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Zusammenfassung

Insektenstiche durch Mitglieder der Ordnung der Hymenopteren sind ein haufiges und
oft unterschatztes Ereignis. In epidemiologischen Studien berichteten 0,3-3,4% der Be-
fragten von nach Hymenopterenstichen erlebten systemischen Reaktionen, die le-
bensgeféahrliche Folgen haben kénnen. Nach der Identifikation des verantwortlichen
Allergens steht mit der allergenspezifischen Immuntherapie (AIT) eine kausale, sichere
und effektive Therapiemdglichkeit zur Verfugung. Wahrend die hohe klinische Wirk-
samkeit der AIT in zahlreichen Studien belegt werden konnte, sind die der Behandlung
zugrundeliegenden immunologischen Mechanismen bisher noch nicht ausreichend ge-
klart. Die hohe Bedeutung der Aufklarung dieser Mechanismen zeigt sich insbesondere
darin, dass bisher kein aussagekraftiger immunologischer Erfolgsparameter der Thera-
pie existiert. In diesem Zusammenhang haben das allergenspezifische IgG und insbe-
sondere die Subklasse IgG4 viel Beachtung erfahren. Die Konzentrationen dieser sog.
blockierenden Antikérper (AK) steigen wahrend der Therapie im Serum von Patienten
an und werden mit dem Erfolg der AIT verbunden. Dabei wird davon ausgegangen,
dass allergenspezifische IgG-AK in Konkurrenz zu Mastzell-gebundenen IgE-AK treten
und die Komplexbildung dieser mit dem Allergen sowie die darauffolgende Aktivierung
von Effektorzellen verhindern kénnen. Allerdings konnte in zahlreichen Studien keine
Korrelation zwischen der Hohe der Immunglobulinkonzentrationen und dem klinischen
Erfolg der AIT gefunden werden.

GréBere klinische Relevanz versprechen an dieser Stelle Verfahren, die eine qualitati-
ve Veranderung der blockierenden AK und der damit verbundenen Effekte erfassbar
machen. Aktuelle Untersuchungen bei Graspollenallergikern zeigen eine deutlich bes-
sere Korrelation von klinischer Wirksamkeit und den Ergebnissen dieser Messverfah-
ren. Die Messungen wurden mit dem sog. IgE-facilitated antigen binding Assay durch-
gefuhrt, in dem der Einfluss von blockierenden AK auf die Bindung von Allergen-IgE-
Komplexen durch B-Zellen erfasst wird. Kirzlich wurde eine zellfreie Variante dieses
Assays publiziert. Der sog. enzyme-linked immunosorbent facilitated antigen binding
(EliFAB) Assay basiert auf den Grundlagen des enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA) und ist somit weniger fehleranféllig, zeit- und kostenaufwendig. Dieses Verfah-
ren wurde innerhalb dieser Arbeit fir das jeweilig haufigste Majorallergen des Bienen-
bzw. Wespengiftes etabliert mit dem Ziel, die klinische Bedeutung der unter AIT gebil-
deten blockierenden Aktivitét durch IgG-AK einschéatzen zu kénnen.

In der Folge konnte die blockierende Aktivitat in Patientenseren vor, unter und bis zu
zwolf Jahre nach Ende einer AIT mit Hymenopterengift bestimmt werden. Zur Prifung

der klinischen Relevanz wurden diese Daten mit dem Ergebnis einer Stichprovokation
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wahrend der Therapie sowie mit den Berichten bei Feldstichen nach Therapie vergli-
chen.

Wahrend der Einleitungsphase einer Ultra Rush AIT stieg die blockierende Aktivitat in
Patientenseren parallel zu den Konzentrationen von IgG4-AK an. Dieser Effekt wurde
nach frihestens acht Tagen beobachtet. Alle Patienten tolerierten die im Verlauf der
Therapie durchgefuhrte Stichprovokation. Damit einhergehend konnte in nahezu allen
Patientenseren eine Allergen-blockierende Aktivitdt nachgewiesen werden, sodass von
einer hohen Korrelation zwischen dieser und klinischer Wirksamkeit wahrend der The-
rapie auszugehen ist. Inwiefern die Messung Allergen-blockierender Aktivitat eine
Stichprovokation ersetzen kann, missen weitere Untersuchungen kléren.

Die unter Therapie ausgebildete hohe blockierende Aktivitat konnte in durchschnittlich
neun Jahre nach Ende der Therapie gewonnenen Seren nicht nachgewiesen werden.
So war die blockierende Aktivitédt im Median zwar noch stérker als in der nicht AlT-be-
handelten Gruppe, es zeigte sich jedoch kein signifikanter Unterschied. Gleichzeitig
zeigen klinische Nachbeobachtungsstudien, dass auch mehr als 12 Jahre nach Ende
der AIT mindestens 80 % der Patienten vor einer Stichreaktion geschutzt sind. Die
Ausbildung blockierender Aktivitat scheint folglich zumindest fir einen groBen Teil der
Patienten zwar einen wichtigen, aber nicht den einzigen oder unverzichtbaren immuno-
logischen Mechanismus einer langanhaltenden Toleranz gegenulber Stichereignissen
darzustellen.

Die gleichen Nachbeobachtungsstudien legen jedoch auch nahe, dass einzelne Pati-
enten den erworbenen Schutz bereits kurz nach Therapieende verlieren. Da eine dau-
erhaft fortgefuhrte Immuntherapie mit einem anhaltenden Schutz assoziiert ist und die
Ausdehnung von Injektionsintervallen auf méglicherweise bis zu sechs Monate gleiche
Sicherheit und Effektivitat zeigt, sollte das Konzept von Booster-Injektionen im Sinne
einer ausgedehnten Erhaltungstherapie bei Risiko-Patienten erneut erdrtert werden.
Neben bereits bekannten Risikofaktoren kénnte an dieser Stelle auch die Messung

blockierender Aktivitat zur ldentifikation solcher Patienten beitragen.
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Summary

Stings by insects of the order Hymenoptera represent a common and often underesti-
mated event in every day life. Epidemiological studies reveal that 0,3-3,4 % of people
being stung by Hymenoptera develop a systemic reaction and thereby a potentially life-
threatening incident.

In case of the diagnosis of a Hymenoptera venom allergy the allergen-specific immuno-
therapy (AIT) offers a safe and effective treatment. While numerous studies have pro-
ven the success of this therapy, underlying immunological mechanisms are not yet
completely understood. The importance of understanding these mechanisms becomes
evident since no parameter exists to measure the efficacy of AIT so far. At this point
IgG antibodies and its subclass IgG4 have gained high attention. Concentrations of
these so-called blocking antibodies rise during therapy and are considered as indica-
tors of an effective treatment. In theory, allergen-specific IgG antibodies compete with
mast cell-bound IgE antibodies for binding allergen and thus inhibit the activation of
effector cells. Nevertheless, studies could not show a correlation between allergen-
specific IgG antibody concentrations and clinical success of AlT.

Of more clinical relevance are methods which detect qualitative changes of the blo-
cking effect of these antibodies. Studies on pollen-allergic patients show a significant
higher correlation between clinical improvement and the results of measuring blocking
activity. These data were obtained using the so-called IgE facilitated antigen binding
assay which determines the influence of blocking antibodies on the binding of allergen-
IgE-complexes by B cells. Recently, a cell-free modification of this assay was publis-
hed. The so-called enzyme-linked immunosorbent facilitated antigen binding (EIiFAB)
assay is based on the ELISA method and therefore less expensive, time-consuming
and prone to errors. In this study the assay was established for the most frequent ma-
jor allergens of bee and wasp venom in order to assess the blocking effects of IgG an-
tibodies induced during AlT.

Subsequently, serum samples could be measured which had been drawn within the
ultra-rush initiation phase of AIT with Hymenoptera venom. Furthermore, blocking ac-
tivity in patients sera was quantified before, under and up to 12 years after the end of
therapy. These data could be compared to the results of sting challenges during thera-
py and field stings after finishing AIT.

Within the initiation phase blocking activity rose in parallel to the concentration of IgG4
antibodies and was observed earliest after 8 days. All patients tolerated a sting chal-
lenge during therapy accompanied by an increase of blocking activity in nearly all sera.

These data imply a high correlation of clinical success of AIT and blocking activity in
Wl



patients‘ sera. Future studies need to focus on the question whether the detection of
blocking activity during therapy may replace a sting challenge.

In contrast to the observations under therapy serum samples taken from patients an
average of nine years after AIT did not show an increased blocking activity. Even
though the median blocking activity was still higher than in untreated patients, no statis-
tical significant change could be observed. In contrast clinical studies collecting data on
field stings up to 12 years after the end of therapy reveal a high protection against a
systemic reaction of more than 80 %. Thus, for the majority of the patients the expres-
sion of blocking activity seems to be an important, but not an indispensable immunolo-
gical mechanism of prolonged tolerance to stings. However, those clinical data reveal
that individual patients loose the therapy-induced protection shortly after the end of AIT.
Since the continuation of AIT is associated with long-lasting clinical efficacy and more-
over the elongation of injection intervals for probably up to six months shows an equal
safety and efficacy, the concept of booster injections in terms of a prolonged mainten-
ance therapy for high-risk patients should be brought back into discussion. Besides
known risk factors the assessment of serum blocking activity could represent a tool for

the identification of those patients.
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1 Einleitung

Permanent befasst sich das menschliche Immunsystem mit der Unterscheidung von
pathogenen und ungefahrlichen Fremdkérpern. Diese vom Immunsystem erfassbaren
kérperfremden Molekille werden als Antigene bezeichnet. Flr den Allergiker wird ein
von gesunden Personen toleriertes nicht-pathogenes Antigen zum nicht tolerierten sog.
Allergen. Dieses kann iiber das Immunsystem bereits in kleinsten Mengen eine Uber-
empfindlichkeitsreaktion auslésen.

Dabei treten in Abh&ngigkeit von der Art des Allergens, der Art der allergischen Reakti-
on und des jeweiligen Kontaktorgans unterschiedliche Symptome auf. Auf Allergenkon-
takt folgende lokal begrenzte Reaktionen stellen beispielsweise Rhinitis, Konjunktivitis,
Asthma bronchiale, gastrointestinale Beschwerden und Ekzeme dar. Systemische Re-
aktionen auf das Allergen zeigen sich durch generalisierte Urtikaria und Herz-Kreislauf-
Beschwerden bis hin zur Bewusstlosigkeit und Herzstillstand. Naturlich kdbnnen lokale
und systemische Symptomatik miteinander einhergehen.

Wahrend sich eine Pollenallergie zumeist nur in lokal begrenzten Symptomen der
Atemwegsorgane duBert, stellt die Allergie gegenuber Hymenopterengiften (z.B. Biene,
Wespe) eine Systemerkrankung mit entsprechenden generalisierten Reaktionen dar.
So kann ein Stich durch ein Insekt der Ordnung der Hymenopteren schnell einen dra-
matischen und lebensgeféhrlichen Verlauf nehmen. Eine umfangreiche Diagnostik und

urséchliche Behandlung der Hymenopterengiftallergie ist damit unerlésslich.

1.1 Allergische Reaktionen nach Stichen durch Hymenopteren

Der Stich zahlreicher Insekten 16st beim Menschen lokale Haut- und Gewebsreaktio-
nen aus. Verantwortlich dafiir sind im injizierten Gift enthaltene toxische Substanzen,
die eine massive Zellschadigung verursachen. Intensivmedizinisch relevant wird ein
Stichereignis jedoch erst mit einer systemischen Reaktion, der ein allergischer Mecha-
nismus zugrunde liegt.

In Mitteleuropa treten solche allergischen Reaktionen vor allem nach Stichereignissen
durch Mitglieder der Familie der Apidae (Bienen) und Vespidae (Faltenwespen) auf.
Typische Vertreter der Familie der Apidae sind dabei die Honigbiene Apis mellifera (im
Folgenden: Biene) und das Genus der Hummeln (Bombus). Zusammen mit den Vertre-
tern der Vespidae (im Folgenden: Wespen) wie z.B. der Uberall in Europa sowie weiten
Teilen Asiens verbreiteten Vespula germanica oder der Vespula vulgaris gehdren sie

zur Ordnung der sog. Hautfligler oder Hymenopteren (Przybilla und Ruéff 2010).



1.2 Epidemiologie der Hymenopterengiftallergie

Allergien stellen schon seit einiger Zeit eine immer starker wahrnehmbare Thematik in
der Gesellschaft dar. Epidemiologische Studien verzeichnen deutlich steigende Prava-
lenzen allergischer Erkrankungen in der zweiten Héalfte des 20. Jahrhunderts (Howarth
und Holmberg 1995). Inzwischen sind weltweit nahezu endemische AusmaBe erreicht.
So zeigen Pricktests (PT) wéhrend der dritten Stufe der National Health And Nutrition
Examination Survey, dass 54,3 % der US-Bevélkerung eine Sensibilisierung gegen-
Uber einem oder mehreren Allergenen aufweisen (Arbes et al. 2005). Da es sich um
eine auf zehn Hauptallergene limitierte Studie handelt, durfte die wahre Pravalenz so-
gar noch unterschéatzt sein. Insbesondere Pollenallergien besitzen einen hohen Stel-
lenwert in der Gesellschaft. Symptome in der Pollensaison sind allgegenwértig, der
Umgang mit der auch als Volkskrankheit bezeichneten Pollinosis bekannt.

Doch auch Insektenstiche sind ein relativ hdufiges und oft unterschétztes Ereignis im
gemaBigten Klima Mitteleuropas. Zwischen 57 bis 94,5 % der erwachsenen Bevélke-
rung (Studien aus ltalien, Frankreich und der Tirkei) berichten von erlebten Stichen
der Ordnung der Hymenopteren (Aust et al. 2010). Dabei erleiden 0,3-3,4 % der Be-
fragten nach eigener Aussage eine systemische anaphylaktische Reaktion, am sel-
tensten tritt diese bei Kindern, am h&ufigsten bei Imkern auf (Spillner et al. 2014). Auf-
grund dieser vermeintlich niedrigen Auftretenswahrscheinlichkeit einer Anaphylaxie gel-
ten Hymenopterengiftallergien in der Bevdlkerung als selten und werden weitgehend
nicht ausreichend diagnostiziert und therapiert. Welche schweren Folgen dieses Defizit
hat, wird an Zahlen des Statistischen Bundesamtes deutlich: In den letzten zehn Jah-
ren wurden in Deutschland jahrlich 10-32 Todesfélle infolge von Stichreaktionen regis-
triert (Aust et al. 2010). Die Dunkelziffer durfte deutlich héher liegen. Daten, die aus
Krankenhauseinweisungen, Notaufnahmebesuchen und einem nationalen Register fir
anaphylaktische Reaktionen extrapoliert wurden, zeigen, dass die Halfte aller anaphy-
laktischen Reaktionen eine Folge von Hymenopterengiftallergien sind (Worm et al.
2014).

1.3 Hymenopterengifte

Hymenopterengifte bestehen aus einer Vielzahl von Substanzen, zu denen neben nie-
dermolekularen Verbindungen vor allem auch héhermolekulare Peptide und Proteine
z&hlen, von welchen viele enzymatische Eigenschaften aufweisen (Przybilla und Rué&ff
2010). Peptide und Phospholipasen sind dabei verantwortlich flr zyto- und neurotoxi-
sche Effekte, die sich klinisch in der lokalen Stichreaktion und Schmerz auBern. Um

das Eindringen dieser in tiefere Gewebeschichten zu ermdglichen, wirken Hyaluroni-
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dasen und biogene Amine als sog. spreading factor. Diese héhermolekularen Peptide
und Proteine nehmen auch immunologisch eine besondere Stellung ein, da sie die
Hauptursache allergischer Sensibilisierungen sind.

Bei der Identifizierung von Allergenen wird zwischen Major- und Minorallergenen un-
terschieden. Gegen Majorallergene weisen mehr als 50 % der Patienten allergenspezi-
fische Immunglobulin (Ig)E-Antikérper (AK) auf, gegen Minorallergene entsprechend
weniger als 50 %. Im Gift der Honigbiene wurde dabei eine Reihe von Majorallergenen
anhand von spezifischen IgE-AK gegen rekombinant hergestellte Allergene identifiziert.
Bei bis zu 80 % der Patienten und damit am haufigsten lasst sich eine Sensibilisierung
gegenuber der Phospholipase A2 (PLA2, Api m 1) finden (Kbhler et al. 2014). Definiti-
onsgeman weitere als Majorallergene einzustufende Bestandteile des Bienengifts stel-
len die saure Phosphatase (Api m 3), Dipeptidylpeptidasenhomolog (Api m 5) sowie
Icarabin (Api m 10) dar. Die Majorallergene im Wespengift sind ebenfalls eine Phos-
pholipase (PLA+, Ves v 1) und das sog. Antigen 5 (Ves v 5; Bil6 et al. 2005). Dabei
weisen etwa 90 % der Wespengiftallergiker spezifische IgE-AK gegen Ves v 5 auf
(Hofmann et al. 2011a, Hofmann et al. 2011b, Vos et al. 2013).

Bei Hymenopterengiften spielt Kreuzreaktivitéat eine erhebliche Rolle in Diagnostik und
Therapie. Die PLA2 der Hummel entspricht zu 54 % der der Honigbiene, sodass Pati-
enten eine gleichzeitige Sensibilisierung gegenlber beiden Giften zeigen kénnen (Bu-
cher et al. 2001). Des Weiteren weist ein Minorallergen der Honigbiene, die Hyaluroni-
dase (Api m 2), etwa 53 % Sequenzgleichheit mit dem verwandten Enzym der Wespe
(Ves v 2) auf (King et al. 1996). Die Hyaluronidase, gegenlber der immerhin etwa 47
% der Bienengiftallergiker sensibilisiert sind (Kohler et al. 2014), wurde so auch als
Hauptkomponente von Kreuzreaktionen zwischen den beiden Arten identifiziert
(Straumann et al. 2000).

Eine weitere Ursache von Kreuzreaktivitat und falsch positiven Tests mit dem diagnos-
tischen Ergebnis der Mehrfachsensibilisierung stellen cross-reacting carbohydrate de-
terminants (CCD) dar. Diese kommen als Epitope auf Glykoproteinen der Giftbestand-
teile vor, sind zwischen den Hymenopterenarten oft gleich und I6sen ebenfalls die Pro-
duktion spezifischer IgE-AK aus (Erzen et al. 2009). Da die Epitope in der Regel aber
so klein sind, dass es zu keiner IgE-Quervernetzung kommt, dominiert die Ansicht,
dass nur diagnostische, aber keine klinische Relevanz besteht (van der Veen et al.
1997).

Die Unterscheidung von Kreuzreaktionen und tatséchlichen Mehrfachsensibilisierun-
gen ist entscheidend fir die Wahl der Praparate bei der Immuntherapie, da nur Aller-
gene, gegen die eine tatsachliche Sensibilisierung und keine Kreuzreaktion besteht, in

der Therapie zum Einsatz kommen sollten (Bil6 et al. 2005). Insbesondere rekombinant
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hergestellte Giftbestandteile mit zum Teil entfernten CCD bieten in Zukunft die Még-
lichkeit einer exakten Diagnose und daraus resultierenden Therapie (de Graaf et al.
2009, Seismann et al. 2010).

1.4 Klinisches Erscheinungsbild der Hymenopterengiftallergie

Das klinische Erscheinungsbild nach Hymenopterenstichen ist vielféltig. Als normale
Hautreaktion gilt eine lokale, schmerzhafte, teils juckende Quaddelbildung von bis zu
ca. 2 cm Durchmesser (Bil6 et al. 2005). Je nach Eindringtiefe und injizierter Giftmenge
kann diese auch groBer ausfallen. In der Regel bildet sich die Schwellung innerhalb
einiger Stunden zurilck, sodass sie als Reaktion auf die zyto- und neurotoxische Wir-
kung des Giftes beurteilt werden kann. Uberschreitet die Schwellung um die Einstich-
stelle jedoch einen Durchmesser von 10 cm und persistiert fir mehr als 24 Stunden,
liegt eine Ubersteigerte Lokalreaktion vor (Bil6 et al. 2005). Diese kann gelegentlich
eine ganze Extremitét betreffen und Uber Tage bis Wochen andauern.

Von den Ubersteigerten Lokalreaktionen zu differenzieren sind generalisierte systemi-
sche allergische Reaktionen. Je nach beteiligtem Organsystem und dem AusmalB der
Reaktion lassen sich vier Schweregrade unterscheiden (Tabelle 1). Mit einem Wieder-
holungsrisiko von ca. 74 % bei Erwachsenen und 40 % bei Kindern (Reisman 1992)
erfordert ein solches Ereignis eine umfassende Abklarung der Sensibilisierung und ge-

gebenenfalls die Indikationsstellung einer allergenspezifischen Immuntherapie (AIT).



Tabelle 1: Einteilung der systemischen allergischen Reaktion nach Ring und Messmer (modifiziert
nach Worm et al. 2014).

