterschiedlichen Faktoren, u.a. der Entfernung zum Nest und der Witterung, wobei
schwil-heilkes Wetter ein aggressiveres Verhalten bedingt (Mauss, 2008). Bienen
sind aufgrund der am Stechapparat angebrachten Widerhaken zu einem einzigen
Stich in die elastische Epidermis fahig, bei dem der gesamte Stechapparat aus dem
Hinterleib gerissen wird. Dies bedeutet flr die Biene eine letale Verletzung. Es
werden zwischen 50 - 140 ug Gift injiziert (Hoffman et al., 1988, Hoffman and
Jacobson, 1984). Bei in der Epidermis verbleibendem Stechapparat wird die
Giftinjektion noch bis eine Minute nach Entfernung des Insekts fortgesetzt.
Demgegenuber haben Wespen die Fahigkeit zu multiplen Stichen, es werden jeweils
ca. 3 ug Gift pro Stich injiziert (Tan and Campbell, 2013).

2.3 Pathogenese der Bienengift-Allergie

Die BG-Allergie gehort zu den IgE-vermittelten allergischen Erkrankungen.
Zwingende Voraussetzung flr eine allergische Erkrankung ist eine vorangehende
Sensibilisierung, bei welcher ein Antigen im Rahmen einer spezifischen
Immunreaktion als Allergen erkannt wird. Nach Kontakt mit allergenen Komponenten
des Insektengiftes werden allergenspezifische IgE-Antikérper  gebildet.
Anaphylaktische Reaktionen gegen BG gehoéren zur Sofortreaktion des Typ | nach
Coombs und Gell. Nach erneutem Kontakt im Rahmen eines Stichereignisses bindet
das Allergen Uber eine Kreuzvernetzung (,Cross-Linking“) an FceRI-Rezeptoren auf
der Oberflache von gewebsstandigen Mastzellen und basophilen Granulozyten
(Heppt und Bachert, 2011). Es folgt die Degranulation der gebundenen Mastzellen
und basophilen Granulozyten und damit zur Ausschittung von Histamin, Serotonin,
Heparin, Prostaglandinen, Leukotrienen, sowie Zytokinen und Chemokinen.

Insbesondere die histaminbedingten Symptome sind klinisch apparent. Histamin fahrt

9
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zu Konstriktion der Atemwege und der Muskulatur des Gastrointestinaltraktes mit
folglich Dyspnoe, Nausea und Emesis. Im Rahmen der Erhéhung der
GefaRpermeabilitdt kommt es zu einer Extravasation mit Odembildung, an den
peripheren Gefallen bewirkt es eine Vasodilatation mit konsekutiver

Blutdrucksenkung bis hin zum Schockzustand (Saloga et al., 2006).

2.4 Klinisches Bild

Man unterscheidet prinzipiell lokale von systemischen Reaktionen infolge eines
Hymenopterenstiches. Lokal folgt, neben einer durch das Insektengift provozierten
Schmerzreaktion, eine Rétung und Schwellung, welche einen Durchmesser < 10 cm
aufweist und innerhalb eines Tages regredient ist. Man spricht von einer gesteigerten
ortlichen Reaktion, d.h. schwere Lokalreaktion, sollte die beschriebene Schwellung >
10 cm einnehmen und zeitlich (ber einen Tag persistieren. Die Atiologie ist
wahrscheinlich allergisch, jedoch am ehesten nicht IgE-vermittelt. Diese
uberschiel3ende Lokalreaktion kann von einer nicht-infektidsen Lymphangitis und
einer milden Allgemeinzustandsreduktion begleitet sein. In sehr seltenen Fallen kann
ein Stich im Bereich der Atemwege, toxisch oder allergisch bedingt, eine
schwerwiegende Atemwegsobstruktion hervorrufen (Przybilla et al., 2011). Dem
gegenuber zeigen systemische Reaktionen, d.h. Allgemeinreaktionen, Symptome,
welche Uber die Einstichstelle hinausgehen bzw. keinen 6rtlichen Zusammenhang
mit der Einstichstelle gemein haben. Eine Anaphylaxie ist beschrieben als
Soforttypreaktion systemischen Ausmales, die potentiell das Leben bedroht. Der
Ausloser einer Anaphylaxie ist zumeist ein einzelner Stich, welcher eine IgE-
vermittelte Antikorper-Reaktion des allergischen Patienten gegen im Insektengift
enthaltene Einzelallergene provoziert. Das klinische Bild zeigt sich dabei sehr
variabel. Der Schweregrad variiert beginnend bei Hautreaktionen wie Pruritus,
Urtikaria und Angioddem, gefolgt von gastrointestinalen, respiratorischen oder
kardiovaskularen Beschwerdebildern milder bis maRiger Auspragung, bis hin zu
schwerstgradiger pulmonaler und hamodynamischer Instabilitdt im Sinne eines
anaphylaktischen Schocks (Mdiller, 1988). Die Schweregrade einer Anaphylaxie sind
von Ring und Melmer beschrieben worden (Tabelle 1) (Ring und Messmer, 1977).
Letal sind insbesondere Atemwegsobstruktionen und ein kardiovaskulares Versagen
(Mosbech, 1983).
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Grad Haut Abdomen Respirationstrakt Herz- / Kreislaufsystem
| Juckreiz
Flush
Urtikaria
Angioddem
Il Juckreiz Nausea Rhinorrhoe Tachykardie (Anstieg =
Flush Krampfe Dysphonie 20 bpm)
Urtikaria Dyspnoe Hypotonie (Abfall = 20
Angioddem mmHg systolisch)
Arrhythmie
1] Juckreiz Erbrechen Larynxédem Schock
Flush Deféakation Bronchospasmus
Urtikaria Zyanose
Angioddem
v Juckreiz Erbrechen Atemstillstand Kreislaufstillstand
Flush Defakation
Urtikaria
Angioddem

Tabelle 1: Anaphylaxiegrade (Ring und Messmer, 1977).

Des Weiteren konnen multiple, zeitgleiche Stiche eine Intoxikation hervorrufen und
im Rahmen der Toxinwirkung letal enden. Die Toxinbelastung ist insbesondere

nephro- und hepatotoxisch (Bilo et al., 2005).

2.5 Therapie

Es erfolgt eine Unterscheidung zwischen der Behandlung ortlicher gegenlber der
Behandlung von systemischen Reaktionen infolge eines Hymenopterenstiches
(Przybilla et al., 2011).

2.5.1 Ortliche Reaktionen

Bei ortlichen Reaktionen erfolgt eine topische Behandlung mittels eines potenten
Glukokortikoids. Supportive Malnahmen wie kuhlende, feuchte Umschlage sind
zusatzlich symptomlindernd. Oral werden Antihistaminika der H1-Gruppe verabreicht.
Gesteigerte oOrtliche Reaktionen indizieren eine systemische Behandlung durch eine
kurzfristige systemische Steroidtherapie. Stiche im Bereich des Kopf- und
Halsbereiches, welche mit einer gesteigerten ortlichen Reaktion einhergehen, bergen
die Gefahr einer Obstruktion der Atemwege und muissen entsprechend
nachbeobachtet werden. Zur Behandlung zuklnftiger Stiche erhalten Patienten mit
erlittener Uberschiel3ende Lokalreaktion eine orale Notfallmedikation, bestehend aus
einem potenten Glukokortikoid und einem H1-blockierenden Antihistaminikum.

Weiter ist eine arztliche Vorstellung nach Stich mit gesteigerter ortlicher Reaktion
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bzw. Gebrauch der Notfallmedikation angezeigt (Przybilla et al., 2011). Sollten
wiederholt gesteigerte ortliche Reaktionen auftreten, kann insbesondere bei
beruflicher Insektenexposition eine kurative Therapie mittels spezifischer
Immuntherapie diskutiert werden (Golden et al., 2009). Eine klrzlich erschienene
Studie zeigte, dass vorangehende gesteigerte ortliche Reaktionen nicht mit einem
erhdohten Risiko flr das Auftreten einer anaphylaktischen Reaktion bei einem

nachfolgenden Stichereignis einhergehen (Pucci et al., 2015).

2.5.2 Systemische Reaktionen

Liegt eine Anaphylaxie vor, so ist eine notfallmedizinische Versorgung indiziert.
Patienten, bei welchen eine Anaphylaxieabklarung bereits erfolgte, sind im Besitz
einer Notfallmedikation bestehend aus o0.g. oralem Glukokortikoid und
Antihistaminikum und insbesondere eines intramuskularen Adrenalin-Auto-Injektors.
Bei Eintreten einer Herz-Kreislauf-Reaktion erfolgt die intramuskulare Applikation des
Adrenalins. Im weiteren Verlauf erfolgt abhangig vom Schweregrad neben der
Atemwegssicherung die intravendse Volumensubstitution und Applikation von
Katecholaminen, z.B. Adrenalin, sowie eines Glukokortikoids. Bei fehlender
Madglichkeit einer intravendsen Applikation werden die Katecholamine intramuskular
oder intraossar appliziert, bei letzterem ist ein tibialer Zugang empfohlen. Inhalativ
werden Sauerstoff, B2-Sympathomimetika und Adrenalin verabreicht. Bei
Herzkreislaufversagen wird eine kardiopulmonale Reanimation mit
Herzdruckmassage und Beatmung im Verhaltnis von 30:2 durchgefihrt. Eine
Defibrillation ist bei Auftreten eines Kammerflimmerns indiziert. Bei drohender oder
bestehender Atemwegsobliteration erfolgt eine Intubation, ggf. eine Koniotomie, bei
respiratorischer Insuffizienz eine assistierte oder kontrollierte Beatmung. Je nach
Schweregrad und Persistenz der Symptomatik  schlieBt sich eine

intensivmedizinische Behandlung an (Ring et al., 2014).

2.5.3 Spezifische Immuntherapie

Tritt nach einem Hymenopterenstich eine systemische Reaktion ein, so ist neben
einer Allergenvermeidung und dem MitfUhren einer im Notfall anwendbaren
Medikation eine spezifische Immuntherapie (SIT) indiziert. Die SIT stellt die einzige

kausale Behandlungsmdglichkeit bei der Hymenopterengiftallergie dar (Przybilla et
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al., 2011). Infolge der Behandlung werden regulatorische T-Zellen, die IL-10 und
TGF-B produzieren, induziert. Des Weiteren werden blockierende Antikorper vom
IgG4-Typ synthetisiert und reaktive Zellen (Mastzellen, Basophile, Eosinophile)
supprimiert. Es erfolgt eine Normalisierung der hyperreaktiven Immunantwort (Heppt
und Bachert, 2011).

2.5.3.1 Therapeutika fur die spezifische Immuntherapie

Die fur die SIT verwendeten Therapeutika liegen als wassrige oder in Depotform an
Aluminiumhydroxid adsorbierte Losungen vor. Es erfolgt eine subkutane Injektion
des jeweiligen Praparates. In Form von unterschiedlichen Protokollen wird eine
stufenweise Aufdosierung bis zum Erreichen einer Erhaltungsdosis von 100 pg
Hymenopterengift durchgefuhrt. Grundsatzlich kdnnen zwei Steigerungsschemata
unterschieden werden: bei der Schnellhyposensibilisierung wird das wassrige
Hymenopterengift im Rahmen eines stationaren Aufenthaltes bis zur Erhaltungsdosis
aufdosiert. Beim Rush-Protokoll geschieht dies in wenigen Tagen, beim Ultra-Rush-
Protokoll wird die Aufdosierung in wenigen Stunden erreicht. Demgegenuber wird bei
der konventionellen SIT, welche mit denselben Allergenzubereitungen ambulant
durchgefuhrt wird, das Erreichen der Erhaltungsdosis in Wochen bis Monaten erzielt.
Die Wirksamkeit der Hyposensibilisierung hangt von der Erhaltungsdosis, nicht
jedoch vom verwendeten Steigerungsprotokoll ab. Das zu bevorzugende Protokoll ist
die im Rahmen eines stationaren Aufenthaltes durchgefuhrte
Schnellhyposensibilisierung. Es besteht eine dringliche Indikationsstellung fir dieses
Schema bei Patienten, die eine schwere Anaphylaxie nach Stichereigniss erlitten.
Das Ziel bei diesen hochstgefahrdeten Patienten ist das mdglichst rasche Erreichen
einer Schutzwirkung gegenuber einem erneuten akzidentellen Stich (Ruéff et al.,
2000). Die SIT wird in der Regel in einem 4-wdchigen Intervall drei Jahre lang, bei
besonders hoher Gefahrdung flinf Jahre oder unbefristet durchgefuhrt (Przybilla et
al., 2011).

2.5.3.2 Therapiekontrolle
Es zeigen sich im Rahmen der SIT labordiagnostische detektierbare Effekte. Initial
steigen die Hauttestreagibilitdt und die Hohe der im Serum messbaren IgE-

Antikdrper gegen die im therapeutischen Extrakt enthaltenen Einzelallergene an. Im
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Verlauf der Therapie zeigt sich eine vergleichsweise geringer ausfallende Reaktion,
teilweise werden pratherapeutisch erhdohte IgE-Werte gar normwertig gemessen
(Rieger-Ziegler et al., 1999). Demgegenuber steigen die 1gG4-Antikorper unter der
SIT an und bleiben langerfristig erhdht (Kohler et al., 2014). Eine Wirksamkeits-
kontrolle und damit Aussagefahigkeit bezuglich des Schutzes gegenuber einem
erneuten Stich des betreffenden, allergieauslosenden Insektes ist in Form von
labordiagnostischen Parametern bislang jedoch nicht moglich. Die einzige
Mdglichkeit, das Therapieergebnis aussagekraftig zu priafen, liegt in  der
diagnostischen Testung im Rahmen der Beobachtung der Reaktion auf einen Stich

eines lebenden Insekts (Przybilla et al., 2011).

2.5.3.3 Stichprovokation

Zur Prufung des Therapieerfolges wird die Stichprovokation mit dem lebenden,
allergieauslosenden Insekt sechs bis achtzehn Monate nach Erreichen der
Erhaltungsdosis durchgefuhrt (Przybilla et al., 2011). Neben der diagnostischen
Kontrolle der Therapie fuhrt ein ohne systemische Reaktion tolerierter Stich zudem
zu einer deutlichen Verbesserung der Lebensqualitat der Betroffenen (Koschel et al.,
2014). Die Provokation wird in einer Klinik mit Modglichkeit einer notfall- und
intensivmedizinischen Behandlung unter stationérer Uberwachung durchgefiihrt. Ein
tolerierter Stich zeigt einen hohen pradiktiven Wert, dass zukulnftige Stiche ebenfalls
ohne das Auftreten einer anaphylaktischen Reaktion vertragen werden, d.h.
mutmallich ein Schutz infolge der Therapie vorliegt. Demgegenlber zeigt eine
erneute anaphylaktische Reaktion, dass ein Therapieversagen vorliegt (Ruéff et al.,
1996). In diesem Fall des Therapieversagens erfolgt eine Steigerung der
Erhaltungsdosis, zumeist auf 200 pg. Die Schutzwirkung wird infolgedessen deutlich
verbessert (Ruéff et al., 2001).

2.5.3.4 Pradiktoren des Therapieergebnisses

Wahrend die SIT bei der WG-Allergie bei erneutem Stichereignis eine Protektion in
90 - 95 % der Falle bewirkt, zeigen sich BG-Allergiker infolge der Therapie lediglich
in 80 - 84 % der Falle vor einer erneuten systemischen Reaktion geschutzt (Bilo et
al., 2009). Bereits in der Vergangenheit wurden mdgliche Risikofaktoren fir ein

Therapieversagen diskutiert, z.B. das Vorliegen einer Mastozytose. Die tatsachliche
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Bedeutung bezuglich eines erhdhten Therapieversagens war unbekannt. In einer
2014 veroffentlichten Studie mit einer Fallzahl von > 1500 BG- und WG-allergischen
Patienten konnte mit Hilfe des Ergebnisses der Stichprovokation nach
leitliniengerechter Durchfihrung der SIT gezeigt werden, dass eine zugrunde
liegende Mastozytose mit einer Odds Ratio (OR) von 2,74 mit einem erhohten
Therapieversagen vergesellschaftet ist. Daneben zeigte sich ein erhdhtes Risiko fur
ein Therapieversagen, wenn Patienten mit einem ACE-Inhibitor behandelt wurden
(OR 5,24) und sich wahrend der Immuntherapie bereits eine systemische
Stichreaktion ereignete (OR 3,07). Des Weiteren zeigte sich die SIT mit BG
gegenuber der mit WG unterlegen (OR 5,09). Den Therapieerfolg begunstigende
Faktoren wurden mit einer langeren Dauer der Erhaltungsphase vor der
Stichprovokation (OR 0,68), bei indizierter Durchflihrung einer Doppel-SIT gegen BG
und WG (OR 0,51) und einer erhdhten Giftdosis von 200 ug (OR 0,58) beschrieben
(Ruéff et al., 2014).

2.6 Diagnostik

Die Diagnostik ist grundlegend fur eine zielgerichtete Therapie und grindet auf drei
Saulen. Allen voran geht eine ausfihrliche Anamnese, gefolgt von einer Hauttestung
und einer labordiagnostischen Bestimmung von spezifischen IgE-Antikdrpern (slIgE-
Antikorper). Zielfuhrend ist, nachdem die Stichreaktion des Patienten klassifiziert und
das individuelle Anaphylaxierisiko ermittelt wurde, eine konklusive Diagnostik, welche
Anamnese, Hautreaktion und slgE-Bestimmung miteinander vereinbart und so eine
individuelle Therapie eingeleitet werden kann (Przybilla et al., 2011). Hinzu kommt
eine Hautinspektion, um eine bislang nicht diagnostizierte Mastozytose zu erkennen,
welche, wie beschrieben, ein erhdhtes Anaphylaxierisiko birgt (Ruéff et al., 2014). Es
wird empfohlen, die Diagnostik innerhalb einer Woche und wiederholend vier bis
sechs Wochen nach dem Stich- und Anaphyaxieereignis durchzufliihren. Dieses
zweizeitige Vorgehen erfasst eine Sensibilisierung sensitiver als eine einmalige
Untersuchung (Goldberg und Confino-Cohen, 1997).

2.6.1 Anamnese
Eine Vielzahl entscheidender Faktoren sind bei der Anamnese zu erheben: die

Anzahl der bis dato stattgefundenen Stiche, die jeweils darauf folgende Symptomatik
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und der zeitliche Ablauf der Stichreaktionen, aulerdem welche Umstande vorlagen
und welches Insekt mutmallich verantwortlich ist. Des Weiteren mussen individuelle
Risikofaktoren fur eine erneute Reaktion und fur das Auftreten einer schweren
anaphylaktischen Reaktion abgeklart werden (Przybilla et al., 2011). Ein besonders
hoher Stellenwert kommt dabei der sicheren Angabe des allergieausldsenden
Insektes zu. Die Differenzierung zwischen Biene und Wespe fallt jedoch haufig trotz
visueller Vorlage von Fotos beider Insektenentititen und der Anamnese der
Umstande zum Zeitpunkt des Stiches (Tabelle 2) schwer. Eine kirzlich
veroffentlichte Studie mit 95 Allergologen und 134 nicht-allergologisch tatigen
Erwachsenen testete die Fahigkeit der Probanden, ein Insekt durch Bildvorgabe und
mittels Vorlage getrockneter Insekten in einer Box zu erkennen. Die Wespe wurde
auf der Bildvorlage von 86 % der Allergologen und 72 % der Nicht-Allergologen
richtig erkannt, die Identifikation Gber die Box wurde in beiden Gruppen nur in etwa
60 % richtig wiedergegeben. Uber 90 % der Probanden beider Gruppen erkannten
die Biene auf der Bildvorlage, die Identifikation des getrockneten Insektes fiel
ungleich schwerer: weniger als 50 % der Nicht-Allergologen, aber auch der
Allergologen, identifizierten das getrocknete Bienenmodell korrekt (Baker et al.,
2016).

