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1. EINLEITUNG

1.1 Allergie

Definition

1906 veroffentlichte der Wiener Kinderarzt Clemens von Pirquet einen Artikel, in
dem er zwischen nutzbringender und schadhafter Immunitdt unterschied, der
Begriff ,Allergie” fiel erstmalig (abgeleitet aus dem griechischen ,allos“= anders
und ,ergon‘= Werk, Tétigkeit). Damit meinte er eine spezifische veranderte
Reaktionsfahigkeit des Organismus, die sowohl Uberempfindlichkeitsreaktionen
als auch abgeschwachte immunologische Reaktionslagen miteinschioss [46].
Heute dagegen wird unter dem Begriff ,Allergie eine ,spezifische Anderung der
Immunitétslage im Sinne einer krankmachenden Uberempfindlichkeit* verstanden.
[48].

In der Klassifikation von Coombs und Gell [16] wird nach Pathomechanismen in 4
Typen der allergischen Reaktion unterschieden:

Typ | umfasst Erkrankungen wie z.B. allergische Rhinitis/ Konjunktivitis,
allergisches Asthma bronchiale, Insektengift-Allergie, Nahrungsmittelallergie,
Anaphylaxie. Hierbei werden vasoaktive Mediatorsubstanzen durch Uberbriickung
zweier IgE-Molekiile durch das Allergen freigesetzt, welche sich auf der
Oberflache von Mastzellen und Leukozyten befinden. _
Typ 1l manifestiert sich in Erkrankungen wie Hamolytische Andmie,
Thrombozytopenische Purpura, Agranulozytose, bei denen sich zytotoxische
Antikdrper gegen Oberflachenantigene von Zellen richten, wodurch es zur
Aktivierung von Killerzellen, zur Phagozytose oder zur komplementvermittelten
Lyse kommt.

Typ I liegen zirkulierende Immunkomplexe zugrunde, welche das
Komplementsystem sowie neutrophile Granulozyten und Thrombozyten
aktivieren. Typische Typ Illl- Allergien sind die Serumkrankheit sowie die
leukozytoklastische Vaskulitis. -



Typ IV umfallt Erkrankungen wie das allergische Kontaktekzem, Arzneimittel-
Exantheme, die  Tuberkulin-Reaktion sowie die  Abstolung von

Organtransplantaten. Pathogenetisch liegen hier sensibilisierte Lymphozyten
zugrunde.

Neben den bekannten vier Typen nach Coombs und Gell kébnnen zwei weitere
Typen abgegrenzt werden: -

Typ V beschreibt granulomatdse Reaktionen, die sich histologisch durch
Epitheloidzellgranulome auszeichnen. Diese entstehen z.B. nach Injektion. von
Fremdsubstanzen wie 16sliches Kollagen.

Typ VI als ,stimulierend/neutralisierende Uberempfindlichkeit* (,stimulating
hypersensitivity nach Roitt [58]), wobei die Antikdrper hormonartig direkt durch
Interaktion mit einem spezifischen Rezeptor die pathogene Reaktion ausiosen,
ohne Verstirkung durch Mediatoren oder Entziindungszellen. Beispiele hierflr
sind z.B. Autoimmunkrankheiten der Schilddriise oder die Myasthenia gravis mit
Antikdrpern gegen das Acetylcholin der motorischen Endplatte [47].

Zusatzlich zu der Klassifikation nach Coombs und Gell wird bei allergischen
Erkrankungen zunehmend nach der Art der T-Zell-Antwort unterschieden [42].
Dies basiert auf der Erkenntnis, dass die naiven T-Helferzellen (THO) durch
Aktivierung von sogenannten Dendritischen Zellen nach Antigenkontakt zu T-Zell-
Untergruppen differenzieren. Diese beiden Subtypen (TH1 und TH2)
unterscheiden sich durch die Sekretion ganz unterschiedlicher Botenstoffe, der
Zytokine, und setzen damit vollig verschiedene Reaktionen und biologische
Konsequenzen in der Effektorphase der Immunantwort in Gang. Entscheidend fur
die Richtung, in die sich eine THO-Zelle differenziert, ist die Anwesenheit von
Botenstoffen, den Interleukinen (IL) im Mikromilieu: entweder von IL-4 (zur TH2-
Antwort) oder IL- 12 (zur TH1-Antwort).

Wichtige von der TH1-Zelle schliesslich sezernierten Zytokine sind z.B. das IL-2
und Interferon y. Die TH1-Immunantwort schliesst z.B. die ,delayed type

hypersensitivity ein, welche fir die Abwehr intrazellularer Organismen



entscheidend ist. Auch das Kontaktekzem ist ein typisches Beispiel fir eine TH1-
Antwort.

Die Typ-l oder Soforttyp-Allergie (wie z.B. das Asthma bronchiale, die allergische
Rhinokonjunktivitis, = Nahrungsmittelallergien)  hingegen ist eine TH2-
Immunantwort. Die TH2-Zelle sezerniert u.a. IL-4 und IL-13, welche auf
Mastzellen und Eosinophile wirken und die Produktion von IgE-Antikérpern aus B-
Lymphozyten veranlassen. Ein weiteres Beispiel flr eine TH2-Immunantwort ist
die Abwehr von Wurminfektionen.

Antigen-Antikérper-Bindung der Soforttyp-Reaktion

Fir die allergische Soforttyp-Reaktion ist aus der Gruppe der Immunglobuline, der
Antikorper, das IgE entscheidend. Immunglobuline bestehen aus zwei funktionell
verschiedenen Anteilen: dem Fab-Fragment (ab=antigen binding) mit den
hypervariablen Regionen fiir die Antigen-Erkennung und —Bindung, und dem Fc-
Fragment (c= constant) mit dem konstanten Teil des Immunglobulin, welcher z.B.
an Zellen bindet. IgE ist Gber spezifische Rezeptoren mit dem Fc-Anteil an der
Oberflichenmembran von Mastzellen und Basophilen gebunden [47].

Am Ende des Fab-Armes interagieren spezifische Regionen mit dem Antigen.
Hierbei passt das Antigen in den spezifische IgE-Fab-Abschnitt wie ein Schitssel
in sein Schloss. Entscheidend fur die Erkennung der antigenen Determinante
(dem Epitop) ist nicht nur dessen Aminosauresequenz, auch die Tertiarstruktur,
die rdumliche Aufteilung des Molekiils, ist relevant.

Die Bindung zwischen der Fab-Region und dem Epitop ist nicht kovalent.
Stattdessen  werden  mehrer Interaktionen wie  Wasserstoffbindung,
elektrostatische Krafte, Van der Waals-Krafte und hydrophobe Krafte wirksam.
Durch die Vielzahl der Interaktionen ergibt sich schliesslich eine hohe
Bindungsenergie. Die Starke dieser nicht-kovalenten Bindung hangt jedoch
entscheidend von der Distanz zwischen den interagierenden Gruppen ab. Je
besser die Antigendeterminante in die antigenbindende Stelle des IgE-Fab-
Abschnitt passt, desto besser kénnen sich gleichzeitig mehrere nicht-kovalente
Bindungen ausbilden. Entspricht das Antigen jedoch nicht seiner komplementéren



Struktur, der antigenbindenden Fab-Region, kdnnen nur wenige o.g. nicht-
kovalente Bindungen ausgebildet werden und abstossende Krafte, wie z.B. durch
Uberlappung von Elektronenwolken, verhindern die Bindung von Antikérper und
Antigen [59].

Bei Bindung eines Antigens mit den Fab-Regionen zweier IgE-Antikbrper werden
die fur IgE spezifischen Rezeptoren in der Zellmembran (berbriickt und einander
angenahert (das sogenannte ,bridging®). Die Zellantwort flir dieses Signal besteht
schliesslich u.a. aus der Exozytose von praformierten, in Granula gespeicherten
Mediatoren wie dem Histamin, dem typischen Mediator der allergischen Soforttyp-
Reaktion [47].

Epidemiologie

Allergien haben in den letzten Jahrzehnten dramatisch zugenommen [12, 30, 51,
71, 75]. Die ISAAC-Studie von 1998 (International Study of Asthma and Allergie in
Childhood [30]) zeigte, dass in den verschiedenen Landern grosse
Haufigkeitsunterschiede bestehen: an der Spitze lagen Grossbritannien,
Australien und Neuseeland mit 30-35 % bei Asthma, Heuschnupfen ca. 20 % und
atopisches Ekzem 15-20 %. Die niedrigsten Raten wurden in Indonesien und
Albanien gefunden (Asthma 2-3 %, Heuschnupfen 4-5%, atopisches Ekzem 1-2
%). Deutschland lag in der Mitte mit 10-20%. In Deutschland selbst wurden
mehrere umfangreiche epidemiologische Untersuchungen in verschiedenen
Lebensaltern durchgefiihrt [41 ,50 ,51, 55, 71]. Zusammenfassend ergab sich,
dass grosse regionale Unterschiede (sowohl zwischen Ost und West als auch
zwischen Nord und Sid) bestanden. 10-20 % der erwachsenen Bundesburger
gaben an, unter einer Allergie zu leiden. Bei 5-6jéhrigen Kindern betrug die
Haufigkeit von Bronchialasthma 2-5 %, Heuschnupfen 1-7 % (bei 9- bis 10-
jahrigen Kindern ca. 10%) und atopischem Ekzem 6-@ %; die
‘Sensibilisierungsraten (Aeroallergene, Nahrungsmittel- oder Insektengiftallergene)
lagen etwa doppelt so hoch. Heuschnupfen und Asthma waren unmittelbar nach
der Wiedervereinigung in Ostdeutschland signifikant seltener als in
Westdeutschland, ebenso die Sensibilisierung gegen Hausstaubmilben und



Birkenpollen. Beziiglich der Graserpollen fand sich ein Unterschied zwischen
Nord- und Siiddeutschland: in Bayern lag die Sensibilisierungsrate bei bis zu 40%.
Die beobachteten Ost-West-Unterschiede waren nicht fiir alle Geburtsjahrgénge
gleich. Offenbar kommt insbesondere Einflissen, die seit den friihen 60er Jahren
wirksam sind, eine Bedeutung zu [73]. In der zweiten Halfte der 90er Jahre stieg
auch bei ostdeutschen Kindern die Pravalenz von Heuschnupfen an. Jedoch
- scheinen Kinder, die auf dem Bauernhof aufwachsen, weniger Allergien zu
entwickeln als Stadtkinder [24]. Schliesslich sind Krankheiten bekannt, die mit

einem verringerten Atopie-Risiko einhergehen (z.B. Diabetes mellitus)[45].

1.2 Nahrungsungsmittelallergie

- Definition und Differentialdiagnosen

Beschwerden im zeitlichen Zusammenhang mit dem Verzehr von Nahrungsmitteln
kénnen Uber ganz unterschiedliche Pathomechanismen ausgeldst werden.

Das Subkommittee fir Nahrungsmittel-Unvertraglichkeiten der Europaischen
Akademie flir Allergologie und klinische Immunologie (EAACI) hat 1995 ein
Positionspapier  herausgegeben  [10], welches die  Nahrungsmittel-
unvertraglichkeiten unterscheidet (siehe Abb. 1-1).



Abb. 1-1: Gliederung Nahrungsmittel-bedingter Unvertraglichkeitsreaktionen
(nach EAACI)

Nahrungsmittel-Unvertraglichkeitsreaktionen

Nicht-Toxische Reaktionen Toxische Reaktionen
Immunologische Reaktionen Nicht- Immunologische Reaktionen
(NM- Allergie) (NM- Intoleranz)
IgE- Nicht- IgE- Nicht Pharma- Enzymo-
vermittelt vermittelt definiert kologisch pathien

NM= Nahrungsmittel

Zunachst wird grundsatzlich zwischen toxischen Reaktionen und nicht- toxischen
Reaktionen unterschieden. Toxische Reaktionen kénnen z.B. durch Giftpilztoxine
oder Bakteriengifte (wie z.B. Staphylokokkus-Toxine) in Lebensmitteln
hervorgerufen werden.

Die nicht-toxischen Reaktionen sind individuelle Uberempfindlichkeitsreaktionen
und werden in immunologisch bedingte und nicht immunologisch bedingte
unterteilt. Flr erstere wird der Terminus ,food allergy” (Nahrungsmittel-Allergie)
empfohlen. Im Vordergrund steht bei den immunologisch bedingten Reaktionen
die IgE- vermittelte Reaktion.

Bei den nicht immunologisch bedingten Reaktionen kommt der Begriff ,food
intolerance” (Nahrungsmittel-Intoleranz) zur Anwendung. (Position Paper EAACI,
1995 [10]). _

Innerhalb der nicht immunologisch bedingten Reaktionen wird zwischen
enzymatischer, pharmakologischer und nichtdefinierter Intoleranz unterschieden.
Ein Beispiel flir enzymatische Intoleranz ist die Milchunvertraglichkeit bei



Patienten mit Laktasemangel. Bei der pharmakologischen Intoleranz reagieren
Patienten auf Substanzen wie vasoaktive biogene Amine, die Ublicherweise in
einigen Nahrungsmitteln vorhanden sind (wie z.B. in Kase), empfindlicher als
andere Personen. Zu der nichtdefinierten Intoleranz wird der Begriff Idiosynkrasie
gezahlt, hierbei kann bei Nahrungsmittel-induzierten Beschwerden mittels
allergologischer Diagnostik kein immunologischer Mechanismus nachgewiesen
werden. Ahneln die Symptome hierbei klinisch sehr stark denen bekannter
allergischer Reaktionen, spricht man auch von ,Pseudo-Allergie“(z.B. bei Urtikaria
und anaphylaktoiden Reaktionen im Zusammenhang mit Konservierungsmitteln)
[63, 76].

Fur die Diagnose einer Nahrungsmittelallergie [52] gelten demnach folgende
Postulate:

1. Gesicherte Ausldsung durch das Nahrungsmittel

2. Ausschlul® anderer Méglichkeiten der Unvertraglichkeit

3. Nachweis einer immunologischen Sensibilisierung

Schliesslich sind von den o.g. eindeutig somatischen Phanomenen
Somatisierungsstérungen abzugrenzen.

Fir eine bestimmte Gruppe von Patienten z.B., die unter polysomatischen
Beschwerden meist subjektiver Art leiden und {iberzeugt sind, gegen
Umweltschadstoffe, oft in Lebensmitteln, allergisch zu sein, wurde die
Arbeitsdiagnose ,Oko-Syndrom* oder auch ,Multiple Chemical Sensitivity,
odiopathic Environmental Intolerance® gefunden. Neben obijektivierbaren
allergischen oder pseudoallergischen Reaktionen fand sich bei Gber der Halite
dieser Patienten eine psychosomatische Uberlagerung, meist im Sinne von
reaktiven Depressionen [49, 54].



Klinische Manifestationen

Nahrungsmittelunvertraglichkeiten kénnen ein breites Spektrum subjektiver und
objektiver Symptome an verschieden Organsystemen hervorrufen.

Der Grofteil dieser Symptome manifestieren sich am Hautorgan (60-70 %),
jeweils ca. 20 % der Beschwerden betreffen den Gastrointestinaltrakt und die
unteren Atemwege, zu 10 -15% ist das kardiovaskulare System betroffen [48].
Besonders bei Obst und Nussen, wie auch bei dem in dieser Arbeit untersuchten
Apfel, wird zudem haufig Uber Beschwerden im Bereich der Rachen- und
Mundschieimhaut berichtet. Dieser Symptomenkomplex wird eigens unter dem
Begriff ,Orales Allergie-Syndrom (OAS)* zusammengefasst [26]. Neuere
Vergleiche von Fragebogenangaben zweier Kollektive von jeweils 300 Patienten
mit Heuschnupfen oder saisonalem Asthma bronchiale allergica (es wurden
jeweils Angaben von 1979-1983 bzw. 1995-1996 verglichen) haben gezeigt, dass
in einen Zeitraum von 15 Jahren die Pravalenz des Oralen Allergie-Syndroms
(1979-1983 17,3 %, gegeniber 1995-1996 58,3 %) um das Dreifache gestiegen
ist [44].

Diagnostik

Auch bei Nahrungsmittelunvertraglichkeiten kommen die 4 Stitzpfeiler der
allergologischen Diagnostik zum Tragen:

e Anamnese

e in-vitro-Diagnostik

e Hauttestung

e Provokation

Fir die Anamnese kann das Fihren eines Patiententagebuches hilfreich sein, in
welchem der Patient seine Erndhrungsgewohnheiten sowie seine Beschwerden
im zeitlichen Zusammenhang protokolliert.
Mittels RAST (Radio-Allergo-Sorbens-Test) werden spezifische Antikérper gegen
verdachtige Nahrungsmittel nachgewiesen.




Fur die Hauttestung kommen offener Epikutantest, Reibtest, Pricktest, Scratchtest
und Intrakutantest in Frage. Neben den handelsiiblichen Allergenlésungen ist die
Anwendung des nativen Nahrungsmittels bei offenem Epikutantest, Reibtest,
Pricktest und Scratchtest besonders bei Obst und Gemiise sinnvoll, da hier mit
den handelsUblichen Pricktestlosungen haufig falsch negative Hauttestergebnisse
erzielt werden [17, 37]. Gegeniber handelsiblichen Allergenlésungen fehlt bei
Testung mit dem nativen Lebensmittel jedoch die Standardisierung der
applizierten Allergenmenge, wodurch das Nebenwirkungsrisiko schwerer
eingeschatzt werden kann.

Provokationstestungen werden im weitgehend erscheinungsfreien Intervall, nach
Meidung des verdachtigen Nahrungsmittels Uiber 5-7 Tage, durchgefiihrt. Sofern
maglich, sollte die Provokation plazebokontrolliert und doppelblind durchgefhrt
werden. ,

Skamstrup Hansen et al [65] haben orale Provokationstestungen mit frischem
Apfelsaft, frisch geriebenem Apfel und trocken-gefrorenem Apfelextrakt
verglichen. Grundsatzlich war es damit méglich, doppelblind- plazebokontrollierte
orale Provokationen mit Apfel durchzufiihren. Fiir den Apfelsaft zeigte sich eine zu
geringe Sensitivitdt, kombiniert mit einer hohen Reaktionsrate auf Plazebo. Die
Sensitivitat bei Testung mit geriebenem Apfel und mit getrocknetem Apfelextrakt
war héher. Die Autoren empfehlen weitere Untersuchungen.

SchlieRlich kdonnen bei Nahrungsmittelunvertraglichkeiten zu diagnostischen
Zwecken Didten eingehalten werden (Ausladiat, Stufendiat) [52].

Epidemiologie

Lebensmittelunvertraglichkeiten scheinen im Kindesalter sowie bei Frauen
haufiger zu sein als in der Gesamtbevélkerung [62]. Dabei ist iber die exakte
Pravalenz von Lebensmittelallergien in der Gesamtbevdlkerung nur wenig
bekannt. Nach Literaturangaben schwanken die Pravalenzen von
Lebensmittelallergien zwischen 2 und 33 %. Dabei ist entscheidend, mit welchen

Methoden die Daten beziglich der Lebensmittelallergie erhoben wurden. Bei



Eigenangaben ist zu beachten, dass eine komplette allergologische Diagnostik zur
Bestéatigung einer Allergie nicht vorliegt, validere Daten liefern dagegen Studien,
die anamnestische Angaben durch Haut- oder Provokationstestungen
untermauern kénnen.

Studien, deren Daten sich auf Eigenangaben durch Fragebogen stiitzen, ergeben
folgende Pravalenz von Nahrungsmittelunvertraglichkeiten:

¢ 33% nach Eigenangaben in einer erwachsenen englischen Population (n=560)

[7]1

Bei Studien, die sowohl Eigenangaben als auch Hauttests und RAST heranzogen,

ergaben sich folgende Pravalenzen fiir Nahrungsmittelunvertraglichkeiten:

¢ 5,8% bei 5-6jahrigen deutschen Kindern (Eigenangaben); im Pricktest (n=1005)
mit Kuhmilch zeigten sich in 4,3 % positive Reaktionen, 15,1 % bei der
Pricktestung mit Hihnerei. Ein RAST mit 6 Nahrungsmittelallergenen war bei
6,9 % positiv [62].

e 6,9% nach Eigenangaben bei englischen Kindern (n=1167); im Pricktest mit
Kuhmilch zeigten sich in 4,1 % positive Reaktionen, 9,3% bei der Pricktestung
mit Hiihnerei [3]. |

e 18,8% nach Eigenangaben in einer | Hamburger Stichprobe der
Aligemeinbevélkerung (n=910); im Pricktest (bei n=859) mit Kuhmilch zeigten
sich in 3,8 % positive Reaktionen, 8,3 % bei der Pricktestung mit Hithnerei (bei
den Kindern lag die Sensibilisierungsrate signifikant héher: bei 16,7 % positiver
Pricktest bei Hiuhnerei, 7,8 % bei der Pricktestung mit Kuhmilch). Ein Nachweis
spezifischer IgE-Antikérper im RAST (bei n=832) zeigte sich bei 1,4 % gegen
Huhnerei und bei 1,1 % gegen Kuhmilch (Kinder: IgE-Antikdrper im RAST bei
5,2 % gegen Kuhmilch und 6,5 % gegen Hihnerei) [62].

Studien, bei denen Orale Provokationstestungen durchgefiihrt wurden, zeigen

folgende Pravalenzen fur Nahrungsmittelunvertraglichkeiten:
e 4,9% nach Eigenangaben in einer erwachsenen amerikanischen Population
(n=2385), bei 23 % (von n=39) war der Orale Provokationstest positiv [15].
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¢ 12,4% nach Eigenangaben bei niederlandischen Erwachsenen (n=1483); bei
16,4% der getesteten Probanden (n=73) war der Orale Provokationstest positiv,
daraus ergeben sich fiir die niederlandische, erwachsene Gesamtbevélkerung
bezluglich der Pravalenz einer Nahrungsmittelunvertraglichkeit Schatzungen
von 0,8- 2,4% [43].

e 20,4% nach Eigenangaben in einer englischen Kohorte (n=18880), bei 19,4%
der getesteten Probanden (n= 93) war der Orale Provokationstest positiv,
daraus ergeben sich fir die britische Gesamtbevélkerung beziiglich der
Pravalenz einer Nahrungsmittelunvertraglichkeit Schatzungen von 1,4-1,8%
[77].

1.3 Apfelallergie

1972 findet sich im British Medical Journal [33] ein Widerspruch zu dem
Sprichwort , an apple a day keeps the doctor away”. Es werden zwei Fallbeispiele
genannt, bei denen Ekzemerkrankungen bei Patienten mit regelméafigem
Apfelverzehr nach Verzicht auf Apfel abheilen. Ansonsten fallt die Apfelallergie in
der Literatur Gberwiegend im Zusammenhang mit Untersuchungen zur Pollinosis
und assoziierten Nahrungsmittel-Unvertraglichkeiten auf.

