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Abstract

Die Wespengiftallergie stellt eine typische allergische Sofortreaktion dar. Fir diese IgE-
vermittelten, pathologischen Immunreaktionen ist die spezifische Immuntherapie (IT) die einzige
zur Zeit zur Verfigung stehende kausale Therapie. Die Wirkmechanismen sind trotz intensiver
Bemuihungen weiterhin nicht vollstdndig aufgeklart. Als wichtigste These wird zur Zeit eine
Verlagerung des pathologischen, TH2-dominierten Zytokinmilieus in Richtung "normales" TH1-
Milieu diskutiert. Es wurde auch eine reduzierte Mediatorfreisetzung von Effektorzellen, eine
verminderte Leukozytenproliferation, eine verminderte Endorganantwort und charakteristische
Ig-Titer-Veranderungen mit initialem Anstieg und langerfristigem Abfall des sIgE und Anstieg
des slgG4 beschrieben. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einflu der IT auf periphere B-
Zellen hinsichtlich ihrer Ig-Produktion und ihres Phanotyps untersucht.

15 Patienten mit systemischen Reaktionen nach Wespenstich, Nachweis von spezifischem IgE
und positivem Hauttest, bei denen eine Schnell-immuntherapie eingeleitet wurde, wurden vor
Beginn der Therapie (Tag 1), am Tag ihrer Entlassung (Tag 6), also einen Tag, nachdem die
Erhaltungsdosis von 100 ug erreicht wurde, und vor der 2. ambulanten Allergeninjektion am 26.
Tag untersucht. Die Expression von CD5, CD23, CD32, CD40, CD54, CD86, CD95, HLA-I-ABC
und HLA-II-DR wurde auf peripheren mononukledren Blutzellen durchfluRzytometrisch
bestimmt. Anti-CD19 FITC wurde als spezifischer B-Zellmarker benutzt. Die Serum-Titer des
Gesamt-IgE, Wespengift-spezifischen IgE und Wespengift-spezifischen 1gG4 wurden mittels
ELISA bestimmt. Zur statistischen Auswertung wurde der Wilcoxontest fur nicht-parametrische,
verbundene Daten benutzt.

Die Expression von CD54, CD5, CD32 und HLA-II-DR wurde durch die IT signifikant und die
von CD23 tendentiell modifiziert. So war die Expression dieser Molekile auf der Oberflache
peripherer B-Zellen am Tag 6 im Vergleich zum Ausgangswert vom Tag 1 reduziert. Am 26. Tag
wurden wieder Werte auf der Héhe der Ausgangswerte vom Tag 1 gemessen. Dagegen
veranderte sich die Expression von CD40, CD86, CD95 und HLA-I-ABC wahrend der
untersuchten Zeitpunkte nicht. Die Ig-Titer veranderten sich in der fur die IT charakteristischen
Weise. So stieg nach 3 Wochen der Gesamt-IgE-, sIgE- und slgG4-Titer hochsignifikant an.

Die Expression der untersuchten Oberflachenmolekiile ist als Indikator flr Veradnderungen der
Aktivationslage und des funktionellen Status der Zellen wahrend der IT zu interpretieren. So
spricht die Reduktion der Expression von CD32, CD54 und HLA-Il flr eine verminderte
Aktivierungslage der peripheren B-Zellen. Ferner deutet die Reduktion von CD5 und CD32 auf
eine Anergie der B-Zellen hin. Durch die reduzierte Expression von CD23 und CD54 kdénnte die
T-B-Zell-Interaktion verschlechtert werden, die fir die Effektorfunktionen beider Zellen
bedeutsam ist. Einen wesentlichen Beitrag zur Wirksamkeit der IT kdnnte auch die verminderte
Expression des HLA-II leisten, da HLA-II fiir die Ag-Prasentation essentiell ist.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dall die spezifische Immuntherapie einen Einflul nicht nur auf
die Ig-Produktion der B-Zellen hat, sondern auch auf deren Phanotyp. Dies kénnte Hinweise auf
bisher nicht bekannte Mechanismen bieten, die an der Wirksamkeit der IT beteiligt sind.

Schlagworte
Wespengiftallergie, B-Zellen, Immuntherapie, Hyposensibilisierung, Antigenprasentation



Abstract

Wasp-venom allergy is a typical IgE-mediated allergic reaction. Specific immunotherapy (IT) is
the only currently available causal therapy for IgE-mediated allergies. The mechanisms
responsible for the efficacy of IT are still not fully understood. So far, the main focus of research
has been on changes of T-helper cell (TH) cytokine production with a shift from TH2 to TH1
cytokines. Reduced mediator secretion from effector cells of allergic reactions, decreased
leukocyte proliferation, lowered responsiveness of end organs and changes in immunoglobulin
levels have been reported as well. The purpose of this study was to investigate the influence of
IT on phenotype and Ig-production of B-lymphocytes.

15 venom allergic patients with a history of systemic reactions after a wasp sting and venom-
specific skin test reactivity as well as serum IgE were investigated before VIT (day 1), one day
after reaching maintenance dose of 100 ug (day 6) during inpatient rush VIT, and again on day
26 during continued outpatient maintenance therapy. Changes in the serum levels of total IgE,
allergen-specific IgE (sIlgE) and slgG4 were measured by ELISA. Expression of CD5, CD23,
CD32, CD40, CD54, CD86, CD95, HLA-I-ABC and HLA-II-DR on double labeled B cells was
studied by flow cytometry of peripheral blood mononuclear cells.

On day 6, cell surface expression of CD54, CD5, CD32 and HLA-II-DR was decreased
significantly in intensity and numbers of positive cells, compared to day 1, while on day 26,
expression of these molecules approached again baseline levels. Furthermore, a trend to
decreased CD23 was noted on day 6. No changes were observed for CD40, CD86, CD95 and
HLA-I-ABC. Levels of total IgE, slgE and slgG4 showed a significant increase after 26 days of
VIT.

These data show that initiation of rush VIT has profound effects on B-cell phenotype and Ig-
production. Reduced expression of surface molecules can be interpreted as a reduction of
activation status of B-cells as well as reduced ability to present antigen and to costimulate other
leukocytes. B cells may thus be additional direct or indirect targets of high dose antigen therapy
and contribute to the efficacy of IT.

Key words
wasp venom allergy, B cell phenotype, venom immunotherapy, antigen presentation
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Abkilirzungen

Ag Antigen

AK Antikdrper

APZ Antigen-prasentierende Zelle

BSA bovine serum albumin

BZR B-Zell-Rezeptor

CD cluster of differentiation

Dpt Dermatophagoides pteronyssinus
e-GLT e-Germline-Transcript

FACS fluorescence-activated cell sorter
FITC fluoresceinisothiocyanat

Ig Immunglobulin

IT spezifische Immuntherapie

MFI mittlere Fluoreszenzintensitat
MHC major histocompatibility complex
PBMC peripheral blood mononuklear cells
PBS phosphate buffered saline

PE phycoerythrin

RAST radio allergo sorbent test

SAR systemische anaphylaktische Reaktion
slgE spezifische IgE-Antikorper

slgG4 spezifische IgG4-Antikdrper
TH-Zelle T-Helfer-Zelle

TZR T-Zell-Rezeptor

VIT venom immunotherapy (Insektengiftimmuntherapie)



1 Einleitung

Allergische Reaktionen gegeniber Insektengift, in Deutschland v.a. nach Bienen- oder
Wespenstichen, treten bei 0,3 — 5% der deutschen Bevolkerung auf (25,96). Die allergische
Reaktion kann von rein kutanen Reaktionen bis zum lebensbedrohlichen anaphylaktischen
Schock reichen. Die Insektengiftallergie ist eine typische IgE-vermittelte Immunreaktion und
gehort zur Typ-I-Reaktion (Soforttyp-Reaktion) der Einteilung nach Coombs und Gell (29).

Die einzige kausale Therapie flir IgE-vermittelte Allergien ist bis heute die spezifische
Immuntherapie (IT), bei der in steigernder Dosierung das spezifische Allergen appliziert wird.
Obwohl die IT seit Anfang des 20. Jahrhunderts erfolgreich durchgefiihrt wird, sind die
Mechanismen, die die Wirksamkeit der IT begrinden, noch nicht hinreichend verstanden.

Die zur Zeit am meisten diskutierte Theorie stiitzt sich auf Untersuchungen, die zeigen, dalk das
Zytokinmilieu der T-Helferzellen (TH-Zellen) durch die IT moduliert wird. So wird weniger IL-4,
IL-5 und IL-13 sezerniert (8,15), die zu den sog. TH2-Zytokinen gehdren. Ein Anstieg der TH1-
Zytokine ist noch nicht hinreichend belegt. AuRerdem wird durch die IT die Sekretion des
antiinflammatorischen IL-10 gesteigert (4). Da TH2-Zellen durch ihre Zytokine eher eine IgE-
vermittelte Immunantwort auslésen, wird die wahrend der IT beobachtete Verlagerung des
Zytokinmilieus zu Ungunsten der TH2 als Ursache fur die Effizienz diskutiert.

Es sind weitere Veranderungen immunologischer Parameter beschrieben worden, hierzu gehért
eine verminderte Leukozytenproliferation (3,8,15,74,91), eine verminderte Endorganantwort (33)
und eine verminderte Mediatorfreisetzung aus Effektorzellen (103). Auch eine Veranderung der
Serum-Immunglobulinspiegel wurde wahrend der IT beobachtet. So tritt zuerst ein Anstieg des
spezifischen IgE (slgE) auf, mit nachfolgendem Abfallen Uber Jahre der IT; oft ist nach 3-5
Jahren Therapie kein slgE mehr nachweisbar (83). Das spezifische IgG (slgG) dagegen steigt
wahrend der IT an und zwar v.a. der Subtyp IgG4. Das IgG4 kann kaum Komplement fixieren
und bindet nur schwach an Fc-Rezeptoren, so dall 1IgG4 kaum immunologische Reaktionen
bewirkt. Da es mit sIgE direkt kompetitiv um die Allergenbindung konkurriert, wird als eine
Theorie des Wirkmechanismus der IT die blockierende Wirkung dieser Antikorperklasse
diskutiert.

Neben ihrer Hauptfunktion der Ig-Produktion fungieren B-Zellen auch als antigenprasentierende
Zellen (APZ) und sind in der Interaktion mit T-Zellen als Kostimulatoren fiir TH-Zellen sehr
wichtig. Wahrend die charakteristischen Veranderungen der Ig-Spiegel im Verlauf der IT gut
untersucht sind, sind andere mdgliche Effekte auf B-Zellen kaum beforscht. In der vorliegenden
Arbeit wurden deshalb neben den Ig-Spiegeln Oberflachenmolekdle peripherer B-Zellen vor und
wahrend der Wespengift-IT untersucht, um maégliche Einflisse der IT auf den Aktivitatszustand,
die T-B-Zellinteraktion und die Antigenprasentation von peripheren B-Zellen zu analysieren.



2 Einfuhrung in die Thematik

2.1 Die allergische Typ-I-Reaktion1

Der Begriff Allergie wurde 1906 von dem Padiater von Pirquet eingefuhrt, er beschrieb damit die
veranderte Reaktion eines Organismus nach Kontakt mit einem Fremdstoff. Heute wird der
Begriff synonym mit dem Wort Uberempfindlichkeit benutzt und beschreibt die Ubersteigerte
Immunreaktion eines Organismus auf ein von sich aus nicht krankheitsauslésendes Antigen.

Coombs und Gell teilten 1963 die Uberempfindlichkeitsreaktionen aufgrund ihrer
unterschiedlichen immunologischen Mechanismen in vier Typen ein (29). Typ | bis Ill sind
Antikoérper-vermittelte Reaktionen, Typ IV ist eine T-Zell-vermittelte Immunantwort. Diese
Klassifikation sollte jedoch lediglich als Modell angesehen werden, die komplexen
pathophysiologischen Zusammenhange der Uberempfindlichkeitsreaktionen zu verstehen. Bei
den klinischen Manifestationen zeigen sich namlich Uberschneidungen der einzelnen Typen, so
besitzt z.B. die atopische Dermatitis sowohl Charakteristika der IgE-vermittelten Typ-I-Reaktion
als auch der T-Zell-vermittelten Typ-IV-Reaktion. Die Insektengiftallergie gilt als klassisches
Beispiel fir eine allergische Typ-I-Reaktion, es soll in dieser Arbeit deshalb nur auf die Typ-I-
Reaktion eingegangen werden.

Die Immunantwort beginnt mit der Aufnahme des Antigens in den Organismus. Antigene, die
allergische Reaktionen auslésen kénnen, nennt man Allergene. Der erste Allergenkontakt fuhrt
zur Sensibilisierung des Individuums. Antigene (Ag) gelangen Uber die Haut bzw. Schleimhéute,
bei Insektengiftallergikern durch intraepidermale Injektion in den Koérper und werden von APZ
aufgenommen. Zu den APZ zahlen die Makrophagen, die aus den im Blut zirkulierenden
Monozyten hervorgehen, die dendritischen Zellen, die Langerhanszellen der Haut und die B-
Lymphozyten (111). Sind die Antigene internalisiert, werden sie in den Lysosomen degradiert.
Kleine Antigenfragmente werden intrazytoplasmatisch an Molekile des Histokompatibilitats-
Komplexes-Il (MHC-II = major histocompatibility complex, bzw. HLA-II = humanes Leukozyten-
Antigen) gebunden und komplexgebunden an die Zelloberflache gebracht. Nun kdnnen
spezifische TH-Zellen das Antigen auf der Zelloberflache mit ihrem T-Zell-Rezeptor (TZR)
erkennen. Das Binden des TZR an den Peptid-MHC-lI-Komplex bildet das erste Signal zur
Aktivierung der ruhenden T-Helfer-Zelle. Zur vollstdndigen Aktivierung bendtigt die T-Zelle aber
noch kostimulatorische Signale, z.B. durch Interaktion von CD28 auf den T-Zellen mit der B-7-
Molekul-Familie (CD80, CD86) auf den APZ.

Die aktivierten TH-Zellen kédnnen nun Immunglobuline (lg) induzieren, einschlief3lich IgE. Das
von der TH2-Zelle sezernierte IL-4 bewirkt, dal} die B-Zelle einen Isotypenklassenwechsel
unternimmt und spater zu IgE umschaltet. Das zweite Signal ist die Interaktion zwischen CD40
auf den B-Zellen und CD40L (CD40-Ligand) auf den TH2-Zellen, welches bewirkt, dal} die B-
Zelle IgE produziert. Das IgE bindet nun an Fce-Rezeptoren, wobei der hochaffine FceRI von
Mastzellen, Basophilen und Langerhanszellen und der niedrigaffine FceRIl (CD23) von
Monozyten, Eosinophilen, Thrombozyten, dendritischen Zellen und Lymphozyten exprimiert
wird.

Bei erneutem Allergenkontakt bindet das Allergen an die z.B. auf Mastzellen gebundenen IgE-
Moleklle und kreuzvernetzt diese. Hierdurch kommt es zur Aktivierung der Mastzelle, was
einerseits zur Sekretion von praformierten Mediatoren (v.a. Histamin, Serotonin, Proteasen) und
andererseits zur Synthese von weiteren Substanzen (Prostaglandine, Leukotriene, Zytokine)
fuhrt (55). Diese Mediatoren verursachen durch Vasodilatation, Erhéhung der
Vasopermeabilitét, bronchiale Muskelkontraktion, erhéhte Schleimsekretion und Chemotaxis
von weiteren Entziindungszellen die Frih- und Spatreaktionen der Typ-I-Reaktion, mit den
bekannten klinischen Folgen der atopischen Erkrankungen (z.B. Rhinokonjunktivitis, Asthma
bronchiale, Urticaria) und der Anaphylaxie (z.B. Insektengiftallergie).

' Quellen fiir Abschnitt 2.1. sind, soweit nicht anders angegeben: (59,111,131,134)
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2.2 B-Zellen

2.2.1 Herkunft und Reifung von B-Zellen?

Die wichtigsten Abwehrzellen der spezifischen, humoralen Immunantwort sind die B-Zellen, die
auf die Produktion von Immunglobulinen spezialisiert sind. B-Zellen stammen von pluripotenten
Stammzellen des Knochenmarks ab. Die Entwicklung der B-Zellreihe beginnt im menschlichen
Foten ab der 8. bis 9. Schwangerschaftswoche in dem hamatopoetischen Gewebe der Leber
und verlagert sich ab der 20. Schwangerschaftswoche zunehmend ins hamatopoetische
Knochenmark, wo auch die postnatale Reifung von B-Zellen lokalisiert ist. Die Entwicklung der
B-Zellen lafkt sich anhand unterschiedlich exprimierter Oberflachenmarker und Umordnungen in
der Keimbahn in Stadien einteilen. Man unterscheidet vereinfachend Pro-B-Zellen, Pra-B-
Zellen, unreife B-Zellen und naive reife B-Zellen. Die Entwicklung der B-Zellen endet in den B-
Gedachtniszellen und den Antikorper-produzierenden Plasmazellen. Die Keimbahnumordnung
beginnt bei den Genen der schweren (H-)Kette mit einer fertigen p-Kette im Zytoplasma im
Stadium der Pra-B-Zelle. Das Rearrangement der leichten (L-)Kette beginnt erst im Stadium der
Pra-B-Zelle, so dal} ein fertiges oberflachenstandiges IgM-Molekll Kennzeichen der unreifen B-
Zelle ist. Die reife B-Zelle zeichnet sich durch IgM oder IgD auf ihrer Oberflache aus.

Parallel zu der Umordnung der Keimbahn kann man den einzelnen Entwicklungsstadien die
Expression verschiedener Oberflachenmolekiile zuordnen. So wird MHC-II schon auf den
Stammzellen exprimiert. CD19 ist ein Molekll, was nur von B-Zellen exprimiert wird und zwar
vom Stadium der Pro-B-Zelle bis zur reifen B-Zelle und der B-Gedachtniszelle, nur
Plasmazellen exprimieren kein CD19. Auch CD20 zeichnet sich dadurch aus, daf3 es nur von B-
Zellen (in den gleichen Stadien wie CD19) exprimiert wird. CD19 und CD20 kénnen demnach
als B-Zell-spezifische Marker zur Identifizierung von peripheren B-Zellen benutzt werden.

