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ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Insektenstiche durch Bienen oder Wespen, die beide der Gattung der
Hymenoptera (Hautfllgler) zugeordnet werden, sind ein haufiger Ausldser aller-
gischer Reaktionen. Als Soforttypallergie kbnnen die Symptome vielfaltig sein —
in der maximalen Auspragungsform auch in einen anaphylaktischen Schock
munden. Daher ist es wichtig, Insektengiftallergien zuverlassig und sicher
diagnostizieren zu konnen. Hierdurch werden fur die betroffenen Patienten die
Grundlage einer Versorgung mit einem Notfallset fir den Fall zukunftiger
Stichreaktionen und auch die Moglichkeit einer kausalen Therapie durch Erzie-
lung einer Allergentoleranz mittels allergenspezifischer Immuntherapie (AIT)

geschaffen.

In der vorliegenden Pilotstudie wurde durch ein elektronisches Messinstrument,
die sog. elektronische Nase (eNose), die Ausatemluft von Bienen- und Wes-
pengiftallergikern (HG) untersucht. Ziel war es, herauszufinden, ob die Proben
sich von denen gesunder Kontrollprobanden (HC) unterscheiden lassen. Die
eNose registriert dabei kleine Partikel der Ausatemluft, sog. volatile organic
compounds (VOCs). Technische Grundlage des Gerats ist die Reaktion der
Partikel mit Polymersensoren. Die hierdurch erzeugte chemische Veranderung
wird in ein elektrisches Signal in Form einer Widerstandséanderung umgewan-
delt, die wiederum gemessen werden kann. Dadurch entstehen klassische Mus-
ter, welche mittels multivarianter Analysemethoden bewertet wurden. Als signi-
fikant galt eine Mahalanobiskonstante (MD) ab 1,96.

An der Studie nahmen 16 Bienen- und/oder Wespengiftallergiker teil. Durch
eine positive Anamnese bezuglich einer allergischen Reaktion sowie einer posi-
tiven Hauttestung und/oder dem Nachweis von spezifischem Immunglobulin E
(IgE) fur Insektengifte wurden diese vorab diagnostiziert. Als gesunde Kontroll-
gruppe fungierten Probanden, bei denen die Anamnese fur eine allergische Re-
aktion auf Insektenstiche negativ war. Ausschlusskriterien in beiden Kohorten
waren v. a. das Vorliegen pulmonaler Vorerkrankungen, Zigarettenrauchen oder

eine positive Anamnese fur Atemwegsallergien.

Vi
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Durch die eNose gelang keine signifikante Unterscheidung der Ausatemluft von
Insektengiftallergikern und gesunden Probanden. Es zeichnete sich lediglich
eine Tendenz zur Unterscheidung ab (MD 1,141; Sensitivitat 81 %). In einer
Analyse unter Berlcksichtigung des spezifischen IgE gegen Bienen- oder Wes-
pengift zeigte sich der Unterschied etwas deutlicher, war aber weiterhin nicht
signifikant (MD 1,361; Sensitivitat 80 %).

Es ergab sich also lediglich eine nicht signifikante Tendenz zur Detektion eines
Unterschieds der Ausatemluft von Insektengiftallergikern und nicht allergischen

Probanden mittels eNose.

Die eNose ist somit im klinischen Alltag zur Diagnostik einer Hymenopterengift-
allergie nicht geeignet. Als limitierende Faktoren lassen sich v. a. eine hohe An-
falligkeit fur Storeinflisse, insb. ungewollte Geruchspartikel, sowie die besonde-
re Herausforderung in der klinischen Anwendbarkeit benennen. Aktuell dient die
eNose daher wissenschaftlichen Zwecken und kann fur weitere Fragestellungen

verwendet werden.

In folgenden, umfangreicheren Studien sollten weitere Parameter, die Einfluss

auf das Messergebnis nehmen kdnnen, untersucht werden.

VIii



SUMMARY

SUMMARY

Insect stings by bees or wasps, both belonging to the species of hymenoptera,
are one of the most common causes for immediate type allergic reactions.
Symptoms vary, but in the worst case, they can lead to an anaphylactic shock.
Thus, it is important to utilize reliable tests for diagnosing insect venom aller-
gies. Affected patients are provided with an emergency kit, as well as access to
a causal allergy therapy known as allergen specific immunotherapy (AIT).
Through this treatment, allergic patients receive repeated injections of initially
increasing doses of allergen, leading to allergen tolerance. In case of insect

venom allergy this therapy may be lifesaving.

In this pilot study an electronic device, the electronic nose, also called eNose
was used to examine the exhaled breath from allergic subjects. The aim was to
find out whether it is possible to differentiate them from healthy controls. The
eNose recognizes small particles from the exhaled breath called volatile organic
compounds (VOCs). The process is based on a reaction of the particles with
polymer sensors inside the eNose. The elicited chemical reaction is translated
into an electrical signal, which is measured by a change in electrical resistance.
Through that classic patterns are created, which are valued by mathematical
analyses. As a significant result a Mahalanobis distance (MD) from 1,96 was

predefined.

In this study 16 subjects with history of insect venom allergy participated. They
were diagnosed by a positive history of an allergic sting reaction and a positive
skin test reaction or the proof of allergen-specific IgE antibodies. Healthy con-
trols showed a negative history for insect venom allergy. Exclusion criteria were
especially the presence of chronic pulmonary diseases, smoking or positive his-

tory for respiratory allergies.

There was no significant discrimination of the two groups by the eNose. Only a

tendency for distinguishing both cohorts was measured (MD 1,141; sensitivi-

ty 81 %). In a further analysis considering the specific IgE levels for bee and/or
IX



SUMMARY

wasp venom the difference became more distinct, but was still not significant
(MD 1,361; sensitivity 80 %).

Thus, only a non-significant difference between the exhalated breath of insect

venom allergy individuals and non-allergic controls could be detected by eNose.

The eNose is not a practical tool for diagnosing insect venom allergies in clinical
practice. However, it might serve scientific purposes. Limiting factors are espe-
cially the high sensitiveness for cofounders like other inadvertent olfactory parti-

cles but also the application in clinical practice would be challenging.

Further comprehensive studies are recommended to investigate parameters

which might influence the eNose results.
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1. EINLEITUNG

1.1. Geruch von Krankheiten

Sind Krankheiten (er)riechbar? Mit dieser Frage beschaftigen sich Mediziner
bereits seit der Antike. Schon Hippokrates nutzte ca. 400 vor Christus den Atem
seiner Patienten, um dabei z. B. den suBlich-fruchtigen Geruch von Diabetes
mellitus festzustellen. DarUber hinaus gibt es zahlreiche weitere Beispiele, die
auch in der heutigen Diagnostik von Krankheiten noch eine Rolle spielen. Der
klassische Foetor hepaticus als Hinweis auf eine schwere Lebererkrankung
bzw. auf das Coma hepaticum ist eines der beriihmtesten davon. Uber por-
tokavale Anastomosen gelangen dabei Stoffwechselprodukte in die Lunge und
werden abgeatmet. Ein weiteres Beispiel ist der typische Azetongeruch des
Atems im Rahmen einer hyperglykamischen Krise oder Foetor uraemicus bei
terminaler Niereninsuffizienz (Herold, 2016).

Die genannten Gerlche sind einfache, aber wichtige Wegweiser im Hinblick auf
die Erkennung von systemischen Krankheiten. Sie sind durch den Arzt ohne
weitere apparative diagnostische Mittel nicht-invasiv aus der Atemluft abzulei-
ten.

Die Ausatemluft beinhaltet jedoch noch viele weitere Informationen, wie etwa
Geruchspartikel, die in so niedrigen Konzentrationen vorkommen kénnen, dass
die menschliche Nase an ihre Grenzen stof’t. Um diese zu detektieren, werden
kinstliche elektronische Nasen, sog. eNoses, bendtigt. Durch Imitation des
menschlichen Riechens sind sie in der Lage, aus der Ausatemluft von Patienten
Systemkrankheiten zu erkennen.

Diese Arbeit geht der Frage nach, ob eine eNose auch im Rahmen der Aller-

giediagnostik von Insektengiftallergien einsetzbar ist.

1.2. Hymenopterengiftallergie

Allergische Reaktionen nach Insektenstichen spielen im klinischen Alltag eine
grolRe Rolle. Vor allem aufgrund der moglichen systemischen Sofortreaktion,
die unter Umstanden todlich verlaufen kann, ist die Erkrankung insb. notfall-

bzw. intensivmedizinisch relevant.
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Symptome treten nach Insektenstichen durch Hymenoptera (Hautfligler) auf,
von denen in Mitteleuropa am haufigsten Bienen (insb. die Honigbiene, Apis
mellifera) sowie Wespen (insb. Faltenwespen, Vespula vulgaris, Vespula ger-
manica) vertreten sind. Seltener dagegen sind andere Hymenoptera wie Hum-
meln (Bombus spp.) oder Hornissen (Vespa crabro) fiur allergische Stichre-

aktionen verantwortlich (Przybilla et al., 2011).

1.2.1. Epidemiologie

International sind ca. 40 % der Bevdlkerung auf Insektengifte sensibilisiert, wo-
bei nur ungefahr 1,5 — 3 % der Bevolkerung tatsachlich von systemischen Fol-
gereaktionen berichten (Golden et al., 1989; Ruéff et al., 2023; Schafer, 2009;
Schafer & Przybilla, 1996). Die Pravalenz der Hymenopterengiftallergie ist da-
bei u. a. von der Exposition abhangig. In landlichen Regionen ist sie bspw. ho-
her als in Stadten (Golden, 2015; Jennings et al., 2010). Zudem treten allergi-
sche Reaktionen auf Bienengift aufgrund der erhdhten Frequenz an Stichen
gehauft unter Imkern auf (Mdller, 2005). AuRerdem besteht ein unterschiedli-
ches Sensibilisierungsspektrum im landlichen im Vergleich zum stadtischen
Raum, wobei in landlichen Regionen eher die Bienengiftallergie und in Stadten
eher die Wespengiftallergie vorherrschend ist. Laut Statistischem Bundesamt
versterben in Deutschland rund 20 Einwohner pro Jahr infolge eines Stichs
durch Bienen, Wespen oder Hornissen (Schafer, 2009). Wahrscheinlich wird
jedoch die tatsachliche Mortalitat aufgrund nicht erkannter Anaphylaxie unter-
schatzt (Schwartz et al., 1986).

1.2.2. Symptome und Anaphylaxie

Reaktionen nach einem Hymenopterenstich lassen sich klassifizieren in eine
normale Lokalreaktion, eine Ubersteigerte Lokalreaktion, eine anaphylaktische
Reaktion, eine systemische toxische Reaktion und eine ungewohnliche Stichre-
aktion (Bilo et al., 2005; Mueller, 2009).

1.2.2.1. Lokalreaktion
An der Einstichstelle kommt es durch das injizierte Gift zu einer 6rtlichen Reak-

tion mit schmerzhafter Rétung und Schwellung, die Ublicherweise weniger als
2
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10 cm im Durchmesser betragt und innerhalb eines Tages rucklaufig ist (norma-
le Lokalreaktion).

Jedoch kann auch eine Ubersteigerte Lokalreaktion (large local reaction, LLR)
mit Gber 24 Stunden persistierender Schwellung, einer Gré3e von mehr als 10
cm im Durchmesser und moglicherweise folgender nichtinfektiéser Lymphangi-
tis sowie milden Allgemeinbeschwerden auftreten. Der zugrundeliegende Me-
chanismus der LLR ist noch nicht vollstandig bekannt. Die Pathogenese scheint
nicht zwangslaufig ein Immunglobulin-E-(IgE)-vermittelter Prozess zu sein, son-
dern kann auch auf einem zellvermittelten Geschehen bzw. einer Kombination
aus beidem beruhen. Der Freisetzung von Entziindungsmediatoren, wie Hista-
min und Leukotriene, muss keine Soforttyp-Sensibilisierung gegen das Insek-
tengift vorausgehen, vielmehr kommt es zu Sekretion proinflammatorischer Zy-
tokine, was zu einer Entzindungssymptomatik im Gewebe fuhrt (Hof et al.,
2014; Pesek & Lockey, 2013; Przybilla et al., 2011; Schiener et al., 2017).

1.2.2.2. Systemische Reaktion

Treten Symptome auf, die sich fernab von der Einstichstelle auf3ern, wird von
einer systemischen Reaktion gesprochen. Die systemische Soforttypreaktion
(Anaphylaxie) ist dabei die bedeutendste Form der Allgemeinreaktion. In Tab. 1
sind die unterschiedlichen Schweregrade einer Anaphylaxie aufgefluhrt. Mal3-
gebend ist jeweils das schwerste Symptom, wobei kein bestimmtes Symptom

zwingend vorliegen muss (Przybilla et al., 2011).
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Tab. 1: Einteilung der anaphylaktischen Reaktion nach Ring und Messmer 1977
(modifiziert nach Przybilla et al., 2011)

Grad | Haut Abdomen Respirations- | Herz-Kreislauf-
trakt System
| Juckreiz - - -
Flush
Urtikaria
Angioddem
Il Juckreiz Nausea Rhinorrhoe Tachykardie
Flush Krampfe Heiserkeit (Anstieg = 20/min.)
Urtikaria Dyspnoe Hypotonie
Angio6dem (Abfall =2 20 mmHg
systolisch)
Arrhythmie
1 Juckreiz Erbrechen Larynxodem Schock
Flush Defakation Bronchospas-
Urtikaria mus
Angioddem Zyanose
\") Juckreiz Erbrechen Atemstillstand | Kreislaufstillstand
Flush Defakation
Urtikaria
Angioddem

Es handelt sich um eine IgE-vermittelte Immunreaktion. Hierfir muss zunachst
eine Sensibilisierung gegen das Insektengiftallergen stattgefunden haben.
Dieses wird hierbei in eine Antigen-prasentierende Zelle aufgenommen. Uber
MHC-Molekule (engl.: major histocompatibility complex,
Haupthistokompatibilitditskomplex) auf der Zellmembran werden Teile des
Allergens als Antigene prasentiert. Dadurch kommt es zu einer Bindung von
antigen-spezifischen T-Helferzellen, welche so aktiviert werden und Zytokine
ausschutten. Die Zytokine wiederum aktivieren B-Zellen, die zu Plasmazellen
reifen und allergenspezifische IgE-Antikorper produzieren. Die IgE-Antikorper
kébnnen nun an die Oberflache von Mastzellen binden. Bei erneutem
Allergenkontakt bindet das Allergen an diese IgE-Antikorper. Kommt es zu einer
4
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Vernetzung von zwei benachbarten IgE-Antikdrpern (cross linking), wird die
Mastzelle aktiviert und degranuliert. Dabei werden Entzindungsmediatoren
(v.a. Histamin und Prostaglandine) freigesetzt, woraufhin es zu klinischen
Symptomen einer allergischen bzw. anaphylaktischen Reaktion kommt (Hof et
al.,, 2014). Diskutiert wird, ob entsprechende Beschwerden auch IgE-
unabhangig, bspw. vermittelt durch IgG-Antikérper oder Komplementaktivierung
ausgeldst werden kénnen (Bild et al., 2005).

Schwere Anaphylaxien konnen v. a. bei Vorliegen bestimmter Risikofaktoren
auftreten, die anamnestisch eruiert werden sollten (vgl. Tab. 2; Przybilla et al.,
2011; Ruéff et al., 2009; Schafer, 2009).

Tab. 2: Risikofaktoren fur schwere Anaphylaxie (modifiziert nach Przybilla et al.,

2011)

Risikofaktoren Anamnestisch stattgehabte Reaktion vom Schwere-
fur schwere grad lll, IV oder Il mit bedeutsamer Atemwegsob-
Anaphylaxie struktion

Alter > 40 Jahre

Kardiovaskulare Vorerkrankung

Asthma bronchiale

Medikamenteneinnahme (z. B. [(-Blocker, ACE-
Hemmer, NSAR)

Physische oder psychische Belastungssituation

Mastozytose bzw. basale Serumtryptasekonzentra-

tion > 11,4 pg/l

Méogliche Folgen einer schweren systemischen Reaktion sind bspw. eine
hypoxische Hirnschadigung, permanente neurologische Defizite sowie ein kar-
diopulmonaler Arrest. Durch den emotionalen Stress, den die standige Angst
vor einem erneuten Stichereignis mit lebensgefahrlichen Folgen hervorruft, sind
Patienten nach stattgehabter Allgemeinreaktion in ihrer Lebensqualitat einge-
schrankt (Bilo et al., 2005).

Neben der Anaphylaxie kann es zudem sehr selten zu pathogenetisch unge-

klarten, sog. ungewohnlichen Stichreaktionen kommen. Dabei zeigen sich u. a.
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renale und neurologische Erkrankungen sowie Vaskulitiden (Przybilla et al.,
2011).

1.2.3. Diagnostik

Die Diagnostik einer Hymenopterengiftallergie umfasst die Anamneseerhebung
und damit die Ermittlung des Schweregrads der allergischen Reaktion
(val. 1.2.2.2.), Hauttests (Prick- und Intrakutantest) sowie die Untersuchung auf
allergen-spezifische IgE-Serumantikérper. Da die Anamnese subjektiv durch
den Patienten beeinflusst sein kann und eine positive Hauttestung und/oder
Serologie zunachst einmal lediglich eine Sensibilisierung nachweisen, die nicht
zwingend klinisch relevant ist, gestaltet sich eine sichere Diagnosestellung in
manchen Fallen schwierig. Des Weiteren werden sowohl Prick- als auch Intra-
kutantest mit Insektengiftextrakten durchgeflihrt, weshalb das Risiko, ggf. eine
anaphylaktische Reaktion auszuldsen, implementiert ist.

Die Diagnostik von Hymenopterengiftallergien erfolgt also auch invasiv und un-
ter klinischem Risiko. Vorrangiges Ziel ist jedoch, das allergierelevante Insekt
zu identifizieren, um dem Patienten die entsprechende, gegen das ursachliche

Allergen gerichtete Therapie zu ermdglichen.