Grad Haut Abdomen Respirationstrakt Herz-Kreislauf
| Juckreiz
Flush
Urtikaria
Angio6dem
Il Juckreiz Nausea Rhinorrhoe Tachykardie (Anstieg =20/
Flush Krampfe Heiserkeit min)
Urtikaria Dyspnoe Hypotonie (Abfall = 20
Angio6dem Arrhythmie mmHg systolisch)
i Juckreiz Erbrechen Larynxédem Schock
Flush Defakation Bronchospasmus
Urtikaria Zyanose
Angioddem
\Y Juckreiz Erbrechen Atemstillstand Kreislaufstillstand
Flush Deféakation
Urtikaria
Angioddem

1.5 Diagnostik

An erster Stelle der Diagnostik steht eine ausfuhrliche Anamnese, bei der die genauen
Umstande des Stichereignisses erfragt werden, um mdglichst sicher das die Reaktion
verursachende Insekt zu identifizieren. Bei den sich anschlieBenden diagnostischen
Testungen kann zwischen in vivo- und in vitro-Verfahren unterschieden werden, von
denen hier exemplarisch die wichtigsten erldutert werden.

Der am héaufigsten eingesetzte in vivo-Test ist der PT, der nicht nur fir die Insektengift-
diagnostik, sondern auch zum Nachweis einer klinisch relevanten Sensibilisierung ge-
genuber Inhalationsallergenen, Nahrungsmitteln, Medikamenten und einigen Chemika-
lien herangezogen wird (Bernstein et al. 2008). Tropfenweise werden Allergenkonzen-
trate auf die verdeckte (innere) Seite des Unterarms aufgetragen und mittels eines
Lanzettenstichs die Penetration in die Epidermis ermdglicht. Zur korrekten Interpretati-
on mussen als Positivkontrolle Histamin und als Negativkontrolle Natriumchloridlésung
mitgefihrt werden. Nach 15-20 min werden der maximale Durchmesser der entstan-
denen Quaddeln (und ggf. Erytheme) dokumentiert und mit der Positiv- bzw. Negativ-
kontrolle verglichen. Als positiv gilt dabei ein Quaddeldurchmesser von mindestens 3

mm.



Intrakutane Tests, die sensitiver (aber oft auch unspezifischer) sind als der PT, eignen
sich insbesondere zur Evaluation einer Anaphylaxie bei Insektengift- und auch Medi-
kamentenallergien (Bernstein et al. 2008). Zeigen PT trotz positiver Expositionsana-
mnese ein negatives Resultat, kdbnnen durch einen Intrakutantest klinisch relevante
Reaktionen nachgewiesen werden. Es werden geringe Volumina (ca. 0,02-0,05 ml) des
Allergens ebenfalls am volaren Unterarm intradermal mit einer Spritze injiziert, wobei
die Startkonzentration im Vergleich zur verwendeten Konzentration beim PT 100-1000-
fach verdinnt wird. Der Intrakutantest kann 10-15 min nach Injektion wie der PT durch
Bestimmung von Quaddel- (und ggf. Erythem-)durchmesser ausgewertet werden. Als
positiv gilt ein Quaddeldurchmesser von mindestens 5 mm.

Antihistaminika und trizyklische Antidepressiva kénnen zu einer Verfalschung der Er-
gebnisse von in vivo-Tests flihren und sollten idealerweise fur einige Tage abgesetzt
werden (Bernstein et al. 2008).

Als weiterer Diagnostikschritt kann die in vitro-Bestimmung allergenspezifischer IgE-AK
herangezogen werden (Bernstein et al. 2008). Isoliert erhdhte Plasmaspiegel spezifi-
scher IgE-AK beweisen keine klinisch relevante Allergie, zeigen jedoch allgemein eine
Sensibilisierung gegentiber dem getesteten Allergen auf.

Um eine einfachere Interpretation im Sinne der klinischen Relevanz zu ermdglichen,
erfolgt die Einordnung der gemessenen IgE-Werte in Klassen. Das inzwischen fest
etablierte ImmunoCap-Messsystem ist dabei durch sechs mdgliche Klassen charakte-
risiert (Tabelle 2).

Bei der Diagnostik der Hypersensibilitdt nach einer allergischen Stichreaktion stellt sich
nicht selten das Problem dar, dass das entsprechende Insekt nicht sicher identifiziert
werden kann. Daher empfiehlt sich ein Test auf alle in Frage kommenden Hymenop-
terengifte (Brown und Tankersley 2011).



Tabelle 2: Einteilung allergenspezifischer IgE-Konzentrationen in CAP-Klassen (nach Allergiedia-

gnostik mit InmunoCap, Thermo Fisher 2012).

Konzentration an CAP-Klasse Beurteilung
spezifischem IgE (kUA/I)

0,10 -0,35 0 negativ

0,35-0,70 1 grenzwertig positiv

0,70 — 3,50 2 schwach positiv

3,50-17,5 3 positiv

17,5 -50,0 4 stark positiv

50,0 — 100 5 sehr stark positiv
> 100 6 sehr stark positiv

1.6 Therapie der Hymenopterengiftallergie

Die Erfahrung einer anaphylaktischen Reaktion schirt in Patienten nicht nur die Angst
vor einer erneuten Situation der Hilflosigkeit und Abh&angigkeit bei einem weiteren Sti-
chereignis, sie stellt nicht selten auch eine vitale Bedrohung dar. Aus diesem Grund
umfasst die Therapie der Insektengiftallergie immer die Ausstattung des Patienten mit
einem Notfallset sowie eine umfassende Beratung. Das Notfallset beinhaltet in der Re-
gel ein rasch wirksames orales Antihistaminikum (z.B. als Tropfenlésung), ein ebenfalls
zur oralen Einnahme geeignetes Glukokortikosteroid sowie ein Adrenalinpraparat.

Die einzige kausale Therapie stellt eine Toleranzinduktion mittels AIT dar. Der Erfolg
einer AIT bei Insektengiftallergikern konnte in zahlreichen Studien belegt werden (Gol-
den et al. 2011). Dabei hat sich gezeigt, dass 80-90 % der Bienengiftallergiker nach
erfolgter Therapie bei einem erneuten Stich vor systemischen Reaktionen geschutzt
sind (Mdller 2003). Bei Wespengiftallergikern liegt die Erfolgsquote sogar bei 95 %
(Muller 20083).

Der Ablauf der AIT kann in zwei Phasen unterteilt werden. In der Einleitungsphase wird
die Dosis des subkutan injizierten Allergenpraparats schrittweise gesteigert. Die zeitli-
chen Abstande zwischen den einzelnen Injektionen betragen Stunden (Ultra Rush oder
Rush Schema) bis eine Woche (konventionelles Schema). Nach Erreichen der Zieldo-
sis wird diese in der Erhaltungsphase in der Regel in ein-monatlichen Abstédnden Utber
3-5 Jahre verabreicht (Aust et al. 2010).



1.7 Pathophysiologie der allergischen Typ-I-Reaktion

Allergische Reaktionen treten klinisch unterschiedlich in Erscheinung, was zur Eintei-
lung in vier Typen durch Coombs und Gell fuhrte (Coombs und Gell 1975). Diese be-
riicksichtigt die der Uberempfindlichkeitsreaktion zugrundeliegenden pathophysiologi-
schen Mechanismen und unterscheidet drei AK-vermittelte Reaktionen von einer zellu-
laren Immunantwort. Die Reaktion gegentuber Hymenopterengiften ist auf eine IgE-AK-
vermittelte Reaktion vom Typ | zurlckzufihren. Daher wird der ihr zugrunde liegende
Mechanismus im Folgenden detailliert beschrieben.

Bei der Entwicklung einer Allergie des Soforttyps kommt es zunachst zu einer Sensibi-
lisierungsphase. Dabei ist die Produktion von IgE-AK gegen harmlose Umweltantigene
wie Pollen, Nahrungsmittel, Insektengifte, Hausstaubmilben und Tierepithelien ent-
scheidend. Die beim Erstkontakt Gber Haut oder Schleimh&ute in den Kérper gelangten
Allergene werden von antigenprasentierenden Zellen (antigen-presenting cells, APC)
wie dendritischen Zellen (dendritic cells, DC), B-Zellen oder Monozyten aufgenommen.
In Lysosomen dieser Zellen werden die Allergenmolekiile enzymatisch gespalten, so-
dass einzelne Peptide entstehen, die Uber den Haupthistokompatibilitdtskomplex (ma-
jor histocompatibility complex, MHC)-1l auf der Zelloberflache prasentiert werden (Hahn
et al. 2008). Naive T-Zellen, sog. T-Helfer (Th)0-Zellen, kénnen mittels ihres T-Zell-Re-
zeptors (T cell receptor, TCR) die prasentierten Peptide binden und differenzieren sich
in Gegenwart von Interleukin (IL)-4 zu allergenspezifischen Th2-Zellen (Romagnani
2004). Diese leiten uber die Produktion von IL-4 und IL-13 den Klassenwechsel IgM-
produzierender B-Zellen zu IgE ein (Nies et al. 2002, Romagnani 2004). Ruckwirkend
wird durch IL-4 die Oberflachenexpression von MHC-II erhéht (Estes et al. 1995; Abb.
1).

Die produzierten IgE-AK binden in der Folge an hochaffine IgE-Rezeptoren (FceRI) auf
der Oberflache von Mastzellen, basophilen und eosinophilen Granulozyten sowie an
niedrigaffine IgE-Rezeptoren (FceRIl, cluster of differentiation (CD)23) auf der Oberfla-
che von B-Zellen (Larché et al. 2006). Eine erhéhte Oberflachenexpression von FceRlI
wird ebenfalls durch IL-4 induziert (Estes et al. 1995).

In der sog. Effektorphase bei erneutem Allergenkontakt I6st das Allergen eine Querver-
netzung der oberflachengebundenen IgE-AK aus. Die so stimulierten FceRIl induzieren
eine Signalkaskade im Inneren der Effektorzellen, die die Ausschittung in Granula ge-
speicherter proinflammatorischer Mediatoren wie Histamin, Tumornekrosefaktor-a
(TNFa) und Proteasen zur Folge hat. Auch Prostaglandine und Leukotriene werden
von den stimulierten Effektorzellen produziert.

Die Wirkung der Entzindungsmediatoren entfaltet sich innerhalb weniger Minuten in

Form einer erhéhten GefaBpermeabilitat, der Konstriktion von Venolen und der Dilata-
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tion von Arteriolen. Des Weiteren tritt Histamin-getriggert eine erhéhte Schleimproduk-
tion auf und Leukotriene rufen die Kontraktion glatter Muskulatur hervor wie z.B. an
den Bronchien (Hahn et al. 2008, Macfarlane et al. 2000).

Dieser vor allem Uber den FceRI ausgelésten Frihphase schlieBt sich eine Spatphase
der allergischen Typ-I-Reaktion an, die ihre starkste Auspragung etwa sechs bis neun
Stunden nach Allergenkontakt erreicht (Larché et al. 2006). Fur die Verzégerung ist die
Aktivierung des FceRIl auf der Oberflache von APC verantwortlich, zu denen auch B-
Zellen gehdren. Die von diesem Rezeptor ausgeloste Signalkaskade verstéarkt in den
APC die Aufnahme von Allergen und die Prasentation gegenliber Th-Zellen. Es kommt
zur weiteren Rekrutierung von inflammatorischen Zellen, die den Zytokinen und Che-

mokinen der Th-Zellen folgend in das Entziindungsgebiet einwandern.
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Abbildung 1: Pathophysiologischer Mechanismus der allergischen Typ-I-Reaktion (modifiziert nach
Valenta 2002).

a) Sensibilisierungsphase: Nach initialem Allergenkontakt wird das Allergen von allergenprésentierenden

@ Eosinophiler
- P

Zellen aufgenommen und naiven T-Zellen Uber den Haupthistokompatibilitditskomplex (MHC) prasentiert.
Durch einen Interleukin (IL)-4-abh&ngigen Prozess kommt es zur Bildung von T-Helfer (Th)2-Zellen, die
durch die Sekretion von IL-4 und IL-13 einen Klassenwechsel von IgG zu IgE hervorrufen. Die IgE-Antiko-
per werden an hochaffine IgE-Rezeptoren (FceRl) auf Mastzellen, Basophilen und Eosinophilen und an
FceRIl auf B-Zellen gebunden.

b) Sofortreaktion: Die Quervernetzung des Effektorzell-gebundenen IgE nach erneutem Allergenkontakt
fuhrt Gber die Freisetzung von biologisch aktiven Stoffen zur Entstehung einer Entziindungsreaktion.

c) Spatphasereaktion: Durch Allergenprasentation gegenuber T-Zellen werden diese aktiviert, proliferieren
und setzen weitere Entziindungsmediatoren frei. Th2-Zytokine bedingen eine Gewebseosinophilie und die

Freisetzung inflammatorischer Mediatoren.

1.8 Spezifische humorale Komponenten der allergischen Reak-
tion

Schon im Mutterleib wird der Embryo von der Mutter gegen Infektionen nach der Ge-
burt geschitzt. AK der Klasse IgG passieren die Plazentaschranke und ermdglichen
durch ihre lange Halbwertszeit die Infektabwehr bis das Neugeborene einen eigenen
Schutz aufgebaut hat (Raghavan und Bjorkman 1996). Diese durch AK vermittelte Im-

munantwort wird daher auch erworbene oder humorale Komponente des Immunsys-
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tems genannt im Gegensatz zur Zell-basierten angeborenen Immunantwort (Hahn et
al. 2008).

Immunglobuline bestehen aus zwei identischen sog. Fab-Regionen, die fur die Anti-
genbindung verantwortlich sind, und einer Fc-Region, die die Bindung des AK an einen
Fc-Rezeptor erméglicht (Hahn et al. 2008). Neben IgG existieren die AK-Klassen IgA,
IgD, IgE und IgM, wobei vor allem IgE eine wichtige Rolle bei der allergischen Sofort-
typreaktion spielt (vgl. Kap. 1.7). Da IgE und insbesondere IgG von zentraler Bedeu-

tung in dieser Arbeit sind, werden sie im Folgenden naher erlautert.

1.8.1 IgE

Entscheidendes Merkmal der allergischen Soforttypreaktion ist die nach
Allergenkontakt einsetzende Quervernetzung von IgE-Rezeptor-Komplexen auf
Effektorzellen (Hahn et al. 2008). Diese fuhrt zur Degranulation der Zellen und
proinflammatorischen Signalen. Trotz der sehr kurzen Plasma-Halbwertszeit von IgE
(ca. 2,5 Tage) fallt diese Reaktion bereits bei Kontakt mit geringen Allergenmengen
sehr stark aus (Poulsen und Hummelshoj 2007). Dies liegt zum Einen daran, dass der
gréBte Teil des IgE in zellgebundener Form vorliegt und daher eine deutlich héhere
Halbwertszeit aufweist. Zum Anderen zeichnet sich IgE durch eine extrem hohe
biologische Aktivitdt aus, die durch hochaffine FceRl ermdglicht wird (Platts-Mills
2001). Mastzellen und Basophile reagieren so auch bei geringen IgE-Plasmaspiegeln
hoch sensitiv auf Allergenkontakt. Neben dem hochaffinen IgE-Rezeptor existiert der
niedrigaffine FceRII (auch CD23) insbesondere auf B-Lymphozyten und Eosinophilen.

IgE ist in der Lage, direkt die Expression von FceRl und FceRIl zu regulieren, wobei
die IgE-Plasmaspiegel mit der Expression der Rezeptoren korrelieren (Kisselgof und
Oettgen 1998, Lantz et al. 1997, Yamaguchi et al. 1997). Pathophysiologisch sind
allergenspezifische IgE-AK so auch fur die Potenzierung der allergischen Reaktion
verantwortlich. Der gegenteilige Effekt, die Suppression der Expression von FceRl,
kann u.a. durch regulatorische T (Treg)-Zellen vermittelt werden (Kashyap et al. 2008).

1.8.2 19G

IgG ist der Immunglobulin-Isotyp mit der héchsten Konzentration im Blut (Schroeder
und Cavacini 2010). Gleichzeitig besitzt es die l1angste Halbwertszeit aller Isotypen. Es
existieren vier Unterklassen, die wie folgt abhéngig von ihrer Konzentration im Blut ge-
sunder Personen benannt sind: IgG1, IgG2, 1gG3, 1gG4.

Die Unterklassen unterscheiden sich auBerdem in ihrer Funktion. Wahrend 1gG1, 1gG2

und IgG83 effektiv nach Opsonierung eines Pathogens die Komplementkaskade aktivie-
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ren kdnnen, trifft dies nicht auf IgG4 zu (Schroeder und Cavacini 2010). Ursache ist die
niedrige Affinitat zu C1q, der ersten Komponente des Komplementsystems.

Auch die Aktivierung von Zellen fallt durch IgG4 weit geringer aus verglichen mit den
Ubrigen Unterklassen. So bindet IgG4 signifikant schwéacher an FcyR, wohingegen
lgG1 und insbesondere IgG3 eine hohe Affinitat aufweisen (Schroeder und Cavacini
2010, Vidarsson et al. 2014). FcyR werden von vielen hamatopoetischen Zellen in un-
terschiedlicher Auspragung exprimiert, wobei T-Zellen die Ausnahme bilden (Schroeder
und Cavacini 2010). Effektormechanismen nach Stimulation durch an ein Pathogen
gebundene 1gG-AK sind Phagozytose, Endozytose, AK-basierte zellvermittelte Zytoto-
xizitat, Ausschittung von proinflammatorischen Mediatoren und die Regulation von B-
Zell-Aktivierung und AK-Produktion (Raghavan und Bjorkman 1996). Dabei l6st eine
Rezeptorbindung generell ein aktivierendes Signal aus und auch in diesem Punkt stellt
IgG4 eine Ausnahme dar. Uber einen Subtyp des FcyRIl, den FcyRIIB, wird durch
IgG4 ein inhibitorisches Signal an die Immunzelle Ubertragen (Aalberse et al. 2009,
Schroeder und Cavacini 2010), sodass eine vermehrte Produktion von IgG4 eine sup-
primierende Funktion auf die Immunantwort haben kénnte. An diesem Prozess sind
wahrend der AIT Treg-Zellen maBgeblich beteiligt, die durch die Ausschittung von
IL-10 die IgG4-Produktion erhéhen (Akdis et al. 2005). Durch die 1IgG4-vermittelte Akti-
vierung von FcyR auf Makrophagen wird in einem Rickkoppelungsmechanismus wie-
derum die Produktion von IL-10 induziert (Sutterwala et al. 1998).

Neben der genannten mdglichen Regulation der Immunantwort Gber FcyRIl kommen
weitere IgG-abhéngige Effekte als Ursachen der Allergentoleranz in Frage. AK der IgG-
Klasse treten in Konkurrenz zu Mastzell-gebundenen IgE-AK und blockieren so die
Bindung des Allergens an diese (Aalberse et al. 2009). In der Folge findet keine Akti-
vierung von Effektorzellen statt. In Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass durch
Einsatz unter AIT gebildeter allergenspezifischer IgG-AK eine IgE-vermittelte Anaphy-
laxie in vivo verhindert werden kann (Strait et al. 2006). Zuvor war bereits beobachtet
worden, dass Bienengiftallergiker nach Infusion aufgereinigten Plasma-IgGs von nicht
auf Bienengift reagierenden Imkern erneute Stiche tolerierten (Lessof et al. 1978). Die-
se Beobachtungen préagten in der Folge die Hypothese der blockierenden AK.

Neben der Pravention IgE-vermittelter Soforttyp-Symptome (vgl. Abb. 1b) beeinflussen
IgG-AK zudem den Mechanismus der allergischen Spatreaktion (Aalberse et al. 2009).
Die Komplexierung mit Allergenmolekilen verhindert eine effektive Bindung dieser an
die oberflachengebundenen IgE-Molekile von APC. Ohne diesen entscheidenden
Schritt kommt es zu keiner Préasentation des Allergens gegenulber T-Zellen (vgl. Abb.
1c).
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1.9 Blockierende Antikorper — quantitative und qualitative

Messmethoden

Auf der Suche nach einem geeigneten diagnostischen Laborparameter zur Erfassung
der Effektivitdt der AIT haben das allergenspezifische IgG und insbesondere IgG4 viel
Beachtung erfahren. Die Konzentration dieser blockierenden AK steigt wahrend der
Therapie an und wurde als Erfolgsindikator des toleranzinduzierenden Effekts der AIT
gesehen. In zahlreichen Studien konnte jedoch keine Korrelation zwischen quantitati-
ven Veranderungen der Immunglobulinkonzentrationen und dem klinischen Erfolg der
AIT gefunden werden (Lerch und Muller 1998, Wachholz und Durham 2004). Messun-
gen der spezifischen IgG- bzw. IgG4-AK-Konzentrationen sind folglich zur Beurteilung
des Therapieerfolgs zwar hilfreich, aber nur bedingt aussagekréftig.