CD40 findet man ab dem Stadium der Pra-B-Zelle und CD23 ab dem Stadium der unreifen B-
Zelle. Die Plasmazelle ist charakterisiert durch die Expression von CD38 und PCA-1 (Plasma
cell antigen 1), sie kann aber auch durch ihr typisches Radspeichenmuster mikroskopisch
identifiziert werden.

2.2.2 Die Produktion von Immunglobulinen

FUr die Produktion von Immunglobulinen gegeniber dem Uberwiegenden Teil von Antigenen
bendtigen B-Zellen die Hilfe von TH-Zellen, es gibt jedoch auch T-Zell-unabhangige Antigene
(111), auf die hier nicht eingegangen werden soll, da Allergene in der Regel T-Zell-abhangig
sind.

Damit TH-Zellen ihre Aufgabe erfiillen kénnen und effizient Signale an die B-Zellen leiten
kénnen, mussen sie initial von APZ aktiviert werden. Sobald die T-Zelle aktiviert ist, kann sie die
B-Lymphozyten zur Produktion von Ig stimulieren. Diese Hilfe wird zum einen Uber zellulare
Interaktion, zum anderen Uber Zytokine vermittelt. Die zellulare Interaktion verlauft Gber die
spezifische Bindung des TZR an den MHC-II-Ag-Fragment-Komplex als notwendiges Signal
und Uber die Interaktion einer Reihe kostimulatorischer Molekiile, z.B. CD80/CD86 - CD28,
CD40 - CD40L, CD54 - LFA-1, LFA-3 - CD2 (27). Diese T-Zell-Hilfe fiihrt zur Proliferation der
spezifischen B-Zelle und zur Ausreifung zu Ig-produzierenden Plasmazellen bzw. zu
Gedachtniszellen. In diesem Kapitel soll die Rolle der B-Zelle als APZ, die Struktur von
Immunglobulinen und der Klassenwechsel zum IgE abgehandelt werden.

2.2.2.1 Antigenprasentation von B-Zellen

Die Antigenprasentation der B-Zellen beginnt mit der spezifischen Bindung eines Ag an das
membranstandige lg-Molekil, welches einen Teil des BZR darstellt (12,60). Hier liegt ein sehr
wichtiger Unterschied zu den anderen professionellen APZ, denn wahrend B-Zellen nur das Ag
prasentieren kdnnen, was fir sie spezifisch ist, phagozytieren die anderen APZ unspezifisch Ag
und kénnen demnach viele verschiedene Ag prasentieren. Die spezifische Bindung des Ag an

% Quellen fiir Abschnitt 2.2.1. sind, soweit nicht anders angegeben: (59,111,131).
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den BZR fihrt zu einer Internalisierung des Ag-Rezeptor-Komplexes. Nach endosomaler
Prozessierung des Ag (119) werden Ag-Fragmente gebunden an HLA-II-Molekule an die
Zelloberflache transportiert und somit den TH prasentiert.

Der BZR besteht aus dem membranstandigen IgM oder IgD (mlIgM, migD) fir die spezifische
Bindung und den Igo und IgPp (CD79) Heterodimeren, die Uber ihren intrazytoplasmatischen
Anteil die Signaltransduktion vermitteln (12,31,119).

Von den in dieser Arbeit untersuchten Oberflachenmolekilen sind CD19, CD5 und CD32 mit
dem BZR assoziiert (35,48,102). CD19 ist ein transmembranes Protein der Ig-Superfamilie. Es
gehdrt zum Ko-Rezeptorkomplex des BZR. Der intrazytoplasmatische Anteil von CD19 wird
nach Kreuzvernetzung des BZR durch Ag schnell phosphorylisiert und tragt somit zur
Signaltransduktion bei (31). CD19 interagiert u.a. mit dem Komplementkomponent-Rezeptor
CD21, die Funktionen des CD19 sind aber noch nicht vollstandig verstanden.

CDS5 und CD32 scheinen bei der Regulation der BZR-Signaltransduktion inhibitorisch wirksam
zu sein (35,48). CD5 (67kDa) ist ein monomeres, Typ | Membranglykoprotein. Es wird auf T-
Zellen und konstitutiv auf einem Subtyp der B-Zellen, den sog. B1-Zellen exprimiert (118,121).
Auf den CD5-negativen B2-Zellen kann es durch anti-IgM-Stimulation induziert werden (28). Im
Zusammenhang mit der Pathophysiologie von allergischen Erkrankungen wurde CD5 noch
nicht hinreichend untersucht.

Auch CD32 ist mit dem BZR assoziiert. CD32 (FcyR-Il) ist als niedrig affiner Fc-Rezeptor fir IgG
der einzige Fcy—Rezeptor, der auf B-Lymphozyten exprimiert wird (50). Es ist ein monomeres,
transmembranes Protein mit einem Molekilgewicht von 40 kDa und gehoért wie alle Fc-
Rezeptoren bis auf CD23 (niedrig affiner IgE-Rezeptor) zur Immunglobulinsuperfamilie.

Neben dem BZR ist HLA-Il das wichtigste Molekul fir die Ag-Prasentation, da die
Antigenfragmente an HLA-II gebunden werden und so auf der Oberflache prasentiert werden.
Es wird auf allen APZ reichlich exprimiert, auf B-Zellen wird es durch IL-4 und IL-5 weiter
hochreguliert (60). HLA-II ist ein Heterodimer aus einer schweren o-Kette (30-34 kDa) und einer
leichten B-Kette (26-29 kDa) (51). Die hochvariable Grube fir die Peptidbindung wird sowohl
von der o- als auch der B-Kette gebildet. Im Gegensatz zu HLA-I ist diese Grube relativ offen,
so daR die Ag-Fragmente mit 12 — 24 Aminosauren etwas grof3er sind, als diejenigen die auf
HLA-I gebunden prasentiert werden.

Die TH-Zellen erkennen mit ihrem TZR spezifisch das Ag-Fragment und werden im
Zusammenspiel von Ko-Rezeptoren aktiviert (27), was zur Freisetzung von Zytokinen und
Hochregulierung von Oberflachenmolekilen wie z.B. CD40L fiihrt. Nun kann die aktivierte TH-
Zelle die fur die Ig-Produktion notwendigen Signale den B-Zellen Gbermitteln.

2.2.2.2 Die Struktur von Immunglobulinen3

Die Funktion von Antikorpern liegt in der Erkennung von Antigenen; Antikdrper sind damit die
eigentlichen Effektormolekiile der spezifischen humoralen Immunantwort.

Immunglobuline (Ig) existieren als B-Zellmembran gebundene Molekiile mit der Funktion des
spezifischen B-Zellrezeptors und als in alle Korperflissigkeiten sezernierte Molekile. Sie
bestehen aus zwei schweren (H-)Ketten mit einem Gewicht von 50-77 kDa und aus zwei
leichten (L-)Ketten mit einem Gewicht von ca. 25 kDa.

Immunglobuline sind bifunktional, was sich auch in ihrer Molekulstruktur spiegelt. Der
hochvariable N-terminale Abschnitt bildet die Antigen-Bindungsstelle, der C-terminale Abschnitt
besitzt eine konstante Aminosaurensequenz, die die Effektorfunktionen des Ig-Molekiils
bestimmen, wie z.B. die Interaktion mit Immunzellen und mit Komponenten des
Komplementsystems.

Im menschlichen Immunsystem gibt es 5 verschiedene Klassen von Immunglobulinen, namlich

® Die Quellen fiir den Abschnitt 2.2.2.2. sind, soweit nicht anders bezeichnet: (111,131,134).
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IgM, IgD, 1gG, IgA und IgE und einige Unterklassen (IgG1-4, IgA1,2). Im Hauptinteresse der
Allergologen steht das IgE als verantwortliches Immunglobulin der Typ-I-Allergie.

Ramirez (1919) und Prausnitz, Kustner (1921) konnten nachweisen, daf} allergische Reaktionen
durch Blut bzw. Serum Ubertragen werden koénnen. Prausnitz und Kistner nannten den
vermeintlich verantwortlichen Faktor Reagin. Erst 1966 durch Ishizaka (65) und 1968 durch
Johansson (71) konnte dieses Reagin als Ig identifiziert werden und wurde IgE genannt, da es
nach Lokalapplikation ein Erythem der Haut bewirkt. IgE ist bei Normalpersonen nur in Spuren
vorhanden (<0,001% des gesamten Ig im Serum) (111). Das IgE-Molekdl besteht aus 2 leichten
und 2 schweren Ketten, das Molekulargewicht betragt 190 kDa. Die schwere Kette des IgE
zeichnet sich im Vergleich zu den anderen Ig durch eine zusétzliche konstante Doméane (Ce4)
aus (111). Uber seinen Fc-Anteil mit der Domane Ce3 bindet das IgE an spezifische
Rezeptoren. Die Halbwertszeit von IgE im Serum betragt nur ca. 2-5 Tage, gebunden an seine
Rezeptoren kann es aber auch noch Monate auf Mastzellen und Basophilen nachgewiesen
werden. Die physiologische Rolle des IgE ist immer noch umstritten. Patienten mit
Parasiteninfektionen zeigen aber einen erhdhten IgE-Spiegel, was zeigt, dal’ IgE in der Abwehr
von parasitaren Infektionen eine Rolle spielt (64).

Fir diese Arbeit ist auBerdem noch das IgG4-Molekil von grofRer Relevanz, denn ihm wird eine
protektive Rolle gegen IgE-vermittelte Uberempfindlichkeitsreaktionen zugesprochen. Dies
schliet man aus der Tatsache, daf} bei Patienten mit parasitaren Infektionen trotz hohem IgE-
Titer allergische Reaktionen selten sind (64). Bei diesen Patienten wurde namlich ein hoher
slgG4-Spiegel bestimmt (50-95% des IgG, Normwert <4% des 1gG), was zu der Hypothese der
,blockierenden Antikérper® gefuhrt hat. Durch Entfernen von IgG4-Molekilen wurde die
blockierende Eigenschaft der Seren (gemessen durch Histamin-Freisetzungs-Assays) von
Patienten mit Filariasis aufgehoben (2,64,110,129). Die blockierende Eigenschaft des IgG4
kommt durch direkte Kompetition um die Ag-Bindung mit den FceR-I-standigen IgE-Molekilen
zustande (110). IgG4 kann fast keine Komplementfaktoren fixieren und bindet nur mit
schwacher Affinitdt an Fc-Rezeptoren, so dal® Ag-Bindung an 1gG4 keine potentiell gefahrlichen
Reaktionen bewirkt (2). Die These der blockierenden Antikérper wird auch als mdglicher
Wirkmechanismus der IT diskutiert, denn im Verlauf einer IT steigt der slgG4-Spiegel
kontinuierlich an (siehe 2.4.2.4.). Die physiologische Rolle des IgG4 ist noch nicht hinreichend
verstanden, eine mogliche Funktion liegt aber, wie dargelegt, in der Regulation IgE-vermittelter
Immunantworten.

2.2.2.3 Antikorperklassenwechsel zum IgE

Naive, reife B-Lymphozyten exprimieren auf ihrer Oberflache IgM- oder IgD-Molekdle. Ihre Ag-
Spezifitdt wurde durch somatische Rekombination der VJ-Gensegmente der schweren Kette
wahrend der Reifung festgelegt. Im Laufe einer Immunantwort werden jedoch nicht mehr IgM-
bzw. IgD-Antikorper gebildet, sondern Antikérper eines anderen Isotyps. Die B-Zelle mul} also
einen sogenannten Antikorperklassenwechsel (Isotypen-Switch) vornehmen. Dies erfolgt
wiederum durch somatische Rekombination, wobei die Ag-Spezifitat erhalten bleibt.

Die Gene fur die konstanten Regionen (C-Region) der H-Kette liegen 3' von den VDJ-
Segmenten auf dem Chromosom 14 in der Reihenfolge Cu, C8, Cy3, Cy1, Cye (Pseudogen),
Ca1, Cyy, Cy2, Cy4, Ce, Co2 (13). Die Regionen sind in Abbildung 1 dargestellt.
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Abbildung 1: Die Gene der konstanten Regionen der Immunglobuline nach (12).

5' von diesen Regionen liegen GC-reiche Introns, sog. Switch-(S) Regionen. Eine Ausnahme
bildet C§, vor dem es keine Switch-Region gibt, denn IgD entsteht durch alternatives Spleillen
des Cp- Co-Transskripts. Nach Aktivierung des Rekombinationssystems findet eine ,looping-
out“-Deletion statt — z.B. fiir einen Klassenwechsel von IgM zu IgE durch Anlagerung von Spu an
Se (13,108). Der Klassenwechsel kann auch sequentiell erfolgen, also z.B. von IgM Uber I1gG4
zu IgE, wobei immer nur zu Isotypen gewechselt werden kann, deren C-Regionen 3‘ von den
zur Zeit translatierten C-Regionen liegen.

Fir den Klassenwechsel zum IgE wird derzeit ein 2-Signal-Modell diskutiert (12), wobei eine
Vielzahl weiterer Faktoren, die noch nicht im einzelnen identifiziert wurden, eine Rolle spielen.
Die Signale werden von den TH-Zellen den B-Zellen Ubermittelt. Die Interaktion des
spezifischen TZR mit dem MHC-II-Ag-Komplex fiihrt zur Sekretion von Interleukinen und zur
Heraufregulation von Oberflachenmolekilen, u.a. von CD40L. Im Falle des IgE bildet das von
TH2-Zellen sezernierte IL-4 bzw. IL-13 das 1. Signal zum Klassenwechsel (105,130). IL-4
bindet an den IL-4-Rezeptor, was tUber mehrere Phosphorylierungsschritte durch Januskinasen
dazu fuhrt, da® STATG6 (signal transducer and activator of transcription) einen Homodimer bildet
und in den Kern gelangt (13,84). Im Kern bindet STAT6 an spezifische DNA-Sequenzen in der
Promoterregion der durch IL-4-regulierbaren Gene. STAT6 bindet stromaufwarts von Se, vor
einer sog. le-Region und bewirkt die Transkription von den Segmenten le bis Ce. Nach dem
SpleiRen von Introns wird dieses Transkript e-Keimbahn-Transkript bzw. e-Germline-Transcript
(im folgenden &-GLT) genannt. Die le-Region besitzt Stop-Codons, so da® das e-GLT nicht
translatiert wird, es wird deshalb auch steriles Transkript genannt. Die genaue Wirkungsweise
des e-GLT ist noch nicht bekannt, aber es koénnte einen Teil des Umschalt-
Rekombinasesystems bilden (13).

Das 2. Signal zur IgE-Umschaltung wird durch CD40-CD40L-Interaktion vermittelt. CD40 (45-50
kDa) ist ein Membran-Glykoprotein der Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor-Superfamilie. Es wird
konstitutiv auf B-Zellen und dendritischen Zellen exprimiert. Der physiologische Ligand von
CD40 ist CD40L, das auf aktivierten T-Zellen exprimiert wird (27,31). Die CD40-CD40L-
Interaktion bewirkt neben einer Heraufregulation verschiedener B-Zellrezeptoren die Deletion
der DNA-Region zwischen Sy und Se durch ,Joop-out“Deletion. Somit gelangt das VDJ-
Segment in die Nahe des Ce-Segmentes. Nach Transkription und SpleiRen entsteht das reife
DNA-Transkript, was nun translatiert werden kann (13).

Neben den beiden Hauptsignalen zur Umschaltung zu IgE, der CD40-CD40L-Interaktion und IL-
4 bzw. IL-13, spielen eine Reihe kostimulatorischer Molekile u.a. CD23, CD54 und CD86 eine
wichtige Rolle bei der IgE-Regulation (11,67,76). CD23 (Fce-RIl) gehort als einziger Fc-
Rezeptor nicht zur Immunglobulinsuperfamilie, sondern ist ein transmembranes Glykoprotein
und ist Mitglied der Lectin-Familie der Adhasionsmolekile (19). Es wird von Lymphozyten,
Makrophagen und Monozyten exprimiert. Auf B-Lymphozyten wird es durch IL-4 induziert und
durch IFN-y inhibiert (18,78). Neben der membrangebundenen Form (mCD23) kommt es auch
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in I8slicher Form (sCD23) vor (132). CD23 ist nicht nur ein IgE-Rezeptor, sondern hat weitere
physiologische Liganden (CD21, Mac-1 (CD11b/CD18) und p150,95 (CD11c/CD18)), was seine
vielfaltigen immunmodulatorischen Effekte erklart (19). Die Wirkung des CD23 auf die IgE-
Synthese ist komplex (24,30,113,132); sowohl férdernde (11,18) als auch inhibitorische Effekte
(26) wurden beschrieben.

Als weiteres Oberflachenmolekll scheint CD86 eine Rolle bei der IgE-Regulation zu spielen
(67). CD86 (B7.2), ein transmembranes Protein der Immunglobulin-Superfamilie, ist als Ligand
von CD28 und CTLA-4 ein wichtiges kostimulatorisches Molekil fir die T-Zellaktivierung
(27,100,137). CD86 wird auf professionellen APZ konstitutiv exprimiert, auf ruhenden B-Zellen
nur schwach; nach Aktivierung wird es aber schnell hochreguliert. Es wurde ein agonistischer
anti-CD86-Antikorper beschrieben, der die IL-4/CD40 induzierte IgE- und IgG4-Synthese
verstarkt (67). Die Bindung des anti-CD86 fiihrte zu einer gesteigerten B-Zellproliferation, einer
vermehrten CD23-Expression und einem leichten Anstieg der CD54-Expression. Die
gesteigerte IgE- und 1gG4-Produktion durch anti-CD86 wurde durch blockierende anti-CD23-AK
dosisabhangig gehemmt und weist darauf hin, dal der Effekt des CD86 auf einer Steigerung
der CD23-Expression beruht (67).

Auch das Adhasionsmolekiil CD54 scheint einen EinfluR auf die IgE-Produktion zu haben.
CD54 oder Intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1) wird auf einer Vielzahl von Zellen
exprimiert (128). Die Hauptfunktion des CD54 liegt in der Vermittlung von reversiblen,
spezifischen Zell-Zell-Bindungen. CD54 wird sehr zellspezifisch reguliert, auf Monozyten z.B.
wird die Expression u.a. von IFN-y induziert und von IL-10 inhibiert (13,133). Auf B-
Lymphozyten wird es u.a. durch IL-4 und nach CD40-CD40L-Interaktion induziert (42). Auf APZ,
so auch B-Zellen, wird CD54 in Assoziation mit MHC-Il exprimiert und wirkt als
kostimulatorisches Molekdl bei TH-Aktivierung, z.B. durch Induktion von weiteren
Kostimulatoren (B7, Interleukin-Rezeptoren) (60). Durch anti-CD54-AK wurde die durch IL-4
und anti-CD40-AK induzierte IgE-Produktion geférdert und zwar durch erhéhte Konzentration
des e-Keimbahn-Transskripts (76).