1.2.3.1. Anamnese

Im Rahmen der klassischen Anamnese bezuglich Insektengiftallergien werden
die Patienten zu Haufigkeit und Zeitpunkt der Stichreaktion, vorgekommenen
Symptomen, Intervall zwischen Stich und Auftreten der Symptome, evtl. durch-
geflhrter Notfalltherapie, dem auslésenden Insekt (hinweisend hierflr kbnnen
auch die Stichstelle, der eventuelle Verbleib des Stachels, Aktivitaten und Um-
gebung zum Stichzeitpunkt sein), Risikofaktoren fur eine schwere Reaktion (vgl.
Tab. 2), evil. tolerierten Stichen nach der ersten systemischen Reaktion und

weiteren Allergien befragt (Bild et al., 2005).

1.2.3.2. Hauttests
Sowohl der Prick- als auch der Intrakutantest eignen sich zur Bestimmung der
Sensibilisierung und der Reaktionsschwelle auf Bienen- und/oder Wespengift.

Die Testung erfolgt mit Giftpraparaten fur Biene und Wespe sowie einer Positiv-
6
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und Negativkontrolle. Beim Pricktest gelangen sehr geringe Allergenmengen in
die obere Dermis. Der Test wird gestoppt, sobald eine positive Antwort festge-
stellt wird. Kommt es auch nach der Applikation der hochsten Konzentration zu
keiner Positivreaktion, schlie3t sich der Intrakutantest an. Dieser ist fir den Pa-
tienten schmerzhafter als der Pricktest und birgt auch eine héhere Gefahr einer
systemischen Reaktion. Jedoch verfugt der Intrakutantest gegeniber dem
Pricktest Uber eine hdohere Sensitivitat (Bild et al., 2005). Grundsatzlich kénnen
die Hauttests ambulant durchgefuhrt werden. Allerdings sollte bei Patienten mit
stattgehabter schwerer Stichreaktion oder Risikofaktoren daflr ein intravenéser
Zugang fur das ggf. notwendige Verabreichen von Notfallmedikamenten gelegt
werden. Aullerdem wird eine ausreichend lange Nachbeobachtungszeit emp-
fohlen (Przybilla et al., 2011). Bei erstmalig negativem Testergebnis sollte ggf.
im Intervall ein zweites Mal getestet werden. Grund dafur ist, dass einige Pa-
tienten (ca. 20 %) erst nach dieser Zeitspanne eine positive Reaktion zeigen
und damit detektiert werden kénnen (Goldenberg & Confino-Cohen, 1997; Pe-
sek & Lockey, 2013; Przybilla et al., 2011).

Studien zufolge liegt die Sensitivitat des Intrakutantests bei tber 90 %, die des
Pricktests ist geringer. Jedoch ist es schwierig, sich bei der Spezifitat der Haut-

tests festzulegen (Bilo et al., 2005).

1.2.3.3. Serologie

Als in-vitro-Testung steht neben der Bestimmung des Gesamt-IgE-Werts der
Nachweis spezifischer IgE-Antikdrper gegen Bienen- und Wespengift zur Ver-
fugung. Dabei kdnnen sowohl die Antikorper gegen das Gesamitgift als auch
gegen einzelne Giftkomponenten gemessen werden (vgl. Tab. 3). Relevant sind
hierbei insb. die Markerallergene, welche als genuin flr das jeweilige Insekt
angesehen werden (Jakob et al., 2017). Des Weiteren wird zwischen Major-
und Minorallergenen unterschieden. Per Definition handelt es sich um ein
Majorallergen, wenn dadurch bei Uber 50 % der Patienten eine
IgE-Sensibilisierung verursacht wird, wahrend ein Minorallergen entsprechend
bei weniger als 50 % eine solche zur Folge hat (Chapman, 2008; Ruéff et al.,
2023).
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Tab. 3: Einzelallergene des Bienen- und Wespengifts (modifiziert nach Pesek &
Lockey, 2013 und Jakob et al., 2017). Die jeweiligen Markerallergene sind her-

vorgehoben dargestellt.

Gift Allergen Eigenname Molekulargewicht
(kDa)
Apis mellifera Apim 1 Phospholipase A2 16
Apim 2 Hyaluronidase 39
Apim3 Saure Phosphatase 43
Apim4 Mellitin 3
Apim 5 Dipeptidylpeptidase IV 100
Api m 6 nicht verfligbar 8
Apim7 Protease 39
Apim 8 Carboxylesterase 70
Apim9 Carboxypeptidase 60
Apim 10 Incarapin variant 2 50-55
Apim 11 Maijor royal jelly protein 50
Apim 12 Vitellogenin 200
Vespula vulga- Ves v 1 Phospholipase A1B 34
ris Vesv 2 Hyaluronidase 38
Vesv 3 Dipeptidylpeptidase IV 100
Ves v 5 Antigen 5 23
Ves v 6 Vitellogenin 200

Ein Anstieg der insektengiftspezifischen IgE-Antikbrper kann typischerweise
innerhalb einiger Tage bis Wochen nach dem Stich festgestellt werden (Bilo et
al., 2005). Kénnen bei positiver Anamnese keine spezifischen IgE-AntikGrper
nachgewiesen werden, sollte die Testung nach einigen Wochen bis Monaten
wiederholt werden (Pesek & Lockey, 2013; Rieger-Ziegler et al., 1999).

Die Konzentration der spezifischen IgE-Antikdrper wird quantitativ entsprechend
der CAP-Klassifikation (CAP = engl.: carrier polymer system, Trager-Polymer-
System; vgl. Tab. 4) eingeteilt, wobei der internationale Cut-off bei 0,35 kU/I
(CAP-Klasse 1) liegt. Ab diesem Wert wird von einem positiven Testergebnis
gesprochen (Przybilla et al., 2011). Zeigen Patienten niedrigere Werte (zwi-

schen 0,1 und 0,34 kU/l), sollten diese im klinischen Kontext interpretiert wer-
8
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den. Dabei sind insb. die erlittene Symptomatik als auch die Hohe des Gesamt-
IgE im Vergleich zum ermittelten Insektengift-spezifischem IgE relevant (Jakob
et al., 2017).

Tab. 4: CAP-Klassifikation zur Einteilung der spezifischen IgE-Werte (modifi-

Ziert nach Trautmann, 2006)

CAP-Klasse spezifisches IgE (kU/I) Beurteilung
0 <0,35 negativ
1 0,35-0,70 grenzwertig positiv
2 0,70 — 3,50 schwach positiv
3 3,50 -17,50 positiv
4 17,50 — 50,00 stark positiv
5 50,00 — 100,00 sehr stark positiv
6 > 100 sehr stark positiv

Falls trotz eindeutiger Anamnese keine spezifischen IgE-Antikorper gegen Bie-
nen- oder Wespengift nachgewiesen werden konnen, stehen noch weitere zel-
lulare Zusatzuntersuchungen, wie der Basophilenaktivierungstest, der Leuko-
trienfreisetzungstest oder auch der Histaminfreisetzungstest zur Verfligung
(Przybilla et al., 2011).

Neben den spezifischen IgE-Antikdrpern sollte auch der Tryptasewert bestimmt
werden. Dabei handelt es sich um einen Biomarker fir die Aktivierung von
Mastzellen und basophilen Granulozyten. Wahrend eine vorlibergehende Er-
héhung im Rahmen einer allergischen Reaktion auftritt, weist eine konstant ho-
he Tryptasekonzentration auf eine Dysfunktion von Mastzellen hin, bspw. im
Rahmen einer Mastozytose, ist jedoch nicht obligat (Dugas-Breit et al., 2010).
Ein derartiger Anstieg korreliert zudem mit dem Risiko einer schweren Stich-
reaktion. In Studien konnte bei 25 % der Patienten mit hypotensivem Schock
aufgrund einer Insektenstichreaktion ein erhohter basaler Tryptasespiegel
nachgewiesen werden (Bonadonna et al., 2009). Da ein erhohter basaler Tryp-
tasewert einen Risikofaktor flr eine schwere Stichreaktion darstellt, fihrt dieser

auch zu therapeutischen Konsequenzen in Form eines erweiterten Notfallsets
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und einer empfohlenen lebenslangen allergenspezifischen Immuntherapie (AIT)
(vgl. 1.2.4.2.; Bonadonna et al., 2019).

1.2.3.4. Kreuzreaktionen

Reagieren Patienten bei der Hauttestung sowohl auf Bienen- als auch auf Wes-
pengift, so kann es sich um eine tatsachliche Mehrfachsensibilisierung oder
aber um eine Kreuzreaktion handeln. Aus therapeutischen Grinden ist es wich-
tig, die beiden Phanomene voneinander zu unterscheiden und das korrekte,
d. h. ursachliche Gift zu identifizieren, um eine passende AIT durchzufihren
(Hemmer, 2009).

Die Ursache fur Kreuzreaktionen liegt einerseits im Vorhandensein homologer
Proteine als Allergenkomponenten (vgl. Tab. 3). So stellen bspw. Hyaluronidase
und Dipeptidylpeptidase IV einen Bestandteil sowohl des Bienen- als auch des
Wespengifts dar. Bei der Hyaluronidase der beiden Gifte liegt eine Uberein-
stimmung von 53 — 56 % vor (Hemmer, 2009).

Andererseits sind kreuzreaktive Kohlenhydratseitenketten (sog. cross reactive
carbohydrate determinants, CCD) fUr eine Kreuzreaktivitat verantwortlich. Wie
in Studien gezeigt werden konnte, reagieren 70 % der fur beide Gifte positiven
Serumproben auf CCD (Hemmer, 2009). Klinisch gelten die CCD-spezifischen
IgE-Antikorper jedoch als kaum relevant, weshalb sie nicht von therapeutischer
Bedeutung sind. Zu beachten ist allerdings, dass in Bienengift mehr CCD ent-
halten sind als in Wespengift. Daher zeigen Wespengiftallergiker mit hohen
Anti-CCD-IgE-Werten haufig eine Reaktion gegen Bienengift und erzielen daher
bspw. im Radio-Allergo-Sorbent-Test (RAST; analog dem in dieser Studie ver-
wendeten ImmunoCAP-System zur Bestimmung von spezifischem IgE) ggf.
sogar einen hoheren Wert als auf Wespengift. Von der Quantitat des Werts
lasst sich also nicht zwingend auf das allergierelevante Insekt schliel3en
(Hemmer, 2009).

Um eine Mehrfachsensibilisierung abzuklaren, ist die reziproke Inhibitionstes-
tung zwischen Bienen- und Wespengift hilfreich. Hierfur wird das Serum des
Patienten zunachst mit beiden Giftextrakten (Biene und Wespe) separat inku-
biert, bevor der konventionelle RAST durchgefuhrt wird (Bilo et al., 2005;

Hemmer, 2009). AuRerdem kann Uber rekombinant hergestellte CCD-freie Ein-
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zelallergene auf die tatsachlich bestehende und klinisch relevante Sensibilisie-
rung geschlossen werden (Przybilla et al., 2011). Insbesondere flr die Thera-
pieentscheidung ist diese ldentifizierung wichtig (Bild et al., 2005; Hemmer,
2009; Przybilla et al., 2011).

1.2.4. Therapie

Liegt eine Hymenopterengiftallergie vor, so kdonnen zwei Therapieprinzipien un-
terschieden werden: akute und kausale Behandlungsmaflinahmen.

Das Ausmal} der Akuttherapie richtet sich dabei nach der Symptomauspragung
und umfasst MalRnahmen zur Behandlung der relativ ungefahrlichen Lokalreak-
tion bis hin zu lebensrettenden SofortmalRnahmen im Falle einer anaphylakti-
schen Reaktion.

Dartber hinaus besteht die Moglichkeit zur spateren kausalen Therapie der
allergischen Erkrankung durch eine AIT, deren Ziel eine Hyposensibilisierung
und somit letztendlich die Induktion einer Toleranz gegenuber dem ursachlichen

Hymenopterengiftallergen ist.

1.2.4.1. Akuttherapie

Akut gilt es, die Insektengiftzufuhr zu stoppen. Ein evtl. in der Haut verbliebener
Stachel sollte entfernt bzw. die Gefahr fur einen weiteren Stich so gut wie mog-
lich reduziert werden (Przybilla et al., 2011; Ruéff et al., 2023).

Die Auspragung der klinischen Symptomatik entscheidet dann Uber die weite-
ren Therapiemallnahmen. Patienten mit bekannter Hymenopterengiftallergie
sollten im Vorfeld Gber die Erkrankung sowie die mdglicherweise vital bedrohli-
chen Stichfolgen aufgeklart und mit einem Notfallset ausgerustet werden.
Notfallsets bestehen i. d. R. aus drei Medikamenten: einem schnell wirksamen
H1-Antihistaminikum, einem Kortikosteroid und Epinephrin. Jedoch konnte ge-
zeigt werden, dass Uber die Halfte der ausgestatteten Patienten mit dem korrek-
ten Umgang eines Notfallsets nicht vertraut ist. Es ist daher sehr wichtig, die
Patienten nicht nur mit einem Set zu versorgen, sondern sie auch in dessen

Handhabung ein- und auf das Verfallsdatum hinzuweisen (Fischer et al., 2008).
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1.2.4.1.1. Therapie der Lokalreaktion

Die Lokalreaktion wird topisch mit stark wirksamen Glukokortikoiden behandelt.
Daneben konnen kuhlende feuchte Umschlage wiederholt fur je ca. 20 min.
aufgelegt werden. Tritt eine gesteigerte ortliche Reaktion auf, so kann ggf. kurz-
fristig mit oraler Glukokortikoidgabe therapiert werden (Przybilla et al., 2011).

1.2.4.1.2. Therapie der systemischen Reaktion

Neben dem Monitoring der Vitalparameter wird die Lagerung der Patienten in
Trendelenburgposition empfohlen (Beine 10 bis 15° angehoben). Uber einen
vendsen Zugang (mind. 18 G) soll so schnell wie mdglich eine isotonische Infu-
sion verabreicht werden. Supportiv kann ggf. eine Sauerstoffgabe ratsam sein.
Aufgrund der Gefahr eines Larynxddems sollen der Rachen inspiziert und die
Atmung sowie die Sauerstoffsattigung der Patienten Uberwacht werden. Im Fal-
le eines ausgepragten Larynxddems ist der Atemweg verlegt und es muss eine
Koniotomie bzw. Tracheotomie durchgefuhrt werden.

Die medikamentose Therapie besteht aus Adrenalin, einem Antihistaminikum
und Kortikosteroiden. Die Dosierung der Medikamente ist abhangig von der
Auspragung der klinischen Symptome (Bilo et al., 2019).

Es wird eine Nachbeobachtungszeit von mind. sechs Stunden bei Patienten mit
respiratorischen Symptomen sowie von zwolf bis 24 Stunden bei Patienten mit
Blutdruckabfallen bzw. Kollaps empfohlen, um eine moégliche spate anaphylak-
tische Reaktion abzudecken (Bild et al., 2019).

1.2.4.2. Allergenspezifische Inmuntherapie — AIT

Die AIT, auch als Hyposensibilisierungstherapie bezeichnet, stellt die einzige
kausale Therapieoption der Insektengiftallergien dar. Die AIT reduziert dabei
das Risiko fur zukunftige systemische Reaktionen nach einem Insektenstich auf
unter 5 %, verglichen mit einem Risiko von ca. 60 % ohne Hyposensibilisierung
(Golden et al., 2017). Hinter der Therapie steckt das Prinzip, durch die Verab-
reichung des jeweiligen Gifts in steigenden Konzentrationen eine Desensibilisie-
rung des Immunsystems zu erreichen und somit eine langfristige Allergentole-

ranz zu induzieren.
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1.2.4.2.1. Indikationen

Indikationskriterien fur eine AIT sind:

Stattgehabte anaphylaktische Reaktion vom Schweregrad = || oder vom Schwe-
regrad | bei gleichzeitigem Vorliegen von Risikofaktoren oder Einschrankung in
der Lebensqualitat und nachgewiesene Sensibilisierung im Hauttest und/oder in
der Serologie auf das auslésende Gift (Ruéff et al., 2023).

Sofern bei eindeutiger Anamnese keine Sensibilisierung nachgewiesen werden
kann und auch bereits genannte Zusatzuntersuchungen (bspw. Basophilenakti-
vierungstest) negativ ausfallen, wird im Allgemeinen keine Hyposensibilisierung
durchgefuhrt. In Ausnahmesituationen, wie z. B. bei vorliegendem Risiko flr
schwere Reaktionen, kann trotzdem eine AIT erwogen werden (Bonifazi et al.,
2005; Przybilla et al., 2011).

Grundsatzlich sind auch Kinder fur eine AIT geeignet und konnen von dieser
profitieren (Golden et al., 2004). Jedoch konnte gezeigt werden, dass bei einer
ausschlieBlich auf die Haut beschrankten systemischen Reaktion bei Kindern
ein erneuter Stich in unter 20 % der Falle zu einer weiteren Allgemeinreaktion
fuhrt. In diesen Fallen kann daher auf eine AIT verzichtet werden. Eine Ent-
scheidung fir oder gegen eine Hyposensibilisierung sollte stets individuell, insb.
unter Beachtung der Exposition im Alltag und der Lebensqualitat des Kindes,
getroffen werden (Ruéff et al., 2023).

1.2.4.2.2. Kontraindikationen

Es werden temporare von permanenten Kontraindikationen fur eine AIT unter-
schieden. Zu den temporaren zahlen das Vorliegen eines akuten grippalen In-
fekts, eines exazerbierten Asthma bronchiale, einer Impfung sowie von
Non-Compliance (Ruéff et al., 2023).

Als dauerhafte Kontraindikationen gelten nach aktueller Leitlinie hingegen unzu-
reichend eingestelltes Asthma bronchiale, maligne neoplastische Erkrankungen
mit aktuellem Krankheitswert, schwere aktive systemische Autoimmunerkran-
kungen und schwere Immundefekte sowie unbehandelte chronische Infektio-
nen.