Biene Wespe

Eher “friedlich” (auRer am Bienenstock) Eher “aggressiv”

Flugzeit vor allem Frihjahr bis Spatsommer (auch an | Flugzeit vor allem Sommer bis Spatherbst

warmen Wintertagen!)

Stachel bleibt nach Stich meist in der Haut zurlick Stachel bleibt nach Stich meist nicht in der Haut zurlick

Vorkommen vor allem in der Nahe von | Vorkommen vor allem in der Nahe von Speisen oder

Bienenstdcken, Bliten und Klee Abfall

Tabelle 2: Differenzierungsmoglichkeit zwischen Bienen und Wespen aufgrund unterschiedlicher
Merkmale (Przybilla et al., 2011).

2.6.2 Hauttest

Zur Hauttestung werden BG und WG, sowie Positiv- und Negativkontrollen
verwendet, um eine Sensibilisierung gegen das betreffende Hymenopterengift
nachzuweisen. Durchgefuhrt wird ein Pricktest mit steigenden Giftkonzentrationen
zwischen 1,0 und 100 pg/ml, ggf. bis hin zu 300 ug/ml. Bei ausbleibender
Pricktestreaktion folgt ein Intrakutantest mit einer Konzentration von 1,0 pg/ml. Der

Intrakutantest wird teilweise in Kliniken primar anstelle des Pricktests durchgefuhrt,
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dann in steigenden Konzentrationen von 0,001 bis 1,0 ug/ml. Bei Bedarf werden

analog andere Hymenopterengifte gepruift (Przybilla et al., 2011).

2.6.3 In-vitro-Testung

Die Deutsche Gesellschaft fur Allergologie und Klinische Immunologie (DGAKI)
empfiehlt aktuell zur Insektengiftallergie-Diagnostik die Bestimmung von IgE-
Antikérpern gegen die Gesamtextrakte BG (i1) und WG (i3) zum Nachweis einer
Sensibilisierung. Erganzend wird die Tryptase im Serum bestimmt, um das Vorliegen
einer indolenten Mastozytose zu prufen (Przybilla et al., 2011). Der IgE-Antikorper-
Test wird als ,positiv‘ bewertet, sobald eine Antikdrperkonzentration = 0,35 kUa/
gemessen wird. Bei korrelierender Anamnese, Hauttestung und
Antikérperbestimmung ist eine eindeutige Diagnosestellung moéglich und damit die
Indikationsstellung einer individuellen SIT gegeben. Bei Unsicherheiten empfiehlt die
Leitlinie, neben der Wiederholung der Hauttestung, eine Bestimmung der slgE-
Antikdrper gegen in den Insektengift-Gesamtextrakten enthaltene Einzelallergene.
Routinemalig angewendet werden aktuell Api m 1 (Majorallergen im BG), sowie Ves
v 1 und Ves v 5 (Majorallergene im WG), um zwischen einer genuinen Bienen- oder
WG-Allergie unterscheiden zu kdnnen (Przybilla et al., 2011). Wahrend die WG-
Marker Ves v 1 und Ves v 5 eine Sensitivitat > 95 % besitzen und damit eine WG-
Allergie zuverlassig zu diagnostizieren vermogen, ist diese durch die Bestimmung
von Api m 1 bei BG-allergischen Patienten deutlich schwacher: verschiedene Studien
zeigten eine Sensitivitat von Api m 1 zwischen 58 und 80 % (Hofmann et al., 2011,
Mdaller et al., 2012, Korosec et al.,, 2011, Kohler et al., 2014). Weiter wird die
eindeutige Diagnosestellung der individuell vorliegenden Insektengiftallergie gegen
BG oder WG, bzw. das Vorliegen einer genuinen Doppelsensibilisierung, aufgrund
von Kreureaktivitaten beider Insektengiftallergene erschwert. Diese Problematik wird
unter einem eigenen Punkt im Folgenden behandelt. Ein zusatzlicher Schritt zum
Erhalt einer eindeutigen Diagnosestellung liegt in Untersuchungen auf zellularer
Ebene: mit dem Basophilenaktivierungstest, dem Leukotrienfreisetzungstest und
dem Histaminfreisetzungstest konnen allergische und hypersensitive Reaktionen
nachgewiesen werden (Spillner et al., 2014). Diese Tests sind aufgrund ihrer

Komplexitat jedoch spezialisierten allergologischen Zentren vorbehalten.
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2.7 Molekulare Allergiediagnostik

Bis vor kurzer Zeit waren nur wenige Hauptkomponenten der Hymenopterengifte
bekannt. Innerhalb der letzten Jahre konnten jedoch bedeutsame Erkenntnisse
bezlglich des Wissens Uber die molekularen Grundlagen der Hymenopterengifte
verzeichnet werden. Moderne Expressionssysteme und die strategische Erforschung
des Proteoms haben die Identifizierung und Charakterisierung einer Vielzahl weiterer
Einzelallergene erlaubt. Der Fokus wurde entsprechend, ausgehend vom kruden
Gesamtextrakt, hin zu den molekularen Grundbestandteilen der Hymenopterengifte,
den Einzelallergenen, verfeinert. Aufgrund der nicht in allen Fallen maoglichen
exakten Diagnosestellung anhand der Hauttestung und der labordiagnostischen
Ergebnisse der Gesamtextraktbestimmung kommt der Bestimmung der Reaktivitat
gegen die im Gesamtextrakt enthaltenen Einzelallergene eine bedeutende Rolle zu
(Spillner et al., 2014).

2.7.1 Hymenopterengift-Einzelallergene

Die Entschlisselung der BG- und WG-Gesamtextrakte zeigt eine Vielzahl
verschiedener Einzelelemente, welchen unterschiedliche Funktionen zugeordnet
werden konnte (Tabelle 3). Das aktuell zur Diagnostik verwendete Majorallergen Api
m 1, eine Phospholipase, nimmt 12 % des Trockengewichts des BG-
Gesamtextraktes ein. Daneben bilden Melittin (Api m 4) und die Hyaluronidase Api m
2 mit 50 % und 2 % Anteil am Trockengewicht die prominentesten Bestandteile des
BG (Spillner et al., 2014). Proteomische Analysen zeigen jedoch, dass gesamthaft >
100 Einzelkomponenten im BG enthalten sind (Van Vaerenbergh et al., 2014). Zu
ihnen gehdéren mit Api m 3, einer sauren Phosphatase, der Dipeptidylpeptidase Api m
5 und Api m 10 (lIcarapin) klinisch bedeutsame Einzelallergene, deren Bedeutsamkeit
im nachsten Abschnitt ausfiuhrlich erlautert wird. Die Hauptbestandteile des WG sind
die beiden zur Diagnostik verwendeten Phospholipase Ves v 1 und Ves v 5 (Antigen

5), sowie die Hyaluronidase Ves v 2 (Spillner et al., 2014).
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Allergen Name / Funktion Molekulargewicht Trockengewicht N-Glykosylierungen
(kDa) (%) (Potentielle CCD)
Bienengift (Apis mellifera)
Apim 1 Phospholipase A2 17 12 1
Apim 2 Hyaluronidase 45 2 3
Apim 3 Saure Phosphatase | 49 1-2 2
Apim 4 Melittin 3 50 0
Apim5 Allergen C/DPP" IV | 100 <1 6
Api m 6 Proteaseinhibitor 8 1-2 0
Apim 7 Protease 39 ? 3
Apim 8 Carboxylesterase 70 ? 4
Apim 9 Carboxypeptidase 60 ? 4
Apim 10 CRP?/ Icarapin 55 <1 2
Apim 11.0101 | MRJP° 8 65 ? 6
Apim 11.0201 | MRJP 9 60 ? 3
Apim 12 Vitellogenin 200 ? 1
Wespengift (Vespula vulgaris)
Vesv 1 Phospholipase A1 35 6-14 0
Ves v 2.0101 Hyaluronidase 45 1-3 4
Ves v 2.0201 Hyaluronidase® 45 ? 2
Vesv 3 DPP IV 100 ? 6
Vesv 5 Antigen 5 25 5-10 0
Vesv 6 Vitellogenin 200 ? 4

Tabelle 3: Aktuell bekannte Einzelallergene im BG und WG (Spillner et al., 2014).

2.7.2 Sensibilisierungsprofile bei Bienengift-Allergikern

In einem Kollektiv von 144 BG-allergischen Patienten konnte nachgewiesen werden,
dass einige der beschriebenen, in den letzten wenigen Jahren entdeckten
Einzelallergene, IgE-
Reaktivitat = 0,35 kUa/l gegen Api m 1 konnte bei 72,2 % der BG-Allergiker

gemessen werden. Wahrend gegen Api m 2 bei 47,9 % und gegen Api m 4 bei 22,9

eine bedeutende Sensibilisierungsrate aufweisen. Eine

% der Patienten eine Messung = 0,35 kUx/I dokumentiert wurde, zeigten = 50 % der
Patienten eine Sensibilisierung gegen die Einzelallergene Api m 3, Api m 5 und Api
m 10 (jeweils 50 % / 58,3 % / 61,8 %). Api m 3, Api m 5 und Api m 10 konnten
entsprechend als Majorallergene neben Api Eine

m 1 identifiziert werden.

Sensibilisierung gegen Api m 3 und / oder Api m 10 lag bei 68 % der Patienten vor.

! Dipeptidylpeptidase

2 Carbohydrate-rich protein
3 Major royal jelly protein

* inaktive Isoform
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Bei 5 % des Kollektivs zeigte sich gar lediglich eine Sensibilisierung gegen Api m 3
und / oder Api m 10, wahrend bei diesen Patienten gegen die Ubrigen Allergene
keine Sensibilisierung detektierbar war (Kohler et al., 2014).

Diese Ergebnisse waren von ganz besonderem Interesse, weil von Api m 3 und Api
m 10 bereits berichtet worden war, dass sie in therapeutischen Extrakten

unterreprasentiert sind oder ganzlich fehlen (Blank et al., 2011).

2.7.3 Kreuzreaktivitat

Die Diagnostik mit Gesamtextrakten ist aufgrund von IgE-Kreuzreaktivitaten
innerhalb der Hymenopterengifte behindert, insbesondere zwischen BG und WG. So
ist eine Differenzierung zwischen einer genuinen Doppelsensibilisierung gegen beide
Gifte und einer IgE-Reaktivitdt gegen eines der beiden Gifte aufgrund einer
Kreuzreaktivitat in vielen Fallen deutlich erschwert. In der klinischen Testung zeigen
bis zu 50 % der Patienten doppelt-positive Befunde gegen BG und WG (Egner et al.,
1998, Hoffman et al., 1980). Ob nun eine genuine Doppelsensibilisierung oder eine
Kreuzreaktivitat vorliegt, kann nicht in allen Fallen konklusiv beurteilt werden. Diese
Kreuzreaktivitaten grinden zum einen auf einer IgE-Reaktivitat bedingt durch
homologe Einzelallergene, die im BG und WG gemeinsam vorkommen. Homologe
Peptidsequenzen findet man in beiden Giften bei den Hyaluronidasen Api m 2 und
Ves v 2, den Dipeptidylpeptidasen Api m 5 und Ves v 3, sowie den Vitellogeninen Api
m 12 und Ves v 6. Zum anderen besteht eine IgE-Kreuzreaktivitat aufgrund
kreuzreagierender Kohlenhydratseitenketten, sog. CCD (cross-reactive carbohydrate
determinants) (Aalberse et al., 2001). Dieses CCD-Epitop ist ein alpha-1,3-Fucose-
Rest an der Kohlenhydratkernstruktur. Weil diese Glykanstruktur im menschlichen
Kohlenhydratmuster nicht vorkommt, ist sie hoch immunoreaktiv und provoziert die
Bildung von spezifischen IgE-Antikérpern. CCD-spezifische Antikorper werden flr
beinahe 75 % der Doppelsensibilisierungen gegen BG und WG verantwortlich
gemacht (Jappe et al., 2006). Wahrend diese Reaktivitat klinisch irrelevant zu sein
scheint, d.h. aufgrund einer CCD-Kreuzreaktivitat keine Symptomatik zu erwarten ist,
ist die Diagnostik infolge dessen umso mehr in ihrer Aussagekraft eingeschrankt und
der Zugang zu einer indizierten SIT wird erheblich behindert (Ollert und Blank, 2015).
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3 Fragestellungen

Die vorgelegte Studie wurde von den folgenden Fragestellungen geleitet:

An einem monozentrischen Kollektiv (n = 144), bestehend aus Patienten mit
einer BG-Allergie, konnten wir in Vorarbeiten zeigen, dass neben Api m 1
auch andere Einzelallergene, insbesondere Api m 3 und Api m 10, als
Majorallergene im BG vorliegen. Kann dieses Sensibilisierungsmuster an
einem multizentrischen Kollektiv (n = 115) bestatigt werden?

Die Wirkung der SIT beruht auf einer kontrollierten Giftzufuhr, welche eine
Hyposensibilisierung bewirkt. Von Api m 3 und Api m 10 wurde berichtet, dass
sie in therapeutischen Extrakten unterreprasentiert sind oder fehlen. Zudem
konnten wir in Vorarbeiten aufzeigen, dass Patienten nach durchgeflhrter SIT
eine deutliche slgG4-Induktion gegen rApi m 1, rApi m 2 und nApi m 4
aufweisen, jedoch nicht oder nur sehr gering gegen rApi m 3 und rApi m 10.
Zeigen sich im Vergleich von Therapieansprechern und Therapieversagern
der SIT unterschiedliche slgE-Reaktivitaten gegen rApi m 3 und rApi m 10?7
Bei der vorhergehenden Untersuchung des Vorkommens von Api m 3 und Api
m 10 in therapeutischen Extrakten wurden rekombinant hergestellte, isolierte,
monoklonale Antikdrper eingesetzt. Bestatigt die hier vorliegende
Untersuchung mittels spezifischer, polyklonaler Antiseren, dass Api m 3 und
Api m 10 in therapeutischen Extrakten unterreprasentiert sind?

Haben Patienten mit rApi m 3- oder rApi m 10-Sensibilisierung ein hdheres
Risiko fur ein Therapieversagen der SIT?

Die BG-Allergiediagnostik weist im Rahmen der Bestimmung von sIgE gegen
rApi m 1 eine deutliche diagnostische Lucke auf (Sensitivitat 58 — 80 %). Von
ganz besonderem Interesse ist die Verbesserung der Sensitivitat bei
Patienten, die das allergieauslésende Stechinsekt nicht identifizierten und
gleichzeitig eine Doppelpositivitdt gegen BG und WG aufweisen. Dies birgt
eine groRe diagnostische und folglich weitreichende therapeutische Unsicher-
heit. Kann die Sensitivitat der BG-Diagnostik durch Bestimmung von weiteren
Einzelallergenen verbessert werden? Wird die Differenzierung zwischen einer
genuinen und einer auf Kreuzreaktivitat beruhenden Doppelsensibilisierung
gegen BG und WG verbessert? Kénnen Patienten einer BG-SIT zugefuhrt

werden, die sie ohne Bestimmung nicht erhalten hatten?
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4 Methodik und Patienten

4.1 Patientenkollektive

In dieser Studie wurden zwei unterschiedliche Patientenkollektive untersucht, um die
aufgeworfenen Fragen beantworten zu kénnen.

Als erstes wurde im Rahmen einer multizentrischen, retrospektiven Studie ein
Gesamtkollektiv BG-allergischer Patienten analysiert, welches mittels der im Verlauf
der SIT durchgefihrten Stichprovokation in die Subkollekive Therapieversager, d.h.
erneutes Auftreten einer systemischen Reaktion bei der Stichprovokation, und
Therapieansprecher, d.h. problemlos vertragene Stichprovokation, unterteilt wurde.
Infolge der Aufteilung in Therapieversager und Therapieansprecher sind im Vergleich
der beiden Subgruppen gegebenenfalls Sensibilisierungsprofile differenzierbar,

welche ein Therapieversagen begulnstigen.

In einem weiteren Schritt wurde ein Gesamtkollektiv BG- und WG-sensibilisierter
Patienten, welche zur Diagnosestellung ihrer individuellen Insektengiftallergie klinisch
in der Universitatsklinik Freiburg vorstellig wurden, zur Bearbeitung der Frage nach

einer verbesserten BG-Allergiediagnostik untersucht.

4.1.1 Therapieansprecher und Therapieversager

Beim untersuchten Kollektiv wurden im Rahmen einer multizentrischen Studie Seren
von 115 Patienten mit einer BG-Allergie eingeschlossen, welche eine Kklinisch
kontrollierte Stichprovokation nach mindestens sechs Monate durchgefuhrter SIT mit
Applikation einer monatlichen Dosis von 100 ug BG erhalten hatten. Alle Zentren
hatten den Auftrag, Therapieansprecher und Therapieversager in einem Verhaltnis
von 2:1 einzuschlielen. Primarer Endpunkt war, ob bei der Stichprovokation eine
systemische Reaktion auftrat oder ob diese problemlos, d.h. ohne Auftreten einer
systemischen Reaktion, toleriert wurde. Infolge dessen erfolgte die Einteilung des
Gesamtkollektives in Therapieansprecher (n = 79), welche die Stichprovokation
problemlos tolerierten, und Therapieversager (n = 36), bei welchen eine erneute
systemische Reaktion infolge des Stiches zu beobachten war. Die Studie erfolgte in
einem retrospektiven Design, zur labordiagnostischen Auswertung wurden die Seren
der 115 Patienten verwendet, welche im Zeitraum zwischen August 1993 und

November 2013 in 5 verschiedenen klinischen Zentren in Deutschland (Gielden,
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Hannover, Minchen, Tubingen) und in der Schweiz (Bern), in denen die
Stichprovokation jeweils routinemafig durchgefuhrt wird, gesammelt und bei minus
20 Grad gelagert wurden. Die Stichprovokationen wurden zwischen April 1998 und
Januar 2015 durchgeflihrt. Notwendiges Einschlusskriterium war das Vorliegen einer
Serumprobe vor Beginn der SIT und das protokollierte Ergebnis der durchgeflihrten
Stichprovokation, daneben nach Mdoglichkeit das Vorliegen einer Serumprobe
wahrend der SIT bzw. vor der Stichprovokation. Die Diagnose der BG-Allergie
basierte auf der Anamnese einer systemischen Reaktion infolge eines Bienenstiches,
einer positiven Hauttestung und eines sIgE gegen das BG-Gesamtextrakt
(ImmunoCAP i1) = 0,35 kUa/l. Es erfolgte die Erhebung folgender Daten durch
Aktenstudie: Anamnese und Grad der systemischen Reaktion infolge des
Indexstiches, klassifiziert nach Schweregraden von | bis IV (Ring und Messmer,
1977), Ergebnisse der Hauttestung und serologische Tryptasewerte zum Zeitpunkt
der Diagnosestellung, Zeitpunkt und Durchfihrungsprotokoll der Einleitung der SIT,
Auftreten von systemischen Reaktionen wahrend der SIT, verwendetes
Therapeutikum, Erhaltungsdosis der SIT, Dauer der SIT vor Durchfihrung der
Stichprovokation, Protokoll der Stichprovokation, insbesondere die Symptome bei
Auftreten einer systemischen Reaktion infolge des diagnostischen Bienenstiches,
Vorliegen einer Doppel-SIT gegen BG und WG, sowie das Vorliegen einer
antihypertensiven Behandlung zum Zeitpunkt der Stichprovokation. Es erfolgte
jeweils bei den Serumproben vor Beginn der SIT und vor Durchfihrung der
Stichprovokation, d.h. nach einer Mindestdauer von 6 Monaten SIT, die
labordiagnostische Bestimmung des sIgE und des slgG4 gegen folgende BG-
Allergene (Thermo Fisher Scientific, Uppsala, Schweden):

* BG-Gesamtextrakt (kommerziell erhaltlicher ImmunoCAP i1)

* rApi m 1 (kommerziell erhaltlicher ImmunoCAP i208)

* rApi m 3 (Forschungs-ImmunoCAP i403)

* rApi m 10 (unter dessen kommerziell erhaltlicher ImmunoCAP i410).
Zusatzlich erfolgte bei den Seren vor SIT-Beginn die Bestimmung des Gesamt-IgE
und des slgE gegen:

* rApi m 2 (Forschungs-ImmunoCAP i213)

* rApi m 5 (Forschungs-ImmunoCAP i405).