Das wachsende Wissen uber die molekularen Prozesse der IgE-Regulation kann dazu
beitragen, neue therapeutische Ansatze fur IgE-vermittelte Erkrankungen zu entwickeln (siehe
hierzu: (14)).

2.3 Wespengiftallergie

2.3.1 Entomologie (Insektenkunde)
2.3.1.1 Systematische Einteilung der Hymenopteren

Durch Stiche vieler Insektenarten werden beim Menschen Reaktionen hervorgerufen. Die
toxische Wirkung von Insektengiften ist lokal begrenzt und fuhrt nur in Ausnahmefallen zu ernst
zu nehmenden, gesundheitsgefahrdenden Situationen. Medizinisch viel bedeutsamer sind
allergische Reaktionen gegentber bestimmten Bestandteilen von Insektengiften.

In unseren Breitengraden sind v.a. Vertreter der Familien Vespidae und Apidae Ausldser von
Allergien, sie gehdren zur Ordnung der Hymenopteren (Hautfllgler). Die wichtigste Rolle unter
den Vespidae spielen dabei die Arten Vespula germanica (deutsche Wespe) und V. vulgaris
(gemeine Wespe), die im folgenden als Wespen bezeichnet werden (124).

Die Artenverteilung zeigt weltweit regionale Unterschiede, so werden im Suden der USA ein
groRer Anteil der allergischen Reaktionen durch stechende Ameisen verursacht, die in Europa
nicht heimisch sind und demzufolge bei uns auch keine medizinische Bedeutung haben (104).

Ein Uberblick Uiber die Systematik der Hymenopteren gibt Tabelle 1.
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Tabelle 1: Systematische Stellung einiger Hymenopteren (nach Przybilla (104) und Storch (124)).

Familie Unterfamilie | Gattung Art
Apidae Apis A. mellifera (Honigbiene)
Bombus (Hummel) B. spp
Vespidae Vespinae Vespa (Papierwespe) V. crabro (Hornisse)
(Faltenwespe) Vespula (Kurzkopfwespe) V. germanica
V. vulgaris
Dolichovespula (Langkopfwespe) | D. spp
Polistinae Polistes (Feldwespe) P. spp
Formicidae Myrmicinae Solenopsis (Feuerameise) S. spp
(Ameisen) Pogonomyrmex P. spp

2.3.1.2 Zusammensetzung des Wespengiftes

Hymenopterengifte sind komplex zusammengesetzt, sie bestehen aus biogenen Aminen,
Peptiden und Proteinen, von denen die meisten enzymatisch wirksam sind (41,61,62). Einige
Inhaltsstoffe sind in Tabelle 2 aufgelistet.

Die Uibertragende Menge Gift pro Stich schwankt bei Wespen stark und ist abhangig vom Alter
des Insekts, der Jahreszeit, der Dauer des Stichs und dem zeitlichen Abstand zum letzten Stich.
Wespen kdénnen auch ihr Gift bei Gefahr in die Luft spriihen. Diese Faktoren sind
Unsicherheitsfaktoren bei Stichprovokationen und koénnten die selteneren systemischen
Reaktionen nach Wespenstichprovokationen im Vergleich zu Bienenstichprovokationen erklaren
(92).

Da Wespengift Uberwiegend aus Proteinen besteht, wird es durch die Angabe des
Eiweiltrockengewichts in pg quantifiziert. Die Angaben pro Stich schwanken von 1,7-3,1
pg/Stich (62) bis 3-10 ug/Stich (104), liegen aber weit unter der Giftmenge von Bienen (59 ug
Hoffman, 50-100 ug Przybilla).

Zur Herstellung der Wespengiftextrakte flr Diagnostik und Therapie wird das Gift aus den
Giftsacken der Wespen isoliert und gereinigt. Die Praparate werden im Hinblick auf den Gehalt
an Allergenen und ihre biologische Gesamtaktivitat standardisiert (96).

Die Allergene werden in Major - und Minorallergene nach der Haufigkeit eingeteilt, mit der in
Patientenseren IgE-Antikdrper gegen die entsprechenden Allergene gefunden werden. Zu den
Majorallergenen des Wespengifts gehdren die Phospholipase A und B, das Antigen 5 und
Antigen 24-25, zu den Minorallergenen die Saure Phosphatase, Hyalorunidase und die
Proteasen (96).

Fir die toxischen Effekte des Wespengiftes sind v.a. die Peptide und biogenen Amine
verantwortlich; z.B. das Histamin, das immerhin 4% des Trockengewichts ausmacht, welches
bekanntlich gefaRerweiternd wirkt und dadurch Odem und Schmerz verursacht.
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Tabelle 2: Wespengiftbestandteile und einige Eigenschaften nach (34,41)

Bestandteile Prozent des Molekulargewicht | Eigenschaften
Trockengewichts | (Dalton)

Hyaluronidase 2 45000 Proteolyse

Phospholipase A 0,4 35000 Zytolyse

Phospholipase B

Saure Phosphatase

Alkalische Phosphatase

Proteasen

Antigen 5 15 25000

Hamolytische Bestandteile ~6000 Zytolyse

Wespenkinin 1,2 ~2000 Vasodilatation,
gesteigerte
Vasopermeabilitat

Histamin 4 111 Vasodilatation,
Bronchokonstriktion

Serotonin 176

Dopamin 153

LTB, 336 Leukozytenchemotaxin

LTC, 625 Bronchokonstriktion,

Mukussekretion,
Vasodilatation

2.3.2 Epidemiologie
2.3.2.1 Pravalenz

Die Ermittlung der Pravalenz der Insektengiftallergie kann auf anamnestischen Angaben oder
diagnostischen Tests beruhen. Bei beiden Mdglichkeiten gibt es viele Unsicherheitsfaktoren, die
zu bericksichtigen sind. So sind Anamnesen immer subjektiv und vom Fragebogen bzw. dem
Untersucher abhangig, diagnostische Tests dagegen zeigen lediglich die Sensibilisierung von
Personen, nicht aber ihre klinische Relevanz auf. Aus diesen Griinden gibt es starke
Schwankungen bezliglich der Angaben Uiber die Pravalenz.

Die Haufigkeit eines positiven Testergebnisses (detektierbares Insektengift-spezifisches IgE,
positiver Hauttest) liegt zwischen 12-18% (25,96), bei einer Studie in einem landlichen Gebiet
im Sudosten Spaniens waren 20,4% der unselektierten Stichprobe RAST positiv (44).

Die Pravalenz der Insektengiftallergie liegt nach anamnestischen Angaben (ber systemische
Reaktionen nach Insektenstichen zwischen 0,35-5% (25,96), je nach Population und
Befragungsart. Diese Unterschiede sind teilweise bedingt durch methodische Differenzen und
das Expositionsrisiko, was u.a. von der Insektendichte (in Mittel- und Siideuropa héher als in
GroRbritannien und Skandinavien, in landlichen Gegenden hoher als in der Stadt) abhangt.
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2.3.2.2 Mortalitat

Die Mortalitat der Insektengiftallergie ist gering, sie liegt zwischen 0,09-0,45 Todesfalle pro
Million Einwohner und Jahr (96). Ca. 95% dieser Todesfalle erfolgen nach einem oder wenigen
Stichen, die grofle Mehrheit ist also allergisch bedingt. Die meisten Todesfalle treten im
hoéheren Lebensalter auf (nach Miiller 71% der Todesfalle bei Uber 40 jahrigen Patienten (96)),
obwohl das Expositionsrisiko bei Kindern hoher ist. Dies ist u.a. auf die hohere
Wahrscheinlichkeit zurtickzufiihren, an kardiovaskularen oder pulmonalen Grunderkrankungen
zu leiden. Die Uberwiegenden Stiche mit tédlichem Ausgang geschehen im Kopf- Halsbereich,
wobei hier auch ein nicht-allergischer Pathomechanismus mitbeteiligt sein kann. Die
Dunkelziffer insektengiftallergisch bedingter Todesfalle scheint recht hoch zu sein; so wurde in
mehreren Studien ein im Vergleich zur Normalbevoélkerung hoher Grad an Sensibilisierung
gegen Insektengift bei unerwarteten Todesfdllen ermittelt (25,96). Die Mastozytose als
pradisponierender Faktor kann ebenfalls zu tdédlichen Reaktionen auf Hymenopterenstiche
fihren. Dabei mull nicht notwendigerweise eine Allergie vorliegen, sondern die massive
Mastzellmediator-Freisetzung aufgrund der in den Giften enthaltenen unspezifischen
Mastzellliberatoren kann allein verantwortlich sein (46,94,97).

2.3.3 Kilinik der Wespengiftallergie
2.3.3.1 Reaktionsformen auf Hymenopterenstiche

Hymenopterenstiche 16sen beim Menschen Reaktionen aus, die lokal begrenzt sein kénnen
oder sich systemisch ausbreiten. Die physiologische Stichreaktion ist eine Lokalreaktion, die
aus einer auf die Stichstelle begrenzten juckenden, schmerzhaften, erythematdsen Schwellung
besteht, hervorgerufen durch die obligat toxischen Substanzen aus dem Gift. Grolie
Lokalreaktionen kénnen auch eine gesamte Extremitat einbeziehen, breiten sich aber von der
Stichstelle her aus. Systemische Reaktionen sind von der Stichstelle entfernte Reaktionen, z.B.
Lidédem bei einem Stich in den Arm oder Allgemeinreaktionen wie generalisierte Urtikaria,
Ubelkeit bis hin zum Schock (43,104,138).

Diesen Reaktionen liegen verschiedene Pathomechanismen zugrunde. Die Lokalreaktionen
werden durch zytotoxische und neurotoxische Substanzen des Giftes ausgeldst. Bei besonders
ungunstiger Lokalisation, v.a. in den oberen Luftwegen, kénnen die Toxine eines einzelnen
Stiches zu lebensgefahrlichen Situationen flihren, wie z.B. ein Larynxddem bei Stich in den
Mund. Bei besonders vielen Stichen kann die Toxinwirkung aber auch zu geféhrlichen
Allgemeinreaktionen wie Rhabdomyolyse und Hamolyse fihren, die eine Niereninsuffizienz
ausldsen kdnnen (104). Auch Leberparenchymschaden mit Ikterus und Gerinnungsstérungen
sind beschrieben worden. Systemische Reaktionen sind allerdings fast immer durch eine Typ-I-
allergische Reaktion bedingt (96).

2.3.3.2 Erscheinungsbild der Wespengiftallergie

Die klinische Symptomatik der systemischen anaphylaktischen Reaktion (SAR) ist vielfaltig. Die
Manifestationsorte sind die Haut (generalisierte Urticaria, Pruritus, Angioédem, Flush), der
Gastrointestinaltrakt (Ubelkeit, Erbrechen), das respiratorische System (Atemnot, Larynxddem,
allergisches Lungendédem) und das kardiovaskuldre System (Blutdruckabfall, Schwindel,
Herzrhythmusstorungen, BewuBtlosigkeit). Die Symptome beginnen meist innerhalb weniger
Minuten nach dem Stich und kénnen nach Abklingen wenige Stunden spéater noch einmal
auftreten.

Die Auspragung der Symptome reicht von milden Allgemeinreaktionen bis zum Vollbild des
anaphylaktischen Schocks, der ohne sofortige intensivmedizinische Intervention zum Tod
fuhren kann. Die Einteilung nach dem Schweregrad der SAR kann nach verschiedenen
Skalensystemen erfolgen, in unserer Klinik wird eine modifizierte Klassifikation nach Muller
angewandt (123).
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Tabelle 3: Einteilung des Schweregrads der SAR modifiziert nach Miiller (123).

Miiller Grad Reaktion

0 Starke Lokalreaktion (>10 cm, Dauer >24 h)

I generalisierte Urticaria, Pruritus, Ubelkeit

Il Beliebige Symptome aus | und: Angioddem, Engegefihl, Erbrechen,
Durchfall, Schwindel

Il Beliebige Symptome aus I-Il und: Atemnot, Giemen, Stridor, Dysphagie,
Dysarthrie, Heiserkeit, Schwache, Benommenheit, Todesangst

\Y Beliebige Symptome aus I-1V und: Blutdruckabfall, Kollaps,
BewuRtlosigkeit, Inkontinenz, Zyanose, Atem-, Kreislaufstillstand

2.3.4 Diagnostik der Wespengiftallergie

Die Diagnose einer Wespengiftallergie wird aufgrund der Anamnese, der Hauttests und der in
vitro Bestimmung des Wespengift-spezifischen IgE gestellt.

2.3.4.1 Anamnese

In der Anamnese sollte soweit moglich das krankheitsverursachende Insekt identifiziert werden.
Die Angabe, das der Stachel in der Haut steckte, erhoht zwar die Wahrscheinlichkeit, daf} es
sich um einen Bienenstich handelte, ist aber keineswegs ein sicherer Hinweis. Deshalb sollte
man u.a. den Zeitpunkt des Stiches (Fruhling/Frihsommer eher Biene, Spatsommer/Herbst
eher Wespe) und den Ort (Iandliche Gebiete eher Biene, Stadt eher Wespe) mitberiicksichtigen.

Ein weiteres Ziel der Anamnese sollte die Klassifizierung der Reaktion sein. Hierzu mussen die
Symptome genau beschrieben werden und mit Hilfe einer Klassifizierungsskala z.B. nach Miiller
(123) eingeteilt werden. Des weiteren sollten Reaktionen auf frihere Stiche, das
Expositionsrisiko (Imker, Backer, Gartenarbeit etc.), die psychische Belastung (Angst vor
erneutem Stich) und andere allergische Erkrankungen (Atopiestatus) erfragt werden. In der
allgemeinen Anamnese missen Faktoren, die systemische Reaktionen beeinflussen kénnen,
herausgearbeitet werden, so ev. bestehende kardiovaskulare oder respiratorische
Grunderkrankungen, und Einnahme von Medikamenten wie ACE-Hemmer oder [-Blocker
(96,104,138). Da Patienten sich einer Mastozytose nicht immer bewuft sind, sollte neben der
entsprechenden Anamnese auch eine Inspektion der Haut erfolgen.

2.3.4.2 Hauttest

Zur weiteren Abklarung einer allergischen Reaktion sollte ein Hauttest durchgefihrt werden. Der
Hauttest zeigt die Sensibilisierung des Patienten auf das entsprechende Allergen, durch
Titrierung wird auch eine Quantifizierung der Sensibilisierung moglich. Die Testung sollte nicht
friher als 2 Wochen nach dem Stichereignis erfolgen, da die Hautmastzellen nach einer
Allgemeinreaktion Zeit zur Regeneration bendtigen, und mdglichst innerhalb eines Jahres, da
die Hauttestempfindlichkeit mit zunehmendem Abstand zum Stichereignis abnimmt (96).

Es eignet sich sowohl ein Intrakutantest als auch ein Pricktest, wobei beim Pricktest eine
hoéhere Giftkonzentration benutzt werden muf. In unserer Klinik wird ein Pricktest mit
Endpunkttitration benutzt, wobei in 20-minltigen Intervallen eine Pricktestung mit 1, 10, 100 und
300 ug Giftextrakt durchgefiihrt wird. Eine Quaddel > 5mm Durchmesser wird als positiv
bewertet. Falsch-negative Testergebnisse konnen durch einen schlecht gewahlten Zeitpunkt der
Untersuchung oder durch Medikamente, die die Hauttestempfindlichkeit herabsetzen
(Antihistaminika, einige Neuroleptika) bedingt sein (96). Die Auswahl des falschen Giftes
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aufgrund falscher bzw. fehlender Identifizierung des Insektes ist auch eine haufige Fehlerquelle.

Falsch-positive Werte ergeben sich je nach Studie bei 20-46% der Normalpersonen (96), wobei
zu berlcksichtigen ist, daf} sich ,Normalpersonen® beim letzten reaktionslos vertragenen Stich
sensibilisiert haben kdnnten.

2.3.4.3 Bestimmung spezifischer IgE-Antikorper

Die nachste Saule der Diagnostik der Insektengiftallergie sind in vitro-Tests und zwar v.a. die
Bestimmung Insektengift-spezifischer IgE-Antikérper (sIgE) im Serum.

Bisher wurde der RAST (radio allergo sorbent test) verwendet, es konnte allerdings eine hdhere
Sensitivitdt des CAP-Tests nachgewiesen werden (69), so dal} sich dieser Test in der Routine
durchgesetzt hat.

Wie die Hauttestreaktionen sind auch die slgE-Werte zeitabhangig; so werden kurz nach der
allergischen Allgemeinreaktion niedrige IgE-Spiegel gemessen (96). Es wird angenommen, daf}
das IgE in der Allgemeinreaktion verbraucht wird. Nach ca. 2-3 Wochen sind wieder hohe IgE-
Titer detektierbar, die im Laufe von Monaten bis Jahren wieder abfallen. Rieger-Ziegler et al
(109) haben bei 12 von 13 Bienengiftallergikern und 14 von 18 Wespengiftallergikern schon in
den ersten 2 Wochen nach der Reaktion sIgE detektiert, bei den Wespengiftallergikern stieg
das slgE bei einer ca. 5 Wochen spateren erneuten Bestimmung signifikant an. Man kann also
die slgE-Bestimmung schon friih nach der allergischen Reaktion durchfiihren, sollte sie aber bei
Test-negativen Personen nach einigen Wochen wiederholen.

Zusammenfassend ist zu den diagnostischen Tests zu bemerken, dal die Tests zwar gut
zwischen Patienten mit positiver Anamnese und Normalpersonen unterscheiden, ihr pradiktiver
Wert allerdings unbefriedigend ist. So reagierten nur 20-50% der Testpositiven bei spateren
Stichen wieder systemisch (96). Bei Hauttest und IgE-Bestimmung konnte keine Korrelation
zwischen Hauttestschwelle bzw. Hohe des sIgE-Titers und dem Schweregrad der systemischen
Reaktion gefunden werden. AbschlieRend zur Diagnostik der Insektengiftallergie ist zu
bemerken, dal} eine Insektengiftallergie nur besteht bei einer allergischen Reaktion nach einem
Stich und Nachweis der Sensibilisierung entweder im Hauttest oder durch Nachweis des
spezifischen IgE.