Bei Vorliegen schwerer kardiovaskularer und/oder pulmonaler Erkrankungen
soll eine Nutzen-Risiko-Abwagung erfolgen. Grund hierfur ist, dass diese Pa-

tienten ein deutlich erhéhtes Risiko fir eine schwere Anaphylaxie im Rahmen
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eines Feldstichs haben. Vor Einleitung einer AIT sollten diese Erkrankungen
moglichst optimal behandelt sein und im Verlauf der AIT Uberwacht werden
(Mdaller, 2008; Ruéff et al., 2023).

Des Weiteren galt lange Zeit auch eine Dauertherapie mit p-Blockern oder
ACE-Hemmern aufgrund ihrer pharmakologischen Eigenschaften als Kontrain-
dikation fur eine AIT (Muller, 2008). Neuere Daten zeigen jedoch im Zusam-
menhang mit der Einnahme der Medikamente kein signifikant erhdhtes Vor-
kommen von AlT-induzierten anaphylaktischen Reaktionen, weshalb die medi-
kamentdse Dauertherapie nicht mehr zwingend als Kontraindikation fur eine AIT
gilt (Stoevesandt et al., 2020). Allerdings sollten Patienten mit entsprechender
Medikation bspw. Uber die Abschwachung der Adrenalinwirkung durch
B-Blocker aufgeklart werden (Ruéff et al., 2023).

Weil sowohl eine naturliche als auch eine iatrogen ausgeloste anaphylaktische
Reaktion wahrend der Schwangerschaft Risiken fur die Mutter und auch den
Fotus bergen, stellt dieser Fall eine Herausforderung dar. Da das Risiko flr eine
anaphylaktische Reaktion wahrend der Aufdosierungsphase der AIT
(val. 1.2.4.2.3) ca. 5 % betragt, wird der Beginn einer Hyposensibilisierung wah-
rend einer bestehenden Schwangerschaft nicht empfohlen (Schwartz et al.,
1990). Tritt die Schwangerschaft dagegen wahrend der Erhaltungsphase der
AIT ein, so kann diese fortgefuhrt werden (Przybilla et al.,, 2011,
Ruéff et al., 2023). Das Risiko fur eine anaphylaktische Reaktion betragt dann
noch ca. 1 % und wird i. d. R. zugunsten des Therapieerfolgs der AIT akzep-
tiert.

1.2.4.2.3. Durchfihrung

Grundsatzlich setzt sich eine AIT aus einer Steigerungsphase (Aufdosierung)
und einer Erhaltungsphase zusammen. Fur die Aufdosierungsphase bestehen
grundsatzlich zwei verschiedene Therapieprotokolle, die Schnellhyposensibili-
sierung (Ultra-Rush und Rush) sowie die konventionelle Hyposensibilisierung.
Bei der Ultra-Rush-Therapie wird die Erhaltungsdosis innerhalb von Stunden
bis zu zwei Tagen erreicht, bei der Rush-Therapie innerhalb von vier bis sieben
Tagen (Pesek & Lockey, 2013). Beide finden im stationaren Setting statt.
Besonders durch das Ultra-Rush-Einleitungsschema kann eine schnelle

Toleranz gegenuber erneuten Insektenstichen ermdglicht werden. Die Methode
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erwies sich aullerdem als effektiv und hinsichtlich schwerer Nebenwirkungen
den anderen verfigbaren Protokollen nicht unterlegen (Golden et al., 2017; Roll
et al., 2006; Schiavino et al., 2004; Wenzel et al., 2003).

Wird die konventionelle AIT gewahlt, so dauert es einige Wochen bis Monate
bis zum Erreichen der Erhaltungsdosis. Die Steigerungsphase wird jedoch am-
bulant durchgeflhrt. Zu beachten ist hierbei, dass der Patient wahrend der Auf-
dosierungsphase weiterhin gefahrdet ist. Insbesondere bei vorhandenen Risiko-
faktoren fur eine schwere Anaphylaxie (vgl. Tab. 2) ist eine schnellere Steige-
rungsphase im Rahmen einer Ultra-Rush- bzw. Rush-AIT, auch angesichts des
stationar kontrollierteren Settings, zu bevorzugen (Przybilla et al., 2011).

Die Aufdosierung erfolgt gewdhnlich bis zur Erhaltungsdosis von 100 ug Hy-
menopterengift pro Injektion. Da die Wirksamkeit der AIT mit Bienengift geringer
ist, ist in diesem Fall das Erreichen einer Erhaltungsdosis von 200 pg zu erwa-
gen. Besonders qilt dies flr hohes Expositionsrisiko (Imker) und Mastozytose-
patienten (Muller et al., 1992; Przybilla et al., 2011; Ruéff et al., 2023).
Anschliel3end folgt die Erhaltungsphase der AIT. Dabei erfolgen im ersten Jahr
Injektionen der Erhaltungsdosis im Abstand von vier Wochen. Abhangig von
den Herstellerinformationen kann ab dem zweiten Jahr auf ein Sechs-
Wochenintervall verlangert werden. Sofern ein Depotpraparat verwendet wird,
kann ab dem dritten Jahr eine Injektion im Acht-Wochen-Rhythmus etabliert
werden (Cavallucci et al., 2010; Ruéff et al., 2023).

Die Erhaltungsphase wird Ublicherweise flr drei bis finf Jahre fortgeflhrt
(Golden et al., 2017). Voraussetzungen fur die Beendigung der AIT nach abge-
schlossener Erhaltungsphase sind aus therapeutischer Sicht, dass die Injektio-
nen ohne anaphylaktische Nebenwirkungen toleriert wurden und das Ausblei-
ben einer systemischen Reaktion nach erneutem Stich durch das fur die Aller-
gie verantwortliche Insekt. Sind diese Bedingungen nicht gegeben bzw. nicht
nachzuweisen, so wird empfohlen, die Therapie bis zum Verlust der Positiv-
reaktion im Hauttest und der spezifischen IgE-Antikdrper im Serum fortzuset-

zen.
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1.2.4.2.4. Erfolgsparameter

Die Wirksamkeit einer AIT mit dem Hymenopterengift im Vergleich zum Ganz-
korperextrakt des ursachlichen Insekts und im Vergleich zu Placebo konnte be-
reits vor uUber 40 Jahren nachgewiesen werden (Hunt et al., 1978). Die AIT gilt
als sehr effektiv und ermoglicht eine Reduktion des Risikos fur eine Anaphy-
laxie auf unter 5 %. AulRerdem fallen Stichreaktionen wahrend der AIT erfah-

rungsgemalfd milder aus als davor (Golden et al., 2017).

1.2.4.2.4.1. Stichprovokation

Bisher stellt die Stichprovokation die einzige Mdoglichkeit dar, das
Nicht-Ansprechen auf die AIT frihzeitig festzustellen und die Giftdosis anzu-
passen (Aust et al., 2010). Die Stichprovokation wird sechs bis 18 Monate nach
Erreichen der Erhaltungsdosis unter kontrollierten stationaren Bedingungen bei
notfallmedizinischer Bereitschaft durchgefuhrt (Przybilla et al., 2011).

Kommt es durch den Stich zu einer anaphylaktischen Reaktion, kann durch
eine Erhdhung der Erhaltungsdosis im Rahmen der Fortfihrung der AIT reagiert

werden, wovon die meisten Patienten profitieren (Ruéff et al., 2001).

1.2.4.2.4.2. Hauttestung und allergenspezifische IgE-Antikorper

Im Verlauf einer AIT mildert sich oft, aber nicht regelhaft, bei Ansprechen auf
die Therapie die Hautreaktion im Pricktest ab, evtl. kann sie auch komplett ver-
schwinden. Auch die spezifischen IgE-Antikdrper gegen Insektengiftallergene
konnen im Laufe einer AIT quantitativ abnehmen. Jedoch kann von diesen
diagnostischen Parametern nicht sicher auf eine permanente Toleranz gegen-
Uber den Giften geschlossen werden (Golden et al., 2017; Lerch & Miiller,
1998). In Studien wurde zudem gezeigt, dass bei ca. 80 — 90 % der Patienten
drei bis funf Jahre nach durchgefuhrter AIT trotz positivem Pricktest keine sys-
temischen Reaktionen mehr auftreten. Da geschatzt wird, dass bei ca. einem
Funftel der Patienten die Wirkung der AIT langfristig verloren geht, kann erwo-
gen werden, alle Patienten auch nach abgeschlossener AIT aus Sicherheits-
grunden mit einem Notfallset auszustatten (Adelmeyer et al., 2021; Golden et
al., 2017).
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1.3. Elektronische Nase — eNose

Elektronische Nasen imitieren die Funktion einer menschlichen Nase. lhnen
gelingt es dabei, bestimmte Muster zu erriechen, ohne dabei die einzelnen
Komponenten des Geruchs zu identifizieren. Vergleichbar ist dies mit der
menschlichen Nase, die z. B. eine Zwiebel am Geruch identifizieren kann, ohne
dabei die einzelnen chemischen Komponenten, die fir den einzigartigen Ge-
ruch verantwortlich sind, zu erkennen (Dummer et al., 2011). Es handelt sich

also um Mustererkennung (pattern recognition).

Abb. 1: Cyranose® 320 (modifiziert nach

https://www.sensigent.com/products/cyranose.html, 22.08.2019)

1.3.1. Volatile organische Substanzen — VOCs

Es besteht keine einheitliche quantitative Definition fur flichtige organische
Verbindungen (volatile organic compounds, VOCs), jedoch gibt es einige defi-
nierende Eigenschaften, wie z. B. ein Dampfdruck groer als 10 Pa bei 25 °C,
ein Siedepunkt von Uber 260 °C bei Atmospharendruck sowie das Vorhanden-
sein von 15 oder weniger Kohlenstoffatomen. Aufgrund dieser chemischen und
physikalischen Eigenschaften handelt es sich um flichtige Substanzen (Kopp-

mann, 2007).
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VOCs werden durch zellularen Metabolismus produziert und sind Ausdruck des
physiologischen Stoffwechsels des Korpers sowie aber auch pathologischer
Prozesse (King et al., 2010; Pleil, 2008). Durch Diffusion gelangen sie von der
Blutbahn in die Alveolen und kdnnen so in der Ausatemluft festgestellt werden
(Miekisch et al., 2004; Tan et al., 2016). lhre Messung gelang erstmalig 1971
als Pauling et al. ca. 200 Partikel in der Ausatemluft ausmachen konnten (Pau-
ling et al., 1971). Bisher konnten uber 1.000 verschiedene VOCs in menschli-
cher Ausatemluft gefunden werden, wobei nur einige allen Menschen gemein
sind (Cao & Duan, 2006; Phillips et al., 1999).

Im Hinblick auf die Detektierbarkeit und Interpretation von VOCs bestehen je-
doch auch einige Herausforderungen. Die Abhangigkeit von Herzzeitvolumen
und Atemminutenvolumen sowie die zusatzliche Aussto3ung von VOCs entlang
des Atemwegs (v. a. durch Mund und Nase) machen die Messung fehleranfallig
und erfordern eine standardisierte Methodik hinsichtlich Sammlung sowie Aus-
wertung der Ausatemluft (Dummer et al., 2011; King et al., 2010; Phillips, 1997).
DarlUber hinaus bewegt sich die Konzentration von VOCs in der Ausatemluft im
Bereich von parts per million (ppm) bzw. parts per trillion (ppt) und ist damit
sehr gering, wodurch die Nachweisbarkeit erschwert wird (Cao & Duan, 2006;
Dummer et al., 2011).

Auch Bakterien produzieren VOCs, was wiederum im Hinblick auf die Diagnos-
tik von Infektionskrankheiten durch eine eNose von Bedeutung sein kann
(Schulz & Dickschat, 2007).

1.3.2. Funktionsweise einer eNose

Bei der in dieser Arbeit verwendeten eNose handelt es sich um die
Cyranose® 320 der Firma Sensigent (vgl. Abb. 1). Dieses Gerat beinhaltet Koh-
lenstoffpolymersensoren, die VOCs abhangig von deren GrolRe, Struktur, Pola-
ritdt und Protonenaffinitat binden (Koczulla et al., 2011). Durch die Bindung von
VOCs kommt es zu einer Schwellung des Polymersensors und folglich steigt
der elektrische Widerstand des Sensors (vgl. Abb. 2). Das chemische Signal
wird so in ein elektrisches umgewandelt (Lewis, 2004). Da die Polymere von
verschiedener Zusammensetzung sind, unterscheiden sich auch ihre Reaktio-
nen mit den VOCs und damit das Ausmal® der Schwellung bzw. der elektri-

schen Widerstandsanderung.
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32 Diinnschicht-Kohlenstoff-Polymer-Chemiresistoren
jedes Polymer anders zusammengesetzt
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Abb. 2: Funktionsweise der Cyranose® 320 (modifiziert nach Koczulla et al.,
2011). Das Auftreffen der Testluft mit den darin enthaltenen volatile organic
compounds (VOCs) fuhrt zu einer chemischen Reaktion und damit zum unter-
schiedlich starken Anschwellen der Polymersensoren. Dies hat eine vom Aus-
mal der Schwellung und damit von der Eigenschaft der VOCs abhangige Er-

héhung des elektrischen Widerstands R um AR zufolge.

Durch die jeweils gemessene elektrische Widerstandanderung der unterschied-
lichen Sensoren entstehen Signalmuster (breathprints) (vgl. Abb. 3) ohne Identi-
fizierung von Einzelkomponenten. Daneben gibt es andere Modelle, die auf
Massenspektrometrie (MS) oder lonenmobilitdtsspektrometrie (IMS) beruhen,
womit die verschiedenen Komponenten der Testsubstanz bestimmt werden

kénnen (Koczulla et al., 2011).
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Abb. 3: Entstehung eines breathprints basierend auf den Widerstandsanderun-
gen der Einzelsensoren (modifiziert nach Lewis et al., 2004). Die gemessenen
Widerstandsanderungen AR der Einzelsensoren werden fur jeden Sensor auf-
getragen. In diesem Beispiel wurden drei Substanzen mit jeweils charakteristi-
schem Geruch (Methanol, Ethylacetat, Benzen) untersucht, deren breathprints

graphisch nebeneinander dargestellt wurden.

1.3.3. Bisherige klinische Anwendungen der eNose

In verschiedenen Studien konnte bereits nachgewiesen werden, dass die Aus-
atemluft Informationen Uber Krankheiten geben kann. Durch die eNose-Analyse
der Luft gelang es, Profile zu erstellen, die fur bestimmte Krankheiten spezifisch
sind (Biehl et al., 2019; Dragonieri et al., 2009; Gasparri et al., 2016; Hattesohl
et al., 2011; Tan et al., 2016).

Beispielsweise konnten durch die Cyranose® 320 Patienten mit Lungenkrebs
von COPD-Patienten sowie einer gesunden Kontrollkohorte differenziert werden
(vgl. Abb. 4) (Biehl et al., 2019; Tan et al., 2016). Besonders in friihen Stadien
konnte die eNose Lungenkrebs sensitiv nachweisen (Gasparri et al., 2016).
Diese Erkenntnis ist angesichts des i. d. R. spaten Symptombeginns sowie der
fur die Krankheit bisher etablierten, relativ invasiven Diagnostik (Rontgen, CT,

Biopsie) besonders von Bedeutung (Einoch Amor et al., 2019).
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Abb. 4: breathprint von Patienten mit Lungenkrebs Uber sechs Monate (modifi-
ziert nach Biehl et al., 2019). Es erfolgten Wiederholungsmessungen derselben
Proben nach einem, drei und sechs Monaten. Die Widerstandsanderungen AR
waren im zeitlichen Verlauf bei vier Sensoren stabil nachweisbar. Nach sechs

Monaten waren keine Widerstandsanderungen mehr zu detektieren.

Ein anderes Beispiel fir die Detektion pulmonaler Erkrankungen ist der Ver-
gleich der Exhalatproben von COPD-Patienten mit und ohne Alpha-1-
Antitrypsin-Mangel mit einer gesunden Kontrollkohorte. Die eNose konnte dabei
zwischen den drei Gruppen signifikant unterscheiden (Sensitivitat 100 %, Spezi-
fitat 100 %, Kreuzvalidierungswert (cross validation value, CVV) 82 %, Mahala-
nobiskonstante (Mahalanobils distance, MD) 2,37) (vgl. Abb. 5). Als statistisch
signifikant galten eine MD 21,96 und ein CVV >70% (Hattesohl et al., 2011).
Die Berechnung und Interpretation der beiden Parameter werden unter 3.7.

ausfuhrlich erlautert.
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Abb. 5: Lineare Diskriminanzanalyse der Atemanalysen mittels eNose von
COPD-Patienten mit und ohne Alpha-1-Antitrypsinmangel verglichen mit ge-
sunden Kontrollprobanden (modifiziert nach Hattesohl et al., 2011). Nach Pro-
zessieren der Daten im Rahmen der LD bilden sich die verglichenen Gruppen in

deutlich unterschiedlichen Bereichen ab. AAT = Alpha-1-Antitrypsinmangel; COPD =
chronic obstructive pulmonary disease, chronisch obstruktive Lungenerkrankung; HC = healthy

controls, gesunde Kontrollprobanden; LD = lineare Diskriminanzanalyse.

Noch eindrucksvoller ist jedoch vermutlich der Erfolg, mit der eNose neurode-
generative Erkrankungen nicht nur voneinander, sondern auch von gesunden
Kontrollprobanden zu unterscheiden. In der entsprechenden Studie wurden Pa-
tienten mit Alzheimererkrankung (ad) mit Patienten mit Parkinsonerkrankung
(pd) sowie mit gesunden Probanden (HC) verglichen. Mittels eNose-Messungen
der Ausatemluft gelang eine signifikante Unterscheidung der drei Gruppen. (MD
ad vs. pd 2,08, MD ad vs. HC 2,10, MD pd vs. HC 1.95) (vgl. Abb. 6; Bach et
al., 2015). Damit konnte belegt werden, dass die Ausatemluft wertvolle Informa-
tionen Uber chronische, nicht unbedingt die Lunge betreffende Krankheiten ent-

halten kann, die mittels einer eNose detektierbar sind.
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Abb. 6: Lineare Diskriminanzanalyse zur eNose-Untersuchung von Patienten
mit zwei verschiedenen neurodegenerativen Erkrankungen im Vergleich zu ge-
sunden Kontrollprobanden (modifiziert nach Bach et al., 2015). Die vergliche-
nen Gruppen ordnen sich in unterschiedlichen Bereichen der Graphik an und

lassen sich somit voneinander trennen. ad = Alzheimer’s disease, Alzheimererkran-
kung; pd = Parkinson’s disease, Parkinsonerkrankung, hc = healthy controls, gesunde Kontroll-

probanden, LD = lineare Diskriminanzanalyse.