Das slgE gegen rApi m 2 (Forschungs-ImmunoCAP i213) wurde auch vor

Durchfihrung der Stichprovokation gemessen.
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4.1.2 Kollektiv bienengift- und wespengiftsensibilisierter Patienten
Beim in der Studie untersuchten Kollektiv wurden 755 Seren von Patienten mit
eindeutiger Anamnese einer Hymenopterengiftallergie eingeschlossen, welche im
Zeitraum zwischen 2010 und 2015 in der Allergie-Abteilung der Universitatsklinik
Freiburg i. Br. gesammelt und bei minus 20° C gelagert wurden. Die Diagnose einer
Hymenopterengiftallergie wurde basierend auf der Anamnese einer systemischen
Reaktion infolge eines Insektenstiches mit Hilfe einer Klassifikation nach
Schweregrad von | bis IV (Ring und Messmer, 1977), der Hauttestung und der
labordiagnostischen Bestimmung des sIgE gegen kommerziell erhaltliche
ImmunoCAP-Tests und zusatzlich Forschungs-ImmunoCAP-Tests (Thermo Fisher
Scientific, Uppsala, Schweden) gestellt:

* BG-Gesamtextrakt (kommerziell erhaltlicher ImmunoCAP i1)

*  WG-Gesamtextrakt (kommerziell erhaltlicher ImmunoCAP i3)

* rApi m 1 (kommerziell erhaltlicher ImmunoCAP i208)

* rApi m 2 (Forschungs-ImmunoCAP i213)

* rApi m 3 (Forschungs-ImmunoCAP i403)

* nApi m 4 (Forschungs-ImmunoCAP i214)

* rApi m 5 (Forschungs-ImmunoCAP i405)

* rApi m 10 (unter dessen kommerziell erhaltlicher ImmunoCAP i410)

* rVesv 1 (kommerziell erhaltlicher ImmunoCAP i211)

* rVes v 5 (kommerziell erhaltlicher ImmunoCAP i209).
Anhand der Gesamtheit der Laborparameter wurde die individuelle Sensibilisierung
des Patienten festgestellt und ein Vergleich angefuhrt, inwiefern die Bestimmung
zusatzlicher Einzelallergene die Diagnostik und folglich die Therapieauswahl

verbessert.

4.2 Messmethoden

Die Quantifizierung der sIgE- und slgG4-Antikdrper gegen die Gesamtextrakte, die
Insektengift-Einzelallergene und das Gesamt-IgE erfolgte mit Hilfe des Messgerates
Phadia 250 (Thermo Fisher, Freiburg i.Br.). Grundlage der Labormessung ist ein
.Enzyme-linked Immunosorbent Assay“ (ELISA). Beim hierbei verwendeten
ImmunoCAP-System liegt das spezifische Allergen in einer kovalenten Bindung zu

einer Festphase vor, welche aus einem aktivierten, hydrophilisierten Polymer
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(Cellulosederivat) besteht. In einem ersten Schritt werden 40 ul Patienten-Serum in
das Testrohrchen pipettiert. Das an die Festphase gebundene Allergen bindet nun
die spezifischen Patienten-Antikdrper. Im Anschluss daran wir der Uberstand
abgetragen und ein Waschschritt durchgefthrt, um die unspezifischen Antikoérper zu
entfernen. Daraufhin wird ein Enzym-markierter Antikorper, der an das Enzym [3-
Galactosidase gebunden ist, hinzugefigt (ImmunoCAP Specific IgE bzw. 1gG4
Conjugate), was zu einer Komplexbildung mit den Patienten-Antikorpern flhrt. Es
folgt eine Inkubationsphase, welche wiederum mit einem Waschschritt
abgeschlossen wird, um nicht-gebundenes Enzym-markiertes Anti-IgE /-IgG4 zu
entfernen. Der Komplex wird dann mit einem Entwicklerreagenz inkubiert
(ImmunoCAP Development Solution), welches Methylumbelliferyl-3-D-Galactosidase
enthalt. Als letzter Schritt folgt das Abstoppen der Reaktion (ImmunoCAP Stop

Solution).

Das an den Enzym-markierten Antikérper gebundene Enzym [(-Galactosidase
transformiert die im Folgeschritt hinzugefugte Methylumbelliferyl-B-D-Galactosidase
in das fluoreszierende 4-Methylumbilliferon. Die Intensitat der spater bestimmten
Fluoreszenz ist von der Konzentration des produzierten 4-Methylumbilliferon
abhangig und korreliert entsprechend mit dem Serum-IgE des Patienten. Anhand
einer Standardkurve wird die ermittelte Signalstarke in eine mit kUa/l bezeichnete
Aktivitat berechnet. Es wird eine quantitative Angabe der Resultate von 0,1 kUa/l bis
100 kUp/I wiedergegeben. Als positiv gelten Werte, welche Uber dem Cut-off von
= 0,35 kUa/l liegen. Bei diesem Cut-off wird die Sensitivitat, im Rahmen von
multizentrischen Studien geprift, mit 84 — 95 %, die Spezifitat mit 85 — 94 %

bezeichnet.

4.2.1 Gesamtextrakte und Einzelallergene

Alle Allergene wurden in kommerziell erhaltlichen und experimentellen ImmunoCAP-
Tests (Phadia AB, Uppsala, Schweden) zur Testung verwendet. Die Gesamtextrakte
BG und WG wurden aus dem kruden Giftextrakt gewonnen. Die rekombinant
hergestellten Allergene Api m 1, Api m 2, Api m 3 und Api m 5 wurden von
immortalisierten Insektenzellen von Spodoptera frugiperda (SF9), Api m 10 bakteriell
durch E. coli exprimiert. SF9-Zellen zeichnen sich dadurch aus, dass sie keine CCD

synthetisieren und folglich die rekombinant hergestellten Einzelallergene CCD-frei
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sind, weil SF9-Zellen den alpha-1,3-Fucose-Rest an der Kohlenhydratkernstruktur
nicht bilden. Das prokaryotisch-rekombinant gewonnene Api m 10 wird nicht-
glykosyliert hergestellt, so dass keine Kreuzreaktivitaten auftreten. Das native Api m
4 wurde aus dem BG-Gesamtextrakt chromatographisch aufgereinigt und besitzt
nativ keine potentiellen N-Glykosylierungen. Die Messung des Gesamt-IgE und die
Bestimmung des sIgE gegen die Gesamtextrakte und Einzelallergene wurden mit
unverdinntem Patientenserum durchgefuhrt. Bei der Bestimmung des slgG4 wurde
gemal Herstellerempfehlung eine Verdlinnung der Patientenseren durchgefuhrt: das
slgG4 gegen BG und Api m 1 wurde mit einer Verdinnung von 1:100, gegen Api m 3
mit einer Verdinnung von 1:20 und gegen Api m 10 mit einer Verdinnung von 1:5
durchgefuhrt.

4.2.2 Herstellung der Antiseren

Zur Immunisierung von Kaninchen wurden von unseren Kollaborationspartnern in
Aarhus rekombinant hergestellte Api m 1, Api m 3 und Api m 10 nach etablierten
Protokollen verwendet. Die Immunreaktivitat und Spezifitdt der resultierenden
Antiseren wurden mittels ELISA durch rekombinante BG-Allergene gepruft.
Gereinigte, rekombinante Api m 1, Api m 2, Api m 3, Apim 5 und Api m 10 (10 ug/ml)
wurden auf einer 384 Napfchen fassenden Mikrotiterplatte (Greiner, Frickenhausen,
Deutschland) bei 4° C Uber Nacht gekoppelt und mit 40 mg/ml Milchpulver in PBS
(Phosphatgepufferte Salzlésung) geblockt. AnschlieBend wurden die Antiseren
1:5000 bis 1:20000 mit 2 % Milchpulver in TBS (Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan-
gepufferte Salzlésung) verdinnt, in einem finalen Volumen von 50 pl in die
korrespondierenden Napfchen verteilt und fur 2 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach viermaligem Waschen mit PBS-T (Phosphatgepufferte Salzlésung
Tween 20) und PBS wurden mit alkalischer Phosphatase konjugierte Anti-Kaninchen
IgG-Antikdrper, welche 1:30000 in 20 mg/ml Milchpulver in PBS verdinnt wurden, flr
eine Stunde bei Raumtemperatur hinzugeflgt. Die Signalmessung wurde nach
erneutem viermaligem Waschen mit PBS-T und PBS und darauf folgendem Zusatz

von 50 ul Substratlésung durchgefihrt.
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4.2.3 Immunoblot-Analysen

Das BG-Gesamtextrakt wurde von Latoxan (Valence, Frankreich) und Entomon
(Florenz, Italien) geliefert. Es wurden folgende therapeutische Extrakte untersucht:
Pharmalgen (ALK-Abelld), Alyostal Venin (Stallergenes), Aquagen (ALK-Abello),
Venomhal (HAL Allergy) und Venomil (Allergy Therapeutics). Fir das Immunoblot-
Verfahren wurden sowohl das Gesamtextrakt als auch die therapeutischen Extrakte
zu einer Standardkonzentration von 1 mg/ml gel6st. Fur die Bestimmung von Api m
1, Api m 3 und Api m 10 wurden Mengen von 5 ul unter Reduktions-Bedingungen in
der Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) mittels Criterion XT Bis-Tris Gels
und MES Puffer (2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure) (Biorad, Minchen) aufgetrennt
und im Tank-Blotting-Verfahren in Towbin Puffer auf Nitrocellulose-Membranen
(Roth, Karlsruhe) tUbertragen. Die Membranen wurden mit 4 % Milchpulver in TBS-
Puffer geblockt. Die allergenspezifischen Seren wurden 1:5000 bis 1:50000 mit 2 %
Milchpulver in TBS verdunnt und auf die korrespondierenden Membranen appliziert.
Die Visualisierung des gebundenen slgG wurde mit alkalischer Phosphatase
konjugierten Anti-Kaninchen-lgG von Ziegen (Sigma-Aldrich, Hamburg) in einer
Verdunnung von 1:20000 in 2 % Milchpulver in TBS und Nitroblautetrazoliumchlorid /
X-Phosphat (Sigma-Aldrich, Hamburg) gemall den Herstellerempfehlungen
durchgefuhrt.

4.3 Datenverarbeitung

Die Datenverarbeitung erfolgte mit tabellarischer Bearbeitung in Microsoft Excel
2010. Die statistische Analyse und die graphische Darstellung wurden mit GraphPad
Prism 5 durchgeflihrt. Bei slgE-Werten, die unter dem Detektionslimit von 0,10 kUa/I
lagen, wurde statistisch und graphisch folgendermalen vorgegangen: slgE-Werte
< 0,10 kUa/l wurden fur die statistische Bearbeitung auf 0,10 kUa/l gesetzt und die
Fallzahl der betroffenen Seren graphisch gesammelt unter < 0,10 kUa/l bezeichnet.
Beim slgG4 wurde die beschriebene Nachweisgrenze (limit of detection, LOD) von
89 +~ 22 uga/l verwendet (Armbruster und Pry, 2008), entsprechend wurden gemaf
des LOD von BG und Api m 1 Werte < 0,1 mga/l fur die statistische Analyse auf 0,1
mg/l gesetzt und zur graphischen Darstellung getrennt unter < 0,10 mga/l bezeichnet.
Aufgrund der unterschiedlichen Verdunnung ergaben sich flr Api m 3 und Api m 10
davon abweichende Nachweisgrenzen von 0,02 mga/l und 0,01 mga/l, das Vorgehen

war dasselbe.
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4.3.1 Statistische Messmethoden

FUr unabhangige Stichproben wurde der nicht-parametrische Mann-Whitney-U-Test
benutzt. Gepaarte Daten wurden mit Hilfe des Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test
statistisch analysiert. Die Berechnung der OR wurde anhand von Kontingenztafeln
mit dem exakten Test nach Fisher durchgefuhrt. P-Werte < 0,05 wurden als
signifikant bewertet. Die Berechnung der Sensitivitat, Spezifitat, positive (PLR) und
negative (NLR) Likelihood-Ratio (PLR = Sensitivitat / (1 - Spezifitat); NLR = (1 —
Sensitivitat) / Spezifitat), ROC-Kurve (receiver operating characteristic) und Flache
unterhalb der ROC-Kurve (AUC) wurde durch SPSS (IBM SPSS Statistics, Version
22.0.0.0, Ehningen) und die Statistiksoftware Environment R durchgefuhrt. Der
Youden-Index wurde im Rahmen der Interpretation der ROC-Kurven zur Bestimmung
des am besten geeigneten Schwellenwertes bei der Unterscheidung der

Therapieansprecher und Therapieversager verwendet.

4.4 Darstellung

Beim Vergleich der slgE-Absolutwerte wurden zwei Grenzmarkierungen angegeben:
Die Markierung von 0,35 kUa/l gibt den WHO-Grenzwert flr eine Sensibilisierung
gegen ein Allergen wieder. Die Kennzeichnung 0,10 kUa/l ist gemafl
Herstellerangaben die sichere Nachweisgrenze flr eine Sensibilisierung, bei welcher
zwischen spezifischer Bindung und unspezifischer IgE-Reaktivitat unterschieden
werden kann. Die folgenden Graphiken wurden mit der unteren Nachweisgrenze von
0,10 kUa/l bezeichnet.

Bei der Analyse und graphischen Darstellung der Ratio des sIgE gegen die
Einzelallergene im Verhaltnis zum sIgE gegen das Gesamtextrakt bzw. zum Gesamt-
IgE wurde das arithmetische Mittel verwendet. Bei den Absolutwerten des sigE
wurde aufgrund der ausgepragten Verteilung das geometrische Mittel angewendet.
Bei der Darstellung des slgG4 wurden Boxplots benutzt, die Box reprasentiert die 25.
und die 50. Perzentile, innerhalb der Box ist das geometrische Mittel bezeichnet, die
vertikalen Linien geben die 5. und 95. Perzentile wieder, die Punkte zeigen die

Ausreilder an.
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5 Ergebnisse

5.1 Therapieansprecher und Therapieversager

Der Erfolg der BG-SIT ist im Vergleich zu dem der WG-SIT deutlich geringer (BG-SIT
80 — 84 % vs. WG-SIT 90 — 95 %). Patienten haben ein entsprechend héheres Risiko
fur ein Therapieversagen bei der BG-SIT. Unsere Vorarbeiten ergaben, dass ein
breites Spektrum an Sensibilisierungen vorliegt. Neben Api m 1 wurden weitere
Majorallergene im BG identifiziert. Von diesen sind Api m 3 und Api m 10 von ganz
besonderem Interesse. Es wurde berichtet, dass sie in therapeutischen Extrakten
unterreprasentiert sind oder ganzlich fehlen. Die Hyposensibilisierung basiert jedoch
auf der Applikation der allergieauslosenden Substanz, um den Organismus
desensibilisieren zu kdénnen. Dieser Teil der Dissertation beschaftigt sich mit der
Frage, ob die zusatzlich beschriebenen Majorallergene in einem multizentrischen
Kollektiv (n = 115) bestatigt werden kénnen. Im Weiteren wird untersucht, ob sich im
Vergleich von Therapieansprechern und Therapieversagern der SIT unterschiedliche
slgE-Reaktivitaten gegen rApi m 3 und rApi m 10 zeigen. Die Frage soll beantwortet
werden, ob die Unterreprasentanz von Api m 3 und Api m 10 in den therapeutischen
Extrakten durch den Einsatz spezifischer, polyklonaler Antiseren bestatigt werden
kann. Schlussendlich soll geklart werden, ob Patienten mit Api m 3- oder Api m 10-

Sensibilisierung ein hdheres Risiko fur ein Therapieversagen der SIT aufweisen?

5.1.1 Demographische und klinische Daten

Mit Hilfe der Krankengeschichte wurden die demographischen und klinischen Daten
gesammelt (Tabelle 4), dabei wurden die von Ruéff et al. beschriebenen Pradiktoren
fur ein Therapieversagen der BG-SIT berlcksichtigt. Im Vergleich der Gruppen ergab
sich kein Unterschied bezuglich der einzelnen Faktoren. Insbesondere bei den
beschriebenen Pradiktoren der ACE-Inhibitor-Einnahme und der SIT-Dauer vor

Stichprovokation konnte kein Unterschied beobachtet werden.
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Variable Therapieansprecher Therapieversager
Alter, @ in Jahren (Spannweite) 40,1 (10-77) 41,4 (10 - 65)
Geschlecht, weiblich (?) / mannlich (&) in % ©41,8/3 58,2 ©425/3 575
Gesamt-IgE, & in kU/l (Spannweite) 329,5 (2 — 9360) 245,6 (8 — 3525)
Grad der systemischen Stichreaktion 1: 13 (16,5) 1: 2 (5,5)
Grad I - IV (Ring und Messmer, 1977) in n (%) II: 49 (62,0) II: 22 (61,1)

I: 16 (20,3) I: 11 (30,5)

V:1 (1,3) IV:1(2,7)
Tryptase > 20 pg/l oder MIS in n (%) 4/79 (5,1) 1/36 (2,8)
Doppel-SIT mit BG & WG in n (%) 21/79 (26,0) 7/36 (19,4)
Antihypertensive Therapie in n (%) 10/79 (6,3) 3/36 (8,3)
ACE-Inhibitor-Einnahme in n (%) 1/79 (1,3) 0/36 (0)
SIT-Dauer vor Stichprovokation, @ in Monaten 31,4 (7 -127) 37,3 (7 —90)

(Spannweite)

Tabelle 4: Demographische und klinische Daten der Therapieansprecher (n = 79) und Therapieversager (n

= 36).