Mehr klinische Relevanz versprechen an dieser Stelle Verfahren, die den qualitativen
Einfluss der IgG-AK aufzeigen. Es wird davon ausgegangen, dass sich unter AIT die
Affinitdt oder Spezifitdt der AK erhdht (Shamiji et al. 2006) und so eine funktionelle
(qualitative) Bestimmung der blockierenden Effekte den Erfolg der Therapie besser er-
fassbar macht als die quantitative Messung der AK-Konzentrationen. Solche qualitati-
ven Analyseverfahren stellen der sog. IgE-blocking factor Assay und der IgE-facilitated

antigen binding Assay dar, deren Methodik im Folgenden erldutert wird.

1.9.1 IgE-blocking factor Assay

Mit diesem Verfahren kann der Einfluss potentieller blockierender AK auf die IgE-Aller-
gen-Komplexbildung ermittelt werden (,blocking factor®). Es basiert auf der Erfassung
allergenspezifischer IgE-Konzentrationen mit dem ADVIA Centaur Instrument (Siemens
Healthcare). Dabei werden zwei verschiedene Messungen in Relation zueinander ge-
setzt (Abb. 2). In der ersten Messung (,wash assay*) werden dem Testserum an anti-
IgE-AK gebundene paramagnetische Partikel (anti-IgE-PMP) zugefigt. In der Folge ist
es mdglich, die im Serum enthaltenen IgE-AK in einem ersten Waschvorgang mit ei-
nem Magneten zu isolieren. Im nachsten Schritt wird Allergen hinzugefiigt, sodass IgE-
Allergen-Komplexe entstehen. Das Allergen ist dabei biotinyliert und bindet im darauf-
folgenden Schritt an zugefligtes Streptavidin. Ein zweiter Waschvorgang unter erneu-
tem Einsatz des Magneten trennt die IgE-Allergen-Komplexe von ungebundenem All-
ergen und Streptavidin. Nun kann die Menge der entstandenen IgE-Allergen-Komplexe
durch Zugabe von Substrat und TMB-L&sung als Absorption erfasst werden.

Die zweite Messung (,no-wash assay®) erfolgt nach dem gleichen Vorgehen, jedoch
entféllt der erste Waschvorgang. Folglich werden die markierten IgE-AK nicht von po-
tentiellen blockierenden AK getrennt und es entsteht eine Konkurrenzsituation um die

Komplexbildung mit dem Allergen. Nach Ausfihrung der Gbrigen Schritte kann bei vor-
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liegenden blockierenden AK im ,no-wash assay” eine niedrigere Absorption als im
Lswash assay” gemessen werden. Die dimensionslose Zahl des IgE-blocking factor wird

schlieBlich als Quotient der Absorption des ,wash“und des ,no-wash assays*berech-

net (Shamiji et al. 2012, Wirtzen et al. 2008).

,wash“Assay »No wash“Assay
1 1
Zugabe von Anti-IgE- — gerym + anti-IlgE-PMP Serum [+ anti-IgE-PMP  Zugabe von Anti-IgE-
PMPs zum Testserum PMPs zum Testserum
2
1.Waschvorgang:
Isolation von IgE durch
Verwendung eir?es Mag- H 1.Waschvorgang entféllt
neten, Resuspension in
Waschpuffer P IgE wird nicht von den
Ubrigen Serum-AK ge-
)" )’ “( Zj‘ trennt => Konkurrenz
um Allergen-Bindun
IgE )»a( ‘r.( e < Y_< 9 g
3 + 2
Zugabe von biotinyliertem o + Zugabe von biotinyliertem
Allergen und Streptavidin Ooé)o ° Allergen und Streptavidin
(&)
()¢
4 ©%o0 3

2. Waschvorgang:
erneute Isolation von IgE
durch Verwendung eines
Magneten => ungebun-
denes Allergen und Strep-
tavidin werden entfernt

5
Zugabe des Substrates

6
Photometrische Ab-
sorptionsbestimmung

T =

IgE-blocking factor = ,wash‘!“no wash*

2. Waschvorgang:
Isolation von IgE durch
Verwendung eines Mag-
neten => ungebundenes
Allergen und Strep-
tavidin werden entfernt

4
Zugabe des Substrates

5
Photometrische Ab-
sorptionsbestimmung

Abbildung 2: Schematische Darstellung des IgE-blocking factor Assays.

1.9.2 IgE-facilitated antigen binding (IgE-FAB) Assay

Der IgE-FAB Assay stellt eine vereinfachte in vitro-Nachahmung der Allergenprasenta-
tion von B-Zellen gegenuber T-Zellen dar. In vivo werden IgE-Allergen-Komplexe von
niedrig-affinen IgE-Rezeptor CD23 auf B-Zellen gebunden, die anschlieBend in die se-
kundaren lymphatischen Organe einwandern. Hier erfolgt die Prasentation der Antige-
ne gegenuber CD4-positiven (CD4+) T-Zellen entsprechend der Spéatphasereaktion der
allergischen Typ-I-Reaktion (vgl. Abb. 1c).

In vitro wird dieser Prozess unter Verwendung von Epstein-Barr-Virus (EBV)-transfor-
mierten humanen B-Zellen realisiert (Shamji et al. 2006, Wirtzen et al. 2008). Diese
exprimieren hohe Konzentrationen an CD23, der spezifisch IgE-Allergen-Komplexe
bindet.
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Um mit dem IgE-FAB die blockierende Aktivitdt im Testserum von Patienten zu be-
stimmen, ist es nétig zwei Messungen in Relation zu setzen. In einem ersten well wird
Indikatorserum, das hochaffine allergenspezifische IgE-AK enthéalt, mit Allergen inku-
biert und anschlieBend Medium zugegeben (Abb. 3; Francis 2008, Shamiji et al. 2006,
Wirtzen et al. 2008). Dies stellt die ,Positivkontrolle dar, allergenspezifische IgE-Mo-
lektle und Allergen bilden Komplexe, die von CD23 der B-Zellen selektiv gebunden
werden. In einem weiteren well wird nach der Inkubation statt Medium das Testserum
mit potentiell blockierenden IgG-AK zugegeben. Auch hier bilden IgE-Antikérper Kom-
plexe mit dem Allergen aus, kbnnen dabei jedoch von blockierenden AK behindert
werden, wobei der genaue Mechanismus noch nicht verstanden ist. In der Folge wer-
den je nach Auspragung der blockierenden Aktivitat weniger IgE-Allergen-Komplexe
von den B-Zellen gebunden.

Mittels Durchflusszytometrie kénnen anschlieBend unter Verwendung eines Fluoro-
chrom-gekoppelten anti-lgE-AK die gebundenen IgE-Allergen-Komplexe detektiert
werden (Shamiji et al. 2006, Wiirtzen et al. 2008). Um die blockierende Aktivitat zu be-
stimmen, findet ein prozentualer Vergleich der gebundenen Komplexe in der Positiv-

kontrolle und in dem mit Testserum versehenen well statt.

Indikatorserum Allergen Testserum

N L d e

Allergen bildet Komplexe mit IgE oder blockierenden Antikérpern aus

CD23
) y

i

o~
\{ a\
IgE-Allergen-Komplex- Blockierende Antikoérper verhin-
Bindung durch B-Zellen dern Bindung durch B-Zellen

\{\%R_/ anti-IgE-FITC

Nur CD23-gebundene IgE-Allergen-Komplexe
werden durchflusszytometrisch erfasst

Abbildung 3: Schematische Darstellung des IgE-FAB Assays (modifiziert nach Francis 2008).
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Die Methode des IgE-FAB ist inzwischen flr zahlreiche Allergene etabliert, die nétige
zweiwdchige Kultivierung von EBV-Zellen und die vergleichbar aufwendige durchfluss-
zytometrische Auswertung limitieren jedoch den Umfang der Messungen.

Mit dem in dieser Arbeit verwendeten enzyme-linked immunosorbent facilitated antigen
binding (EliIFAB) Assay hingegen kénnen diese Schwierigkeiten umgangen werden. Er
basiert auf den Grundlagen des enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA). CD23
wird direkt auf einer Reaktionsplatte gebunden anstatt iber EBV-transformierte B-Zel-
len zur Verfligung zu stehen. Von CD23 spezifisch gebundene IgE-Allergen-Komplexe
werden durch einen biotinylierten IgE Detektions-AK, Streptavidin mit HRP und TMB
Substrat nachgewiesen.

In ersten Messungen mit Graspollenallergikern zeigte sich, dass mit dem EIiIFAB Assay
IgE-Allergen-Komplexbindung durch CD23 bereits bei niedrigeren Allergenkonzentra-
tionen detektiert werden kann als mit dem IgE-FAB Assay (Shamiji et al. 2013). Beim
direkten Vergleich des neuen Verfahrens mit dem Gold-Standard IgE-FAB konnte eine
diagnostische Sensitivitdt von 100 % und eine Spezifitdt von 91 % ermittelt werden.
Positiver und negativer pradiktiver Wert betrugen 91 % bzw. 100 %. Im Serum thera-
pierter Patienten wiesen beide Verfahren die gleiche Inhibition der IgE-Allergen-Kom-
plexbindung nach.

Der EIiFAB Assay repréasentiert folglich eine einfache und gut zu reproduzierende Me-
thode, um die Effekte blockierender AK auf die IgE-Allergen-Komplexbildung und -bin-
dung durch CD23 zu erfassen (Shamiji et al. 2013). Im Gegensatz zum Gold-Standard
IgE-FAB erobffnet der EIIFAB Assay neue Mdglichkeiten in Standardisierung, Skalier-
barkeit, Kosten und Zeitaufwand.
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2 Hintergrunde der vorliegenden Arbeit

Wahrend Pollenallergiker anhand klinischer Symptome in der Pollensaison die Auspra-
gung ihrer Allergie erfassen kénnen, ist die tatsdchliche Wirksamkeit der AIT bei Insek-
tengiftallergikern abhéangig von einem erneuten Stichereignis und somit zumeist nicht
sicher feststellbar. Aufschluss Uber den Erfolg der Behandlung kann neben dem Feld-
stich nur eine Stichprovokation geben. Mit beiden kénnen jedoch zahlreiche Probleme
einhergehen. So ist es bei einem Feldstich oft nicht méglich das betreffende Insekt si-
cher zu identifizieren. Vor allem aber werden auftretende Symptome der allergischen
Reaktion subjektiv bewertet, was eine Einschéatzung des Therapieerfolgs erschwert. Im
Falle einer unter kontrollierten Bedingungen im Krankenhaus durchgefiihrten Stichpro-
vokation lassen sich diese Unwagbarkeiten sowie lebensbedrohliche Folgen zwar na-
hezu vollstandig ausrdumen, aus jedem Stich ergeben sich zudem jedoch weitere Risi-
ken. Als solche gelten insbesondere eine de novo-Sensibilisierung gegeniber einem
weiteren im Gift enthaltenen Allergen und die Verstérkung einer bereits bestehenden
Sensibilisierung. So wird beschrieben, dass nach Stichen durch Insekten der Ordnung
der Hymenopteren eine erhéhte Reaktion im PT sowie ein Ansteigen der spezifischen
IgE-AK beobachtet werden kénnen (Ruéff et al. 1996). In der Konsequenz bieten viele
Kliniken die Stichprovokation erst gar nicht an. Auch weil sie durch die Erfordernis kon-
sequenten Monitorings, arztlicher Aufsicht sowie das Vorhandensein eines Notfallsets
und Intubationsbestecks mit einem hohen Aufwand verbunden ist.

Auf der Suche nach einem geeigneten Laborparameter zur Bestimmung der Effektivitat
der AIT konnten in den vergangenen Jahren Verfahren etabliert werden, die durch Er-
fassung des Einflusses blockierender AK auf die Bildung von IgE-Allergen-Komplexen
(IgE-blocking factor) bzw. auf deren Bindung an CD23 von EBV-transformierten B-Zel-
len (IgE-FAB) eine Messung der blockierenden Aktivitat der AK ermdglichen. Eine neue
Methode erdffnet nun erstmals die Mdéglichkeit der Nutzung eines zellfreien Testsys-
tems ebenfalls basierend auf der Inhibition der Bindung von IgE-Allergen-Komplexen
an CD23. Erste Studien zeigten eine signifikante inverse Korrelation zwischen der blo-
ckierenden Aktivitat im Testserum und klinischen Symptom- und Medikationsscores bei
Pollenallergikern (Shamji et al. 2012). Eine zunehmende blockierende Aktivitat wird
somit in Verbindung mit dem Erfolg der AIT gebracht, weitere Studien werden diesen
Zusammenhang jedoch prifen mussen.

Insbesondere flr die Therapie von Hymenopterengiftallergikern erwachsen aus diesen
Ergebnissen vielversprechende Mdglichkeiten. Mit einer zuverlassigen Messung des
durch die Therapie aufgebauten immunologischen Schutzes kénnten Stichprovokatio-

nen der Vergangenheit angehdren und Patienten von der stetigen Angst um eine Stich-
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reaktion befreit werden. Auf Basis der Messung von Effekten blockierender AK kdnnte
ein Entscheidungskriterium gefunden werden, das es erlaubt, eine Aussage Uber den
Schutz eines Patienten gegentiber einer erneuten systemischen Reaktion zu treffen.

In dieser Arbeit wurde dazu der EIiIFAB Assay zur Messung der blockierenden Aktivitat
bei Hymenopterengiftallergikern etabliert, die gegen das jeweilig haufigste Majoraller-
gen in Bienen- oder Wespengift sensibilisiert sind. Es wurde im weiteren Verlauf die
blockierende Aktivitat vor, unter und — bei Auftreten eines Feldstichs — einige Jahre

nach Ende der AIT erfasst.
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3 Material

3.1 Patientenmaterial

Patienten der Universitatsklinik far
Dermatologie und Allergologie Marburg

Serum und Plasmaproben

3.2 Proteinantigene

Api m 1 (PLA>)
rekombinantes Bet v 1

rekombinantes Ves v 5

3.3 Chemikalien

Dulbecco‘s PBS 1x (ohne Ca2+ + Mg2+)

ExtrAvidin Peroxidase

Glycin (C2HsNOo)

Reinstwasser

Natriumazid (NaNs)

Natriumphosphat dibasisch (HNa204P)

Protein G Sepharose™ 4 Fast Flow
Rinderalbumin Fraktion V (BSA)
RPMI 1640 ohne Glutamin

Salzséaure (HCI)
Schwefelsaure (H2SO4), 95-97%
TMB, geldst

Latoxan, Valence, Frankreich

Biomay, Wien, Osterreich

freundlicherweise zur Verfligung gestellt

von Prof. Dr. Edzard Spillner, Aarhus
Universitat, Aarhus, Danemark

Capricorn Scientific GmbH,
Ebsdorfergrund

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

hergestellt mit dem Astacus
Reinstwassersystem, MembraPure
GmbH, Hennigsdorf/Berlin

Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

GE Healthcare, Little Chalfont, UK
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Capricorn Scientific GmbH,
Ebsdorfergrund

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Merck KGaA, Darmstadt
EMD chemicals Inc., San Diego, USA
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TMB, gelost

Tween® 20

EMD chemicals Inc., San Diego, USA

Merck KGaA, Darmstadt

3.4 Puffer und Losungen

Puffer Zusammensetzung
Waschpuffer Dulbecco‘s PBS 1x

+ 0,05 % Tween 20

— Lagerung bei Raumtemperatur
Blockierungspuffer Dulbecco’s PBS 1x

+ 1% BSA
— Lagerung bei -20 °C

Stop Lésung

Reinstwasser
+ 10 % 18 mol/l H2SO4
— Lagerung bei 4 °C

Bindungspuffer

Reinstwasser
+ 20 mM Natriumphosphat
— auf pH 7,0 einstellen
— Lagerung bei Raumtemperatur

Elutionspuffer

Reinstwasser
+ 0,1 M Glycin
— auf pH 2,7 einstellen
— Lagerung bei 4 °C

3.5 Antikorper
Spezifiat Klon Isotyp Konjugat Hersteller
IgE G7-26 Mouse IgG2a, k Biotin Becton Dickinson GmbH,
Heidelberg
rhCD23/ Maus Myelom-Zelllinie, NSO-abgeleitet R&D Systems,

FceRll

3.6 Verbrauchsartikel

96-well (Loch) Rundbodenplatten, steril

Wiesbaden-Nordenstadt

Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden
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96-well Flachbodenplatten (Nunc MediSorp) Nunc GmbH & Co. KG, Wiesbaden

Rotilabo® Abdeckfolien fur Mikrotestplatten ~ Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Depletionsséulen ,Disposable columns® 5 ml  Qiagen GmbH, Hilden

Einweg-Pipetten 10 ml, 25 ml, 50 ml, steril Greiner bio-one, Frickenhausen

Cellstar® Tubes 15 ml, 50 ml
MikroreaktionsgefaB3e 1,5 ml, 2 mi

Pipettenspitzen

3.7 Gerate

Analysenwaage 770

CO2-Inkubator HERAcell® 150

ImmunoCap® 100

Kuhlzentrifuge ROTINA 420R

Magnetrihrer IKAMAG® RET
Mehrkanalpipette Discovery 20-200 pl
Microplate reader Sunrise™
Multipette® plus

pH-Meter CyberScan pH 510

Pipetten Research® 0,5-10 ul, 2-20 pl,
10-100 pl, 20-200 pl, 100-1000 pl
Pipettierhilfe Pipetus®
Rollenmischgeréat RM 5, CE (348)
Ruttler Titramax 100

Sterilbank HERAsafe®

Tischzentrifuge PICOFUGE

Greiner bio-one, Frickenhausen
Eppendorf, Hamburg

Kalensee, GieBBen

Gottl. Kern & Sohn GmbH, Balingen-
Frommern

Heraeus Kendro Laboratory Products
GmbH, Langenselbold

Thermo Fisher Scientific Inc.; Phadia
AB, Uppsala, Schweden

Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen

IKA Labortechnik, Staufen
ABIMED, Langenfeld

Tecan Group Ltd., M&nnedorf
Eppendorf, Hamburg

Eutech Instruments Europe by,
Nijkerk, Niederlande

Eppendorf, Hamburg

Hirschmann Laborgeréate GmbH & Co.

KG, Eberstadt

Karl Hecht GmbH & Co. KG,
Sondheim

Heidolph Instruments GmbH und Co.
KG, Schwabach

Heraeus Kendro Laboratory Products
GmbH, Langenselbold

Stratagene, La Jolla, USA
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Vortexmixer IKA® Minishaker MS1

3.8 Software

Endnote 9.0
GraphPad Prism®
Keynote®
Microsoft® Excel
Microsoft® Word
Pages®

SPSS® 17.0
XFluor™

IKA Labortechnik, Staufen

Thomson ResearchSoft, USA
GraphPad Software Inc., USA
Apple Inc., USA

Microsoft, USA

Microsoft, USA

Apple Inc., USA

SPSS Inc., USA

Tecan Group Ltd., Mannedorf
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4 Methoden

4.1 Patientenkollektive

Die untersuchten Serum- bzw. Plasmaproben stammen von Patienten, die in der Aller-
gieambulanz der Klinik fir Dermatologie und Allergologie des Universitatsklinikums
Marburg eine Immuntherapie aufgrund einer Allergie gegenliber Bienen- bzw. Wes-
pengift erhalten haben.

Aus diesen Patienten wurden mehrere Kollektive gebildet. Darunter waren zwei longi-
tudinale Untersuchungen, die den Verlauf der AIT zum Zeitpunkt der Einleitungsphase
(Patientenkollektiv ,Ultra Rush®) bzw. zum Zeitpunkt der Stichprovokation (Patienten-
kollektiv ,Stichprovokation“ und Subgruppe ,Wespengiftallergiker unter AIT“) umfass-
ten. Querschnittsuntersuchungen mit einmaliger Datenerhebung schlossen Patienten
5-12 Jahre nach Abschluss einer AIT ein, die von einem in diesem Zeitraum erlebten
Feldstich berichtet hatten (Patientenkollektiv ,Feldstich® und Subgruppe ,Wespengift-
allergiker nach AIT“). Da von weiteren Patienten der Studienpopulation mit einer kli-
nisch manifesten Allergie gegenuber Bienen- bzw. Wespengift nur vor Therapiebeginn
Serumproben gewonnen werden konnten, ergab sich eine weitere Querschnittuntersu-
chung. Diese Proben ergaben dabei zusammen mit den jeweils ersten ebenfalls vor
Therapiebeginn abgenommenen Proben des Patientenkollektivs ,Ultra Rush® die Pati-
entenkollektive ,Bienengiftallergiker vor AIT* und ,Wespengiftallergiker vor AIT®. Eine
detaillierte Ubersicht der einzelnen Kollektive zeigen Tabelle 3 und Abbildung 4.

Als Kontrollen wurden Seren flinf gesunder Personen ohne klinische Zeichen einer All-
ergie und fehlenden spezifischen IgE-Konzentrationen gegenuber Bienen- bzw. Wes-
pengift in die Untersuchungen eingeschlossen.