Auch bei der Hymenopterengiftallergie handelt es sich um eine Krankheit, die
erst dann erkannt wird, wenn sie manifest und die Allergiesymptomatik ausge-
bildet ist. Mittels Detektion der Allergiker durch das eNose-Verfahren kdnnte der
Weg zu einer Fruherkennung gebahnt werden und somit moglicherweise le-
bensbedrohliche anaphylaktische Reaktionen verhindert werden. Die vorliegen-
de Studie beschaftigt sich daher mit der Frage, ob durch konventionelle
Diagnostik bestatigte Insektengiftallergiker durch die Untersuchung ihrer Aus-
atemluft mittels eNose von gesunden Kontrollprobanden unterschieden werden

konnen.
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2. MATERIAL

2.1. Probandenrekrutierung

Die Rekrutierung der Allergiepatienten erfolgte in der Klinik fir Dermatologie

und Allergologie des Universitatsklinikums GieRen und Marburg (UKGM),

Standort Marburg. Die Studienteilnehmer hatten im Vorfeld aufgrund eines

stattgehabten Stichereignisses und damit verbundener allergischer Reaktion

zumeist elektiv Termine vereinbart und erhielten basierend auf der positiven

Anamnese durch die diensthabenden Arzte der Allergieambulanz die Indikation

zur kutan-vaskularen Testung (Pricktest). Patienten mit positivem Testergebnis

kamen dann unter Berucksichtigung der Ein- und Ausschlusskriterien fur die

Studie in Frage.

Einschlusskriterien:

Positive Anamnese flir Hymenopterengiftallergie

Positiver Prick- und/oder Intrakutantest gegen Hymenopterengift (Bienen-
und/oder Wespengift) und/oder

spezifische IgE-Antikorper (20,35 kU/l) gegen Hymenopterengift (Bienen-
und/oder Wespengift)

Alter ab 18 Jahre

Unterschriebene Zustimmungserklarung

Ausschlusskriterien:

Positive Anamnese fur weitere Allergien, insb. Atemwegsallergien
Schwangerschaft
Nikotinkonsum

Minderjahrige und nicht einwilligungsfahige Patienten
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Fur die gesunde Kontrollkohorte wurden folgende Ein- und Ausschlusskriterien

festgelegt:

Einschlusskriterien:
e Alter ab 18 Jahre

e Unterschriebene Zustimmungserklarung

Ausschlusskriterien:

e Positive Anamnese fur Allergien, insb. Hymenopterengift- oder Atemwegs-
allergien
e Schwangerschaft

e Nikotinkonsum

e Minderjahrige und nicht einwilligungsfahige Patienten

2.2. Patientenmaterial

Vollblut Patienten der Klinik fir Dermatologie

und Allergologie des UKGM, Standort

Ausatemluft .
Marburg, Allergiezentrum Hessen

2.3. Gerate
Cyranose® 320 Sensigent, USA
Spirometer SpiroScout® Ganshorn Medizin Electronic GmbH,
Niederlauer
ImmunoCAP 100€ Phadia AB, Uppsala, Schweden
2.4. Verbrauchsmaterial
Pricklanzette ALK-Abell6 Arzneimittel GmbH,
Hamburg
Monovette (Serum-Gel) Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht
Blutentnahmekaniile Multifly® Sarstedt AG & Co. KG, NUimbrecht
Desinfektionsmittel Schulke und Mayr GmbH,
Kodan®Tinktur forte Norderstedt
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Nitrilhandschuhe weif}

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Atemluft Aer medicinalis

Linde Gas Therapeutics GmbH,

Oberschleillheim

Aquapak steriles Wasser 340ml

Hudson RCI, USA

Nitrilhandschuhe blau

Semperit Technische Produkte
GmbH., Segment Sempermed, Wien,

Osterreich

Mundstick

Intersurgical, Sankt Augustin

Verbindungsstick

Intersurgical, Sankt Augustin

T-Stlck mit Ruckschlagventil

Intersurgical, Sankt Augustin

Winkelstlck

Intersurgical, Sankt Augustin

Auffangbeutel 10l

Dirk Rossmann GmbH, Burgwedel

Wischtlicher

Kimberly-Clark GmbH, Koblenz-
Rheinhafen

2.5. Software

Microsoft Word

Microsoft, USA

Microsoft Excel

Microsoft, USA

PCnose

Sensigent, USA

Ganshorn Software LF8

Ganshorn Medizin Electronic GmbH,

Niederlauer

SPSS International Business Machines Cor-
poration (IBM), USA

gnuplot Slashdot Media, USA

R R Core Team
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3. METHODEN

3.1. Patientenaufnahme

Die Rekrutierung fand im Rahmen der Sprechstunde der Sektion Allergologie,
Klinik fir Dermatologie und Allergologie des Universitatsklinikums Marburg
statt. Die gesunden Probanden wurden durch einen Aushang im Klinikum fur

die Studie gewonnen.

3.2. Anamnese

Nach Aufklarung uber die Studie und unterschriebener Einverstandniserklarung
folgte eine ausflhrliche Erhebung der Anamnese des Stichereignisses. Dabei
wurden der Zeitpunkt und die Symptome der Stichreaktion erfragt, um den
Schweregrad der Anaphylaxie nach Ring und Messmer einzuteilen (Ring &
Messmer, 1977). Des Weiteren wurden andere Allergien anhand der Anamnese
ausgeschlossen, die Familienanamnese bezuglich Atopien erhoben sowie
sonstige Vorerkrankungen, Medikamenteneinnahme, vegetative und Sozial-
anamnese festgestellt. Um Storsignale bzw. Verfalschungen bei der eNose-
Messung zu verhindern, wurden noch etwaige zurickliegende Atemwegsinfekte
der letzten zwei Wochen ausgeschlossen und die Einhaltung der erforderlichen
zweistlindigen Nuchternheit gepruft. Weitere mit der Untersuchung potenziell
interferierende Substanzen, wie z. B. Parfum oder Deodorant, wurden nicht zu-

gelassen.

3.3. Hauttests

Voraussetzung fur die Auswertbarkeit der Hauttestung sind eine entsprechende
Positiv- und Negativkontrolle. Zur Positivkontrolle wurde eine Histaminldsung
(0,1 %) und zur Negativkontrolle physiologische Kochsalzlésung (NaCl 0,9 %)
verwendet. Die Testergebnisse kdnnen durch die Einnahme bestimmter Arz-
neimittel, wie etwa Immunsuppressiva oder Antihistaminika, falsch negativ aus-

fallen. Aus diesem Grund sollen Antihistaminika bspw. mind. drei Tage und
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Glukokortikoide je nach Dosierung bis zu drei Wochen vor der Hauttestung
pausiert werden (Ruéff et al., 2011).

FUr den Hautpricktest wurden Tropfen an Bienen- und Wespengiftextrakt in
steigenden Dosierungen auf die Beugeseite des Unterarms gegeben. Die be-
troffene Haut wurde mit einer sterilen Pricklanzette oberflachlich angeritzt, ohne
dabei den Austritt von Blut hervorzurufen. Die Ablesung erfolgte nach 15 min.,
wobei eine Quaddelbildung ab einem mittleren Durchmesser von mind. 3 mm
als positive Reaktion gewertet wurde.

Begonnen wurde jeweils mit einer Konzentration von 1 ug/ml. Im Falle eines
positiven Ergebnisses wurde der Test beendet. War nach dem Zeitintervall kei-
ne wesentliche Reaktion zu sehen, wurde mit 10 ug/ml und bei erneut negati-
vem Test nach weiteren 15 min. mit 100 pg/ml fortgefahren.

Zusatzlich wurden die Probanden mittels Pricktest auf verbreitete Aeroallerge-
ne, wie Graserpollen, Hausstaubmilbe (Dermatophagoides pteronyssinus) und
Katzenhaare bzw. -schuppen getestet. Ein positives Testergebnis hierbei kann

auf eine atopische Diathese hinweisen (Przybilla et al., 2011).

War der Pricktest auch bei hochstkonzentrierter Testdosis negativ, wurde im
nachsten Schritt eine Intrakutantestung durchgefuhrt. Hierbei wurden Bienen-
und Wespengift in der Konzentration von 1 uyg/ml in die obere Dermis injiziert,
so dass eine sichtbare Schwellung von 2-3 mm entstand. Wieder wurde die
Reaktion nach 15 min. ausgewertet, wobei eine Quaddelbildung ab einem mitt-

leren Durchmesser von 5 mm als positives Testergebnis erfasst wurde.

In der gesunden Kontrollkohorte wurde keine Hauttestung, sondern lediglich die
in-vitro  serologische  Diagnostik zur  Detektion allergenspezifischer
IgE-Antikoérper durchgeflhrt (vgl. 3.4.).

3.4. Serologie

Im Anschluss an die Prick- bzw. Intrakutantestung wurde jedem Patienten
peripher-vendses Blut enthommen, um eine serologische Diagnostik
durchzufuhren. Bestimmt wurden dabei mittels ImmunoCAP-System (Phadia,
ThermoFisher) das Gesamt-IgE sowie spezifische IgE-Antikorper gegen

Bienen- und Wespengesamtgift, aber auch gegen die Aeroallergene Birke,
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Lieschgras und Hausstaubmilbe. Zur quantitativen Bewertung werden die
Ergebnisse nach CAP-Klassen eingeteilt. Eine Bestimmung der
Markerallergene, wie sie in der etablierten Diagnostik im Fall einer unklaren
Anamnese oder einer Doppelsensibilisierung ublich ist, war entbehrlich, da im
Fokus der Studie die klinische Symptomatik stand und die Anamnese bei allen

rekrutierten Patienten klar war.

3.5. Lungenfunktionstestung

Um das Vorliegen einer obstruktiven Atemwegserkrankung, wie z. B. Asthma
bronchiale, auszuschlief3en, wurde bei jedem Patienten eine Lungenfunktions-
testung durchgefuhrt (Herold, 2016). Dabei wurde besonders die exspiratori-
sche Einsekundenkapazitat (FEV¢) beachtet, die flr den Einschluss in die Stu-

die Uber 70 % betragen musste.

3.6. Atemluft-Messung mit der eNose
Im Anschluss an die Anamnese und allergologische Testung wurde die Atemluft

jedes Probanden analysiert. Es wurden jeweils drei Messungen durchgefuhrt.

3.6.1. Vorbereitungen und Versuchsaufbau

Die in dieser Studie verwendete eNose — die Cyranose® 320 — befand sich in
einem eigens fur die Messungen vorgesehenen Raum. Nach dem Betreten des
Messraums blieb dieser bis zum Ende der jeweiligen Messzyklen verschlossen,
um die als Referenz geltende Raumluft nicht zu verandern.

Im Vorfeld der Messung wurde die eNose aufgebaut (vgl. Abb. 7). Dabei wurde
die Messnadel an das Gerat geschraubt und mit einem sauberen Wischtuch
einmalig gereinigt. Fur die Spulvorgange des Gerats zwischen den Patienten-
messungen wurde ein Spulschlauch angeschlossen, uUber den angefeuchtete
Neutralluft (Aer medicinalis, Linde GmbH) in das Gerat gelangte. Das Netzkabel
wurde verbunden und die eNose eingeschaltet. Es folgte eine siebenminutige
Aufwarmphase, wahrend der der Laptop gestartet und Uber ein LAN-

Datenkabel mit der eNose verbunden wurde.
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Am Laptop wurden im Programm PCnose die Default-Einstellung der Studie
aufgerufen und vor der Messung ein Speicherort sowie eine pseudonymisierte
Probandenbezeichnung festgelegt.

Fur jeden Probanden wurde ein steriles Ventil mit entsprechenden Verbin-
dungssticken an einem sterilen Mundstlick befestigt und mit einem frischen
Auffangbeutel verbunden. An diese Vorrichtung wurde auch die Neutralluft an-
geschlossen, um sicherzustellen, dass von allen Probanden die gleichermalen
standardisierte Luft eingeatmet wurde. Der Patient wurde gebeten, sich die Na-
se zu putzen, den Mund mit Leitungswasser auszuspulen und eine Nasen-
klemme aufzusetzen.

Im Anschluss an die Aufwarmphase wurde ein sog. ,/dentify RUN“ durchge-
fuhrt. Dabei handelt es sich um eine Kalibrierungsmessung durch die eNose mit

der vorhandenen Raumluft.

30



METHODEN
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Abb. 7: Versuchsaufbau (eigene Aufnahme)

3.6.2. Messablauf

Um einen standardisierten Messablauf zu gewahrleisten, erfolgte vor Messbe-
ginn die Einweisung jedes Probanden in das geforderte Atemmandver und den
geplanten Ablauf der Messungen.

Der maximalen Exspiration in den Raum schloss sich die maximale Inspiration
der angeschlossenen standardisierten Luft Gber das Mundstick an. Diese wur-
de dann kontinuierlich Uber zehn Sekunden in den Auffangbeutel ausgeatmet.
Dabei wurde durch eine Atemflussanzeige in Form einer Wassersaule auf eine

konstante Flussgeschwindigkeit zwischen 100 ml/s und 200 ml/s geachtet.

31



METHODEN

Der mit Ausatemluft geflllte Beutel wurde vorsichtig entfernt und geschlossen
gehalten, um mdglichst keine Testluft zu verlieren. AnschlieRend wurde er Uber
die Sensornadel der eNose gefuhrt. Es wurde darauf geachtet, dass die Mess-
sonde nicht am Beutel anlag, sondern moglichst zentral im Beutel platziert war.
Dann erfolgte das Einsaugen der Probandenluft Gber die Sensornadel und so-
mit die eigentliche Messung. Eine automatische Spllphase mit Raumluft
schloss sich an. Damit war der erste Messdurchgang abgeschlossen und es
fanden analog zwei weitere Durchlaufe statt, sodass insgesamt drei Messungen
fur jeden Probanden durchgefiuhrt wurden.

Danach wurden die Messwerte, d. h. die Widerstandsveranderungen der ein-
zelnen Sensoren, an das Programm PCnose Ubermittelt und in Form einer
met-Datei abgespeichert. Diese wurde abschlieBend in eine Excel-Tabelle

transferiert, um sie statistisch auswertbar und graphisch darstellbar zu machen.

3.7. Statistik

Fur die statistische Auswertung der Daten wurden die Programme Excel, R,
und SPSS verwendet. Die graphische Veranschaulichung wurde mittels gnuplot
sowie Excel realisiert. Da der Studie kleine Fallzahlen zugrunde lagen und da-
her nicht sicher von einer Normalverteilung der Daten ausgegangen werden
konnte, wurde zum Vergleich der Gruppen der parameterfreie
Mann-Whitney-U-Test angewandt. Unterschiede wurden als signifikant betrach-
tet, sofern ein p-Wert (Irrtumswahrscheinlichkeit) von <0,05 vorlag. Um die Er-

gebnisse graphisch zu veranschaulichen, wurden Box-Plot-Diagramme erstellt.

Die Messergebnisse der Patienten wurden in einer Excel-Tabelle gesammelt
und anschliel3end mittels multivarianter Datenanalyse systematisiert.

Die Hauptkomponentenanalyse (principal component analysis, PCA) dient zur
Strukturierung und Veranschaulichung von Daten. Dabei werden durch Reduk-
tion der Dimensionen klnstliche Variablen (Hauptkomponenten) gebildet, die
aus den vorhandenen Daten errechnet werden. Die gebildeten kunstlichen Va-
riablen sind selbst nicht direkt messbar, bilden aber eine mdglichst grof3e Vari-
anz der Daten ab (Henrion & Henrion, 1995). Der Informationsgewinn ist
dadurch groRer, da eine Veranschaulichung durch die aussagekraftigen Linear-

kombinationen besser gelingt. Die gemessenen Variablen lassen sich aus der
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PCA wiedergewinnen (Henrion & Henrion, 1995; Koczulla et al., 2011). Bei-
spielsweise werden drei Variablen gemessen, die Werte jedoch auf zwei
Hauptdimensionen reduziert, sofern die erhobenen Daten annahernd in einer
Ebene liegen (vgl. Abb. 8). Dabei wird die Korrelation zwischen Variablen ver-
wendet, welche bei den Daten, die durch die eNose-Messungen produziert

werden, am hochsten ist (Koczulla et al., 2011).

3 Variablen gemessen,

aber nur 2 Hauptdimensionen,
wenn gemessene Werte
ndherungsweise in Ebene liegen

v

Abb. 8: Veranschaulichung der Hauptkomponentenanalyse (modifiziert nach
Koczulla et al., 2011)

Mit der linearen Diskriminanzanalyse (linear discriminant analysis, LD) werden
die Dimensionen der Daten ebenfalls reduziert. Ziel dabei ist es, die maximale
Diskrimination darzustellen, also die Gruppen durch mathematische Algorith-
men so gut wie moglich voneinander zu trennen (Silva et al., 2016).

Die LD wurde dann fur weitere Analysen benutzt. Zwischen den Gruppen wurde
jeweils die Mahalanobiskonstante (MD) bestimmt. Sie wurde 1936 durch den
indischen Physiker und Statistiker Prasanta Chandra Mahalanobis entwickelt.
Hierbei handelt es sich um ein Distanzmal} in einem mehrdimensionalen Vek-
torraum. Es berechnet die Verteilung multivarianter Daten und reprasentiert die
Korrelation zwischen verschiedenen Werten (Elfadaly et al., 2016). Als statis-
tisch signifikant gilt eine MD 21,96, da diese einem p-Wert <0,05 entspricht. Ab
einer MD 22,58 betragt der p-Wert weniger als 0,01 (Hattesohl et al., 2011). Ab
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einer MD >1 kann von einer generellen Unterscheidung der Gruppen, jedoch
ohne Signifikanz ausgegangen werden.