5.1.2 Sensibilisierungsprofil vor Beginn der spezifischen Immuntherapie

Das gesamte Kollektiv zeigte per definitionem eine Sensibilisierung, d.h. slgE = 0,35

kUa/l, gegen das BG-Gesamtextrakt, daneben gegen rApi m 1 in 81,7 %, gegen rApi

m 2 in 52,2 %, gegen rApi m 3 in 49,6 %, gegen rApi m 5 in 61,7 % und gegen rApi

m 10 in 72,2 % der Falle. Das slIgE lag im geometrischen Mittel gegen BG bei 9,58

kU/I, gegen rApi m 1 bei 2,13 kUa/l, gegen rApi m 2 bei 0,33 kUx/l, gegen rApi m 3
bei 0,43 kUa/l, gegen rApi m 5 bei 0,55 kUa/l und gegen rApi m 10 bei 1,07 kUa/I

(Abbildung 1).
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Abbildung 1: Verteilung der slgE-Reaktivitiaten gegen BG, rApi m 1, rApi m 2, rApi m 3, rApi m 5 und rApi
m 10 beim Gesamtkollektiv (n = 115) vor Beginn der SIT. Der durchgezogene Strich zeigt das
geometrische Mittel an. Die gestrichelte Linie gibt die Grenze 0,35 kUa/l, die gepunktete Line die Grenze
0,10 kUA/l an. Die Anzahl der Seren mit slgE-Werten < 0,10 kUa/l wurden jeweils gesammelt unter der Linie
von 0,10 kUa/l bezeichnet.

5.1.3 Gruppenvergleich der slgE-Reaktivitaten gegen Einzelallergene

In einem ersten Schritt wurden slgE-Reaktivititen gegen die Einzelallergene
innerhalb der Gruppe der Therapieansprecher und innerhalb der Gruppe der
Therapieversager getrennt aufgetragen und gepruft, ob ein Unterschied zwischen
den Subgruppen detektierbar ist. Die labordiagnostischen Messungen und die
gegenuberstellende Datenbearbeitung erfolgte zu zwei Zeitpunkten: zum einen
anhand der Seren vor Beginn der SIT (Therapieansprecher n = 79, Therapieversager
n = 36), zum anderen mit denjenigen Seren, welche nach mindestens 6 Monate
durchgefuhrter SIT mit Erhaltungsdosis von 100 uyg BG vor der Stichprovokation

vorlagen (Therapieansprecher n = 74, Therapieversager n = 35). Aufgrund fehlender
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ImmunoCAP-Ressourcen konnte keine Uberpriifung des rApi m 5 vor der

Stichprovokation erfolgen.

5.1.3.1 Einzelallergene vor Beginn der spezifischen Immuntherapie

Bei der Untersuchung der Einzelallergene vor der SIT zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Gruppen betreffend der slgE-Reaktivitaten gegen
rApi m 1, rApi m 2, rApi m 3 und rApi m 5. Ein diskreter Unterschied konnte beim BG-
Gesamtextrakt beobachtet werden. Wahrend das geometrische Mittel des sIgE
gegen BG bei den Therapieansprecher bei 8,24 kUp/l lag, war es bei den
Therapieversager bei 13,36 kUa/l. Ein moderater, jedoch deutlicherer und
signifikanter Unterschied ergab sich bei der Betrachtung des rApi m 10. Wahrend
das geometrische Mittel in der Gruppe der Therapieansprecher bei 0,93 kUa/l lag,
war es in der Gruppe der Therapieversager mit 2,56 kUa/l 2,75-fach hoéher. Deutlich
wird, dass bei allen Einzelallergenen eine gro3e Spannweite der Verteilungsmuster
vorliegt (Abbildung 2).
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Abbildung 2: slgE-Reaktivititen gegen BG, rApi m 1, rApi m 2, rApi m 3, rApi m 5 und rApi m 10 vor

Beginn der SIT im Gruppenvergleich: die Klassifizierung in Therapieansprecher (n = 79) und
Therapieversager (n = 36) basierte auf der Abwesenheit oder des Auftretens einer systemisch
allergischen Reaktion im Rahmen der Stichprovokation nach mindestens 6 Monaten SIT. Der
durchgezogene Strich zeigt das geometrische Mittel an. Die Anzahl der Seren mit sigE-Werten < 0,10 kUa/l
wurden jeweils gesammelt unter der gepunkteten Linie von 0,10 kUa/l bezeichnet.

5.1.3.2 Einzelallergene vor der Stichprovokation

Im Vergleich der slgE-Reaktivitaten vor der Stichprovokation zeigte sich wiederum
kein Unterschied im Gruppenvergleich bei rApi m 2 und rApi m 3. Ein geringer
Unterschied ergab sich fur die Reaktivitat gegen BG und rApi m 1, bei diesen war
das geometrische Mittel in der Therapieversager-Gruppe mit 7,01 kUa/l und 2,15
kUa/I gegenliber der Reaktivitat innerhalb der Therapieansprecher-Gruppe mit 4,04
kUa/l und 1,05 kUa/l erhdht. Der deutlichste Unterschied ergab sich erneut fur die
Reaktivitat gegen rApi m 10: mit einem geometrischen Mittel von 1,27 kU/I bei den
Therapieversager war die Reaktivitdt gegenuber 0,57 kUa/l bei den

Therapieansprechern signifikant hdher (Abbildung 3).
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Abbildung 3: slgE-Reaktivitaiten gegen BG, rApi m 1, rApi m 2, rApi m 3 und rApi m 10 vor der
Stichprovokation im Gruppenvergleich: bei der Mehrheit der Patienten konnten Seren nach einer SIT von
mindestens 6 Monaten Dauer untersucht werden (Therapieansprecher n = 74, Therapieversager n = 35).

Der durchgezogene Strich zeigt das geometrische Mittel an. Die Anzahl der Seren mit slgE-Werten < 0,10
kUa/l wurden jeweils gesammelt unter der gepunkteten Linie von 0,10 kUa/l bezeichnet.

5.1.4 Ratio slgE gegen Einzelallergene im Verhdltnis zum sIgE gegen
Gesamtextrakt Bienengift
In einem nachsten Schritt wurden nicht die Absolutwerte des slgE gegen die
jeweiligen Einzelallergene, sondern das jeweilige Verhaltnis des slgE gegen das
Einzelallergen zum sIgE gegen das BG-Gesamtextrakt im Gruppenvergleich
betrachtet, d.h. der Prozentsatz des sIlgE gegen das Einzelallergen am sIgE gegen
das BG-Gesamtextrakt. Dieser Ansatz basiert auf folgender Rationale: vergleicht
man lediglich die Absolutwerte, so wird dem maoglicherweise entscheidenden Fakt
nicht Rechnung getragen, dass ein Patient zwar eventuell ein nur gering- oder
malfiggradig erhdhtes sIgE gegen ein Einzelallergen aufweist, bei allerdings

vergleichsweise niedrigem sIgE gegen das BG-Gesamtextrakt dieses Einzelallergen
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de facto eine grofRe Ratio aufweist und entsprechend eine entscheidende Rolle
bezlglich des allergischen Potentials spielen kann (Abbildung 4). Des Weiteren wird
durch die Analyse der Ratio dem Fakt Beachtung geschenkt, dass durch die bloRRe
Betrachtung der absoluten Hohe der slgE-Reaktivitdt kein Rickschluss auf das

Ausmal der allergischen Reaktion gewonnen werden kann (Kdhler et al., 2014).

B Bestimmtes Einzelallergen

Ubrige Einzelallergene

\_Y_)

Gesamtextrakt HBV

Abbildung 4: Prozentuale Darstellung des slgE gegen das Einzelallergen im Verhaltnis zum sIgE gegen
das BG-Gesamtextrakt. Wahrend im linken Kreisdiagramm ein bestimmtes Einzelallergen bei
verhéltnismaBig kleinem sIgE gegen das Gesamtextrakt einen dominanten prozentualen Anteil einnimmt,
zeigt sich im rechten Kreisdiagramm ein anderes Bild: zwar ist der direkte Vergleich mit dem bestimmten
Einzelallergen des linken Kreisdiagramms ahnlich, der prozentuale Anteil am Gesamtextrakt hingegen ist
deutlich geringer.

5.1.4.1 Ratio vor Beginn der spezifischen Immuntherapie

Berechnet man nun dieses Verhaltnis des individuellen Einzelallergens zum BG-
Gesamtextrakt zeigt sich bei der Betrachtung der beiden Gruppen kein signifikanter
Unterschied bezlglich der Ratio des sIgE gegen rApi m 1, rApi m 2 und rApi m 5 im
Verhaltnis zum slgE gegen das BG-Gesamtextrakt vor Beginn der SIT. Beim rApi m
3 konnte in der Gruppe der Therapieansprecher ein im Vergleich etwas groflerer
Prozentanteil am Gesamtextrakt beobachtet werden (Therapieansprecher 12,3 % vs.
Therapieversager 8,5 %). Hinsichtlich der Ratio des sIgE gegen rApi m 10 zum sIgE
gegen BG zeigte jedoch wiederum die Gruppe der Therapieversager einen
signifikant héheren prozentualen Anteil: wahrend der Anteil des rApi m 10 im
arithmetischen Mittel in der Gruppe der Therapieansprecher 17,6 % betrug, nahm er

in der Gruppe der Therapieversager mit 33,2 % nahezu doppelt so viel ein. Auffallig
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ist, dass in der Gruppe der Therapieansprecher das Serum mit dem maximalen
prozentualen Anteil des rApi m 10 bei 52 % lag, hingegen 25 % (9/36) Seren der
Therapieversager diesen Wert Uberschritten (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Prozentualer Anteil des sIlgE gegen individuelle Einzelallergene im Verhéltnis zum sligE
gegen das BG-Gesamtextrakt im Gruppenvergleich der Therapieansprecher (n = 79) und
Therapieversager (n = 36) vor Beginn der SIT. Der durchgezogene Strich gibt das arithmetische Mittel an.

5.1.4.2 Ratio vor der Stichprovokation

In der Gruppe der Therapieansprecher zeigten 3 der 74 Seren, welche nach einer
mindestens 6 Monate durchgefuhrten SIT verfugbar waren, ein sIgE gegen BG <
0,35 kUa/l, es hatte eine Serokonversion in einen ,negativen“ Bereich unter
durchgefuhrter SIT stattgefunden. Diese 3 Seren fanden keine Beachtung bei der
Ermittlung der Ratio vor der Stichprovokation, so dass in der Gruppe der
Therapieansprecher entsprechend eine Fallzahl von 71 vorlag. Bei den

Therapieversagern zeigten sich alle gemessen BG-IgE-Werte nach der
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durchgefuihrten SIT positiv, die Fallzahl blieb entsprechend bei den 35 verfligbaren
Seren. Die Berechnung des slgE-Anteils des individuellen Einzelallergens im
Verhaltnis zum sIgE gegen BG zeigte bei rApi m 1, rApi m 2 und rApi m 3 wiederum
einen ausgeglichenen Vergleich der Therapieansprecher und Therapieversager.
Einzig beim rApi m 10 stellte sich erneut eine hdohere Ratio am Gesamtextrakt
heraus, welche bei den Therapieansprechern bei 18,1 % wund bei den

Therapieversagern wiederum erhdht bei 30,1 % lag (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Prozentualer Anteil des sIlgE gegen individuelle Einzelallergene im Verhiéltnis zum sligE
gegen das BG-Gesamtextrakt im Gruppenvergleich der Therapieansprecher (n = 71) und
Therapieversager (n = 35) vor der Stichprovokation nach mindestens 6 Monaten SIT. Der durchgezogene
Strich gibt das arithmetische Mittel an.

5.1.5 Ratio des sIgE gegen Einzelallergene im Verhaltnis zum Gesamt-IgE
Die Grolzahl der Seren lieRen die Berechnung der Ratio des sIgE gegen die
individuellen Einzelallergene im Verhaltnis zum Gesamt-IgE vor Beginn der SIT zu

(Therapieansprecher n = 74, Therapieversager n = 33), von wenigen konnten die
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Gesamt-IgE-Werte nicht eruiert und entsprechend die Seren fir die Ratioberechnung
nicht bertcksichtigt werden. Die Gegenuberstellung des slgE gegen die jeweiligen
Einzelallergene im Verhaltnis zum Gesamt-IgE zeigte erneut, dass ein moderater,
aber signifikanter Unterschied bei groRerem Anteil des sIlgE gegen rApi m 10 im
Verhaltnis zum Gesamt-IgE in der Gruppe der Therapieversager vorlag. Der Anteil
betrug in der Gruppe der Therapieansprecher 2,7 %, in der Gruppe der
Therapieversager war er mit 54 % doppelt so hoch. Bei den dbrigen

Einzelallergenen konnte kein signifikanter Gruppenunterschied festgestellt werden
(Abbildung 7).
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Abbildung 7: Prozentualer Anteil des sIgE gegen individuelle Einzelallergene im Verhéltnis zum Gesamt-
IgE im Gruppenvergleich der Therapieansprecher (n = 74) und Therapieversager (n = 33) vor Beginn der
SIT. Der durchgezogene Strich gibt das arithmetische Mittel an.
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5.1.6 ROC-Kurven

Die Ratio des slgE gegen rApi m 10 im Verhaltnis zum sIgE gegen das BG-
Gesamtextrakt hatte gezeigt, dass in der Gruppe der Therapieversager der
prozentuale Anteil signifikant hoher lag. Insbesondere ab einem prozentualen Anteil
von 50 %, einem dominanten rApi m 10-Anteil entsprechend, hatte sich ein deutlicher
Gruppenunterschied gezeigt: wahrend 3/79 (3,8 %) der Therapieansprecher einen
Anteil = 50 % aufwiesen, zeigten 9/36 (25 %) der Therapieversager einen
dominanten rApi m 10-Anteil. Aufgrund der signifikanten Unterschiede im
Gruppenvergleich der Therapieansprecher und Therapieversager bezlglich der rApi
m 10-Auswertungen wurden ROC-Kurven angefertigt, um die Sensitivitat und

Spezifitat der Testergebnisse darstellen zu kdnnen.

5.1.6.1 slgE gegen rApi m 10

Bei der Analyse der ROC-Kurve des sIgE gegen rApi m 10 zeigte sich eine AUC von
0,687 mit einem P-Wert von 0,001. Die beste Diskriminierung zwischen
Therapieansprechern und Therapieversagern, d.h. der héchste Youden-Index, lag
bei einem sIgE gegen rApi m 10 von 1,82 kUa/I mit einer Spezifitat von 70,9 % (95
%-Kl 56,0 % - 85,7 %) und einer Sensitivitat von 69,4 % (95 %-Kl 54,4 % - 84,5 %)
vor. Die PLR betrug 2,39, die NLR wurde mit 0,43 berechnet. Der Cut-off der WHO
von = 0,35 kUx/I erbrachte eine Spezifitdt von 34,2% (95 %-Kl 18,7 % - 49,7 %), eine
Sensitivitat von 83,3 % (95 %-Kl 71,2 % - 95,5 %), eine PLR von 1,27 und eine NLR
von 0,49. Ein slgE gegen rApi m 10 in einer Hohe von 26,55 kUA/l zeigte eine
Spezifitat von 95 % (95 %-Kl 90,0 % - 100 %), eine Sensitivitat von 8,3 % (95 %-KI 0
% - 17,4 %), eine PLR von 2,19 und eine NLR von 0,95 (Abbildung 8).
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Abbildung 8: ROC-Analyse des silgE gegen rApi m 10. Angegeben sind die Quote der wahr positiven
Testergebnisse (Sensitivitit) mit Gegeniiberstellung der Quote der falsch-positiven Testergebnisse
(Spezifitat) fiir verschiedene Cut-off-Punkte. Der schwarze Punkt gibt den WHO-Grenzwert des slgE von
0,35 kUa/l wieder. Das schwarze Quadrat bezeichnet den Youden-Index, das schwarze Dreieck zeigt die
rApi m 10-H6he, bei der eine Spezifitiat von > 95 % erreicht ist. spec = Spezifitit; sens = Sensitivitat.

5.1.6.2 Ratio slgE gegen rApi m 10 / slgE gegen Bienengift-Gesamtextrakt

Bei der Analyse der ROC-Kurve des prozentualen Anteils des sIgE gegen rApi m 10
im Verhaltnis zum sIgE gegen das BG-Gesamtextrakt zeigte sich eine AUC von
0,667 mit einem P-Wert von 0,004. Die beste Diskriminierung zwischen
Therapieansprechern und Therapieversagern, d.h. der héchste Youden-Index, lag
bei einer Ratio des sIgE gegen rApi m 10 im Verhaltnis zum sIgE gegen das BG-
Gesamtextrakt von 47,7 % mit einer Spezifitat von 93,7 % (95 %-Kl 85,7 % - 100 %)
und einer Sensitivitdt von 33,3 % (95 %-Kl 17,9 % - 48,7 %) vor. Die PLR betrug
5,28, die NLR wurde mit 0,71 berechnet. Bei einem prozentualen Anteil = 50 % des
sIgE gegen rApi m 10 im Verhaltnis zum sIgE gegen das BG-Gesamtextrakt zeigte
der Test eine Spezifitat von 96,2 %(95 %-KI 90,0 % - 100 %) und eine Sensitivitat

40



Ergebnisse

von 25,0 % (95 %-KI 10,9 % - 39,1 %) mit einer PLR von 6,58 und einer NLR von
0,78 (Abbildung 9).

100
m -
‘ > 10% {épec 44.3%, sens 72.2%)
q — /
SN
2. 60 - ‘
= A
S N
2 > 20% (shec 65.8%, sens 55.6%)
-‘g 47.7%  (spec 93.7%, sens 33.3%,)
: i p | ."
g°1 | ~ )
A - 30% (sec 83.5% 38.9%
\ 6 (spec 83.5%, sens 38. 6)
> 40% (sbec 89.9%, sens 33.3% )
20 + > 50%,v('§'bec 96.2%, sens 25.0% )
0 1 I I T
0 20 40 60 80 100

100 - Spezifitat [%]

Abbildung 9: ROC-Analyse des prozentualen Anteils des sIgE gegen rApi m 10 im Verhaltnis zum siIgE
gegen das BG-Gesamtextrakt. Das schwarze Quadrat bezeichnet den Youden-Index, die schwarzen
Dreiecke zeigen die Spezifitit (spec) und Sensitivitat (sens) bei verschiedenen prozentualen Anteilen des
slgE gegen rApi m 10 im Verhaltnis zum slgE gegen das BG-Gesamtextrakt an.

5.1.6.3 Ratio slgE gegen rApi m 10 / Gesamt-IgE

Bei der Analyse der ROC-Kurve des prozentualen Anteils des sIgE gegen rApi m 10
im Verhaltnis zum Gesamt-IgE zeigte sich eine AUC von 0,659 mit einem P-Wert von
0,009. Die beste Diskriminierung zwischen Therapieansprechern und
Therapieversagern, d.h. der hochste Youden-Index, lag bei einer Ratio des sIgE
gegen rApi m 10 im Verhaltnis zum Gesamt-IgE von 2,9 % mit einer Spezifitédt von
77,3 % und einer Sensitivitat von 54,5 % vor. (Abbildung 10).
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Abbildung 10: ROC-Analyse des prozentualen Anteils des sIgE gegen rApi m 10 im Verhaltnis zum
Gesamt-IgE. Das schwarze Quadrat bezeichnet den Youden-Index, die schwarzen Dreiecke zeigen die
Spezifitit (spec) und Sensitivitat (sens) bei verschiedenen prozentualen Anteilen des sIgE gegen rApi m
10 im Verhaltnis zum Gesamt-IgE an.