Zusammenhang zur Birkenpollenallergie

Oraler Juckreiz im Zusammenhang von Verzehr von Apfel bei Birkenpollen-
Allergikern wurde in Philadelphia bereits 1926 beobachtet [66] und in
Skandinavien in den 40er Jahren beschrieben [32]. In den 70er Jahren wurde
gezeigt, dass der Sensibilisierungsgrad gegen Birkenpollen mit der Haufigkeit von
Nahrungsmittel-Unvertraglichkeiten korreliert. Es wurde vermutet, dass diesen
Beobachtungen eine Strukturahnlichkeit der Allergene zugrunde liegt [21]. Diese
Strukturahnlichkeiten bei Birkenpollen- und Apfelallergen konnten 1980 mittels
RAST-Inhibition gezeigt werden [38].
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Aus der Strukturahnlichkeit ergibt sich ein therapeutischer Nutzen: eine
spezifische Immuntherapie mit Birkenpollenextrakt bei Birkenpollenallergikern
kann auch zur Behandlung einer Apfelallergie erfolgreich eingesetzt werden [5].

Identifizierung des Major-Allergens des Apfels

Schliellich konnten Proteine, die u.a. mit Nahrungsmitteln kreuzreagierten,
identifiziert werden [13]. In vitro- Untersuchungen zeigten, dass ein 17-18 kD-
Protein ein wichtiges Apfel-Allergen ist und dass dieses Protein gemeinsame
Epitope mit dem Birkenpollen (BP)-Major-Antigen aufwies [19]. Mittels
Inhibitionsversuchen und Immunoblotting konnte gezeigt werden, dass zwar
Zugabe von BP-Allergen die Bindung von IgE gegen Apfel hemmt, dies umgekehrt
jedoch vernachlassigbar ist [19, 35]. Diese Untersuchungen stiitzen die Ansicht,
dass Pollen als primares Allergen wirken und die Nahrungsmittelallergien
konsekutiv durch homologe Epitope verursacht werden.

Einfluss verschiedener Faktoren auf die Allergenitét von Apfel

Weitere Untersuchungen zum Apfel-Major-Allergen zeigten, dass der Gehalt an
18-kD-Allergen in unterschiedlichen Apfelsorten variiert. Anhand unterschiedlicher
Methoden verglich Vieths 1994 [67] verschiedene Apfelsorten. Mittels SDS-Page
verglich er die Intensitdt der dargestelliten Proteinbanden der Apfelsorten. Im
EAST mit Allergenscheiben, die mit unterschiedlichen Apfelextrakten beladen
waren, verglich er die IgE- Bindung nach Inkubation mit Patientenserum. In der
EAST-Inhibition wurden Allergenscheiben mit Golden Delicious- Extrakt beladen,
mit Patientenserum inkubiert und die Proteinmenge der unterschiedlichen
Apfelsorten gemessen, welche zur Hemmung der IgE-Bindung fihrte. Im
Histaminfreisetzungstest mit Basophilen von Apfelallergikern wurde die
Proteinmenge der Apfelexirakte ermittelt, welche eine festgelegte
Histaminfreisetzung erzielte. Im Immunoblot wurden Uber IgE-Bindung nach
Inkubation mit Apfelallergikerserum Allergenbanden sichtbar gemacht und deren
Intensitat verglichen. Schlief3lich wurden sowohl Pricktestreaktionen mit

Apfelextrakten unterschiedlicher Sorten beurteilt als auch orale Provokationen bei
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Apfelallergikern mit unterschiedlichen Apfelsorten durchgefiihrt. Alle Methoden
zeigten abnehmende allergene Potenz in der Reihenfolge Golden Delicious >
Boskop > Jamba. [67]. Auch Hsieh et al [27] fanden den hdchsten Allergengehalt
in der Sorte Golden Delicious.

Zudem ist die Eigenschaft, spezifisches IgE zu binden, wahrend der Reifung bzw.
bei reifen Apfeln ausgepragter als bei unreifén Apfeln [69, 27].

1999 verglichen Fernandez-Rivas et al die allergene Potenz von Fruchtfleisch und
Schale u.a. des Apfels. Bei 33 Apfelallergikern zeigten sich ausgepragtere
Reaktionen bei der Schale als beim Fruchtfleisch in der Testung mittels Pricktest,
Histamin- Freisetzungstest und RAST [22].

Weiterhin spielt die Jahreszeit eine Rolle fiir die Ausprdgung der Symptome bei
Apfelallergikern. Skamstrup et al fiihrten bei 27 BP-Allergikern vor und nach der
Birkenpollenflugzeit doppelblinde, plazebokontrollierte orale
Provokationstestungen mit geriebenem Apfel und schliesslich offene orale
Provokation mit ganzem Apfel durch. Zuséatzlich wurden die Ergebnisse von
Pricktest, Histaminfreisetzungstest, RAST und Immunoblotting verglichen. Die
Beschwerden nach der oralen Provokation fielen in der Pollenflugzeit
ausgepragter aus, ebenso war das spezifische IgE gegen Apfel signifikant hoher
in der Birkenpollenflugzeit. Bei Pricktest, Histaminfreisetzungstest und
Immunoblots ergab sich kein Unterschied prasaisonal und saisonal [64].

Im Zusammenhang mit weiteren Einflussfaktoren wie z.B. korperlicher Betétigung
kann es im Sinne eines Summationseffekies zu einer Verstarkung sonst
moderater Unvertraglichkeitsreaktionen oder bei fehlenden Beschwerden erst zum
Auftreten ebendieser kommen. Anibarro beschreibt 1994 einen eindrucksvolien
Fall einer 12jahrigen Patientin, welche nach Verzehr von Apfel und
anschlieRBendem Sport Urtikaria mit Quincke-Odem und asthmatischen
Beschwerden bot. Im RAST sowie Prick zu Prick-Test mit frischem Apfel zeigten
sich Sensibilisierungen gegen Apfel. Die Symptome konnten in der Provokation
mit Apfelverzehr und anschlieRender koérperlicher Anstrengung reproduziert
werden. Orale Provokation mit Apfel allein sowie Sport allein l6sten keine
Symptome aus [4].
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Mathelier-Fusade et al konnten 2002 sogar eine Zeitspanne finden, in welcher das
nicht vertragenen Nahrungsmittel in Zusammenhang mit kdrperlicher Anstrengung
keine Beschwerden ausloste. Bei 7 Nahrungsmittelallergikern mit dieser
sogenannten ,exercise-induced anaphylaxis® verschwanden die Symptome,
sofern ein Intervall von 4 Stunden zwischen Nahrungsmittelaufnahme und
korperlicher Anstrengung eingehalten wurde [40].

1.4 Pestizide als Xenobiotika
Die Pravalenz allergischer Erkrankungen hat in den letzten 10-20 Jahren in vielen
Landern zugenommen (siehe 1.1). Die Ursache fiir diesen Anstieg ist unbekannt,

es liegen lediglich Hypothesen vor [47]:

Tab.1-1: Hypothesen zur Zunahme von Allergien

Genetische Disposition

Vermehrte Beachtung und verbesserte Diagnostik

Vermehrtes und veréndertes Auftreten neuer Allergene, Allergenexposition
Hoheres Lebensalter der Erstgebarenden

Starkere soziale Mobilitat (Emanzipation, Berufs- und Urlaubsverhalten)
Geringere Kinderzahl (kleinere Familien)

Geringere Immunstimulation (,Training des Immunsystems®) durch verbesserte
Hygiene, weniger Infektionen, Parasiten usw. (,Hygiene*- oder ,Urwald-
Hypothese)

Mangel an toleranzinduzierenden Faktoren

Einfluss antiallergischer Therapie (?)

Allergieférdernde Wirkung von Umweltschadstoffen

Eine dieser Hypothesen bezieht sich auf den Einfluss von Umweltschadstoffen auf
allergische Erkrankungen. Im folgenden soll néher auf die Umweltschadstoff-
Gruppe der Schadlingsbekdmpfungsmittel eingegangen werden. Die
Schadlingsbekampfungsmittel gehdren zu in Lebensmitteln natirlicherweise nicht
vorkommenden Bestandteilen (wie Zusatzstoffe, Riickstdnde, Kontaminanten),
den Xenobiotika (von xenos= fremd, biotisch= das Leben betreffend).
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Pestizide: Verbreitung und Definition

Allein die Umweltschadstoff-Gruppe der Schadlingsbekdmpfungsmittel ist weit
verbreitet: Die im Industrie Verband Agrar e.V. (IVA) zusammengeschlossenen
Firmen produzierten 1989 ca. 124.000 Tonnen Pflanzenschutzmittel, weitere
26.000 Tonnen wurden importiert. Die in der Bundesrepublik Deutschland
abgegeben Wirkstoffmenge lag bei 31.000 Tonnen, von denen ca. 800 Tonnen im
Gartenbereich Verwendung fanden [31].

Die Gefahrenstoffordnung und das Pflanzenschutzgesetz definieren die
Schéadlingsbekdmpfungsmittel und Pflanzenschutzmittel (siehe Anhang).

Aus dem englischen Sprachgebrauch wird fir Schadlingsbekampfungsmittel haufig
die Bezeichnung Pestizid Ubernommen. Der Begriff Pestizid leitet sich vom
lateinischen ,pestis® =Seuche/ Unheil und der Silbe ,-zid“ = abtétend ab [20].

Einteilung der Pestizide
Bei den Pestiziden handelt es sich um eine sehr heterogene Substanzgruppe.
Einerseits kdnnen sie nach der Art unterteilt werden, nach der die Schidlinge das

Pestizid aufnehmen:

o Kontaktgifte

e Atemgifte

¢ Fralgifte

o systemische Gifte
Die drei erstgenannten werden Uber Kontakt, die Atmung oder die
Nahrungsaufnahme vom Schadling aufgenommen, systemische Gifte werden von
Pflanzen Uber die Wurzeln aufgenommen und zum Wirkort, wie den Blattern,
transportiert. .

Weiterhin kénnen Pestizide je nach zu bek&mpfender Schéadlingsart unterteilt

werden in:
¢ Insektizide (gegen Insekten)
¢ Rodentizide (gegen Nager)
e Akarizide (gegen Spinnentiere)
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¢ Nematozide (gegen Fadenwirmer)
¢ Molluskizide (gegen Schnecken)
¢ Fungizide (gegen Pilzkrankheiten)

e Herbizide (gegen Unkrauter).

Die Insektizide wiederum lassen sich chemisch im wesentlichen drei Gruppen
zuordnen:

¢ den chlorierten Kohlenwasserstoffen

e den Cholinesterasehemmern (Organophosphate und Carbamate)

e den Pyrethrinen.

Ein bekanntes Beispiel flir einen chiorieten Kohlenwasserstoff ist das
Dichlordiphenyitrichlorethan ( DDT) als Kontakt- und Frass- Insektizid. Es wirkt tber

einen spezifischen Effekt auf die lonenpermeabilitdt am Insekten-Nerv. DDT wurde

1874 von Othmar Zeidler im Laboratorium von A. v. Baeyer synthetisiert, seine
insektizide Wirkung jedoch erst 1939 von Paul Miiller (Geigy) entdeckt, der dafur
1948 mit dem Nobelpreis fur Medizin ausgezeichnet wurde. Die seuchenférdernden
Begleitumstande des 2. Weltkrieges bei gleichzeitiger Unterversorgung mit anderen
Schadlingsbekdmpfungsmittein sowie die hohe Insekten- und geringe
WarmblUtertoxizitat verhalfen DDT besonders in der medizinischen Hygiene zu
einem schnellen Siegeszug. Die Erkrankungen an Malaria, Fleckfieber, Typhus und
Cholera konnten durch die wirksame Bekdmpfung der die Erreger libertragenden
Mucken, Lause und Fliegen (die sogenannten Vektoren) drastisch reduziert werden.
Durch das Anti-Malaria-Programm der WHO wurde diese Krankheit in vielen
tropischen Landern sogar nahezu ausgerottet. DDT war jahrzehntelang weltweit das
wichtigste Insektizid; 1963 wurden fast 100.000 Tonnen produziert und angewandt.
DDT wurde besonders in den 50er und 60er Jahren weltweit ausgebracht und flhrte
zu einer weltweiten Kontamination des Bodens, von Oberflachen und Grundwasser,
teils von Meeren. Da es leicht fettiéslich und chemisch und physikalisch sehr stabil
ist, wird es (iber die Nahrungskette von Organismus zu Organismus weitergegeben.
Selbst Muttermilch kann DDT enthalten.
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Das Auftreten von Resistenzen bei einigen Insektenarten sowie Berichte, dass DDT
bei einigen Vogelarten eine Verdiinnung der Eierschalen bewirke, bei M&usen
Leberkrebs auslése und im Fettgewebe von Warmbliitern gespeichert werde, die
Sorge vor einer Anreicherung in der Umwelt fihrten dazu, dass die Produktion und
Anwendung von DDT nach und nach in fast allen Industrieldndern verboten wurde.
Diesen Restriktionen schlossen sich zum Teil auch Entwicklungslénder an, was sich
unter anderem in einem drastischen Wiederanstieg der Malariaerkrankungen
niederschlug (in Ceylon zum Beispiel wurde 1963 die Malaria-Bekampfung mit DDT
eingestellt, 1968 jedoch wieder aufgenommen). Da es zur Zeit keine wirksame und
preiswerte Alternative, vor allem zur Bekadmpfung der Malaria-iibertragenden
Anopheles-Miicke, gibt, wird DDT in den Entwicklungslandern weiterhin produziert
(1984 ca. 30.000 Tonnen) und angewendet.

In der Bundesrepublik Deutschland ist DDT seit 1978 verboten [20].

Zu den chlorierten Kohlenwasserstoffen gehort auch das Hexachlorcyclohexan
(Lindan), welches bis 1978 in der BRD als Holzschutzmittel und bis heute in der
Humanmedizin als Lotion gegen die durch Kratzmilben verursachte Kratze
eingesetzt wird.

Zu den Cholinesterasechemmern zahlen die Phosphorsiureester oder
Organophosphate und die Carbamate.

Acetylcholin ist eine Ubertrigerstoff an parasympathischen Nervenendigungen,
Synapsen und an der motorischen Endplatte. Durch die Hemmung des
abbauenden Enzyms, der Acetyicholinesterase kommt es zu einer Anhaufung des
Ubertragerstoffes, zu einer inneren Acetyicholinvergiftung. Die Vergiftung mit
einigen Phosphorséureestern (wie z.B. Nitrostigmin= E605) kann fiir Menschen
lebensbedrohlich sein.

Die Carbamate sind eine grosse Gruppe innerhalb der Pestizide. Die Carbamate
werden nach ihrer Wirkung unterschieden in fungizide Carbamate (wie
Dithiocarbamate und Thiuramdisulfide, zu denen das Thiram gehort), insektizide
Carbamate (wie Carbaryl) und herbizide Carbamate ( wie Chlorpropham).
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Pyrethrine werden aus den getrockneten Bliiten verschiedener Chrysanthemen-
Arten gewonnen, welche die neurotoxischen Wirkstoffe enthalten und als
Kontaktgift gegen Insekten eingesetzt werden. Neben den natirlichen Pyrethrinen
werden auch synthetische Pyrethroide wie das Allethrin oder Permethrin eingesetzt
[20].

Richtlinien fir Pestizide

In der BRD diirfen Pflanzenschutzmittel bis auf wenige Ausnahmen nur in den
Verkehr gebracht oder eingefilhrt werden, wenn sie von der Biologischen
Bundesanstalt fir Land- und Forstwirtschaft (BBA) in Braunschweig, im
Einvernehmen mit dem Bundesgesundheitsamt (BGA) und dem Umweltbundesamt
(UBA) zugelassen sind. Fir die Kennzeichnung der Praparate werden u.a. die in
Tierversuchen (meist an der Ratte) ermittelten LDsg- bzw. LCsg -Werte (LD= letale

Dosis, LC= letale Konzentration) herangezogen. Diese Werte beschreiben die
mittlere todliche Konzentration, bei der 50 % der exponierten Versuchstiere nach
einmaliger Verabreichung sterben. Die LDsg oral flr Iprodion liegt bei ca. 3500
mg/kg, fir Thiram bei ca. 1000 mg/kg, fir Chlorpropham bei ca. 5000- 7500 mg/kg
[20].

Lebensmittel diirfen nur eine bestimmte Menge an Pflanzenschutzmittel enthalten.
Diese Werte sind in der Verordnung Uber Héchstmengen an Pflanzenschutzmitteln
in oder auf Lebensmittein und Tabakerzeugnissen von 1989 festgelegt
(Pflanzenschutzmittel-Hochstmengen-Verordnung- PhmV). Fir Thiuramdisulfide (
wie Thiram) ist die Rlickstandsmenge in Obst und Gemiise bei 2 mg/kg festgelegt,
fir lIprodion in Lebensmitteln bei 0,2-10 ug/kg. Fir nicht explizit aufgefuhrte
Substanzen gilt laut Riickstands-Hochstmengen-Verordnung eine allgemeine
Hoéchstmenge von 0,01mg Wirkstoff/kg Lebensmittel [20].

Die Menge der in Lebensmitteln vorhandenen Pflanzenschutzmittel-Rilickstande
héangt wesentlich von der Schnelligkeit des biologischen Abbaus des Wirkstoffes ab.
Die zustandige Behdrde kann deshalb fiir einzelne Préparate Wartezeiten zwischen
der letztmaligen Anwendung und der Ernte vorschreiben.
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Im Zusammenhang mit dem Riickstandsverhalten von Pflanzenschutzmitteln spielt
die in langfristigen Tierversuchen ermittelte Dosis eine Rolle, bei der kein
erkennbarer Effekt- auch nicht bei Nachkommen- eintritt (der sogenannte ,no effect
level: NOEL®). Diese Dosis ergibt, geteilt durch den Sicherheitsfaktor 100, den ADI-
Wert (acceptable daily intake = duldbare tagliche Aufnahmemenge DTA).

Die "duldbaren taglichen Aufnahmemengen" (DTA) der WHO sind nur fiir wenige
Stoffe bekannt. Die in Deutschland zulassigen Hochstmengen der Carbamate in

verschiedenen Nahrungsmitteln liegen zwischen 0,01 und 25 mg/kg [11].

Eigenschaften der in dieser Arbeit einbezogenen Pestizide und
Riickstandsanalysen

In dieser Arbeit wurden die Pestizide Chlorpropham, Thiram und Iprodion
verwendet.

Chlorpropham ist ein herbizides Carbamat, welches besonders als Bodenherbizid
in der Bekdmpfung von Ungrdsern und daneben als Keimhemmer im

Vorratsschutz von Kartoffeln eingesetzt wird. Chlorpropham bewirkt eine
Hemmung der Photosynthese und der Zellteilung. Der LDsg -Wert (Ratte, oral)
liegt fiir Chlorpropham bei 5000-7500 mg/kg.

0
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Abb. 3-1: Chlorpropham (Isopropyl-N- (3-chlorphenyl)carbamat)

Nach Untersuchungen im Rahmen des bundesweiten Monitoring von 10/1988-
3/1993 [1] waren bei 9,1 % der Kartoffelproben Chlorpropham-Riickstande
feststellbar. Es traten keine Hochstmengeniberschreitungen in
Lebensmittelproben auf. Nach der Riickstands-Hochstmengen-Verordnung liegt
die zugelassene Hochstmenge fir die Summe aus Chlorpropham und Propham
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bei 0,1 mg/kg fir Apfel, bei 0,2 mg/kg fiir Mohren und bei 0,5 mg/kg fir
gewaschene Kartoffeln [20].

Das Thiuramdisulfid Thiram ist ein fungizides Carbamat. Thiram wird als
protektives Fungizid im Kernobst-, Erdbeer-, Wein-, Gemiise- und
Zierpflanzenbau  eingesetzt. Thiram wird ausserdem als Saatgut-
Behandlungsmittel, oft in Kombination mit Insektiziden oder anderen Fungiziden,
verwendet, weiterhin wird Thiram gegen Auflaufkrankheiten im Rlben-, Mais-,
Reis-, Erdnuss-, Baumwoll-, Zierpflanzen-, und Gemiisebau sowie zur

Behandlung von Mais gegen Fasanenfrass und als Wildverbissmittel eingesetzt.
Der LDsg -Wert (Ratte, oral) liegt fir Thiram bei ca. 1000 mg/kg, LDsg dermal bei
>5000 mg/kg. [30]

Abb. 3-2 : Thiram (Tetramethylthiuramdisulfid)

Nach Untersuchungen im Rahmen des bundesweiten Monitoring von 10/1988-
3/1993 [1] waren Dithiocarbamate bei 2% der Obstproben und 6,1 % der
Gemuseproben nachweisbar. Héchstmengeniiberschreitungen wurden bei 0,4 %
der Obst- und Gemuseproben festgestellt ( u.a. bei Kopfsalat, Endivien, Feldsalat
und Trauben). Die zugelassenen Hochstmengen fiir die Summe aus
Thiuramdisulfiden und Dithio-Carbamaten ist bei Obst und Gemise auf 2 mg/kg
festgesetzt.

Das Carboxamid Iprodion wird als Kontakt-Fungizid im Wein-, Zierpflanzen-,

Gemuse- und Erdbeeranbau angewendet. Es verhindert die Keimung der Sporen

und das Wachstum des Pilmycels von Botrytis cinerea. Der LD5p -Wert (Ratte,
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oral) liegt fur Iprodion bei ca. 3500 mg/kg, LDsg —Wert dermal bei > 2500 mg/kg
[31].
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Abb. 3-3: Iprodion
(3-(3,5-Dichlorphenyl)-N-isopropyl-2,4,dioxoimidazolin-1-carboxamid)

Nach Untersuchungen im Rahmen des bundesweiten Monitoring von 10/1988-
3/1993 [1] waren Iprodion-Riickstédnde v.a. in Kopfsalat (27,3 % der Proben) und
in Erdbeeren (8,3% der Proben) nachweisbar. Hochstmengeniberschreitungen
waren bei Uber 1 % der untersuchten Proben traten bei Méhren (2 %) und
Pfirsichen (2,1 %) auf. Hochstmengen fiir Iprodion-Riickstande sind in
Lebensmitteln bei 0,2-10 ug/kg festgelegt [20].

In einer Riickstandsanalyse aus unserer Arbeitsgruppe [2] wurden je 40 Proben von
Apfeln, Karotten und Kartoffeln mittels Hochleistungs-Fliissigkeitschromatografie
(HPLC) und Gaschromatographie (GC) oder Photometrie auf 20 Pestizide
untersucht.

Es konnte mittels HPLC und GC bei einer von 40 Apfelproben a-Endosulfan mit
einem Gehalt von 0,13 mg/kg nachgewiesen werden. Es handelte sich um eine
Probe franzdsischer Herkunft aus konventionellem Anbau.

In einer Kartoffelprobe (aus Holland, konventioneller Anbau) waren 0,03 mg/kg
Tetradifon nachweisbar. Weiterhin wurde in einer Karottenprobe (aus Italien,
konventioneller Anbau) 0,013 mg/kg Iprodion gefunden.

Mit Hilfe der Photometrie fanden sich bei der Untersuchung von 40 verschiedenen

Apfelproben in zwei Fallen nachweisbare Belastung mit Dithiocarbamat- bzw.

21




Thiuramdisulfid-Rickstdnden. Bei diesen Apfelproben handelte es sich um
italienische Produkte aus konventionellem Anbau.