Durch Kreuzvalidierungsverfahren wurden fur die einzelnen Kohortenvergleiche
Kreuzvalidierungswerte (cross validation value, CVV) berechnet. Hierbei han-
delt es sich um einen Test zur Verallgemeinerung der Ergebnisse auf andere
Stichproben. Damit konnte die Trennscharfe zwischen den Gruppen und somit
die Robustheit der Methodik beurteilt werden. Ein CVV von 100 % ist der beste
zu erreichende Wert und besagt, dass in allen Testdurchlaufen die
Messergebnisse jeweils der richtigen Kohorte zugeordnet werden. Ab
CVV-Werten von >70 % kann eine Unterscheidung der beiden Gruppen ange-
nommen werden. Die Differenzierung gilt als umso besser, je hoéher der
prozentuale Wert des CVV ist (Hattesohl et al., 2011).
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4. ERGEBNISSE

4.1. Klinische Merkmale der Studienpopulation

4.1.1. Patientenkollektive

Insgesamt wurden 35 Probanden in die Studie aufgenommen, von denen
16 Insektengiftallergiker (Hymenopterengiftallergiker, HG) und 19 gesunde Kon-
trollprobanden ohne Allergieanamnese (healthy controls, HC) waren.

In der HG-Gruppe betrug das Durchschnittsalter 54 Jahre, wobei eine Alters-
spanne von 21 bis 75 Jahren vorlag. Vier der Probanden waren weiblich.
Anamnestisch gaben zwolf Patienten eine allergische Reaktion auf einen Wes-
penstich an, vier auf einen Bienenstich.

Bei den HC lag das Durchschnittsalter bei 34 Jahren mit einer Altersspanne von
20 bis 78 Jahren. Vierzehn Probanden waren weiblich. In der folgenden Tab. 5

werden die wesentlichen Merkmale der getesteten Gruppen gegenubergestellt.

Tab. 5: Gegenuberstellung der Hymenopterengiftallergiker zu den gesunden

Kontrollprobanden. HG = Hymenopterengiftallergiker; HC = healthy controls, gesunde Kon-

trollprobanden; Min. = Minimum; Max. = Maximum; m = mannlich; w = weiblich.

HC HG
Anzahl (n) 19 16
Alter (Min./Max.) 33,95 (20-78) 54,38 (21-75)
Geschlecht (m/w) 5/14 12/4
Allergische Reaktion - 4 (25 %)/12 (75 %)
auf Stich durch Bie-
ne/Wespe

Die Zusammensetzung der HG entspricht dabei der in der Literatur beschriebe-
nen Verteilung (vgl. Tab. 5). So sind in Europa 70,6 % der anaphylaktischen
Reaktionen durch Wespen und nur 23,4 % durch Bienen verursacht (Worm et
al., 2014).
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4.1.2. Anamnese

In beiden Gruppen wurde die Frage nach Vorerkrankungen von ca. 50 % (HC
11/19, HG 8/16) der Probanden verneint. Sowohl bei den HC als auch bei den
HG bestanden keine atopischen Komorbiditaten wie atopisches Ekzem, allergi-
sche Rhinokonjunktivitis (AR) oder Asthma bronchiale. Arterieller Hypertonus
war die haufigste chronische Erkrankung in beiden Gruppen (HC 3/19, HG
7/16), deutlich seltener fanden sich Stoffwechselkrankheiten wie Hypothyreose
(HC 3/19, HG 0/16) oder Diabetes mellitus (HC 1/19, HG 1/16). Folgende Er-
krankungen traten jeweils nur bei einem Probanden der Gesamtstudienpopula-
tion auf: Koronare Herzkrankheit, Migrane, Hyperlipidamie, rheumatoi-
de Arthritis, Colitis ulcerosa, Sklerodermie, obstruktives Schlafapnoesyndrom
(OSAS) und Morbus Osgaard Schlatter.

Entsprechend des Vorerkrankungsprofils wurden Antihypertensiva als haufigste
Dauermedikation vor oralen Kontrazeptiva (ausschliel3lich in der HC-Gruppe)
angegeben.

Um eine besondere Exposition der HG gegenuber den Insekten zu erfassen,
wurden Beruf und Freizeitverhalten abgefragt. Dabei gaben alle Befragten an,
sich in ihrer Freizeit gerne in der Natur aufzuhalten, etwa beim Fahrradfahren
oder Wandern. Funf der 16 Allergiker waren durch ihre Imkertatigkeit Bienen
besonders stark exponiert, vier davon zeigten eine Bienengiftallergie.

Die anamnestische Erhebung des Schweregrads der Stichreaktion zeigte fol-

gendes Ergebnis (vgl. Tab. 6):

Tab. 6: Schweregrad der Stichreaktion der Hymenopterengiftallergiker nach

Ring und Messmer (vgl. Tab. 1)

Schweregrad Anzahl n (%)
1 5 (31 %)

2 8 (50 %)

3 3 (19 %)

4 0
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4.1.3. Spirometrie

Durch die Lungenfunktionstestung wurden obstruktive Ventilationsstérungen bei
allen in die Studie eingeschlossenen Allergikern ausgeschlossen. Dabei galt
eine FEV; von mind. 70 % als Voraussetzung fir die Aufnahme in die Studie.
Der Patient, der als Komorbiditat ein OSAS angab, befand sich unter den HG
und wurde aufgrund anamnestisch bestehender Symptomfreiheit und unauffal-
liger Spirometrie in die Studie aufgenommen. Die FEV, lag dabei im Durch-
schnitt bei 87 % (vgl. Abb. 9). Bei den HC wurde keine spirometrische Untersu-
chung durchgefihrt und es wurde lediglich auf eine negative Anamnese bezlg-

lich pulmonaler Beschwerden geachtet.

T 50- Kohorte
L =R
Lo

Kohorte
Abb. 9: Single-Boxplot der Spirometrie der Hymenopterengiftallergiker. Der

Median betrug 88 % bei einem Interquartilsabstand zwischen 82 % (25-%-

Perzentil) und 92 % (75-%-Perzentil). Ausreiller wurden nicht gemessen.

FEV, = exspiratorische Einsekundenkapazitat; HG = Hymenopterengiftallergiker.

4.1.4. Pricktest

Alle HG zeigten, wie durch die Einschlusskriterien gefordert (vgl. 2.1.), eine po-

sitive Hautreaktion auf Insektengift. Diese deckte sich weitestgehend mit den
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bestimmten serologischen Befunden flr allergenspezifisches IgE gegen Bie-
nen- bzw. Wespengift. Lediglich bei zwei der 16 getesteten Patienten konnte
trotz positiver Anamnese und Hautreaktion im Pricktest kein spezifisches IgE
gegen Bienen- oder Wespengift nachgewiesen werden.

Bei zehn der getesteten HG zeigte sich ein positives Hauttestergebnis aus-
schlieBlich gegenuber dem anamnestisch reaktionsauslésenden Insekt. Die
restlichen sechs Patienten zeigten positive Testbefunde sowohl auf Bienen- als
auch auf Wespengift, wobei stets die Reaktion auf das fur die Anaphylaxie ver-
antwortliche Insekt deutlicher ausfiel.

Bis auf zwei Teilnehmer zeigten alle ein negatives Hauttestungsergebnis
bezlglich Aeroallergenen (Graser/Hausstaubmilbe). Entsprechend der Ein —
und Ausschlusskriterien hatten auch diese Patienten jedoch keine Anamnese
bezuglich Aeroallergien und sind deshalb auch nicht als Allergiker, sondern nur
als asymptomatische Sensibilisierte zu beurteilen. Von diesen beiden im
Hauttest positiv getesteten Probanden wurden bei einem zusatzlich zum
Pricktest auch in der Serologie IgE-Antikorper gegen Pollenallergene
nachgewiesen. Im zweiten Fall ergab der Hauttest eine Reaktion auf

Hausstaubmilben, wobei kein spezifisches IgE diesbeztiglich detektiert wurde.

4.1.5. Serologie

Serologisch zeigten sich bei den HG héhere Gesamt-IgE-Werte als bei den HC
(vgl. Abb. 10). Der statistische Vergleich der Gruppen ergab jedoch keinen sig-
nifikanten Unterschied (p=0,47).
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Abb. 10: Gesamt-IgE der Hymenopterengiftallergiker (griin) im Vergleich zu
den gesunden Kontrollprobanden (lila). Die Mediane betrugen 32,55 kU/I (HC)
und 38,35 kU/l (HG). Bei den HC lag der Interquartilsabstand zwischen
21,1 kU/I (25-%-Perzentil) und 51,1 kU/I (75-%-Perzentil), bei den HG zwischen
17,3 kU/I (25-%-Perzentil) und 100,0 kU/I (75-%-Perzentil). In jeder Gruppe gab

es zwei Ausreil’er in den oberen Bereich. Gesamt-IgE in kU/l; HC = healthy controls,

gesunde Kontrollprobanden; HG = Hymenopterengiftallergiker.

Alle Probanden der HC boten eine negative Anamnese bezlglich allergischer
Symptome. Diejenigen mit erhdohten Gesamt-IgE-Werten (n=16/19) wiesen je-
doch gehauft auch erhohte Werte (20,35 kU/I) beim spezifischen IgE gegen
Bienen- und Wespengift auf (n=6/16).

Nach den aktuellen Leitlinien zur Diagnostik von Bienen- und Wespengiftaller-
gien sind zur Diagnosestellung die positive Anamnese und/oder ein positives
Ergebnis im Hauttest oder der Serologie erforderlich (Ruéff et al., 2023). Dem-
entsprechend wurde auch fir die Ausschlusskriterien lediglich die positive
Anamnese bezlglich Aeroallergien definiert. Es wurden also nur Probanden
eingeschlossen, bei denen eine Symptomatik im Sinne einer Rhinokonjunktivitis

oder eines Asthma bronchiale bzgl. Aeroallergien klar verneint wurde.
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Im Hinblick auf das gemessene spezifische IgE in der HG-Gruppe entsprachen
die Ergebnisse bei 14 von 16 Probanden (87,5 %) den anamnestischen Anga-
ben, insb. bezlglich des Insekts beim Stichereignis. Lediglich zwei Probanden
gaben eine allergische Reaktion auf einen Bienenstich an, wiesen jedoch kein
spezifisches IgE gegen Bienen- oder Wespengift auf (zeigten aber daflir einen
positiven Hauttest). Bei drei Allergikern wurde neben dem anamnestisch ur-
sachlichen Allergen auch spezifisches IgE gegen das jeweils andere Insekt,
also eine Doppelsensibilisierung, nachgewiesen. Des Weiteren wurde bei vier
der 16 Probanden spezifisches IgE gegen Aeroallergene (Birke, Lieschgras,
Hausstaubmilbe) gemessen, ohne Angabe entsprechender Beschwerden.

In Abb. 11 werden die Werte flr spezifisches IgE gegen Bienen- und Wespen-
gift in der Kohorte der HG gegenuberstellt. Es zeigt sich ein Unterschied zwi-

schen den beiden Gruppen, der jedoch nicht signifikant ist (p=0,51).
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Abb. 11: Spezifisches IgE gegen Bienen- und Wespengift in der Kohorte der
Hymenopterengiftallergiker. Die Mediane betrugen 8,25 kU/I (Bienengift) und
3,26 kU/I (Wespengift). Bei Bienengift lag der Interquartilsabstand zwischen
3,23 kU/I (25-%-Perzentil) und 12,10 kU/I (75-%-Perzentil), bei spezifischem IgE
gegen Wespengift zwischen 1,24 kU/I (25-%-Perzentil) und 7,39 kU/l (75-%-
Perzentil). Bei spezifischem IgE gegen Wespengift gab es einen Ausreilder in

den oberen Bereich. Spezifisches IgE in kU/I.

Die Auswertung der klinischen Merkmale Anamnese, Spirometrie, Pricktest und
Serologie erfolgte der jeweiligen Methode geschuldet also nicht zeitgleich. So
lagen zu Beginn der Rekrutierung der Probanden lediglich eine positive Anam-
nese und als erster diagnostischer Schritt die Hauttestung vor. Im zeitlichen
Abstand ergaben sich dann erst die Ergebnisse der Serologie, welche sich zum
Groliteil mit der positiven Anamnese bzw. auch dem Ergebnis der Hauttestung

deckten.

4.2. Auswertung der eNose-Messergebnisse
Nach Abschluss der Messungen und Prozessieren der Daten erfolgte die Ge-
genuberstellung der Kohorten. Dabei wurden zunachst die Gesamtkollektive

miteinander verglichen. Zum Zeitpunkt der Analyse konnte nur daruber speku-
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liert werden, ob — und wenn ja, nach welchen empirischen Kriterien — eine Un-
terscheidung gelingen kann. Daher wurden zusatzlich zur Analyse der Gesamt-
kohorten Subgruppen gebildet und ebenfalls miteinander verglichen. Die Eintei-
lung erfolgte hierbei anhand weiterer allergierelevanter Parameter der Proban-
den, wie bspw. dem IgE-Wert oder der CAP-Klasse.

4.2.1. Vergleich der gesunden Kontrollgruppe mit dem Gesamtkollektiv an
Insektengiftallergikern

Zunachst wurde das Gesamtkollektiv der HG mit den HC verglichen. Wie unter
2.1. beschrieben, wurden die HG entsprechend ihrer positiven Anamnese sowie
der positiven Hauttestung und/oder der Serologie definiert.

Die graphische Darstellung der LD zeigt ein nur gering unterschiedliches Vertei-
lungsmuster der HG verglichen mit den HC (vgl. Abb. 12). Dabei verteilen sich
die grinen Punkte (HG) eher am oberen Bildrand, wahrend die Vierecke in lila

(HC) eher im unteren bis mittleren Bereich des Bildes gesammelt sind.
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Abb. 12: Graphische Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse der Hymen-
opterengiftallergiker (griin) verglichen mit den gesunden Kontrollprobanden (li-
la). Die Proben der Probanden sind entlang der x-Achse aufgetragen. Die y-
Achse bildet das Mal3 fur die Trennung zwischen den beiden Gruppen bzw. den
verschiedenen Proben. Ein Punkt bzw. ein Viereck stellt dabei jeweils eine
Messung dar. Da jeder Proband drei Messungen durchlief, handelt es sich um
57 Proben in der HC-Gruppe (n=19) sowie 48 Messungen in der HG-Gruppe

(n=16). LD = lineare Diskriminanzanalyse; HC = healthy controls, gesunde Kontrollprobanden;

HG = Hymenopterengiftallergiker.

Um die Trennung der Gruppen bewerten zu kénnen, ist die Betrachtung der
statistisch berechneten GroRen notwendig. Beim Vergleich der breathprints
ergab sich eine MD von 1,141. Damit liegt die MD unter dem angestrebten Wert
von 1,96, welcher einem p-Wert von <0,05 entspricht und somit ein signifikantes
Ergebnis erbringt (vgl. 3.7.). Die Unterscheidung zeigt daher zwar Tendenzen,
ist jedoch nicht signifikant. Der CVV als MaB fiir die Ubertragbarkeit der For-
schungsergebnisse auf einen anderen Kontext oder eine gro3ere Probanden-
kohorte betrug 72,61 %. Eine Disparitat der untersuchten Gruppen gilt daher
dennoch als moglich. Auch die Werte in Tab. 7 zeigen dahingehende Ergebnis-

se. Mit einer Sensitivitat von 81 % konnte die eNose die HG auch wirklich richtig
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diagnostizieren. Mit einer Wahrscheinlichkeit von 79 % handelte es sich bei ei-

ner positiv getesteten Person auch tatsachlich um einen HG.

Tab. 7: Auswertung: Gesunde Kontrollprobanden — Hymenopterengiftallergiker.

PPV = positive predictive value, positiver pradiktiver Wert; NPV = negative predictive value,
negativer pradiktiver Wert.

Sensitivitat 81 %
Spezifitat 75 %
PPV 79 %
NPV 77 %
Falsch positiv 25 %
Falsch negativ 19 %

Die Auftragung der Widerstandsanderung der Sensoren ergibt den breathprint

der Vergleichsanalyse. Dieser ist in Abb. 13 dargestellt.
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Abb. 13: breathprint. Vergleich der gesunden Kontrollprobanden mit der Hy-
menopterengiftallergikerkohorte. Darstellung der Mediane der Widerstandsan-

derungen flr jeden Sensor. HC = healthy controls, gesunde Kontrollprobanden; HG =

Hymenopterengiftallergiker.

4.2.2. Subgruppenanalytik
Um weitere mogliche Messqualitaten der eNose zu testen, erfolgten Vergleiche
verschiedener Subgruppen, die durch verschiedene Eigenschaften/Parameter

der Studienpopulation definiert werden konnten.

4.2.2.1. Vergleich der gesunden Kontroligruppe mit der Subkohorte IgE-
positiver Insektengiftallergiker

Mit dem Ziel, eine bessere Trennscharfe zu erreichen, wurden in einer weiteren

Auswertung die Ergebnisse fur spezifisches IgE berlcksichtigt. Die Anzahl der

ein- bzw. ausgeschlossenen Studienteilnehmer ist in Tab. 8 dargestellt. In die

hier untersuchte HG-Gruppe wurden nur Insektengiftallergiker eingeschlossen,

bei denen spezifisches IgE (20,35 kU/l) gegen Bienen- und/oder Wespengift,

aber nicht gegen die anderen untersuchten Allergene (Aeroallergene) nachge-
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wiesen wurde (n=10; 63 %). Bei den in dieser Subgruppe inkludierten HC
(n=10; 53 %) lagen weder allergenspezifische IgE-Antikdrper gegen Insektengift
noch gegen Aeroallergene vor. Bei den restlichen Probanden in beiden Kohor-
ten lag, z. T. auch zusatzlich zur Sensibilisierung auf Bienen- und/oder Wes-
pengift, spezifisches IgE gegen Aeroallergene vor (HG: n=4; 25 %; HC n=3;
16 %).