2.3.5 Notfalltherapie

Die Behandlung des durch einen Insektenstich ausgelésten anaphylaktischen Schocks richtet
sich nach dem Schweregrad der anaphylaktischen Reaktion. Neben den AllgemeinmalRnahmen
beim Schock (Lagerung, Uberwachung der Vitalfunktionen, i.v.-Zugang) sind folgende
MaRnahmen gemalf der Tabelle indiziert:
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Tabelle 4: NotfallmaBnahmen zur Behandlung anaphylaktischer Reaktionen nach (57).

Grad |Klinik Therapie

I Odeme, Erythem Juckreiz Allergenexposition stoppen
Antihistaminika

Kreislaufliberwachung bis zur Besserung

Il Zuséatzlich: Ubelkeit, Erbrechen, Zusatzlich:
Bronchospastik, Tachykardie,
Blutdruckabfall O2-Gabe

Volumensubstitution
Glukokortikoide

Bei Bronchospastik: inhalativ 32-Mimetika

1 Zusatzlich: Schock, schwere Adrenalin
Bronchospastik, Koma

v Kreislauf- und Atemstillstand Kardiopulmonale Reanimation

Patienten mit systemischen Reaktionen sollten wahrend der Flugphase der Insekten immer ein
Notfallset bestehend aus oralem Antihistaminikum, oralem Glukokortikoid und Adrenalinaerosol
oder —Injekt bei sich tragen. Sie sollten einer weiterfihrenden Diagnostik zugefihrt werden und
bei gesicherter Insektengiftallergie Uber die Maoglichkeit der spezifischen Immuntherapie
aufgeklart werden.

24 Spezifische Imnmuntherapie

2.41 Klinische Aspekte der spezifischen Immuntherapie
2.41.1 Therapieprinzip

Die spezifische Immuntherapie (IT) ist die einzige kausale Therapie zur Behandlung IgE-
vermittelter Allergien. 1911 wurde die Therapie von Noon und Freeman fir die Behandlung der
allergischen Rhinokonjunktivitis eingefuhrt. Das Prinzip der IT, im deutschen Sprachgebrauch
auch Hyposensibilisierungstherapie genannt, ist seit ihrer Einfuhrung gleich geblieben:
aufsteigende Dosen des Allergenextrakts werden subkutan injiziert. In den 20-30er Jahren
wurde die Immuntherapie auch fiir Insektengiftallergiker etabliert. Allerdings wurden bis in die
70er Jahre Ganzkorperinsektenextrakte benutzt, bis die Uberlegenheit von Giftextrakten
bewiesen wurde (63).

Es gibt verschiedene Therapieschemata zur Einleitung einer IT. Bei dem konventionellen
Therapieschema wird die Erhaltungsdosis von 100 ug erst nach ca. 3-4 Monaten erreicht, bei
den Schnellhyposensibilisierungen wird sie je nach Schema innerhalb von 2 Tagen (22) bis 4
Tagen (96), in unserer Klinik nach 5 Tagen erreicht. Die Einleitungsbehandlung erfolgt stationar,
da systemische Reaktionen nicht auszuschlieRen sind und auch mit Spatreaktionen (>6h) zu
rechnen ist. Durch die Schnell-IT-Schemata ist schon nach kurzer Zeit ein Schutz vor
allergischen Reaktionen vorhanden (89), was insbesondere bei besonders exponierten
Personen (z.B. Imker, Backer, Kinder) und wahrend der Flugphase der Insekten im Sommer
wilnschenswert ist. Nach der Einleitungsphase folgt die Erhaltungsphase, in der Gber 3-5 Jahre
monatliche Injektionen von 100 pg verabreicht werden.
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2.4.1.2 Wirksamkeit

Die Wirksamkeit einer Behandlungsmethode mufl anhand Klinischer Parameter ermittelt
werden, wobei im Falle der IT bei z.B Rhinitikern ein Symptomenscore wahrend der Saison und
die Menge an bendétigten Medikamenten benutzt wird (88). Bei der Insektengiftallergie ist die
Verbesserung der klinischen Symptomatik schwer zu ermitteln, so dafl in den vorhandenen
Studien die Reaktionen entweder nach sog. Feldstich oder nach Stichprovokation untersucht
wurden. Beide Mdoglichkeiten ziehen Probleme nach sich, so ist z.B. die sichere Identifikation
des stechenden Insekts eine mdgliche Fehlerquelle bei Feldstichen. Auch die
Stichprovokationen sind insbesondere bei Wespenstichen problematisch, da die Giftmenge pro
Stich stark schwankt (92). Dennoch wurde Ubereinstimmend in zahlreichen Studien eine hohe
Effizienz der Insektengiftimmuntherapie ermittelt, meist zwischen 80-95% (52,56,83,95). Dabei
scheinen Wespengiftallergiker durch Wespengift IT besser geschitzt zu werden (>90%) als
Bienengiftallergiker durch Bienengift IT (75-80%) (52,83,92).

2.4.1.3 Nebenwirkungen

Der einzigen wirksamen Prophylaxe vor lebensbedrohlichen anaphylaktischen Reaktionen nach
Insektenstichen stehen die Risiken einer Immuntherapie gegeniber, v.a. die Moglichkeit einer
wiederum lebensbedrohlichen systemischen Reaktion nach der Injektion. Deshalb wurde in
vielen Studien das Auftreten von systemischen Reaktionen wahrend der IT untersucht. In einer
Studie von Golden et al (54) hatten 16 Prozent der Patienten systemische Reaktionen. In der
sehr umfangreichen ,Hymenoptera Venom Study” (85), die 1979 von dem ,Committee on
Insects of the American Academy of Allergy and Immunology“ begonnen wurde, traten in 12%
der 1410 Patienten, die eine IT erhielten, systemische Reaktionen auf. Von diesen
systemischen Reaktionen waren 59% mild entsprechend Grad |, 32% Grad Il und nur 9%
schwere systemische Reaktionen. Neben diesen sehr ernst zu nehmenden systemischen
Reaktionen sind die haufigsten Nebenwirkungen der IT ausgepragte Lokalreaktionen, die bei
30-50% der Patienten auftreten (54,135). Sie bedirfen in der Regel keiner Dosisminderung
oder Unterbrechung der Therapie und koénnen durch orale Antihistaminika und/oder
Kalteapplikation therapiert werden. Es konnte gezeigt werden, daf® die Kopplung der Allergene
an Aluminiumhydroxid die Nebenwirkungsrate vermindert (135). Durch die verbesserte
Standardisierung der Allergenextrakte (seit dem WHO Position Paper von 1998 (20) auch
Allergenvakzine genannt) konnte die Sicherheit der Therapie erhéht werden.

2.4.1.4 Indikation

Die spezifische IT sollte nur nach strenger Prifung der Indikationsstellung begonnen werden.
Das Risiko, bei erneutem Stich wieder systemisch zu reagieren, korreliert positiv mit der
Schwere der allergischen Reaktion und mit dem Alter. So betragt es bei erwachsenen Patienten
mit schweren SAR 50-60%, bei Patienten mit leichten SAR 15-30% und bei Patienten mit
grofRen Lokalreaktionen nur weniger als 5% (95). In dem Positionspapier der EAACI gilt als
absolute Indikation der IT nur die Kombination aus schweren SAR und positivem
diagnostischen Test (95). Eine IT bei Patienten mit leichteren SAR wird nur empfohlen bei
erhdhter Exposition und bei Patienten, die sich durch die Angst vor erneutem Stich stark in ihrer
Lebensqualitét eingeschrankt fihlen.

Da Kinder weniger gefahrdet sind, erneut systemisch zu reagieren, sollte die Indikation noch
strenger geprift werden. Allerdings ist hierbei zu bericksichtigen, daly Kinder durch ihr
Verhalten einem erhdhten Expositionsrisiko unterliegen und die Benutzung des Notfallsets nicht
immer gewahrleistet ist.

Eine Indikationsstellung zur IT ist nicht gegeben, wenn die IgE-Abhangigkeit nicht bewiesen
wurde, sowie bei Patienten, die ausschliefllich mit ausgepragten lokalen oder atypischen
Reaktionen (Vaskulitis, Fieber) auf einen Stich reagiert haben.

AbschlieBend ist zu bemerken, dall die IT die einzige kausale Therapie einer potentiell
vitalbedrohlichen allergischen Reaktion ist. Die Indikation zu dieser Therapie ist sorgféltig
abzuwagen und individuelle Faktoren wie Alter, Compliance, Expositionsrisiko und
Einschrénkung der Lebensqualitat sind zu berlcksichtigen.
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2.4.2 Immunologische Parameter im Verlauf der IT

Obwohl die Wirksamkeit der IT bei Insektengiftallergikern in zahlreichen Studien hinreichend
belegt ist, sind die Mechanismen, die zu der Hyposensibilisierung der Patienten gegen das
spezifische Allergen flhrt, trotz intensiver Bemiihungen noch nicht vollstéandig verstanden. Die
IT bietet ein sehr gutes Modell, immunologische Mechanismen beim Menschen in vivo zu
erforschen, denn die Allergenvakzine ist bestmdglich standardisiert, und auch das Patientengut
wird nach strengen Indikationen selektioniert. So bietet die IT die Maoglichkeit,
Grundlagenwissen der Immunologie und Allergologie in vivo zu generieren und auf dieser Basis
die Therapie weiter zu verbessern. In zahlreichen Studien sind verschiedene immunologische
Parameter im Verlauf der IT untersucht worden.

2.4.2.1 Effektorzellen und Mediatorsekretion

Die Auswirkungen der IT auf die Endorganantwort wurde v.a. bei atopischen Patienten
umfassend untersucht. So wurde eine verminderte bronchiale und nasale Reaktion nach
Provokationstest mit den entsprechenden Allergenen festgestellt (33); dies kann sowohl durch
eine verminderte Mediatorfreisetzung (33,81) als auch durch eine reduzierte Migration von
Effektorzellen in das allergisch entziindliche Gewebe (zusammengefaltt in (39)) bedingt sein.
Auch bei Insektengiftallergikern wurde eine verminderte Mediatorsekretion durch Effektorzellen
beschrieben. Pierkes et al (103) haben die Sekretion von Histamin und Sulfidoleukotrienen
durch periphere Blutleukozyten von Wespengiftallergikern nach Einleitungsphase einer Schnell-
VIT (VIT: venom IT = Insektengift IT) untersucht und konnten eine verminderte Allergen-
induzierte Freisetzung feststellen.

Die Zellinfiltration wahrend der VIT in Hautareale der Lokalreaktionen am Applikationsort, die
bei vielen Patienten auftreten, wurde von Jung et al (72) untersucht. Es wurde in Hautbiopsien
von Patienten mit mindestens 2 Jahren VIT eine verringerte Zellinfiltration von CD4+-, CD23+-
Zellen und aktivierten Eosinophilen beobachtet.

2.4.2.2 Proliferationshemmung von peripheren mononuklearen Blutzellen

Die Proliferation von peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC) nach Allergenstimulation
nimmt im Laufe der IT ab. Dies wurde sowohl bei Insektengiftallergikern (3,15,74,91), als auch
bei Patienten mit Erkrankungen des atopischen Formenkreises (40,82) gezeigt. Besonders
elegant wurde die Allergenspezifitdt der IT von Lack et al (82) untersucht. In dieser Studie
wurde an Kindern, die sowohl gegen Hausstaubmilben (Dermatophagoides pteronyssinus, Dpt)
als auch gegen Katzenepithelien sensibilisiert waren, eine IT ausschliellich mit Dpt-Extrakten
durchgefihrt. Die Proliferation der PBMC nach Dpt-Stimulation war nach Erreichen der
Erhaltungsdosis stark verringert, im Gegensatz zu Katzenallergenextraktstimulation.

Segura et al (117) haben dagegen eine allergenunspezifische T-Zellinaktivierung nach VIT
festgestellt. In dieser Studie wurde allerdings nicht die Proliferation sondern die Expression von
CD69, einem T-Zellaktivierungsmarker, auf der Oberflache PLA-depletierter, also
allergenunspezifischer T-Zellen gemessen und nach 5 Tagen VIT eine deutlich reduzierte
CD69-Expression ermittelt.

2.4.2.3 Effekte der VIT auf T-Zellen

In den letzten Jahren konzentrierten sich viele Studien auf die funktionellen Veranderungen der
T-Lymphozyten wahrend der IT, da die Bedeutung der regulatorischen Funktionen der TH-
Zellen auf die Trias der allergischen Effektorzellen — IgE-produzierende B-Zellen, Mastzellen /
Basophile und Eosinophile — immer besser verstanden wurde (101).

T-Lymphozyten lassen sich anhand von Oberflachenmolekilen in CD4+-T-Helferzellen und
CD8+-T-zytotoxische-Zellen einteilen. Die CD4+-TH-Zellen lassen sich weiter anhand von
Zytokinmustern, die sie sezernieren, in TH1-Zellen und TH2-Zellen unterteilen. Das TH1/TH2-
Modell wurde von Befunden an Mausen abgeleitet und ist nur mit Einschrankungen auf den
Menschen Ubertragbar (zusammengefal3t in (86,101)). TH1-Zellen produzieren v.a. IL-2, TNF-
Bund IFN-y und sind fir die Phagozyten-vermittelte Abwehr von intrazellularen Erregern
zustandig. TH2-Zellen dagegen produzieren v.a. IL-4, IL-5 und IL-13. IL-4 und IL-13 sind - wie
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oben erlautert - fir die Produktion von IgE und IgG4 notwendig und IL-5 bewirkt die Aktivierung
und verlangerte Lebenszeit von Eosinophilen. Abbildung 2 gibt einen Uberblick iber die

Zytokine der TH1- bzw. TH2-Immunantwort.
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Abbildung 2: Dichotomie der TH-Antwort. (B-Z: B-Zelle, Eo: Eosinophiler Granulozyt, Makro: Makrophage)

IL-5

Die physiologische Bedeutung der TH2-Antwort liegt v.a. in der Abwehr von parasitaren
Erkrankungen, aber auch wahrend der Schwangerschaft stellt ein Uberwiegen von TH2-Zellen
die gewlinschte physiologische Situation dar, um eine mdgliche zytotoxische Reaktion gegen
die Plazenta zu unterdriicken (131). Da in der westlichen Welt parasitare Infektionen selten
geworden sind, ist die TH2-dominierte Immunantwort v.a. in der Allergologie relevant.

Einer der zentralen Mechanismen der IT scheint die Verschiebung der allergenspezifischen
TH2-Antwort in Richtung TH1-Antwort zu sein. Wahrend eine reduzierte Sekretion von TH2-
Zytokinen recht einheitlich in der Literatur beschrieben wird, gibt es beziglich der TH1-Zytokine
widerspruchliche Ergebnisse. So wurde sowohl ein Anstieg von IFN-y (8,15,74) als auch eine
Reduktion (3,91,117) wahrend der IT gemessen.

Bei Bienengiftallergikern wurde nach einer Woche Schnell-VIT eine reduzierte IL-4- und IL-5-
Sekretion und eine erhdhte IFN-y-Sekretion nach Allergenstimulation auf Proteinebene ermittelt
(74). Auf mRNA-Ebene wurde eine reduzierte Anzahl IL-4-positiver T-Zellen nach 15 und 90
Tagen einer Schnell-VIT und eine Erhéhung der IFN-y-mRNA-positiven Zellen nach 90 Tagen
gemessen (8). Bellinghausen et al (15) haben auch eine erhéhte TH1-Zytokinsekretion und eine
verminderte TH2-Sekretion beschrieben. In ihrer Studie an Bienen- und Wespengiftallergikern
wurde eine reduzierte IL-4-Spontansekretion nach einer Woche Schnell-VIT im Vergleich zur
Spontansekretion vor Einleitung der IT gemessen, parallel verringerte sich auch die IL-4-
Sekretion nach Allergenstimulation. Die IFN-y-Sekretion war nach der ersten Woche VIT
signifikant erh6ht, sowohl in unstimulierten als auch in allergenstimulierten PBMC-Kulturen, und
bei intrazellularen durchflulzytometrischen Bestimmungen wurde eine grofiere Anzahl der IFN-
v-produzierenden T-Zellen gemessen.

In dieser Studie (15) wurde auch die IL-10-Sekretion gemessen. IL-10 scheint eine wichtige
Rolle bei der Hyposensibilisierung der Patienten zu spielen. So war die IL-10-Sekretion nach
einer Woche stark erhdht. Auch auf mRNA-Ebene konnte mittels RT-PCR eine erhdhte IL-10-
Produktion ermittelt werden. Mittels DurchfluBzytometrie (FACS) wurde gezeigt, dall CD4+-TH

24



IL-10 produzierten, und zwar zu einem kleinen Teil auch von IFN-y-produzierenden TH-Zellen.
Die Zuordnung von IL-10 zu den TH2-Zytokinen, zu denen es bei der Maus gezahlt wird,
scheint demnach fiir den Menschen nicht zuzutreffen. Das humane IL-10 gilt deshalb eher als
allgemein antiinflammatorisches Zytokin. Es hat verschiedene Effekte auf T-Zellen. So hemmt
es die antigenspezifische T-Zellproliferation und die Synthese der Zytokine IL-1, IL-2, IL-6, IL-8,
TNF-0, GM-CSF und IFN-y (37,122,133). IL-10 hemmt im Menschen sowohl die Proliferation
von TH1- als auch von TH2-Klonen (37). Man kann diese verringerte T-Zell-Aktivitat als Anergie
bezeichnen. Anergie ist ein Zustand, in dem Lymphozyten, obwohl sie optimal stimuliert
werden, nicht auf ein Antigen reagieren (115). Die durch IL-10 induzierte Anergie ist von APZ
abhangig (37,45,122,133); so wird die Fahigkeit von Makrophagen, Monozyten und
dendritischen Zellen, Ag-spezifische T-Zellproliferation zu vermitteln, durch IL-10 inhibiert. Die
Expression von MHC-II auf Monozyten und dendritischen Zellen wird durch IL-10
herunterreguliert. Interessanterweise scheint die APZ-Funktion von B-Zellen durch IL-10 nicht
beeinflult zu werden. Der erhdhte IL-10-Spiegel, der bei der IT beschrieben wird, kann also fir
eine T-Zell-Anergie verantwortlich gemacht werden (4).