Pestizide und Allergie

Uber die Rolle von Pestiziden in der Ausldsung und Unterhaltung von allergischen
Sofort-Typ-Reaktionen ist bisher wenig bekannt.

Als Ursache von Kontaktdermatitiden mit Nachweis einer Typ- IV- Sensibilisierung
jedoch sind Pestizide besonders bei in der Landwirtschaft Tatigen seit langem
bekannt, so dass Richtlinien zur Durchfiihrung von Epikutantestungen mit
Pestiziden vorliegen [23, 39].

Beziglich der Typ |- Sensibilisierung liegen experimentelle Untersuchungen mit
einigen Pestiziden (den Organochlorpestiziden DDT, Dieldrin, Heptachlor,
Heptachlorepoxid, sowie dem Biphenyl, G-HCH= Lindan, Carbaryl und HCB=
Hexachlorbenzol) vor. Rohr et al. haben 1985 die Histaminausschittung aus
Rattenperitonealzell- Suspension sowie aus humanen basophilen Granulozyten
nach Stimulation mit Pestiziden untersucht und haben eine dosisabhangige,
nichtzytotoxische = Mediatorfreisetzung (Histamin und Leukotriene) nach
Stimulation mit den Pestiziden DDT, Dieldrin, Heptachlor, Heptachlorepoxid und
Biphenyl gezeigt [56, 57].

In der Literatur finden sich 3 Fallberichte, bei denen bei typischen Soforttyp-
vermittelten Symptomen (hier: Urtikaria mit Quincke-Odem, Asthma,
Rhinokonjunktivitis) Typ |- Sensibilisierungen gegen die beruflich exponierten
Pestizide nachgewiesen werden konnten [6]. Dabei handelte es sich beim ersten
Patienten mit Urtikaria und Quincke-Odem um Sensibilisierungen gegen
Cynoxamil, Mancozeb, Thiophanate und Seccatutto. Der zweite Patient mit
asthmatischen Beschwerden war gegen Paraquat sensibilisiert. Beim dritten

Patienten mit Rhinokonjunktivitis fand sich eine Sensibilisierung gegen Dodine.
Bisher liegen kaum Untersuchungen vor, die den Zusammenhang zwischen

allergischen Erkrankungen und Pestiziden in Nahrungsmitteln beleuchten. Jedoch

liegen aus unserer Arbeitsgruppe bereits Ergebnisse zum Zuéammenhang
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zwischen Apfelallergie und Pestiziden vor [2]. Es konnte gezeigt werden, dass im
Histaminfreisetzungstest aus basophilen Granulozyten von 4 Apfelallergikern und
2 Kontrolipersonen Chlorpropham als schwacher direkter Histaminliberator wirkte;
bei Inkubation mit Thiram (1 Apfelallergiker, 1 Kontrolle) zeigte sich hier keine
Histaminfreisetzung. Freisetzung von LTC4 konnte weder bei Inkubation mit
Chlorpropham noch mit Thiram festgestelit werden.

Bei der Inkubation mit Apfelextrakt und Chlorpropham zeigte sich im
Histaminfreisetzungstest aus Basophilen von 4 Apfelallergikern eine Verringefung
der Histaminfreisetzung bei Zusatz von Chlorpropham im Vergleich zum reinen
Apfel. Die LTC4-Freisetzung wurde nicht beeinflusst.

Bei der Inkubation mit Apfelextrakt und Thiram zeigte sich im
Histaminfreisetzungstest aus Basophilen von 1 Apfelallergiker und 1
Kontrollperson kein Unterschied der Mediatorfreisetzung im Vergleich zum reinen
Apfel.

Im EAST konnte weiterhin gezeigt werden, dass die Bindungsfahigkeit von IgE
aus Patientenserum an Apfelprotein durch Zugabe von Chlorpropham abnimmt
(bei 13 Apfelallergikern). Mit der Fragestellung, inwieweit das Apfelprotein
moglicherweise durch Zugabe von Chlorpropham verandert wird, wurden SDS-
PAGE/ Silberfarbung und SDS-PAGE/ Immunoblotting durchgefiihrt. Im SDS-
PAGE/ Silberfarbung blieben die Proteinbanden des Apfelextraktes auch nach
Zusatz von Chlorpropham unverandert. In der Untersuchung mittels SDS-PAGE/
Immunoblotting jedoch zeigte sich eine Banden-Abschwachung der
Hauptallergenbande bei 18 kD in Abhangigkeit von der zugesetzten
Chlorpropham-Menge. | |
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2. Zielsetzung der Arbeit

Patienten mit Nahrungsmittelallergie vermuten als Ausloser ihrer allergischen

Beschwerden immer wieder Umweltfaktoren wie z.B. Schadlings-

bekampfungsmittel. Gelegentlich wird angefihrt, dass nicht gespritzte

Nahrungsmittel (z.B. Apfel) besser vertragen wiirden als gespritzte.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, zu klaren, ob durch Zusatz von Pestiziden die

Allergenitat von Nahrungsmitteln- hier am Beispiel des Apfels- verandert wird.

Dazu wurden im Haut-Prick-Test und im in vitro-Histaminfreisetzungstest aus

humanen basophilen Granulozyten die Reaktionen auf Apfelextrakt allein, Pestizid

allein und mit Pestizid dotierten Apfelextrakten verglichen.

Es stellten sich folgende Fragen:

e Rufen Pestizide allein positive Reaktionen im Pricktest und im
Histaminfreisetzungstest hervor ?

e Wird das Apfelextrakt durch Zugabe von Pestizid in seiner Reaktivitat bzw.
Allergenitdt verdndert ? Falls dies der Fall ist, eher im Sinne einer
Abschwachung oder einer Verstarkung ?

e Stimmen die ermittelten Daten fiir die Haut-Pricktestung mit denen des
Histaminfreisetzungstestes tiberein ?
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Probandenkollektiv

Es wurden 62 Probanden (Geschlecht: 38 m, 24 w; Alter: 23- 58 Jahre,
Durchschnittsalter 31,5 Jahre) in diese Studie eingeschlossen.

Dabei wurden 3 Probandengruppen unterschieden:

Apfelallergiker, n= 22 (12 w, 10 m; Alter: 24- 58 Jahre, Durchschnittsalter 33,9
Jahre):

Probanden, die bei oder nach Verzehr von Apfel Beschwerden angeben und
einen positiven Pricktest (> einfach positiv) gegenliber Apfelallergen (Apfel-
Pricktestlosung der Fa. Allergopharma und/ oder selbsthergestellte
Apfelextrakte) und/ oder Apfel-spezifische IgE-Antikérper im CAP-RAST
aufwiesen.

Atopiker ohne Apfelallergie, n= 20 (11 w, 9 m; Alter: 25-51 Jahre,
Durchschnittsalter 30,6 Jahre): Probanden, bei denen in der Eigenanamnese
eine Erkrankung aus dem atopischen Formenkreis vorlag und/ oder IgE-
vermittelte Sensibilisierungen gegeniiber einer Auswahl aus 10 haufigen
Allergenen (siehe unter 2.2.3) im Pricktest oder RAST vorlagen, ohne dass
Beschwerden nach Genuss von Apfel berichtet wurden.

Nichtatopiker, n= 20 (14 w, 6 m; Alter: 23-45 Jahre, Durchschnittsalter 29,9
Jahre):

Probanden ohne anamnestischen Hinweis auf atopische Erkrankungen und
ohne IgE-vermittelte Sensibilisierungen gegeniiber 10 haufigen Allergenen in
Pricktest oder RAST

Fir die in vivo- Untersuchungen (den Haut-Prick-Test) wurden alle 62 Probanden
herangezogen. Fiir die erste Pricktestreihe stellten sich zur Verfigung: 19
Apfelallergiker, 20 Atopiker ohne Apfelallergie, 20 Nichtatopiker; fur die zweite
- Pricktestreihe: 14 Apfelallergiker, 9 Atopiker ohne Apfelallergie, 6 Nichtatopiker.
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Bei den in vitro- Untersuchungen (Histaminfreisetzungstest) wurden 11 dieser 62
Probanden eingeschlossen: 8 Apfelallergiker, 1 Atopiker ohne Apfelallergie sowie
2 Nichtatopiker.

3.1.2 Pestizide flr Pricktest und Histaminfreisetzungstest
In unsere Untersuchungen wurden die drei Pestizide Chlorpropham, Thiram und

Iprodion miteinbezogen (siehe Einleitung unter 1.4). Diese lagen in fester Form
(Fa. Dr. Ehrenstorfer) vor und wurden fir unsere Zwecke in Puffer bzw. in DMSO
gelost.

3.1.3 Material fiir die Pricktestungen

3.1.3.1 Pricktestlésungen:

a) 10 handelsiibliche Allergene (Fa. Allergopharma)

Graserpollen Art-Nr. 006
Birkenpollen Art-Nr. 108
Beiful3pollen Art-Nr. 106
Katzenhaare Art-Nr. 309
Dermatophagoides pteronyssinus Art-Nr. 725
Haselnuf} Art-Nr. 542
Karotte Art-Nr. 561
Kartoffel Art-Nr. 563
Apfel Art-Nr. 531
Sellerie Art-Nr. 637
b) Positiv- und Negativkontrollen ,
NaCl Art-Nr. 001
Histamin Art-Nr. 002
¢) Apfelallergen

Fur diese Untersuchung haben Mitarbeiter des Institutes fir Biochemie und
Lebensmittelchemie der Universitat Hamburg Apfelextrakte hergestellt [68] (siehe
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3.2.2). Aus diesen Apfelallergen-Lyophilisaten = wurden aus  der
Ausgangskonzentration von 260 ug/ml Apfelprotein durch Verdiinnung mit einem
Puffer (hier: phosphate buffer saline = PBS) Pricktestldsungen unterschiedlicher
Apfelprotein-Konzentration hergestelit.

Anfanglich kamen Verdiinnungsstufen von 1:10000, 1:1000, 1:100 und 1:10 zur
Anwendung. In der 2. Pricktestreihe wurden Verdiinnungsstufen von 1:300, 1:100,
1:30 und 1:10 eingesetzt.

d) Pestizide

Die Pestizide Chlorpropham, Thiram und lprodion wurden in der wassrigen
Ausgangslésung (Chlorpropham: 5,32ug/ml, Thiram: 1,05ug/ml , Iprodion: 1,17
pg/ml) sowie jeweils in einer Verdiinnung von 1:10 von Mitarbeitern des Institutes
fir Biochemie und Lebensmittelchemie der Universitdit Hamburg zur Verfigung
gestellt.

e) mit Pestizid dotiertes Apfelallergen

Schliesslich  stellten Mitarbeiter des Institutes fiir Biochemie und
Lebensmittelchemie der Universitat Hamburg Pricktestldsungen her, in denen die
0.g. verschiedenen Apfelprotein-Losungen jeweils mit den o.g. Pestizid-Losungen
versetzt wurden.

Die entsprechenden Konzentrationen dieser Pricktestlésungen sind in Tab. 3-1
und Tab. 3-2 dargestellt.
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Tab. 3-1: Pricktestiésungen, 1. Pricktest-Serie

Substanz Verdiinnung dotiert (versetzt) mit
Histamindihydrochlorid 0,1% |- -
NaCl 0,9% - -
Apfelprotein (260 pg/ml) 1:10000 -
1:1000 -
1:100 -
1:10 -
Iprodion (1,17 ug/mi) - -
1:10 -
Thiram (1,05 ug/ml) - -
1:10 -
Chlorpropham (5,32 pg/ml) |- -
1:10 -
Apfel + Thiram Apfel 1:10000 Thiram 1:1
Apfel 1:10000 Thiram 1:10
Apfel 1:1000 Thiram 1:1
Apfel 1:1000 Thiram 1:10
Apfel 1:100 Thiram 1:1
Apfel 1:100 Thiram 1:10
Apfel 1:10 Thiram 1:1
Apfel 1:10 Thiram 1:10
Apfel + Iprodion Apfel 1:10000 Iprodion 1:1
Apfel 1:10000 Iprodion 1:10
Apfel 1:1000 Iprodion 1:1
Apfel 1:1000 Iprodion 1:10
Apfel 1:100 Iprodion 1:1
Apfel 1:100 Iprodion 1:10
Apfel 1:10 Iprodion 1:1
Apfel 1:10 Iprodion 1:10

Apfel + Chlorpropham

PBS

Apfel 1:10000
Apfel 1:10000
Apfel 1:1000
Apfel 1:1000
Apfel 1:100
Apfel 1:100
Apfel 1:10
Apfel 1:10

Chlorpropham 1:1
Chlorpropham 1:10
Chlorpropham1:1
Chlorpropham1:10
Chlorpropham1:1
Chlorpropham1:10
Chlorpropham:1
Chlorpropham1:10
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Tab. 3-2: Pricktestlosungen, 2. Pricktestserie

Substanz Verdiinnung dotiert (versetzt) mit
Histamindihydrochlorid 0,1% |- -
NaCl 0,9% - -
Apfelprotein (260 pg/mi) 1:300 -
1:100 -
1:30 -
1:10 -
Iprodion (1,17 ug/ml) - -
1:10 -
Thiram (1,05 pg/mi) - -
1:10 -
Chlorprpham (5,32 pug/ml) - -
1:10 -
Apfel + Thiram Apfel 1:300 Thiram 1:1
Apfel 1:300 Thiram 1:10
Apfel 1:100 1 Thiram 1:1
Apfel 1:100 Thiram 1:10
Apfel 1:30 Thiram 1:1
Apfel 1:30 Thiram 1:10
Apfel 1:10 Thiram 1:1
Apfel 1:10 Thiram 1:10
Apfel + Iprodion Apfel 1:300 Iprodion 1:1
Apfel 1:300 Iprodion 1:10
Apfel 1:100 Iprodion 1:1
Apfel 1:100 Iprodion 1:10
Apfel 1:30 Iprodion 1:1
Apfel 1:30 Iprodion 1:10
Apfel 1:10 Iprodion 1:1
Apfel 1:10 Iprodion 1:10
Apfel + Chlorpropham Apfel 1:300 Chlorpropham 1:1
Apfel 1:300 Chlorpropham 1:10
Apfel 1:100 Chlorpropham1:1
Apfel 1:100 Chlorpropham1:10
Apfel 1:30 Chlorpropham1:1
Apfel 1:30 Chlorpropham1:10
Apfel 1:10 Chlorpropham1:1
Apfel 1:10 Chlorpropham1:10

PBS

3.1.3.2. Sonstiges
Pricktestlanzette

Transparentes Lineal

Transparentes Pflaster

Fa. Braun
Fa. Hermal
Transpore, 3M
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3.1.4 Material fur den CAP-RAST (Radio-Allergo-Sorbent-Test)

Verwendete Allergene Fa . Pharmacia
Lieschgraspollen (g 6)
Birkenpollen (t3)
Beiful3pollen (w 6)
Katzenepithelien (e1)
Dermatophagoides pteronyssinus (d1)
Haselnul® (f17)
Karotte (f31)
Kartoffel (f 35)
Griiner Apfel (f 49)
Sellerie (f 86)

3.1.5 Material fir den Histaminfreisetzungstest

3.1.5.1 Chemikalien Hersteller
Astrablau Sigma A-2077
CaClz.2H,0 Merck
CH3COONa Merck
DMSO Merck
Eisessig Merck
Glucose-Monohydrat Merck
Heptan Merck
HSA (Humanes Serumalbumin) Sigma
KCl " Merck
MgCl,.6H,0 Merck
NaCl Merck
NaxEDTA.2H,0 (Titriplex IlI) Merck
NaOH Merck
n-Butanol : Merck
Perchlorsaure Merck

o-Phtaldialdehyd Sigma



PBS-Puffer-Tabletten Sigma

Percoll Pharmacia, Art.Nr 17-0891-01
Pipes Sigma

Rabbit Anti Human IgE DAKO, Code No A 0094, Lot 102
Trypanblau Merck

3.1.5.2 Reagentien

Die Reagentien sind im Kihlschrank aufzubewahren. Haltbarkeit ca. 2 Monate,
mit Ausnahme von Pipes B: 1 Woche haltbar.

Pipes A Puffer: Pipes 25 mM 7,56 ¢
NaCl 110mM 6,43 g
KCI 5mM 0,373 g
NaOH 45 mM 1,89
ad 1000 ml Aqua bidest.
pH 7,3

Osmolalitat 300 mosm

Pipes-Konzentrat: Pipes 250 mM 7,56 g
NaCl 1100mM 6,439
KCI 50mM 0,373¢g

10 NaOH ca 3,5 ml hinzufligen
ad 100 ml Aqua bidest.
pH 7,3
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Percoll-Stock:

NaCI-EDTA:

Pipes-Ag-EDTA:

Pipes-B:

0,1 M EDTA:

Na-Acetat-Puffer:

Astrablau-Lésung:

6% Essigsaurelsg:

Pipes-Konzentrat 50 mi
Percoll 450 mi
pH 7,3

Osmolalitat 300 mosm

NaEDTAx2H,O 1,488g
ad 1000 ml Aqua bidest.

HSA 0,06 g
Glucose-Monohydrat 0,2¢
NaEDTAx2H20 0,298 g
ad 200 mi Pipes A Puffer

pH 7,3

Osmolalitat 300 mosm

CaClxx2H,0 10,0147 ¢
MgCl>x6H,0 0,0246 g
ad 100 mi Pipes-A-Puffer

Na,EDTAx2H,O0 0,1 M 3,72¢g
ad 100 ml NaCl 0,9%

CH3;COONa 3,72¢
ad 100 ml Aqua bidest

pH 5,7 (mit HCI)

Astra blue 6GLL 0,19

Ad 100 ml Natriumacetat-Puffer unter Erwarmung
Eisessig 6 ml
ad 100 ml NaCl 1,8%
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3.1.5.3 Stimuli

a) Positiv- und Negativ-Kontrollen
Als Positivkontrolle wurde eine Anti-IgE-L6sung der Konzentration 7,7 pg/ml

eingesetzt. Negativkontrollen waren Pipes B und der Lésungsvermittler DMSO.

b) Apfelallergen
Es wurde das im Institut fir Lebensmittelchemie der Universitit Hamburg
hergestellte Apfelextrakt in einer Konzentration von 0,52 pg/ml verwendet.

c) Pestizide
Es wurden die Pestizide Chlorpropham und Thiram, jeweils in DMSO gelst, in
vier Konzentrationen eingesetzt (s. Tab. 3-4 und Tab. 3-5 unter 3.2.5.2).

d) mit Pestizid dotiertes Apfelallergen
Die o.g. Pestizidlésungen wurden im gleichen Versuch (Simultanstimulation) mit

dem Apfelextrakt 0,52 pg/ml verwendet (s. 3.2.5.2).

3.1.5.4 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Autoanalyzer Technicon

Feinwaage MC1 Research, Sartorius, Géttingen
Mikroskop Bio-Med, Leitz

Neubauer —Zahlkammer Schott

Osmometer Model 3,the advanced micrb-osmometer
pH-Meter pH 337, WTW

Photometer DU 640, Beckmann, Fullertonr
Pyknometer 1ml, Schott

Ruattler Titramax 100Heidolph, Schwabach
Ultraschall-Bad Badelin Sonorex, RK 510 S
Wasserschiittelbad Typ1003, GFL, Burgwedel
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Zentrifuge
Serumréhrchen

50-ml EDTA-Monovetten
Pipetten

Immunotubes

Sepatech Megafuge 1.0 R, Heraeus
Sarstedt

Sarstedt, Niirnberg, Best-Nr. 02/1066.001
Reference, Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg, Nr. 0030 015.002
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3.2 Methoden

3.2.1 Anamnese
Zur Anamneseerhebung wurde ein spezieller standardisierter Fragebogen
entwickelt, der in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Mathematik und
Datenverarbeitung in der Medizin (Universitdt Hamburg) konzipiert wurde. Neben
einer allgemeinen allergologischen Eigen- und Familienanamnese wurde
besonderes Augenmerk auf folgende Angaben gerichtet:
Nahrungsmittelunvertraglichkeiten und deren Zusammenhang zu

o der Bezugsquelle

¢ evtl. chemischer Behandlung

o Zusatzstoffen

e der Sorte

¢ dem Reifegrad

¢ sonstigen EinfluBfaktoren

Weiterhin wurden Angaben zu Grunderkrankungen, Medikamenteneinnahme und
Nikotin-Exposition erfasst.

3.2.2 Herstellung der Apfelextrakte

Fir diese Untersuchung haben Mitarbeiter des Institutes fur Biochemie und
Lebensmittelchemie der Universitat Hamburg Apfelextrakte hergestellt. Es wurden
Apfel der Sorte ,Golden Delicious® aus biologisch-dynamischem Anbau
verwendet.

Zur Extraktgewinnung wurde die von Vieths et al. [68] optimierte Methode bei
tiefen Temperaturen in Aceton-Trockeneis durchgefiihrt. In den Apfel-
Lyophilisaten wurden nach der Methode von Bensadoun und Weinstein [8]
photometrisch Proteingehalte von ca. 260 ug/ml ermittelt.

Mit diesen Apfel-Extrakten wurden elektrophoretische Untersuchungen (SDS-
Page mit Silberfarbung) durchgefiihrt, um das Vorhandensein von Apfelprotein
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nachzuweisen. Dabei stellte sich bei den Extrakten die fir Apfel bekannte
Hauptallergenbande von 18 kD (Mal d 1) eindeutig dar. Diese Lyophilisate dienten
als Ausgangssubstanzen fiir die weitere Verwendung als Apfelallergen-Lésung bei
Haut-Pricktest und Histaminfreisetzungstest.

3.2.3 Haut-Prick-Testungen
a) Pricktestiésungen

Die verwendeten 10 handelsiibliche Pricktestiésungen (finf Aeroallergene, funf
Nahrungsmittel) sowie die selbsthergestellten Pricktestidésungen mit Apfelallergen,
Pestizid sowie mit Pestizid versetztes Apfelallergen sind unter 3.1.3.1 aufgelistet,
ebenso wie die Positiv- und Negativkontrollen.

Die selbsthergestellten Pricktestldsungen wurden bis zum Gebrauch bei -20° C
gelagert, vor Verwendung aufgetaut und anschlieRend wieder eingefroren. Die
Aufbewahrungsdauer lag bei maximal 11 Tagen, danach wurden die
Pricktestlosungen erneuert. |

b) Durchfiihrung und Auswertung
Zum Nachweis IgE-vermittelter Sensibilisierungen an der Haut wurde der
modifizierte Pricktest durchgefiihrt.

Die Pricktestldsungen wurden auf die erscheinungsfreie Haut getropft und die
Testareale markiert. Mit einer Pricklanzette wurde in einem spitzen Winkel durch
das in dem Tropfen enthaltene Allergen so oberflachlich punktuell in die Haut
eingestochen (und diese kurz angehoben), dass es nicht blutete [9].

Zur Uberpriifung der Verwertbarkeit der Testergebnisse erfolgte die parallele
Durchfiihrung einer Negativkontrolle mit physiologischer Kochsalzlésung (NaCl
0,9%) sowie PBS-Puffer bzw. einer Positivkontrolle mit Histamin (0,1%
Histamindihydrochlorid).