5.1.7 Odds Ratio fiir ein Therapieversagen

Die Ergebnisse der ROC-Kurven deuteten an, dass Patienten mit einem
dominierenden rApi m 10-Anteil ein hoheres Risiko fur ein Versagen der BG-SIT
aufweisen. Um diese Beziehung analysieren zu kdnnen, wurde mittels Erstellung von

Kontingenztafeln die OR flr ein Therapieversagen berechnet.

5.1.7.1 Kontingenztafeln vor Beginn der spezifischen Immuntherapie

Zur Analyse der Beziehung zwischen dem prozentualen Anteil der Einzelallergene im
Verhaltnis zum slgE gegen das BG-Gesamtextrakt wurden Kontingenztafeln in
festgelegter Abstufung von 10 %-Schritten des slgE-Anteils angefertigt, um die OR

fur ein Therapieversagen berechnen zu kénnen. Wie die graphische Verteilung
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bereits vermuten liel3, ergaben sich keine signifikanten Unterschiede im Vergleich
der Therapieansprecher und Therapieversager bezuglich rApi m 1, rApi m 2, rApi m
3 und rApi m 5. Beim rApi m 10 zeigte sich erneut ein anderes, die vorhergehenden
Ergebnisse bestatigendes Bild: Tatsachlich liel} sich bei steigendem Antikoérperanteil
gegen rApi m 10 im Verhaltnis zum BG-Gesamtextrakt eine steigende OR flr ein
Therapieversagen verzeichnen (Abbildung 11). Erwahnenswert ist, dass lediglich in
der Gruppe der Therapieversager Patienten mit einem Anteil = 60 % (n = 8; 22,2 %)

vertreten waren (Tabelle 5).
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Abbildung 11: Berechnete OR fiir verschiedene prozentuale Anteile des sIlgE gegen rApi m 10 im
Verhiltnis zum sIigE gegen das BG-Gesamtextrakt bei BG-allergischen Patienten vor Beginn der SIT
(Therapieansprecher n = 79, Therapieversager n = 36). Der Kreis gibt jeweils die OR wieder, die vertikalen
Striche mit horizontaler Begrenzung das 95 %-Konfidenzintervall, die Sterne die Signifikanz bemessen am
jeweiligen P-Wert.
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Ratio: TA® TV OR 95 %-KI’ P-Wert
slgE rApi m 1/ silgE BG (n) (n)

>10 % 60/79 31/36 1,963 0,669 — 5,762 | ns
>20 % 48/79 25/36 1,468 0,633 — 3,403 | ns
>30 % 36/79 21/36 1,672 0,754 - 3,711 | ns

> 40 % 31/79 17/36 1,385 0,625 -3,069 | ns
>50 % 30/79 14/36 1,039 0,463 -2,336 | ns

> 60 % 22/79 8/36 0,740 0,293 -1,871 | ns
>70 % 15/79 5/36 0,688 0,229 - 2,066 | ns
>80 % 13/79 4/36 0,635 0,192 -2,102 | ns
>90 % 11/79 3/36 0,544 0,147 —2,153 | ns
Ratio: TA TV OR 95 %-KI P-Wert
slgE rApi m 2 / sigE BG (n) (n)

>10 % 38/79 12/36 0,539 0,237 - 1,227 | ns
>20 % 21/79 7/36 0,667 0,254 -1,750 | ns
>30 % 15/79 3/36 0,388 0,105-1,436 | ns

> 40 % 14/79 1/36 0,133 0,017 — 1,052 | 0,0347
>50 % 9/79 1/36 0,222 0,027 - 1,826 | ns

> 60 % 8/79 1/36 0,254 0,030 -2,109 | ns
>70 % 5/79 1/36 0,423 0,048 —3,759 | ns
>80 % 3/79 1/36 0,724 0,073-7,211 | ns
>90 % 3/79 0/36 0,299 0,015-5,954 | ns
Ratio: TA TV OR 95 %-KI P-Wert
slgE rApi m 3 / sigE BG (n) (n)

>10 % 31/79 8/36 0,442 0,179-1,095 | ns
>20 % 8/79 4/36 1,109 0,311 -3,954 | ns
>30 % 5/79 1/36 0,423 0,048 —3,759 | ns

> 40 % 3/79 1/36 0,724 0,073-7,211 | ns
>50 % 2/79 1/36 1,10 0,096 — 12,55 | ns

> 60 % 2/79 1/36 1,10 0,096 — 12,55 | ns
>70 % 2/79 1/36 1,10 0,096 — 12,55 | ns
>80 % 2/79 0/36 0,425 0,019-9,080 | ns
>90 % 1/79 0/36 0,717 0,028 - 18,04 | ns

° Therapieansprecher
6 Therapieversager
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Ratio: TA TV OR 95 %-KI P-Wert
slgE rApi m 5/ silgE BG (n) (n)

>10 % 38/79 13/36 0,609 0,271 -1,372 | ns
>20 % 21/79 7/36 0,667 0,254 -1,750 | ns

> 30 % 15/79 3/36 0,388 0,105-1,436 | ns
>40 % 13/79 2/36 0,299 0,064 — 1,401 | ns

> 50 % 12/79 2/36 0,328 0,069 - 1,552 | ns

> 60 % 7179 2/36 0,605 0,119-3,069 | ns
>70 % 3/79 2/36 1,490 0,238 -9,334 | ns
>80 % 2/79 0/36 0,425 0,019-9,080 | ns
>90 % 2/79 0/36 0,425 0,019-9,080 | ns
Ratio: TA TV OR 95 %-KI P-Wert
slgE rApi m 10 / sigE BG (n) (n)

>10 % 48/79 26/36 1.679 0,712-3,960 | ns
>20 % 27179 21/36 2.696 1,200 — 6,059 | 0.0242
> 30 % 14/79 14/36 2.955 1,220 -7,157 | 0.0194
>40 % 8/79 12/36 4.438 1,620 — 12,15 | 0.0064
> 50 % 3/79 9/36 8.444 2,127 - 33,53 | 0.0013
> 60 % 0/79 8/36 47.42 2,649 —848,8 | 0.0001
>70 % 0/79 6/36 33.89 1,851 - 620,3 | 0.0007
>80 % 0/79 4/36 22.02 1,151 —-421,0 | 0.0085
>90 % 0/79 1/36 6.718 0,267 —169,1 | ns

Tabelle 5: OR fiir ein Therapieversagen der SIT: Berechnung prozentualer Anteile des sIlgE gegen
individuelle Einzelallergene (rApi m 1, rApi m 2, rApi m 3, rApi m 5 und rApi m 10) im Verhéltnis zum sIgE
gegen das BG-Gesamtextrakt vor der SIT und Darstellung der Anzahl der Seren innerhalb der jeweiligen
Gruppe (Therapieansprecher n = 79, Therapieversager n = 36), welche die angegebenen Prozenthiirden
tiberschreiten mit entsprechender Berechnung von OR, 95 %-KI und P-Wert.

5.1.7.2 Kontingenztafeln vor der Stichprovokation

Bei Betrachtung der schrittweise durchgefuhrten Ratioberechnungen konnte
entsprechend der graphischen Verteilung kein signifikanter Gruppenunterschied
bezlglich der Ratio von rApi m 1, rApi m 2 und rApi m 3 detektiert werden. Bei der
Ratio des rApi m 10 vor der Stichprovokation zeigte sich aufs Neue eine Signifikanz
im Vergleich der beiden Gruppen: wenn gleich nicht so ausgepragt wie bei der Ratio
vor Beginn der SIT waren flr ansteigende prozentuale Anteile des sIgE gegen rApi m
10 im Verhaltnis zum slgE gegen das BG-Gesamtextrakt steigende OR flr ein

Therapieversagen zu dokumentieren (Tabelle 6).
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Ratio: TA TV OR 95 %-KI P-Wert
slgE rApi m 1/ silgE BG (n) (n)

>10 % 57/71 33/35 4,053 0,866 — 18,96 | ns
>20 % 43/71 26/35 1,881 0,768 — 4,605 | ns

> 30 % 34/71 20/35 1,451 0,642 -3,280 | ns
>40 % 30/71 13/35 0,808 0,351 -1,856 | ns

> 50 % 22/71 10/35 0,891 0,366 —2,168 | ns

> 60 % 15/71 7/35 0,933 0,341 -2,551 | ns
>70 % 12/71 4/35 0,634 0,189 -2,133 | ns
>80 % 771 1/35 0,269 0,032 -2,278 | ns
>90 % 5/71 1/35 0,388 0,044 — 3,459 | ns
Ratio: TA TV OR 95 %-KI P-Wert
slgE rApi m 2 / sigE BG (n) (n)

>10 % 43/71 16/35 0,548 0,242 -1,243 | ns
>20 % 25/71 6/35 0,381 0,139-1,040 | ns

> 30 % 15/71 4/35 0,482 0,147 -1,579 | ns
>40 % 13/71 1/35 0,131 0,016 — 1,048 | 0,0321
> 50 % 771 0/35 0,121 0,007 —2,185 | ns

> 60 % 5/71 0/35 0,170 0,009 - 3,171 | ns
>70 % 4/71 0/35 0,211 0,011 -4,039 | ns
>80 % 4/71 0/35 0,211 0,011 -4,039 | ns
>90 % 3/71 0/35 0,276 0,014 -5,490 | ns
Ratio: TA TV OR 95 %-KI P-Wert
slgE rApi m 3 / sigE BG (n) (n)

>10 % 28/71 8/35 0,455 0,181 -1,144 | ns
>20 % 10/71 2/35 0,369 0,076 — 1,789 | ns

> 30 % 3/71 1/35 0,667 0,067 — 6,655 | ns
>40 % 0/71 1/35 6,217 0,245-156,7 | ns

> 50 % 0/71 1/35 6,217 0,245-156,7 | ns

> 60 % 0/71 1/35 6,217 0,245-156,7 | ns
>70 % 0/71 1/35 6,217 0,245-156,7 | ns
>80 % 0/71 1/35 6,217 0,245-156,7 | ns
>90 % 0/71 1/35 6,217 0,245-156,7 | ns
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Ratio: TA TV OR 95 %-KI P-Wert
slgE rApi m 10 / sigE BG (n) (n)

>10 % 46/71 25/35 1,359 0,563 — 3,277 | ns
>20 % 33/71 19/35 1,367 0,607 — 3,081 | ns

> 30 % 17/71 16/35 2,675 1,132-6,322 | 0,0275
>40 % 9/71 11/35 3,157 1,162 - 8,577 | 0,0329
> 50 % 5/71 9/35 4,569 1,398 — 14,93 | 0,0129
> 60 % 2/71 6/35 7,138 1,359 - 37,48 | 0,0150
>70 % 1/71 2/35 4,242 0,371 -48,50 | ns
>80 % 1/71 1/35 2,059 0,125-33,95 | ns
>90 % 0/71 1/35 6,217 0,247 —156,7 | ns

Tabelle 6: OR fiir ein Therapieversagen der SIT: Berechnung prozentualer Anteile des sIlgE gegen
individuelle Einzelallergene (rApi m 1, rApi m 2, rApi m 3 und rApi m 10) im Verhiltnis zum sIlgE gegen
das BG-Gesamtextrakt vor der Stichprovokation und Darstellung der Anzahl der Seren innerhalb der
jeweiligen Gruppe (Therapieansprecher n = 71, Therapieversager n = 35), welche die angegebenen
Prozenthiirden liberschreiten mit entsprechender Berechnung von OR, 95 %-KIl und P-Wert.

5.1.8 slgG4-Induktion unter der spezifischen Immuntherapie

Zur Quantifizierung der slgG4-Induktion fand bei den Laborproben, welche zum
einen vor der SIT und zum anderen nach einer mindestens 6 Monate dauernden SIT
abgenommen worden waren, die Bestimmung des slgG4 gegen das BG-
Gesamtextrakt, sowie gegen rApi m 1, rApi m 3 und rApi m 10 statt. Die
Gegenuberstellung der Rohdaten vor und wahrend der SIT zeigte eine starke
Induktion des slgG4 gegen BG (Therapieansprecher: Geometrisches Mittel (GM) vor
der SIT 1,19 kUa/l = GM wahrend der SIT 5,15 kUa/I; Therapieversager: GM vor der
SIT 3,81 kUa/l — GM wahrend der SIT 12,06 kUa/l) und gegen rApi m 1
(Therapieansprecher: GM vor der SIT 1,11 kUa/l — GM wahrend der SIT 4,32 kUa/l;
Therapieversager: GM vor der SIT 4,25 kUa/l — GM wahrend der SIT 10,95 kUa/I) in
der Gruppe der Therapieansprecher ebenso wie in der Gruppe der
Therapieversager, wahrend in beiden Gruppen kaum eine Induktion gegen rApi m 3
(Therapieansprecher: GM vor der SIT 0,097 kUa/l — GM wahrend der SIT 0,092
kU/I; Therapieversager: GM vor der SIT 0,194 kUa/l — GM wahrend der SIT 0,225
kUa/l) und gegen rApi m 10 (Therapieansprecher: GM vor der SIT 0,025 kUa/l — GM
wahrend der SIT 0,041 kUa/I; Therapieversager: GM vor der SIT 0,046 kUp/l — GM
wahrend der SIT 0,085 kUa/l) beobachtet werden konnte (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Induktion des slgG4 gegen verschiedene Einzelallergene (BG, rApi m 1, rApi m 3 und rApi
m10) bei BG-allergischen Patienten. Dargestellt sind jeweils die Werte vor der SIT und unter der SIT nach
mindestens 6 Monaten Therapiedauer im Gruppenvergleich der Therapieansprecher (n = 79) und
Therapieversager (n = 36). Die Box reprasentiert die 25. und die 50. Perzentile, innerhalb der Box ist das
geometrische Mittel bezeichnet, die vertikalen Linien geben die 5. und 95. Perzentile wieder, die Punkte
zeigen die AusreiBer an. Die Anzahl der Seren mit slgG4-Werten unter dem LOD wurden jeweils
gesammelt unter der gestrichelten Linie bezeichnet (LOD i1 und rApi m 1: 0,10 mga/l; LOD rApi m 3: 0,02
mga/l; LOD rApi m 10: 0,01 mgal/l).

Entsprechend zeigte die Berechnung der Ratio der slgG4-Werte vor / wahrend der
SIT eine starke Induktion gegen BG (Therapieansprecher: GM 5,1 /
Therapieversager: GM 3,2) und gegen rApi m 1 (Therapieansprecher. GM 6,2 /
Therapieversager: GM 4,0), hingegen nahezu keine slgG4-Induktion gegen rApi m 3
(Therapieansprecher: GM 1,01 / Therapieversager: GM 1,21) und gegen rApi m 10
(Therapieansprecher: GM 1,71 / Therapieversager: GM 1,72) (Abbildung 13).

rApim 3 rApim 10

ns _ ns

[ Therapieansprecher
O Therapieversager

Abbildung 13: Ratio der slgG4-Werte wahrend / sigG4-Werte vor der SIT bei BG, rApi m 1, rApi m 3 und
rApi m 10 im Gruppenvergleich der Therapieansprecher (n = 79) und der Therapieversager (n = 36). Die

Box reprasentiert die 25. und die 50. Perzentile, innerhalb der Box ist das geometrische Mittel bezeichnet,
die vertikalen Linien geben die 5. und 95. Perzentile wieder, die Punkte zeigen die Ausreier an.

Ratio slgG4 wahrend / vor SIT
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5.1.9 Analyse Bienengift-Gesamtextrakt und SIT-Therapeutika
Im Folgenden wird die Analyse des Vorkommens von Api m 1, Api m 3 und Apim 10
im BG-Gesamtextrakt und in verschiedenen fiur die SIT verwendeten Therapeutika
untersucht, welche von unseren Kollaborationspartnern in Aarhus, Danemark, unter
der Leitung von Herr Professor Edzard Spillner durchgefuhrt und graphisch
aufgearbeitet wurde.
Der initiale Beleg fur das Fehlen oder die Unterreprasentanz von Api m 10 und Api m
3 in den SIT-Therapeutika wurde mittels rekombinant hergestellter IgE-Antikérper
durchgefuhrt, die durch kombinatorische Technologien isoliert wurden. Um eine
verlasslichere Grundlage fiur die Analyse des Vorkommens der Einzelallergene im
BG-Gesamtextrakt und in verschiedenen SIT-Therapeutika zu erhalten, wurden
spezifische, polyklonale Antiseren (Anti-Api m 1, Anti-Api m 3 und Anti-Api m 10) mit
gegen Api m 1, Api m 3 und Api m 10 immunisierten Kaninchen generiert. Die
Spezifitdt und Immunreaktivitat der polyklonalen Seren gegen Api m 1, Api m 3 und
Api m 10 wurden durch ELISA mit Verwendung rekombinanter BG-Allergene gepruft
(Abbildung 15). Die Verwendung dieser polyklonalen Seren bei den zwei
verschiedenen BG-Gesamtextrakten zeigte mittels Immunoblot-Analyse, dass bei
beiden Seren die korrespondierenden Proteine in der erwarteten Grof3e und in
vergleichbarer Intensitat detektierbar waren. Fir Api m 3 und Api m 10 wurden
Banden bei 55 und 50 kDa detektiert (Abbildung 14, A und B). Fur Api m 1 wurden 3
Banden bei 15 - 20 kDa detektiert, welche die hauptsachlichen Glycoformen
reprasentieren (Abbildung 14, C). Des Weiteren wurden folgende 5 verschiedene
BG-SIT-Therapeutika bei identischen Konzentrationen von 1 mg/ml analysiert:

* Venomil, Allergy Therapeutics, Worthing, UK (I)

* Venomenhal, HAL Allergy, Leiden, Holland (ll)

* Aquagen, ALK-Abell6, Hamburg, Deutschland (lIl)

* Pharmalgen, ALK-Abell6, Hamburg, Deutschland (V)

* Alyostal Venin, Stallergenes, Antony, Frankreich (V).
Es wurden jeweils 3 verschiedene Chargen bei den BG-SIT-Therapeutika I, I, IV
und V und 2 verschiedene Chargen bei BG-SIT-Therapeutikum Il kontrolliert, um
eine reprasentative Datenlage darstellen zu kénnen.
Alle BG-SIT-Therapeutika wiesen eine deutliche Reaktivitat gegen die Antiseren auf,
welche Api m 1 und Api m 3 enthielten (Abbildung 14, B und C). Diese war

vergleichbar mit der Reaktivitat der BG-Gesamtextrakte. Bezuglich des Api m 10
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zeigte sich jedoch ein anderes Bild: Wahrend die BG-Gesamtextrakte eine deutliche
Reaktivitat gegen Api m 10 aufwiesen, zeigten nur 2 der 5 BG-SIT-Therapeutika eine
mit den BG-Gesamtextrakten vergleichbare Reaktivitat gegen Api m 10, dies
gemessen bei einer BG-Gesamtextrakt-Konzentration von 0,3 mg/ml. Diese
Ergebnisse  bestatigen das Nichtvorhandensein bzw. die signifikante

Unterreprasentanz von Api m 10 in bestimmten therapeutischen BG-SIT-Praparaten.