Des Weiteren wurden zur Etablierung des Assays auch zwei Serum- bzw. Plasmapro-
ben von Bet v 1-sensibilisierten Patienten verwendet. Ziel war dabei die Uberpriifung
des EIliIFAB Assays geméB der Erstverdffentlichung an Pollenallergikern (Shamii et al.
2013). Die eingesetzten Test- sowie Indikatorseren stammen dabei von Patienten, die
eine AIT mit einem Birkenpollen-Praparat erhalten haben (vgl. dazu auch 4.3.3).

Von jedem Patienten wurde vor Einschluss in die Studie ein schriftliches Einverstand-
nis zur Teilnahme an den Untersuchungen eingeholt, welche zuvor von der Ethikkom-
mission der Medizinischen Fakultat der Philipps-Universitat Marburg genehmigt worden
waren. Zu jedem Zeitpunkt der Studie war es den Patienten mdglich ohne Nachteile

von der Teilnahme an den Untersuchungen zurlckzutreten.
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Tabelle 3: Ubersicht der gebildeten Patientenkollektive.

Patientenkollektiv ,,Ultra Rush“ n=8 Spannweite
Verteilung (Bienen-/Wespengiftallergiker) 3/5

Geschlecht (m/w) 3/5

Alter (Mittelwert in Jahren) 46 (35-61)
Gesamt-IgE (Median in kKUA/I) 50,25 (5,08-144)
allergenspezifisches IgE (Median in kUA/I) 1,83 (0,24-6,08)
Schweregrad nach Ring u. Messmer

| 2

Il 5

Il 1

v 0

Patientenkollektiv ,Bienengiftallergiker vor AIT“ n=13 Spannweite
Geschlecht (m/w) 10/3

Alter (Mittelwert in Jahren) 53 (29-77)
Imker 9

Patienten mit Imkern in unmittelbarer Umgebung 2

Gesamt-IgE (Median in kUA/) 41,2 (9,35-123)
Api m 1-spezifisches IgE (Median in KUA/I) 1,08 (0,02-25,9)
Schweregrad nach Ring u. Messmer

| 3

Il 8

Il 2

v 0

Patientenkollektiv ,,Wespengiftallergiker vor AIT* n=14 Spannweite
Geschlecht (m/w) 6/8

Alter (Mittelwert in Jahren) 49 (23-65)
Imker 0

Patienten mit Imkern in unmittelbarer Umgebung 1

Gesamt-IgE (Median in kKUA/I) 69,45 (11,7-623)
Ves v 5-spezifisches IgE (Median in kUA/I) 2,02 (0,61-16,2)
Schweregrad nach Ring u. Messmer

| 5

Il 6

1} 3

v 0
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Patientenkollektiv ,,Stichprovokation* n=20 Spannweite
Verteilung (Bienen-/Wespengiftallergiker) 6/14

Geschlecht (m/w) 7113

Alter (Mittelwert in Jahren) 50 (23-68)
Gesamt-IgE (Median in kUA/I) 86,4 (2,19-293)
Ves v 5- bzw. Api m 1-spezifisches IgE (Median in kKUA/I) 2,06 (0,07-42,6)
Zeitspanne nach Einleitung (Mittelwert in Monaten) 17 (6-50)
Schweregrad nach Ring u. Messmer

| 1

Il 12

1] 7

v 0

Subgruppe ,,Wespengiftallergiker unter AIT“ n=14 Spannweite
Geschlecht (m/w) 5/9

Alter (Mittelwert in Jahren) 53 (23-66)
Gesamt-IgE (Median in kKUA/I) 86,4 (2,19-265)
Ves v 5-spezifisches IgE (Median in KUA/I) 2,04 (0,07-31,2)
Zeitspanne nach Einleitung (Mittelwert in Monaten) 16 (8-24)
Schweregrad nach Ring u. Messmer

| 1

Il 8

11 5

v 0
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Patientenkollektiv ,,Feldstich“ n=13 Spannweite

Verteilung Feldstich (Bienen-/Wespengiftallergiker) 2111

Anzahl Patienten mit/ohne Stichreaktion 5/8

Verteilung bei Stichreaktion (Biene/Wespe) 0/5

Geschlecht (m/w) 4/9

Alter (Mittelwert in Jahren) 63 (48-76))
Gesamt-IgE (Median in kUA/I) 21,9 (5,2-112)
allergenspezifisches IgE (Median in kUA/I) 0,72 (0,01-8,59)
Zeitspanne nach Ende der AIT (Mittelwert in Jahren) 9 (5-12)

Schweregrad nach Ring u. Messmer

I 0

Il 8

11 5

v 0

Subgruppe ,,Wespengiftallergiker nach AIT* n=11 Spannweite
Geschlecht (m/w) 3/8

Alter (Mittelwert in Jahren) 62 (48-76)
Gesamt-IgE (Median in kKUA/I) 21,3 (5,2-112)
Ves v 5-spezifisches IgE (Median in kUA/I) 0,66 (0,01-8,59)
Zeitspanne nach Ende der AIT (Mittelwert in Jahren) 9 (5-12)
Schweregrad nach Ring u. Messmer

I 0

Il 7

1] 4

v 0

4.1.1 Einschlusskriterien

Die Diagnose einer Allergie vom Soforttyp auf Bienen- bzw. Wespengift musste auf
mehreren Kriterien basieren. Dazu gehdrte die Anamnese einer Anaphylaxie nach Sti-
chereignis sowie der Nachweis einer Sensibilisierung gegen Bienen- bzw. Wespengift
im PT oder Intrakutantest bzw. durch serologischen Nachweis Insektengift-spezifischer
IgE-AK.

Das Alter der Patienten musste zwischen 18 und 80 Jahren liegen und eine unter-

schriebene Zustimmungserklarung vorliegen.

4.1.2 Ausschlusskriterien
Bei Kontraindikationen fir die Durchfiihrung einer AIT mit Hymenopterengift wurden
Patienten nicht aufgenommen, ebenso Minderjahrige und nicht einwilligungsféhige Pa-

tienten.
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4.2 Allergenspezifische Inmuntherapie und Studiendesign

Alle untersuchten Patienten erhielten eine AIT entsprechend aktueller AWMF Leitlinie
(Pfaar et al. 2014). Die Einleitungsphase wurde nach einem Ultra Rush-Protokoll sta-
tionar in der Klinik fir Dermatologie und Allergologie des Universitatsklinikums Marburg
durchgefuhrt. Dabei wurden insgesamt 10 Injektionen nach dem in Abbildung 4 (A) ge-
zeigten Schema verabreicht. Wahrend der anschlieBenden Aufrechterhaltung erfolgte
die Behandlung ambulant, die Erhaltungsdosis wurde dabei am achten oder neunten
Tag sowie ca. drei Wochen nach Abschluss der Einleitung appliziert. Weitere Erhal-
tungsdosen folgten im Abstand von 4-6 Wochen. Die Behandlungen erfolgten mit Bie-
nen- bzw. Wespengift der Firma ALK-Abell6 (Hamburg). Die genauen Dosierungen
sind Tabelle 4 zu entnehmen.

Zur Sicherung des Therapieerfolgs wurde bei den Patienten nach durchschnittlich 17
Monaten eine Stichprovokation mit einem lebenden Insekt durchgefihrt. Im Falle einer

erneuten systemischen Reaktion wurde empfohlen, die Erhaltungsdosis zu erhéhen.
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Tabelle 4: Dosierungsschema des Ultra Rush-Protokolls. Dosierungsangaben der verwendeten Bie-
nen- bzw. Wespengiftpréparate gemaB Hersteller (ALK-Abell6, Hamburg) in standardisierten Qualitats
(SQ)-Einheiten (100 SQ-Einheiten = 100 ug Hymenopterengift).

Injektion Tag Stunden Dosierung
[SQ-Einheiten/Injektion]
10
100
1.000
10.000
20.000
40.000
60.000
80.000
100.000
100.000

t0
t0
t0
t0
t0
t1
t1
1
1
2

© 00N O~ WD =
)]
OO’)AI\)O“U.IOJI\)—‘O

-y
o

4.3 Serologische Diagnostik

4.3.1 Zeitpunkte der Probengewinnung

Blutproben wurden von den Patienten der Ultra Rush-Gruppe zu folgenden Zeitpunk-
ten jeweils vor der Injektion des Allergenpréparates abgenommen (Abb. 4 A):

UO0: vor Beginn der Therapie

U1: Tag 1 nach Einleitung der AIT

U2: Tag 2 nach Einleitung der AIT

U3: Tag 3 nach Einleitung der AIT (Entlassungstag der stationaren Aufdosierung)

U4: erste ambulante Erhaltungsdosis (Tag 8/9 nach Einleitung der AIT)

U5: zweite ambulante Erhaltungsdosis (etwa 3 Wochen nach Einleitung der AIT)

U6: vierte ambulante Erhaltungsdosis (etwa 11-12 Wochen nach Einleitung der AIT)

In der Stichprovokationsgruppe erfolgten Blutentnahmen unmittelbar vor (U7) und ei-
nen Tag nach der Stichprovokation (U8) sowie vor Gabe der jeweils nachsten Erhal-
tungsdosis (U9) nach 3-8 Wochen (Abb. 4 B).

Vom Patientenkollektiv ,Feldstich“ wurden einmalig 5-12 Jahre nach AIT Proben ent-

nommen (Querschnittsstudie; Abb. 4 C).

4.3.2 IgE-, 1gG- und IgG4-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der allergenspezifischen AK-Konzentrationen in den jeweiligen Se-
rumproben erfolgte unter Verwendung des Phadia ImmunoCap Systems (Thermo Fis-
her Scientific Inc.; Phadia AB, Freiburg) nach Herstellerangaben.
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4.3.3 Messung der Effekte blockierender Antikorper mit dem EliFAB Assay
4.3.3.1 Testprinzip

Analog zum IgE-FAB kann im EIiIFAB Assay der Einfluss eines potentiell blockierende
AK enthaltenden Testserums auf die IgE-Allergen-Komplexbindung durch CD23 erfasst
werden. IgE-Allergen-Komplexe werden auch hier durch Inkubation des Allergens mit
einem Indikatorserum gebildet, das hochaffine allergenspezifische IgE-AK enthalt.

Da der EIiIFAB Assay jedoch auf der Basis eines ELISA-Verfahrens beruht, wird bei
dieser Methode statt des Einsatzes von CD23-tragenden B-Zellen eine direkt mit CD23
beschichtete Reaktionsplatte eingesetzt. CD23 bindet selektiv IgE-Allergen-Komplexe,
welche nach schrittweiser Zugabe von biotinylierten IgE Detektions-AK, Streptavidin
und TMB Substrat photometrisch detektiert werden kénnen (Abb. 5).

Wie im IgE-FAB Assay wird die Messung eines Testserums in Relation zu der stattdes-
sen Medium enthaltenden Positivkontrolle gesetzt. Liegt eine blockierende Aktivitat
durch 1gG-AK im Testserum vor, ist die Absorption geringer gegentber der Positivkon-
trolle (in dieser sind keine blockierenden AK enthalten). Aus den Messwerten kann
dann eine Prozentzahl relativ zur auf 100 % normalisierten Positivkontrolle errechnet
werden. Die so generierten Prozentzahlen ermdéglichen einen Vergleich der Effektivitat
blockierender AK innerhalb des Therapieverlaufs oder zwischen verschiedenen Patien-
ten.

Um kleinere Messungenauigkeiten auszurdumen und eine direkte Bestatigung gemes-
sener Werte zu erlangen, wurde grundsétzlich mit Doppelansétzen gearbeitet und im

Anschluss das arithmetische Mittel der gemessenen Absorptionen bestimmit.

- R4g
Streptavidin 0 {3}{,

HRP
1 Substrat >

¢ g $.
biotinylierter IgE "
Detektionsantikorper
IgE-Allergen- \/L\ \/ L\ \/L\

Komplex

£ 222

&

Abbildung 5: Schematische Darstellung des EliFAB-Prinzips.
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4.3.3.2 Testdurchfuhrung

Protokoll modifiziert nach Shamiji et al. 2013:

1. Beschichten der Mikrotiter-Platte

1.1.

1.2.

50 pl CD23-Lésung in jedes well der Nunc Medi-Sorp 96-well Platte pipet-
tieren.
Die Platte mit einer Abdeckfolie versehen und lUber Nacht bei Raumtempe-

ratur inkubieren.

2. Herstellen der IgE-Allergen-Komplexe

2.1.

2.2.
2.3.

3. Blocken
3.1.

3.2.

3.3.

20 pl des IgE-reichen Serums (Indikatorserum) sowie 20 pl des Testse-
rums mit potentieller blockierender Aktivitat in eine separate 96-well-Rund-
boden-Platte pipettieren. Als Kontrolle wird statt Testserum 20 pl RPMI
verwendet.

5 ul der entsprechenden Allergenkonzentration hinzuftgen.

Allergen mit Serum fir 1 h bei 37 °C und 5 % CO: inkubieren.

mit BSA (direkt nach Schritt 2, da beide Platten gleichzeitig inkubieren)

Die mit CD23 beschichtete Platte 2x mit Waschpuffer waschen (200 pl pro
well).

Die Platte mit 200 ul Blockierungspuffer (1% BSA/PBS Ldsung) pro well
blocken.

Die Platte wieder mit der Abdeckfolie versehen und fur 1 h bei 37 °C und 5
% CO:z2 inkubieren.

4. IgE-Allergen-Komplexe in die CD23-beschichtete Platte tUbertragen

4.1.
4.2.

4.3.

Die mit CD23 beschichtete Platte 3x mit Waschpuffer waschen.

Die Lésung mit den IgE-Allergen-Komplexen auf die CD23-beschichtete
Platte Ubertragen. Darauf achten, dass die Lésung vollstédndig transferiert
wird.

Mit Abdeckfolie versehen und fur 1 h auf dem Ruttler mit ca. 600 U/min bei

Raumtemperatur inkubieren.

5. IgE-Antikérper Detektion

5.1.
5.2.

Die Platte 4x mit Waschpuffer waschen.
Den biotinylierten IgE-spezifischen Detektions-AK 1:1000 in 1% BSA/PBS

verdldnnen.
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5.8. 100 pl in jedes well pipettieren.
5.4. Mit Abdeckfolie versehen und fir 1 h auf dem Rduttler mit ca. 600 U/min bei

Raumtemperatur inkubieren.

6. Streptavidin-Peroxidase
6.1. Die Platte 5x mit Waschpuffer waschen.
6.2. Die Streptavidin-Peroxidase 1:1000 in 1% BSA/PBS verdlinnen.
6.3. 100 pl in jedes well pipettieren.
6.4. Mit Abdeckfolie versehen und fir 30 min auf dem Ruttler mit ca. 600 U/min

bei Raumtemperatur inkubieren.

7. Chromogenes Substrat (TMB)
7.1. Die Platte 6x mit Waschpuffer waschen.

7.2. 100 pl TMB Lésung in jedes well pipettieren.

7.3. Far ca. 10 min im Dunkeln reagieren lassen.

7.4. Die Reaktion mit 50 ul Stop Lésung (1,8 mol/L H2SO4) stoppen.

7.5. Die Platte bei 450 nm mittels Microplate Reader auslesen.
Anmerkung:

Die Entwicklungszeit bis zum Abstoppen der Reaktion ist abhangig vom verwendeten
Indikatorserum und sollte optimalerweise zwischen 5 und maximal 15 min liegen.

Hintergrund ist die nur zu Beginn proportional zur Entwicklungszeit ansteigende Ab-
sorption. Eine optimale Differenzierung der Absorptionen verschiedener wells ist nur in
der Zeit des proportionalen Anstiegs méglich. Als Richtwert wurde in dieser Arbeit eine

Absorption von ca. 1,5 (ODasonm) verwendet.

4.3.4 Depletion von IgG-Antikérpern

Um die direkten Auswirkungen und die Funktion von allergenspezifischen IgG-AK im
Patientenserum zu untersuchen, wurden diese unter Verwendung von Protein G Se-
pharose™ 4 Fast Flow der Firma GE Healthcare (Chalfont St. Chiles, GroBbritannien)
aus dem jeweiligen Patientenserum depletiert. Dieser Prozess umfasste mehrere
Durchgéange, wobei der Zeitpunkt der vollstandigen IgG-Depletion durch regelméaBige
Messung der AK-Konzentration bestimmt wurde. Im Folgenden ist das Protokoll des

Depletionsvorgangs aufgefuhrt:

1. Klemmschlauch auf Depletionssaulenspitze aufsetzen

2. 10 ml Bindungspuffer durchlaufen lassen
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Kurz vor Flussigkeitsoberflachenberihrung mit Membran abklemmen
0,5 ml Sepharose hinzugeben

5 ml Bindungspuffer langsam hinzugeben

Beads absetzen lassen (ca. 5 min)

Mit 10 ml Bindungspuffer nochmals vorsichtig nachspulen

Kurz vor Flussigkeitsoberflachenberihrung mit Sepharose Schlauch abklemmen

© © N o ok~ ©»

Serum hinzugeben

10. Saulenéffnung mit Deckel verschlieBen

11. Schlauch abnehmen, Saulenspitze mit Deckel verschlieBen

12. Die Saule auf dem Rollenmischgerat fir 4 h bei Raumtemperatur bzw. uber Nacht

bei 4 °C rotieren lassen (am besten in einem Falcon-Tube)

Weitere Durchgénge:
- Serum in Falcon-Tube durchlaufen lassen
- je 30 ml Elutionspuffer und Bindungspuffer durchlaufen lassen (kurz vorher
wieder abklemmen)

- Serum wieder hinzugeben und Schritt 10-12 folgen

Aufbewahrung:
- verwendete Saule nach durchgelaufenem Elutionspuffer und Bindungspuffer
mit 10 ml Bindungspuffer flllen und 0,01% Natriumacid (bei 10 ml Bindungspuf-
fer 50 ul 2%-ige Natriumacidlésung) hinzufligen

- in Falcon Tube bei 4 °C aufbewahren

Reinigung:
- zur Entfernung von Lipid- und Proteinrickstanden (,weiBe Flocken®) 10 ml
Waschpuffer durch die Saule laufen lassen

- sofort komplettes Volumen mehrmals mit Bindungspuffer aufflillen und durchlau-

fen lassen

4.4 Statistik

Die erhobenen AK-Konzentrationen sowie die Inhibition der Bindung von Allergen-IgE-
Komplexen im EliIFAB wurden aufgrund der nicht-parametrischen Verteilung als Median
+ Spannweite dargestellt. Zur graphischen Veranschaulichung der Verteilung dieser
Daten wurden Box-Whisker-Plots verwendet. Dabei gibt die Box den Bereich an, in

welchem 50 % der Daten liegen. Sie wird durch das obere 75 %-Quartil und das untere
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25 %-Quartil begrenzt. Der Median wird als durchgangiger Balken innerhalb der Box
représentiert. Die obere und untere Spannweite des Plots umfasst jeweils 25 % der
Werte. Werte, die weiter als 1,5 Boxlangen unterhalb des 25 %-Quartils bzw. oberhalb
des 75 %-Quartils liegen, stellen statistische AusreiBer dar, welche durch offene Kreise
(°) gekennzeichnet werden. Bei Extremwerten (*) handelt es sich um Daten, die mehr
als drei Boxlangen unterhalb des 25 %-Quartils bzw. oberhalb des 75 %-Quartils lie-
gen.

Fir den Vergleich ungepaarter Proben wurde der Mann-Whitney-U-Test angewandt. P-
Werte kleiner 0,05 wurden dabei als statistisch signifikant angesehen.

Um die Berechnung von IgE/IgG4-Quotienten zu ermdglichen, wurden die im Immu-
noCap gemessenen Null-Werte durch 0,01 mgA/l ersetzt. Hintergrund ist der niedrigste
fir die Messung von allergenspezifischem IgG4 validierte Messwert von 0,01 mgA/l.
Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der Statistik- und Analyse-Pro-

gramme GraphPad Prism und SPSS.
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5 Ergebnisse

5.1 Etablierung des EIliIFAB

Um die einzelnen Komponenten des Verfahrens zu testen, wurde der EliIFAB Assay
zunéchst fir das Majorallergen der Birke, Bet v 1, etabliert. Hintergrund ist die bereits
erfolgreiche Etablierung und Anwendung des Assays fir Bet v 1 durch Shamiji et al.
(2013). Dabei wurde wie bei Shamiji et al. beschrieben eine CD23-Konzentration von
12,5 pug/ml verwendet.