Tab. 8: Aufteilung der Gruppen nach Vorhandensein von insektengiftspezifi-

schem IgE. Eingeschlossene Teilnehmer sind blau hinterlegt. HC = healthy con-

trols, gesunde Kontrollprobanden; HG = Hymenopterengiftallergiker.

HC (n=16/19) HG (n=12/16)
Spezifisches IgE gegen 6 10
Bienen-/Wespengift
Kein spezifisches IgE gegen 10 2
Bienen-/Wespengift

Visuell und rechnerisch lieferte der Vergleich der nach allergenspezifischen IgE
stratifizierten Gruppen eine deutlichere Aufteilung. In Abb. 14 ist ersichtlich,
dass die Gruppe der HC (griin) eher den oberen Teil der Grafik einnimmt, wah-

rend die HG-Kohorte (lila) im unteren Teil des Bildes angesiedelt ist.
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Abb. 14: Graphische Darstellung der linearen Diskriminanzanalyse der Hymen-
opterengiftallergiker (grin) mit spezifischem IgE verglichen mit den gesunden

Kontrollprobanden (lila) ohne spezifisches IgE. HC = healthy controls, gesunde Kon-

trollprobanden; HG = Hymenopterengiftallergiker; LD = lineare Diskriminazanalyse.

Hierbei ergab sich eine MD von 1,361 (CVV 79,06 %). Es zeigte sich bei den
nach IgE unterteilten Gruppen eine grof3ere, wenn auch nicht signifikante
Trennscharfe. Die Auswertung weiterer statistischer Gréfen ist in Tab. 9 darge-
stellt. Auch hierbei ergibt sich wieder eine Sensitivitat von 80 %, also annahernd
der gleiche Wert wie beim Vergleich der Gesamtkohorten. Der positive pradikti-
ve Wert (positive predictive value, PPV) betrug allerdings 87 %, lag damit also
etwas hoher als beim Vergleich ohne Berucksichtigung des spezifischen IgE
(vgl. 4.2.1. Tab. 7; PPV 79 %). Das bedeutet, von den positiv getesteten Pro-
banden hatten in dieser Analytik 87 % auch tatsachlich eine Allergie gegen Bie-

nen- oder Wespengift.
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Tab. 9: Auswertung: Gesunde Kontrollprobanden mit negativem spezifischen
IgE — Hymenopterengiftallergiker mit positivem spezifischen IgE. PPV = positive
predictive value, positiver pradiktiver Wert; NPV = negative predictive value, negativer pradikti-
ver Wert.

Sensitivitat 80 %
Spezifitat 87 %
PPV 86 %
NPV 81 %
Falsch positiv 13 %
Falsch negativ 20 %

4.2.2.2. CAP-Klassen

Da unter ausschlieB3licher Berlcksichtigung eines allergenspezifischen IgE als
Sensibilisierungskriterium eine geringflugig bessere Trennscharfe erzielt werden
konnte (vgl. 4.2.2.1.), erfolgte eine weitere Differenzierung hinsichtlich der
Quantifizierung mit Unterteilung in CAP-Klassen. Hierbei wurde das Gesamt-
kollektiv der HG entsprechend der CAP-Klassifikation semiquantitativ fur alle
Allergiker und jeweils flr Bienen- und Wespengift gruppiert und miteinander
verglichen (vgl. Abb. 15-17).

Die Probanden teilten sich in die CAP-Klassen 0 bis 4 ein. Die CAP-Klassen 5
und 6 konnten keinem gemessenen IgE-Wert weder flr Bienen- noch fur Wes-
pengiftallergie zugeteilt werden. Insgesamt zeigten elf Patienten eine Monosen-
sibilisierung, davon zwei rein gegen Bienengift und neun rein gegen Wespen-
gift. Eine Doppelsensibilisierung konnte bei drei der Probanden nachgewiesen

werden.
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CAP-Klasse
1]

2
u3

m4

Abb. 15: Prozentuale Verteilung der gesamten Allergikerkohorte anhand der
CAP-Klassifikation spezifischer IgE-Antikorper flr Bienen- und/oder Wespengift.
Bei doppel sensibilisierten Patienten wurde bei nicht identischer CAP-Klasse fur
Bienen- und Wespengift die Sensibilisierung gegen das anamnestisch stichaus-
I6sende und damit allergierelevante Insekt berlcksichtigt (n=2).

CAP-Klasse
0

1

m2

1; 6%

m3
11; 69%

Abb. 16: Prozentuale Verteilung der Patienten anhand der CAP-Klassifikation
Bienengift-spezifischer IgE-Antikdrper
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4; 25% CAP-Klasse
0
2
m3
m4
6; 38%

Abb. 17: Prozentuale Verteilung der Patienten anhand der CAP-Klassifikation
Wespengift-spezifischer IgE-Antikorper

Tabelle 10 verdeutlicht die signifikante Unterscheidung der CAP-Klassen flr
gemessenes IgE aller Probanden anhand der ausgewerteten MD. Hierbei wur-
de erneut eine MD 21,96 als signifikant gewertet (vgl. 3.7.). Signifikante Unter-
schiede konnten dabei bei den Vergleichen der CAP-Klassen 1 und 2, der CAP-
Klassen 2 und 3 sowie der CAP-Klassen 2 und 4 erzielt werden. Die restlichen
Vergleiche blieben unterhalb des Signifikanzbereichs, insb. der Vergleich der
CAP-Klassen 1 und 3 mit einer MD von 0,763. Die beiden Patienten der CAP-
Klasse 0 wurden bei dieser Gegenulberstellung aufgrund des geringen bzw. ne-
gativen Nachweises an spezifischem IgE gegen Insektengifte nicht miteinbezo-

gen.

Tab. 10: Mahalanobiskonstanten des Vergleichs der Hymenopterengiftallergiker
nach den zugeteilten CAP-Klassen entsprechend der Konzentration allergen-

spezifischer IgE-Antikdrper. Signifikante Werte sind blau hinterlegt.

CAP-Klasse 2 3 4

1 2.137 0.763 1.506
2 2.000 3.172
3 1.596
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4.2.2.3. Vergleich IgE-positiver Bienen- und Wespengiftallergiker

Im Hinblick auf eine qualitative Unterscheidung der Allergiker wurden Bienen-
mit Wespengiftallergikern verglichen. Hierbei wurden drei Gruppen entspre-
chend der Auswertung der allergenspezifischen IgE-Werte gegen Bienengift
(n=2), Wespengift (h=9) und Doppelsensibilisierung (n=3) gebildet.

Aus den berechneten MD lie3 sich eine Tendenz zur Trennung (MD >1) ablei-
ten, die Trennscharfe ist jedoch bei Werten MD <1,96 nicht signifikant (vgl.
Tab. 11).

Tab. 11: Mahalanobiskonstanten des Vergleichs der Hymenopterengiftallergiker

nach spezifischem IgE gegen Bienengift (1), Wespengift (2) und Doppelsensibi-

lisierung (3)
Allergenspezifisches 2 3
IgE
1 1,345 1,285
2 1,222

Entsprechend zeigt auch die graphische Darstellung drei sich trennende Grup-
pen, jedoch nicht deutlich (vgl. Abb. 18). Hierbei wurden alle Allergiker mit einer
CAP-Klasse =21, also einer Konzentration an allergenspezifischem IgE von
20,35 kU/I berucksichtigt.
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W Bicnengift

@ Wespengift
Doppelsensibili-
sierung

LD 2 05 45

2 254
Abb. 18: Lineare Diskriminanzanalyse anhand des IgE-Status (mono- und dop-

pelsensibilisiert) von Bienen- und Wespengiftallergikern. LD = lineare Diskriminanz-

analyse.

4.2.2.4. Geschlecht

Insgesamt nahmen 17 Manner und 18 Frauen an der Studie teil. Wie bereits
mehrfach erwahnt, ist die eNose sehr sensibel flr StorgréRen, die die Messun-
gen verfalschen kénnen. Mit der Frage, ob auch das Geschlecht der Probanden
einen Einfluss auf die Ergebnisse haben kénnte, wurden die beiden Geschlech-
ter miteinander verglichen. Mit einer MD <1 (0,929), einer Sensitivitat von 61 %
und einer Spezifitdt von 69 % zeigte sich kein signifikanter Unterschied der

Messungen im Geschlechtervergleich.
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5. DISKUSSION

Ziel der in dieser Arbeit vorgestellten Pilotstudie war es, das Potenzial eines
neuen Diagnostikums, der eNose, im Hinblick auf die Detektion einer Hymenop-
terengiftallergie zu untersuchen. Dabei wurden breathprints einer Patienten-
gruppe, bestehend aus Bienen- und Wespengiftallergikern, mit denen einer ge-
sunden Kontrollgruppe verglichen.

Die Unterscheidung gelang dabei nicht signifikant. Es konnte lediglich eine
Tendenz zur Trennung der beiden Gruppen abgeleitet werden (MD 1,141; CVV
72,61 %; Sensitivitdt 81 %; Spezifitdat 75 %). Die Diagnostik von Hymenop-
terengiftallergien mittels eNose funktioniert also nicht zuverlassig. Es konnte
jedoch zumindest ein Eindruck gewonnen werden.

Bei der Auswertung und Einordnung der Ergebnisse ist wichtig zu bedenken,
dass verschiedene Storfaktoren, wie bspw. Umwelteinflisse oder Anfalligkeiten
des Gerats und der Methodik, den Messablauf beeinflussen kénnen. Zudem
sind auch die Grol3e, die Zusammensetzung und die individuellen Charakteristi-
ka der Studienpopulation kritisch zu wuirdigen, denn auch endogene Faktoren,
wie etwa metabolische Prozesse und Begleiterkrankungen kénnen Einfluss auf
das VOC-Profil jedes Individuums nehmen (Greulich et al., 2013; Heers et al.,
2018; Hubers et al., 2014). Allerdings erfolgten bereits Studien unter weitge-
hend ahnlichen Bedingungen wie in der beschriebenen Pilotstudie, die jedoch
im Vergleich zu dieser signifikante Ergebnisse liefern konnten (vgl. 5.1
Greulich et al., 2013; Hattesohl et al., 2011).

Eine Anwendung der eNose im klinischen Alltag wirde voraussetzen, dass die
Diagnostik mittels eNose relativ zuverlassig ist. Das bedeutet, dass auch bei
kleineren Gruppen eine sichere Unterscheidung zwischen HG und HC gelingen
musste.

Zudem ist im klinischen Alltag bereits eine relativ zuverlassige Allergiediagnos-
tik etabliert. In dieser Pilotstudie sollen daher die Vorteile und damit verbunden
auch die Relevanz der neuen Methode, insb. im Hinblick auf Effizienz, Zuver-
lassigkeit und Patientensicherheit aufgezeigt werden. In Letzterer liegt wahr-
scheinlich der groRte Mehrwert, da die Allergiker nicht mehr wie bisher dem

53



DISKUSSION

Allergen ausgesetzt werden mussten und daher die Gefahr einer allergischen
bzw. anaphylaktischen Reaktion ganzlich aus der Diagnostik verschwinden
wulrde. Davon konnten auch diejenigen Patienten profitieren, die eine AIT be-
reits erfolgreich abgeschlossen haben, die Toleranz jedoch im Laufe der Jahre
wieder verlieren. Durch die innovative Diagnostikmethode konnte dieser Verlust
festgestellt und entsprechende vorsorgliche bzw. therapeutische MalRnahmen

vor einem potenziell fatalen Stichereignis erneut eingeleitet werden.

5.1. Bewertung der Aussagekraft der Messergebnisse

Das Erkennen von Erkrankungen durch Messung von VOCs aus der Ausatem-
luft konnte bereits seit mehreren Jahren erfolgreich in Studien nachgewiesen
werden. Vor allem bei Krankheiten der Atemwege, wie z. B. Lungenkarzinom,
Asthma bronchiale, OSAS oder COPD eignet sich die Untersuchung der Aus-
atemluft mittels eNose als zuverlassiges diagnostisches Mittel (Biehl et al.,
2019; Fielding et al., 2020; Greulich et al., 2013; Greulich et al., 2018; Hattesohl
et al., 2011; Hofbauer et al., 2010; Koczulla et al., 2011).

So wurden bei den Untersuchungen von Greulich et al. 2013 breathprints von
40 OSAS-Patienten mit denen 20 gesunder Kontrollprobanden verglichen
(MD 1,88; CVV 79,5 %; Sensitivitat 93 %; Spezifitat 70 %). Im Unterschied zur
vorliegenden Pilotstudie lagen bei den gesunden Kontrollprobanden keinerlei
Begleiterkrankungen und keine Dauermedikation vor, was maoglichweise ein
Grund flr eindeutigere Ergebnisse war (Greulich et al., 2013).

Ebenfalls unter denselben Bedingungen untersuchten Hattesohl et al.
2011 breathprints von COPD-Patienten mit (n=10) und ohne (n=23) Alpha-1-
Antitrypsin-Mangel (AAT). Verglichen wurde mit zehn gesunden Kontrollpro-
banden. Die Kohortengrofden waren also z. T. noch geringer als in der vorlie-
genden Studie. Dennoch gelang eine signifikante Unterscheidung der beiden
COPD-Gruppen mittels eNose (MD 2,27; CVV 58,2 %; Sensitivitat 100 %; Spe-
zifitdt 100 %). Innerhalb der COPD-Kohorten wurden u. a. auch Raucher einge-
schlossen (Hattesohl et al., 2011). Die Ausschlusskriterien waren also weniger
streng als in der vorliegenden Studie. Die signifikante Unterscheidung ist daher

am wahrscheinlichsten auf das untersuchte Krankheitsbild zuriickzuflhren.
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Jedoch beschrankt sich das Erriechen der Krankheiten nicht nur, wie nahelie-
gend, auf Pathologien des Respirationstrakts, vielmehr gelang es bereits, auch
andere systemische Krankheiten, wie z. B. neurodegenerative Erkrankungen
(Bach et al., 2015), Diabetes mellitus (Hofbauer et al., 2010) oder Karzinome,
die nicht die Atemwege betreffen (Heers et al., 2018; Peng et al., 2010), in Ab-
grenzung zu gesunden Kontrollproben und auch zueinander mittels eNose zu
differenzieren.

Dies deutet auch die durchgefuhrte Studie an. Trotz nicht signifikanter Messer-
gebnisse konnte eine Tendenz bezlglich einer Unterscheidung zwischen HG
und HC abgeleitet werden.

Die ausbleibende Signifikanz ist wohl am wahrscheinlichsten der noch nicht
ausgereiften Methodik mit noch fehlendem klinischen Goldstandard sowie den
kleinen KohortengroRen der vorliegenden Studie geschuldet. Vor dem Hinter-
grund der sehr sensiblen Reaktion der eNose auf Storeinfllisse erwies sich v. a.
die geringe Probandenzahl als sehr limitierend im Hinblick auf das angestrebte
Ziel einer signifikanten Unterscheidung.

Interessant ist aullerdem, welches endogene Merkmal fur die Unterscheidung
durch die eNose tatsachlich relevant ist. Ist der immunologische Status des Pa-
tienten ausschlaggebend, der ja nicht zwangslaufig das Vorliegen einer Allergie
bedeutet, oder vielmehr die klinische Symptomatik der Allergie? Des Weiteren
wurde die Hymenopterengiftallergie der Patienten nicht komplett eindeutig di-
agnostiziert, da keine Stichprovokation mit dem Insekt erfolgte, welche letztend-
lich der einzige Beweis ware. Dies wurde aus ethischen Griinden nicht durchge-
fuhrt und ist aufgrund des Risikos schwerer Anaphylaxien auch in der etablier-
ten Diagnostik nicht Ublich (Ruéff et al., 2023).

5.1.1. Breathprints

Die ausgewerteten breathprints der HG konnten mit einer MD von 1,141 von
denen der HC unterschieden werden. Damit ergibt sich zwar keine signifikante,
jedoch eine Tendenz zur Differenzierung der beiden Gruppen. Der CVV betrug
in diesem Vergleich 72,61 %, was bedeutet, dass in allen Messdurchlaufen im
Durchschnitt 72,61 % der Ergebnisse der richtigen Kohorte zugeordnet wurden.
Die Grunde fir die nicht signifikante Unterscheidung der Gruppen kdnnen viel-

seitig sein. Zunachst handelt es sich um eine Pilotstudie. Die Probandenzahlen
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in beiden Kohorten waren relativ gering und die Kohorten sehr heterogen was
Probandenmerkmale, wie bspw. Alter, Geschlecht oder Vorerkrankungen, be-
trifft (vgl. 5.2.1.).

Ein weiterer Grund der unzureichenden Unterscheidung der Gruppen konnte
der groRe Einfluss von Storfaktoren (vgl. 5.2.2.) sein, der sich insb. im Hinblick
auf die Uberschaubare Probandenzahl in beiden Kohorten entsprechend deut-
lich auswirken kénnte.

Nichtsdestotrotz gelang in der Analyse der gesamten Gruppen zumindest eine
grobe Unterscheidung, was auf eine moégliche Detektierbarkeit von Hymenop-
terengiftallergien hoffen lasst. Fur eine Verwendung im klinischen Alltag musste
das Device jedoch auch bei kleinen Gruppen zuverlassige Ergebnisse liefern

konnen.

5.1.2. Immunologischer Status

Ein beachtlicher Anteil (32 %) der HC zeigte im immunologischen Status eine
Sensibilisierung gegeniuber Bienen- und/oder Wespengiftextrakt. Auch in der
Literatur wird eine Insektengiftsensibilisierung bei ca. 40 % der allgemeinen Be-
volkerung beschrieben (Ruéff et al., 2023). Die Wahrscheinlichkeit einer Sensi-
bilisierung hangt dabei von der Exposition, z. B. durch Freizeitaktivitaten im
Freien oder Leben in einer Iandlichen Region, ab (Schéfer, 2009). Die Sensibili-
sierungsrate fur Hymenopterengift deckte sich also in der vorliegenden Studie
weitgehend mit der bekannten Rate in der Gesamtbevdlkerung.