A Gesamtextrakt 1 Gesamtextrakt 2 Therapeutische Extrakte

M_1 0301 1 03 01 M _ v Vv M
100 kDa in mg/ml in mg/ml bei 1 mg/ml
70 kDa

55 kDa

<Apim 10
35 kDa

25 kDa

55 kDa <—Apl m 3

C
25 kDa _
<+ Apim 1
15 kDa
Abbildung 14: Vorkommen von Api m 10 (A), Api m 3 (B) und Api m 1 (C) in 2 verschiedenen BG-
Gesamtextrakten und bei folgenden 5 verschiedenen therapeutischen SIT-Praparaten: I: Venomil, Allergy

Therapeutics, Worthing, UK; Il: Venomenhal, HAL Allergy, Leiden, Holland; lll: Aquagen, ALK-Abellé,
Hamburg, Deutschland; IV: Pharmalgen, ALK-Abell6; V: Alyostal Venin, Stallergenes, Antony, Frankreich.
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Abbildung 15: Spezifitdt und Immunreaktivitat der polyklonalen Antiseren gegen Api m 1, Api m 3 und Api
m 10.

5.1.10 rApi m 10-spezifische slgE- und slgG4-Antwort der SIT-Therapeutika

Aufgrund der unterschiedlichen Api m 10-Konzentrationen der verschiedenen BG-
SIT-Therapeutika untersuchten wir in einem nachsten Schritt die rApi m 10-
spezifische slgE-Reaktivitat und slgG4-Induktion im Rahmen der BG-SIT mit
verschiedenen SIT-Therapeutika. Wir wollten prifen, ob ein Unterschied der rApi m
10-spezifischen slgE-Reaktivitat und slgG4-Induktion bei Patienten abhangig vom
Gehalt der BG-SIT-Therapeutika an Api m 10 vorliegt. Es erfolgte eine Aufteilung in 2
Gruppen: Patienten, welchen ein SIT-Therapeutikum mit niedrigem oder nicht
nachweisbarem Api m 10-Gehalt appliziert wurde (Gruppe |, n = 59) und Patienten,
welchen ein SIT-Therapeutikum mit suffizient nachweisbarem Api m 10-Gehalt

appliziert wurde (Gruppe II, n = 50).
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5.1.10.1 Vergleich der rApi m 10-spezifischen slgE-Reaktivitat

Im Rahmen der SIT wurde in beiden Gruppen eine zwar moderate, aber signifikante
Reduktion des sIgE gegen rApi m 10 gemessen (Abbildung 16). Im Vergleich der
beiden Gruppen bezlglich der Ratio der slgE-Werte wahrend zur vor der SIT zeigte
sich eine geringgradig starkere, signifikante Reduktion des rApi m 10-spezifischen
slgE in der Gruppe der Patienten, welche mit einem nachweislich Api m 10-
enthaltenden BG-SIT-Therapeutikum behandelt wurden (Gruppe 1) (Abbildung 17).
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Abbildung 16: rApi m 10-spezifische IgE-Werte vor und wahrend der SIT bei BG-allergischen Patienten,
welche mit SIT-Therapeutika mit niedrigem oder nicht nachweisbarem Api m 10-Gehalt (Gruppe 1) oder
SIT-Therapeutika mit suffizient nachweisbarem Api m 10-Gehalt (Gruppe Il) behandelt wurden. Der
durchgezogene Strich zeigt das geometrische Mittel an. Die Anzahl der Seren mit sigE-Werten < 0,10 kUa/l
(LOD) wurden jeweils gesammelt unter der gepunkteten Linie von 0,10 kUa/l bezeichnet.
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Abbildung 17: Ratio der rApi m 10-spezifischen slgE-Reaktivitdt wahrend / vor der SIT bei BG-allergischen
Patienten, welche mit SIT-Therapeutika mit niedrigem oder nicht nachweisbarem Api m 10-Gehalt (Gruppe
1) oder SIT-Therapeutika mit suffizient nachweisbarem Api m 10-Gehalt (Gruppe IlI) behandelt wurden. Der
durchgezogene Strich zeigt das geometrische Mittel an. Seren mit slgE-Werten > 0,10 kUa/l (LOD) vor und
wahrend der SIT wurden fiir die Berechnung der Ratio beriicksichtigt.
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5.1.10.2 Vergleich der rApi m 10-spezifischen slgG4-Induktion

Nachdem sich bei der slgE-Reaktivitat nur ein diskreter Unterschied im
Gruppenvergleich gezeigt hatte, wurde beim Vergleich der rApi m 10-spezifischen
slgG4-Induktion ein deutlicherer Unterschied der beiden Gruppen ersichtlich: Eine
signifikante slgG4-Induktion trat nur in der Gruppe der Patienten ein, welche mit
einem SIT-Therapeutikum mit nachweislich suffizientem Api m 10-Gehalt behandelt
wurden (Gruppe Il) (Abbildung 18). Dies spiegelte sich auch im Vergleich der beiden
Gruppen bezuglich der Ratio der slgG4-Werte wahrend zu vor der SIT wieder. Die
Gruppe der Patienten mit Behandlung mit einem SIT-Therapeutikum mit Api m 10-

Gehalt zeigte eine signifikant hdhere Induktion (Abbildung 19).
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Abbildung 18: rApi m 10-spezifische IgG4-Werte vor und wahrend der SIT bei BG-allergischen Patienten,
welche mit SIT-Therapeutika mit niedrigem oder nicht nachweisbarem Api m 10-Gehalt (Gruppe 1) oder
SIT-Therapeutika mit suffizient nachweisbarem Api m 10-Gehalt (Gruppe Il) behandelt wurden. Der
durchgezogene Strich zeigt das geometrische Mittel an. Die Anzahl der Seren mit slgG4-Werten < 0,01
mga/l (LOD) wurden jeweils gesammelt unter der gepunkteten Linie von 0,01 mga/l bezeichnet.
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Abbildung 19: Ratio der rApi m 10-spezifischen IgG4-Induktion wahrend / vor der SIT bei BG-allergischen
Patienten, welche mit SIT-Therapeutika mit niedrigem oder nicht nachweisbarem Api m 10-Gehalt (Gruppe
1) oder SIT-Therapeutika mit suffizient nachweisbarem Api m 10-Gehalt (Gruppe IlI) behandelt wurden. Der
durchgezogene Strich zeigt das geometrische Mittel an. Seren mit sigG4-Werten > 0,01 mga/l (LOD) vor
und wahrend der SIT wurden fiir die Berechnung der Ratio beriicksichtigt.
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5.2 Kollektiv bienengift- und wespengiftsensibilisierter Patienten

Die aktuelle Leitlinie zur Diagnose und Therapie der Bienengiftallergie empfiehlt zur
Abklarung einer Bienengiftallergie die labordiagnostische Bestimmung von slgE
gegen das BG-Gesamtextrakt und gegen rApi m 1. Diese Bestimmung des sIgE
gegen rApi m 1 hinterlasst jedoch mit einer Sensitivitat von 58 - 80 % eine deutliche
diagnostische Lucke. Diese Lucke ist bei Patienten, die das allergieauslésende
Insekt nicht identifizierten, besonders schwerwiegend. Besteht bei ihnen eine
Doppelpositivitat gegen die Gesamtextrakte BG und WG, so ist die Wahl der
suffizienten Therapie nicht sicher differenzierbar. Es besteht das Risiko, dass bei
ihnen lediglich eine primare Sensibilisierung gegen WG diagnostiziert wird. Eine
notwendige BG-SIT wirde nicht eingeleitet werden. In anderen Fallen erfolgt bei
zweifelhafter Befundkonstellation eine Doppel-SIT mit BG und WG, obwohl lediglich
eine WG-SIT notwendig ware. Dies stellt eine unnétige Belastung flr den
Organismus dar und ist zudem aus 6konomischer Sicht nicht sinnvoll. Der folgende
Abschnitt befasst sich mit der Frage, ob die Sensitivitdt der BG-Diagnostik durch
Bestimmung von weiteren Einzelallergenen verbessert werden kann. Koénnen
infolgedessen Patienten einer BG-SIT zugeflhrt werden, die sie ohne Bestimmung
der zusatzlichen Einzelallergene nicht erhalten hatten? Aulierdem wird behandelt, ob
die zusatzliche Bestimmung weiterer Einzelallergene eine Differenzierung zwischen
einer genuinen und einer auf Kreuzreaktivitat beruhenden Doppelsensibilisierung
gegen BG und WG erlaubt?

Unter den 755 Patienten, welche zur Abklarung einer Hymenopterengiftallergie in der
Universitatsklinik Freiburg vorstellig wurden, zeigten 45,2 % (n = 341) ein sIgE gegen
BG und WG = 0,35 kUp/l, d.h. wiesen gemal’ der Befundstellung anhand der
Gesamtextrakte der beiden Gifte eine Doppelsensibilisierung auf. Diese 341 Seren
wurden in dieser Arbeit genutzt, um die Hypothese zu Uberprufen, ob durch
Detektion der slgE-Reaktivitaten gegen verschiedene Einzelallergene bzw. deren
Kombinationen die Differenzierung zwischen einer tatsachlich genuinen
Doppelsensibilisierung gegen BG und WG und einer Monosensibilisierung gegen
eines der Insektenentitaten mit zusatzlicher Kreuzreaktivitat gegenltber Bestandteilen
der anderen Entitdt mdglich ist und inwiefern entsprechend die zusatzlichen
Einzelallergene ein Benefit fur die Diagnostik der Hymenopterengiftallergie darstellen

konnen.
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Unter diesen 341 doppelsensibilisierten Patienten konnten 37 % (126/341) das
mutmallich fur die allergische Reaktion verantwortliche Insekt nicht identifizieren.
24,3 % (83/341) gaben an, beim Ereignis von einer Biene gestochen worden zu sein,
38,7 % (132/341) erklarten die Wespe als allergieauslésendes Insekt.

Anhand dieser durchgefuhrten oder fehlenden Identifikation des Stechinsektes
erfolgte eine Einteilung in Gruppen, welche in den anschlieenden Abschnitten

getrennt behandelt werden.

5.2.1 Stechinsekt Biene

Die Gruppe der Patienten, welche eine Doppelsensibilisierung gegen WG und BG
aufzeigten und als allergieauslésendes Insekt eine Biene angegeben hatten, bestand
aus 83 Patienten. In dieser Gruppe zeigten 66,3 % (55/83) der Seren eine positive
slgE-Reaktivitat (= 0,35 kUa/l) gegen rApi m 1, entsprechend konnte bei diesen 55
Seren eine genuine Sensibilisierung gegen BG nachgewiesen werden. 33,7 % der
Seren (28/83) zeigten negative sIgE-Werte (< 0,35 kUa/l) gegen rApi m 1. Von diesen
28 negativen Seren zeigten 8 Seren (28,6 %) positive sIgE-Werte gegen rApi m 3, 4
Seren (14,3 %) gegen nApi m 4 und 12 Seren (42,9 %) gegen rApi m 10 (Abbildung
20).

Die Kombination von rApi m 3 und rApi m 10 konnte entsprechend eine genuine BG-
Sensibilisierung auf Grundlage von CCD-freien Einzelallergenen in 46,4 % (13/28)
der Api m 1-negativen Seren nachweisen.

Durch Bestimmung von nApi m 4 konnten 2 weitere rApi m 1-negative Seren positiv
getestet werden, welche durch die Bestimmung von rApi m 3 und rApi m 10 nicht
positiv detektiert worden waren. Durch Kombination von rApi m 1, rApi m 3, nApi m 4
und rApi m 10 wurde bei 84,3 % eine BG-Sensibilisierung nachgewiesen.

Es fand bei den rApi m 1-negativen Seren eine zusatzliche Bestimmung des sIgE
gegen rApi m 2 und rApi m 5, welche potentiell kreuzreagible Allergene darstellen,
statt. Es zeigte sich eine slgE-Reaktivitat = 0,35 kUa/l gegen rApi m 2 in 35,7 %
(10/28), gegen rApi m 5 in 46,4 % (13/28) der rApi m 1-negativen Falle.

In kombinierter Gesamtheit aller gemessener Einzelallergene (rApi m 1, rApi m 2,
rApi m 3, nApi m 4, rApi m 5 und rApi m 10) konnte eine BG-Sensibilisierung in 92,7
% (77/83) der Gruppe detektiert werden, die Ergebnisse dieser Studie bestatigten

damit die bereits erhobene Datenlage (Kohler et al., 2014).
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Abbildung 20: slgE-Werte gegen rApi m 3, nApi m 4 und rApi m 10 bei 83 Patienten mit
Hymenopterengiftallergie mit Identifikation einer Biene als allergieauslosendes Stechinsekt und
Doppelpositivitiat gegen WG und BG und negativen slgE-Werte (< 0,35 kUa/l) gegen rApi m 1.

5.2.2 Nicht-identifiziertes Stechinsekt

Von den 341 Patienten, welche eine Doppelsensibilisierung gegen WG und BG
aufzeigten, hatten 126 das mutmallliche Stechinsekt nicht identifiziert. Dies
entspricht einem Anteil von 37 %, welcher sich mit der von Baker et al.
beschriebenen Identifikationsrate < 50 % deckt. In dieser Gruppe zeigten 54 % der
Seren (68/126) eine positive slgE-Reaktivitat (= 0,35 kUa/l) gegen rApi m 1,
entsprechend konnte in diesen Fallen eine genuine Sensibilisierung gegen BG
nachgewiesen werden. 46 % der Seren (58/126) zeigten negative slge-Werte (< 0,35
kUa/l) gegen rApi m 1. Von diesen 58 negativen Seren zeigten 15 Seren (25,8 %)
positive slgE-Werte gegen rApi m 3, 3 Seren (5,2 %) gegen nApi m 4 und 27 Seren
(46,6 %) gegen rApi m 10 (Abbildung 21).
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Abbildung 21: sigE-Werte gegen rApi m 3, nApi m 4 und rApi m 10 bei 126 Patienten mit
Hymenopterengiftallergie mit unbekanntem Stechinsekt und Doppelpositivitit gegen WG und BG und
negativen slgE-Werten (< 0,35 kUa/l) gegen rApi m 1.

Die Kombination von rApi m 3 und rApi m 10 konnte entsprechend eine genuine BG-
Sensibilisierung auf Grundlage von CCD-freien Einzelallergenen in 65,4 % (31/58)
der Api m 1-negativen Seren detektieren. Durch Bestimmung von nApi m 4 konnte
kein weiteres rApi m 1-negatives Serum positiv getestet werden.

In dieser Gruppe wurde bei den Api m 1-negativen Seren ebenfalls das sIgE gegen
rApi m 2 und rApi m 5 bestimmt. Es zeigte sich eine slgE-Reaktivitat = 0,35 kUa/I
gegen rApi m 2 in 29,3 % (17/58), gegen rApi m 5 in 34,5 % (20/58) der rApi m 1-
negativen Falle.

Die Kombination aller Einzelallergene (rApi m 1, rApi m 2, rApi m 3, nApi m 4, rApi m
5 und rApi m 10) erbrachte in dieser Gruppe eine BG-Sensibilisierung in 87,6 %
(110/126).
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Diese Gruppe war aufgrund der fehlenden lIdentifikation des allergieauslésenden
Stechinsektes von groRtem Interesse bezlglich einer mdglichst lickenlosen
Detektion der Sensibilisierung im Rahmen der labordiagnostischen Bestimmung der
Einzelallergene, dies insbesondere, um eine adaquate und damit protektive SIT
durchfliihren bzw. eine unnétige Therapie vermeiden zu kdnnen. Wahrend rApi m 1,
rApi m 3, nApi m 4 und rApi m 10 spezifische Marker fur eine BG-Sensibilisierung
reprasentieren und damit bei Positivitat eine genuine BG-Sensibilisierung anzeigen,
sind rApi m 2 und rApi m 5 aufgrund ihrer potentiellen Kreuzreagibilitat aufgrund der
Proteinhomologien zu Ves v 2 und Ves v 3, ihrer korrespondierenden Allergene im
WG, unspezifisch. Aus diesem Grunde wurden nur die spezifischen Marker fir die
Untersuchung des zusatzlichen Nutzens weiterer Einzelallergene neben rApi m 1
berucksichtigt.

Wahrend die ausschlieldliche Verwendung von rApi m 1 eine Sensibilisierung in 54 %
aufzeigen konnte, erlaubte die Kombination aus rApi m 1, rApi m 3 und rApi m 10 die
sensibelste und effektivste Detektion einer genuinen BG-Sensibilisierung in 78,6 %

der Patienten in der Gruppe mit unbekanntem Stechinsekt (Abbildung 22).

50 60 70 80
Patientenseren mit sigE = 0,35 kUA/l in %

Abbildung 22: Prozentsatz der Patientenseren mit BG-Sensibilisierung anhand labordiagnostischer
Bestimmung von rApi m 1 und weiterer Einzelallergene in Kombination bei Patienten mit
Doppelsensibilisierung gegen BG und WG mit unbekanntem Stechinsekt (n = 126).
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5.2.3 Mehrwert zusatzlicher Einzelallergene fiir die Diagnostik

Abschlieend wurden die diagnostischen Ergebnisse, welche aus der Bestimmung
der aktuell zur Diagnostik verwendeten Einzelallergene (rApi m 1, rVes v5 und rVes
v 1) resultieren, mit den diagnostischen Befundstellungen verglichen, wenn eine
zusatzliche Bestimmung von rApi m 3 und rApi m 10 erfolgt.

Dieses Ergebnis war wiederum in der Gruppe der Patienten, welche das Stechinsekt
nicht identifizieren konnten, von besonderem Interesse, weil hier eine mdglichst
lickenlose, sichere Befundstellung von groRter Bedeutung ist. Im Rahmen der
Bestimmung der aktuell zur Diagnostik verwendeten Einzelallergene wurde eine
Doppelsensibilisierung gegen BG und WG (rApi m 1 und rVes v 5 und / oder rVes
v 120,35 kUn/l) in 43,7 %, eine Monosensibilisierung gegen rApi m 1 in 10,3 % und
eine Monosensibilisierung gegen rVes v 5 und / oder rVes v 1 in 43,7 % der Falle
diagnostiziert. 3 Patienten (2,4 %) zeigten negative Ergebnisse gegen alle getesteten
Einzelallergene. Unter zusatzlichem Einsatz von rApi m 3 und rApi m 10 ergab sich
ein ausschlaggebende Anderung des diagnostischen Bildes: Die Befundstellung
einer Doppelsensibilisierung gegen BG und WG erhdhte sich von 43,7 % (55/126)
auf 65,9 % (83/126) der Patienten mit nicht-identifiziertem Stechinsekt. Die Anzahl
der Patienten mit einer Monosensibilisierung gegen BG-Einzelallergene nahm um 3
Patienten von 10,3 % (13/126) auf 12,7 % (16/126) zu. Demgegenuber sank die Zahl
der gegen WG-monosensibilisierten Patienten von 43,7 % (55/126) auf 21,4 %
(27/126), aullerdem ergaben sich aufgrund der zusatzlichen Verwendung von rApi m

3 und rApi m 10 keine doppelnegativen Bestimmungen mehr (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Vergleich der Befundstellung mit Hilfe der aktuell verwendeten Routinediagnostik (rApi m
1, rVes v 5 und rVes v 1) (graue Balken) mit der Befundstellung mittels zusatzlicher Bestimmung von rApi
m 3 und rApi m 10 (schwarze Balken) bei Patienten mit Doppelsensibilisierung gegen WG und BG mit
unbekanntem Stechinsekt (n = 126). DP steht fiir eine Doppelsensibilisierung gegen WG und BG, WG" /
BG fiir eine Monosensibilisierung gegen WG, BG* / WG™ fiir eine Monosensibilisierung gegen BG, DN fiir
ein doppelnegatives Ergebnis.