5.1.1 Screening fir geeignete Indikatorseren und Bestimmung der optima-
len Allergenkonzentration

5.1.1.1 Bet v 1

Beim Test mehrerer Seren untherapierter Birkenpollenallergiker mit unterschiedlich ho-
her Bet v 1-spezifischer IgE-Konzentration zeigte sich, dass die fur die Verwendung im
Assay noétige mdglichst hohe IgE-Allergen-Komplexbildung nicht in direktem Zusam-
menhang mit der Menge allergenspezifischer IgE-AK steht. Am effektivsten wurden
IgE-Allergen-Komplexe im Serum eines Patienten mit einer spezifischen IgE-Konzen-
tration von 60,3 kU/I gebildet, sodass sich fir diese Konzentration die h6chste gemes-
sene Absorption im Assay ergab (Abb. 6 A). Bei der Testung eines weiteren Serums mit
héherer IgE-Konzentration zeigte sich hingegen eine niedrigere IgE-Allergen-Komplex-
bindung.

Trotzdem scheint eine Mindestkonzentration allergenspezifischer IgE-AK nétig zu sein,
da weitere Screening-Versuche zeigten, dass Absorptionen uber der Negativkontrolle
nur bei zwei von sieben Seren gemessen werden konnten (Abb. 6 B). Das Serum mit
der héchsten Absorption wies dabei eine Bet v 1-spezifische IgE-Konzentration von
80,15 kUA/I auf. Trotz einer &hnlich hohen IgE-Konzentration konnte in einem weiteren
Serum nur eine deutlich geringere IgE-Allergen-Komplexbildung und damit eine niedri-
gere Absorption im Assay gemessen werden. Die Ubrigen Patienten wiesen Bet v 1-
spezifische IgE-Konzentrationen zwischen 26,1 und 54,2 kUA/I auf, wobei im Assay
lediglich Absorptionswerte auf Niveau der Negativkontrolle beobachtet werden konnten
(Abb. 6 B).
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Abbildung 6: Vergleich potentieller Indikatorseren im Bet v 1-spezifischen EIiFAB. Bei einem ersten
Vergleich von drei Patientenseren, die sich in ihrer Bet v 1-spezifischen IgE-Konzentration um jeweils
etwa 30 kUA/I unterschieden, zeigte das Testserum mit einer IgE-Konzentration von 60,3 kUA/I die
hoéchste Absorption und damit die beste Eignung flir den EIIFAB Assay (A). Trotz der mit 89,8 kUA/I
deutlich héheren Bet v 1-spezifischen IgE-Konzentration wies das Vergleichsserum eine geringere
Absorption auf. Der Vergleich mehrerer potentieller Indikatorseren im EIiIFAB erwies sich an dieser Stelle
als unerlasslich. Bei der Auswahl der potentiellen Indikatorseren war es zudem sinnvoll, eine
Mindestkonzentration allergenspezifischen IgEs zu beriicksichtigen. So zeigten alle getesteten Seren mit
einer Bet v 1-spezifischen IgE-Konzentration unter 60 kUA/I keine ausreichenden Absorptionswerte im

EliFAB (B).

Neben der Komplexbildung von Serum und Allergen wurde im Folgenden auch der
Einsatz von Plasma statt Serum im EIiIFAB Assay Uberprift (Abb. 7 A). Dabei lieB sich
ein deutlicher Unterschied zwischen Serum- bzw. Plasmaproben desselben Patienten
feststellen. So zeigten Plasmaproben bei gleichen Allergenkonzentrationen eine deut-
lich niedrigere IgE-Allergen-Komplexbindung als Serumproben. Aus diesem Grund
wurde von einer Verwendung von Indikatorplasma in weiteren Versuchen abgesehen.

Bezlglich der einzusetzenden Allergenmenge lieB sich fur Bet v 1 eine optimale Kon-
zentration von 2,5 pg/ml ermitteln. Bei dieser Konzentration zeigte sich die héchste
IgE-Allergen-Komplexbindung (Abb. 7 B). Des Weiteren wurde die Entwicklungszeit
der Platte bis zum Abstoppen der Farbreaktion angepasst. Sie betrug beim hier ver-

wendeten Indikatorserum 8 min (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 7: Vergleich von Indikatorserum und Indikatorplasma sowie optimale
Allergenkonzentration im Bet v 1-spezifischen EIiFAB. Im direkten Vergleich zeigt der Einsatz von
Indikatorplasma und -serum derselben Blutprobe eine groBe Differenz in der jeweiligen gemessenen
Absorption (A). Als optimale Bet v 1-Konzentration erwiesen sich fiir das in dieser Arbeit verwendete
Indikatorserum 2,5 pg/ml (B). Die angegebenen Standardabweichungen reprasentieren Inter-Assay

Abweichungen von zwei unabhéngigen Messungen.

5.1.1.2 Apim 1

Auf die Erkenntnisse aus der Etablierung des Bet v 1-spezifischen EliFAB Assays auf-
bauend, wurde mit der Entwicklung des Assays fur die Hymenopterengiftallergene Api
m 1 (Bienengift) und Ves v 5 (Wespengift) begonnen. Als potentielles Indikatorserum
fir den Api m 1-EIiIFAB wurde das Serum eines Bienengiftallergikers getestet, das ei-
nen Api m 1-spezifischen IgE-Wert von 289,5 kUA/I aufwies. Entgegen der Erwartun-
gen konnte jedoch im Assay keine Absorption und damit IgE-Allergen-Komplexbindung
gemessen werden, die sich von der Negativ-Kontrolle (kein Allergen wird hinzugeflgt)
unterscheiden lie3 (Abb. 8 A).

Aufgrund der Vermutung, dass die Ursache in potentiell blockierenden allergenspezifi-
schen IgG-Antikérpern im Serum bestand, wurde das enthaltene IgG vollstandig mittels
Protein-G-Sepharose depletiert (Tabelle 5). Bei Verwendung des depletierten Serums
im Assay bestétigte sich diese Vermutung. Die Komplexbildung und -bindung von Api
m 1-spezifischem IgE und Allergen durch CD23 wurde nicht weiter beeinflusst und es
konnte fur den Api m 1-EliFAB eine optimale Allergenkonzentration von 1 pg/ml ermit-
telt werden (Abb. 8 B). Die Entwicklungszeit wurde auf 6 min angepasst (Daten nicht

gezeigt).
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Tabelle 5: Api m 1-spezifische Antikérper (AK)-Konzentrationen vor und nach Depletion von IgG.
Nach insgesamt 9 Depletionsvorgéangen war kein Api m 1-spezifisches IgG mehr nachzuweisen. Gleichzei-
tig zeigte sich auch ein Riickgang der Api m 1-spezifischen IgE-Konzentration im Serum. Ursache fur die-
sen mit jedem Depletionsvorgang zunehmenden unspezifischen Verlust sind u.a. Dilutionseffekte der Puf-
ferlésungen und unspezifische Bindung von IgE-AK. Trotzdem konnte eine hohe Api m 1-spezifische IgE-

Konzentration erhalten werden.

vor Depletion nach Depletion
slgE Apim 1 287,5 kKUA/I 195,6 kUA/I
slgG Apim 1 70,2 mgA/l nicht nachweisbar
slgG4 Api m 1 >30 mgAl/l nicht nachweisbar
A B
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Abbildung 8: EliFAB-Absorptionswerte eines potentiellen Api m 1-Indikatorserums vor und nach

Depletion von allergenspezfischem IgG.

Ein mit einer Api m 1-spezifischen IgE-Konzentration von 287,5 kUA/I potentiell geeignetes
Indikatorserum zeigte im EIIFAB keinen Unterschied zur Negativkontrolle. Die angegebenen
Standardabweichungen représentieren Inter-Assay Abweichungen von zwei unabh&ngigen Messungen
(A). Nach Depletion samtlicher IgG-Antikdrper konnte im EIIFAB eine sich deutlich von der

Negativkontrolle abhebende Absorption detektiet werden (B). Als optimale Api m 1-Konzentration erwies

sich 1 pg/ml.

5.1.1.3Vesv5

Auch beim Test eines potentiell geeigneten Indikatorserums fur den Ves v 5-EIliIFAB mit
einer spezifischen IgE-Konzentration von 464 kUA/I (freundlicherweise zur Verfligung
gestellt von Prof. Dr. Thilo Jakob, Klinik fur Dermatologie und Allergologie, Justus-Lie-
big-Universitat GieBen) konnte keine IgE-Allergen-Komplexbindung detektiert werden.
Analog zu den Erkenntnissen der Versuche mit Api m 1 (vgl. 5.1.1.2) war es jedoch

durch die Depletion der IgG-AK mdglich, eine deutliche IgE-Allergen-Komplexbindung

38



auszulésen (Tabelle 6 und Abb. 9). Die optimale Konzentration von Ves v 5 konnte f(ir
dieses Indikatorserum mit 3 pg/ml ermittelt werden (Abb. 9).

Da die IgE-Allergen-Komplexbindung im hier verwendeten Indikatorserum geringer
ausfiel, ergab sich mit 15 min auch eine langere Entwicklungszeit (Daten nicht

gezeigt).

Tabelle 6: Ves v 5-spezifische Antikdrperkonzentrationen vor und nach Depletion von IgG. Die voll-
sténdige Depletion von IgG-AK fiihrte auch hier zu einem gewissen Verlust an IgE-AK (vgl. Tabelle 5). Es

wurden 7 Depletionsvorgénge durchgefihrt.

vor Depletion nach Depletion
sIgE Ves v 5 464 kUA/ 100,2 KUA/I
slgG Ves v 5 9,09 mgA/l nicht nachweisbar
slgG4 Vesv 5 1,01 mgAl/l nicht nachweisbar
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Abbildung 9: EliFAB-Absorptionswerte eines potentiellen Ves v 5-Indikatorserums vor und nach
Depletion von allergenspezifischem IgG. Erst nach vollstandiger Depletion allergenspezifischen IgGs
wurde eine sich deutlich von der Negativkontrolle abhebende Absorption gemessen. Die optimale
Allergenkonzentration des Ves v 5-spezifischen EliFAB lag im Fall des hier verwendeten Indikatorserums

bei 3 pg/ml.

5.1.2 Validierung der allergenspezifischen Assays

5.1.2.1 Api m 1-EliFAB

Um die Validitat des Api m 1-spezifischen EliFAB Assays zu prifen, wurden die Seren
funf gesunder Kontrollen ohne Nachweis Api m 1-spezifischer IgE-AK als Testseren

herangezogen. Dabei zeigte sich eine durchgehende Ubereinstimmung mit der Positiv-

kontrolle, die Abweichungen betragen durchschnittlich 3,97 % (Abb. 10 A).
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5.1.2.2 Ves v 5-EliFAB

Die gleichen funf gesunden Kontrollen, bei denen auch keine Ves v 5-spezifischen IgE-
AK nachweisbar waren, wurden zur Validierung des Ves v 5-spezifischen EIiFAB her-
angezogen. Auch hier konnte trotz kleiner Abweichungen von der Positivkontrolle
(durchschnittlich 7,98 %) keine blockierende Aktivitat detektiert werden (Abb. 10 B).
Der Ves v 5-spezifische EliFAB Assay ist somit zur Messung allergenspezifischer blo-

ckierender Aktivitat geeignet.
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Abbildung 10: Validierung der allergenspezifischen EIiIFAB Assays durch fiinf nicht-atopische

Kontrollen. Die Abweichungen zur Positivkontrolle (RPMI statt Testserum) betragen durchschnittlich 3,97

% im Api m 1-spezifischen EIliIFAB (A) sowie 7,98 % im Ves v 5-spezifischen EIiIFAB (B).

5.1.3 Blockierende Aktivitat vor und unter allergenspezifischer Inmunthe-
rapie bei Birkenpollenallergikern

Stichprobenartig wurden die Testseren von zwei Birkenpollenallergikern ausgewéhlt
und die blockierende Aktivitat zum Zeitpunkt mO (vor AIT mit Birkenpollenextrakt) sowie
m36 (nach 36 Monaten AIT) mit dem EIiIFAB Assay gepruft (Abb. 11 A). Dabei zeigte
sich zum Zeitpunkt mO keine Einschréankung der Bildung von IgE-Bet v 1-Komplexen
im Sinne blockierender Aktivitat. Im Vergleich zur Positivkontrolle konnte eine ahnliche
Zahl von gebundenen IgE-Bet v 1-Komplexen beobachtet werden. Zum Zeitpunkt m36
hingegen lie sich eine deutliche Minderung der gebundenen IgE-Bet v 1-Komplexe

feststellen. Die blockierende Aktivitdt hat dabei unter der Therapie um durchschnittlich

54,82 % zugenommen.
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Diese Beobachtung entspricht den Ergebnissen einer vorangegangenen Studie mit ei-
nem deutlich gr6Beren Kollektiv von Pollenallergikern, die gegenuber Lieschgraspollen
sensibilisiert waren (Shamiji et al. 2013). Gleichzeitig stimmt die EliFAB-Messung auch
mit zuvor im IgE-blocking factor Assay bzw. dem Goldstandard IgE-FAB Assay ermittel-

ten Daten der gleichen Patienten tUberein (Abb. 11 B).
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Abbildung 11: Blockierende Aktivitdt in zwei Birkenpollenallergikerseren vor und nach
allergenspezifischer Immuntherapie (AIT). Als Folge der AIT kam es bei den beiden ausgewa&hlten
Birkenpollenallergikern zu einer Reduktion der Bindung von IgE-Allergen-Komplexen durch CD23 von
durchschnittlich 54,82 % (A). Diese Ergebnisse entsprechen den Messungen mit dem IgE-blocking factor
Assay bzw. dem Goldstandard IgE-FAB Assay. Dargestellt ist die mit allen drei Assays erfasste

reprasentative Entwicklung blockierender Aktivitat bei einem der beiden Patienten (B).

5.2 EliFAB-Messung der Patientenkollektive der Bienen- und

Wespengiftallergiker

5.2.1 Blockierende Aktivitat im friihen Verlauf der allergenspezifischen
Immuntherapie

Bereits wenige Tage nach Beginn der Einleitungsphase der AIT mit Bienen- bzw. Wes-
pengift konnte im EIiIFAB Assay eine Verénderung der blockierenden Aktivitat in den
Patientenseren detektiert werden. So zeigte sich teilweise schon in nach acht Tagen

gewonnenen Serumproben eine verminderte IgE-Allergen-Komplexbindung im EIiFAB.
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Bei allen Patienten fand sich dieser Effekt spatestens in drei Wochen nach Einleitung
der AIT gewonnenen Proben (Abb. 12 A).

Um eine Vergleichbarkeit der Veranderung blockierender Aktivitdt zwischen verschie-
denen Patienten zu ermdglichen, wurde die Absorption der jeweils ersten gemessenen
Probe (Zeitpunkt UO, vor Therapie) auf 100 % gesetzt. Auf diesen Ausgangswert bezo-
gen zeigte sich 3 Wochen nach AlT-Beginn im Median eine Zunahme der blockieren-
den Aktivitat um 73,07 %.

Bei der direkten Gegeniberstellung der gemessenen Absorptionen von Bienen- und
Wespengiftallergikern stellte sich ein erheblicher Unterschied in der Auspréagung der
blockierenden Aktivitat vor Einleitung der AIT dar. So wiesen die Bienengiftallergiker
des Ultra Rush-Kollektivs bereits vor Therapie eine erheblich héhere blockierende Akti-
vitdt als die gegenuber Wespengift sensibilisierten Patienten dieses Kollektivs auf
(Abb. 13). Trotz der bereits sehr hohen blockierenden Aktivitat vor der Einleitung konn-
te im zeitlichen Verlauf eine weitere Steigerung beobachtet werden. Prozentual ent-
sprechen diese Veradnderungen bei Bienengiftallergikern sogar denen bei Wespengift-
allergikern. Dieser Zusammenhang wird in Abbildung 12 (A) verdeutlicht, in der die
gemessene Absorption der jeweils vor Therapie gewonnenen Probe auf 100 % gesetzt
wurde. Sowohl bei Bienen- als auch bei Wespengiftallergikern zeigte sich spatestens in
der Serumprobe 3 Wochen nach Beginn der AIT eine prozentual vergleichbare Ab-
nahme der Bindung von IgE-Allergen-Komplexen im EIiFAB.

Beim Vergleich der Verlaufe von allergenspezifischer IgG4-Konzentration und den Er-
gebnissen des EIiFAB zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen der Anzahl gebun-
dener IgE-Allergen-Komplexe im allergenspezifischen EIliFAB und der allergenspezifi-
schen 1gG4-Konzentration (Abb. 12 B). Im Beobachtungszeitraum fand also ein gleich-

zeitiger Anstieg von IgG4-Konzentration und blockierender Aktivitat im Serum statt.
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Abbildung 12: Inhibition der Bindung von IgE-Allergen-Komplexen durch CD23 und
allergenspezifische IlgG4-Konzentration im friihen Verlauf der allergenspezifischen Immuntherapie
(AIT). Die jeweils vor Beginn der Therapie bestimmte blockierende Aktivitét ist auf 100 % gesetzt. Im
Verlauf I&sst sich so eine therapiebedingte Erhéhung der blockierenden Aktivitét friihestens ab dem 8./9.
Tag nach Einleitung der AIT beobachten (A). In 3 Wochen nach Beginn der AIT gewonnenen
Serumproben zeigte sich im Median bereits eine Reduktion der gebundenen IgE-Allergen-Komplexe um
73,07 %. Es besteht eine inverse Korrelation zwischen der Anzahl gebundener IgE-Allergen-Komplexe im
allergenspezifischen EliFAB und der im Serum gemessenen allergenspezifischen IgG4-Konzentration (B).

Dargestellt sind die Messergebnisse eines reprasentativen Patienten.
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Abbildung 13: Unterschiede in der Ausprégung blockierender Aktivitédt in Seren Api m 1- bzw. Ves
v 5-allergischer Patienten im frilhen Verlauf der allergenspezifischen Immuntherapie (AIT). Bei
Bienengiftallergikern zeigte sich bereits vor Beginn der AIT eine sehr hohe blockierende Aktivitat, die
unter Therapie noch zunahm (A). Dementgegen wiesen die gegeniliber Wespengift sensibilisierten
Patienten vor Therapie kaum oder gar keine blockierende Aktivitat auf (B). Prozentual konnten &hnlich

hohe Veradnderungen blockierender Aktivitat in den beiden Kollektiven beobachtet werden (vgl. Abb. 12).

5.2.2 Blockierende Aktivitat vor Therapie

Um die vor Einleitung einer Ultra Rush-AIT im EIiIFAB beobachteten Unterschiede zwi-
schen Bienen- und Wespengiftallergikern in einem gréBeren Kollektiv zu prifen, wur-
den zehn weitere Probanden mit Bienengift- und neun weitere mit Wespengiftallergie
untersucht. Zusammen mit den vor Einleitung der AIT im Ultra Rush-Kollektiv gewon-
nenen Proben bilden sie die Patientenkollektive ,Bienengiftallergiker vor AIT* bzw.

~Wespengiftallergiker vor AIT“ (vgl. Abb. 4).
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Die in der Folge im EliIFAB gewonnenen Ergebnisse bestatigten, dass in Patientense-
ren von Api m 1-Allergikern im Vergleich zu Ves v 5-Allergikern eine wesentlich gerin-
gere IgE-Allergen-Komplexbildung ausgelést werden konnte. Dies weist auf eine AlT-
unabhangige vorbestehende blockierende Aktivitdt bei den Bienengiftallergikern hin
(Abb. 14). Dementgegen konnte in den Testseren der gegenulber Ves v 5 sensibilisier-
ten Patienten nahezu keine blockierende Aktivitat vor Therapie nachgewiesen werden.

Die Analyse der jeweiligen Sozialanamnese zeigte diesbezlglich, dass nahezu alle
gegenuber Api m 1 sensibilisierten Patienten beruflich oder in Form einer Freizeitaktivi-
tat der Imkerei nachgingen bzw. in unmittelbarer Umgebung von Imkern lebten (Tabelle
3), was mit einer héheren Zahl an (oft regelméBigen) Stichereignissen einherging. Auf

diesen Zusammenhang wird in Kapitel 6.2.2 ndher eingegangen.
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Abbildung 14: Ausprédgung blockierender Aktivitdt in Seren Api m 1- bzw. Ves v 5-allergischer
Patienten vor Beginn der allergenspezifischen Immuntherapie (AIT). Vor Einleitung der AIT zeigte
sich bei den eingeschlossenen Wespengiftallergikern im EliFAB eine signifikant héhere Zahl gebundener

IgE-Allergen-Komplexe im Vergleich zu den Bienengiftallergikern.