Aufgrund der Menge der zu testenden Allergenldsungen wurde der Riicken als
Testareal herangezogen. In den meisten Fallen erfolgte die Pricktestung mit den
10 handelsublichen Allergenen im Anschluss an die Studien-Pricktestung
ebenfalls auf dem Ricken, in einigen Fallen war dies durch bereits vorliegende
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Befunde aus Voruntersuchungen nicht mehr erforderlich. Um bei eventuell stark
ausgepragten Lokalreaktionen oder gar systemischen Reaktionen die Testung
noch unterbrechen zu kénnen, wurde die Pricktestung bei den Allergikern mit den
héheren Verdiinnungsstufen begonnen und erst bei guter Vertraglichkeit auch die
niedriger verdiinnten Apfelextrakte eingesetzt.

Die Ablesung erfolgte jeweils nach 20 Minuten, indem Quaddel- und
ErythemgréfRe mit einem Hautstift direkt auf der Haut nachgezogen wurden. Erst
nach dieser Markierung aller Pricktestreaktionen wurden die fliichtigen Quaddel-

und Erythemreaktionen im Durchmesser vermessen.

Die Auswertung der Pricktestreaktionen fiir die 10 handelsiiblichen

Pricktestldsungen erfolgte semiquantitativ nach Ring [46]:

Tab. 3-3: Semiquantitative Auswertung der Pricktestreaktionen

Beurteilung Prick (mm Durchmesser) Intrakutan (mm Durchmesser)
Quaddel Erythem Quaddel Erythem

neg. 0 <3 <3 <5

+ : 2-3 3-5 3-5 5-10

++ 3 6-10 6-10 11-20

+++ 4-6 11-20 11-15 21-40

++++ >6 >20 >15 >40

Pseudopodien Pseudopodien

Fur die Pricktestreaktionen mit den selbsthergestellten Apfel- und
Pestizidlosungen wurden die mittlere Quaddelgrosse mit der Formel a+b/2
berechnet (a und b jeweils die Durchmesser der Quaddel) [9]. Statt einer
rangskalierten Variabel (wie z.B. einfach bis vierfach positiv) sind genauere
Vergleiche als stetige Variabel méglich. Angelehnt an den Pricktest-Score nach
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Ring wurde eine Pricktestreaktion ab 2 mm mittleren Quaddeldurchmessers

positiv gewertet. Fiir die Vergleiche und statistische Berechnungen wurde das
Erythem nicht berticksichtigt.

Vor Beginn der Pricktestungen wurde sichergestellt, dass keine Einnahme von
Betablockern (die allergische Reaktionen verstarken und deren Behandlung
beeintrachtigen kdnnen) sowie von systemischen Glukokortikoiden oder
Antihistaminika erfolgte. Zudem wurden anamnestisch Kontraindikationen fir
Pricktestungen, wie z.B. akuter fiebriger Infekt, ausgeschlossen.
Die Testungen fanden ausserhalb der Birkenpollenflugzeit statt.
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3.2.4 Nachweis spezifischer IgE-Antikérper im Serum

Analog der Haut-Prick-Testung wurden 10 haufige Allergene (funf Aeroallergen,
funf Nahrungsmittel) verwendet:

e Lieschgraspollen

e Birkenpollen

¢ BeifuRpollen

o Katzenepithelien

e Dermatophagoides pteronyssinus
e Haselnu®

e Karotte

o Kartoffel

e Griner Apfel

e Sellerie

Beim Radio-Allergo-Sorbent-Test (RAST) wird an ein Papierscheibchen als
unlésliche Phase das jeweilige Allergen gebunden. Enthalt Patientenserum gegen
das Allergen gerichtete Antikdrper, binden sich diese bei Inkubation mit dem
Patientenserum an das Allergen an der Papierscheibe. Durch sorgfaltiges
Waschen werden nicht gebundene Antikérper entfernt. Das verbliebene
gebundene IgE wird an ein markiertes Anti-IgE gekoppelt und kann so detektiert
werden.

Urspringlich wurde dieses Verfahren als sogenannter Radio-Allergo-Sorbent-Test
mit einem radioaktiven Marker entwickelt und eingesetzt [14, 74]. Heutzutage wird
die Kopplung des gebundenen IgE an ein enzymmarkiertes Anti-IgE bevorzugt,
welches nach Substratzusatz durch eine enzymatische Farbreaktion
photometrisch bestimmt werden kann (EAST= Enzym-Allergo-Sorbent-Test).
Somit gelingt hier der Nachweis spezifischer Allergen-gerichteter Antikérper der
Klasse IgE im Serum. Die IgE-Serumkonzentrationen werden in Einheiten (kU/I)
angegeben, dabei entspricht 1 kU/I nach WHO 2,47 ng/ml [48].
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Die Ergebnisse des CAP-RAST werden folgendermafen semiquantitativ nach
Klassen angegeben:

< 0,35 kU/l CAP-Klasse 0

0,35- 0,70 kU/l CAP-Klasse 1
0,70- 3,50 kU/l CAP-Klasse 2
3,50 - 17,50 kU/I CAP-Klasse 3
17,50 - 50,00 kU/I' CAP-Klasse 4
50,00 -100,00 kU/I CAP-Klasse 5
> 100,00 kU/l CAP-Klasse 6

Zum Nachweis spezifischer IgE-Antikorper wurde der CAP-RAST der Firma
Pharmacia (Uppsala, Schweden) eingesetzt. Diese Methode ist ein
Routinelaborverfahren und wurde im allergologischen Labor der Universitats-Haut-
und Poliklinik Hamburg durchgefiihrt.

3.2.5 In vitro- Freisetzung von Histamin aus humanen basophilen Leukozyten

3.2.5.1 Isolierung. Anreicherung und Einsatz humaner basophiler Granulozyten in
definierter Anzahl

Basophile liegen im Blut nur zu 0,1-1% vor. Will man Untersuchungen an
basophilen Leukozyten durchfithren, muss man diese vorerst anreichern. Hierzu
wurde die Dichtegradientenzentrifugation mit Percoll (einem Medium aus
kolloidalem Silicon, Giberzogen mit Polyvinylpyrrolidon) durchgefiihrt [72].

Es werden 2 verschiedene 50 ml -Roéhrchen vorbereitet. In das erste Réhrchen
werden Pipes A, Percoll-Stock und 10 mil Blut aus EDTA-beschichteten
Monovetten pipettiert, in das zweite Réhrchen Pipes A und Percoll-Stock. Die
einzusetzenden Volumina von Pipes A und Percoll-Stock werden nach Ermittlung
ihrer Dichte mit dem Pyknometer errechnet, so dass in Réhrchen 1 und 2 jeweils
eine definierte Dichte erreicht wird (siehe 2.2.5.6). Das Percoll-Pipes- Blut-
Gemisch wird vorsichtig auf die Percoll-Pipes-Losung geschichtet. Nach einer
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Zentrifugation Uber 25 Min. (Zentrifuge auslaufen lasen, nicht bremsen) bei 400xg
und 20° C bilden sich 3 Fraktionen unterschiedlicher Dichte aus: Fraktion 1 der
Dichte 1,065- 1,070 g/ml enthalt Monozyten; in der Fraktion 2 der Dichte 1,070-
1,078 g/ml finden sich Lymphozyten und basophile Granulozyten, wobei die
Lymphozyten sich an der Grenze zwischen Fraktion 1 und Fraktion 2 als Ring
sichtbar ablagern; Fraktion 3 der Dichte 1,078- 1,078 g/ml enthalt neutrophile und
eosinophile Granulozyten sowie Erythrozyten.

Abb. 3-4: Serum nach Dichtegradientenzentrifugation mit Percoll

Fraktion 1:

Monozyten
(1,065- 1,070 g/ml)

Lymphozyten N Fraktion 2:
s {1,070-1,078 g/ml)

Basophile

Fraktion 3:

Neutrophile, Eosinophile,
Erythrozyten (1,0768- 1,079 g/ml)

Fraktion 1 wird knapp oberhalb des Lymphozytenringes abpipettiert und
verworfen. Fraktion 2 wird abpipettiert, die verbliebene Fraktion 3 ebenfalls
verworfen.

Die in Fraktion 2 gewonnene Zellsuspension mit Basophilen und Lymphozyten
wird in 2 weiteren Schritten gereinigt. Die Zellsuspension wird mit NaCl-EDTA
aufgefullt und bei 250xg Gber 10 Min. bei 20° C zentrifugiert. Das nach Abgiessen
des Uberstandes erhaltene Pellet mit den Zellen wird in Pipes-Ag-EDTA
suspendiert und erneut zentrifugiert bei 200xg fir 10 Min. bei 20° C. Der
Uberstand wird abgegossen, die Zellen in 500 pl Pipes B aufgenommen.
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Die spateren Ansatze von 500 pl sollen jeweils 25.000 Basophile enthalten. Um
errechnen zu kénnen, inwieweit die oben erhaltene Zellsuspension von 500 pl
verdinnt werden muss, muss die Zahl der darin enthaltenen Zellen ermittelt
werden:

In der Astrablaufarbung werden basophile Leukozyten selektiv angefarbt. Dazu
werden 10 yl Zellsuspension mit 45l 6%iger Essigsadureldsung vorinkubiert, um
noch vorhandene Erythrozyten zu zerstoren. Es folgt die Farbung mit 45ul 0,1%
Astrablau. 10 pl dieser angefarbten Zellsuspension werden in der Neubauer-
Zahlkammer ausgezahit [28]. Unter Bericksichtigung der bisherigen
verschiedenen Verdinnungsschritte kann der Verdunnungsfaktor far die

Zellsuspension errechnet werden, um die gewlinschte Zellanzahl zu erhalten.

3.2.5.2 Stimulation
a) Durchfiihrung

In Immunotubes werden 350 ul Pipes B und 100 ul Zellsuspension (die 25.000
Basophile enthalten soll) pipettiert und im Wasserschittelbad bei 37° C Gber 5
Min. vorinkubiert.

Danach erfolgt die Zugabe von 50 pl Stimulus, hier Apfelproteinextrakt
unterschiedlicher Konzentration.

Parallel wird einer Probe als Negativ-Kontrolle 50 pl Puffer zugegeben, in eine
weitere Probe wird 50 pl einer Positivkontrolle pipettiert.

Von jeder Probe werden 3 identische Ansétze pipettiert (Triplets).

Die Anséatze werden tber 30 Min. im Schiittelwasserbad bei 37°C inkubiert,
anschlieRend werden die Proben kurz in Eis gestellt, um die Reaktionen zu
stoppen.

Sollen zwei unterschiedliche Stimuli im gleichen Ansatz getestet werden, wie hier
das Apfelprotein-Extrakt und das Pestizid (Simultan-Stimulation), dndern sich die
einzusetzenden Volumina und das Vorgehen zu dem oben beschriebenen
Verfahren.
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300 ul Pipes B und 100 pl Zellsuspension werden Uber 5 Min. im
Schiittelwasserbad bei 37° C vorinkubiert. Direkt nacheinander werden jeweils 50
pl Stimulus 1 und 2 dazupipettiert.

Das weitere Vorgehen nach Inkubation im Schittelwasserbad bei 37° C {ber 30
Min. ist identisch [18, 36].

b) Stimuli

In den Stimulationsversuchen mit Apfelprotein allein und Apfelprotein mit Pestizid
wurde die Apfelproteinkonzentration von 0,52 pg/ml eingesetzt. Diese
Konzentration wurde in Vorversuchen an 6 Probanden ermittelt (siehe 3.2.5.6).

Die Pestizide Chlorpropham und Thiram wurden in dem nicht-zytotoxischen
Dimethylsulfoxid (DMSO) in einer maximalen Konzentration von 1% DMSO gelost.
Um die gleichméaRige Verteilung des Pestizids zu gewahrleisten, wurde nach
Einbringen des festen Pestizids in das DMSO und griindlicher Durchmischung die
Suspension bis zur Stimulation in einen Ruttler gestellt und vor Gebrauch erneut
kraftig durchmischt.

Die Konzentrationen der einzusetzenden Pestizide orientierten sich an denen der
bereits verwendeten Pestizid- Pricktestlosungen (siehe Tab. 3.1).

Als Positivkontrolle wurde Anti-IgE der Konzentration 7,7 pg/ml (1/1000 der
kommerziellen Anti-IgE-Lésung) eingesetzt (siehe 3.2.5.6).

Als Negativkontrolle kamen der Puffer (Pipes B) sowie der L&sungsvermittier
.DMSO 1% zum Einsatz.

Die Ansatze fur den Histaminfreisetzungstest sind in Tab. 3-4 und Tab. 3-5
dargestellt.

43



Tab. 3-4: Histaminfreisetzungstest: Stimulation mit Chlorpropham (Chl) und

Apfel

1. Stimulus 2. Stimulus

Negativ-Kontrollen |Pipes B Pipes B
DMSO 1% Pipes B

Positiv-Kontrollen Anti-IgE 7,7 ug/mi Pipes B
Apfelprotein 0,52 pg/mi Pipes B

Pestizid Chl 0,05 ug/ml in DMSO 0,001% Pipes B
Chi 0,5 pg/ml in DMSO 0,01% Pipes B
Chl 5 pg/ml in DMSO 0,1 % Pipes B
Chl 50 pg/ml in DMSO 1% Pipes B

Pestizid + Apfel

Chl 0,05 yg/ml in DMSO 0,001%

| Chl 0,5 pg/ml in DMSO 0,01%

Chl 5 pg/ml in DMSO 0,1 %
Chl 50 pg/ml in DMSO 1%

Apfelprotein 0,52 ug/mi
Apfelprotein 0,52 pg/mi
Apfelprotein 0,52 pg/mi
Apfelprotein 0,52 ug/ml
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Tab. 3-5: Histaminfreisetzungstest: Stimulation mit Thiram (Thi) und Apfel

1. Stimulus 2. Stimulus
Negativ-Kontrollen |Pipes B Pipes B
DMSO 1% Pipes B
Positiv-Kontrollen Anti-IgE 7,7 pg/ml Pipes B
Apfelprotein 0,52 pug/ml Pipes B
Pestizid Thi 0,01 pg/ml in DMSO 0,001% Pipes B
Thi 0,1 pg/ml in DMSO 0,01% Pipes B
Thi 1 pg/ml in DMSO 0,1 % Pipes B
Thi 10 ug/ml in DMSO 1% Pipes B
Pestizid + Apfel Thi 0,01 ug/mlin DMSO 0,001% . | Apfelprotein 0,52 ug/ml
Thi 0,1 pg/ml in DMSO 0,01% Apfelprotein 0,52 ug/mi
Thi 1 pyg/ml in DMSO 0,1 % Apfelprotein 0,52 pg/mi
Thi 10 yg/ml in DMSO 1% Apfelprotein 0,52 pg/mi

3.2.5.3 Trennung von Uberstand und Zellen

Es soll gemessen werden, wieviel Histamin die Zellen nach der Stimulierung
freigesetzt haben. Um die prozentuale Histaminfreisetzung vom
Gesamthistamingehalt bestimmen zu kénnen, muss zusatzlich zum freigesetzten
Histamin das in den Zellen verbliebene Histamin erfasst werden.

Nach der Inkubation Gber 30 min wird die Reaktion gestoppt, indem die Proben
kurz auf Eis gestellt werden. Es folgt die Zentrifugation bei 150 xg bei 4° C lber 15
Min. in der vorgekuhlten Zentrifuge.

Der Uberstand von 450 pl wird abpipettiert, er enthilt das freigesetzte Histamin.
Durch Zugabe von 12%iger Perchlorsdure werden eventuell noch vorhandene
Zellen lysiert. Durch Aqua bidest. wird die Losung verdiinnt. Bis zur Messung des
freigesetzten Histamins werden die Proben bei -20° C aufbewahrt.

Das durch die Zentrifugation erhaltene Pellet enthélt die Zellen mit dem in den
Zellen verbliebenen Histamin. Zur Zellyse wird 12%ige Perchlorsaure
dazugegeben, dann erfolgt eine Verdiinnung mit Aqua bidest. Zur weiteren Zellyse
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werden die Proben 15 Min. in ein Ultraschall-Bad bei ca. 70° C gegeben. Die
Zelltrimmer werden bei 3000 rpm Uber 10 Min bei 4° C abzentrifugiert. Der
Uberstand wird dekantiert und enthalt das in den Zellen verbliebene Histamin. Bis

zur Messung werden die Proben bei -20° C gelagert.

3.2.5.4 Vitalitatsprifung mittels Trypanblaufarbung
Um sicherzustellen, dass nicht bereits die einzelnen Trenn- und Reaktionsschritte

zu einer Zellschadigung fihren, wird vor der Stimulation eine Vitalitatsprifung
durchgefiihrt. Dazu werden 40 ul 1%ige Trypanblau-Lésung einige Min. mit 100 pl
der Zellsuspension inkubiert. Da das Trypanblau nur in Zellen mit geschadigter
Zelimembran eindringen kann, werden selektiv avitale Zellen angefarbt. Diese
werden in der Neubauer Zahlkammer ausgezahlt [25]. Vor der Stimulation sollten
mehr als 95% vitale Zellen vorliegen.

In einem Vorversuch wurde die Toxizitdt von Pestiziden und DMSO untersucht
(siehe 3.2.5.6). Bei den spéateren Untersuchungen mit Pestizid in DMSO und
Apfelprotein beschrankten sich die Vitalitdtsproben neben den Negativkontrollen
auf den Stimulus aus hdchster Pestizid- in héchster DMSO-Konzentration.

Nach Stimulation mit Allergen ist eine Vitalitdtspriiffung nicht sinnvoll, da die

spezifische Antigen-Antikérper-Reaktion zur Offnung von Membrankanélen fiihrt.

3.2.5.5 Histamin-Messung mittels Autoanalyzer
Die aufgetauten und erneut zentrifugierten Histamin-Lésungen werden jeweils im

Autoanalyzer (Fa. Technicon) in ein Schlauchsystem gesaugt [63]. Im Verlauf
einzelner Trennschritte wird das Histamin mit Hilfe von n-Butanol und Heptan
extrahiert. Dazu wird zuerst das Histamin, welches bisher in wassriger Losung
war, bei basischem pH-Wert in n-Butanol gelést. Andere Substanzen, wie z.B.
Histidin, werden in der wassrigen Phase vom Histamin getrennt. Nach Zugabe von
Heptan und HCI kondensiert in diesem sauren Milieu das Histamin mit o-
Phtaldialdehyd zu einem fluoreszierenden Farbstoff. Nach Anregung bei 450 nm
kann das Histamin fluorimetrisch bei 360 nm gemessen werden, (ber ein
angeschlossenes Photometer werden die Messwerte als Kurven aufgezeichnet.
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Da von jedem Ansatz Triplets pipettiert wurden, wird aus den drei erhaltenen
Kurven fir eine Probe der Mittelwert errechnet.

Uber wiederholt mitgemessene Standardidsungen definierter Histamin-
Konzentration kann aus den erhaltenen Photometerkurven der entsprechende
Histamingehalt errechnet werden.

Um die reine Histaminfreisetzung ohne die Spontanfreisetzung beurteilen zu
konnen, wird die Spontanfreisetzung von der bei Stimulation erhaltenen
Histaminfreisetzung subtrahiert. Die so ermittelte ,Netto"-Histaminfreisetzung wird
als korrigierte Histaminfreisetzung bezeichnet.

3.2.5.6 Vorversuche und vorausgehende Messungen

a) Ermittlung der Dichte von Pipes-A-Puffer und Percoll-Stock und Errechnung der
davon einzusetzenden Volumina

Zuerst wird das Pyknometer mit Aqua bidest gefiillt und dessen Dichte auf der
Feinwaage gemessen, mit zehn Mess-Wiederholungen. Anschliessend
Dichtemessung ebenso von Percoll-Stock und Pipes-A.

Dabei muss beachtet werden, die Lésungen rechtzeitig aus dem Kiihlschrank zu
nehmen, damit die Messungen immer bei Zimmertemperatur stattfinden. Ebenso
muss bei Flllen des Pyknometers ein evil. Volumenuberschuss am Pyknometer
sorgfaltig abgetrocknet werden, sonst stindige Anderung des Messwertes durch
Verdunstung.

Die Dichte von Percoll-Stock und Pipes A ergibt sich aus der Division von Percoll-
Stock (bzw. Pipes A) mit Aqua bidest (jeweils Mittelwert der 10 Messungen):

d Percoll-Stock = Percoll-Stock d Pipes A= Pipes A
Aqua bidest Aqua bidest

Die so ermittelte Dichte wird in folgende Formeln eingesetzt (wobei d Blut= 0
1,063 g/ml):
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d Blut +d Pipes A _ 1,065g/ml
2 x 20 ml = ml Percoll-Stock
1,065 g/ml — d Percoll-Stock

d Percoll-Stock — 1,079 g¢/ml x 7 ml = ml Pipes A
1,079 g/ml - d Pipes A

b) Einstellung der Osmolalitét

Ist die gemessene Osmolalitdt héher als vorgegeben, wird der Sollwert durch den
gemessenen Wert (Istwert) dividiert. Die Differenz zwischen dem Quotienten und
1 gibt das Volumen in ml an, das pro ml Endvolumen aufgefillt werden muss.

z.B. Sollwert 300 mosm, Istwert 340 mosm.

d=300/340= 0,88

1-0,88= 0,12

hier sind pro ml Endvolumen 0,12 ml Ag. bidest zuzugeben.

Ist die gemessene Osmolalitét niedriger als vorgegeben, werden 0,0031 g NaCl,
berechnet auf 100 ml Endvolumen, hinzugegeben.

z.B. Sollwert 300 mosm, Istwert 280 mosm

20 mosm zu niedrig bei 1000 ml Endvolumen:

20 x 0,031 g NaCl= 0,62g NaCl muss hinzugefugt werden.

¢) Stimuli

In einem Vorversuch wurde die Toxizitdt von Pestiziden und DMSO untersucht.
Dazu wurden exemplarisch bei einem atopischen, nicht-apfelallergischen
Probanden nach der Inkubation die mit Pestizid und DMSO stimulierten Zellen der
oben beschriebenen Vitalitatspriifung mittels Trypanblaufarbung unterzogen.

Es fanden sich bei Stimulation mit Chlorpropham in DMSO in den Ansatzen
zwischen 96,3 % und 100 % vitale Zellen (siehe Tab. 3-6).

Bei der Stimulation mit Thiram in DMSO fanden sich in den Anséatzen zwischen
91,4 % und 99,1 % vitale Zellen (siehe Tab. 3-7).
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Tab. 3-6: Vitalitdtsproben bei einem Atopiker ohne Apfelallergie

Stimulus (30 Min.)

vorder |Puffer [DMSO |Chl. 0,05 ug/ml{Chl. 0,5 pg/ml {Chl.5,0 pg/ml |Chl. 50,0
Stimu-  |(Pipes B)|1% in in in Hg/mi
lation in
DMSO 0,001% |DMSO0 0,01% [|DMSO 0,1% (DMSO
1%

Vitalitat
[%] 99,1 98,6 197,56 [100 100 100 96,3

Tab. 3-7: Vitalitatsproben bei einem Atopiker ohne Apfelallergie

Stimulus (30 Min.)

vorder  |Puffer Thi. 0,01 [Thi. 0,1 Thi. 1,0 Thi. 10,0 yg/ml
Stimu- (Pipes B)|DMSO | pg/ml ug/ml ug/ml in
lation 1% in in in
DMSO DMSO DMSO 0,1% {DMSO 1%
0,001% 0,01%
Vitalitat
[%] 99,1 91,4 (959 94,1 94,9 94,8 97,2

Erfahrungswerte aus unserer Arbeitsgruppe mit der Anti-lgE-Konzentration von
7.7 ug/ml konnten durch einen Vorversuch bestatigt werden, bei welchem die
Stimulation mit 7,7 pg/ml Anti-IgE in einer Verdiinnungsreihe von 0,077 pg/ml bis
38,5 pg/ml Anti-IgE die héchste Histaminfreisetzung von bewirkte.