Seren in %

Die Gegenuberstellung der kommerziell verfligbaren diagnostischen Tests mit der
zusatzlichen Bestimmung von rApi m 3 und rApi m 10 wurde ebenfalls in der Gruppe
der Patienten durchgeflhrt, in welcher eine Biene als Stechinsekt identifiziert worden
war. Auch in dieser Gruppe stieg der Anteil der gegen BG und WG
doppelsensibilisierten Patienten von 43,4 % (36/83) auf 54,2 % (45/83), des Weiteren
nahm die Zahl der BG-monosensibilisierten Patienten um 4 Falle von 22,8 % (19/83)
auf 27,7 % (23/83) zu. Entsprechend sank die Zahl der Monosensibilisierungen
gegen WG von 26,5 % (22/83) auf 15,7 % (13/83), anstelle von bei 6 wurde mit Hilfe
der Bestimmung der zusatzlichen BG-Einzelallergene nur noch bei 2 Seren slgE-
Werten gegen alle Einzelallergene < 0,35 kUa/l gemessen.

Ein ahnliches Ergebnis wurde auch bei der Patientengruppe ersichtlich, in welcher
eine Wespe als Stechinsekt identifiziert worden war (n = 110). Durch zusatzlichen
Einsatz von rApi m 3 und rApi m 10 erhohte sich die Befundstellung einer
Doppelsensibilisierung gegen BG und WG von 27,3 % (30/110) auf 46,4 % (51/110).
Die Anzahl der Patienten mit einer Monosensibilisierung gegen BG-Einzelallergene

wuchs von 0 auf 1 Patienten. Hingegen sank die Zahl der gegen WG
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monosensibilisierten Patienten von 70,9 % (78/110) auf 51,8 % (57/110), die Zahl der

doppeltnegativen Seren verringerte sich von 2 auf 1.
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6 Diskussion

Die Durchfuhrung dieser Studie basierte auf folgendem Fundament: Bienenstiche
verursachen bei allergischen Patienten lebensbedrohliche Reaktionen bis hin zum
Kreislaufversagen. Eine suffiziente Diagnostik und Therapie sind notwendig, um
Patienten vor einer erneuten anaphylaktischen Reaktion schitzen zu kdnnen. Die
ausschlieRliche kurative Therapie besteht in der Durchfihrung einer spezifischen
Immuntherapie (SIT) gegen das allergieauslésende Gift, so z.B. Bienengift (BG) oder
Wespengift (WG). Das Risiko des Therapieversagens ist jedoch bei der BG-SIT (11 -
23 %) gegenuber dem der WG-SIT (0 - 9 %) deutlich erhoht. Vorarbeiten zeigen eine
OR von > 5 bezuglich des Therapieversagens der BG-SIT gegenuber der WG-SIT.
Des Weiteren ist die Diagnostik der BG-Allergie der WG-Allergie-Diagnostik deutlich
unterlegen (Sensitivitat 58 — 80 % vs. > 95 %). Das Ziel dieser Studie war, die Rolle
der im BG-Gesamtextrakt enthaltenen Einzelallergene bezuglich Diagnose und
Therapie der BG-Allergie zu untersuchen, um Verbesserungen flr die molekulare

Allergiediagnostik und den Therapieerfolg der BG-SIT erarbeiten zu kénnen.

Die Ergebnisse der vorgelegten Studie zeigen, dass Patienten mit einer dominanten
rApi m 10-Sensibilisierung ein erhdhtes Risiko fur ein Therapieversagen der BG-SIT
haben. Weiter wird in dieser Studie gezeigt, dass die zusatzliche Testung von rApi m
3 und rApi m 10 die Detektion einer BG-Sensibilisierung deutlich verbessert und
infolgedessen Patienten von einer BG-SIT profitieren kdnnen, die sie ansonsten nicht

erhalten hatten.

In der nun folgenden Diskussion wird behandelt, inwiefern eine Dominanz des sIgE
gegen rApi m 10 den Erfolg der BG-SIT beeinflusst. Des Weiteren wird dargestellt,
inwiefern rApi m 3 und rApi m 10 aufgrund der in dieser Dissertation erhaltenen

Ergebnisse von Mehrwert fur die Diagnostik der BG-Allergie sind.
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6.1 Therapieansprecher und Therapieversager

Das erhohte Therapieversagen der BG-SIT wurde in Vorarbeiten mit der Komplexitat
des BG-Gesamtextraktes mit seinen vielschichtigen molekularen Bestandteilen und
dem Vorliegen einer Vielzahl von unterschiedlichen, individuellen Sensibilisierungs-
profilen in Verbindung gebracht (Kohler et al., 2014, Ruéff et al., 2014, Ruéff et al.,
2013, Adolph et al., 1986). Es wurden zusatzliche Risikofaktoren wie erhdhte basale
Serumtryptasekonzentrationen, das Vorliegen einer Mastozytose, das Ereignis einer
systemisch-allergischen Reaktion wahrend der SIT-Aufdosierung oder bei der
Verabreichung der Erhaltungsdosierung, sowie die Einnahme von ACE-Inhibitoren
zum Zeitpunkt der Stichprovokation identifiziert (Ruéff et al., 2014, Gonzalez de
Olano et al., 2011, Gonzalez de Olano et al., 2008).

Diese bekannten Risikofaktoren wurden in der vorgelegten Studie bei jedem
Patienten durch Aktenstudium erfasst und ein Gruppenvergleich angestellt, um
mdgliche Confounder-Effekte zu erkennen. Der Gruppenvergleich der Therapie-
ansprecher und Therapieversager ergab vergleichbare Ergebnisse in Bezug auf Alter
und Geschlechtsverteilung, der Einnahme einer antihypertensiven Therapie zum
Zeitpunkt der Stichprovokation, insbesondere von ACE-Inhibitoren, des prozentualen
Anteils der Durchfuhrung einer Doppel-SIT, sowie der Behandlungsdauer vor der
Stichprovokation. Einschlusskriterien der Studie bestanden lediglich in einer
mindestens 6 Monate durchgeflhrten BG-SIT mit einer Erhaltungsdosierung von 100
Mg BG. Mit dem Ziel einer mdglichst reprasentativen Kollektiv-Verteilung wurden
keine  Ausschlusskriterien formuliert. Infolgedessen zeigten sich folgende
Gruppenunterschiede:

In der Gruppe der Therapieversager war ein vermehrter Anteil an hohergradigen
Stichreaktionen zu dokumentieren (Grad Il und IV nach Ring und Messmer:
Therapieversager 33,2 % vs. Therapieansprecher 21,6 %). Dieser Umstand kann
jedoch nicht als Confounder betrachtet werden, weil eine bereits durchgeflhrte
Analyse eines grof3en Kollektives den Grad der Stichreaktion nicht als Risikofaktor
fur ein spateres Therapieversagen verifizieren konnte (Ruéff et al., 2014).

Ein weiterer Unterschied konnte in der Anzahl der Patienten mit erhdhter
Serumtryptase und / oder dem Vorliegen einer Mastozytose beobachtet werden.
Beide Faktoren gelten als bedeutsame Risikofaktoren flir ein Therapieversagen,
waren entsprechend haufiger innerhalb der Gruppe der Therapieversager zu

erwarten, waren aber tatsachlich in der Gruppe der Therapieansprecher prozentual
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haufiger. Aufgrund des kleineren Anteils in der Therapieversager-Gruppe ist auch
dieser Verteilungsunterschied nicht als Confounder zu bewerten, sondern vielmehr
als Zufall aufgrund der beschrankten Fallzahl, welcher die aktuelle Studie nicht

beeinflusst.

Das Ziel der Studie lag in der Prufung der Hypothese, ob die von Blank et al.
beschriebene Unterreprasentanz von Api m 3 und Api m 10 in therapeutischen BG-
Praparaten von Bedeutung flr ein Therapieversagen der BG-SIT ist (Blank et al.,
2011).

Zunachst einmal zeigte das Gesamtkollektiv ein breites Sensibilisierungsspektrum
und bestatigte die bereits erhobene Datenlage (Kohler et al., 2014). Neben Api m 1
konnte sich Api m 10 erneut als Majorallergen sicher (Sensibilisierung bei 72,2 % der
Patienten), Api m 3 grenzwertig behaupten (Sensibilisierung bei 49,6 % der
Patienten).

Im Gruppenvergleich der Sensibilisierungsprofile zeigte sich ein diskret hdherer
Sensibilisierungsgrad gegen BG-Gesamtextrakt in der Gruppe der Therapieversager.
sIgE gegen rApi m 1, rApi m 2, rApi m 3 und rApi m 5 waren in beiden Gruppen
statistisch gleichverteilt. In beiden Gruppen war ein breites Sensibilisierungs-
Verteilungsmuster bei allen Allergenen ersichtlich. Auffallig war jedoch ein signifikant
hdheres slgE-Niveau gegen rApi m 10 bei den Therapieversagern. Die beste
Differenzierung zwischen Therapieansprechern und Therapieversagern wurde bei
einem sIgE gegen rApi m 10 in Hohe von 1,82 kUa/I mit einer Spezifitat von 71 %
und einer Sensitivitat von 70 % berechnet. Um eine Spezifitat von 95 % zu erreichen
wurde ein slgE-Level gegen rApi m 10 in Hohe von 26,55 kUa/l notwendig. Dies
beinhaltete ein Sensitivitatsverlust auf 8,3 %.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die Bewertung der ROC-Kurve
des slgE gegen rApi m 10 als ausschlie3licher Parameter zwar signifikant ist (AUC
0,687 mit P-Wert 0,001), jedoch weit davon entfernt ist, einen Risikofaktor fir ein
Therapieversagen der BG-SIT fur Patienten mit einer BG-Allergie reprasentieren zu

konnen.

Aufgrund der bezuglich der Quantitat sehr individuellen IgE-Immunantwort jedes

Menschen zogen wir die Bedeutung der Hohe der Ratio des slgE gegen das
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jeweilige Einzelallergen im Verhaltnis zum sIgE gegen das BG-Gesamtextrakt bzw.
im Verhaltnis zum Gesamt-IgE in Betracht. Die dahinter stehende Rationale war,
dass beispielsweise ein Patient mit lediglich geringgradig erhéhtem slgE gegen ein
Einzelallergen, z.B. rApi m 10, bei gleichzeitig relativ kleinem sIgE gegen das BG-
Gesamtextrakt bzw. relativ kleinem Gesamt-IgE, eine verhaltnismalkig hohe
Reaktivitat gegen bzw. hohen Anteil an sIgE gegen rApi m 10 aufweist und damit,
gemal der Hypothese eines erhdhten Risikos des Therapieversagens bei rApi m 10-
Dominanz, aufgrund einer beschriebenen Unterreprasentanz von Api m 10 im
therapeutischen Extrakt (Blank et al., 2011) nicht oder nur ungentgend von der BG-

SIT profitieren kann.

In der Tat war der slgE-Anteil des rApi m 10 am Gesamtextrakt in der Gruppe der
Therapieversager signifikant hoher als in der Gruppe der Therapieansprecher.
Besonders deutlich wurde der Unterschied ab einem BG-slgE-Anteil gegen rApi m 10
von > 50 %: lediglich 3/79 (3,8 %) der Therapieansprecher-Seren erreichten die 50
%-Marke, der hochste rApi m 10-Anteil lag bei den Therapieansprechern bei 52 %.
Demgegenlber lagen 25 % der Therapieversager uUber der 50 %-Marke (9/36
Seren). Diese Beobachtung konnte durch Anwendung der ROC-Kurve bestatigt
werden: Bei einer Dominanz des sIgE gegen rApi m 10, d.h. wenn > 50 % des sIgE
gegen rApi m 10 gerichtet waren, zeigte der Test eine nun verbesserte Spezifitat von
96,2 % bei einer Sensitivitat von 25 %. Dies dokumentierte sich in entsprechenden
Ergebnissen bei der Berechnung der Kontingenztafeln: Bei steigendem BG-sIgE-
Anteil gegen rApi m 10 stieg die OR flr ein Therapieversagen deutlich an. Bei einer
rApi m 10-Ratio > 50 % bestand eine OR von 8,44 (95 %-Kl 2,127 - 33,53; p-Wert
0,0013) fur das Eintreten eines Therapieversagens. Fur rApi m 3 und die Ubrigen

Einzelallergene konnte kein Gruppenunterschied festgehalten werden.

Die Bestimmung des Einzelallergen-Anteils am Gesamt-IgE bestatigte den rApi m
10-spezifischen Gruppenunterschied erneut. Wiederum war in der Gruppe der
Therapieversager eine signifikant hohere rApi m 10-Ratio ersichtlich, wenn auch
nicht so ausgepragt wie in der zuvor angestellten BG-slgE-Ratio. Die Ubrigen
Einzelallergene wiesen erneut keine Gruppenunterschiede auf. Ein mdglicher
Erklarungsansatz flir das weniger deutliche Resultat konnte in der kleineren

Gruppengrolle (n = 107 gegenuber n = 115) liegen. Hinzu kommt, dass bei einer
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Vielzahl der Patienten die Gesamt-lgE-Bestimmung nicht mit den Ubrigen slgE-

Bestimmungen und in verschiedenen Laboratorien vorgenommen wurde.

Beim Vergleich der beiden Gruppen zum Zeitpunkt vor der Stichprovokation ergab
sich das gleiche Gesamtbild mit etwas schwacherem Signal. Erneut zeigten sich bei
den Therapieversagern moderat, aber signifikant erhohte slgE-Absolutwert-Niveaus
gegen rApi m 10 und wiederum war auch die BG-slgE-Ratio beim rApi m 10 in der
Therapieversager-Gruppe signifikant erhoht. Eine mdgliche Erklarung fur die
Signalabschwachung bestinde in der immunologischen Interaktion, welche durch die
BG-SIT bedingt ist.

Zusammenfassend zeigte sich die beste Testauswertung bei der Analyse des
prozentualen BG-slgE-Anteils gegen rApi m 10 vor Beginn der SIT. Diese Daten
weisen darauf hin, dass eine dominante (> 50 %) Sensibilisierung gegen rApi m 10
einen relevanten Risikofaktor flr ein Therapieversagen der BG-SIT bei Patienten mit
BG-Allergie darstellt.

In diesem Kontext wurde nochmals das Vorkommen von Api m 1, Api m 3 und Api m
10 in verschiedenen BG-SIT-Therapeutika untersucht. Daflr wurden polyklonale
Kaninchen-Antiseren verwendet, um die Ergebnisse der Vorarbeit zu prifen, welche
rekombinante menschliche IgE-Antikorper einsetzte (Blank et al., 2011). Es wurden
nun polyklonale Antiseren verwendet, weil monoklonale Antikérper mit hoher
Spezifitat fir ein einziges Epitop modglicherweise anfalliger fur eine Beeinflussung
durch Verlust ihrer Epitopstruktur durch Proteinentfaltung oder Proteinfragmentierung
sind oder infolge des Vorliegens einer Isoformvariation konsekutiv eine niedrigere
Sensitivitat aufweisen konnten.

In allen therapeutischen BG-SIT-Praparaten konnte das Vorkommen von Api m 1
und Api m 3 nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu war Api m 10 in 3 der 5 BG-
SIT-Therapeutika unterreprasentiert. Diese Beobachtung bestatigte das Ergebnis der
Vorarbeit. In den BG-Gesamtextrakten konnte der Nachweis des Vorliegens von Api
m 10 erbracht werden. Bemerkenswert ist, dass fehlende zusatzliche Banden von
Api m 10 das Vorliegen mutmallicher Isoformen von Api m 10 mit signifikant
abweichender Molekilmasse unwahrscheinlich machen. Diese Beobachtung deutet

darauf hin, dass das Fehlen von Api m 10 in therapeutischen BG-Praparaten nicht
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hauptsachlich durch Proteinfragmentierung resultiert. Gegenwartig wird spekuliert,
dass die Aufbereitung / Aufreinigung des unverarbeiteten Bienengiftes wahrend des
Verarbeitungsprozesses zum Verlust der Api m 10-Immunreaktivitat fuhrt. In diesem
Zusammenhang ist von groRem Interesse, dass Api m 10 in den nicht-prozessierten
BG-SIT-Therapeutika (z.B. Pharmalgen, ALK-Abell6) detektierbar war, nicht aber in
denjenigen therapeutischen BG-SIT-Praparaten, die prozessiert / aufgereinigt
wurden, um niedermolekulare Substanzen zu reduzieren (so z.B. Aquagen, ALK-
Abelld). Dieser zusatzliche Prozessierungsschritt wurde eingeflhrt, um vasoaktive
Mediatoren und kleine bioaktive Peptide zu extrahieren, welche mit unerwinschten,
lokalen Nebenwirkungen der SIT in Verbindung gebracht wurden (Bilo et al., 2012,
Bilo et al.,, 2009). Aufgrund des infolge der Molekilmasse unwahrscheinlichen
direkten Verlustes von Api m 10 missen andere indirekte Mechanismen wahrend
des Verarbeitungsprozesses fur den schlussendlichen Mangel verantwortlich sein.

Es empfiehlt sich eine Prufung durch die Herstellerfirmen des jeweiligen Praparates.

Bei der Analyse der slgG4-Werte erwarteten wir eine robuste Induktion und damit
Erhdhung des slgG4-Niveaus gegen die gepruften Allergene unter der BG-SIT
aufgrund der immunologischen Auseinandersetzung des Organismus mit den im

therapeutischen Extrakt enthaltenen Einzelallergenen, sofern diese enthalten sind.

Diese robuste Induktion zeigte sich tatsachlich beim BG-Gesamtextrakt und bei rApi
m 1, jedoch kaum oder gar nicht bei rApi m 3 und rApi m 10. Die fehlende Induktion
stltzt im Rahmen der Ergebnisse der vorliegenden Studie die in 3 der 5 BG-SIT-
Therapeutika bestatigte Unterreprasentanz von Api m 10. Infolge der quantitativen
Einzelallergenzusammensetzung des therapeutischen Extraktes mit Mangel an Api
m 10 findet konsekutiv keine suffiziente immunologische Interaktion des Organismus
statt. Bezuglich der fehlenden slgG4-Induktion gegen rApi m 3 konnte als
Erklarungsansatz dienen, dass Api m 3 einen geringen Anteil am Trockengewicht
des Gesamtextraktes einnimmt und folglich keine suffiziente Induktion objektivierbar
ist: Wahrend Api m 1 ein reichlich vorhandenes Einzelallergen mit bis zu 12 % Anteil
am BG-Trockengewicht ist, sind Apim 3 und Apim 10 mit 1 — 2 % und < 1 % in sehr

viel kleineren Mengen bzw. sehr sparlich vertreten.
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Far rApi m 3 ist die aufgestellte Hypothese entsprechend lediglich auf die slgG4-
Ergebnisse bezogen haltbar. Die vorliegenden sIgE-Ergebnisse erlauben keine
Korrelation zur Hypothese, welche damit fir rApi m 3 bezluglich eines
Therapieversagens verworfen werden muss. Eine mdgliche Erklarung hierfur l1age in
einer, entgegen von Blank et al. berichteten, tatsachlichen Verflgbarkeit im
therapeutischen Extrakt, gegebenenfalls in sehr geringer Quantitat, welche sich zwar
nicht in einer slgG4-Induktion wiederspiegelt, jedoch im Rahmen einer regelmafig

durchgefuhrten SIT ausreichend und zielfuhrend ist.