5.2.3 Blockierende Aktivitit vor und nach Stichprovokation unter AIT

Zum Zeitpunkt der durchschnittlich 17 Monate nach Einleitung der AIT durchgeflihrten
Stichprovokation zeigte sich in den Patientenseren eine ausgeprégte blockierende Ak-
tivitat (Abb. 15). Von den insgesamt 20 analysierten Seren (14 Ves v 5-, 6 Api m 1-sen-
sibilisierte Patienten) fielen jedoch zwei durch keine im EIIFAB Assay detektierbare
blockierende Aktivitat auf. Trotzdem konnte bei keinem Patienten durch die Stichprovo-
kation eine allergische Reaktion ausgeldst werden, sodass bei allen Patienten auf eine

Toleranzinduktion geschlossen wurde.
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Weder einen Tag noch 3-8 Wochen nach Stichprovokation konnten signifikante Veran-
derungen der blockierenden Aktivitét im Vergleich zu den Werten vor Stichprovokation
festgestellt werden (Abb. 15).
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Abbildung 15: Anzahl an CD23 gebundener IgE-Allergen-Komplexe unmittelbar vor (U7), einen Tag
(U8) und 3-8 Wochen im Verlauf (U9) nach Stichprovokation. Infolge der allergenspezifischen
Immuntherapie zeigte sich bereits zum Zeitpunkt der Stichprovokation eine sehr geringe Bindung von
IgE-Allergen-Komplexen durch CD23. Dieses Niveau blieb unmittelbar nach der Stichprovokation sowie

im weiteren Verlauf unverandert.

5.2.4 Quantitative und qualitative Veranderungen der spezifischen humo-
ralen Komponenten infolge der allergenspezifischen Immuntherapie

Um einen Uberblick der langfristigen Auswirkungen der AIT auf die humorale Kompo-
nente des Immunsystems von Hymenopterengiftallergikern zu erhalten, wurden aus
der Gesamtheit der Wespengiftallergiker die drei Kollektive ,Wespengiftallergiker vor
AITY, ,unter AIT* (Zeitpunkt der Stichprovokation) und ,nach AIT* (5-12 Jahre nach
Ende der Therapie) gebildet (vgl. Tabelle 3). Neben Veranderungen der Ves v 5-spezi-
fischen Konzentrationen von IgE und IgG4 konnte in der Folge auch die H6he der blo-
ckierenden Aktivitat zu allen drei Zeitpunkten bestimmt werden.

Dabei zeigte sich im Kollektiv der Wespengiftallergiker, deren AIT bereits vor 5-12 Jah-
ren abgeschlossen war, eine signifikant niedrigere Konzentration des Ves v 5-spezifi-
schen IgEs verglichen mit Messwerten bei Patienten vor Beginn der AIT (Abb. 16 A).
Als Zeichen einer effektiven Therapie fanden sich unter AIT signifikant hdhere Werte
der Ves v 5-spezifischen IgG4-AK (Abb. 16 B). Beim Patientenkollektiv nach AIT unter-
schied sich diese Konzentration jedoch nicht mehr signifikant vom Niveau von Patien-
ten vor Therapie. Ferner konnten therapiebedingt geringere allergenspezifische IgE/

IgG4-Quotienten beobachtet werden (Abb. 16 C). Diese zeigten sich im Gegensatz zu
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den jeweiligen Konzentrationen von allergenspezifischem IgE und IgG4 noch Jahre
spater signifikant reduziert.

In gleicher Art wie die allergenspezifischen IgG4-Konzentrationen verhielt sich die Aus-
bildung blockierender Aktivitat in den Patientenseren (Abb. 17). So konnte eine signifi-
kante Erh6hung blockierender Aktivitat wahrend der AIT gemessen werden. Bei Patien-

ten 5-12 Jahre nach Ende der AIT war diese im Median jedoch nicht mehr nachweisbar
(Abb. 17 A).
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Abbildung 16: Quantitative humorale Veranderungen unter allergenspezifischer Imnmuntherapie
(AIT). Langfristig vermindert die AIT allergenspezifisches IgE in Patientenseren (A). Unter der Therapie
kommt es zudem zur Ausbildung allergenspezifischer IgG4-Antikérper, durchschnittlich neun Jahre nach
Ende der AIT ist dieser Effekt jedoch nicht mehr signifikant nachweisbar (B). Es resultiert allerdings ein

auch Jahre nach AIT noch feststellbarer verminderter allergenspezifischer IgE/IgG4-Quotient (C).

£ __p=0004 oo [@ wrar
g E .O Q  wnteraT
O 1507 o o nach AIT
H g (b —O
120
§0 9 o
€ < O
éwo— ° é ©
i o © O
Q o
8 3 o © o
o o
£ O
5 . 5 O @ ©
X 50 X
: L A ®
Q @
& ® ® o @)
2 2
o 0 w0
vorIAFT ume'v AIT nacf‘\ AIT 6 1 10
(n=14) (n=14) (n=11)

Ves v 5-spezifisches 1gG4 [mgA/l]

Abbildung 17: Qualitative humorale Verdnderungen unter allergenspezifischer Immuntherapie
(AIT). Unter AIT kommt es zur Ausbildung einer starken Inhibition der Bindung von IgE-Allergen-
Komplexen (A). Das Niveau blockierender Aktivitdt durchschnittlich neun Jahre nach Therapie
unterscheidet sich jedoch nicht signifikant von Messwerten vor Therapie. Die Darstellung der Messdaten
der einzelnen Patienten aller drei Kollektive verdeutlicht die geringen Unterschiede in blockierender

Aktivitat und Ves v 5-spezifischer IgG4-Konzentration zwischen Patienten vor AIT und 5-12 Jahre nach
Ende der AIT (B). Dementgegen lassen sich Patienten unter AIT anhand erhdhter blockierender Aktivitat

und Ves v 5-spezifischer IgG4-Konzentration abgrenzen (two-tailed Spearman's rank correlation

coefficient: rs = -0.611, P < 0.0001).
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5.2.5 Stichreaktionen nach Feldstich

Das Patientenkollektiv ,Feldstich“ beinhaltete Patienten, die nach Ende der AIT erneut
von dem urspringlich allergieauslésenden Insekt gestochen worden waren (vgl. Tabel-
le 3). Diese wurden auf mégliche Unterschiede zwischen erneut allergisch reagieren-
den und gegenlber dem Feldstich nach wie vor toleranten Patienten untersucht. Hier-
fir wurde die blockierende Aktivitat der jeweiligen Seren im Api m 1- bzw. Ves v 5-spe-
zifischen EliIFAB Assay gemessen. Bei den einen Feldstich ohne systemische Reaktion
tolerierenden Patienten zeigte sich dabei im Vergleich der jeweiligen Mediane eine
niedrigere Zahl gebundener IgE-Allergen-Komplexe, was auf eine héhere blockierende
Aktivitat in diesem Teil der Gruppe schlieBen lasst (Abb. 18). Aufgrund der geringen
Patientenzahl war eine statistische Auswertung jedoch nicht mdglich.

An dieser Stelle ist zudem anzumerken, dass die im Kollektiv ,Feldstich eingeschlos-
senen Wespengiftallergiker nicht alle ausschlieBlich gegenuber Ves v 5 sensibilisiert
sind. Bei drei Patienten, darunter zwei, die einen Feldstich nicht tolerierten, konnte an-
hand der spezifischen IgE-Konzentrationen eine vermehrte Sensibilisierung gegenliber
dem zweiten Majorallergen der Wespe, Ves v 1, gefunden werden (Tabelle 7).
Detaillierte Ergebnisse der Patientenbefragung bei erlebten Feldstichen sowie die mit
dieser Form der Datenerhebung einhergehenden Einschrédnkungen der Objektivitat

zeigt Tabelle 8 auf.
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Abbildung 18: Inhibition CD23-gebundener IgE-Allergen-Komplexe bei Toleranz und fehlender Tole-
ranz eines Feldstichs. Im Serum der den Feldstich ohne systemische Reaktion tolerierenden Patienten
zeigt der berechnete Median eine héhere blockierende Aktivitat. Rot markiert sind Wespengiftallergiker mit
einer moglichen klinisch relevanten Sensibilisierung gegenuber Ves v 1, welche aus den allergenspezifi-

schen IgE- bzw. IgG4-Konzentrationen hervorgeht (vgl. Tabelle 7).
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Tabelle 7: Allergenspezifische Antikérper(AK)-konzentrationen des Kollektivs ,,Feldstich“. Die Spal-
te ,EliIFAB” enthalt die prozentuale Anzahl CD23-gebundener IgE-Allergen-Komplexe in Relation zur Posi-
tivkontrolle. Gelb markiert sind die drei mdglicherweise isoliert gegenliber Ves v 1 immunologisch reagie-
renden Patienten. Grund fur diese Annahme sind erhéhte Ves v 1-spezifische IgE- und IgG4-AK, wéhrend
die jeweiligen Ves v 5-spezifischen AK-Konzentrationen nach den Kriterien des ImmunoCap unterhalb der

klinisch relevanten Grenze liegen.

Wespengiftallergiker
Patient Stichreaktion EIiFAB (%) slgEVesv5 silgEVesv1 slgG4Vesv5 sigG4 Vesv1

(KUATI) (KUAT) (mgAll) (mgAll)
P3 ja 132 0,01 0,52 0,08 0,81
P5 ja 73 0,05 4 0 8,56
P23 ja 115 0,33 0,22 0,92 1,28
P35 ja 51 0,5 0,55 0 0,12
P57  ja 5 2,2 0,07 0,5 0,45
P4 nein 149 0,66 1,33 0,64 1,36
P9 nein 51 2,37 1,1 0,62 3,69
P26 nein 58 8,59 0,76 6,35 0,72
P29 nein 37 1,43 0,48 1,46 0,87
P52  nein 9 0,72 0,79 3,53 1,72
P53 nein 135 0,08 0,8 0 0,55

Bienengiftallergiker

. . . . o slgE Apim1 slgG4 Apim 1
Patient Stichreaktion EIiFAB (%) (KUAJI) (mgAl)
P28 nein 4 2,01 0,3
P50 nein 22 3,24 1,48

Tabelle 8: Patientenangaben zu Stichreaktionen bei Feldstichen nach abgeschlossener allergen-
spezifischer Immuntherapie. Aufgrund der subjektiven Angaben ist bei Patient 23 eine psychogene Ur-
sache der Symptome nicht auszuschlieBen. Bei Patient 57 kénnte eine klinisch relevante Sensibilisierung

gegenlber einem unbekannten Insekt die fehlende Toleranz von Wespenstichen hervorgerufen haben.

Patient Allergie- Feldstich sichere Symptome Notfall-Set  Arztliche
auslosende durch Identifikation eingesetzt Behandlung
Hymenop- (Anzahl der des Insekts
terenart Stiche)
P3 Wespe Wespe ja grof¥flachige Schwellung ja (nur 2.
(2 bei 2 (>10cm), Schwindel, Stich)
Ereignissen) Ubelkeit,
Atemschwierigkeiten
P5 Wespe Wespe ja grof¥flachige Schwellung Klinik bzw.
(2 bei 2 (>10cm), Urtikaria, Hausarzt
Ereignissen) Schwindel. Ubelkeit/
Atemschwierigkeiten/
Herzrasen,
Bewusstlosigkeit (nur
bei 1. Stich)
P23 Wespe Wespe ja grof¥flachige Schwellung ja ja
(10 bei 1 (>10cm), Schwindel
Ereignis)
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P35 Wespe Wespe ja Schwindel, Harn- und ja ja
(2 bei 1 Stuhldrang, Ubelkeit/
Ereignis) Atemschwierigkeiten/
Herzrasen
P57 Wespe méglicher- ja Schwindel, Ubelkeit, ja ja
weise Herzrasen,
andere Art, Bewusstlosigkeit
unbekannt
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6 Diskussion

6.1 Etablierung des EliFAB Assays

Die spezifischen humoralen Komponenten als Teil der immunmodulatorischen Wirkung
der AIT ruckten bereits frih ins Zentrum intensiver Forschungsbemihungen. Zahlrei-
che Studien konnten jedoch keine Korrelation quantitativer AK-Konzentrationen und
klinischer Parameter finden (Bodtger et al. 2005, Ewan et al. 1993, Lerch und Miller
1998, Muller et al. 1989). In den letzten Jahren hat sich insbesondere durch die Eta-
blierung des IgE-FAB Assays eine neue Theorie durchgesetzt. So postulierten Wach-
holz und Durham, dass diese neue qualitative Messung von Effekten blockierender AK
gréBere Relevanz bei der Korrelation mit klinischen Erfolgsparametern zeige (Wach-
holz und Durham 2004). Tatséachlich bestatigen erste Ergebnisse von Studien mit Gra-
serpollenallergikern diese These, woraus vielversprechende Mdglichkeiten fur die Su-
che nach einem Erfolgsparameter der AIT erwachsen. Ein solcher Erfolgsparameter ist
insbesondere fur Hymenopterengiftallergiker von groBer Bedeutung. Hier kdnnen bis-
her nur eine Stichprovokation oder ein Feldstich Aufschluss Uber den aktuellen Schutz
vor einer systemischen Reaktion geben.

Wahrend eine wachsende Zahl von Studien unter Einsatz des IgE-FAB Assays die blo-
ckierende Aktivitat bei Pollenallergikern dokumentiert, ist der Einfluss blockierender AK
bei Hymenopterengiftallergikern jedoch noch weitgehend unerforscht. Ein Grund daflr
kann auch in der eingeschréankten Praktikabilitdt des IgE-FAB Assays gesehen werden.
Lange Inkubationszeiten fur EBV-transformierte B-Zelllinien und die Auswertung via
Durchflusszytometrie machen das Verfahren fehleranféllig, teuer und zeitaufwendig.

An dieser Stelle kénnte das EIliFAB Assay als Alternative zum IgE-FAB Assay neue
Standards in Reproduzierbarkeit, Skalierbarkeit, Kosten- und Zeitaufwand setzen
(Shamiji et al. 2013). In ersten Versuchen konnten Shamiji et al. zeigen, dass Sensitivi-
tat und Spezifitat des EIlIFAB dem Gold-Standard IgE-FAB ebenblrtig sind. Aus diesem
Grund wurde in dieser Arbeit fir die qualitativen Messungen der humoralen Veréande-

rungen unter AIT mit Hymenopterengiften die Etablierung des EIliFAB gewahlt.

Zentraler Bestandteil des ElIFAB Assays ist ein geeignetes Indikatorserum, das sich
durch eine hohe Konzentration allergenspezifischen IgEs auszeichnet. Mit dem
wahrend der Inkubationsphase zugefugten Allergen entstehen IgE-Allergen-Komplexe,
deren Bildung und spétere Bindung an CD23 durch blockierende IgG-AK inhibiert
werden kann. Bei der Etablierung des IgE-FAB Assays haben sich Indikatorseren

bewehrt, die eine allergenspezifische IgE-Konzentration von mindestens 50 kUA/I
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aufweisen (Francis 2008). Aufgrund erster vorliegender Daten zur Anwendung des
EliIFAB Assays bei Birkenpollenallergikern (Shamiji et al. 2013) wurde die beschriebene
Konzentrationsabhangigkeit innerhalb dieser Arbeit zunachst im Rahmen der
Etablierung eines Bet v 1-spezifischen EIiIFAB Uberprift. In einem ersten Screening-
Versuch konnte die Allergen-IgE-Komplexbildung bei drei Seren mit einer jeweiligen
allergenspezifischen IgE-Konzentration von ca. 30, 60 und 90 kUA/I getestet werden.
Dabei erwiesen sich nur die beiden mindestens 60 kUA/I enthaltenden Seren als
geeignet. In einem zweiten Screening-Versuch mit weiteren sieben Patientenseren und
unter gleichen Bedingungen bestéatigte sich diese Beobachtung. Auch hier hatte nur
der Einsatz eines 80,15 kUA/l allergenspezifisches IgE enthaltenden Serums eine
ausreichend hohe Absorption im EliFAB zur Folge.

Trotzdem scheint eine Auswahl des Indikatorserums anhand rein quantitativer Ge-
sichtspunkte nicht ausreichend. So zeigte Serum mit einer Bet v 1-spezifischen IgE-
Konzentration von ca. 60 kUA/I eine héhere Allergen-lgE-Komplexbindung als Serum
mit ca. 90 kUA/I. Folglich kénnten die IgE-AK des ersten Serums Allergenmolekile ef-
fektiver gebunden haben. Dies kdnnte entsprechend der Beobachtungen bei IgG-AK
(Shamiji et al. 2012, Wachholz und Durham 2004) auf eine unterschiedliche Affinitat
bzw. Aviditat der IgE-AK zurlickzufiihren sein.

Neben Serum wurde auch potentielles Indikatorplasma getestet. Der Vergleich von Se-
rum und Plasma des gleichen Patienten zeigte, dass Indikatorplasma fir die Verwen-
dung im EliFAB Assay ungeeignet ist. Aus welchem Grund diese Unterschiede auftre-
ten bleibt ungewiss, zumal die AK-Konzentrationen durch die unterschiedlichen Aufbe-
reitungsverfahren nicht beeinflusst werden. Ahnliche Beobachtungen wurden auch von
P. A. Wirtzen (ALK-Abello, Kopenhagen) fur den IgE-FAB Assay beschrieben (persén-
liche Kommunikation).

Beim Test eines potentiellen Indikatorserums fur den Api m 1-spezifischen EliFAB zeig-
te sich ein weiterer Einflussfaktor. Das Serum stammte von einem als Imker tatigen
Patienten, woraus sich eine bereits vor Therapie stark erh6hte Konzentration von Api m
1-spezifischen IgG-AK ergab. Diese waren in der Lage, eine Allergen-IgE-Komplexbil-
dung zu inhibieren, was in nur sehr geringen Absorptionsergebnissen im EIiFAB resul-
tierte. Nach der vollstdndigen Depletion der IgG-AK konnte dieser Effekt aufgehoben
werden. Die gleiche Beobachtung konnte bei einem potentiellen Indikatorserum fir den
Ves v 5-spezifischen EliFAB gemacht werden. Um die gewunschte Eigenschaft einer
hohen Allergen-IgE-Komplexbildung im jeweiligen potentiellen Indikatorserum zu opti-
mieren, kann es folglich sinnvoll sein, bereits bestehende IgG-AK zu depletieren. Auf
diese Weise wére es bei Bedarf auch méglich, Seren von bereits therapierten Patien-

ten einzusetzen, die AlT-induzierte IgG-AK aufweisen. Zu beachten ist allerdings die
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mit jedem Depletionsvorgang ebenfalls abnehmende IgE-Konzentration. Neben un-
spezifischer Bindung sind hier vor allem Dilutionseffekte durch zahlreiche Waschvor-
gange als Ursache zu sehen. Auch nach der Depletion sollte eine Mindestkonzentrati-

on von 60 kUA/I allergenspezifischen IgEs vorliegen.

Die optimale Bindung von Allergen-IgE-Komplexen an CD23 auf EBV-transformierten
B-Zellen im IgE-FAB bzw. direkt auf der Reaktionsplatte im EliFAB zeigte sich in vor-
angegangenen Untersuchungen beim Einsatz geringer Allergenkonzentrationen
(Shamiji et al. 2006, Wachholz et al. 2003). Dies konnte innerhalb dieser Arbeit bei allen
drei etablierten allergenspezifischen EIIFAB Assays bestatigt werden. Die Ursache fur
diese Beobachtung ist dabei in der limitierten Anzahl von Bindungsstellen der IgE-AK
zu sehen. Nur bei geringen Allergenkonzentrationen binden multiple IgE-AK an ein All-
ergenmolekil. Auf diese Weise entstehen groB3e Allergen-IgE-Komplexe die von CD23

auf B-Zellen bzw. auf der Reaktionsplatte selektiv gebunden werden.

Es fiel auf, dass einzelne Messergebnisse des EIiFAB Uber der durch die Positivkon-
trolle definierten 100 %-Marke lagen. Dies lasst sich durch mit den Testseren zusétzlich
eingebrachte allergenspezifische IgE-AK erklaren. Zusétzlich zu den bereits im Indika-
torserum enthaltenen IgE-AK scheinen diese eine weitere Komplexierung von Allergen
und IgE zu ermoglichen und haben somit eine héhere Anzahl gebundener Allergen-
IgE-Komplexe im EIiIFAB zur Folge verglichen mit dem alleinigen Indikatorserum. Werte
unter 100 % der Positivkontrolle sind hingegen als Folge blockierender Aktivitat in Test-

seren zu werten.

Durch die zellfreie ELISA-Methode ist der EliFAB Assay deutlich weniger fehleranfallig
als der Goldstandard IgE-FAB Assay. Es konnten nur sehr geringe Intra-Assay Abwei-
chungen beobachtet werden. Die Doppelanséatze zeigten in der Regel maximale Diffe-
renzen im einstelligen Prozentbereich, die auch eine ausgezeichnete Reproduzierbar-
keit der Ergebnisse (Inter-Assay) nach sich zogen. Der vergleichsweise geringe Zeit-
aufwand stellt zudem den wohl gréBten Vorteil des EIiIFAB dar, die Erhebung groBer

Datenmengen in kurzer Zeit.