Akdis et al (6) haben nach 7 und 28 Tagen Schnell-VIT erniedrigte IFN-y-, IL-5-, IL-4- und IL-13-
Level gemessen, die IL-10-Konzentration dagegen war stark erhéht. Durch Zugabe von anti-IL-
10-AK wurde sowohl die Proliferationshemmung als auch der Abfall von IL-5, IL-4 und IL-13
verhindert. In intrazelluldren FACS-Messungen wurden nach 7 Tagen VIT zuerst CD4+CD25+
aktive T-Zellen als IL-10-Produzenten identifiziert. Nach 28 Tagen VIT produzieren auch
Monozyten und B-Zellen IL-10.

Auch die beschriebene Reduktion von Histamin und Leukotrienen (103) kann teilweise durch
eine erhdhte IL-10-Produktion erklart werden. So wurden durch Zugabe von anti-IL-10 Histamin
und Leukotriene wieder vermehrt gemessen. Auch anti-IFN-y hatte diesen Effekt, so dal} diese
beiden Zytokine hier synergistisch wirken.

2.4.2.4 Veranderungen der Ig-Spiegel wahrend der IT

Die Ig-Spiegel verandern sich in charakteristischer Weise wahrend der IT. Das slIgE steigt initial
an (3,39,74,81,95), um im Verlauf der Therapie abzufallen, bei einigen Patienten sogar unter
die Nachweisgrenze (83). Der slgG-Spiegel steigt ebenfalls schon nach kurzer Zeit an und
betrifft v.a. den IgG4-Subtyp, bleibt aber wahrend der Therapie auf diesen erhéhten Werten
(38,127).

Eine altere Hypothese zum Wirkmechanismus der IT, namlich die der ,blockierenden
Antikorper®, wurde aufgrund dieser Ig-Titer-Veranderungen aufgestellt. Wie unter 2.2.2.
dargelegt, besitzen slgG4-Antikérper, wie bei Patienten mit Filariasis gezeigt wurde,
blockierende Eigenschaften in Bezug auf die Mastzelldegranulation, in dem sie direkt kompetitiv
mit den sIgE um die Ag-Bindung konkurrieren. Diese Theorie wird weiter dadurch unterstitzt,
dal erfolgreich passive Immunisierungen mit y-Globulinen von nicht-allergischen Imkern
durchgefiihrt wurden (siehe: (95)). Einige Autoren beschreiben auch einen pradiktiven Wert des
slgG- bzw. slgG4-Titers fur die Wirksamkeit der IT (53), dies ist allerdings stark umstritten
(siehe hierzu auch: (1,83,93,95)).

Nicht nur Veranderungen der Ig-Titer treten wahrend der VIT auf, sondern auch veranderte
Epitopspezifitaten der Antikdrper (89,90). Es wurde gezeigt, dal® allergische Patienten ein
verandertes Spektrum an Antikdrper-Spezifitdten aufweisen im Vergleich zu nicht-allergischen
Patienten, und dal} die IT dies zumindest partiell aufhebt. Ob dieses Phanomen zur
Wirksamkeit der IT beitragt, ist allerdings noch nicht hinreichend bewiesen.

2.4.2.5 Phanotypische Veranderungen

Die Expression von Oberflachenmolekilen kann Hinweise auf das Aktivitdtsniveau und den
Funktionszustand von Zellen geben, deshalb kénnen madgliche phanotypische Veranderungen
im Verlauf der IT weiteren AufschluR® Gber den Wirkmechanismus der IT liefern.

Die CD23-Expression wurde bereits von einigen Gruppen untersucht, allerdings v.a. bei
atopischen Patienten. So wurde gezeigt, dal® der saisonale Anstieg der CD23-Expression, der
bei nur symptomatisch behandelten Pollenallergikern auftritt, durch die IT vermindert ist (58,73).
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Bei asthmatischen Kindern mit Hausstaubmilbenallergie wurde nach 6 Wochen IT eine
verringerte Prozentzahl von CD23-positiven B-Zellen ermittelt (47).

Eine verminderte Expression von Aktivierungsmarkern auf T-Zellen wurde nach einem Jahr IT
bei Grass-Pollen sensibilisierten Asthmatikern beobachtet. Die Expression von CD25 und HLA-
DR auf CD4+- und CD8+-T-Zellen war signifikant reduziert (87).

Bei Wespengiftallergikern haben Bellinghausen et al (15) nach einer Woche Schnell-IT eine
reduzierte Expression von IL-4R, CD23, CD40 und CD40L gemessen, andere
Oberflachenmolekille wie IL-2Ra, IL-12R, CD3, CD4, CD8, CD45 und HLA-DR blieben
konstant. Allerdings hat diese Gruppe die Expression auf PBMC ermittelt, so dal® die erniedrigte
Expression nicht einer bestimmten Zell-Population zugeordnet werden kann.

2.5 Fragestellung

Der EinfluR der IT auf periphere B-Zellen ist nur im Hinblick auf die Produktion von Ig eingehend
untersucht worden. Ob die IT auch andere Funktionen von B-Zellen, wie die
Antigenprasentation und die Interaktion zwischen B- und T-Zellen, und das Aktivationsniveau
der B-Lymphozyten beeinflut, ist bisher weitestgehend ungeklart.

In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb neben den Ig-Spiegeln der Phanotyp von B-Zellen vor
und wahrend einer Schnell-VIT mit Wespengiftextrakten mittels DurchflulRzytometrie untersucht.
Hierzu wurden Oberflachenmolekile analysiert, die als Indikatoren fir den Aktivations- und
Funktionszustand von peripheren B-Zellen dienen kénnen.

Als notwendiges Molekil fir die Antigenprasentation wurde die Expression von HLA-II
untersucht. CD23, CD40, CD54 und CD86 haben einen Einflul auf die IgE-Regulation, sind
deshalb in die Pathophysiologie der Typ-I-Allergie involviert und wurden aus diesen Grinden
untersucht. CD5 und CD32 scheinen regulatorische Einflisse auf den B-Zellrezeptor zu haben
und wurden aufgrund ihrer Assoziation mit dem BZR ausgewahlt. Da Apoptose als ein
mdglicher Wirkmechanismus der IT diskutiert wird, wurde CD95 untersucht. Aufschllisse Uber
das Aktivitatslevel kdnnen CD32, CD54, CD86 und HLA-II als Aktivierungmarker geben. Die
vorliegende Arbeit hat also zum Ziel, funktionelle und phanotypische Modulationen von
peripheren B-Lymphozyten durch die spezifische IT am Beispiel der Wespengiftallergie
darzulegen.
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3 Patienten und Methoden

3.1 Patienten

Im Rahmen dieser im Zeitraum von Oktober 1998 bis Februar 1999 durchgeflihrten Studie
wurden 15 Wespengiftallergiker vor und wahrend einer spezifischen Immuntherapie untersucht.
Die Indikationsstellung zur spezifischen Immuntherapie, die stationare Einleitungsphase und die
ersten ambulanten Injektionen wurden im Bereich Allergologie der Klinik fir Dermatologie,
Venerologie und Allergologie der Charité Berlin durchgefiihrt.

3.1.1 Auswahlkriterien
Die Patienten wurden fir die Studie ausgewahlt, wenn folgende Kriterien zutreffend waren:

e Systemische Reaktion nach einem Wespenstich

e Anhand der anamnestischen Angaben wurde der Schweregrad der systemischen
Reaktionen nach einem Wespenstich gemal der Klassifizierung nach Miller (123)
eingeteilt.

e Nachweis von spezifischem IgE

e Das wespenspezifische IgE wurde im IgE-Labor der Hautklinik mittels dem Pharmacia-
CAP-ELISA-System bestimmt. Es wurden nur Patienten mit einem sIgE-Titer der CAP-
Klasse > 2 in die Studie einbezogen.

e Positiver Pricktest mit Wespengift

e Es wurde ein titrierter Haut-Pricktest mit 1 pg, 10 pug, 100 pg und 300 pg Wespengiftextrakt
durchgefiihrt.

Des weiteren wurden eigenanamnestische Angaben zu Erkrankungen des atopischen
Formenkreises erhoben.
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Tabelle 5: Patientendaten.

Patient | Alter | Geschlecht | Miiller- [Spez.IgE| CAP- Prick- Gesamt | Atopie
Klasse | Schwelle IgE
Grad | (kU/ml) | (xu/ml) | (ug/ml) | (kU/ml)

B. C. 33 w 1 20,6 4 100 51,4 -
K. M. 47 w 4 3,14 2 10 65,3 -
H. S. 43 m 2 3,78 3 100 50,1 -
B. N. 15 m 2 6,25 3 100 227 -
H. A 39 M 2 11,9 3 100 60,1 -
P.E. 66 w 2 3,07 2 100 22,5 -
R. H. 39 w 3 2,1 2 100 87 -
M. E. 42 w 3 3,43 2 100 19,6 -
D. G. 65 w 2 2,64 2 100 109 -
Z.T. | 27 m 2 7,84 3 100 299 -
U. H. 27 m 2 4,76 3 100 135 -
S. K. 61 w 4 10,6 3 1 59,2 -
W.R. | 54 m 4 217 2 100 40,5 +
W.s. | 37 w 2 5,3 3 300 33,6 -
Z. M. 19 w 4 2,18 2 100 13,9 +
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3.1.2 Therapieprotokoll

Die spezifische Immuntherapie wurde als Schnellhyposensibilisierung mit einem wassrigen
Allergenextrakt (ALK-lyophilisiert SQ) begonnen. Fir die Einleitungsphase wurden die Patienten
6 Tage stationar aufgenommen, die streng subkutanen Injektionen wurden alternierend in die
Oberarmstreckseiten nach dem Schema, das in Tabelle 6 dargestellt ist, verabreicht. Die
Fortsetzungsbehandlung mit 100 pg eines an Aluminiumhydroxid-adsorbierten Allergenextrakts
(ALK-depot SQ), was dadurch langsamer freigesetzt wird (20), erfolgte ambulant nach 1
Woche, nach 2 Wochen und dann in monatlichen Absténden.

Tabelle 6: Therapieprotokoll der Einleitungsphase.

Taq Konzentration /ml Volumen (ml Dosis (uq)
1 0,01 0,1 0,001
0,3 0,003
0,6 0,006
0,1 0,1 0,01
0,2 0,02
2 0,1 0,3 0,03
0,6 0,06
0,8 0,08
1 0,1 0,1
0,2 0,2
3 1 0,3 0,3
0,6 0,6
0,8 0,8
10 0,1 1
0,2 2
4 10 0,2 2
0,4 4
0,6 6
0,8 8
100 0,1 10
5 100 0,2 20
0,4 40
0,6 60
0,8 80
1,0 100
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3.1.3 Studienprotokoll

Die Patienten wurden am Tag ihrer stationdren Aufnahme (Tag 1), am Tag ihrer Entlassung,
also einen Tag nach Erreichen der Erhaltungsdosis von 100 pg Allergenextrakt (Tag 2), und an
dem Tag ihrer zweiten ambulanten Allergen-Injektion, also nach knapp 4 Wochen (Tag 3)
untersucht. Nach einem Aufklarungsgesprach und Unterzeichnung einer
Einverstandniserklarung wurde den Patienten 30-36 ml heparinisiertes Blut und 9 ml Blut fir
Serumuntersuchungen abgenommen. Die Ethik-Kommision der Charité hat der Durchfiihrung
der Untersuchung zugestimmt.

3.2 Methoden

3.2.1 Aufreinigung von peripheren mononuklearen Blutzellen (PBMC)

Die PBMC wurden mit Hilfe der Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation aus Vollblut separiert.
Dazu wurden 30-36 ml heparinisiertes Vollblut auf 80 ml Endvolumen mit PBS verdinnt. In
einem 50 ml Falcon-Réhrchen wurden je 15 ml Ficoll mit 35 ml Blut-PBS-Gemisch Uberschichtet
und 30 Minuten bei 400g, 20° C (ohne Zentrifugenbremsung) zentrifugiert. Die Dichte von
Erythrozyten und Granulozyten ist groRer als die Dichte von Ficoll, die Dichte der
mononukleadren Zellen (Lymphozyten und Monozyten) dagegen geringer, so dal® sich durch die
Zentrifugation eine Schicht mononuklearer Zellen oberhalb des Ficolls bildet. Diese Schicht
wurde mit einer Pasteurpipette abgenommen und dreimal in 50 ml PBS gewaschen
(Zentrifugation je 10 min bei 4° C und zuerst bei 300g und dann bei 200g). Die Zellen wurden
im Casy®1-Zellzdhler gezahlt. Casy®1 ist ein Gerat zur Volumenbestimmung und Zellzahlung,
das auf dem Prinzip der Widerstandsmessung basiert. Je nach Spender ergaben sich 1-4x10"
PBMC.

3.2.2 DurchfluBzytometrische Untersuchungen

Mit Hilfe von fluoreszenzmarkierten monoklonalen spezifischen Antikérpern lassen sich am
DurchfluBzytometer auf Einzelzellebene Oberflachenrezeptoren analysieren.

3.2.2.1 Farbung der Oberflaichenantigene

Es wurden 10°-10° Zellen in 2 ml FACS-Waschpuffer (PBS mit 0,2% BSA) gewaschen (10
Minuten bei 200g und 4° C). Die Zellen wurden in 50 pl FACS-Farbepuffer (PBS mit 2% BSA
und 0,1% Natriumazid) resuspendiert und zuerst mit 10 pl des fluoresceinisothiocyanat (FITC)-
konjugierten Antikérpers 30 Minuten auf Eis lichtgeschiitzt inkubiert. Dann wurden die Zellen mit
2 ml FACS-Waschpuffer gewaschen, um ungebundenen Antikdrper zu entfernen. Die Zellen
wurden wiederum in 50 pyl FACS-Farbepuffer resuspendiert und im zweiten Farbeschritt mit 10
pl des - Phycoerythrin (PE)-konjugierten Antikérpers 30 Minuten auf Eis lichtgeschitzt inkubiert.
AbschlieRend wurden die markierten Zellen mit 2 ml PBS gewaschen, in PBS mit 2%
Paraformaldehyd fixiert und am DurchfluBzytometer analysiert. Folgende Antikérper wurden
verwendet:

anti-CD19-FITC: spezifischer B-Zellmarker
anti-CD5-PE: T-Zellen und B-Zellsubtyp
anti-CD23-PE: niedrig affiner IgE-Rezeptor, = FceRII
anti-CD32-PE: niedrig affiner IgG-Rezeptor, = FcyRII
anti-CD40-PE: B-Zellaktivierungsmarker
anti-CD54-PE: Adhasionsmolekil, = ICAM-1
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anti-CD86-PE: B-Zellaktivierungsmarker, = B7-2

anti-CD95-PE: Apoptosesignal, = Fas

anti-HLA-I-ABC-PE Humanes Lymphozyten Antigen |, = MHC-I
anti-HLA-1I-DR-PE Humanes Lymphozyten Antigen I, = MHC-II
anti-IgG1-FITC, anti-lgG1-PE, Isotypkontrollen

anti-lgG2a-PE, anti-lgG2b-PE:

3.2.2.2 Analyse am DurchfluBzytometer

Zur Einstellung des Zytometers und um einen Referenzwert zu generieren, wurde zu Beginn mit
ungefarbten Zellen und mit Zellen, die mit sogenannten Isotypkontrollantikbrpern gefarbt waren,
gemessen. Isotypkontrollantikdrper sind Antikérper ohne spezifische Antigenitat, jedoch mit dem
gleichen lIsotyp wie die der zu untersuchenden Antikorper. Auf diese Weise wird das Ausmal
der unspezifischen Bindung bestimmt. Die Verstdrkung der Fluoreszenzkandle wurde so
eingestellt, dal die relative mittlere Fluoreszenzintensitdt (MFI) beider Farbstoffe bei der
Isotypkontrolle 0,25 (+/- 0,05) betrug. Die Kompensation wurde mit Einzelfarbungen bestimmt.
Der Threshhold wurde so gewahlt, dal} noch vorhandene Erythrozyten am &ufersten linken
Rand im Vorwarts-Seitwarts-Scatter-Plot dargestellt wurden.

Dann wurde anhand der unterschiedlichen Scatter-Eigenschaften von Lymphozyten und
Monozyten ein Lymphozytengate erstellt (siehe Abbildung 3). Der weiteren Analyse wurden nur
Zellen des Lymphozytengates unterzogen.

104

103

SS LOG
102

. ' Lymphozytengate

101

100

o 1023

FS

Abbildung 3: Beispiel fir den Vorwarts-Seitwarts-Scatter-Dotplot. Auf der X-Achse ist der Vorwarts-Scatter,
auf der Y-Achse der Seitwarts-Scatter abgebildet. Die Monozyten sind etwas grofer und v.a. starker
granuliert als die Lymphozyten.
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Da die mit anti-CD19-FITC markierten B-Lymphozyten im Fluoreszenz-1-Histogramm (FITC)
eine eindeutig abzugrenzende Population bilden, konnte hier ein Gate fur B-Zellen gemaR der
zero-differentiation-method (106) gebildet werden (Abbildung 4). Das Gate wurde so gesetzt,
daR sich nur CD19+ Zellen in diesem B-Lymphozyten-Gate befanden.
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Abbildung 4: Beispiel eines Histogramms der Fluoreszenz 1 mit anti-CD19-FITC-markierten Antikdrpern.
M1 bildet das B-Lymphozytengate. Es sind nur Zellen aus dem Lymphozytengate abgebildet.
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Im Fluoreszenz-2-Histogramm (PE) wurde ein Gate (Positiv-Gate) so gesetzt, da® 99,5% (+/-

0,4%) der mit dem Isotypkontrollantikérper markierten Zellen nicht in diesem Gate waren
(Abbildung 5).

128

Anzahl

0,05% M2

L] 4

100 10" 102 103 104
Isotypkontrolle PE

Abbildung 5: Histogramm der Fluoreszenz 2 mit PE-markierten Kontrollantikérpern. M2 ist das Positivgate,
in dem sich hier beispielhaft 0,05% der Zellen befinden.

33



Die Prozentzahl im Positivgate der Kontrolle wurde von der Prozentzahl der zu untersuchenden
positiven Zellen subtrahiert. In einem zweiten Fluoreszenz-2-Histogramm (Abb. 6) mit dem
gleichen Positivgate (M2) wurden nur die Zellen aus dem B-Lymphozytengate (M1) dargestellt.
Aus diesem Histogramm wurden die Werte der Prozentzahlen der positiven (also
doppeltpositiven) Zellen und der mittleren Fluoreszenzintensitat gewonnen.