Die slgG4-Induktion erlaubte zwar keine Differenzierung zwischen Therapie-
ansprechern und Therapieversagern infolge &ahnlicher Verteilungen und nicht
signifikanter Ratio-Berechnungen. Nach Einteilung der Patientenseren gemaf
Vorhandensein oder Fehlen von Api m 10 im BG-SIT-Praparat konnte jedoch
interessanterweise eine zwar niedrige, aber dennoch signifikante slgG4-Induktion
gegen rApi m 10 nur bei denjenigen Patientenseren beobachtet werden, die mit BG-
SIT-Praparaten behandelt wurden, welche detektierbare Mengen an Api m 10

enthielten.

Eine Limitierung der Studie liegt einerseits im retrospektiven Design, andererseits
konnte trotz Kollaboration von insgesamt 6 klinischen Zentren nur eine begrenzte
Anzahl von 115 Seren akquiriert werden. Die eingeschrankte Anzahl an Seren,
insbesondere an Therapieversager-Seren (n = 36), liegt in der Raritat der zur
Verfligung stehenden Seren zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bzw. vor Beginn
der SIT, welche zumeist Jahre zurlckliegt, insbesondere von Patienten, welche bis
zu einer durchgeflhrten Stichprovokation begleitet wurden, begrindet. Es ware
entsprechend winschenswert, eine prospektive Studie durchzufuhren, welche

gestarkt durch eine hohe Fallzahl die gesammelten Parameter erneut untersucht.

Die ROC-Kurven und die positiven Likelihood-Ratios sind sicherlich weniger
eindrucksvoll als diejenigen von anderen Risikofaktoren, so z.B. von Ara h 2 im
Rahmen der Erdnuss-Allergie-Abklarung. Dies kdnnte durch den Fakt bedingt sein,
dass Risikomarker wie Ara h 2 diagnostisch zur Detektion von sIgE-
Sensibilisierungen verwendet werden, die mit einem erhdhten Risiko fur das

Auftreten einer schweren anaphylaktischen Reaktion assoziiert sind. Im Gegensatz
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dazu wurde in dieser Studie im Rahmen molekularer Diagnostik mittels Einsatz von
Einzelallergenen untersucht, ob bestimmte Sensibilisierungsprofile mit dem
Therapieansprechen der BG-SIT assoziiert sind. Die Studie wurde von der Frage
geleitet, ob bestimmte Sensibilisierungsprofile differenzierbar sind, welche mit einem
Therapieversagen in Verbindung stehen. In diesem Kontext besteht die Hirde
mdglicherweise noch hdher, um signifikante und klinisch umsetzbare Unterschiede
zu detektieren. Dies konnte dadurch bedingt sein, dass multiple Variablen das

Ergebnis der therapeutischen Methode beeinflussen.

Die Ergebnisse dieser Studie konnten jedoch trotz der zu Grunde liegenden
Limitierungen die Hypothese bestatigen, dass Patienten, die eine dominante rApi m
10-Sensibilisierung aufweisen, ein erhdhtes Risiko fur einen unzureichenden Schutz
infolge der BG-SIT bzw. flir das Eintreten eines Therapieversagens haben.
Zusatzlich konnte aufgezeigt werden, dass einige der zur BG-SIT verwendeten
Therapeutika einen Mangel an Api m 10 aufweisen. In diesem Zusammenhang
konnte dargestellt werden, dass die slgG4-Induktion von der Verfligbarkeit von Api m
10 im BG-SIT-Therapeutikum abhangig ist. Die beobachteten Unterschiede der
beiden Gruppen bezlglich der verschiedenen rApi m 10-Messungen und rApi m 10-
Berechnungen waren relativ klein, behaupteten sich jedoch durchgehend konsistent:
beginnend bei den rApi m 10-slgE-Absolutwerten, Uber die Ratioberechnungen des
sIgE gegen rApi m 10 im Verhaltnis zum sIgE gegen das BG-Gesamtextrakt, bis hin

zur Ratio des slgE gegen rApi m 10 im Verhaltnis zum Gesamt-IgE.

Die beste Datenlage wurde durch die Analyse des prozentualen Anteils des slIgE
gegen rApi m 10 im Verhaltnis zum sIgE gegen das BG-Gesamtextrakt vor der SIT
erzielt. Diese Daten legen nahe, dass eine dominante (> 50 %) rApi m 10-
Sensibilisierung einen relevanten Risikofaktor fur ein Therapieversagen der BG-SIT
bei der BG-Allergie darstellt. Die Bestimmung von rApi m 10 erlaubte eine
signifikante Risikostratifikation auf labordiagnostischer Ebene und sollte aufgrund
dessen flur die routinemalige BG-Allergiediagnostik eingesetzt werden. Des
Weiteren sollten Patienten mit einer nachgewiesen dominanten rApi m 10-
Sensibilisierung eine BG-SIT mit einem therapeutischen Praparat erhalten, welches
eine suffiziente Menge an Api m 10 aufweist. Eine nach dem individuellen

Sensibilisierungsprofil gerichtete BG-SIT koénnte sich folglich als potenter Schutz
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erweisen. Zur Evaluation der Validitat dieses spezifischen Therapieweges sind
weitere Studien notwendig, welche den Benefit einer Behandlung mittels Api m 10-
enthaltenden Praparaten bei Patienten mit einer dominanten rApi m 10-

Sensibilisierung prifen.

6.2 Kollektiv bienengift- und wespengiftsensibilisierter Patienten

Wahrend die zur WG-Allergie-Diagnostik verwendeten Markerallergene rVes v 1 und
rVes v 5 eine Sensitivitat von > 95 % aufweisen, liegt die Sensitivitat bei der BG-
Diagnostik mittels des bis vor kurzem einzig verfugbaren Einzelallergens rApi m 1 mit
58 — 80 % (Hofmann et al., 2011, Muller et al., 2012, Korosec et al., 2011, Kohler et
al., 2014) deutlich tiefer und hinterlasst folglich eine grof3e Licke in der BG-Allergie-
Diagnostik. Doppelpositive sIgE-Testungen gegen BG und WG zeigen nicht immer
eine genuine Doppelsensibilisierung an, sondern sind in bis zu der Halfte der Falle
durch Kreuzreaktivitaten bedingt (Egner et al., 1998, Hoffman et al., 1980). Diese
konnen auf Proteinhomologien der Gifte beider Insektengiftentitaten (u.a. die
Hyaluronidasen Api m 2 und Ves v 2, die Dipeptidylpeptidasen Api m 5 und Ves v 3,
sowie die Vitellogenine Api m 12 und Ves v 6) und auf Kreuzreaktivitaten infolge
CCDs auf Kohlenhydratebene beruhen. Durch den Einsatz von CCD-freien,
rekombinant hergestellten Markerallergenen, welche insektenspezifisch BG oder WG
vertreten, kann entsprechend zwischen einer BG- und WG-Allergie differenziert, bzw.

eine genuine Doppelsensibilisierung klar zugeordnet werden

Die niedrige Sensitivitat von rApi m 1 und die in vielen Fallen nicht mogliche
Differenzierung zwischen einer BG- und einer WG-Allergie, bzw. die fehlende
Madglichkeit der Verifizierung einer genuinen Doppelsensibilisierung, fuhrte uns dazu,
die Diagnostik mit rekombinant hergestellten, CCD-freien Einzelallergenen zu

erganzen, um ihren Mehrwert fur die Diagnosestellung zu prifen.

Zu diesem Zweck untersuchten wir ein Kollektiv von 755 Patienten mit eindeutiger
Anamnese einer Hymenopterengiftallergie, welche in der Universitatsklinik Freiburg
zur Diagnosestellung und Einleitung einer Therapie vorstellig wurden. Von
besonderem Interesse war die Untersuchung derjeniger Patienten, welche im
Rahmen der herkdmmlichen Diagnostik als doppelt-positiv gegen BG und WG

eingestuft worden waren, ganz besonders dann, wenn das allergieauslésende
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Stechinsekt nicht identifiziert wurde. Dieses Interesse grindete auf der damit
einhergehenden diagnostischen und folglich weitreichenden therapeutischen

Unsicherheit.

In der Gruppe der Patienten, bei welchen das Stechinsekt nicht identifiziert wurde
und das sIgE gegen rApi m 1 < 0,35 kU4A/I lag, wurde mit Hilfe der Bestimmung der
spezies-spezifischen Allergene rApi m 3 und rApi m 10 in 65,4 % (31/58) eine
Sensibilisierung gegen BG nachgewiesen. Dies indizierte bei diesen Patienten eine
BG-SIT, welche sie ohne die zusatzliche Bestimmung von rApi m 3 und rApi m 10
nicht erhalten hatten. In Kombination von rApi m 1, rApi m 3 und rApi m 10 konnte
eine Sensibilisierung in 78,6 % gezeigt werden, dies gegenuber von 54,0 % im
Rahmen der alleinigen Bestimmung von rApi m 1. Durch die Bestimmung von nApi m
4 konnte keine zusatzliche Sensibilisierung nachgewiesen werden. Durch Addition

von rApi m 2 und rApi m 5 wurde die Sensibilisierungsrate auf 87,6 % erhoht.

In der Gruppe der Patienten, welche als Stechinsekt eine Biene angaben, konnten
mit Hilfe von rApi m 3 und rApi m 10 13/28 (46,4 %) rApi m 1-negative Seren = 0,35
kUa/l gemessen werden. Bei diesen 13 Patienten ist entsprechend eine BG-SIT
indiziert, ohne die Bestimmung von rApi m 3 und rApi m 10 hatte die
labordiagnostisch gesicherte Indikationsstellung nicht erfolgen koénnen. Die
Erganzung von rApi m 3 und rApi m 10 bewirkte eine Steigerung der Sensitivitat
gegenuber der alleinigen Bestimmung von rApi m 1 von 66,3 % auf 81,9 %. Mittels
der Testung der slgE-Reaktivitat gegen nApi m 4 konnten 2 weitere Seren positiv
gemessen werden, welche gegenuber rApi m 3 und rApi m 10 normwertig waren.
Durch Zusatz von nApi m 4 konnte die BG-Sensibilisierung in dieser Gruppe auf 84,3
% erhoht werden. Die erganzende Bestimmung von rApi m 2 und rApi m 5 erbrachte

den Nachweis einer slgE-Sensibilisierung in 92,7 %.

Die zusatzliche Bestimmung von rApi m 2 und rApi m 5 erbrachte entsprechend eine
deutliche Steigerung der Sensitivitat. Aufgrund ihrer Proteinhomologie zu rVes v 2
und rVes v 3 und der konsekutiv potentiellen Kreuzreaktivitat ist ihre diagnostische
Aussagekraft jedoch eingeschrankt, insbesondere bei Patienten, welche das
Stechinsekt nicht sicher identifizierten. Die Bestimmung erbrachte eine verbesserte

Sensitivitat, zur Differenzierung zwischen einer BG- und einer WG-Allergie sind
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jedoch nur bedingt Aussagen mdglich. Diese Aussagekraft kdnnte jedoch gestarkt
werden, wenn die proteinhomologen rVes v 2 und rVes v 3 zur Testung zur
Verfligung stinden. Mdglicherweise wird bei Verfligbarkeit auf Forschungsebene die
Prifung des individuellen Immunprofils die Verifizierung des primaren und damit
allergieauslésenden Allergens in Zukunft erlauben. Gegebenenfalls ware dies

anhand eines quantitativen slgE-Vergleichs umsetzbar.

Aufgrund der zusatzlichen Bestimmung von nApi m 4 und zu bedeutenderem Anteil
von rApi m 3 und rApi m 10 anderte sich das Sensibilisierungs-Befundbild im
Vergleich zur Diagnostik mittels der aktuell standardisiert verwendeten
Einzelallergene (rApi m 1, rVes v 5 und rVes v 1) deutlich. Es zeigte sich ein
ausgepragter Anstieg der genuinen BG- und WG-doppelpositiven Befunde (Gruppe
Stechinsekt unbekannt: 43,7 % > 65,9 %; Gruppe Stechinsekt Biene: 43,4 % > 54,2
%; Gruppe Stechinsekt Wespe: 27,3 % —> 46,4 %). Daruber hinaus war die BG-
Diagnostik durch die Detektion von, im Rahmen der ausschliellichen Bestimmung
von rApi m 1 unerkannten, BG-Monosensibilisierungen verbessert (Gruppe
Stechinsekt unbekannt: 10,3 % > 12,7 %; Gruppe Stechinsekt Biene: 22,8 % - 27,7
%; Gruppe Stechinsekt Wespe: 0 % > 0,9 %). Korrelierend senkte sich die Anzahl
der im Rahmen der herkdbmmlichen Diagnostik befundeten Monosensibilisierungen
gegen WG (Gruppe Stechinsekt unbekannt: 43,7 % > 21,4 %; Gruppe Stechinsekt
Biene: 26,5 % > 15,7 %; Gruppe Stechinsekt Wespe: 70,9 % - 51,8 %). Aullerdem
wurde die Zahl der gegen BG und WG doppelnegativen Falle mit Hilfe der
zusatzlichen Einzelallergene verringert (Gruppe Stechinsekt unbekannt: 3 > 0;
Gruppe Stechinsekt Biene: 6 = 2; Gruppe Stechinsekt Wespe: 2 2> 1).

Von besonderer Bedeutung war die Prufung des Mehrwertes der erweiterten
Einzelallergenbestimmung in der Gruppe der Patienten, welche das
allergieauslésende Stechinsekt nicht identifizieren konnten. In dieser Gruppe war die
labordiagnostische Detektion der individuellen Sensibilisierung besonders wichtig,
um sie einer adaquaten SIT zuflhren zu kdnnen. Die zusatzliche Bestimmung von
rApi m 3 und rApi m 10 ermdglichte die Identifikation von 31 Patienten mit
Sensibilisierung gegen BG, welche durch die Bestimmung von rApi m 1 nicht erkannt
worden waren. Entsprechend konnte durch den Einsatz von rApi m 3 und rApi m 10

als diagnostische Marker die Indikation fur eine BG-SIT fur weitere 31 Patienten
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gestellt werden. Anstelle von 54,0 % bestand die medizinische Indikation fur die BG-
SIT fur 78,6 % der Patienten dieses Kollektivs.

Die durch rApi m 3 und rApi m 10 verbesserte und damit einhergehende an
Sicherheit deutlich gesteigerte Diagnosestellung und direkt davon abhangige
individuell-gezielte, protektive SIT empfiehlt die labordiagnostische Erganzung des
unter dessen kommerziell verfligbaren rApi m 10. Sobald rApi m 3 zum
kommerziellen Einsatz zur Verflgung steht, ist die Erweiterung des labor-
diagnostischen Repertoires um rApi m 3, insbesondere bei Patienten, welche das
allergieauslésende Insekt nicht sicher identifizieren konnten, eine effektive

Verstarkung der BG-Allergiediagnostik.

Offen bleibt die Frage, wie mit denjenigen Patienten in der Gruppe mit nicht-
identifiziertem Stechinsekt verfahren werden soll, bei denen eine doppelt-negative
Befundstellung vorliegt. Die Bestimmung der Einzelallergene rApi m 1, rApi m 3 und
rApi m 10 erreichte in Kombination eine Sensitivitat von 81,9 % (Ergebnis dieser
Studie, Gruppe Stechinsekt Biene). Dies bedeutet, dass knapp ein Funftel der
Patienten nicht erkannt wird, entsprechend weiter eine erhebliche diagnostische
Licke vorliegt. Weiter muss auf einer individuellen Ebene entschieden werden, ob
Patienten mit unbekanntem Stechinsekt, welche eine Doppelpositivitat gegen die
Gesamtextrakte BG und WG aufweisen, jedoch auf Einzelallergen-Basis nur gegen
rVes v1 und / oder rVes v5 positiv und gegen die BG-Einzelallergene rApi m 1, rApi
m 3 und rApi m 10 negativ sind, ausschliel3lich eine WG-SIT oder zusatzlich eine
BG-SIT erhalten sollten.
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7 Zusammenfassung

Systemisch-allergische Reaktionen gegen Hymenopterenstiche mit u.a. Bienengift
(BG) oder Wespengift (WG) treten bei 0,3 - 3,5 % der erwachsenen Bevolkerung auf.
Ausschliel3lich die spezifische Immuntherapie (SIT) schutzt allergische Patienten vor
systemischen, lebensbedrohlichen Reaktionen auf Folgestiche. Die Effektivitat der
SIT hangt von einer Reihe von Variablen ab, u.a. der Therapiedauer und der
Erhaltungsdosierung der SIT. Insbesondere zeigt sich ein Therapieversagen haufiger
bei der BG- als bei der WG-SIT (11 - 23 % vs. 0 - 9 %). Eine vorhergehende Studie,
welche das Ergebnis von > 1600 Stichprovokationen untersuchte, zeigte ein Risiko
(OR) von > 5 fur ein Therapieversagen der BG-SIT im Vergleich zur WG-SIT. Die
Ergebnisse der hier vorgelegten Studie zeigen, dass Patienten mit einer dominanten
rApi m 10-Sensibilisierung ein erhdhtes Risiko fur ein Therapieversagen haben. Bei
steigendem sIgE-Anteil gegen rApi m 10 erhohte sich die OR fur ein Therapie-
versagen deutlich. Bei einem rApi m 10-Anteil im Verhaltnis zum sIgE gegen das BG-
Gesamtextrakt von > 50 % lag eine OR von > 8 vor. Die Untersuchung von BG-SIT-
Therapeutika zeigte, dass diese z.T. einen deutlichen Api m 10-Mangel aufweisen.
Korrelierend konnte nur bei Seren eine signifikante slgG4-Induktion gegen rApi m 10
gemessen werden, welche mit BG-SIT-Therapeutika behandelt wurden, die einen
suffizienten Api m 10-Gehalt hatten. Es besteht zudem eine deutliche diagnostische
Unterlegenheit der BG-Allergie gegenuber der WG-Allergie (Sensitivitat 58 — 80 %
vs. > 95 %). Zur BG-Allergiediagnostik ist neben dem BG-Gesamtextrakt
ausschlieBlich rApi m 1 als Einzelallergen verfugbar. In dieser Studie wird gezeigt,
dass die zusatzliche Testung von rApi m 3 und rApi m 10 die Detektion einer BG-
Sensibilisierung bei 46 - 65 % der gegen rApi m 1 negativen Seren ermdglicht. Dies
ist besonders bei Patienten mit einer BG- und WG-Doppelsensibilisierung von grof3er
Bedeutung, die das Stechinsekt nicht identifizierten. Folglich kdnnen Patienten der
BG-SIT zugefuhrt werden, welche ansonsten nicht erkannt worden waren.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass BG-allergische Patienten mit
dominanter Sensibilisierung gegen rApi m 10 ein erhdhtes Risiko flr ein
Therapieversagen haben und mit einem Api m 10-enthaltenden SIT-Therapeutikum
behandelt werden sollten. Die Bestimmung von rApi m 3 und rApi m 10 verbessert
die diagnostische Prazision der BG-Allergie signifikant und ermdglicht ansonsten

unerkannten Patienten von einer BG-SIT profitieren zu kénnen.
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