6.2 Blockierende Aktivitat von Hymenopterengiftallergikerseren

In der vorliegenden Arbeit wurden sowohl quantitative als auch qualitative humorale
Veranderungen infolge einer AIT bei Hymenopterengiftallergikern erfasst. Dabei konnte

eine Kausalitédt zwischen allergenspezifischer 1gG4-Konzentration und der Ausbildung
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blockierender Aktivitat bestatigt und der Zeitpunkt erster humoraler Effekte der Thera-
pie bestimmt werden. In gleicher Weise war es mdglich, die Verbindung zwischen einer
erfolgreichen Therapie und Veranderungen der spezifischen humoralen Komponenten
zu Uberprifen und insbesondere die langfristigen Effekte nach Ende der Therapie zu
bestimmen.

Testseren von stichprovozierten Patienten vor und nach der Provokation sowie von Pa-
tienten mit nach Therapie berichtetem Feldstich ermdglichten eine direkte Korrelation

von blockierender Aktivitat und der klinischen Reaktion auf den Stich.

6.2.1 Wie frih wirkt die Immuntherapie?

Bei der Therapie der Hymenopterengiftallergie haben sich seit einiger Zeit das Ultra
Rush- sowie das Rush-Protokoll gegentber der konventionellen Aufdosierung durch-
gesetzt. Zahlreiche Untersuchungen bestatigen die Sicherheit und Effektivitat dieser
zeitlich forcierten Einleitungsphasen (Goldberg et al. 2011, Kalogeromitros et al. 2010,
Pasaoglu et al. 2006).

Nach inzwischen etablierten internationalen Standards wird innerhalb von zumeist 1-3
Tagen die angestrebte Maximaldosis (MD) von Ublicherweise 100 ug des entsprechen-
den Allergens erreicht. Bei dem hier verwendeten Protokoll schlieBen sich weitere In-
jektionen der MD nach einer weiteren Woche, drei Wochen und in der Folge monatlich
Uber funf Jahre an.

Der Zeitpunkt, an dem infolge der AIT eine Toleranzinduktion und damit der Schutz des
Patienten erreicht ist, wird kontrovers diskutiert. Daher wird eine Stichprovokation, wel-
che die einzige Méglichkeit der Uberpriifung des Therapieerfolgs darstellt, erst sechs
Monate nach Erreichen der MD empfohlen (Przybilla et al. 2011). Zu diesem Zeitpunkt
sind 80-90 % der Bienen- und Uber 95 % der Wespengiftallergiker vor einer erneuten
systemischen Reaktion geschutzt (Miller 2003). Bei Patienten mit weiterhin positiver
Stichreaktion kann die Rate der Therapieversager durch eine Erhéhung der Allergen-
dosis noch weiter reduziert werden (Ruéff et al. 2001). Im Gegensatz zu dem in der
Leitlinie empfohlenen Zeitraum liegen Daten von Stichprovokationen zu friiheren Zeit-
punkten der AIT bisher nur von Goldberg et al. vor (2011). Hier wurde bereits eine Wo-
che nach Therapiestart der Aufbau eines Schutzes in vivo bestimmt. Tats&chlich tole-
rierten 89,1 % der teils nach dem Ultra Rush-Protokoll behandelten Bienengiftallergiker
einen Stich, nachdem sie gerade sieben Tage zuvor die MD erreicht hatten. Diese Wer-
te entsprechen den Ergebnissen von Studien, die die Effektivitdt der Therapie zu spa-
teren Zeitpunkten Gberpriften (Miller 2003, Ruéff et al. 1996).

Neben dem exakten klinischen Wirkeintritt der Therapie, ist auch der Zeitpunkt eines

immunologischen Schutzes bei Hymenopterengiftallergikern bisher kaum untersucht
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worden. Mit einer erfolgreichen AIT werden gleich mehrere immunologische Verande-
rungen verbunden. Dazu gehéren erhohte allergenspezifische 1gG-Konzentrationen,
insbesondere der Subklasse IgG4, eine Reduktion der Anzahl und der Aktivierung von
Basophilen, der Verlust einer Th2-Zell-vermittelten oder Shift dieser hin zu einer Th1-
Zell-dominierten Immunantwort (Valenta 2002), erhdhte Konzentrationen von IL-10 so-
wie die Vermehrung IL-10 produzierender CD4+-T-Zellen und Treg-Zellen (Romagnani
2004). Durch die in vitro-Erfassung von Verénderungen von Zytokinkonzentrationen
und Zellfrequenzen konnten dabei erste Hinweise auf den Entstehungszeitpunkt des
Schutzes im frihen Verlauf der Hymenopterengift-spezifischen Immuntherapie gewon-
nen werden. So zeigten sich bereits wenige Stunden nach Einleitung des Ultra Rush-
Protokolls und mit Erreichen der ersten kumulativen MD signifikant erhéhte Konzentra-
tionen von Interferon-gamma (IFNy)-produzierenden T-Zellen sowie erniedrigte IL-4-
Spiegel (Mamessier et al. 2006). In zwei weiteren Studien konnte nach spéatestens sie-
ben Tagen eine signifikante Erhdhung der IFNy-Konzentration und eine signifikante
Reduktion der IL-4-Konzentration gefunden werden (Bellinghausen et al. 1997, Jutel et
al. 1995).

Auch in der vorliegenden Arbeit wurden in kurzen Zeitabstadnden innerhalb der nach
dem Ultra Rush-Protokoll durchgefihrten Einleitungsphase Proben gewonnen. Dabei
lag der Fokus der Untersuchungen auf den quantitativen und qualitativen Verédnderun-
gen von allergenspezifischen IgG4-AK. Bei allen Patienten zeigte sich spatestens 22
Tage nach Einleitung der AIT und damit 20 Tage nach Erreichen der MD ein Anstieg
der IgG4-Konzentration. Vereinzelt konnte dieser jedoch bereits am 8.-9. Tag nach Ein-
leitung, also am 6.-7. Tag nach Erreichen der MD, beobachtet werden. Dabei ist zu be-
achten, dass zwischen dem 8. bzw. 9. und dem 22. Tag nach Einleitung keine weiteren
Proben entnommen wurden, sodass sich die Entfaltung eines potentiellen Schutzes
durch 1gG4-AK in diesem Zeitrahmen abspielen muss. Die quantitative Zunahme der
lgG4-Konzentration kdnnte folglich eine Erklarung fir die durch Goldberg et al. bereits
nach einer Woche ermittelte Toleranz von Stichereignissen bieten.

Inwiefern IgG-AK eine Rolle beim Aufbau des friihen Schutzes durch die AIT spielen
kénnten, wurde auch von Michils et al. untersucht (Michils et al. 2000). Diese beschich-
teten eine Reaktionsplatte mit Allergenextrakt und verglichen anschlieBend das Bin-
dungsverhalten von aufgereinigten IgG-AK aus Testseren, die vor AIT sowie 12 Stun-
den und 24 Stunden nach Erreichen der MD gewonnen wurden. Dabei wurden bereits
12 Stunden nach Beginn der Ultra Rush-AIT durchschnittlich 54 % mehr allergenspezi-
fische IgG-AK gebunden als vor der Therapie. Vergleichbare Werte fanden sich bei Pa-

tienten, die seit mindestens zwei Jahren eine AIT erhielten. Die Autoren schlossen dar-

54



aus, dass in der Initialphase der Ultra Rush-AIT eine Verdnderung der Spezifitat von
lgG-AK stattfinden kdnnte, die mit einer frihen Entstehung klinischer Toleranz einher-
geht.

Mit der in der vorliegenden Arbeit gewahlten Methode zur Erfassung solcher rein quali-
tativer Veranderungen der blockierenden AK konnte eine &hnlich friihe Steigerung der
blockierenden Aktivitdt jedoch nicht bestétigt werden. Im EIiFAB zeigte sich parallel
zum Anstieg allergenspezifischen 1gG4s frihestens nach acht Tagen eine verstarkte
Inhibition der Bindung von IgE-Allergen-Komplexen. Dies entspricht dem zur Entwick-
lung einer effektiven AK-basierten Immunantwort nétigen Zeitraum von mindestens
sieben Tagen (Hahn 2008).

Eine bereits frih innerhalb der Einleitungsphase einsetzende Toleranz gegeniber dem
Allergen kdnnte Ergebnissen der Arbeitsgruppe Maintz et al. folgend auch auf einer
AlT-induzierten Modifikation des Histaminstoffwechsels beruhen (Maintz et al. 2009).
So konnte gezeigt werden, dass Histaminspiegel im Plasma wéhrend der Ultra Rush-
Aufdosierungsphase relativ stabil bleiben und sich voribergehend erhéhte Histamin-
konzentrationen nur nach den jeweiligen Dosiserh6hungen ausbilden. Die Ursache
dieser Regulation des Histaminstoffwechsels konnte auf eine Verminderung der Aktivi-
tat Histamin synthetisierender Enzyme zuriickgefiihrt werden. Analog dazu erhohte

sich die Aktivitat Histamin abbauender Enzyme.

6.2.2 Blockierende Aktivitat vor, unter und nach AIT - klinische Auswir-
kungen

Mit der Hypothese einer AlT-induzierten qualitativen Veranderung der spezifischen
humoralen Komponenten riickten blockierende AK erneut in den Fokus der Forschung.
Unter den zahlreichen weiteren immunologischen Veranderungen unter AIT stellt die
Messung der Effekte dieser AK mdglicherweise eine Methode zur Erfassung des Aus-
maBes des durch die Therapie gebildeten Schutzes dar. Vorraussetzung dafir ist eine
enge Korrelation der Messwerte mit klinischen Symptomen der Allergie.

Mit dem IgE-FAB Assay und dem IgE-blocking factor Assay konnten Verfahren etabliert
werden, die eine Erfassung der qualitativen Verdnderungen von blockierenden AK und
ihren Effekten auf die IgE-Allergen-Komplex-Bildung und -bindung erméglichen (Shamiji
et al. 2006, Shamiji et al. 2012, Shamiji et al. 2013, Wachholz et al. 2003). In der Folge
befassten sich zahlreiche Studien unter Einsatz des IgE-FAB Assays mit der Ausbil-
dung blockierender Effekte bei Pollenallergikern. MObs et al. beobachteten bei Birken-
pollenallergikern eine infolge der AIT signifikant steigende blockierende Aktivitat in den
untersuchten Patientenseren (Mébs et al. 2012). Im Nachbeobachtungszeitraum nach

Ende der dreijahrigen AIT zeigte sich hingegen ein stetiger Ruckgang dieser Effekte.
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Untersuchungen bei Lieschgraspollenallergikern stitzen die Ergebnisse bezuglich die-
ser Veranderungen unter AIT. James et al. konnten zwei Jahre nach Verabreichen der
ersten Allergeninjektion eine Steigerung blockierender Aktivitdt um teilweise mehr als
50 % gegeniber dem Ausgangswert messen (James et al. 2011). Und auch Shamiji et
al. beobachteten bereits 22 Wochen nach Beginn der Therapie eine Zunahme um
mehr als 40 % (Shamiji et al. 2012). In allen Untersuchungen entwickelte sich die blo-
ckierende Aktivitat jeweils parallel zum Anstieg der Konzentration blockierender IgG4-
AK in den Patientenseren.

Um die Verénderungen der blockierenden Effekte auch nach Ende der Therapie zu un-
tersuchen, tauschten James et al. bei einem Teil der Studienpopulation nach zwei Jah-
ren Behandlung das Allergen- gegen ein Placebo-Préparat. Dabei zeigte sich entgegen
den Beobachtungen von Mobs et al. Gber einen weiteren Untersuchungszeitraum von
zwei Jahren auch in der Placebo-Gruppe trotz ausgesetzter Allergeninjektionen ein un-
vermindertes Fortbestehen der blockierenden Aktivitat. Gleichzeitig sank die allergen-
spezifische 1gG4-Konzentration in dieser Gruppe nach Aussetzen der Allergeninjektio-
nen fast bis auf Werte ab, die vor Beginn der Therapie ermittelt wurden. Die Autoren
sahen in diesem Ph&nomen eine weitere Bestatigung der Hypothese, dass die AIT vor
allem qualitative Veranderungen der blockierenden AK zur Folge hat und diese Verén-

derungen als potentieller Biomarker zur Erfolgskontrolle geeignet sein kénnten.

Durch die Etablierung eines Bet v 1-spezifischen EIiIFAB konnte die Auspragung blo-
ckierender Aktivitat infolge der AIT bei Pollenallergikern innerhalb dieser Arbeit besté-
tigt werden. Die Seren von zwei Birkenpollenallergikern zeigten vor Therapiebeginn im
EliFAB jeweils nahezu keine blockierende Aktivitadt. Nach 36 Monaten Therapie fand
sich eine Steigerung, die im Mittel eine Reduktion der Bindung von IgE-Allergen-Kom-
plexen um mehr als 50 % des Ausgangswertes zur Folge hatte.

Inwiefern diese Verédnderungen auch bei der Therapie von Hymenopterengiftallergikern
auftreten, konnte an Kollektiven von Wespengiftallergikern vor, unter und nach Ende
der Therapie Uberprift werden. In diesem Fall wurden die in der Studienpopulation
enthaltenen Bienengiftallergiker ausgeschlossen, da nicht alle drei Kollektive (vor/un-
ter/nach AIT) ein vergleichbares Verhéltnis von Bienen- zu Wespengiftallergikern auf-
wiesen.

Analog zu den Ergebnissen bei Pollenallergikern zeigten auch die Seren von Wespen-
giftallergikern vor Therapie nahezu keine blockierende Aktivitat. Seren, die unter The-
rapie gewonnen wurden, hier zum Zeitpunkt der Stichprovokation durchschnittlich 16
Monate nach Beginn der Behandlung, wiesen dagegen eine deutlich erhdhte Aktivitat

blockierender AK auf. Anders als es die Ergebnisse der Arbeitsgruppe um James et al.
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fur die ersten 2 Jahre nach Ende der AIT bei Pollenallergikern zeigten (James et al.
2011), waren diese Effekte bei den Wespengiftallergikern nach Therapieende aller-
dings nicht festzustellen. 5-12 Jahre nach AIT fand sich kein signifikanter Unterschied
zu den Ergebnissen vor Therapie. Zwar besteht an dieser Stelle eine Diskrepanz zwi-
schen den jeweiligen Untersuchungszeitrdumen nach Ende der Immuntherapie (zwei
Jahre bei James et al. gegenlber durchschnittlich neun Jahren in der vorliegenden Ar-
beit), die Ergebnisse dieser Arbeit werden jedoch durch Daten einer Studie mit Bie-
nengiftallergikern gestitzt. Varga et al. beobachteten an ausschlieBlich bei Kindern er-
hobenen Daten, dass die AlT-induzierten blockierenden Effekte bereits zwei Jahre
nach Therapieende auf Niveau der Messwerte vor Therapie absanken (Varga et al.
2009), also genau dem Zeitintervall, das dem Untersuchungszeitraum der Studie von
James et al. bei Pollenallergikern entspricht.

An dieser Stelle ist anzumerken, dass in dieser Arbeit die Messung blockierender Akti-
vitdt auf das jeweils haufigste Majorallergen in Bienen- bzw. Wespengift beschrankt
wurde, sodass abweichende Messergebnisse bei der Verwendung anderer Allergene
nicht ganz auszuschlieBen sind. Ca. 90 % der Wespengiftallergiker zeigen nach der
Bestimmung allergenspezifischer IgE-Konzentrationen eine Sensibilisierung gegentber
Ves v 5 (Hofmann et al. 2011a, Hofmann et al. 2011b, Vos et al. 2013). Somit ist die
Wahrscheinlichkeit, dass ein Wespengiftallergiker eine isolierte Sensibilisierung ge-
genuber einem anderen Majorallergen als Ves v 5 aufweist, zwar relativ gering. Kon-
kret finden sich jedoch drei Patienten, auf die dies zutreffen kénnte, in der ,nach AIT*-
Gruppe. Sie kénnten vornehmlich eine Sensibilisierung gegeniber dem zweiten Major-
allergen des Wespengifts, Ves v 1, aufweisen (die Einschatzung der klinisch relevanten
Sensibilisierungen wurde dabei anhand allergenspezifischer IgE- und IgG4-Konzentra-
tionen getroffen; Tabelle 7). Dieser Ansatz kénnte jedoch lediglich fur einzelne Extrem-
werte eine Erklarung bieten, verdeutlicht in Abbildung 18, in der mégliche primér Ves v
1-sensibilisierte Patienten hervorgehoben sind. Sie weisen jeweils einen gegenuber
den anderen Wespengiftallergikern, die einen Feldstich erlitten hatten, wesentlich er-
héhten Quotienten von Ves v 1-spezifischem zu Ves v 5-spezifischem IgE von 10, 52
und 80 auf.

An die Ergebnisse von Varga et al. (2009) anknlpfend kénnte die Ursache der post-
AIT beobachteten unterschiedlichen Verlaufe blockierender Aktivitat dieser Arbeit ge-
genuber der Studie von James et al. (2011) jedoch auch in Zusammenhang mit der
zugrundeliegenden allergischen Erkrankung stehen. Wahrend Pollenallergiker in der
jahrlich wiederkehrenden Pollensaison regelméBig auch nach Therapieende mit dem
die Erkrankung auslésenden Allergen konfrontiert werden, vermeiden Hymenopteren-

giftallergiker jedes weitere Stichereignis aus Angst vor dem Wiederauftreten einer sys-
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temischen Reaktion. Die repetitive Stimulation durch das Allergen bei Pollenallergikern
kénnte jedoch eine regelméBige Boosterung der allergenspezifischen blockierenden
AK bewirken. Unterstutzung findet diese These in den Ergebnissen von Untersuchun-
gen mit saisonal gegenuber dem Allergen exponierten Imkern. So konnte gezeigt wer-
den, dass mit der jahrlich wiederkehrenden Imkersaison und damit einhergehenden
Stichereignissen allergenspezifische 1|gG4-Konzentration und blockierende Aktivitat zu-
nehmen (Chliva et al. 2015, Mdller 2005, Varga et al. 2013). Diese Effekte sind um so
ausgepragter, je kirzer das letzte Stichereignis zurlckliegt (Chliva et al. 2015) und
konnten auch bei in dieser Studie eingeschlossenen Imkern vor Beginn der AIT beob-
achtet werden (vgl. Kap. 5.2.2).

Epidemiologische Langzeitstudien an AlT-behandelten Hymenopterengiftallergikern
legen jedoch nahe, dass der langfristige Verlauf der immunologischen Toleranz post-
AIT differenzierter zu beurteilen ist. Von mehreren Autoren konnte gezeigt werden,
dass auch bis zu zehn Jahre nach Therapieende bei 85-95 % der AlIT-Behandelten
nach wie vor ein Schutz vor einer systemischen Reaktion besteht — u.a. abhangig vom
Anteil der Bienengiftallergiker im jeweiligen Studienkollektiv, da sich bei diesen gerin-
gere Erfolgsraten der AIT zeigen (vgl. Kap. 1.6; Golden et al. 2000, Golden et al. 2004,
Lang und Hawranek 2006). Folglich ist blockierende Aktivitat, da sie bei einer substan-
tiellen Zahl der Patienten nach Ende der AIT wieder abnimmt, zwar als ein wichtiger,
jedoch nicht als allein maBgeblicher Mechanismus der Protektion vor Stichreaktionen
viele Jahre nach Therapieende zu sehen. Fir einige Patienten kénnten vielmehr auch

andere immunologische Mechanismen flr die Langzeitwirkung relevant sein.

Trotz des auch viele Jahre nach AIT hohen Schutzes vor systemischen Reaktionen, ist
die Entwicklung nach Therapieende jedoch auch in Anbetracht ihrer Dynamik zu beur-
teilen. So zeigen die Erhebungen von Golden et al., dass das Risiko einer systemi-
schen Reaktion zumindest bei einzelnen Patienten unmittelbar nach Ende der Therapie
rasch zunimmt (2000). Bereits zwei Jahre post-AlT zeigten 8 % der erfolgreich Behan-
delten wiederum eine systemische Reaktion nach Stichprovokation oder Stichereignis.
Diese Zahl stieg weiter an auf 9,5 % im dritten, 13 % im flnften und 16,2 % im zehnten
Jahr nach Ende der Immuntherapie (Golden et al. 2000), sodass sich ein asymptoti-
scher Verlauf abzeichnet. Dieser entspricht dem auch viele Jahre nach Therapieende
ermittelten hohen Schutz vor systemischen Reaktionen von mehr als 80 %. Weitere
Studien mit noch langeren Nachbeobachtungszeitrdumen bis zu 12 Jahren (auBer
Adelmeyer 2017: bis zu 29 Jahre) zeigen vergleichbare Ergebnisse mit 80 bis 91 % vor
einer systemischen Reaktion geschitzten Patienten (Adelmeyer 2017, Karagol et al.
2015, Lerch et Muller 1998, Reisman 1993). Zwar beweist diese Zahl die hohe Effekti-
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vitdt und Langzeitwirkung der AIT, gleichzeitig ist sie jedoch mit einem raschen Verlust
der Therapieeffekte einer Subpopulation der Patienten innerhalb der ersten funf Jahre
gleichzusetzen. Es bleibt zu untersuchen, ob die betreffenden Patienten auch eine be-
sonders rasche Abnahme blockierender Aktivitat aufweisen, oder, ob vielmehr andere
Parameter fur den langfristigen Erhalt der Toleranz (z.B. verringerter allergenspezifi-

scher IgE/IgG4-Quotient) ausschlaggebend sind.