In Vorversuchen wurden Apfelproteinkonzentrationen von 0,0026 pg/ml bis 26
pg/ml  eingesetzt, um anhand einer zu erwartenden Glockenkurve der
Histaminfreisetzung eine Apfelproteinkonzentration zu ermitteln, die zu einer
mittleren Histaminfreisetzung fiihrt. Bei dieser Konzentration sollten spéter
mogliche Veranderungen der Histaminfreisetzung sowohl im Sinne einer
Verstarkung als auch einer Abschwéachung sichtbar sein.
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Bei 6 Apfelallergikern flihrte die Konzentration von 0,52 ug/ml Apfelprotein am
haufigsten zu einer mittleren Histaminfreisetzung (siehe Tab. 3-8).

Tab. 3-8: Histaminfreisetzung nach Stimulation mit Apfelprotein bei 6
Apfelallergikern

Korrigierte Histaminfreisetzung [%]
Stimulation mit Apfelprotein [ug/ml], 30 min
0,0026 |0,0052 {0,026 {0,052 |0,26 |0,52 {1,04 |26 |5,2 (10,4 |26,0
Proband
OK -2,3 1,5 255 1294 |51,3 |54,0 50,3 |50,9 66,1
14,7 |51 11,3 (34,4 46,7 (45,4 47,8
GC 72,6 |53,9 59,2 59,2 60,6
6,7 3,7 7,46 (23,6 41,6 |53,2 71,4
NS 1,5 0,8 6,3 |4,7 13,0 (16,7 28,0
CD 32,0 160,3 (43,8 [43,4 [42,5 |43,8 |44,8
SH 0,86 (10,9 [16,7 |20,4 36,8 (40,1
AK 4,3 3,5 64,8 40,7 53,7 [53,8 53,9

3.2.6 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse der Pricktestungen und der Histaminfreisetzungsteste wurden wie
folgt dargestellt und berechnet [61]:

FUr den spateren Vergleich der Ergebnisse wurde aus den Einzelwerten fir das
jeweilige Kollektiv der Median errechnet. Der Median ist derjenige Wert in der
nach der Grosse der Einzelwerten geordneten Reihe, der die Reihe halbiert. Bei
einer geraden Anzahl von Einzelwerten wird aus den beiden die Reihe
halbierenden Werten das arithmetische Mittel errechnet.

Da hier haufig asymmetrische Verteilungen und zum Teil wenige Messwerte
vorlagen, wurde dem Median vor dem arithmetischen Mittel als angemesseneres
Lagemass der Vorzug gegeben.

Zur weiteren Darstellung der Ergebnisse wurde jeweils ein Minimum- und ein
Maximumwert angegeben sowie die 25-% und 75%- Perzentile errechnet. Letztere
geben Aufschluss Uber den Bereich, in welchem 50% der Ergebnisse liegen.

Diese Darstellung erfolgte in sogenannten ,box plots“. Die Perzentile markieren
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Anfang und Ende der Schachtel (="box“). Der Median wird als Linie eingezeichnet.

Zwei Linien ausserhalb der Box gehen zum Minimum und zum Maximum.

im folgenden soliten Unterschiede zwischen den Reaktionen ,Apfel allein“ und
LApfel mit Pestizid“ untersucht werden. Die Nullhypothese besagt, dass die
Differenz der Mediane der mittleren Quaddeldurchmesser zwischen Apfel allein
und Apfel + Pestizid Null ist:

Median (Apfel allein — Apfel mit Pestizid) = 0

Bei einem signifikanten Unterschied der Mediane wird die Alternativhypothese

wirksam:

Median (Apfel allein- Apfel mit Pestizid) = 0.

Zum Vergleich der Mediane kam der Wilcoxon-Test flir gepaarte Stichproben zur
Anwendung. Er weist eine &hnlich hohe Effizienz auf wie der ebenfalls
verwendbare t-Test fiir verbundene Stichproben, hat diesem jedoch voraus, dass
schwachere Anforderungen hinsichtlich der Verteilung der beiden Variablen
gestellt werden und wird damit unseren Daten (n< 30, keine Normalverteilung)
besser gerecht. Der Wilcoxon- Test wurde als zweiseitiger Test durchgefihrt, d.h.
ist nicht auf entweder ,starker* oder ,schwacher’ beschrankt, sondern erfasst
Unterschiede zu beiden Seiten.

Das Signifikanzniveau wurde mit 0,05 festgelegt. Je kleiner der p-Wert, umso
unwahrscheinlicher ist die Nullhypothese. Fir p-Werte kleiner als das
Signifikanzniveau 0,05 liegt ein signifikanter Unterschied vor.

Wenn die beiden Stichproben, die miteinander verglichen werden, véllig oder bis
auf einen Wert (mittlerer Quaddeldurchmesser bei der Pricktestung) identisch
sind, erhélt man stets einen p-Wert von 1,0 (kein signifikanter Unterschied) und
die Durchflihrung eines Wilcoxon-Testes ist hier nicht sinnvoll.
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4. ERGEBNISSE

4.1. Charakterisierung des Probandenkollektivs

4.1.1 Anamnestische Angaben
Bei insgesamt 62 Personen wurde der speziell entwickelte Fragebogen korrekt
und komplett ausgefulit:

e 22 Apfelallergiker: 10 m, 12 w, 24-58 Jahre, Durchschnittsalter 33,9 Jahre

e 20 Atopiker ohne Apfelallergie: 9 m, 11 w, 25-51 Jahre, Durchschnittsalter 30,6
Jahre

e 20 Nichtatopiker: 6m, 14 w, 23-45 Jahre, Durchschnittsalter 29,9 Jahre

Alle anamnestischen Angaben sind einzeln aufgelistet und im Anhang (Tab. 4.1-1
bis 4.1-11) zu finden.

a) Anamnese der Apfelallergiker

Symptome nach Genuss von Apfel

20 der 22 Apfelallergiker berichteten Uber Juckreiz, Kribbeln, Schwellung im
Bereich von Lippen und Mundschleimhaut im Sinne eines Oralen Aliergie-
Syndroms bei Verzehr von Apfel. Bei 9 dieser Patienten traten die Beschwerden
innerhalb einer Minute auf, bei den Gbrigen 11 Patienten entwickelten sich die
Beschwerden in einem Zeitraum von 1-20 Minuten. 9 Patienten schilderten zudem
ein KloRgefiihl. Eine Konjunktivitis beobachteten 3 Patienten, sofern sie mit den
Handen, die den Apfel angefafit hatten, die Augen oder Augenumgebung
berlihrten. Bei einer weiteren Patientin entwickelte sich unter diesen Bedingungen
eine Rhinokonjunktivitis. Zwei Patienten berichteten nvach dem Verzehr von Apfel
Uber Rhinokonjunktivitis bzw. Fliessschnupfen. Bei 3 Patienten traten nach
Apfelgenul asthmoide Beschwerden auf. Eine Patientin beobachtete neben dem

Oralen Allergie-Syndrom einen Juckreiz im Gehdrgang.
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Die beiden Apfelallergiker, bei denen kein Orales Allergie-Syndrom auftrat,

schilderten Schwellung und Juckreiz der Augenlider innerhalb 1 Minute nach

Apfelgenul, bzw. Rhinokonjunktivitis, Juckreiz im Gesicht und gelegentlich

asthmoide Beschwerden.

Tab. 4.1-12: Anamnestische Angaben der Apfelallergiker (n=22) zu
den Beschwerden bei oder nach Verzehr von Apfel

Symptome bei oder nach Verzehr von
Apfel
(Mehrfachnennungen maoglich)

Juckreiz, Kribbeln, Schwellung im Bereich
der Lippen und/oder der Mundschleimhaut

Schluckbeschwerden, Heiserkeit,
Schwellung des

Zapfchens und/oder des Rachenbereichs
Augentranen, -rétung, -brennen, Niesreiz,
FlieRschnupfen, verstopfte Nase

Anfalisweise Atemnot, pfeifendes
Atemgerausch (Asthma)

Rétung, Juckreiz, Ekzeme, Quaddeln durch
direkten (Haut-)kontakt mit Apfel

Rétung, Juckreiz, Ekzeme der Haut
Nesselsucht (=Urtikaria)

Ubelkeit, Erbrechen, Magen- und/oder
Bauchkrampfe, Blahungen, Durchfall

Schwindel, Kreislaufstérung, Blutdruckabfall
Bewultlosigkeit

Sonstiges ( Juckreiz im Gehdérgang)
(Schwellung/ Juckreiz der Lider)

Apfelallergiker

=22

n=20

n=

n:

n:

n=1

n=1

n=

n=

n=

n=
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Abhéangigkeit der allergischen Symptome von der Zubereitungsform des Apfels

Alle 22 Apfelallergiker vertrugen den rohen, ungeschélten Apfel nicht.

Bei 7 Apfelallergikern war der rohe, ungeschélte Apfel die einzige nicht vertragene
Zubereitungsform. 8 Probanden entwickelten bei Verzehr von rohem Apfel
Beschwerden, unabhangig von der Zubereitungsform (ungeschélt, geschait,
gerieben). 2 Probanden beobachteten Beschwerden zudem nach Genuss von
naturtrlibem Apfelsaft. 2 Probanden berichteten, dass bei Verzehr von geschéltem
oder geriecbenem Apfel zwar Beschwerden auftraten, diese aber weniger
ausgepragt waren als bei dem rohen, ungeschalten Apfel. 3 Probanden konnten
keine Angaben zu Vertraglichkeit von geschéaltem bzw. geriebenem Apfel machen,
da sie diese Zubereitungsform nicht verzehrt haben.

Keiner der 22 Apfelallergiker gab an, bei Verzehr von Apfeln in gekochter oder

gebackener Form oder als klaren Apfelsaft Beschwerden zu entwickeln.

Tab. 4.1-13: Abhédngigkeit der Vertraglichkeit des Apfels
von der Zubereitungsform bei 22 Apfelallergikern

Nicht vertragene - Apfelallergiker
Zubereitungsform des Apfels n=22
(Mehrfachnennungen mdéglich)

roh, ungeschalt n=22

roh, geschalt n=10

roh, gerieben n=11
Apfelsaft (naturtriib) n=
Apfelsaft (klar) n=
gekocht oder gebacken n=
gedorrt (Trockenobst) n=
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Abhéngigkeit der allergischen Symptome von der Sorte der Apfel
8 Apfelallergikern war eine Abhangigkeit der Beschwerden von der Apfelsorte

aufgefallen. Als besser vertraglich wurden folgende Sorten genannt:

e ,Boskop” (n=6)
e ,Cox Orange" (n=2)
e ,Gravensteiner” (n=1)
e ,Braeburn® (n=1)
e ,Holsteiner Cox" (n=1)

Als schlechter vertraglich waren folgende Sorten erinnerlich:

e ,Granny Smith* (n=3)
e ,Golden Delicious" (n=3)
e ,Jonagold® (n=2)
e ,Ingrid Marie* (n=1)

Zwei der Patienten, denen eine Abhéngigkeit der Beschwerden von der Apfelsorte
aufgefallen war, konnten die Sorten nicht benennen.

Abhéngigkeit der allergischen Symptom von der Bezugsquelle, von Zusatzstoffen
Zwei Apfelallergiker (HN, GL) vermuteten, dass Zusatzstoffe in bzw. auf den

Apfeln im Zusammenhang mit einer schlechteren Vertraglichkeit stehen wiirden.

Ein Patient (HN) gab an, Apfel aus dem Supermarkt schlechter zu vertragen als
Apfel vom Wochenmarkt und vermutete, dass im Gegensatz zu den Apfeln vom
Markt bei den Supermarkt-Apfeln Schadlingsbekampfungsmittel eingesetzt
wirden, die fir die schiechtere Vertraglichkeit verantwortlich seien. Der andere
Patient (GL) gab an, Apfel nur zu vertragen, wenn dessen Schale und
anschlieRend die Hande griindlich mit Neutralseife abgewaschen worden seien.
Deswegen nahm er an, dass - ihm unbekannte - Substanzen auf der Schale fir
die Unvertraglichkeit ursachlich waren. Unbehandelte Apfel aus dem Garten des
GroBvaters (die Sorte konnte nicht benannt werden) wiirden dagegen auch ohne
Abwaschen vertragen.
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Den tbrigen 20 Apfelallergikern war bisher ein Zusammenhang von Bezugsquelle
oder moglichen Zusatzstoffen mit der Vertraglichkeit von Apfeln nicht aufgefallen
(n=11), bzw. wurde ein solcher Zusammenhang verneint (n=9).

Abhangigkeit der allergischen Symptome vom Reifegrad der Apfel

2 Apfelallergiker (AK, JD) gaben an, dass der Reifegrad des Apfels fir die
Vertraglichkeit eine Rolle spiele. Dabei wurden von einem Probanden (JD) reife
und Uberreife Apfel besser vertragen als unreife. Der andere Proband (AK)
hingegen gab an, reife Apfel schlechter zu vertragen als unreife oder Uberreife.
Die tbrigen 22 Apfelallergiker hatten bislang keinen Zusammenhang zwischen
Reifegrad des Apfels und dessen Vertraglichkeit beobachtet.

Abhéangigkeit der allergischen Symptome von sonstigen Faktoren

2 Apfelallergiker (IV, OK) schilderten, dass die Auspragung ihrer Beschwerden
(jeweils Orales Allergie-Syndrom mit KloRgefiihl) von der Menge des verzehrten
Apfels abhinge.

Bei einem weiteren Probanden (JD) wurde das sonst nicht vertragene Obst
(Orales Allergie-Syndrom mit Klossgefiihl bei rohem, ungeschéltem, geschaltem
oder geriebenem Apfel) in einem Obstsalat mit Zitronensaft beschwerdefrei
vertragen.

Weitere Nahrungsmittel-Unvertraglichkeiten

Bei einem Apfelallergiker traten Symptome ausschlieBlich bei dem Verzehr von
Apfel auf, bei allen Gbrigen Apfelallergikern bestanden Unvertréaglichkeiten gegen
weitere Nahrungsmittel, ein Patiént berichtete gar Unvertraglichkeiten gegen 11
weitere Nahrungsmittel :
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Folgende Nahrungsmittel wurden von den Apfelallergikern als unvertraglich
genannt (Mehrfachnennungen méglich):

¢ Pfirsich n=15
e Haselnu n=14
e Kirsche n=13
e WalnuB} n=12
‘o Aprikose n=9
e Karotte n=9
e Pflaume n=7
e Birne n=6
o Kiwi n=5
e Mandel n=5
o Kartoffel ' n=3
e Tomate n=4
e Paranuf} n=3
e Sellerie n=3
e Banane n=2
e Erdbeere n=2

o Mirabelle, Nektarine, Fruchtjoghurt,
Sekt, Weillwein, Paprika,
Verdickungsmittel Carrageen je n=1.

Bei den geschilderten Beschwerden gegen die oben genannten Nahrungsmittel
handelte es sich Uberwiegend um ein Orales Allergie-Syndrom (von 21 Patienten
bei unterschiedlichen Nahrungsmitteln genannt), bei 8 Patienten in Verbindung mit
einem KloRgefiihl. Es werden weiterhin gastrointestinale Beschwerden (bei 4
Probanden), Rhinokonjunktivitis (bei 4 Probanden), Asthma (von 3 Patienten
geschildert), Urtikaria (bei einem Probanden), sowie Blutdruck-Abfall (bei einem

Patienten) als Symptom der Unvertraglichkeitsreaktionen genannt.
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Weitere allergologische Anamnese

Neben den Nahrungsmittel-Unvertraglichkeiten gaben die Apfelallergiker weitere
allergische Erkrankungen an (siehe Tab. 4.1-14):

Tab. 4.1-14: Anamnestische Angaben der Apfelallergiker

(n=22) zu vorliegenden atopischen Erkrankungen

Atopische Erkrankungen Anzahl der
Apfelallergiker
Saisonale RK n=12
Saisonale RK + AB n=6
Saisonale RK + AE n=3
Keine RK, kein AB, kein AE n=1
Perenniale Rhinitis bzw. RK n=10
(zusatzlich zu saisonalen
Symptomen)

RK= Rhinokonjunktivitis, AB= Asthma bronchiale, AE= Atopisches Ekzem

Neben den oben aufgefiihrten atopischen Erkrankungen wurde Uber weitere
Unvertraglichkeiten berichtet: Bei 5 Apfelallergikern waren im zeitlichen
Zusammenhang mit der Gabe von Medikamenten Unvertraglichkeitsreaktionen
bekannt (Penicillin®, Furosemid®, Volon A®, Valoron®, Insulin). Ein Patient
berichtete tber Urtikaria bei Gebrauch von Latex-Handschuhen. Bei 2 Patienten
war eine Kontaktallergie (gegen Nickel, bzw. Nickel und Pflaster) bekannt, ein
Patient berichtete Giber einen positiven Epikutantest gegeniber Quecksilber. Ein
Patient schilderte ein Hand-Ekzem nach Anwendung von Desinfektionsmitteln, bei

Tierhaarkontakt traten nach einer Latenz von 2 Tagen zudem Rhagaden an den
Fingerkanten auf.
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Medikation

Keiner der Probanden wurde mit Beta-Blockern behandelt. Im zeitlichen
Zusammenhang mit den Pricktestungen bestand bei keinem Probanden eine
systemische Gabe von Antihistaminika oder Kortikosteroiden (siehe Tab. 4.1-6 im
Anhang).

Nikotin-Exposition _der Apfellallergiker, Atopiker _ohne _Apfelallergie _und
Nichtatopiker

In der Gruppe der Nichtatopiker fanden sich die meisten Raucher (6/ 20
Probanden, im Vergleich zu 5/ 20 Probanden bei den Atopikern ohne Apfelaliergie
sowie 6/ 22 Probanden bei den Apfelallergikern). Wird diese Tabakrauch-

Expostion um das Passivrauchen erweitert, findet sich erneut in der Gruppe der
Nichtatopiker am héaufigsten eine Tabakrauch-Exposition: 12/ 20 Nichtatopikern
sind Tabakrauch exponiert, in der Gruppe der Atopiker ohne Apfelallergie sind
dies 9/ 20 Probanden. 10/ 22 Apfelallergikern sind Tabakrauch ausgesetzt.

Diese Angaben sind in Tabelle 4.1.-15 dargestellt.

Tab. 4.1-15: Anamnestische Angaben zum Rauchverhalten (n=62)

Nichtatopiker Atopiker ohne | Apfelallergiker
Apfelallergie
n=20 n= 20 n=22
Nichtraucher 8 1 12
Passiv-Raucher** 6 4 5
Raucher: 6 5 6
< 5 Zig./die 2 1 2*
5-20 Zig./die 3 4 3
>20 Zig. /die 1 0 0

* Ein weiterer Patient rauchte eine Zigarre taglich.
**ohne selbst zu rauchen
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b) Anamnese der Atopiker ohne Apfelallergie

Nahrungsmittel-Unvertraglichkeiten

Definitionsgemass finden sich in dieser Gruppe keine Patienten, die Beschwerden
bei oder nach Verzehr von Apfel beobachteten.

7 der 20 Patienten berichteten Uber Nahrungsmitteluhvertréglichkeiten. Dabei
wurden bei/ nach Verzehr verschiedener Nahrungsmittel (genannt wurden jeweils
einmal: Meeresfriichte, Walnuss, Kresse, Salbei, Anis, rohe Haselnuss, Kiwi, rohe
Tomate, Ananas, Sahne, Mango, Honigmelone) Beschwerden geschildert, wobei
3 Patienten mehr als ein unvertrigliches Nahrungsmittel nannten. Die
Beschwerden manifestierten sich (berwiegend im Sinne eines oralen Allergie-
Syndroms, daneben wurde auch Uber gastrointestinale Beschwerden geklagt.
Keiner der Patienten hatte beziglich seiner Nahrungsmittel-Unvertraglichkeit
einen Zusammenhang zur Bezugsquelle, zu Schad- und Zusatzstoffen oder
anderen Einflussfaktoren beobachtet.

Atopie

14 Patienten berichteten Uber atopische Erkrankungen (Rhinitis, Konjunktivitis,
allergisches Asthma bronchiale, Atopisches Ekzem, allein oder in Kombination),
bei 6 Probanden lagen uns IgE-vermittelte Sensibilisierungen vor, die
anamnestisch ohne klinische Relevanz waren (siehe Tab. 4.1-16).
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Tab. 4.1-16: Ananmnestische Angaben der Atopiker ohne Apfelallergie

(n=20) zu vorliegenden atopischen Erkrankungen

Atopische Erkrankungen Anzahl der

Probanden
Saisonale RK n=8
Saisonale RK + AB n=1
Saisonale RK + AE n=1
Perenniale RK mit saisonaler Verstarkung n=2
Perenniale Rhinitis bzw. RK n=2
Klinisch  nicht relevante IgE-vermittelte n=6
Sensibilisierungen

RK= Rhinokonjunktivitis, AB= Asthma bronchiale, AE= Atopisches Ekzem

Weitere allergologische Anamnese

Es wurden weitere Unvertraglichkeiten bzw. allergische Erkrankungen angegeben,
wobei am haufigsten (jeweils dreimal) Kontaktallergien und Medikamenten-

Unvertraglichkeiten sowie Allergien auf perenniale Aeroallergene genannt wurden.

Medikation
Keiner der Probanden wurde mit Beta-Blockern behandelt. Zum Zeitpunkt der
Haut- Prick-Testungen nahm keiner der Patienten Medikamente ein, die die

Testfahigkeit beeintrachtigen konnten (wie z.B. Antihistaminika, systemische
Kortikosteroide).

Nikotin-Exposition
Zum Rauchverhalten siehe Tab. 4.1-15.
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c) Anamnese der Nichtatopiker

Allergologie

DefinitonsgemaR finden sich in dieser Probandengruppe (n=20) keine
Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis. Allerdings berichteten einzelne
Probanden Uber andere fraglich allergische Erkrankungen bzw. Beschwerden (s.
Tab. 4.1-10 und -11 im Anhang).

Medikation

Keiner der Probanden wurde mit Beta-Blockern behandelt. Im zeitlichen
Zusammenhang mit den Pricktestungen bestand bei keinem Probanden eine
systemische Gabe von Antihistaminika oder Kortikosteroiden.