64

M2

Anzahl

ol o apass sl BuslliMe , ik
10" 10’ 104 103 104

Anti-CD40-PE

Abbildung 6: Beispiel eines Histogramms der Fluoreszenz 2 mit anti-CD40-PE-gelabelten Antikdrpern. Hier
sind nur Zellen abgebildet, die sowohl im Lymphozytengate als auch im B-Lymphozytengate (M1)
eingeschlossen sind. M2 wurde durch die Kontrolle definiert (siehe Abb. 3) und bezeichnet die CD40-
positiven CD19-positiven B-Zellen.

3.2.3 Serumparameter

Aus 9 ml Blut wurde durch Zentrifugation (400g) Serum gewonnen. Das Serum wurde
abgenommen und bei —20°C tiefgefroren, bis es fiir die Bestimmung der Ig-Spiegel benutzt
wurde.

3.2.3.1 Gesamt-IlgE

Die Bestimmung des Gesamt-IgE wurde mit dem Pharmacia CAP-System durchgefuhrt. Das
Testprinzip beruht auf einem Fluoreszenz-Enzym-Immuno-Assay (FEIA). Die feste Phase
besteht aus einem hydrophilen Polymer in einer festen Kapsel (ImmunoCAP), an die das
entsprechende Antigen kovalent gebunden ist. Die IgE-Antikorper aus dem Patientenserum
binden an die gebundenen anti-IgE-Antigene der festen Phase und bilden einen Komplex. Die
Antikérper mit anderen Isotypen aus dem Serum werden in einem Waschschritt entfernt. Im
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nachsten Schritt werden Enzym-gekoppelte anti-IgE-AK zugegeben, die an die gebundenen
Patienten-IgE-AK binden. Die ungebundenen anti-IgE-AK werden abgewaschen. Nach Zugabe
eines Substrats, das nach Reaktion mit dem AK-gekoppelten Enzym fluoresziert, wird die
Fluoreszenz in einem Fluoro-Counter gemessen und mit Hilfe einer Eichgrade die
Konzentration in kU/I des Gesamt-IgE errechnet.

3.2.3.2 Spezifisches IgE

Auch die Bestimmung des Wespengift-spezifischem IgE wurde mittels dem Pharmacia CAP-
System als dem derzeit sensibelsten Verfahren (69) durchgefiihrt. Das Testprinzip ist identisch,
nur ist an das ImmunoCAP das entprechende Antigen kovalent gebunden. Die spezifischen
IgE-Antikdrper aus dem Patientenserum binden an die gebundenen Antigene der festen Phase.
Die Konzentration wird in kU/I des spezifischen IgE errechnet. Sie wird in sog. CAP-Klassen
eingeteilt.

Tabelle 7: Einteilung des spezifischen IgE in CAP-Klassen.

CAP-Klasse Spez. IgE in kU/I
0 <0,35

1 0,35-0,7

2 0,7-3,5

3 356-17,5

4 17,5-50,0

5 50,0 — 100,0

6 >100,0

3.2.3.3 Spezifisches IgG4

Auch das spezifische 1IgG4 wurde mit dem CAP-System bestimmt. Das Testprinzip ist identisch,
die Konzentration wird in mg/l angegeben.

3.2.4 Statistische Methoden

Die Tabellenkalkulation wurde in Excel 97 erstellt, die Statistik wurde in SPSS 8,0 flir Windows
errechnet. Zur Berechnung der statistischen Signifikanz wurde der Wilcoxon-Test fir
verbundene, nicht-parametrische Daten benutzt.
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4 Ergebnisse

4.1 Phanotypische Veranderungen von peripheren B-Zellen wahrend
der VIT

Um den EinfluR der VIT auf den Aktivierungs- und Funktionsstatus von peripheren B-
Lymphozyten zu untersuchen, wurde die Expression von CD5, CD23, CD32, CD40, CD54,
CD86, CD95, HLA-I-ABC und HLA-II-DR auf CD19-positiven B-Zellen durchfluBzytometrisch
ermittelt. Da einige wenige Patienten am 2. bzw. 3. Tag nicht analysiert werden konnten, finden
sich einige Einzelwerte in den Abbildungen.
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4.1.1 Die CD5 Expression auf B-Zellen vor und wahrend der VIT

Die Expression von CD5 zeigte eine hohe interindividuelle Varianz. Vor Beginn der Therapie
exprimierten 7 — 48% (Median 23%) der CD19-positiven Zellen CD5 auf ihrer Oberflache, mit
einer mafigen MFI von 0,24 bis 2,54 (Median 0,53). Beim 2. MeRzeitpunkt hat sowohl die
Prozentzahl der positiven Zellen (Werte von 6 bis 68%; Median 14%) als auch die MFI (Werte
von 0,15 bis 4,55; Median 0,26) der CD5 Expression im Vergleich zum 1. MeRzeitpunkt
signifikant abgenommen. Bei der 3. Messung wurden wieder Werte vergleichbar mit denen vom
1. Zeitpunkt ermittelt (Prozentwerte der positiven Zellen von 5 bis 54%; Median 24%; MFI-Werte
von 0,147 bis 2,8; Median 0,63). Obwohl dieser Anstieg eine klare Tendenz zeigte, erreichte er
keine statistische Signifikanz. Die Prozentzahlen der positiven Zellen sind in Abbildung 7, die
MFI der Expression sind in Abbildung 8 dargestellt.
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Abbildung 7: Die Expression von CD5 wahrend der VIT in Prozentzahlen der CD5 positiven CD19+ B-
Zellen. Tag 1: vor Beginn der Therapie; Tag 2: ein Tag nach Erreichen der Erhaltungsdosis am 6. Tag;
Tag 2: vor der 3. ambulanten Allergen-Injektion nach 26 Tagen. Die Punkte reprasentieren die Werte der
einzelnen Patienten, der horizontale Balken den Median.
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Abbildung 8: Die Expression von CD5 wéhrend der VIT, dargestellt als MFI des CD5-PE-AK auf CD19+ B-
Zellen. Tag 1: vor Beginn der Therapie; Tag 2: ein Tag nach Erreichen der Erhaltungsdosis am 6. Tag;
Tag 3: vor der 2. ambulanten Allergen-Injektion nach 26 Tagen. Die Punkte représentieren die Werte der
einzelnen Patienten, der horizontale Balken den Median.
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4.1.2 Die CD32 Expression auf B-Zellen vor und wahrend der VIT

Auch die Expression von CD32 zeigte eine hohe interindividuelle Varianz. Nach der
Einleitungsphase der VIT war die CD32 Expression im Vergleich zu den Ausgangswerten
reduziert (Prozentwerte der positiven B-Zellen am Tag 1 von 28% bis 86%; Median 71%;
Prozentwerte der positiven B-Zellen am Tag 2 von 26% bis 82%; Median 57%; MFI-Werte am
Tag 1 von 1,22 bis 10; Median 5,17; MFI-Werte am Tag 2 von 0,455 bis 6,18; Median 2,72). Am
3. gemessenen Zeitpunkt waren die Werte wieder auf das Ausgangsniveau angestiegen
(Prozentwerte der positiven B-Zellen am Tag 3 von 57% bis 89%; Median 70%; MFI-Werte am
Tag 3 von 0,674 bis 17; Median 4,67). Die Prozentzahlen der positiven Zellen sind in Abbildung
9, die MFI der Expression sind in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 9: Die Expression von CD32 wahrend der VIT, Prozentzahlen der CD32 positiven CD19+ B-
Zellen. Tag 1: vor Beginn der Therapie; Tag 2: ein Tag nach Erreichen der Erhaltungsdosis; Tag 3: vor der
2. ambulanten Allergen-Injektion. Die Punkte reprasentieren die Werte der einzelnen Patienten, der
horizontale Balken den Median.
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Abbildung 10: Die Expression von CD32 wahrend der VIT, dargestellt als MFI des CD32-PE-AK auf
CD19+ B-Zellen. Tag 1: vor Beginn der Therapie; Tag 2: ein Tag nach Erreichen der Erhaltungsdosis am
6. Tag; Tag 3: vor der 2. ambulanten Allergen-Injektion nach 26 Tagen. Die Punkte reprasentieren die
Werte der einzelnen Patienten, der horizontale Balken den Median.
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4.1.3 Die CD54 Expression auf B-Zellen vor und wahrend der VIT

Vor Beginn der Therapie wies die Expression von CD54 auf peripheren B-Zellen eine starke
interindividuelle Varianz (3 - 79% positive B-Zellen, Median 46%) auf. Am 2.
Untersuchungszeitpunkt zeigte sich eine deutlich geringere Expression (Prozentwerte der
positiven B-Zellen am Tag 2 von 5% bis 61%; Median 30%), demgegenuber steht eine
signifikante Erhohung der Werte am 3. Tag im Vergleich zu den Werten nach der
Initiierungsphase (Prozentwerte der positiven B-Zellen am Tag 3 von 37% bis 75%; Median
55%). Die MFI verhielt sich auch bei diesem Marker parallel zu den Prozentwerten (MFI-Werte
am 1. Tag von 0,166 bis 7,28; Median 1,96; am 2. Tag von 0,151 bis 3,18; Median 0,643; am 3.
Tag von 1,01 bis 5,61; Median 1,95). Die Prozentzahlen der positiven Zellen sind in Abbildung
11, die MFI der Expression sind in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 11: Die Expression von CD54 wahrend der VIT, in Prozentzahlen der CD54 positiven CD19+ B-
Zellen. Tag 1: vor Beginn der Therapie; Tag 2: ein Tag nach Erreichen der Erhaltungsdosis; Tag 3: vor der
2. ambulanten Allergen-Injektion. Die Punkte reprasentieren die Werte der einzelnen Patienten, der
horizontale Balken den Median.
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Abbildung 12: Die Expression von CD54 wahrend der VIT, dargestellt als MFI des CD54-PE-AK auf
CD19+ B-Zellen. Tag 1: vor Beginn der Therapie; Tag 2: ein Tag nach Erreichen der Erhaltungsdosis am
6. Tag; Tag 3: vor der 2. ambulanten Allergen-Injektion nach 26 Tagen. Die Punkte reprasentieren die
Werte der einzelnen Patienten, der horizontale Balken den Median.
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4.1.4 Die CD23 Expression auf B-Zellen vor und wahrend der VIT

Die Expression von CD23 wurde nur bei 10 Patienten ermittelt, deshalb wurde hier auf eine
statistische Auswertung verzichtet. Es zeigt sich dennoch eine klare Tendenz. Auch CD23 wird
am 2. Tag im Vergleich zu Tag 1 und Tag 3 deutlich weniger exprimiert (sowohl die
Prozentwerte der positiven B-Zellen als auch die MFI). Die Prozentzahlen der positiven Zellen
sind in Abbildung 13, die MFI der Expression sind in Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 13: Die Expression von CD23 wahrend der VIT, in Prozentzahlen der CD23 positiven CD19+ B-
Zellen. Tag 1: vor Beginn der Therapie; Tag 2: ein Tag nach Erreichen der Erhaltungsdosis; Tag 3: vor der
2. ambulanten Allergen-Injektion. Die Punkte reprasentieren die Werte der einzelnen Patienten, der
horizontale Balken den Median.
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Abbildung 14: Die Expression von CD23 wahrend der VIT, dargestellt als MFI des CD23-PE-AK auf
CD19+ B-Zellen. Tag 1: vor Beginn der Therapie; Tag 2: ein Tag nach Erreichen der Erhaltungsdosis am
6. Tag; Tag 3: vor der 2. ambulanten Allergen-Injektion nach 26 Tagen. Die Punkte reprasentieren die
Werte der einzelnen Patienten, der horizontale Balken den Median.
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4.1.5 Die HLA-II-DR Expression auf B-Zellen vor und wahrend der VIT

Die Expression von HLA-II-DR zeigte interessanterweise keine so hohe interindividuelle Varianz
wie sie bei den Ubrigen Werten auftratt. HLA-II-DR wurde vor Beginn der VIT von der
Uberwiegenden Zahl der B-Lymphozyten stark exprimiert (Prozentwerte am Tag 1 von 73% bis
96%, Median 88%; MFI-Werte von 5,54 bis 36; Median 10,06). Nach der Einleitungsphase der
Therapie wurde eine signifikant geringere Zahl HLA-DR-positiver B-Zellen gemessen (53% bis
90%; Median 81%), auch die MFI des HLA-DR-Antikdrpers war signifikant reduziert (MFI-Werte
am Tag 2 von 1,33 bis 21,5; Median 8,45). Vor der 3. ambulanten Injektion wurde ein Anstieg
auf das Anfangsniveau gemessen (Prozentwerte am 3. Tag von 85% bis 96%; Median 89%;
MFI-Werte von 6,05 bis 38,4; Median 16,5). Die Prozentzahlen der positiven Zellen sind in
Abbildung 15, die MFI der Expression ist in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 15: Die Expression von HLA-DR wahrend der VIT, in Prozentzahlen der HLA-DR positiven
CD19+ B-Zellen. Tag 1: vor Beginn der Therapie; Tag 2: ein Tag nach Erreichen der Erhaltungsdosis; Tag
3: vor der 2. ambulanten Allergen-Injektion. Die Punkte reprasentieren die Werte der einzelnen Patienten,
der horizontale Balken den Median.
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Abbildung 16: Die Expression von HLA-DR wahrend der VIT, dargestellt als MFI des HLA-DR-PE-AK auf
CD19+ B-Zellen. Tag 1: vor Beginn der Therapie; Tag 2: ein Tag nach Erreichen der Erhaltungsdosis am
6. Tag; Tag 3: vor der 2. ambulanten Allergen-Injektion nach 26 Tagen. Die Punkte reprasentieren die
Werte der einzelnen Patienten, der horizontale Balken den Median.
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4.1.6 Die Expression von CD40, CD86, CD95 und HLA-I-ABC auf B-Zellen vor
und wahrend der VIT

Die Expression der Oberflachenmolekile CD40, CD86, CD95 und HLA-I-ABC auf B-Zellen
wurde wahrend der untersuchten Zeitpunkte nicht signifikant verandert. Wie zu erwarten war,
wurde CDA40 initial von fast allen B-Zellen exprimiert. Weder eine Modulation der Anzahl
positiver Zellen noch der MFI des CD40-Antikorpers wurde festgestellt (siehe Tabelle 8). CD86
wurde nur auf wenigen B-Zellen exprimiert (Mediane: Tag 1: 7%; Tag 2: 5%, Tag 3: 7%), und es
wurde keine Veranderung der Expression festgestellt (siehe Tabelle 8). Auch die Expression
von CD95 auf peripheren B-Zellen zeigte wahrend der Studie keine signifikanten
Veranderungen (siehe Tabelle 8). HLA-I wird auf allen kernhaltigen Zellen exprimiert, deshalb
wurde die Prozentzahl der positiven Zellen auch nicht moduliert (siehe Tabelle 8). Aber auch
auf Einzelzellebene (MFI) wurde keine Modulation der Expression von HLA-I wahrend der VIT-
Studie gemessen.

Tabelle 8: Die Expression der Oberflichenmolekiile CD40, CD86, CD95 und HLA-I-ABC auf CD19+ B-
Zellen vor und wéhrend der VIT.

Marker Tag 1 Tag 2 Tag 3
CD40 Median 95% 95% 96%
Min. Wert 84% 80% 93%
Max. Wert 98% 98% 99%
CD86 Median 7% 5% 7%
Min. Wert 1% 2% 4%
Max. Wert 24% 15% 22%
CD95 Median 28% 31% 37%
Min. Wert 6% 4% 21%
Max. Wert 57% 43% 65%
HLA-I-ABC Median 99% 98% 99%
Min. Wert 78% 91% 96%
Max. Wert 99% 98% 99%
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4.2 Funktionelle Veranderungen von peripheren B-Zellen wahrend der
VIT

Die Hauptfunktion von B-Zellen besteht in der Produktion von Immunglobulinen, deshalb
wurden die Spiegel des Gesamt-IgE, spezifischen IgE und spezifischen 1gG4 zu den
verschiedenen Untersuchungszeitpunkten in dieser Arbeit analysiert.

421 Gesamt-IgE-Spiegel vor und wahrend der VIT

Der Gesamt-IgE-Spiegel der Patienten wurde mittels ELISA vor Beginn der Therapie, vor der
Entlassung aus der stationaren Behandlung und vor der 3. ambulanten Allergeninjektion
bestimmt. Wahrend der Einleitungsphase blieben die IgE-Titer der Patienten konstant, stiegen
aber dann im Verlauf signifikant an (Abb. 17).
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Abbildung 17: Gesamt-IgE der Patienten vor und wahrend der Wespengiftimmuntherapie. Tag 1: vor
Beginn der Therapie; Tag 2: am 6. Tag der VIT, einen Tag nach Erreichen der Erhaltungsdosis; Tag 3: vor
der 2. ambulanten Allergen-Injektion nach 26 Tagen. Die Punkte reprasentieren die Werte der einzelnen
Patienten, der horizontale Balken den Median.
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4.2.2 Wespen-spezifische IgE-Titer vor und wahrend der VIT

Das Wespengift-spezifische IgE im Serum der Patienten wurde mittels CAP-ELISA vor und
wahrend der VIT bestimmt. Bei einigen Patienten zeigte sich bereits nach einer Woche der
Schnell-VIT ein Anstieg des slgE, ein signifikanter Anstieg wurde nach 3 Wochen ermittelt

(Abbildung 18).
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Abbildung 18: Wespengift-spezifisches IgE der Patienten vor und wahrend der VIT. Tag 1: vor Beginn der
Therapie; Tag 2: am 6. Tag der VIT, einen Tag nach Erreichen der Erhaltungsdosis; Tag 3: vor der 2.
ambulanten Allergen-Injektion nach 26 Tagen. Die Punkte reprasentieren die Werte der einzelnen
Patienten, der horizontale Balken den Median.
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4.2.3 Spezifisches IgG4 im Verlauf der VIT

Das spezifische IgG4 der Patienten wurde im Serum der Patienten vor und wahrend der
Therapie ermittelt. Nach der Einleitungsphase zeigte sich noch keine Veranderung der slgG4-
Titer, nach drei Wochen Therapie wurde jedoch ein hochsignifikanter Anstieg der Titer ermittelt
(Abbildung 19).
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Abbildung 19: Wespengift-spezifisches 1gG4 der Patienten vor und wahrend der VIT. Tag 1: vor Beginn
der Therapie; Tag 2: am 6. Tag der VIT, einen Tag nach Erreichen der Erhaltungsdosis; Tag 3: vor der 2.
ambulanten Allergen-Injektion nach 26 Tagen. Die Punkte reprasentieren die Werte der einzelnen
Patienten, der horizontale Balken den Median.
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dald periphere B-Zellen wahrend der Einleitungsphase
einer VIT eine verminderte Expression von HLA-Il, CD5, CD23, CD32 und CD54 aufweisen,
wahrend die Expression von CD40, CD86, CD95 und HLA-I unverandert bleibt. Da sowohl der
Anteil der B-Zellen, die diese Marker exprimieren, als auch die MFI der markierten Antikérper
auf den Zellen abnehmen, kann man davon ausgehen, daf es sich nicht um eine Verschiebung
von bestimmten B-Zellpopulationen in andere Kompartimente handelt, sondern da} diese
Effekte eine Verdnderung des Phanotyps auf Einzelzellebene darstellen. Diese Veranderungen
der einzelnen B-Zelle kénnen als Indikatoren verschiedener Effekte der VIT auf periphere B-
Zellen gedeutet werden.