Unabhéngig von diesen der Toleranz zugrundeliegenden immunologischen Mechanis-
men, ist eine langfristige Effektivitat der AIT insbesondere bei Hymenopterengiftallergi-
kern von entscheidender Bedeutung, da jedes Stichereignis mit dem Risiko einer po-
tentiell lebensbedrohlichen Reaktion verbunden ist. Vor dem Hintergrund der bei ein-
zelnen Patienten post-AIT raschen Zunahme des Risikos systemischer Stichreaktionen
— einhergehend mit einer nach Therapie schwindenden blockierenden Aktivitat — sowie
der Hypothese einer Langzeitprotektion durch wiederkehrenden Allergenkontakt bei
Pollenallergikern kdnnte das Konzept von Boosterinjektionen nach abgeschlossener
Therapie erneute Aktualitat erlangen. Unterstitzung findet die Hypothese in einer di-
rekten Gegenuberstellung der immunologischen Veranderungen bei nicht allergischen
Imkern und Patienten nach AIT. So konnte beobachtet werden, dass Imker durch die
saisonale Exposition gegenliber dem Allergen nicht nur die gleichen immunologischen
Veranderungen wie unter AIT zeigen. Vielmehr fihrt die wiederkehrende Stimulation zu
einer Uber das gesamte Jahr héheren Baseline allergenspezifischer IgG4-produzieren-
der Plasmazellen verglichen mit Patienten nach AIT (Boonpiyathad et al. 2017).
Weitere Erkenntnisse zur Wirkung von Boosterinjektionen konnten vor allem durch die
schrittweise Ausdehnung von Injektionsintervallen in der Erhaltungsphase der Therapie
gesammelt werden. Gleich mehrere Studien zeigen eine insbesondere bei Wespengift-
allergikern unveranderte Sicherheit und Effektivitdt der Immuntherapie bei einer Aus-
dehnung der monatlichen Injektionsintervalle auf bis zu drei Monate (Goldberg und
Reisman 1988, Goldberg et al. 1994, Kochyut und Stevens 1994). Von diesen Ergeb-
nissen ausgehend entscheiden sich einige Patienten aus Griinden der Lebensqualitat
nach der empfohlenen Therapiedauer von 3-5 Jahren flr weitere vierteljahrliche Injek-
tionen der Maximaldosis.

Entgegen der anerkannten Erfolge der dreimonatigen Intervalle sind die Ergebnisse
bezuglich einer Ausdehnung auf sechs Monate widersprichlich. So zeigte sich in einer
Untersuchung von Goldberg et al. insbesondere bei Bienengiftallergikern eine geringe-
re Effektivitdt der halbjahrlichen Erhaltungstherapie (Goldberg und Confino-Cohen
2007), wahrend Baenkler et al. keine Unterlegenheit gegentuber den etablierten Thera-

pieprotokollen finden konnten und die halbjahrlichen Injektionen seither erfolgreich an-
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wenden (Baenkler et al. 2005). Dieser Erfolg kdnnte jedoch auch auf den in dieser
Studie hohen Anteil von Wespengiftallergikern zurtickzufihren sein, da diese deutlich
starker von einer AIT profitieren (Muller et al. 1992). Es sind daher umfassendere Un-
tersuchungen mit entsprechenden Kontrollkollektiven nétig, um abschlieBende Aussa-
gen treffen zu kénnen.

In der Folge wird eine dauerhafte Fortsetzung der Erhaltungstherapie, etwa mit lange-
ren 3-monatigen Injektionsintervallen, bisher nur bei einer kleinen Patientengruppe mit
individuell erhéhtem Risiko von obigen Autoren empfohlen. Auch weil sich nach abge-
schlossener AIT im Falle eines erneuten Stichereignisses weniger schwere Reaktionen
zeigen. In den meisten Féllen lassen sie sich einem niedrigeren Schweregrad nach der
Klassifikation von Ring und Messmer zuordnen als vor der Therapie, in der Regel Grad
0 (Ubersteigerte Lokalreaktion) bzw. 1 (Baenkler et al. 2005, Golden et al. 2000, Lerch
und Mdiller 1998). Somit kdnnten mdglicherweise in erster Linie selektierte Risiko-Pati-
enten von halbjahrlichen Boosterinjektionen profitieren, die auf eine 5-jahrige Erhal-
tungstherapie folgen. Bezlglich des Erfolgs einer solchen Kombination liegen bisher
zwar keine klinischen Daten vor, jedoch lasst die durchschnittlich deutlich langere Er-
haltungstherapie in den Untersuchungen von Baenkler et al. (2005) gegeniber dem
Protokoll von Golden et al. (2000) erahnen, dass eine 5-jdhrige Erhaltungstherapie
nach aktuell empfohlenen Standards eine wichtige Grundlage fir den Erfolg anschlie-
Bender Boosterinjektionen bei Risiko-Patienten darstellen kénnte.

Bei der Identifikation von Risiko-Patienten fur schwere Reaktionen konnten bisher
mehrere Eigenschaften gefunden werden, die mit schweren systemischen Reaktionen
nach Therapieende einhergehen. Hierzu gehéren schwere anaphylaktische Reaktionen
vor der Therapie (Keating et al. 1991, Reisman 1993), systemische Reaktionen wéh-
rend der Therapie (Golden et al. 1998, Miiller et al. 1991), haufige Stichereignisse nach
Therapie (Golden et al. 2000, Lerch und Mdiller 1998), eine klinisch relevante Sensibili-
sierung gegenulber Bienengift (Lerch und Mdaller 1998, Muller et al. 1992) sowie eine
erhbhte Sensitivitdt basophiler Granulozyten, erhdhte Tryptase-Spiegel im Serum und
eine Mastozytose (Haeberli et al. 2003, Kosnik et al. 2005, Niedoszytko et al. 2009,
Ruéff et al. 2009). Ferner zeigt sich eine schlechtere Prognose im Fall eines anaphy-
laktischen Ereignisses bei gleichzeitig vorliegenden Herz- und GeféaBerkrankungen und
im Alter (Maller 2007, Tunon-de-Lara et al. 1992, Greenberger et al. 2007). An dieser
Stelle werfen die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse die Frage auf, inwiefern
auch die Messung der Effekte blockierender AK im Patientenserum zu einer genaueren
Identifikation von Risiko-Patienten beitragen kann bzw. ob eine Korrelation zwischen
gemessener blockierender Aktivitdt und den Auswirkungen von Stichereignissen be-
steht.
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6.2.3 Blockierende Aktivitat als Entscheidungsparameter fir die Toleranz
von Stichereignissen

Als einzige langfristig immunmodulatorische und damit kausale Therapie ist die AIT bei
der Behandlung von Insektengiftallergien inzwischen unverzichtbar. 80 bis 90 % der
Bienengiftallergiker und sogar 95 % der Wespengiftallergiker besitzen nach AlT einen
Schutz vor erneuten systemischen Reaktionen (Miiller 2003). Ermittelt wurden diese
Daten durch kontrollierte Stichprovokationen bei therapierten Hymenopterengiftallergi-
kern. Diese bisher einzige verfiigbare Methode zur Uberpriifung des Therapieerfolgs ist
mit einem hohen Aufwand, der Gefahr einer schweren Anaphylaxie und dem Risiko der
de novo-Sensibilisierung (Ruéff et al. 1996) verbunden.

Dementgegen ist es bei Pollenallergikern méglich, regelméaBige und differenzierte Aus-
sagen uber den klinischen Erfolg der AIT festzuhalten. Anhand von Symptom- und Me-
dikationsscores kann die Entwicklung der Allergentoleranz wéhrend des jahrlich wie-
derkehrenden Pollenflugs dokumentiert und objektiviert werden. Erste umfassende Un-
tersuchungen beziglich einer Korrelation von blockierender Aktivitdt und klinischem
Erfolg der AIT liegen daher auch bei Studienpopulationen von Gréserpollenallergikern
vor. So verglichen Shamiji et al. den Zusammenhang von klinischen Erfolgsparametern
und allergenspezifischen 1gG4-AK-Konzentrationen bzw. blockierender Aktivitat in Pa-
tientenseren im Verlauf der Therapie (Shamiji et al. 2012). Dabei postulierten die Auto-
ren, dass die Veranderungen der quantitativen 1lgG4-AK-Konzentrationen zu 13 % den
Behandlungserfolg erklaren konnten. Dementgegen boten die qualitativen Verande-
rungen der allergenspezifischen 1gG4-AK eine Erklarung fir bis zu 40 % des Behand-
lungserfolgs. Die Autoren schlossen daraus, dass die Erfassung der Effekte blockie-
render AK in Patientenseren im Gegensatz zu den AK-Konzentrationen geeigneter sein
kénnten, prognostische Aussagen Uber einen Therapieerfolg zu treffen.

Daran anknlpfend erméglicht die vorliegende Arbeit eine erste Einschatzung der Kor-
relation von blockierender Aktivitat und klinischem Erfolg bei Hymenopterengiftallergi-
kern. Dabei lagen klinische Daten, die eine Beurteilung des Schutzes und damit einen
Vergleich mit der zum jeweiligen Zeitpunkt gemessenen blockierenden Aktivitat zulas-
sen, von drei Zeitpunkten vor. Zun&chst berichteten alle eingeschlossenen Patienten
von einer systemischen Reaktion vor Beginn der Therapie, die zur Indikationsstellung
einer AIT fahrte. Unter AIT wurde ferner die klinische Reaktionslage mit einer Stichpro-
vokation gepruft. Zuletzt konnten bei weiteren Patienten auch die Folgen von Sticher-

eignissen nach Therapieende dokumentiert werden.
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Bei der Messung blockierender Aktivitat als potentiellem Parameter der Allergentole-
ranz zeigten sich starke Unterschiede in den vor Therapiebeginn gewonnenen Patien-
tenseren. So konnte insbesondere bei den untersuchten Bienengiftallergikern eine be-
reits vor Therapie extrem hohe blockierende Aktivitdt gemessen werden. Es stellte sich
heraus, dass es sich hierbei fast ausschlieBlich um Personen handelte, die als Imker
tatig sind oder Imker in der unmittelbaren Nachbarschaft haben. Die Ursache fir die
bereits bestehende hohe blockierende Aktivitét 1asst sich folglich in der deutlich erhéh-
ten und zeitlich nahen letzten Exposition gegentber dem Allergen vermuten. Vorherige
Studien konnten bereits die Verbindung von erhdhter Allergenexposition bei Imkern
und deutlich gesteigerten Konzentrationen von blockierenden 1gG-AK sowie damit ein-
hergehender blockierender Aktivitat aufzeigen (Chliva et al. 2015, Mdller 2005, Varga
et al. 2013). Diese ist um so ausgepragter, je klrzer das Stichereignis zurickliegt.
Trotzdem ist die im Rahmen wiederholter Stichereignisse erlangte blockierende Aktivi-
tat bei den beschriebenen Bienengiftallergikern nicht mit einer klinischen Toleranz ge-
genuber Bienengift verbunden. Die Bildung allergenspezifischer blockierender 1gG-AK
scheint folglich nicht den allein entscheidenden immunologischen Mechanismus der
Toleranzinduktion unter AIT darzustellen.

Es konnte jedoch beobachtet werden, dass auch bei Patienten mit vor AIT extrem ho-
her blockierender Aktivitdt diese wéhrend der Ultra Rush-Einleitung gesteigert werden
konnte. Die prozentuale (relative) Zunahme der Blockadekapazitat entsprach dabei
den Veranderungen bei Patienten, die vor Therapie keine oder wenig blockierende Ak-
tivitat aufwiesen. Die prozentuale Steigerung der blockierenden Aktivitat unter Therapie
kénnte somit als immunologischer Parameter priméar eine prognostische Aussagekraft
fir das initiale Ansprechen auf die AIT haben. Dieser Zusammenhang konnte in der
vorliegenden Arbeit jedoch nicht Uberprift werden, da die jeweiligen Kollektive ,Wes-
pengiftallergiker vor AlIT* und ,Wespengiftallergiker unter AIT“ keine longitudinalen Ver-

laufe derselben Patienten darstellen.

In Ubereinstimmung mit der bekanntermaBen hohen Erfolgsrate der Bienen- bzw.
Wespengift-spezifischen Immuntherapie konnte bei keiner der durchgefliihrten Stich-
provokationen eine systemische Reaktion beobachtet werden. Es traten lediglich leich-
te Lokalreaktionen auf, sodass die Behandlung mit der gleichen Erhaltungsdosis wei-
tergefuhrt wurde. Die EliFAB-Messung zeigte analog zur entwickelten Allergentoleranz
bei 18 von 20 Patienten eine hohe Aktivitat blockierender AK. Die Bindung von IgE-All-
ergen-Komplexen durch CD23 wurde bei diesen 18 Patienten durchschnittlich um

mehr als 81 % gegenuber der Positivkontrolle inhibiert.
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Zum ersten Mal wurde hier das Ergebnis von Stichprovokationen in Relation zu der im
allergenspezifischen EliFAB gemessenen blockierenden Aktivitdt gesetzt. Dabei zeigt
sich eine hohe Korrelation blockierender Effekte und der klinischen Toleranz von Sti-
chereignissen wéhrend der Therapie. Folglich kénnte die Messung blockierender Akti-
vitdt zum immunologischen Monitoring des Therapieerfolgs innerhalb der Therapiezeit
geeignet sein. Weitere detailliertere Untersuchungen von Stichprovokationsergebnis-
sen und zum gleichen Zeitpunkt erfasster blockierender Aktivitat sind zur Prifung die-
ses Zusammenhangs jedoch unerlasslich. Insbesondere, da bei zwei der 20 Patienten
trotz tolerierter Stichprovokation keine blockierende Aktivitdt nachgewiesen werden
konnte. Dies kénnte z.B. auch auf eine isolierte Sensibilisierung gegenuber einem an-
deren Majorallergen als Ves v 5 zuriickzuflhren sein, was jedoch nicht eindeutig aus
den gemessenen allergenspezifischen IgE- bzw. IgG4-Konzentrationen hervorgeht.
Folglich ist vor allem die Verwendung eines Messverfahrens, das alle relevanten Majo-
rallergene umfasst, von hoher Bedeutung fir zukunftige Studien. Insbesondere durch
den Einschluss einer gréBeren Fallzahl kénnte an dieser Stelle auch die Sensitivitat
und Spezifitdt der Messung blockierender Aktivitat zur Vorhersage einer systemischen
Reaktion im Kontext der Stichprovokation bestimmt werden. Aus einer sicheren Detek-
tion von Therapieversagern ergabe sich die Eignung des Verfahrens zum immunologi-
schen Monitoring unter der Therapie und Stichprovokationen waren nicht langer indi-
ziert. Aufgrund der Seltenheit von Therapieversagern scheint dafur jedoch nur eine

multizentrische Studie geeignet.

In die Untersuchung von Patientenseren nach AIT wurden ausschlieBlich Personen
einbezogen, die einen Feldstich 5-12 Jahre nach Therapieende erlebt hatten. Auf Basis
der von den Patienten beschriebenen Symptome nach Stichereignis wurde die Héhe
der blockierenden Aktivitat von Patienten mit systemischer Reaktion der Héhe der blo-
ckierenden Aktivitdt von Patienten ohne systemischer Reaktion gegentbergestellt. Es
zeigte sich dabei eine leicht h6here Auspragung der Inhibition der Allergen-IgE-Bin-
dung bei Patienten, die den Feldstich tolerierten.

Allerdings basieren die hier vorliegenden Daten zu Reaktionen nach Feldstichereignis-
sen auf den subjektiven Beschreibungen der Patienten und kénnen daher nicht mit
dem Ergebnis einer im kontrollierten klinischen Umfeld durchgefuhrten Stichprovokati-
on verglichen werden. So kénnten beispielsweise in einem Fall auch psychogene kar-
diovaskulédre Reaktionen die beschriebenen Symptome erklaren bzw. andererseits die
Reaktion eines weiteren Patienten auf eine separate Sensibilisierung gegenuber einem
unbekannten Insekt zurlickzufiihren sein (Tabelle 8). Zudem kénnten mdgliche gegen-

Uber Ves v 1 klinisch relevant sensibilisierte Patienten die Ergebnisse beeinflussen, da
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der hier verwendete EliIFAB nur die blockierende Aktivitat gegeniiber Ves v 5 misst (Ta-
belle 7). Des Weiteren liegt fur keinen Patienten im Kollektiv ,Feldstich“ eine Aussage
bezuglich des ursprunglichen klinischen Erfolgs der Therapie vor, da bei diesen keine
kontrollierten Stichprovokationen unter AIT durchgeflihrt wurden. Infolge einer unter
Therapie ausgeldsten systemischen Reaktion in Form einer Stichprovokation kénnen
Therapieversager erkannt und die Allergendosis nachtréaglich gesteigert werden. Dies
fihrt zu einer deutlichen Senkung der Rate an Therapieversagern (Ruéff et al. 2001).
Méglicherweise finden sich in diesem Kollektiv also auch Patienten, die von vornherein
Therapieversager waren. Vor allem ist aber die Studienpopulation zu klein, um statis-
tisch sichere Aussagen treffen zu kénnen. An dieser Stelle sind umfangreichere Unter-
suchungen an einem gréBeren Patientenkollektiv mit einem EliFAB nétig, in dem samt-
liche flr das entsprechende Insekt relevanten Majorallergene geprift werden, um eine
eindeutigere Aussage bezulglich der prognostischen Eigenschaften blockierender Akti-

vitat bei Stichereignissen nach Therapie zu treffen.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass es bereits nach acht Ta-
gen AIT zu einer deutlichen prozentualen Steigerung blockierender Aktivitat infolge ei-
ner vermehrten Synthese allergenspezifischer IgG-AK kommt. Durchschnittlich neun
Jahre nach Ende der Therapie sind diese Effekte bei der Mehrzahl der Untersuchten
nicht nachweisbar. Es besteht kein signifikanter Unterschied zum Niveau blockierender
Aktivitat bei Patienten vor Therapie. Dementgegen zeigen klinische Studien einen auch
viele Jahre nach AIT nach wie vor hohen Schutz vor einer systemischen Reaktion bei
mehr als 80 % der Behandelten. Die Ausbildung blockierender Aktivitat scheint daher
zumindest fir einen groBen Teil der Patienten zwar einen wichtigen, aber nicht den al-
lein entscheidenden immunologischen Mechanismus der Toleranz darzustellen. Aller-
dings verlieren diesen klinischen Daten folgend einzelne Patienten den erworbenen
Schutz bereits kurz nach Therapieende. Da eine dauerhaft fortgefiihrte Immuntherapie
mit einem anhaltenden Schutz assoziiert ist und die Ausdehnung von Injektionsinterval-
len auf drei, moglicherweise sogar bis zu sechs, Monate gleiche Sicherheit und Effekti-
vitdt zu zeigen scheint, kénnte fur diese Risiko-Patienten das Konzept von Boosterin-
jektionen im Sinne einer ausgedehnten Erhaltungstherapie erneut erértert werden.

Neben der Prifung bekannter Risikofaktoren kénnte zudem die Messung blockierender
Aktivitdt wahrend einer AIT einen Selektionsparameter bei der Identifikation gefahrde-
ter Patienten darstellen. Eine sichere Aussage bezuglich der Korrelation von blockie-
render Aktivitat und klinischem Erfolg der Hymenopterengift-spezifischen Immunthera-

pie konnte allerdings innerhalb dieser Arbeit aufgrund einer zu geringen Patientenzahl
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nicht getroffen werden und muss in zukulnftigen moglichst multizentrischen Studien
Uberprift werden. Auf diese Weise kdénnten auch Daten von Patienten mit fehlender
Toleranzinduktion durch AIT (also einer systemischen Reaktion nach Stichprovokation)
und verlorener Toleranz nach AIT (also einer Anaphylaxie nach einem Feldstich) erho-
ben werden. Von groBer Relevanz ist an dieser Stelle auch eine umfassendere EIiIFAB-
Diagnostik mit weiteren Majorallergenen der Hymenopterengifte. Den Ergebnissen fol-
gend stellt die Messung blockierender Aktivitat jedoch den bisher besten immunologi-
schen Surrogatparameter zur Bestimmung des Erfolgs der AIT dar.

Die ausgezeichnete Eignung des EIiIFAB Assays zur Erfassung blockierender Effekte in
Patientenseren konnte in dieser Studie bestétigt und erstmals auch auf Allergene der
Hymenopterengifte angewandt werden. Hohe Reproduzierbarkeit, geringe Fehleranfal-
ligkeit durch die zellfreie ELISA-Methode und die Erhebung groBer Datenmengen in

kurzer Zeit empfehlen das Verfahren fir zuklnftige Untersuchungen.
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