Aus diesem Grund erfolgte auch ein Vergleich, bei dem die HC nicht nur keine
klinisch manifesten Allergien aufwiesen, sondern auch keine durch allergenspe-
zifische IgE-Antikérper nachweisbare Sensibilisierung (als Zeichen einer poten-
ziellen Entwicklung einer Allergie), und zwar nicht nur gegen Insektengift, son-
dern auch gegen die klassischen Aeroallergene. Umgekehrt wurden von den
untersuchten HG nur die berucksichtigt, die in der Serologie spezifisches IgE
(20,35 kU/1) gegen Bienen- und/oder Wespengift aufwiesen und bei denen kei-
ne weiteren Sensibilisierungen mit spezifischen IgE-Antikbrpern gegen Aero-
allergene detektiert werden konnten. Unter diesen Bedingungen zeigte die MD
einen hoheren Wert (1,361 vs. 1,141). Dies kdnnte bedeuten, dass der immuno-
logische Status, in diesem Fall also der Sensibilisierungsstatus, die von der

eNose ermittelten Werte beeinflusst, so dass eine Differenzierung
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von Patienten mit einer Insektengiftallergie von denen, die keine haben, umso
eher mdglich ist, wenn distinkte, komplett unterschiedliche IgE-Profile vorliegen.
In einer weiteren Subgruppenanalyse wurden die Patienten nach ermittelter
CAP-Klasse gruppiert und miteinander verglichen (vgl. 4.2.2.2.). Die Zuteilung
zu einer CAP-Klasse erfolgt durch die quantitativ gemessene Menge an spezifi-
schem IgE. Dabei zeigten sich z. T. signifikante Unterscheidungen mit MD >2.
Dies lasst ebenfalls vermuten, dass der Sensibilisierungsstatus und insb. auch
die Menge an spezifischem IgE Auswirkungen auf die Exhalatanalyse haben.
Signifikant hohe MD zeigten sich bei den Vergleichen mit CAP-Klasse 2, welche
die hochste Zahl an Probanden enthielt (n=7) und somit womdglich am aus-
drucksstarksten war. Dies kdnnte daher auch ein verzerrender Kofaktor beim
Vergleich der CAP-Klassen sein.

In der klinisch etablierten Diagnostik der Hymenopterengiftallergien erfolgt ne-
ben der Bestimmung des Extraktallergens bei unklarer Anamnese, bestehender
Doppelsensibilisierung oder Verdacht auf ein nicht-plausibles Ergebnis aul3er-
dem eine Bestimmung der Markerallergene (Jakob et al.,, 2017;
Ruéff et al., 2023). In der vorliegenden Untersuchung war dies entbehrlich, da
es nicht um das Insekt, sondern um den Vergleich HC vs. HG ging. Aulderdem

war die Anamnese bei Rekrutierung der Patienten eindeutig.

Bezlglich eines Einsatzes in der Krankheitsdiagnostik finden sich in der Litera-
tur Studien zur Untersuchung v. a. riechbarer Stoffe, wie z. B. Wundsekret, Urin
oder Atemluft. Der Nachweis erfolgte in diesen Studien durch direkte Analyse
der VOCs aus dem Probenmaterial. Beispiele hierfur sind die Erkennung
B-hamolysierender Streptokokken aus Wunden (Parry et al., 1995) oder urolo-
gischer Infektionen im Urin (Aathithan et al., 2001; Kodogiannis & Wadge, 2005;
Pavlou et al., 2002). Auch der Nachweis von Erkrankungen des Respirations-
trakts erfolgte direkt aus dem betroffenen ,Medium®, namlich der Ausatemluft
(Koczulla et al., 2011). 2018 zeigten Greulich et al. in einer Studie die Unter-
scheidung von Patienten mit OSAS von gesunden Kontrollprobanden mittels
der eNose auf. Dazu wurden aufRerdem Messungen mittels IMS durchgefihrt,
Uber die auch eine Substanzanalyse erfolgen kann. Dabei ergab sich der Be-
fund von 2-Methylfluran im Exhalat, aber auch im Blut und im Atemwegssekret

der erkrankten Probanden. Dies deutet daraufhin, dass Substanzen eine Tran-
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sition vom Blut in die Alveolen bzw. entgegengerichtet unterlaufen kénnten. In
der Konsequenz wirde dies bedeuten, dass Inhaltsstoffe verschiedener Kom-
partimente fur die Diagnostik von Atemwegserkrankungen genutzt werden
kdénnten (Greulich et al., 2018). Diese Hypothese |asst sich auch auf die vorlie-
gende Studie Ubertragen, die postuliert, dass Substanzen, wie z. B. spezifi-
sches IgE oder IgE-assoziierte Faktoren, vom Blut in die Ausatemluft Gbertreten
konnten.

Ein weiteres Beispiel ist eine Studie von COPD-Patienten aus dem Jahr 2011
von Hattesohl et al. Durch die eNose gelang dabei eine signifikante Unterschei-
dung zwischen COPD-Patienten mit und ohne AAT. Interessanterweise zeigten
sich in dieser Studie in den erfolgten Verlaufsmessungen nach Substitution von
Alpha-1-Antitrypsin andere breathprints als zuvor (Hattesohl et al., 2011), was
bedeutet, dass die eNose die Veranderung der Substanz im Korper registrieren
konnte. Spiegelt man diese Erkenntnis auf die vorliegende Studie wider, so liegt
die Frage nahe, ob auch der Verlauf bzw. der Erfolg einer AIT Uber die breath-
prints gemessen werden kann. Im Rahmen der Hyposensibilisierung ist die
Menge an spezifischem IgE im zeitlichen Verlauf abnehmend (Hollstein et al.,
2023; Strobl et al. 2023). Geht man davon aus, dass die eNose-Ergebnisse von
der Menge an spezifischem IgE beeinflusst werden, so kénnte dieser Effekt fur
die Messung der Wirkung und dementsprechend als Erfolgskontrolle einer AIT
in Betracht gezogen werden. Dieses Thema konnte Gegenstand weiterfihren-
der Untersuchungen sein.

Es existieren auch Daten, die eine Unterscheidung von Exhalatproben bei
Allergikern zumindest indirekt konstatieren. 2013 wurden in einer Studie in der
Ausatemluft von Kindern mit AR die Konzentrationen von Stickstoffmonoxid und
verschiedenen Interleukinen (IL-6 und IL-13) gemessen (Zagorska et al., 2013).
IL-13 nimmt eine wichtige Rolle in der Synthese und Sekretion von IgE bei
Allergien ein (Punnonen et al., 1993). Zagorska et al. gelang eine signifikante
Unterscheidung der erkrankten Kinder von gesunden Kontrollprobanden. Diese
Ergebnisse legen nahe, dass immunologische Parameter in der Ausatemluft
(hier Interleukine) eine Differenzierung von Allergikern und Nicht-Allergikern
erlauben konnten. Da IgE allerdings kein allergiedefinierender Parameter ist (da
auch nicht-allergische, nur sensibilisierte Personen allergenspezifisches IgE,

bspw. gegen Insektengift, aufweisen kdnnen), konnte sein Vorkommen in der

58



DISKUSSION

Ausatemluft ein limitierender Faktor flr die Unterscheidung von HG und nicht-
allergischen Personen sein. Der Unterschied zu den o. g. Beispielen liegt darin,
dass die gemessenen ,Stoffe”, namlich das spezifische IgE bzw. IgE-assoziierte
Faktoren primar in der Blutbahn vorkommen. Entsprechendes spiegeln auch die
Ergebnisse der vorliegenden Studie wider. In anderen Untersuchungen gelang
es, Antikdrper aus Kondensaten der Ausatemluft auszusondern. In diesen Stu-
dien ging es allerdings v. a. um die Etablierung einer geeigneten Technik, en-
dogene und exogene Stoffe aus der Ausatemluft zu extrahieren und zu identifi-
zieren und weniger um den klinisch diagnostischen Zweck (Bredberg et al.,
2012; Morozov et al., 2018; Tinglev et al., 2016).

Sofern durch die eNose primar nur eine IgE-vermittelte Sensibilisierung gegen-
uber Hymenopterengift detektiert werden kann, ist festzustellen, dass dies fur
die klinische Diagnostik ohne Mehrwert ware und keine therapeutische Konse-
quenz hatte. Grund hierflr ist, dass bekanntermalien das Ausmal} einer Reak-
tion in der Hauttestung und auch die Hohe des gemessenen spezifischen IgE
weder eine eindeutige Aussage Uber das Vorliegen einer klinisch relevanten
Hymenopterengiftallergie erlauben noch mit der Schwere der Stichreaktion kor-
relieren. So ist es bspw. moglich, dass starke Reaktionen in den Hauttestungen
und hohes spezifisches IgE gegen Bienen- oder Wespengift bei Patienten mit
nur schwacher Stichreaktion gemessen werden und andererseits bei Patienten
mit schwerer systemischer Reaktion nur niedriges spezifisches IgE bzw. nur
geringe Reaktionen in der Hauttestung auftreten (Ruéff et al., 2009; Ruéff et al.,
2023). Daruber hinaus ist bekannt, dass bei Patienten mit hohem Gesamt-IgE-
Spiegel vergleichsweise haufiger eine klinisch irrelevante Sensibilisierung ge-
gen Hymenopterengift besteht (Sturm et al., 2009; Sturm et al., 2014). Bei nied-
rigem Gesamt-IgE hingegen missen auch die Grenzwerte des spezifischen IgE
angepasst werden (positiv ab 0,10 bis 0,35 kU/I) (Sturm et al., 2019). Durch
Kombination der Hauttestungen mit der Untersuchung des spezifischen IgE und
ggf. wiederholter Testung im Intervall von vier bis sechs Wochen lasst sich da-
bei die Sensitivitat verbessern, insb. wenn kein IgE (CAP-Klasse 0) nachweis-
bar war (Goldenberg & Confino-Cohen, 1997; Przybilla et al., 2011).
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Sofern die eNose lediglich einen Sensibilisierungsnachweis liefern konnte, wir-
de es sich hierbei somit nur um einen diagnostischen Faktor handeln, der —
zumindest nicht alleinig — als ein Kriterium fir den klinischen Status eines In-
sektengiftallergikers herangezogen werden kann. Wie bereits erwahnt, besteht
innerhalb der Bevdlkerung eine Rate von ca. 40 %, was die Sensibilisierung
gegenuber Bienen- und/oder Wespengift betrifft. Winschenswert ware viel-
mehr, dass eine Detektion wirklich klinisch manifester Allergiker gelingen wur-
de. Kritisch kann man formulieren, dass im Falle eines alleinigen Nachweises
der Sensibilisierung die eNose der gangigen Diagnostik (Nachweis des spezifi-
schen IgE in Blutproben) nur dahingehend Uberlegen ware, dass es fur den Pa-
tienten weniger Invasivitat bedeuten wirde. Der zeitliche und finanzielle Auf-
wand ist bei der eNose-Messung jedoch hoher als bei der Blutentnahme und
der laboranalytischen Untersuchung der Serumprobe.

Zu bedenken ist auch, dass der Nachweis einer blo3en Sensibilisierung gegen
Bienen- oder Wespengift zur Verunsicherung des Untersuchten fUhren kann,
v. a. dann, wenn keine eindeutige Indikation zur AIT besteht und somit Thera-

pieentscheidungen durch die Befunde eher erschwert werden.

5.1.3. Gegenuberstellung der eNose-Diagnostik zur etablierten Allergiedi-
agnostik

Die in der Studie durchgeflihrten Messungen deckten sich mit der parallel
durchgefuhrten Diagnostik im Rahmen der klinischen Vorstellung der Patienten
im Allergiezentrum Hessen, UKGM, Standort Marburg. Was die Zuverlassigkeit
der Ergebnisse betrifft, bleibt die eNose der etablierten Diagnostik durch Prick-
test und Serologie, insb. deren Kombination, unterlegen. Die Sensitivitat der
Hauttests der Insektengiftallergien belauft sich auf Werte um 90 %, die Sensiti-
vitat der Untersuchung auf spezifisches IgE gegen Hymenopterengift liegt et-
was darunter (Bilo et al., 2005). In der vorliegenden Studie gelang eine Unter-
scheidung durch die eNose mit einer maximalen Sensitivitdt von 81 %. Die
Sensitivitat der eNose lag also etwas unterhalb der Sensitivitat der etablierten
Diagnostik.

Konventionell werden die Patienten entsprechend vorhandener Leitlinien nach
einem diagnostischen Algorithmus untersucht, der zur Diagnosestellung und

Therapieentscheidung fihrt (Golden et al., 2017; Ruéff et al., 2023). Die Haut-
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testung mittels Pricktest bzw. Intrakutantest stellt den Goldstandard dar und
wird durch die serologische Untersuchung auf spezifisches IgE erganzt (Bild &
Bonifazi, 2011; Ruéff et al., 2023). Zur Aussagekraft der Hauttestung bei Hy-
menopterengiftallergie gibt es Studien, die die Methode immer wieder re-
evaluierten. Der Intrakutantest ist verglichen mit dem Pricktest zeitintensiver,
schmerzhafter und fehleranfalliger, insb. flr falsch positive Ergebnisse
(Ruéff et al., 2011).

Mobs et al. fuhrten 2018 eine Studie zu einem hoher konzentrierten Pricktest
durch (300 pg/ml statt bisher maximal 100 pg/ml). Hierbei zeigte sich eine ahn-
lich hohe Sensitivitat wie durch die konventionelle Testung mit 100 ug/ml und
zusatzlichem Intrakutantest mit 1 uyg/ml (Mébs et al., 2018).

Gemal} den aktuellen Leitlinien sind zur Diagnose einer Hymenopterengiftaller-
gie die positive Anamnese und eine positive Reaktion in der Hauttestung oder
der Nachweis entsprechender spezifischer IgE-Antikdrper erforderlich. Aller-
dings wird ausdricklich darauf hingewiesen, dass im Falle einer eindeutigen
Diagnosestellung mittels In-vitro-Verfahren Hauttests entfallen konnen
(Ruéff et al., 2023).

Allerdings ist die Bestimmung der spezifischen IgE-Antikérper auch von der
Testmethode, dem Messzeitpunkt, dem stichauslosenden Insekt und evtl. vor-
liegender Kreuzreaktivitat abhangig (Rieger-Ziegler et al., 1999; Sturm et al.,
2014). So zeigten sich im Vergleich verschiedener Testverfahren zur Bestim-
mung des spezifischen IgE unterschiedliche Sensitivitdten abhangig von der
jeweiligen Methode (Aberer et al., 2004). Durch die Testung auf Einzelallergene
des Gifts kann die Sensitivitat verbessert werden (Vachova et al., 2016). Bezlg-
lich der Sensibilisierung auf Insektengifte liefern Haut- und Labortestung in nur
unter 2 % falsch negative Ergebnisse (Przybilla & Ruéff, 2010).

Ein diagnostisches Problem ist jedoch, dass nicht zwischen einer asymptomati-
schen Sensibilisierung und einer tatsachlich klinisch relevanten Allergie unter-
schieden werden kann (Sturm et al., 2018). In der durchgefuhrten Pilotstudie
gelangen beim Vergleich der monosensibilisierten Gruppen bessere Differen-
zierungen als bei der Gegenuberstellung der Gesamtkohorten. Rickschliel3end
kann daher konstatiert werden, dass die Sensibilisierung und nicht die klinisch
manifeste Allergie fur die Messergebnisse verantwortlich ist. Einerseits handelt

es sich hierbei um ein gutes Ergebnis. Immerhin lieRen sich auf diese Weise
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mittels non-invasiver Messung des Exhalats durch die eNose Rickschlisse auf
den Sensibilisierungsstatus eines Patienten ziehen. Andererseits ware aller-
dings v. a. eine Unterscheidung der Proben klinisch manifester Allergiker von
denen gesunder Kontrollprobanden winschenswert gewesen. Da diese Studie
hierfir keinen sicheren Beleg liefern konnte, ist der Mehrwert der eNose flr die
Fragestellung im klinischen Alltag aktuell gering. Konnte die eNose eine sichere
Differenzierung zwischen HC und HG treffen, ware sie nicht nur als erganzen-
des Tool im Rahmen der Allergiediagnostik einsetzbar, sondern konnte den
bisher etablierten Verfahren sogar Uberlegen sein.

5.2. Limitationen
In der vorliegenden Studie zeigten sich Tendenzen zur Unterscheidung der HG
von den HC. Signifikante Ergebnisse konnten nicht erzielt werden. Daher

mussen die Limitationen der Methodik kritisch diskutiert werden.

5.2.1. Studienpopulation

Eine Limitation dieser Studie war sicherlich die geringe Probandenzahl. Dies lag
u. a. an den Anforderungen an die Studienteilnehmer, um eine relativ konsisten-
te Patientenkohorte zu gewahrleisten. Durch den hohen Einfluss von Storfakto-
ren auf das Messergebnis entstanden viele Ausschlusskriterien. Zigarettenrau-
chen oder das Vorliegen weiterer Allergien sowie Vorerkrankungen bezulglich
des Respirationstrakts waren die haufigsten Grinde, warum potenzielle Pro-
banden nach dem initialen Screening von der Studie ausgeschlossen werden
mussten. Die strengen Kriterien galten dabei nicht nur fir die HG, sondern auch
fur die HC, so dass sich auch deren Rekrutierungsprozess sehr aufwendig ge-
staltete.

Das Vorliegen von Komorbiditaten (z. B. arterielle Hypertonie) konnte Einfluss
auf die Messergebnisse haben. Patienten mit Herz-Kreislauferkrankungen ha-
ben ein erhdhtes Risiko fur eine schwere Anaphylaxie. Gleiches gilt flir Patien-
ten mit erhdhten basalen Serumtryptasewerten (Francuzik et al., 2020). In Fol-
gestudien konnten diese Parameter bspw. als mdgliche Confounder mit aufge-
nommen und berucksichtigt werden, inwiefern diese Eigenschaften einen Un-

terschied bei der eNose-Messung verursachen. Eine dabei zu untersuchende
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Hypothese ware, ob die Unterscheidung besser gelingt, wenn ein hdoherer
Schweregrad der Anaphylaxie vorliegt. Aufgrund der geringen Probandenzahl
war in dieser Pilotstudie hierzu kein sinnvoller Vergleich maoglich.