Nikotin-Exposition

Die Angaben der Nichtatopiker zum Rauchverhalten sind zusammenfassend fiir
die drei Probandengruppen in Tab. 4.1-15 dargestellit.
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4.1.2 Nachweis spezifischer IgE-Antikorper im Serum mittels CAP-RAST

a) Apfelallergiker

Bei allen 22 Apfelallergikern waren im RAST sowohl spezifische IgE-Antikorper
gegen Apfel als auch Birkenpollen nachweisbar. Bei 18 Probanden zeigten sich
spezifische IgE-Antikbrper gegen Lieschgraspollen, bei jeweils 15 Probanden
gegen Haselnuss sowie Katzenschuppen. Fir Karotte zeigten sich bei 13
Probanden IgE-Antikérper, fir Sellerie bei 10 Probanden. Weitere Nachweise von
spezifischem IgE bei Hausstaubmilbe (8 Probanden), bei Beifusspolien (7
Probanden) sowie bei Kartoffel (6 Probanden). Die Auspragung der
nachgewiesenen Sensibilisierung im RAST zeigt Tab. 4.1-20.

Tab. 4. 1-20: Nachweis spezifischer IgE-Antikorper mittels CAP-RAST
bei 22 Apfelallergikern *

RAST-Klasse

0 1 2 3 4 5 6
Allergene Anzahl der Apfelallergiker
Apfel 2 10 9 2 0 0
Haselnu® 7 0 12 4 0 0 0
Karotte 5 7 2 0 0 0
Kartoffel 17 1 4 1 0 0 0
Sellerie 12 2 7 2 0 0 0
Birkenpollen 0 0 0 5 8 6 4
Lieschgraspollen 4 1 3 7 3 4 1
Beiful3pollen 15 3 1 4 0 0 0
Katzenschuppen 8 3 3 8 1 0 0
D. pteronyssinus 14 2 2 3 1 0 1

*Bei jeweils 1 Probanden liegt kein RAST vor bei: Katzenschuppen , HaselnuB, Karotte, D.
pteronyssinus
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b) Atopiker ohne Apfelallergie

Bei jeweils 9 Probanden fanden sich spezifische IgE-Antikérper mittels RAST
gegen Birkenpollen und Lieschgraspollen, bei 3 Probanden gegen
Hausstaubmilbe. Bei jeweils 2 Probanden zeigten sich spezifische IgE-Antikdrper

gegen Katzenhaare, Karotte sowie Beifusspollen. Fur die Allergene von Griiner
Apfel, Sellerie sowie Kartoffel liessen sich jeweils bei einem Probanden
spezifische IgE-Antikdrper nachweisen. Kein Nachweis von spezifischem IgE
gegen Haselnuss in dieser Probandengruppe. Bei einem Probanden lag uns kein
RAST vor. Die Auspragung der nachgewiesenen Sensibilisierungen im RAST
zeigt Tab. 4.1-21.

Tab. 4.1-21: Nachweis spezifischer IgE-Antikorper mittels CAP-RAST
bei 19 Atopikern ohne Apfelallergie

RAST-Kiasse
Allergene 0 1 2 3 4 5 6
Anzahl der Atopiker ohne Apfelallergie
Apfel 18 0 0 1 0 0 0
Haselnuf} 19 0 0 0 0 0 0
Karotte 17 1 1 0 0 0 0
Kartoffel 19 0 0 0 0 0 0
Sellerie 18 0 1 0 0 0 0
Birkenpollen 10 4 3 1 1 0 0
Lieschgraspolien 10 1 3 3 1 1 0
Beiful3pollen 17 1 1 0 0 0 0
Katzenschuppen 17 1 1 0 0 0 0
D. pteronyssinus 16 0 0 1 1 1 0
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c) Nichtatopiker

Definitionsgemal waren in der Gruppe der Nichtatopiker keine Sensibilisierungen
im RAST nachweisbar (siehe Tab. 4.1-19 im Anhang).

4.1.3 Haut-Prick-Testungen mit 10 hdufigen Allergenen

a) Apfelallergiker

Bei der Pricktestung mit dem kommerziellen Apfelallergen zeigten sich bei 12
Apfelallergikern positive Pricktestreaktionen.

Bei allen 22 Probanden dieser Gruppe zeigten sich positive Pricktestreaktionen
sowohl auf die Birkenpollen als auf die Graserpollen. Bei Haselnuss und Sellerie
zeigten sich bei jeweils 19 Probanden positive Pricktestreaktionen. Auch bei
Beifusspollen (n=18) und Katzenhaaren (n=17) fanden sich héaufig positive
Pricktestreaktionen. Bei Karotte und Kartoffel reagierten jeweils 9 Probanden
positiv in der Pricktestung. 8 Probanden zeigten bei der Pricktestung auf
Hausstaubmilbe positive Reaktionen. |

Aus Tab. 4.1-25 geht die Auspragung der Pricktestreaktionen im einzelnen hervor.
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Tab. 4.1-25: Haufigkeit und Auspragung der positiven Pricktestreaktionen
auf kommerzielle Pricktestiésungen bei 22 Apfelallergikern

Pricktest-Score*
Allergene 0 + ++ +++ ++++
Anzahl der Apfelallergiker

Apfel 10 6 4 2 0
Haselnu® 3 2 9 7 1
Karotte 13 5 2 1 1
Kartoffel ** 12 5 2 1 1
Sellerie 3 1 1 11 6
Birkenpollen 0 0 0 1 21
Graserpollen 0 1 2 4 15
Beifu3pollen 4 5 6 3 4
Katzenschuppen 5 1 1 6 9
D. pteronyssinus 14 0 2 2 4

*nach Ring (siehe 3.2.3)
**Der Prick mit Kartoffel fehlt bei einem Probanden

b) Atopiker ohne Apfelallergie

Am haufigsten zeigten sich in dieser Probandengruppe positive
Pricktestreaktionen bei der Testung mit Graserpollen (bei 16 Probanden positiv),
gefolgt von Birkenpollen (bei 14 Probanden positiv). Es zeigten sich positive
Pricktestreaktionen bei Beifusspolien (n=9), Katzenhaaren (n=8), Hausstaubmilbe
(n=7), Sellerie (n=5), Haselnuss (n=4) und Kartoffel (n=3). Bei Apfel und Karotte
zeigten sich bei jeweils 2 Probanden positive Pricktestreaktionen.

Tab. 4.1-26 stellt die Auspragung der Pricktestreaktionen dar.
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Tab. 4.1-26: Haufigkeit und Auspragung der positiven Pricktestreaktionen

auf kommerzielle Pricktestlésungen bei 20 Atopikern ohne Apfelallergie

Pricktest-Score*
Allergene 0 + ++ +++ ++++
Anzahl der Atopiker ohne Apfelallergie
Apfel 18 2 0 0 0
Haselnul} 16 2 1 1 0
Karotte 18 1 0 1 0
Kartoffel 17 1 1 1 0
Sellerie 14 2 2 0 2
Birkenpollen 1 2 3 6
Gréaserpollen 2 4 1 8
Beiful3polien 12 4 3 0 1
Katzenhaare 13 3 2 0 2
D. pteronyssinus 14 2 1 2 1

*nach Ring (siehe 3.2.3)

c) Nichtatopiker

DefinitionsgemaR fanden sich in dieser Probandengruppe keine
Sensibilisierungen gegen die ausgewahlten 10 haufigen Allergene (siehe Tab.
4.1-24 im Anhang).

4.1.4 IgE-vermittelte Sensibilisierungen gegen Birkenpollen und Apfel und
anamnestische Angaben zur Friihbliiher-Pollinosis

Die folgenden Tabellen (Tab. 4.1-27 und 4.1-28) stellen die Charakteristika der
einzelnen Apfelallergiker und Atopiker ohne Apfelallergie beziiglich der IgE-
vermittelten Sensibilisierungen gegen Birkenpollen und Apfel dar und fassen den
Zusammenhang zur Frihbliher-Pollinosis ibersichtlich zusammen.

Der Zusammenhang zur Apfel-Unvertraglichkeit ist nicht extra aufgefiihrt, da
definitionsgemal bei den Atopikern ohne Apfelallergie keine Beschwerden bei/
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nach Apfelverzehr vorliegen, in der Gruppe der Apfelallergiker diese jedoch

obligat sind.

Tab. 4.1-27: Ubersicht zur Sensibilisierung gegen Birkenpollen und Apfel

sowie zu saisonalen Symptomen bei 22 Apfelallergikern

Birkenpollen Apfel* Rhinitis u./o.

Konjunktivitis

Apfel- RAST- Pricktest- | RAST-Klasse Pricktest- | u./o. Asthma

Allergiker | Klasse Score Score im Frihjahr
KA 6 +4+++ 3 0 ja
HR 5 ++++ 3 0 ja
NS 3 ++++ 1 ++ ja
CT 4 ++++ 2 + ja
Uw 4 ++++ 3 + ja
OK 4 ++++ 2 +++ ja
JF 3 ++++ 2 ++ ja
1\ 3 +++ 1 + ja
HN 6 ++++ 2 + ja
HS 4 ++++ 3 0 ja

MB 5 ++++ 3 0 nein
AK 5 ++++ 3 0 ja
BB 5 ++++ 3 ++ ja
MEF 6 ++++ 4 0 ja
JD 3 ++++ 2 ++ nein

(O] 3 ++++ 2 +++ ja
PvP 4 ++++ 2 0 ja
GL 4 ++++ 2 0 ja
GC 4 ++++ 2 + ja
NJ 5 ++++ 3 + ja
CD 6 ++++ 4 0 ja
SH 5 ++++ 2 0 ja

*Hierbei wurde fiir den Pricktest das in der Routine verwendete handelsiibliche Apfelextrakt
(Fa. Allergopharma) beriicksichtigt
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Tab. 4.1-28: Ubersicht zur Sensibilisierung gegen Birkenpollen und Apfel

sowie zu saisonalen Symptomen bei 20 Atopikern ohne Apfelallergie

Birkenpollen Apfel** Rhinitis u./o.
Konjunktivitis
Probanden RAST- Pricktest- RAST- Pricktest- | u./o. Asthma
Klasse Score* Klasse Score* | im Frihjahr
UM 1 +++ 0 0 nein
KB 0 + 0 + ja
CF 0 + 0 0 nein
HK 0 0 0 0 ja
PW 0 0 0 0 nein
GEG 2 ++++ 0 0 nein
DV 1 ++++ 0 0 ja
YE 1 ++++ 0 0 ja
JH 0 0 0 0 nein
LB 1 +++ 0 + ja
MM 0 + 0 0 nein
IS 4 ++++ 3 0 ja
WF 0 ++ 0 0 nein
CR 3 ++++ 0 0 nein
DH - 0 - 0 nein
IC 0 0 0 0 ja
PG 0 0 0 0 ja
CB 0 ++ 0 0 nein
MK 2 +++ 0 0 nein
ISch 2 ++++ 0 0 nein

*nach Ring (siehe 3.2.3)

**Hierbei wurde fir den Pricktest das in der Routine verwendete handelsiibliche Apfelextrakt

(Fa. Allergopharma) berticksichtigt
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4.1.5 Verqgleich der Pricktestreaktionen bei Pricktestung mit dem
kommerziellen Apfelallergen und den selbsthergesteliten Apfelextrakten

Das selbsthergestellte Apfelextrakt der Verdiinnung 1:10 ergab bei den 22
Apfelallergikern haufiger eine positive Pricktestreaktion (bei n= 21) als die
handelsiibliche Pricktestldsung (bei n= 12), zudem waren die positiven
Pricktestreaktionen bei Apfel 1:10 starker ausgepragt als beim kommerziellen
Apfelextrakt (siehe Tab. 4.1-29). Herauszuheben sind 8 vierfach positive
Pricktestreaktionen bei Apfel 1:10; bei dem kommerziellen Apfelextrakt ergab sich
bei keinem der Apfelallergiker eine vierfach positive Pricktestreaktion und nur bei
2 Apfelallergikern eine dreifach positive Reaktion. Bei Apfel 1:10 jedoch zeigten
sich bei 9 Apfelallergikern dreifach positive Reaktionen.

Weiterhin zeigte sich bei einer Apfelallergikerin Rhinitis wenige Minuten nach
Pricktestungen mit den Apfelextrakten der Verdiinnung 1:10 und 1:100, bei einer
weiteren Apfelallergikerih Rhinitis 15 Minuten nach Pricktestungen mit den
Apfelextrakten der Verdlinnung 1:100 (siehe Anhang Tab. 4.2-10 und 4.2-12).

Das selbsthergestellte Apfelextrakt der Verdinnung 1:10 ergab bei den 20
Atopikern ohne Apfelallergie haufiger eine positive Pricktestreaktion (bei n= 4) als
die handelstibliche Pricktestlosung (bei n= 2), zudem waren die positiven
Pricktestreaktionen bei Apfel 1:10 starker ausgepragt als beim kommerziellen
Apfelextrakt (siehe Tab. 4.1-30).
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Tab. 4.1-29: Vergleich der Pricktestreaktionen mit der kommerziellen
Apfelpricktestiosung und dem selbsthergesteliten Apfelextrakt der
Verdiinnung 1:10 bei den Apfelallergikern

Apfel Apfel 1:10 **
(Fa. Allergopharma)
Apfelallergiker Pricktest-Score* Pricktest-Score*
KA 0 ++++
HR*** 0 +++
NS ++ 0
CT + +++
uw + ++++
OK +++ +++
JF ++ +4+++
v + ++
HN + ++++
HS 0 +++
MB 0 +++
AK 0 ++
BB ++ +++
MEF 0 o+
JD ++ ++++
oS +++ +++
PvP 0 +++
GL 0 ++++
GC + +++
NJ + ++
CD 0 ++
SH 0 +4+++

*nach Ring (siehe 3.2)

**beim selbsthergesteliten Apfelextrakt wurde die 1. Pricktestreihe beriick-
sichtigt, mit Ausnahme der drei letzten Probanden, die ausschliesslich an
der 2. Pricktestreihe teilnahmen

*** wenige Min. nach Pricktestung mit Apfel 1:10 Auftreten von Rhinitis
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Tab. 4.1-30: Vergleich der Pricktestreaktionen mit der kommerziellen

Apfelpricktestlésung
Verdiinnung 1:10 bei den Atopikern ohne Apfelallergie

und dem selbsthergestellten Apfelextrakt

Apfel

(Fa. Allergopharma)

Apfel 1:10**

Atopiker ohne
Apfelallergie

Prickiest-Score*

Pricktest-Score*

UM

KB

CF

HK

PW

GEG

DV

YE

JH

O} O O +| ©Of O] O] ©| ©

LB

+
+

MM

IS

WF

CR

DH

IC

PG

CB

+| O] O] O] O] O ©] ©|] ©

MK

O O] O] O] O] O O O] O] O] +| ©| ©O| O] O] ©O] ©f ©| +| ©

ISch

+
+
+

*nach Ring (siehe 3.2.3)

** beim selbsthergestellten Apfelextrakt wurde die 1. Pricktestreihe beriicksichtigt

der
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4.2. Ergebnisse der Pricktestungen
4.2.1 Ergebnisse der Pricktestungen (erste Pricktestreihe) mit

drei Pestiziden und den Positiv- und Negativkontrollen Histamin, NaCl und
PBS

a) Apfelallergiker

In Abb. 4.2-1 sind die Pricktestergebnisse (jeweils Uber das Kollektiv der 19
Apfelallergiker) fir die einzelnen Pricktestiosungen dargestellt. Die
Pricktestergebnisse fir die einzelnen Probanden finden sich im Anhang unter
Tab. 4.2-1 bis 4.2-3.

Alle Apfelallergiker zeigten eine positive Pricktestraktion auf das Histamin: Der
Median des mittleren Quaddeldurchmessers fiir die Pricktestreaktion mit Histamin
lag bei den 19 Apfelallergikern bei 3,5 mm, Minimum 2,5 mm, Maximum 5 mm,
50% zwischen 3 mm und 4 mm. Keiner der 19 Apfelallergiker zeigte eine positive
Pricktestreaktion auf das NaCl. Bei PBS ergab der Median des mittleren
Quaddeldurchmessers 0 mm: Ein Proband (HS) zeigte ein positive
Pricktestreaktion von 2,5 mm mittlerem Quaddeldurchmesser bei der Testung mit
PBS, dadurch lag das Maximum fiir den mittleren Quaddeldurchmesser hier bei
2,5 mm, das Minimum bei 0 mm. Bei den Ubrigen 18 Apfelallergikern blieb die
Testung mit PBS negativ.

Bei den 3 Pestiziden Thiram, Iprodion und Chlorpropham in den beiden
Verdiinnungsstufen 1:1 und 1:10 zeigte sich bei den 19 Apfelallergikern keine
positive Pricktestreaktion: der Median des mittleren Quaddeldurchmessers lag
somit bei 0 mm.
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Abbildung 4.2- 1: Vergleich mittlerer Quaddeldurchmesser [mm] bei Pricktest mit Histamin, NaCl,
PBS, Thiram 1:10, Thiram 1:1, Iprodion 1:10, Iprodion 1:1, Chlorpropham 1:10, Chlorpropham 1:1
filr die Gruppe der Apfelallergiker (n=19)

Thi= Thiram Ipr= Iprodion  Chi= Chlorporpham
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b) Atopiker ohne Apfelallergie

In Abb 4.2-2 sind die Pricktestergebnisse (jeweils Uber das Kollektiv der 20
Atopiker ohne Apfelallergie) fiir die einzelnen Pricktestlésungen dargestellt. Die
Pricktestergebnisse fiir die einzelnen Probanden finden sich im Anhang unter
Tab. 4.2-4 bis 4.2-6.

Alle 20 Atopiker ohne Apfelallergie zeigten eine positive Pricktestreaktion auf das
Histamin: der Median des mittleren Quaddeldurchmessers fir die
Pricktestreaktion mit Histamin lag bei 3 mm, Minimum 2,5 mm, Maximum 5,5 mm,
50% zwischen 3 mm und 4 mm. Keiner der 20 Probanden zeigte eine positive
Pricktestreaktion auf NaCl oder PBS (Median jeweils 0 mm).

Die Pricktestreaktionen auf die Pestizide Thiram und Iprodion (jeweils in der
Verdiinnung 1:1 und 1:10) und das Chlorpropham der Verdiinnung 1:10 fielen
bei allen 20 Probanden negativ aus (Median also 0 mm). Bei der Pricktestung mit
Chlorpropham 1:1 ergab sich bei einem Probanden (DV) eine positive
Pricktestreaktion mit einem mittleren Quaddeldurchmesser von 2 mm. Dadurch
ergibt sich bei dieser Pricktestldsing ein Minimum von 0 mm, Maximum von 2mm,
bei einem Median von 0 mm mittieren Quaddeldurchmessers. Bei den (brigen 20
Atopikern ohne Apfelallergie fiel die Pricktestung mit Chlorpropham 1:1 negativ
aus.
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Abbildung 4.2-2: Vergleich mittlerer Quaddeldurchmesser [mm] bei Pricktest mit Histamin, NaCl,
PBS, Thiram 1:10, Thiram 1:1, Iprodion 1:10, Iprodion 1:1, Chlorpropham 1:10, Chlorpropham 1:1
fiir die Gruppe der Atopiker ohne Apfelallergie (n= 20)

Thi= Thiram Ipr= Iprodion  Chl= Chlorporpham

c¢) Nichtatopiker

In Abb 4.2-3 sind die Pricktestergebnisse (jeweils Uiber das Kollektiv der 20 Nicht-
Atopiker) fir die einzelnen Pricktestlosungen dargestellt. Die Pricktestergebnisse
fur die einzelnen Probanden finden sich im Anhang unter Tab. 4.2-7 bis 4.2-9.

Alle 20 Nichtatopiker zeigten eine positive Pricktestreaktion auf das Histamin: der
Median des mittleren Quaddeldurchmessers fir die Pricktestreaktion mit Histamin
lag bei 3 mm, Minimum 2 mm, Maximum 5 mm, 50% zwischen 3 mm und 3,5 mm.
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Bei NaCl und PBS sowie den 3 Pestiziden Thiram, Iprodion und
Chlorpropham in den beiden Verdiinnungsstufen 1:1 und 1:10 zeigten sich
bei den 20 Probanden keine positiven Pricktestreaktionen (Median des mittleren
Quaddeldurchmessers jeweils 0 mm).
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Abbildung 4.2- 3: Vergleich mittlerer Quaddeldurchmesser [mm] bei Pricktest mit Histamin, NaCl,
PBS, Thiram 1:10, Thiram 1:1, lprodion 1:10, Iprodion 1:1, Chlorpropham 1:10, Chlorpropham 1:1
fiir die Gruppe der Nicht-Atopiker (n=20)

Thi= Thiram __Ipr= Iprodion  Chl= Chlorporpham
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d) Zusammenfassung der Pricktestergebnisse mit Histamin, NaCl, PBS,

Thiram, Iprodion und Chlorpropham

Alle 59 Probanden der ersten Pricktestreihe (19 Apfelallergiker, 20 Atopiker ohne
Apfelallergie, 20 Nichtatopiker) zeigten positive Pricktestreaktionen bei der
Positivkontrolle Histamin.

Keiner der 59 Probanden reagierte positiv auf die Negativkontrolle mit NaCl.

Bei der Negativkontrolle mit PBS fand sich bei einem Probanden (ein
Apfelallergiker) eine positive  Pricktestreaktion mit einem mittleren
Quaddeldurchmesser von 2,5 mm. Bei den Ubrigen 58 Probanden fiel die
Pricktestreaktion bei PBS negativ aus.

Auf das Pestizid Thiram der Verdiinnung 1:10 sowie 1:1 zeigte sich bei keinem
der 59 Probanden eine positive Pricktestreaktion.

Auf das Pestizid Iprodion der Verdiinnung 1:10 sowie 1:1 reagierte keiner der
59 Probanden positiv im Pricktest.

Auf das Pestizid Chlorpropham der Verdiinnung 1:10 zeigte sich bei keinem
der 59 Probanden eine positive Pricktestreaktion.

Auf das Chlorpropham der Verdiinnung 1:1 reagierte einer der Probanden (ein
Atopiker ohne Apfelallergie) positiv in der Pricktestung, mit einem mittleren
Quaddeldurchmesser von 2 mm. Bei den Ubrigen 58 Probanden fiel die

Pricktestreaktion hier negativ aus.

In allen 3 Probandengruppen lag der Median des mittleren Quaddeldurchmessers
sowohl bei NaCl und PBS als auch bei den 6 Pestizidlésungen in der ersten
Pricktestreihe bei 0 mm.
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4.2.2. Erste Pricktestreihe, ausqgehend von den dotierten und undotierten

Apfelextraktkonzentrationen der Verdiinnungsstufen 1:10, 1:100, 1:1000 und
1:10000

4.2.2.1 Ergebnisse der ersten Pricktestreihe bei 19 Apfelallergikern

a) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:10
In Abb. 4.2-4 sind die Pricktestergebnisse (jeweils (iber das Kollektiv der 19
Apfelallergiker) fir die einzelnen Pricktestiosungen dargestellt. Die

Pricktestergebnisse fir die einzelnen Probanden finden sich im Anhang unter
Tab. 4.2-10 und 4.2-11.
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Abbildung 4.2-4: Vergleich mittlerer Quaddeldurchmesser [mm] bei Pricktest mit Apfel allein 1:10
sowie Apfel 1:10 + Stimuli fiir die Gruppe der Apfelallergiker (n=19)
A= Apfel Thi= Thiram Ipr=Iprodion  Chi= Chlorporpham
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Bei der Pricktestung mit Apfel allein 1:10 fiel bei einem (NS) von 19
Apfelallergikern die Pricktestreaktion negativ aus. Die Ubrigen 18 Apfelallergiker
zeigten positive Pricktestreaktionen auf dieses Apfelextrakt. Der Median des
mittleren Quaddeldurchmessers lag hierbei bei 5 mm, das Minimum bei 0 mm,
das Maximum bei 10,5 mm. 50% der Pricktestreaktionen bei dieser
Pricktestiosung lagen zwischen 4,2 mm wund 5,8 mm mittleren
Quaddeldurchmessers.