Dabei scheint die VIT zum einen eine allergenunspezifische Reduktion der B-Zell-Aktivitat zu
bewirken, da die Expression der Aktivierungsmarker HLA-II, CD32 und CD54 abnimmt. In der
vorliegenden Arbeit wurden alle peripheren B-Zellen und nicht nur die allergenspezifischen
Zellen untersucht, so dal® es sich um einen allergenunspezifischen und nicht um einen
spezifischen Effekt handelt. In den meisten IT-Studien wurden jedoch bislang ausschlief3lich
spezifische Effekte untersucht. So wurde eine verdnderte Zytokinsekretion nach
Allergenstimulation, nicht jedoch nach Stimulation mit einem Kontrollantigen gemessen (8,74).
Auch die Proliferation verringerte sich nur bei spezifischer Stimulation mit Wespengiftextrakt
und nicht bei unspezifischer Stimulation mit Tetanustoxin (3). Ein allergenunspezifischer Effekt
wurde dagegen von Segura et al (117) mit einer verminderten T-Zell-Reagibilitat ermittelt, und
auch die beschriebenen Veranderungen der Oberflaichenmarker peripherer mononuklearer
Zellen z.B. in der Studie von Bellinghausen et al (15) und Hakansson et al (58) sind
unspezifisch. Es treten also sowohl allergenspezifische als auch allergenunspezifische Effekte
wahrend der IT auf, die unterschiedlich erklart werden missen.

Zum anderen kdnnten die beobachteten Veranderungen im Sinne einer B-Zell-Anergie gedeutet
werden. Eine B-Zell-Anergie geht mit einer deutlichen Abnahme des migM, also des BZR,
einher (98). In dieser Arbeit wurde zwar nicht die Expression des mlgM ermittelt, dafur wurde
die Expression von CD32 und CD5, die beide mit dem BZR assoziiert sind, gemessen. Beide
wurden wahrend der Einleitungsphase der Therapie weniger von B-Zellen exprimiert, was
Ausdruck einer Anergie der B-Zellen sein kénnte. Die Expression des BZR wahrend einer VIT
wurde bisher nicht untersucht, kénnte aber weitere Aufschliisse dariiber ergeben, ob auch eine
B-Zell-Anergie neben der schon beschriebenen T-Zell-Anergie bei der Wirksamkeit der IT eine
Rolle spielt.

Ferner scheint die APZ-Funktion der B-Zellen nach Einleitung der VIT eingeschrankt zu sein, da
sich die Expression von HLA-II wahrend der Einleitungsphase signifikant verringert und die
HLA-II-Expression, wie in 2.2.2.1. dargelegt, eine notwendige Voraussetzung fir die
Prasentation von Antigen ist.

Die Veranderungen der Ig-Spiegel, die ja schon vielfach beschrieben wurden, sind ein Indiz
dafir, daR die untersuchten Patienten - zumindest in dieser Hinsicht - sich nicht von anderen
untersuchten Kollektiven von Wespengiftallergikern unterscheiden.

Die beobachteten Modulationen werfen nun folgende Fragen auf:

e  Wodurch werden sie bedingt?

e Was sind ihre Folgen?

e Wieso treten die phanotypischen Modulationen nur transient auf?

e Spielen sie als Wirkmechanismus der IT eine Rolle oder handelt es sich lediglich um
Epiphanomene?
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5.1 Maogliche Ursachen fiir die beobachteten Effekte

5.1.1 Veranderungen der T-Helferzell-Zytokine IL-4 und IFN-y

Wie in Abschnitt 2.4.2. dargelegt, bedingt die IT eine Veranderung des Zytokinmilieus mit einer
Verschiebung der IL-4/IFN-y-Ratio zu Ungunsten des IL-4. Da diese Zytokine auch den
Phanotyp von B-Zellen beeinflussen, sind sie als Ausloser der hier beschriebenen
phanotypischen Modulationen denkbar. So wird die Expression von HLA-II, CD23 und CD54 auf
B-Zellen durch IL-4 induziert (13,19,128). Verminderte IL-4-Spiegel werden schon wahrend der
Einleitungsphase gemessen (15,117), so dall die verminderte Expression der
Oberflachenmolekile durch die verminderte |IL-4-Sekretion bedingt sein kdnnte. Auch Jung et al
(73) und Hakansson et al (58), die bei Atopikern eine verminderte Expression von CD23 bedingt
durch IT beschrieben haben, und Bellinghausen et al (15), die neben weiteren Effekten eine
reduzierte Expression von IL-4R und CD23 bei Wespengiftallergikern ermittelt haben,
versuchen dies Uber die Verdnderung der Zytokinspiegel zu erklaren.

Allerdings bleibt, wenn dies die einzige Ursache fur die in dieser Arbeit beschriebenen
phanotypischen Veranderungen sein soll, die Frage offen, warum nur eine transiente
Herrunterregulation der untersuchten Moleklle zu beobachten ist, da der IL-4-Spiegel im Laufe
der VIT weiter reduziert bleibt (3).

Auch fur die beobachteten Veradnderungen der Immunglobulin-Spiegel bietet die verringerte IL-
4/IFN-y-Ratio einen Erklarungsansatz. IL-4 ist sowohl fir den Klassenwechsel zu IgE als auch
zu 1gG4 notwendig (49,79); es scheint aber die 1gG4-Produktion von Zellen, die bereits den
Klassenwechsel vollzogen haben, zu inhibieren (16). So wurde gezeigt, dal3 eine ansteigende
IL-4/IFN-y-Ratio ansteigende IgE-Spiegel bewirkt, eine fallende IL-4/IFN-y-Ratio aber die 1gG4-
Produktion zu Ungunsten der IgE-Produktion steigert (23). Die Langzeiteffekte der IT auf die Ig-
Spiegel, namlich die Reduktion des IgE und der Anstieg des 1gG4, kénnten also durch die
Verringerung der IL-4/IFN-y-Ratio bedingt sein.

5.1.2 Erhohung des IL-10-Spiegel

Die Konzentration des IL-10 steigt wahrend der IT sehr schnell an (6). Wie schon in 2.4.2.
beschrieben, induziert IL-10 eine spezifische T-Zell-Anergie, gemessen an verminderter
Proliferation und Zytokinsekretion (6). Dieser inhibierende Einflu® auf die T-Zellen ist abhangig
von APZ (siehe Abbildung 20), und es wurde gezeigt, dal® auf Monozyten, Makrophagen und
dendritischen Zellen MHC-Il, CD54 und CD86 durch IL-10 herrunterreguliert wird
(37,45,120,122,133) und somit die Fahigkeit dieser Zellen, eine T-Zellproliferation zu vermitteln,
inhibiert wird.

IL-10 scheint aber die Fahigkeit der B-Lymphozyten, Ag zu prasentieren, nicht zu beeinflussen.
So wurde in einem Mausmodell die T-Zell-Zytokinproduktion durch IL-10 bei Inkubation mit
Makrophagen als APZ inhibiert, bei Milz-B-Zellen als APZ dagegen nicht (45). Auch die MHC-II-
und CD86-Expression, die auf Monozyten durch IL-10 herrunterreguliert wird, blieb auf einer
EBV-B-Zell-Linie bzw. isolierten peripheren B-Zellen konstant (32,37). Allerdings wurde gezeigt,
daR die MHC-I-Expression auf B-Zellen durch IL-10 reduziert wurde (139). Der Einflul des IL-
10 auf den Phénotyp von B-Zellen scheint also noch nicht eindeutig verstanden zu sein,
insbesondere weil die Uberwiegenden Studien entweder mit Maus-B-Zellen oder B-Zell-Linien
und nicht mit humanen peripheren B-Zellen durchgefiihrt wurden.

IL-10 hat auch Einflul} auf die Ig-Produktion (siehe Abb. 20), da die durch IL-4 und sCD40L
induzierte IgE-Produktion durch IL10 gehemmt und gleichzeitig die IgG4-Produktion gesteigert
wird (6). In einer weitergehenden Studie von Jeannin et al (68) wurde ferner gezeigt, daf IL-10,
wenn es zu Beginn der Stimulation mit IL-4 oder IL-13 zu PBMC-Kulturen gegeben wurde, die ¢-
GLT- und IgE-Synthese hemmt, die y4-Transskripte und IgG4-Synthese jedoch steigert. Wenn
IL-10 dagegen nach dem 2. Tag der Stimulation zu den Kulturen gegeben wurde, hat es einen
steigernden Effekt auf die IgE-Synthese. Diese Zeitabhangigkeit wurde fur die IlgG4-Produktion
nicht ermittelt, hier behalt IL-10 seine steigernde Wirkung. Dies bedeutet, daf® IL-10 fur die IgE-
Synthese auf naive B-Zellen eine inhibierende, auf B-Zellen, die bereits auf IgE umgeschaltet
haben, jedoch eine férdernde Wirkung austibt (68).
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Abbildung 20: Die Wirkung des IL-10 auf APZ, TH-Zellen, B-Zellen und Effektorzellen.

Dies auf die Situation wahrend der IT Ubertragen, kann zu einem besseren Verstandnis der
komplexen Veranderungen der Ig-Spiegel beitragen. So koénnte der initiale Anstieg des sIgE
nach Beginn der Therapie von schon geswitchten B-Zell-Populationen stammen, deren
Produktion durch IL-10 weiter geférdert wird. Dagegen hat IL-10 einen negativen Effekt auf den
IgE-Klassenwechsel ungeswitchter Zellen, so dall langfristig das IgE abfallt, im Gegensatz zu
IgG4, dessen Produktion durch IL-10 nicht inhibiert sondern gefoérdert wird. So kann sowohl der
initiale Anstieg als auch der langfristige Abfall des sIgE und der Anstieg des slgG4 durch IL-10
erklart werden.

5.1.3 T-Zell-Anergie

Die durch IL-10 induzierte T-Zell-Anergie fihrt nicht nur zu verminderter T-Zell-Proliferation und
Zytokinsekretion (4), sondern auch zu einer verminderten Fahigkeit, ihre Helfer-Effektorfunktion
auszuftihren. Dies kdnnte daher einige der hier beschriebenen Effekte erklaren. So wurde
gezeigt, dall die durch TZR/CD3-vermittelte Induktion von CD40L bei anergen T-Zellen
verhindert wird (21). Anerge T-Zellen haben also eine reduzierte CD40L-Expression (siehe Abb.
20), was gut mit der Tatsache vereinbar ist, dal auch wahrend der VIT eine verringerte CD40L-
Expression ermittelt wurde (15). Die verringerte CD40-CD40L-Interaktion kann auf B-Zellen
wiederum zahlreiche Effekte haben. So wurde gezeigt, dal die in vitro-Blockierung dieses
Interaktionsweges die B-Zellproliferation und Differenzierung hemmt (27,36). Auch ist das
CDA40-Signal fur den Isotypen-Switch essentiell, wie in Maus-Modellen (77,136) und auch in in
vitro Versuchen (66) bei humanen Zellen ermittelt wurde. Darlberhinaus wurde gezeigt, dal
beim X-chromosomal gebundenen Hyper-lgM-Syndrom, bei dem der Isotypenwechsel nicht
durchgefiihrt werden kann, ein Defekt im CD40L-Gen liegt (9). Auch die Expression einiger
Oberflachenmolekiile auf B-Zellen wird durch CD40-CD40L-Interaktion induziert, so die B7-,
CD23- und CD54-Expression (13,24,107). Die Anergie der T-Zellen wahrend der VIT kdnnte
also zur beschriebenen Reduktion der CD23- und CD54-Expression beitragen.

5.1.4 Direkte Wirkung des Allergens

Auch eine direkte Wirkung des Allergens auf die B-Zellen wahrend der VIT ist denkbar. So kann
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eine hohe Dosis des Antigens ohne ausreichende Kostimulation durch TH-Zellen eine Anergie
der B-Zellen bewirken (60,98). Ein Indiz fur eine nicht ausreichende TH-Zell-Stimulation ist auch
die verringerte CD40L-Expression, die nach einer Woche Schnell-VIT ermittelt wurde (15), denn
der CD40-CD40L-Signalweg ist fiir B-Zellen sehr wichtig (31).

Die kumulative Allergendosis ist wahrend der Einleitungsphase der Schnell-VIT sehr hoch,
danach wird jedoch nur in groBeren Abstanden Allergen appliziert. Die Transienz der
beschriebenen Veranderungen der Expression der Oberflachenmolekile kénnte also durch die
nur in der ersten Woche existierenden hohen kumulativen Allergendosen begrindet sein.

Die Ag-Konzentration hat auch einen Einflul} auf die Ig-Produktion (siehe Abb. 21). So wurde in
einem Maus-Modell bei einer niedrigen Ag-Dosis ein hoher IgE-Spiegel, bei einer hohen Ag-
Dosis ein niedriger IgE-Spiegel ermittelt (125). Dies scheint bei der Maus jedoch nicht - wie
naheliegend - durch veranderte Zytokinmuster (TH2 versus TH1) erklart zu sein (10). Beim
Menschen werden die Ig-Spiegel auch Uber die Ag-Dosis mitreguliert, jedoch gingen hier die
Veranderungen mit entsprechenden Zytokinverschiebungen einher. So wurde bei einer
niedrigen Ag-Dosis eine TH2-dominierte Zytokinsekretion mit konsekutiver Erhéhung des IgE
ermittelt, bei hoher Ag-Dosis dagegen stieg IFN-y an, und demzufolge verringerte sich der IgE-
Spiegel (17,116). Die hohe Ag-Dosis der ersten Therapiewoche kénnte also die bereits
diskutierte Veranderung der IL-4/IFN-y-Ratio erklaren.

5.2 Wirkmechanismus oder Epiphanomen?

Ob die beobachteten Effekte weitere Mechanismen, die fir die Wirksamkeit der IT
mitverantwortlich sind, darstellen oder ob sie nur Epiphdnomene sind, kann nicht vollstandig
beantwortet werden, soll aber an dieser Stelle diskutiert werden.

5.2.1 Allergenunspezifische Reduzierung des Aktivierungsniveaus peripherer
B-Zellen

Wie dargelegt fihrt die Einleitung der VIT zu einer allergenunspezifischen Reduktion des
Aktivierungsniveaus peripherer B-Zellen. So wie die T-Zell-Anergie eine verminderte Expression
einiger Oberflachenmarker bedingen kdnnte, kdnnte auch umgekehrt die Reduktion einiger B-
Zell-Oberflachenmolekille Einflisse auf T-Zellen haben. So spielt z.B. CD54 als
kostimulatorisches Molekdl fur die Aktivierung der TH-Zellen eine wichtige Rolle, z.B. konnte die
T-Zell-Proliferation von blockierenden anti-CD54-AK inhibiert werden (42). B- und T-Zellen
stehen Uber viele Interaktionen miteinander in Verbindung (27), und Veranderungen der einen
Zellart bedingen auch immer Veranderungen der anderen, so daf® die Frage der Kausalitat hier
nicht zu beantworten ist.

5.2.2 Einflisse auf die IgE-Regulation

Die IgE-Produktion wird sehr komplex reguliert und, wie in 2.2.2.3. erklart, spielen neben den
beiden Hauptsignalen IL-4 bzw. IL-13 und CD40-CD40L-Interaktion eine Reihe weiterer
Molekiile eine Rolle, so auch CD23 und CD54, die beide - wie hier gezeigt wurde - durch die
VIT wenigstens tendentiell moduliert wurden. Es ist also denkbar, da® diese Veranderungen bei
der durch die IT veranderten Ig-Spiegel kausal beteiligt sind.

Die Wirkung des CD23 auf die IgE-Synthese wird kontrovers diskutiert. So wurde durch CD23-
CD21-Bindung die IL-4 induzierte IgE-Produktion gesteigert (11). Auch sCD23 scheint eine
steigernde Wirkung auf die IL-4 induzierte IgE-Synthese zu haben (18). Durch Blockade der
Metalloprotease, die die proteolytische Spaltung des CD23 katalysiert, wurde die IL-4- und anti-
CD40-AK-induzierte IgE-Produktion parallel zur Abnahme des sCD23 inhibiert (132).

Aber es wurden auch negative Signale des CD23 auf die IgE-Produktion beschrieben. In einem
Maus-Modell mit CD23-transgenen Mausen wurde durch hohe Expression von CD23 die
CD40L- und IL-4-induzierte IgE-Synthese dosisabhangig gehemmt (26). Von Corry und
Kheradmand (30) wurde die Hypothese aufgestellt, daR CD23 zu Beginn einer IgE-vermittelten
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Immunantwort die IgE-Synthese fordert, dal es aber, wenn die CD23-Expression durch IL-4
stark erhoht ist, eher negative Signale weiterleitet. Es soll hier noch einmal darauf hingewiesen
werden, daf v.a. bei Mausen negative Effekte, beim Menschen dagegen eher positive Einflisse
ermittelt wurden.

Wie in 2.4.2.5. dargelegt, wurde bei atopischen Patienten und bei Giftallergikern ein EinfluR der
IT auf die CD23-Expression festgestellt. Ob die hier beobachtete transiente (nicht-signifikante)
Reduktion der CD23-Expression an der Ig-Titermodulation beteiligt ist, bleibt spekulativ. Die
Veranderungen der Ig-Titer wurden zwar auch schon nach einer Woche VIT gemessen, sind
aber nach 3 Wochen deutlicher und halten auch langer an, so dall die transiente
Herabregulation der CD23-Expression zeitlich mit der Ig-Modulation kaum vereinbar ist. Auch
bei Bellinghausen (15) wurde die CD23-Expression nur nach einer Woche Schnell-VIT
gemessen.