Bei 32 % der HC zeigte sich in der Serologie eine Sensibilisierung gegen Hy-
menopterengift. Es kann angenommen werden, dass dies Einfluss auf die
Messergebnisse hat (vgl. 4.2.2.1.). Mdglicherweise hatten einige der sensibili-
sierten HC durch eine Hauttestung vorab identifiziert werden kénnen. Allerdings
ware dies ethisch nicht vertretbar gewesen, da durch die Pricktestung gesunder
Probanden ggf. eine Sensibilisierung induziert wird. Aus diesem Grund wird
grundsatzlich keine Hauttestung asymptomatischer Patienten empfohlen
(Ruéff et al., 2023). Des Weiteren ist bei den sensibilisierten HC nicht sicher, ob
diese Probanden tatsachlich nur sensibilisiert sind oder ob es sich um Allergiker
handelt, die bisher noch nicht von einer Biene oder Wespe gestochen wurden.
Sicherheit daflir wirde nur die Stichprovokation geben, welche ebenfalls aus
ethischen Grinden bei fehlender medizinischer Indikation nicht durchgefihrt
werden kann (Ruéff et al., 2023). Diese Unscharfe bleibt.

Aulerdem war die Kohortenzusammensetzung relativ heterogen beziglich Al-
ter und Geschlecht.

Das Durchschnittsalter bei den HC betrug 34 Jahre, die HG waren im Mittel
54 Jahre alt, was die Vergleichbarkeit einschrankt. Insbesondere das Vorliegen
von bisher nicht diagnostizierten Komorbiditaten sowie die héhere Sensibilisie-
rungswahrscheinlichkeit durch langere Lebenszeit konnen die Messergebnisse
beeinflussen. Der Grund fiur das deutlich niedrigere Durchschnittsalter der HC
konnte im Rekrutierungsprozedere liegen. Die Rekrutierung erfolgte durch Aus-
hange im UKGM, Standort Marburg und auf dem Campus, weshalb sich vor-
wiegend Studierende, also i. d. R. ein jlingeres Kollektiv, zur Verfligung stellten.
Bei den HC waren 26 % Manner und 74 % Frauen, bei den HG 75 % mannlich
und 25 % weiblich. Die Zusammensetzung war also fast umgekehrt. Fur eine
gute Projizierbarkeit der Ergebnisse auf die Gesamtbevolkerung ware eine
gleichmafige Verteilung zwischen Mannern und Frauen in beiden Kohorten
wlnschenswerter gewesen. Die Unterschiedlichkeit der Gruppen in diesem
Punkt ist am ehesten dem Zufall geschuldet. In einer Subgruppenanalytik wur-

den die breathprints der beiden Geschlechter miteinander verglichen. Dabei
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ergab sich eine MD unter 1 (0,929), was einem sehr geringen Wert entspricht.
Die Sensitivitat betrug in diesem Vergleich 61 %. Die breathprints von Mannern
und Frauen lassen sich also nicht durch die eNose unterscheiden, was bedeu-
tet, dass das Geschlecht kein Storfaktor fir die eNose-Messungen ist. Auch
wenn die unterschiedliche Geschlechterverteilung in den beiden Gruppen zwar
nicht die Gesamtbevdlkerung reprasentiert, ist daher anzunehmen, dass dies

kaum Einfluss auf die Messergebnisse hatte.

5.2.2. Mogliche Storfaktoren bei der eNose-Messung

Unter der Annahme des Vorhandenseins krankheitsdefinierender VOC-Profile
in der Ausatemluft setzt sich der Einsatz elektronischer Nasen zu wissenschaft-
lichen Zwecken zum Ziel, diese zu erkennen und zu unterscheiden. Da VOCs
ubiquitar in der Umgebung vorhanden sind (exogen) und auch durch kérperei-
gene Prozesse entstehen (endogen), wird die Messung der gesuchten VOCs
erschwert bzw. kann verfalscht werden.

Die Zusammensetzung endogener VOCs wird durch den korpereigenen Stoff-
wechsel bestimmt. In den Alveolen gelangen sie vom Blut in die Atemluft. Die
Konzentration der VOCs reflektiert beinahe ihr Vorhandensein im arteriellen
System. Insbesondere Begleiterkrankungen, Nahrungsgewohnheiten, Rauchen,
Dauermedikation und die Verwendung kosmetischer Produkte haben Einfluss
auf die Zusammensetzung endogener VOCs (Roéck et al., 2008). Um diese
Storfaktoren mdglichst klein zu halten, wurden die Probanden im Vorfeld der
Messung zu Komorbiditaten befragt und ausdrucklich um den Verzicht entspre-
chender Produkte gebeten (vgl. 3.2.).

Mittels der Cyranose320® konnten in Studien verschiedene Bakterien- oder
auch Pilzkulturen erkannt werden (Dutta et al., 2002; Pavlou et al., 2002) und
auch bereits Infektionen des Respirationstrakts, wie etwa chronische Rhinosi-
nusitis, nachgewiesen werden (Mohamed et al., 2003). Das Vorliegen einer Be-
gleiterkrankung infektioser Genese ist somit ein moglicher Storfaktor. Deshalb
wurde eine dahingehend negative Anamnese vorausgesetzt. Die Patienten
mussten sich also alle gesund fuhlen und durften keine bekannten chronischen
Infektionskrankheiten haben. Eine unauffallige Lungenfunktion war ebenfalls
Bedingung und wurde durch eine spirometrische Untersuchung bestatigt. Das

inapparente Vorliegen eines infektidsen Geschehens konnte jedoch natrlich
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nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Gleiches gilt fir andere Komorbiditaten.
Erkrankungen der Atemwege, sowohl akut wie auch chronisch, waren ein Aus-
schlusskriterium fur die Teilnahme an der Studie. Grund hierfir ist, dass die
Nachweisbarkeit pulmonaler Pathologien, wie Asthma bronchiale, COPD,
OSAS oder Lungenkarzinomen durch die Bestimmung von VOCs im Exhalat
bereits mehrfach in Studien gelang (Dragonieri et al., 2009; Fens et al., 2011;
Greulich et al., 2018; Hattesohl et al., 2011; Machado et al., 2005;
Mazzone et al., 2007).

Aber auch fur nicht-respiratorische Krankheiten gibt es bereits Daten, die auf
eine Messbarkeit entsprechender VOCs in der Ausatemluft hinweisen. Anzufih-
ren ist hier etwa eine Erkrankung an Diabetes mellitus (Hofbauer et al., 2010;
Yu et al., 2005), das Vorliegen einer Uramie im Rahmen einer chronischen Nie-
renerkrankung (Lin et al., 2001) oder die Diagnostik von neurodegenerativen
Erkrankungen, wie z. B. Alzheimer oder Parkinson (Bach et al., 2015).

Auch der Sensibilisierungsstatus des Patienten muss vor dem Hintergrund der
gewonnenen Ergebnisse im Bereich der endogenen Storfaktoren genannt wer-
den. Unter 5.1.2. wurde dies bereits erlautert und diskutiert. Die Ergebnisse lie-
ferten den Hinweis, dass das Vorliegen von spezifischem IgE Einfluss auf die
Messergebnisse hat. Mit dem damit verbundenen Nachweis einer Sensibilisie-
rung konnte die eNose einen wichtigen diagnostischen Faktor detektieren. Je-
doch sind, wie genannt, viele Menschen (ca. 40 % der Bevdlkerung) gegen
Bienen- oder Wespengift sensibilisiert (Ruéff et al., 2023). Ziel der Pilotstudie
war allerdings, die Allergiker zu diagnostizieren. Angesichts dessen konnte man
den IgE-Status Uberspitzt formuliert auch als Storfaktor werten, da dadurch

zwar Sensibilisierung erkannt werden kann, jedoch nicht die klinische Relevanz.

Da bei der eNose-Messung alle in der Probe vorhandenen VOCs zu einer Sen-
soraktivierung fuhren kénnen, ist es wichtig, das Exhalat so rein und standardi-
siert wie moglich zu sammeln. Viele Nebenfaktoren, wie Luftfeuchtigkeit, Mate-
rialzusammensetzung oder auch Temperatur, nehmen Einfluss auf das Mess-
ergebnis (Montuschi et al., 2013). Dies ftrifft besonders auf die in der eNose
verbauten Polymersensoren zu (Wilson & Baietto, 2009). Um vergleichbare Er-
gebnisse zu erhalten, wurden alle Messungen gemal des beschriebenen vor-

gegebenen Ablaufs durchgefuhrt, der simultan auch in anderen Studien bereits
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zum Einsatz kam (Dragonieri et al., 2007; Fens et al., 2009). Hierbei ist v. a. die
Reduktion der Kontamination durch Umgebungsluft wichtig. So fanden alle
Messungen im selben, eigens fur die eNose-Untersuchungen vorgesehenen
Raum statt. Raumluft und Liftungsmechanismus sowie Raumtemperatur sollten
fur die Messungen so standardisiert wie mdglich sein (Rock et al., 2008). Daher
erfolgten die Messungen bei bereits fur 10 min. geschlossener Tur unter Inspi-
ration standardisierter medizinischer Luft. Selbst unter diesen Vorkehrungen ist
jedoch eine Kontamination durch exogene VOCs nicht ganzlich auszuschlie-
Ren.

Verfalschen kann zusatzlich auch das Totraumvolumen eines jeden Atemzugs.
So konnte bereits gezeigt werden, dass Proben alveolarer Luft einen héheren
Anteil endogener und geringeren Anteil exogener VOCs enthalten (Miekisch et
al., 2008). Der Volumenanteil, der nicht am alveolaren Gasaustausch teilnimmt
(Totraumvolumen), kann keine endogenen VOCs transportieren. Vielmehr ver-
dinnt und verfalscht er die ohnehin schon geringe Konzentration der VOCs in
der ausgeatmeten alveolaren Luft. Um mdglichst nur die alveolare Luft zu
sammeln, musste parallel zum Atemmandver eine Kapnografie abgeleitet wer-
den, um die ,alveolare Phase” zu identifizieren. Die Sammlung des Exhalats
endet dabei bevor das endtidale Maximum der Kohlenstoffdioxidkonzentration
erreicht wird (vgl. Abb. 19) (Miekisch et al., 2008).
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Abb. 19: Kapnografie eines Atemzugs zur Identifizierung und Sammlung der
alveolaren Ausatemluft (modifiziert nach Miekisch et al., 2008). A: Start der al-
veolaren Sammlung; B: Ende der alveoldaren Sammlung (maximale CO,-
Konzentration); C: Ende der Exhalation; |: Inspirationsphase; II: gemischte Pha-

se; lll: alveolare Phase. t = Zeit; Vol % = prozentuales Volumen; s = Sekunden.

Nicht zuletzt ist auch die Compliance der Probanden Voraussetzung fur den
Erfolg der Messungen. Gemeint sind hierbei nicht nur korrekte Angaben, z. B.
bzgl. der Vorerkrankungen, des Verzichts auf Nikotin und Deodorants sowie
Zahneputzen, sondern auch die exakte Ausfuhrung des Atemmandvers ent-

sprechend den Anweisungen des Untersuchers.

Hierbei muss allerdings hervorgehoben werden, dass die aufgezahlten endoge-
nen und exogenen Storfaktoren im experimentellen Setting durch die o. g.
MalRnahmen und die stringente Durchfihrung der Messungen minimiert wur-
den, um den Faktor der Anfalligkeit der eNose flr diese Variablen so gering wie
moglich zu halten. Dadurch gelang auch die Erhebung vergleichbarer Messwer-
te. Waren die technischen und strukturellen Voraussetzungen gegeben, so er-
folgte der Messablauf schnell in routinierter Weise und die Fehleranfalligkeit
sollte dadurch bestmoglich reduziert worden sein. Allerdings stellen eben diese
erforderlichen  Voraussetzungen fir eine Etablierung der eNose-
Untersuchungen im klinischen Alltag derzeit noch eine groRe Herausforderung
dar, wie sowohl im experimentellen Setting dieser Studie als auch in der zitier-
ten Literatur erkennbar ist (Cao & Duan, 2006; Dummer et al., 2011; King et al.,

2010; Phillips, 1997; Phillips et al., 1999; Schulz & Dickschat, 2007).
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Jedoch sollten auch die Chancen der eNose nochmals hervorgehoben werden.
So konnten die im Rahmen der Pilotstudie erhobenen Daten auch darauf hin-
weisen, dass unter weiter optimierten Voraussetzungen sowohl in Bezug auf die
Untersuchungsbedingungen als auch auf die Studienpopulation (gréere An-
zahl, homogenere Verteilung hinsichtlich bspw. Alter in beiden Gruppen) eine
deutlichere Identifizierung der HG mdglich sein kdnnte. Bezuglich der Methodik
musste die eNose-Messung vereinfacht und standardisiert werden. Damit be-
stinde evtl. eine bessere Erfolgsaussicht, die eNose als Diagnostikum fur In-
sektengiftallergien in Zukunft einzusetzen. Trotz aller strukturellen Unwagbar-
keiten ist das wichtigste Proargument die Noninvasivitat und damit die Patien-

tensicherheit, die die oberste Maxime der klinischen Praxis darstellt.

5.3. Ergebnisse der Partnerstudie ,,Allergische Rhinokonjunktivitis*

Mit weitgehend gleichem Studiendesign wurden zeitgleich im Rahmen einer
anderen Studie/Promotionsarbeit Patienten mit AR untersucht. In Abb. 20 sind
die breathprints der beiden unterschiedlichen Allergikergruppen verglichen mit

der gesunden Kontrollgruppe dargestellt.
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Abb. 20: breathprints: Vergleich der beiden Allergikerkohorten mit der gesun-

den Kontrollgruppe. Darstellung der Mediane der Widerstandsanderungen fir

jeden Sensor. AR = Patienten mit allergischer Rhinokonjunktivitis; HG = Hymenopterengift-

allergiker; HC = healthy controls, gesunde Kontrollprobanden.

Dabei waren die Ergebnisse in der Partnerstudie ahnlich, d. h. mit einer MD von
1,193 konnten Pollenallergiker von HC tendenziell, wenn auch nicht signifikant
unterschieden werden (HG vs. HC = 1,141; vgl. 4.2.1.).

Entsprechend der Subgruppendefinition bei den HG fand auch bei den Pollenal-
lergikern eine Einteilung in monosensibilisierte Gruppen statt. Hierbei konnte
auch in der Partnerstudie eine bessere Trennscharfe zwischen den Kohorten
erreicht werden. Die MD fir diesen Vergleich betrug 1,511 und zeigt damit wie
bei den HG (1,361) eine etwas deutlichere Tendenz zur Unterscheidung.

Die Sensitivitaten und Spezifitdten der jeweiligen Gruppenvergleiche in beiden

Studien sind nachfolgend tabellarisch gegenubergestellt.
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Tab. 12: Sensitivitat und Spezifitat der beiden Partnerstudien im Vergleich. AR =
Patienten mit allergischer Rhinokonjunktivitis; HG = Hymenopterengiftallergiker; HC = healthy

controls, gesunde Kontrollprobanden.

Sensitivitat Spezifitat
HG vs. HC 81 % 75 %
AR vs. HC 82 % 76 %

Subgruppen stratifiziert nach allergenspezifischem IgE
HG vs. HC 80 % 87 %
AR vs. HC 90 % 82 %

5.4. Ausblick und weitergehende Fragestellung

Welchen Erwartungen musste die eNose entsprechen, um der klinischen Routi-
nediagnostik wirklich dienlich zu sein?

Derzeit ist der klinische Einsatz der eNose als Diagnostikum v. a. noch durch
eine bisher nicht vorhandene Standardisierung limitiert (Montuschi et al., 2013).
Deshalb kénnte das Etablieren einer robusteren Methodik Gegenstand weiterer
Forschung im Zusammenhang mit der eNose sein. Sofern es dann moglich wa-
re, bereits konventionell diagnostizierte Krankheiten zuverlassig und einfach zu
Lerriechen’, schlielt sich die Frage an, welche Voraussetzungen noch erfillt
werden mussten, bis durch die Analyse beliebiger Ausatemluft eindeutige
Diagnosen im klinischen Alltag gestellt werden kdnnen.

Eine weitere interessante Fragestellung in dieser Hinsicht ware, inwiefern viel-
leicht sogar eine Fruherkennung noch vor klinischer Symptomatik oder aktuell
moglicher klinischer Diagnostik erreicht werden kann.

Der prospektive Aspekt in Zusammenhang mit der eNose-Forschung sollte ein
wesentlicher Gegenstand zukunftiger Forschungsansatze sein. Aulderdem ist es
essenziell, die in dieser Pilotstudie erstmalig an einer Kohorte mit Insektengiftal-
lergikern gewonnenen Ergebnisse, trotz der angesprochenen schwierigen Pro-
bandenrekrutierung, in weiteren Studien mit grélieren Fallzahlen zu Uberprifen.
Dann wirde sich auch die Analyse weiterer Subgruppen anbieten. Erwagens-
wert waren hierbei etwa die Einbeziehung des Schweregrads der anaphylakti-

schen Reaktion, die Unterscheidung bzgl. Markerallergenen, der Einschluss
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von Mastzellerkrankungen in die Analyse bzw. die Bestimmung des Tryptase-
werts oder die Stratifizierung nach Komorbiditadten und/oder Dauermedikation.

Sofern die Detektion einer Allergie, insb. von Hymenopterengiftallergien, zuver-
lassig moglich ware, stinde letztendlich mit der eNose ein diagnostisches
Werkzeug im klinischen Alltag zur Verfugung, das ein hohes Potenzial besitzen
wurde, nicht nur die Krankheit, sondern moglicherweise auch deren erfolgreiche
Behandlung durch Induktion einer Toleranz im Rahmen einer AIT nachzuwei-
sen. Damit wirde der nichtinvasive Einsatz der eNose den Patienten die zur
Feststellung des Therapieerfolgs bisher erforderliche Stichprovokation, ein-
schlieBlich der Gefahr einer hierdurch hervorgerufenen anaphylaktischen Reak-

tion, ersparen.
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