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 mit Thiram 1:10 fiel bei zwei (NS,IV) von 19
Apfelallergikern die Pricktestreaktion negativ aus. Die (ibrigen 17 Apfelallergiker
zeigten positive Pricktestreaktionen auf dieses Apfelextrakt. Fir diese
Pricktestldsung ergab sich ein Minimum von 0 mm, Maximum von 12,5 mm, der
Median lag bei 4 mm mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der
Pricktestreaktionen lagen zwischen 3,5 mm und 4,8 mm mittleren
Quaddeldurchmessers. Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich
kein signifikanter Unterschied zur Pricktestung mit Apfel 1:10 allein (p=0,068386).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 mit Thiram 1:1 fiel bei einem (BB) von 19
Apfelallergikern die Pricktestreaktion negativ aus. Die (ibrigen 18 Apfelallergiker
zeigten positive Pricktestreaktionen auf dieses Apfelextrakt. Fir diese
Pricktestlosung ergab sich ein Minimum von 0 mm, Maximum von 9,5 mm, der
Median lag bei 4 mm mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der
Pricktestreaktionen lagen zwischen 3,8 mm und 4,5 mm mittleren
Quaddeldurchmessers. Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben zeigte sich bei
dieser Pricktestldsung (Apfel 1:10 mit Thiram 1:1) im Vergleich zu Apfel 1:10 allein
ein signifikanter Unterschied des mittleren Quaddeldurchmessers (p=
0,025527).

Wie in Abb. 4.2-4 dargestellt, handelt es sich um einen Unterschied im Sinne
einer Abschwiéchung.
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Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 mit Iprodion 1:10 fiel bei zwei (NS, MEF) von
19 Apfelallergikern die Pricktestreaktion negativ aus. Die (brigen 17
Apfelallergiker zeigten positive Pricktestreaktionen auf dieses Apfelextrakt. Fir
diese Pricktestldsung ergab sich ein Minimum von 0 mm, Maximum von 7,5 mm,
der Median lag bei 3,5 mm mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der
Pricktestreaktionen lagen zwischen 3 mm und 5 mm mittleren
Quaddeldurchmessers. Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben zeigte sich bei
dieser Pricktestldésung (Apfel 1:10 mit Iprodion 1:10) ein signifikanter
Unterschied des mittleren Quaddeldurchmessers (p= 0,02988).

Wie in Abb. 4.2-4 dargestellt, handelt es sich um einen Unterschied im Sinne

einer Abschwachung.

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 mit Iprodion 1:1 fiel bei zwei (IV, MEF) von
19 Apfelallergikern die Pricktestreaktion negativ aus. Die (brigen 17
Apfelallergiker zeigten positive Pricktestreaktionen auf dieses Apfelextrakt. Fir
diese Pricktestlosung ergab sich ein Minimum von 0 mm, Maximum von 10,5 mm,
der Median lag bei 4 mm mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der
Pricktestreaktionen lagen 2zwischen 32 mm und 4,8 mm mittleren
Quaddeldurchmessers. Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich
kein signifikanter Unterschied zu den Pricktestreaktionen mit Apfel 1:10 allein (p=
0,079868).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 mit Chlorpropham 1:10 fiel bei einem (OK)
von 19 Apfelallergikern die Pricktestreaktion negativ aus. Die Ubrigen 18
Apfelallergiker zeigten positive Pricktestreaktionen auf dieses Apfelextrakt. Fir
diese Pricktestlosung ergab sich ein Minimum von 0 mm, Maximum von 13 mm,
der Median lag bei 4,5 mm mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der
Pricktestreaktionen lagen zwischen 3,2 mm und 6,2 mm mittleren
Quaddeldurchmessers. Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich
kein signifikanter Unterschied zu den Pricktestreaktionen mit Apfel 1:10 allein (p=
0,793861).
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Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 mit Chlorpropham 1:1 fiel bei zwei (NS, OK)
von 19 Apfelallergikern die Pricktestreaktion negativ aus. Die Ubrigen 17
Apfelallergiker zeigten positive Pricktestreaktionen auf dieses Apfelextrakt. Fiir
diese Pricktestldsung ergab sich ein Minimum von 0 mm, Maximum von 14,5 mm,
der Median lag bei 5 mm mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der
Pricktestreaktionen lagen =zwischen 3,2 mm und 7 mm mittleren
Quaddeldurchmessers. Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich
kein signifikanter Unterschied zu den Pricktestreaktionen mit Apfel 1:10 allein (p=
0,7332274).

Fir die Pricktestreaktionen bei diesen 6 pestizidversetzten Apfelextrakten war
keiner der Mediane des mittleren Quaddeldurchmessers hoher als der Median bei
Apfel 1: 10 allein.

Tab. 4.2.2-1: Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichprobén im Vergleich der
Pricktestung mit Apfel allein und Apfel mit Pestizid , bei 19 Apfelallergikern

Variablenpaar p-Niveau
Apfel 1 :10 + Apfel 1:10 mit Thiram 1:10 0,068386
Apfel 1 :10 + Apfel 1:10 mit Thiram 1:1 0,025527
Apfel 1 :10 + Apfel 1:10 mit Iprodion 1:10 0,029880
Apfel 1 :10 + Apfel 1:10 mit Iprodion 1:1 0,079868
Apfel 1 :10 + Apfel 1:10 mit Chlorpropham 1:10 |0,793861
Apfel 1 :10 + Apfel 1:10 mit Chlorpropham 1:1  |0,733274
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b) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:100

In Abb 4.2-5 sind die Pricktestergebnisse (jeweils Gber das Kollektiv der 19
Apfelallergiker) fur die einzelnen Pricktestldésungen dargestellt. Die
Pricktestergebnisse flir die einzelnen Probanden finden sich im Anhang unter
Tab. 4.2-12 und 4.2-13.
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Abbildung 4.2-5: Vergleich mittlerer Quaddeldurchmesser [mm] bei Pricktest mit Apfel allein 1:100
sowie Apfel 1:100 + Stimuli fir die Gruppe der Apfelallergiker (n=19)
A= Apfel Thi= Thiram Ipr=Iprodion  Chi= Chlorporpham

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:100 allein fiel bei neun (NS, 1V, HS, MB, AK,
MEF, OS, PVP, GC) von 19 Apfelallergikern die Pricktestreaktion negativ aus. Die

Ubrigen 10 Apfelallergiker zeigten positive Pricktestreaktionen auf dieses
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Apfelextrakt. Fir diese Pricktestldésung ergab sich ein Minimum von 0 mm,
Maximum von 6,5 mm, der Median lag bei 2 mm mittleren Quaddeldurchmessers.
50% der Pricktestreaktionen lagen bei 0- 3,3 mm mittleren Quaddeldurchmessers.

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:100 mit Thiram 1:10 fiel bei neun (NS, CT, IV,
MB, AK, BB, MEF, OS, GC) von 19 Apfelallergikern die Pricktestreaktion negativ
aus. Die Gbrigen 10 Apfelallergiker zeigten positive Pricktestreaktionen auf dieses
Apfelextrakt. Fur diese Pricktestlosung ergab sich ein Minimum von 0 mm,
Maximum von 7,5 mm, der Median lag bei 2 mm mittleren Quaddeldurchmessers.
50% der Pricktestreaktionen lagen bei 0- 2,7 mm mittleren Quaddeldurchmessers.
Im Wilcoxon-Test flir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zu den Pricktestreaktionen mit Apfel 1:100 allein (p= 0,306564).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:100 mit Thiram 1:1 fiel bei acht (KA, CT, IV,
MB, AK, BB, MEF, GC) von 19 Apfelallergikern die Pricktestreaktion negativ aus.
Die dbrigen 11 Apfelallergiker zeigten positive Pricktestreaktionen auf dieses
‘Apfelextrakt. Fir diese Pricktestldésung ergab sich ein Minimum von 0 mm,
Maximum von 4,5 mm, der Median lag bei 2 mm mittleren Quaddeldurchmessers.
50% der Pricktestreaktionen lagen bei 0- 2,5 mm mittleren Quaddeldurchmessers.
Im Wilcoxon-Test fir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zu den Pricktestreaktionen mit Apfel 1:100 allein (p= 0,442052).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:100 mit Iprodion 1:10 fiel bei zehn (HR, NS, CT,
IV, HS, MB, AK, BB, MEF, GC) von 19 Apfelallergikern die Pricktestreaktion
negativ aus. Die ubrigen 9 Apfelallergiker zeigten positive Pricktestreaktionen auf
dieses Apfelextrakt. Fir diese Pricktestiosung ergab sich ein Minimum von 0 mm,
Maximum von 3,5 mm, der Median lag bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers.
50% der Pricktestreaktionen lagen bei 0- 2,2 mm mittleren Quaddeldurchmessers.
Im Wilcoxon-Test fir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zu den Pricktestreaktionen mit Apfel 1:100 allein (p= 0,75378).
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Bei der Pricktestung mit Apfel 1:100 mit Iprodion 1:1 fiel bei zehn (KA, HR, NS,
CT, IV, MB, AK, BB, MEF, GC) von 19 Apfelallergikern die Pricktestreaktion
negativ aus. Die Ubrigen 9 Apfelallergiker zeigten positive Pricktestreaktionen auf
dieses Apfelextrakt. Fur diese Pricktestidsung ergab sich ein Minimum von 0 mm,
Maximum von 3,5 mm, der Median lag bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers.
50% der Pricktestreaktionen lagen bei 0- 2 mm mittleren Quaddeldurchmessers.
Im Wilcoxon-Test fir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zu den Pricktestreaktionen mit Apfel 1:100 allein (p= 0,142223).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:100 mit Chlorpropham 1:10 fiel bei acht (NS,
CT, OK, IV, MB, AK, BB, GC) von 19 Apfelallergikern die Pricktestreaktion
negativ aus. Die Ubrigen 11 Apfelallergiker zeigten positive Pricktestreaktionen auf
dieses Apfelextrakt. Flr diese Pricktestidsung ergab sich ein Minimum von 0 mm,
Maximum von 5 mm, der Median lag bei 2 mm mittleren Quaddeldurchmessers.
50% der Pricktestreaktionen lagen bei 0- 2,7 mm mittleren Quaddeldurchmessers.
Im Wilcoxon-Test fir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zu den Pricktestreaktionen mit Apfel 1:100 allein (p= 0,529373).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:100 mit Chlorpropham 1:1 fiel bei acht (NS,
CT, OK, IV, MB, AK, BB, GC) von 19 Apfelallergikern die Pricktestreaktion
negativ aus. Die ubrigen 11 Apfelallergiker zeigten positive Pricktestreaktionen auf
dieses Apfelextrakt. Fir diese Pricktestlésung ergab sich ein Minimum von 0 mm,
Maximum von 5 mm, der Median lag bei 2 mm mittleren Quaddeldurchmessers.
50% der Pricktestreaktionen lagen bei 0- 2,7 mm mittleren Quaddeldurchmessers.
Im Wilcoxon-Test fir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zu den Pricktestreaktionen mit Apfel 1:100 allein (p= 0,330543).

Fir die Pricktestreaktionen bei diesen 6 pestizidversetzten Apfelextrakten war
keiner der Mediane des mittleren Quaddeldurchmessers hoher als der Median bei
Apfel 1: 100 allein.
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Tab. 4.2.2-2: Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben im Vergleich der
Pricktestung mit Apfel allein und Apfel mit Pestizid , bei 19 Apfelallergikern

Variablenpaar p-Niveau
Apfel 1 :100 + Apfel 1:100 mit Thiram 1:10 0,306564
Apfel 1 :100 + Apfel 1:100 mit Thiram 1:1 0,442052
Apfel 1 :100 +Apfel 1:100 mit Iprodion 1:10 0,75378

Apfel 1 :100 + Apfel 1:100 mit Iprodion 1:1 0,142223
Apfel 1 :100 + Apfel 1:100 mit Chlorpropham 1:10  {0,529373
Apfel 1 :100 + Apfel 1:100 mit Chlorpropham 1:1 0,330543

c) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:1000

Die Pricktestergebnisse fiir die einzelnen Probanden finden sich im Anhang unter
Tab. 4.2-14.

Bei der Pricktestldsung Apfelextrakt 1:1000 allein zeigte sich bei zwei der 19
Apfelallergiker (OK, JD) eine positive Pricktestreaktion: mit einem mittleren
Quaddeldurchmesser von 2,5 mm bzw. 2 mm. Bei den Ubrigen 17 Probanden fiel
die Pricktestreaktion auf dieses Apfelextrakt negativ aus. Der Median lag bei 0
mm mittleren Quaddeldurchmessers.

Bei der Pricktestldsung Apfel 1:1000 mit Thiram 1:10 zeigte sich bei drei der 19
Apfelallergiker ( OK, MRF, GL) eine positive Pricktestreaktion: mit einem mittleren
Quaddeldurchmesser von 2 mm, 3 mm bzw. 3 mm. Bei den Ubrigen 16
Probanden fiel die Pricktestreaktion auf dieses Apfelextrakt negativ aus. Der
Median lag bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers.

Bei der Pricktestldsung Apfel 1:1000 mit Thiram 1:1 zeigte sich bei einem der 19

Apfelallergiker (GL) eine positive Pricktestreaktion mit einem mittieren
Quaddeldurchmesser von 3 mm. Bei den Ubrigen 18 Probanden fiel die
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Pricktestreaktion auf dieses Apfelextrakt negativ aus. Der Median lag bei 0 mm
mittleren Quaddeldurchmessers.

Bei der Pricktestiosung Apfel 1:1000 mit Iprodion 1:10 zeigte sich bei einem der
19 Apfelallergiker (GL) eine positive Pricktestreaktion mit einem mittleren
Quaddeldurchmesser von 3,5 mm. Bei den Ubrigen 18 Probanden fiel die
Pricktestreaktion auf dieses Apfelextrakt negativ aus. Der Median lag bei 0 mm
mittleren Quaddeldurchmessers. '

Bei der Pricktestiésung Apfel 1:1000 mit Iprodion 1:1 zeigte sich bei zwei der 19
Apfelallergiker (JD, GL) eine positive Pricktestreaktion: mit einem mittleren
Quaddeldurchmesser von 2,5 mm bzw. 2 mm. Bei den brigen 17 Probanden fiel
die Pricktestreaktion auf dieses Apfelextrakt negativ aus. Der Median lag bei 0
mm mittleren Quaddeldurchmessers.

Bei der Pricktestlosung Apfel 1:1000 mit Chlorpropham 1:10 zeigte sich bei
einem der 19 Apfelallergiker (JD) eine positive Pricktestreaktion mit einem
mittleren Quaddeldurchmesser von 2,5 mm. Bei den Ubrigen 18 Probanden fiel
die Pricktestreaktion auf dieses Apfelextrakt negativ aus. Der Median lag bei 0
mm mittleren Quaddeldurchmessers.

Bei der Pricktestiosung Apfel 1:1000 mit Chlorpropham 1:1 fiel die
Pricktestreaktion bei allen 19 Apfelallergikern negativ aus. Der Median lag bei 0
mm mittleren Quaddeldurchmessers.

Die Mediane der mittleren Quaddeldurchmessers lagen bei allen 6
pestizidversetzten Apfelextrakten sowie beim Apfel allein 1:1000 bei 0 mm.
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Tab. 4.2.2-3: Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben im Vergleich der
Pricktestung mit Apfel allein und Apfel mit Pestizid , bei 19 Apfelallergikern

Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben

Variablenpaar p-Niveau
Apfel 1 :1000 + Apfel 1:1000 mit Thiram 1:10 0,418498
Apfel 1 :1000+ Apfel 1:1000 mit Thiram 1:1 1,000000
Apfel 1 :1000 +Apfel 1:1000 mit lprodion 1:10 1,000000
Apfel 1 :1000+ Apfel 1:1000 mit Iprodion 1:1 1,000000
Apfel 1 :1000 + Apfel 1:1000 mit Chlorpropham 1:10 1,000000
Apfel 1 :1000+ Apfel 1:1000 mit Chlorpropham 1:1 -

d) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:10000

Die einzeln aufgefiihrten Pricktestergebnisse fiir diese Pricktestiosungen (Apfel
allein 1:10000, Apfel 1: 10000 mit Pestizid versetzt) bei den 19 Probanden finden
sich im Anhang unter Tab. 4.2-15.

Bei der Pricktestlésung Apfel 1:10000 allein fiel die Pricktestreaktion bei allen 19
Apfelallergikern negativ aus.

Bei der Pricktestldésung Apfel 1:10000 mit Thiram 1:10 zeigte sich bei einem
Apfelallergiker (Uw) eine positive Pricktestreaktion (mittlerer
Quaddeldurchmesser 2mm), bei den ubrigen 18 Apfelallergikeren fiel die
Pricktestreaktion mit dieser Pricktestlosung negativ aus.

Die Pricktestung mit den weiteren 5 pestizid-dotierten Apfelextrakten dieser

Verdiinnungsstufe blieb bei den 19 Apfelallergikern negativ.

Der Median des mittleren Quaddeldurchmessers lag bei allen 6 pestizidversetzten
Apfelextrakten sowie beim Apfel allein 1:10000 bei 0 mm.
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e) Zusammenfassung der Ergebnisse flir die erste Pricktestreihe ausgehend von

den dotierten und undotierten Apfelextrakten der Verdiinnungsstufen 1:10, 1:100,
1:1000 und 1:10000 bei 19 Apfelallergikern

Bei zwei pestizidversetzten Apfelextrakten ergab sich ein signifikanter
Unterschied der Pricktestreaktion im Vergleich zum Apfelextrakt allein:

o Apfel 1:10 mit Thiram 1:1

e Apfel 1:10 mit Iprodion 1:10.
In beiden Fallen zeigte sich bei diesen pestizidversetzten Apfelextrakten ein
Unterschied im Sinne einer Abschwichung der Pricktestreaktion im Vergleich
zum Apfel allein . ,
Bei den (brigen vier pestizidversetzten Apfelextrakten der Verdiinnung 1:10 zeigte
sich kein signifikanter Unterschied zur Pricktestreaktion mit Apfel allein, ebenso
wenig wie bei den sechs pestizidversetzten Apfelextrakten der Verdiinnung 1:100,
den sechs pestizidversetzten Apfelextrakten der Verdiinnung 1:1000 und den
sechs pestizidversetzten Apfelextrakten der Verdiinnung 1:10000.
Jedoch war der Median des mittleren Quaddeldurchmessers in keiner der vier
Testreihen mit pestizidversetztem Apfelextrakt grosser als der Median in den
Pricktestungen mit Apfel allein.
Bei jedem der 19 Apfelallergiker wurden fiir jede der 4 Verdiinnungsstufen des
Apfelextraktes (Ausgangskonzentration 260 pg/ml Apfelprotein) 7 Pricktestungen
durchgefiihrt, d.h. fir jede Verdinnungsstufe wurden fur das Kollektiv der 19
Apfelallergiker 133 Pricktestungen durchgefuhrt. Positive Pricktestreaktionen
waren bei den Apfelextrakien hoherer Konzentration haufiger als bei den
Apfelextrakten niedrigerer Apfelproteinkonzentration:

e Apfelextrakte 1:10: 122 / 133 positive Pricktestreaktionen (91,7 %)

e Apfelextrakte 1:100: 71/ 133 positive Pricktestreaktionen (53,4%)

e Apfelextrakte 1:1000: 9/ 133 positive Pricktestreaktionen (6,8%)

e Apfelextrakte 1:10000 : 1/ 133 positive Pricktestreaktionen (0,8%)
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4.2.2.2 Ergebnisse der ersten Pricktestreihe bei 20 Atopikern ohne
Apfelallergie

a) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:10
In Abb 4.2-6 sind die Pricktestergebnisse (jeweils iber das Kollektiv der 20
Atopiker ohne Apfelallergie) fur die einzelnen Pricktestidsungen dargestelit. Die

Pricktestergebnisse fir die einzelnen Probanden finden sich im Anhang unter
Tab. 4.2-16 und 4.2-17.
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Abbildung 4.2-6: Vergleich mittlerer Quaddeldurchmesser [mm] bei Pricktest mit Apfel allein 1:10
sowie Apfel 1:10 + Stimuli fiir die Gruppe der Atopiker ohne Apfelallergie (n=20)
A= Apfel Thi= Thiram Ipr= Iprodion  Chl= Chlorporpham
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Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 allein fiel bei finf (GEG, LB, 1Si, MK, I1Sch)
von 20 Atopikern ohne Apfelallergie die Pricktestreaktion positiv aus. Bei 15
Probanden fiel die Pricktestreaktion beim Apfel 1:10 allein negativ aus.

Far diese Pricktestlésung ergab sich ein Minimum von 0 mm, Maximum von 4
mm, der Median lag bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der
Pricktestreaktionen lagen zwischen 0 mm wund 1 mm mittleren
Quaddeldurchmessers.

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 mit Thiram 1:10 fiel bei zwei (LB, 1Sch) von
20 Atopikern ohne Apfelallergie die Pricktestreaktion positiv aus. Bei 18
Probanden fiel die Pricktestreaktion beim Apfel 1:10 mit Thiram 1:10 negativ aus.
Fir diese Pricktestlosung ergab sich ein Minimum von 0 mm, Maximum von 3,5
mm, der Median lag bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der
Pricktestreaktionen lagen bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers. Im Wilcoxon-
Test flr gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter Unterschied der
Mediane zur Pricktestung mit Apfel 1:10 allein (p= 0,067898).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 mit Thiram 1:1 fiel bei zwei (LB, I1Sch) von 20
Atopikern ohne Apfelallergie die Pricktestreaktion positiv aus. Bei 18 Probanden
fiel die Pricktestreaktion beim Apfel 1:10 mit Thiram 1:1 negativ aus.