CD54 ist ebenfalls an der IgE-Regulation beteiligt, und zwar vermittelt es Uber Interaktion mit
LFA-1 die Aggregation der B-Zellen, die bei der IL-4- und anti-CD40-AK-induzierten IgE-
Stimulation vor der IgE-Synthese beobachtet wird (76). Durch anti-CD54-AK wurde die IgE-
Synthese durch Erhdhung der e-GLT-Konzentration gesteigert (76). Wie fur CD23 gilt auch fur
CD54, daB ein kausaler Zusammenhang der reduzierten Expression nach einer Woche VIT mit
den veranderten Ig-Spiegeln aufgrund der zeitlichen Differenzen unwahrscheinlich ist. Es ware
jedoch interessant, die CD23- und CD54-Expression nach langerer Zeit VIT zu ermitteln, da
zum Zeitpunkt des Abfalls des IgE-Spiegels ein Zusammenhang zu der CD23- bzw. CD54-
Expression bestehen kdnnte.

5.2.3 Reduzierte CD32-Expression

Wie in 4.1.2. beschrieben, wird auch die Expression von CD32 durch die Einleitung der VIT
moduliert. Einerseits kann CD32 als Aktivierungsmarker von B-Zellen interpretiert werden, da
die Expression von CD32 auf B-Zellen durch anti-lgM- oder PMA-Stimulation heraufreguliert
wird (114), andererseits spielt moglicherweise die inhibitorische Regulation des BZR-Signals bei
der VIT eine Rolle.

Der menschliche Fcy-l1I-Rezeptor wird von 3 Genen (lla, b, lic) auf dem Chromosom 1 codiert,
durch alternatives Spleil’en entstehen 6 verschieden Proteine (50). Der FcyR-IIB unterscheidet
sich deutlich von IIA und IIC sowohl in seiner Struktur als auch in seiner Funktion. Wahrend
IgG-Bindung von 1IA und IIC zu einer Aktivierung von Zellen fuhrt, hat 1B negative Effekte. Die
BZR-Signaltransduktion wird durch Hemmung des Calcium-Einstroms negativ reguliert. Ein
immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif (ITIM) wurde im zytoplasmatischen Abschnitt
des FcyR-IIB identifiziert und kann hierfir verantwortlich gemacht werden (35,50,112). Die
bisher erhaltlichen monoklonalen Antikérper binden an alle Subtypen des FcyR-Il, so da aus
der durchfluBzytometrischen Untersuchung nicht auf die Verteilung der Subtypen auf den B-
Zellen geschlossen werden kann (siehe hierzu auch (50)).

FcyR-Il hat einen Einflull auf IgE-vermittelte allergische Reaktionen, da Immunkomplexe, die
IgE enthalten, auch von FcyR-Il gebunden werden kénnen. Dies wurde in einer Studie mit
knock-out Mausen dargelegt (126). Interessanterweise zeigten FcyR-IIB-defiziente Mause
verstarkte IgE-vermittelte Reaktionen, dagegen war diese bei Mausen mit einer Defizienz des
aktivierenden FcyR-Ill vermindert.

IgG-Immunkomplexe binden mit hoherer Affinitat als IgE-Immunkomplexe an CD32 und auch
IgG kann an anaphylaktoiden Reaktionen beteiligt sein, z.B. degranulieren Eosinophile nach
Bindung von slgG an CD32 (75). Die Relevanz von IgG-vermittelten Reaktionen fur die Typl-
Allergie ist jedoch noch umstritten.

Auch Basophile exprimieren CD32, und durch Koaggregation kommt es zur Modulation der IgE-
vermittelten IL-4-Synthese. Korber et al (80) haben gezeigt, daR interindividuelle Varianz
bezuglich der Verteilung der Isoformen (FcyR-IIA, -B, -C) auf den Basophilen besteht und
wiesen darauf hin, dafl u.U. diese die unterschiedlichen Reaktionen der Patienten auf die IT
erklart. Es kann spekuliert werden, da® auch B-Zellen von Patienten eine interindividuelle
Varianz der Verteilung der Subtypen zeigen und die negative BZR-Regulation des FcyR-1IB als
mdglicher Mechanismus der IT zu ihrer Effizienz beitragt.
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5.2.4 Reduzierte Antigen Prasentation von B-Zellen

Die Expression von HLA-Il auf peripheren B-Zellen ist nach der Einleitungsphase der VIT
signifikant geringer als vor Beginn der Therapie, was zeigt, dal3 die Fahigkeit der B-Zellen zur
Antigenprasentation durch die IT verringert wird. Dies spielt fir die Wirksamkeit der Therapie
u.U. eine Rolle, denn die Art der APZ hat einen wesentlichen EinfluR auf den Typ der
Immunantwort (siehe Abb. 21). So wurde gezeigt, dall im Falle von B-Zellen als APZ eher eine
TH2-Antwort folgt, dal® jedoch Monozyten als APZ eher eine TH1-Antwort bewirken (7). Bei
Monozyten und Makrophagen als APZ wurde verstarkt IL-12 und IFN-y, dagegen weniger IL-4,
IL-5 und IL-13 produziert mit der Folge, dal der Titer des IgG4 anstieg, der des IgE jedoch
abfiel. Bei B-Zellen wurde eine erhéhte IL-4-, IL-5- und IL-13-Sekretion und eine reduzierte IL-2-
und IFN-y-Sekretion gemessen mit der Folge, dal® der IgE Titer anstieg (7).

Ag-Dosis APZ

hoch @--  ( TH
niedrig e--

Abbildung 21: Der Einflul der Ag-Dosis und der Art der APZ auf die Immunantwort.

Auch Secrist et al (116) haben bei B-Zellen als APZ einen erhdhten IL-4-Spiegel, bei Monozyten
einen erniedrigten IL-4-Spiegel beschrieben.

Die Relevanz der B-Lymphozyten nimmt bei geringer Antigenkonzentration zu, da sie mit ihrem
spezifischen BZR mit hoher Affinitat Ag binden kdnnen (5).

Wenn man diese Aspekte der APZ und ihre funktionellen Konsequenzen auf die Situation der
VIT Ubertragt, ergibt sich die Mdglichkeit, einige der beschriebenen Veranderungen von
immunologischen Parametern zu erklaren. Durch die Reduktion der HLA-II auf der Oberflache
ist die Fahigkeit der B-Zellen, Ag zu prasentieren, geschwaécht, gleichzeitig steigt die Ag-
Konzentration wahrend der Einleitungsphase stark an. Dies spricht beides dafir, daf} eher
andere Zellen als B-Zellen als APZ in der Einleitungsphase eine Rolle spielen und kann
wiederum dazu flihren, dal® das Zytokinmilieu von einer TH2-Dominanz in Richtung TH1
verschoben wird. Die verminderte Funktion der B-Zellen als APZ kdénnte also dazu beitragen,
die allgemein als Hauptmechanismus geltende Verlagerung von TH2 zu TH1 zu erklaren.

5.2.5 Zeitverlauf der Veranderungen der immunologischen Parameter

Es ist kritisch anzumerken, daB in vielen Studien nicht auf die zeitlichen Zusammenhange der
immunologischen Veranderungen wahrend einer IT eingegangen wird und so die komplexen
Verhaltnisse stark vereinfacht werden.

Sehr wahrscheinlich sind verschiedene Mechanismen fiir die Wirksamkeit der IT verantwortlich.
Der friilhe Schutz direkt nach der Einleitungsphase koénnte z.B. andere Ursachen als die
Langzeitwirkung haben. Fir den frihen Schutz spielt die verminderte Mediatorfreisetzung aus
Effektorzellen (103) eine wichtige Rolle, die zumindest partiell durch den erhéhten IL-10-Spiegel
bedingt wird. IL-10 wird nach einer Woche IT autokrin von T-Zellen sezerniert und bedingt auch
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die T-Zell-Anergie. Die Ursache fur die Induktion des IL-10 durch die IT ist noch nicht erkannt.
Ob an diesen Zusammenhéangen auch die reduzierte B-Zellaktivitat, z.B. durch verminderte B-T-
Zell-Interaktion beteiligt ist, bleibt vorerst unbeantwortet.

Far die Langzeitwirkung dagegen ist wahrscheinlich eher der TH2-TH1-Shift mit daraus
resultierender Veranderung der Ig-Titer verantwortlich. Hier bleibt die Frage offen, warum die Ig-
Titer nicht verlaBlicher eine Aussage Uber den Erfolg bzw. MiRerfolg der IT zulassen. Das in
jungerer Zeit entwickelte Immunoblotverfahren, bei dem die spezifische AntikOrperreaktivitat
gegen jedes einzelne Allergen im Allergenextrakt erfal’t wird, kénnte u.U. prognostische
Aussagekraft besitzen (70). Es zeigte sich, dall Patienten, die in der Stichprovokation
ungeschitzt waren, bei mindestens einer Allergenbande, bei der sie IgE-AK aufwiesen, kein
IgG4-AK hatten, geschitzte Patienten dagegen wiesen bei allen Banden, bei denen sie vor VIT
IgE-AK besalien, auch IgG4-AK auf (99). Durch dieses Verfahren gewinnt also die Theorie der
sblocking antibodies” wieder an Gewicht. Allerdings fehlen noch grof3e Studien mit geeigneten
Patientenkollektiven, die diese Ergebnisse bestatigen.
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6 Zusammenfassung

Die Wespengiftallergie stellt eine typische allergische Sofortreaktion (Typ-I-Allergie) dar. Fr
diese IgE-vermittelten, pathologischen Immunreaktionen ist die spezifische Immuntherapie die
einzige zur Zeit zur Verfligung stehende kausale Therapie. Die Mechanismen, welche fiir die
zweifelsfrei bewiesene Wirksamkeit der IT verantwortlich sind, sind trotz intensiver
Bemihungen weiterhin nicht vollstdndig aufgeklart. Als wichtigste These wird zur Zeit eine
Verlagerung des pathologischen, TH2-dominierten Zytokinmilieus in Richtung ,normales” TH1-
Milieu diskutiert. Zusatzlich werden charakteristische Ig-Titer-Veranderungen mit initialem
Anstieg und langerfristigem Abfall des sIgE und Anstieg des slgG4 beschrieben. Die slgG4-
Antikdrper kdnnten protektiv wirksam sein, da sie kompetitiv mit dem IgE um Ag-Bindung
konkurrieren.

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einflul der IT auf periphere B-Zellen hinsichtlich ihrer
Immunglobulin-Produktion und ihres Phanotyps untersucht. 15 Patienten mit systemischen
Reaktionen nach Wespenstich, Nachweis von spezifischem IgE und mit positivem Hauttest
gegenuber Wespengift, bei denen eine Schnell-immuntherapie eingeleitet wurde, wurden vor
Beginn der Therapie (Tag 1), am Tag ihrer Entlassung (Tag 6), also einen Tag, nachdem die
Erhaltungsdosis von 100 pg erreicht wurde, und vor der 2. ambulanten Allergeninjektion am 26.
Tag untersucht. Die Expression von CD5, CD23, CD32, CD40, CD54, CD86, CD95, HLA-I-ABC
und HLA-II-DR wurde auf peripheren mononuklearen Blutzellen durchfluRzytometrisch mit Hilfe
von monoklonalen, PE-konjugierten Antikérpern bestimmt. Anti-CD19 FITC wurde als
spezifischer B-Zellmarker benutzt. Sowohl die Prozentzahl der doppelt-positiven Zellen als auch
die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) der PE-konjugierten Antikérper wurden ausgewertet.
Die Serum-Titer des Gesamt-IgE, Wespengift-spezifischen IgE und Wespengift-spezifischen
IgG4 wurden mittels ELISA bestimmt. Zur statistischen Auswertung wurde der Wilcoxontest fur
nicht-parametrische, verbundene Daten benutzt.

Die Expression von CD54, CD5, CD32 und HLA-II-DR wurde durch die IT signifikant und die
von CD23 tendentiell modifiziert. So war die Expression dieser Molekile auf der Oberflache
peripherer B-Zellen am Tag 6 im Vergleich zum Ausgangswert vom Tag 1 reduziert. Am 26. Tag
wurden wieder Werte auf der Hohe der Ausgangswerte vom Tag 1 gemessen. Dagegen
veranderte sich die Expression von CD40, CD86, CD95 und HLA-I-ABC wahrend der
untersuchten Zeitpunkte nicht. Die Ig-Titer veranderten sich in der fir die IT charakteristischen
Weise. So stieg nach 3 Wochen der Gesamt-IgE-, sIgE- und slgG4-Titer hochsignifikant an. Der
Anstieg des slgG4 korreliert nicht mit der Effizienz der IT (1,95), man kann ihn lediglich als
Hinweis auf eine immunologische Antwort auf die IT werten. In dieser Arbeit bietet er v.a. ein
Indiz dafur, daR sich das untersuchte Patientenkollektiv nicht von anderen, bisher untersuchten
Kollektiven unterscheidet und somit eine reprasentative Stichprobe darstellt.

Die Expression der untersuchten Oberflachenmolekiile ist als Indikator fiir Veranderungen der
Aktivationslage und des funktionellen Status der Zellen wahrend der VIT zu interpretieren. So
spricht die Reduktion der Expression von CD32, CD54 und HLA-Il firr eine verminderte
Aktivierungslage der peripheren B-Zellen. Ferner deutet die Reduktion von CD5 und CD32 auf
eine Anergie der B-Zellen hin, induziert durch die hohe Allergendosis wahrend der
Einleitungsphase. Durch die tendentiell bzw. signifikant reduzierte Expression von CD23 und
CD54 konnte die T-B-Zell-Interaktion verschlechtert werden, die fir die Effektorfunktionen
beider Zellen bedeutsam ist, so dal z.B. Veranderungen der T-Zellreagibilitdt, beobachtet
wahrend der IT, hierdurch mitbedingt sein kénnten.

Einen wesentlichen Beitrag zur Wirksamkeit der IT kénnte auch die verminderte Expression des
HLA-II leisten, da HLA-II fur die Ag-Prasentation essentiell ist. Da B-Zellen als APZ eher eine
TH2-Antwort fordern und sie anscheinend in ihrer Fahigkeit, Antigen zu prasentieren, wahrend
der Einleitungsphase eingeschrankt sind, kénnte dies zu der zur Zeit als wichtigstem
Wirkmechanismus diskutierten Verlagerung des Zytokinmilieus von TH2 in Richtung TH1
beitragen.

Unklar bleiben die zeitlichen Zusammenhange. So ist die Modulation des Phanotyps der B-
Zellen nur transient, und nach 4 Wochen IT ist wieder das Ausgangsniveau erreicht. Zu diesem
Zeitpunkt ist jedoch erst ein signifikanter Anstieg der Ig-Level zu beobachten, so dal fraglich
bleibt, ob die Modulationen in kausalem Zusammenhang miteinander stehen. Es bleibt daher in
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weiteren Untersuchungen 2zu klaren, ob die allergenunspezifische Reduzierung der
Aktivitatslage peripherer B-Zellen wahrend der Einleitungsphase nur ein Nebeneffekt darstellt
oder ob sie an der Wirksamkeit der IT kausal beteiligt ist.

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dal} die spezifische Immuntherapie einen Einfluf nicht nur auf
die Ig-Produktion der B-Zellen hat, sondern auch auf deren Phanotyp, so daf® sowohl die T-B-
Zell-Interaktion als auch die Fahigkeit der B-Zellen zur Antigenprasentation beeinflut wird. Dies
kénnte Hinweise auf bisher nicht bekannte Mechanismen bieten, die an der Wirksamkeit der IT
beteiligt sind.
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8.3 Materialliste

Verwendete Gerite:

Zentrifuge Minifuge RF
Casy®1 Modell TT
DurchfluBzytometer: CoulterXL

Verwendete Chemikalien:

Dulbecco’s PBS ohne Ca, Mg
BSA (Bovine serum albumine)
Paraformaldehyd (reinst)
Natriumazid (NaN3)

Ethanol (absolut)

Ficoll Dichte 1,077

Verwendete Materialien:

Falcon 50 ml Roéhrchen (Blue Max)

Monovetten NH4-Heparin

FACS-Ro6hrchen (55.526)

Wespengiftextrakte:

ALK-lyophilisiert SQ
(Einleitungsphase)

ALK-depot
SQ(Fortsetzungsbehandlung)

CAP-ELISA:
IgE FEIA
sIgE FEIA
slgG4 FEIA

Antikorper fiir die
DurchfluBzytometrie:

CD5-PE (AHS0517)
CD19-FITC (AHS.1918)

Firma

Hereaus Sepatech
Scharfe System GmbH

Coulter

PAA Laboratories
Fluka BioChemika
Merck

Merck

Merck

Biochrom KG

Becton Dickinson
Sarstedt
Sarstedt

ALK Scherax

ALK Scherax

Pharmacia & Upjohn
Pharmacia & Upjohn
Pharmacia & Upjohn

Biosource

Biosource

69

Ort

Reutlingen

Linz, Osterreich
Buchs, Schweiz
Darmstadt
Darmstadt
Darmstadt

Berlin

Franklin Lakes, U.S.A.
NUmbrecht

NUmbrecht

Hamburg

Hamburg

Uppsala, Schweden
Uppsala, Schweden
Uppsala, Schweden

Ratingen

Ratingen



CD23-PE (AHS2307)
CD32-PE (1935)
CD40-PE (1936)
CD54-PE (1239)
CD86-PE (33435X)
CD95-PE (33455X)
HLA-I-ABC-PE (322.95X)
HLA-II-DR-PE (AHU0187)
IgG1-FITC (PN IM0639)
IgG1-PE (PN IM0670)
IgG2a-PE (PN IM0671)
IgG2b-PE (33805X)

Puffer:
FACS-Waschpuffer:
FACS-Farbepuffer:

Biosource

Immunotech
Immunotech
Immunotech
Pharmingen
Pharmingen
Pharmingen
Biosource

Immunotech
Immunotech
Immunotech

Pharmingen

PBS mit 0,2% BSA

PBS mit 2% BSA und
0,1% Natriumazid
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Ratingen
Krefeld
Krefeld
Krefeld
Hamburg
Hamburg
Hamburg
Ratingen
Krefeld
Krefeld
Krefeld
Hamburg
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