Fir diese Pricktestldsung ergab sich ein Minimum von 0 mm, Maximum von 3
mm, der Median lag bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der
Pricktestreaktionen lagen bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers. Im Wilcoxon-
Test fir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter Unterschied der
Mediane zur Pricktestung mit Apfel 1:10 allein (p= 0,172964).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 mit Iprodion 1:10 fiel bei finf (GEG, LB, Isi,
MK, ISch) von 20 Atopikern ohne Apfelallergie die Pricktestreaktion positiv aus.
Bei 15 Probanden fiel die Prickiestreaktion beim Apfel 1:10 mit Iprodion 1:10
negativ aus.
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Fur diese Pricktestlosung ergab sich ein Minimum von 0 mm, Maximum von 3
mm, der Median lag bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der
Pricktestreaktionen lagen zwischen 0 mm und 1 mm mittleren
Quaddeldurchmessers. Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich
kein signifikanter Unterschied der Mediane zur Pricktestung mit Apfel 1:10 allein
(p=0,465214).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 mit Iprodion 1:1 fiel bei zwei (LB, 1Sch) von
20 Atopikern ohne Apfelallergie die Pricktestreaktion positiv aus. Bei 18
Probanden fiel die Pricktestreaktion beim Apfel 1:10 mit Iprodion 1:1 negativ aus.
Far diese Pricktestlésung ergab sich ein Minimum von 0 mm, Maximum von 3
mm, der Median lag bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der
Pricktestreaktionen lagen bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers. Im Wilcoxon-
Test flir gepaarte Stichproben ergab sich ein signifikanter Unterschied der
Mediane im Vergleich zur Pricktestung mit Apfel 1:10 allein (p= 0,043123).

Bei Betrachtung der einzelnen 5 Probanden, die bei Apfel 1:10 allein positiv in der
Pricktestung reagiert hatten, zeigt sich in jedem Fall bei Apfel+ Iprodion 1:1 eine
schwéchere Pricktestreaktion. Der im Wilcoxon-Test ermittelte Unterschied ist

demnach im Sinne einer Abschwiachung der Pricktestreaktion.

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 mit Chlorpropham 1:10 fiel bei vier (GEG,
LB, Isi, ISch) von 20 Atopikern ohne Apfelallergie die Pricktestreaktion positiv aus.
Bei 16 Probanden fiel die Pricktestreaktion beim Apfel 1:10 mit Chlorpropham
1:10 negativ aus.

Fir diese Pricktestlésung ergab sich ein Minimum von 0 mm, Maximum von 2,5
mm, der Median lag bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der
Pricktestreaktionen lagen bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers.

Im Wilcoxon-Test fir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied der Mediane zur Pricktestung mit Apfel 1:10 allein (p= 0,144137).

92



Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 mit Chlorpropham 1:1 fiel bei vier (GEG, LB,
Isi, ISch) von 20 Atopikern ohne Apfelallergie die Pricktestreaktion positiv aus. Bei
16 Probanden fiel die Pricktestreaktion beim Apfel 1:10 mit Chlorpropham 1:1
negativ aus.

Fir diese Pricktestldsung ergab sich ein Minimum von 0 mm, Maximum von 3
mm, der Median lag bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der
Pricktestreaktionen lagen bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers.

Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied der Mediane zur Pricktestung mit Apfel 1:10 allein (p= 0,108819).

Der Median des mittleren Quaddeldurchmessers lag sowohl bei den sechs
pestizidversetzten Apfelextrakten als auch beim Apfel allein 1:10 bei 0 mm.

Tab. 4.2.2-4: Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben im Vergleich der
Pricktestung mit Apfel allein und Apfel mit Pestizid, bei 20 Atopikern ohne

Apfelallergie

Variablenpaar p-Niveau
Apfel 1 :10 + Apfel 1:10 mit Thiram 1:10 0,067898
Apfel 1 :10 + Apfel 1:10 mit Thiram 1:1 0,172964
Apfel 1 :10 +Apfel 1:10 mit Iprodion 1:10 0,465214
Apfel 1 :10+ Apfel 1:10 mit Iprodion 1:1 0,043123
Apfel 1 :10 + Apfel 1:10 mit Chlorpropham 1:10  [0,144137
Apfel 1 :10+ Apfel 1:10 mit Chlorpropham 1:1 0,108819
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b) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:100
Die Pricktestergebnisse fiir die einzelnen Probanden finden sich im Anhang unter
Tab. 4.2-18.

Bei allen 20 Atopikern ohne Apfelallergie fiel die Pricktestreaktion mit Apfel 1:100
allein negativ aus.

Bei der Testung mit Apfel 1:100 mit Thiram 1:10 blieb bei allen 20 Probanden
die Pricktestreaktion negativ.

Bei einem (LB) der 20 Probanden ergab sich bei der Pricktestung mit Apfel 1:100
mit Thiram 1:1 eine positive Pricktestreakton mit einem mittleren
Quaddeldurchmesser von 2 mm, bei den (ibrigen 19 Atopikern ohne Apfelallergie
fiel die Pricktestung hier negativ aus.

Bei einem (LB) der 20 Probanden ergab sich bei der Pricktestung mit Apfel 1:100
mit Iprodion 1:10 eine positive Pricktestreaktion mit einem mittleren
Quaddeldurchmesser von 2,5 mm, bei den Ubrigen 19 Atopikern ohne
Apfelallergie fiel die Pricktestung hier negativ aus.

Bei den Testungen mit Apfel 1:100 mit Iprodion 1:1, Apfel 1:100 mit
Chlorpropham 1:10 und 1:1 blieb bei allen 20 Probanden die Pricktestreaktion

negativ.

Der Median des mittleren Quaddeldurchmessers lag sowohl bei den‘sechs
pestizidversetzten Apfelextrakten als auch beim Apfel allein 1:100 bei 0 mm.
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c) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdliinnung 1:1000

Die Pricktestergebnisse fir die einzelnen Probanden finden sich im Anhang unter
Tab. 4.2-19.

Auf die Pricktestung mit Apfel 1:1000 allein reagierte keiner der 20 Atopiker ohne
Apfelallergie positiv.

Auch auf die 6 mit Pestizid dotierten Apfelextrakte dieser Verdiinnung fielen bei
allen 20 Probanden die Pricktestraktionen negativ aus.

Der Median des mittleren Quaddeldurchmessers lag sowohl bei den sechs
pestizidversetzten Apfelextrakten als auch beim Apfel allein 1:1000 bei 0 mm.

d) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:10000

Die Pricktestergebnisse fir die einzelnen Probanden finden sich im Anhang unter
Tab. 4.2-20.

Auf die Pricktestung mit Apfel 1:10000 allein reagierte keiner der 20 Atopiker
ohne Apfelallergie positiv. '

Bei einem Probanden (JH) zeigte sich eine positive Pricktestreaktion auf Apfel
1:10000 mit Iprodion 1:1 (mittlerer Quaddeldurchmesser 2mm), bei den (brigen

19 Atopikern ohne Apfelallergie fiel die Pricktestung hier negativ aus.

Bei den Testungen mit den librigen 5 Pestizid-versetzten Apfelextrakten dieser

Verdiinnungsstufe fiel die Pricktestreaktion bei allen 20 Probanden negativ aus.

Der Median des mittleren Quaddeldurchmessers lag sowohl bei den sechs
pestizidversetzten Apfelextrakten als auch beim Apfel allein 1:10000 bei 0 mm.
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e) Zusammenfassung der Ergebnisse fiir die erste Pricktestreihe ausgehend von

den dotierten und undotierten Apfelextraktkonzentrationen der Verdinnungsstufen
1:10, 1:100, 1:1000 und 1:10000 bei 20 Atopikern ohne Apfelallergie

Bei einem pestizidversetztem Apfelextrakt ergab sich ein signifikanter
Unterschied der Pricktestreaktion im Vergleich zum Apfelextrakt allein:
e Apfel 1:10 mit Iprodion 1:1

Dieser Unterschied ergab sich im Sinne einer Abschwéchung.

Bei den hoheren Verdinnungsstufen zeigten sich nur vereinzelt positive
Pricktestreaktionen, so dass ein Wilcoxbn-Test fur gepaarte Stichproben nicht
sinnvoll war, und hier keine Aussagen (ber eine signifikanten Unterschied
getroffen werden koénnen. Jedoch war bei allen Pricktestreaktionen der
pestizidversetzten Apfelextrakte und des entsprechenden Apfelextraktes allein der

Median des mittleren Quaddeldurchmessers bei 0 mm.

Bei jedem der 20 Probanden wurden fir jede der 4 Verdiinnungsstufen des
Apfelextraktes (Ausgangskonzentration 260 ug/ml Apfelprotein) 7 Pricktestungen
durchgefihrt, d.h. far jede' Verdinnungsstufe wurden fir das Kollektiv der 20
Atopiker ohne Apfelallergie 140 Pricktestungen durchgefiihrt. Positive
Pricktestreaktionen waren bei den Apfelextrakten héherer Konzentration haufiger
als bei den Apfelextrakten niedrigerer Apfelproteinkonzentration:

e Apfelextrakte 1:10: 24 /140 positive Pricktestreaktionen  (17,1%)

o Apfelextrakte 1:100 : 2/140 positive Pricktestreaktionen (1,4%)

o Apfelextrakte 1:1000 : 0/140 (alle Pricktestreaktionen negativ) (0%)

e Apfelextrakte 1:10000 : 1/140 positive Pricktestreaktionen (0,7%)
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4.2.2.3 Ergebnisse der ersten Pricktestreihe bei 20 Nichtatopikern

Die Pricktestergebnisse fir die einzelnen Probanden finden sich im Anhang unter
Tab. 4.2-21 bis 4.2-24.

a) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:10
Bei den 20 Nichtatopikern fiel die Pricktestung mit Apfel 1:10 allein negativ aus,

ebenso wie mit den 6 mit Pestizid versetzten Apfelextrakten dieser
Verdiinnhung.

b) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:100
Bei den 20 Nichtatopikern fiel die Pricktestung mit Apfel 1:100 allein negativ aus,

ebenso wie mit den 6 mit Pestizid versetzten Apfelextrakten dieser
Verdiinnung.

c) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:1000

Bei den 20 Nichtatopikern fiel die Pricktestung mit Apfel 1:1000 allein negativ
aus, ebenso wie mit den 6 mit Pestizid versetzten Apfelextrakten dieser
Verdiinnung.

d) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:10000
Bei den 20 Nichtatopikern fiel die Pricktestung mit Apfel 1:10000 allein negativ

aus, ebenso wie mit den 6 mit Pestizid versetzten Apfelextrakten dieser
Verdiinnung.

Bei allen Pricktestreaktionen dieser pestizidversetzten Apfelextrakte und des

Apfelextraktes 1:10000 allein lag der Median des mittleren Quaddeldurchmessers
bei 0 mm.
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e) Zusammenfassung der Ergebnisse flr die erste Pricktestreihe ausgehend von
den dotierten und undotierten Apfelextraktkonzentrationen der Verdiinnungsstufen
1:10, 1:100, 1:1000 und 1:10000 bei 20 Nichtatopikern

Bei jedem der 20 Nichtatopiker blieben sowohl die vier Apfelextrakte allein als

auch die jeweils dazugehdrigen 6 mit Pestizid versetzten Apfelextrakte in der
Pricktestreaktion negativ:

e Apfelextrakte 1:10: 0 / 140 positive Pricktestreaktionen
o Apfelextrakte 1:100 : 0 / 140 positive Pricktestreaktionen
o Apfelextrakte 1:1000: 0/ 140 positive Pricktestreaktionen
e Apfelextrakte 1:100 : 0 / 140 positive Pricktestreaktionen
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4.2.3 Ergebnisse der Pricktestungen (zweite Pricktestreihe) mit drei
Pestiziden und den Positiv- und Negativkontrollen Histamin, NaCl und PBS

a) Apfelallergiker

Die Pricktestergebnisse fir die einzelnen Probanden finden sich im Anhang unter
Tab. 4.2-25 und 4.2-26.

Alle 14 Apfelallergiker zeigten positive Pricktestreaktionen auf das Histamin
(Minimum 2 mm mittlerer Quaddeldurchmesser, Maximum 6,5 mm, Median 3
mm). Es fanden sich bei keinem der Probanden positive Reaktionen in der
Pricktestung mit NaCl oder PBS (Median des mittleren Quaddeldurchmessers
jeweils 0 mm). Keiner der 14 Probanden zeigte bei der Pricktestung mit den 6
Pestizidiosungen (Thiram, Iprodion, Chlorpropham, jeweils in 2
Verdlnnungsstufen) eine positive Reaktion (Median des mittleren
Quaddeldurchmessers jeweils 0 mm).

b) Atopiker ohne Apfelallergie

Die Pricktestergebnisse fiir die einzelnen Probanden finden sich im Anhang unter
Tab 4.2-27 und 4.2-28.

Alle 9 Atopiker ohne Apfelallergie zeigten positive Pricktestreaktionen auf das
Histamin (Minimum 2,5 mm mittlerer Quaddeldurchmesser, Maximum 5 mm,
Median 3,5 mm). Es fanden sich bei keinem der Probanden positive Reaktionen in
der Pricktestung mit NaCl oder PBS (Median des mittleren Quaddeldurchmessers
jeweils 0 mm). Eine der 9 Atopiker ohne Apfelallergie zeigte bei der Pricktestung
mit dem Pestizid Chlorpropham 1:10 eine positive Pricktestreaktion (mittlerer
Quaddeldurchmesser 2 mm), der Median lag bei 0 mm. Bei den ({brigen
Pestizididbsungen und Probanden blieben die Pricktestreaktionen mit den

Pestizidlosungen negativ (Median des mittleren Quaddeldurchmessers jeweils 0
mm).
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c) Nichtatopiker

Die Pricktestergebnisse fiir die einzelnen Probanden finden sich im Anhang unter
- Tab 4.2-29 und 4.2-30.

Alle 6 Nichtatopiker zeigten positive Pricktestreaktionen auf das Histamin
(Minimum 3 mm mittlerer Quaddeldurchmesser, Maximum 4 mm, Median 3,5
mm). Es fanden sich bei keinem der Probanden positive Reaktionen in der
Pricktestung mit NaCl oder PBS. Keiner der 6 Probanden zeigte bei der
Pricktestung mit den 6 Pestizidlosungen eine positive Reaktion (Median des
mittleren Quaddeldurchmessers jeweils 0 mm).

d) Zusammenfassung der Pricktestergebnisse mit Histamin, NaCl, PBS,
Thiram, Iprodion und Chlorpropham

Alle 29 Probanden der zweiten Pricktestreihe (14 Apfelallergiker, 9 Atopiker ohne
Apfelallergie, 6 Nichtatopiker) zeigten positive Pricktestreaktionen bei der
Positivkontrolle Histamin.

Keiner der 29 Probanden reagierte positiv auf die Negativkontrollen mit NaCl oder
PBS.

Auf das Pestizid Thiram der Verdiinnung 1:10 sowie 1:1 zeigte sich bei keinem
der 29 Probanden eine positive Pricktestreaktion.

Auf das Pestizid Iprodion der Verdiinnung 1:10 sowie 1:1 reagierte keiner der
29 Probanden positiv im Pricktest.

Bei einem der 29 Probanden (ein Atopiker ohne Apfelallergie) trat eine positive
Pricktestreaktion bei Chlorpropham der Verdiinnung 1:10 auf (mittlerer
Quaddeldurchmesser 2 mm).

Auf das Pestizid Chlorpropham der Verdiinnung 1:1 zeigte sich bei keinem der
29 Probanden eine positive Pricktestreaktion.

In allen 3 Probandengruppen lag der Median des mittleren Quaddeldurchmessers
sowohl bei NaCl und PBS als auch bei den 6 Pestizidlésungen bei 0 mm.
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4.2.4 Zweite Pricktestreihe, ausgehend von den dotierten und undotierten

Apfelextraktkonzentrationen der Verdiinnungsstufen 1:10, 1:30, 1:100 und
1:300 |

4.2.4.1 Ergebnisse der zweiten Pricktestreihe bei 14 Apfelallergikern

a) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:10

In Abb. 4.2-8 sind die Pricktestergebnisse der zweiten Pricktestreihe (jeweils tiber

das Kollektiv der 14 Apfelallergiker) fir die einzelnen Pricktestldsungen
dargestellt. Die Pricktestergebnisse fiir die einzelnen Probanden finden sich im
Anhang unter Tab. 4.2-31.

£ 1T =
.5 10 _— e ...... i .
S i i : : H i 7
£ z : | :
[0} : : : : : : :
3 ; ; f | ; f %
g 4_.. ........................... AAAAA ' .
¢ f ! :
% o J __._ ; .............. —_ .:
£ ﬁ z | |
S 0 — b —e O
| ] ] [ I [ [
ham = £ - o h e
9 = iy S g3 5 Q
o
< x < % < (ﬁ <

Abbildung 4.2-8: Vergleich mittlerer Quaddeldurchmesser [mm] bei Pricktest mit Apfel allein 1:10
sowie Apfel 1:10 + Stimuli fiir die Gruppe der Apfelallergiker (n=14)
Thi= Thiram....Ipr= Iprodion ~ Chi= Chlorpropham
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Bei der Pricktestung mit Apfel allein 1:10 zeigten alle 14 Apfelallergiker positive
Pricktestreaktionen. Der Median des mittieren Quaddeldurchmessers lag bei 3,5
mm, das Minimum bei 2 mm, das Maximum bei 85 mm. 50% der
Pricktestreaktionen bei dieser Pricktestlosung lagen zwischen 3 mm und 5,5 mm
mittleren Quaddeldurchmessers.

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 mit Thiram 1:10 fiel bei einem Apfelallergiker
(NS) die Pricktestreaktion negativ aus. Bei den Ubrigen 13 Apfelallergikern zeigten
sich positive Pricktestreaktionen. Firr diese Pricktestliosung ergab sich ein
Minimum von 0 mm, Maximum von 8,5 mm, der Median lag bei 4,25 mm mittleren
Quaddeldurchmessers. 50% der Pricktestreaktionen lagen zwischen 3,5 mm und
5,5 mm mittleren Quaddeldurchmessers. '

Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zur Pricktestung mit Apfel 1:10 allein (p=0,610124).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 mit Thiram 1:1 zeigten alle 14 Apfelallergiker
positive Pricktestreaktionen. Es ergab sich ein Minimum von 2 mm, Maximum von
6 mm, der Median lag bei 4,25 mm mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der
Pricktestreaktionen lagen 2zwischen 3 mm wund 5 mm mittleren
Quaddeldurchmessers.

Im Wilcoxon-Test fir gepaarte Stichproben zeigte sich im Vergleich zu Apfel 1:10
allein kein signifikanter Unterschied (p= 0,753686).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 mit Iprodion 1:10 fiel bei einem
Apfelallergiker (NS) die Pricktestreaktion negativ aus. Bei den {brigen 13
Apfelallergikern zeigten sich positive Prickiestreaktionen. Fir diese
Pricktestldsung ergab sich ein Minimum von 0 mm, Maximum von 11,5 mm, der
Median lag bei 3,8 mm mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der
Pricktestreaktionen lagen zwischen 3 mm und 7 mm mittleren
Quaddeldurchmessers.
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Im  Wilcoxon-Test fir gepaarte Stichproben zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zur Pricktestung mit Apfel 1:10 allein (p= 0,308071 ).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 mit Iprodion 1:1 zeigten alle 14
Apfelallergiker positive Pricktestreaktionen. Fiir diese Pricktestidsung ergab sich
ein Minimum von 2,5 mm, Maximum von 9,5 mm, der Median lag bei 3,5 mm
mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der Pricktestreaktionen lagen zwischen 2,5
mm und 5,5 mm mittleren Quaddeldurchmessers.

Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zu der Pricktestreaktion mit Apfel 1:10 allein (p= 0,783654).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 mit Chlorpropham 1:10 zeigten alle 14
Apfelallergiker positive Pricktestreaktionen. Fiir diese Pricktestlésung ergab sich
ein Minimum von 2,5 mm, Maximum von 9,5 mm, der Median lag bei 4,5 mm
mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der Pricktestreaktionen lagen zwischen 3,5
mm und 6 mm mittleren Quaddeldurchmessers.

Im  Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zu der Pricktestreaktion mit Apfel 1:10 allein (p= 0,157949).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 mit Chlorpropham 1:1 zeigten alle 14
Apfelallergiker positive Pricktestreaktionen. Fir diese Pricktestldsung ergab sich
ein Minimum von 2,5 mm, Maximum von 7,5 mm, der Median lag bei 5 mm
mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der Pricktestreaktionen lagen zwischen 3,5
mm und 6,5 mm mittleren Quaddeldurchmessers.

Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zu den Pricktestreaktion mit Apfel 1:10 allein (p= 0,075378).

Keiner der Mediane der 6 pestizidversetzten Apfelextrakte war kleiner als der
Median des mittleren Quaddeldurchmessers bei Pricktestung mit Apfel allein 1:10.
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Tab. 4.2.4-1: Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben im Vergleich der

Pricktestung mit Apfel allein und Apfel mit Pestizid, bei 14 Apfelallergikern

Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben

Variablenpaar p-Niveau
Apfel 1 :10 + Apfel 1:10 mit Thiram 1:10 0,610124
Apfel 1 :10+ Apfel 1:10 mit Thiram 1:1 0,753686
Apfel 1 :10 +Apfel 1:10 mit Iprodion 1:10 0,308071
Apfel 1 :10 + Apfel 1:10 mit Iprodion 1:1 0,783654
Apfel 1 :10 + Apfel 1:10 mit Chlorpropham 1:10 0,157949
Apfel 1 :100 + Apfel 1:100 mit Chlorpropham 1:1 0,075378

b) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:30

In Abb. 4.2-9 sind die Pricktestergebnisse (jeweils Uiber das Kollektiv der 14

Apfelallergiker) fir die einzelnen Pricktestlésungen

dargestelit.

Die

Pricktestergebnisse fiir die einzelnen Probanden finden sich im Anhang unter Tab.

4.2-32.
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Abbildung 4.2-9: Vergleich mittlerer Quaddeldurchmesser [mm] bei Pricktest mit Apfel allein 1:30
sowie Apfel 1:30 + Stimuli fiir die Gruppe der Apfelallergiker (n=14)
Thi= Thiram....Ipr= Iprodion  Chl= Chlorpropham

Bei der Pricktestung mit Apfel allein 1:30 fiel bei drei Apfelallergikern (NS, CT,
MB) die Pricktestreaktion negativ aus. Bei den Ubrigen 11 Apfelallergikern zeigten
sich positive Pricktestreaktionen. Der Median des mittleren Quaddeldurchmessers
lag bei 2 mm, das Minimum bei 0 mm, das Maximum bei 5 mm. 50% der
Pricktestreaktionen bei dieser Pricktestlésung lagen zwischen 2 mm und 2,5 mm

mittleren Quaddeldurchmessers.

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:30 und Thiram 1:10 fiel bei fiinf Apfelallergikern
(NS, CT, MB, GC, CD) die Pricktestreaktion negativ aus. Bei den (ibrigen 9
Apfelallergikern  zeigten sich positive Pricktestreaktionen. Fir diese
Pricktestlésung ergab sich ein Minimum von 0 mm, Maximum von 5 mm, der
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Median lag bei 2,5 mm mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der
Pricktestreaktionen lagen zwischen O mm und 3 mm mittleren
Quaddeldurchmessers.

Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zur Pricktestung mit Apfel 1:30 allein (p= 0,610302).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:30 und Thiram 1:1 fiel bei drei Apfelallergikern
(MB, GC, CD) die Pricktestreaktion negativ aus. Bei den Ubrigen 11
Apfelallergikern  zeigten sich positive Pricktestreaktionen. Fir diese
Pricktestiésung ergab sich ein Minimum von 0 mm, Maximum von 5 mm, der
WMedian lag bei 2,5 mm mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der
Pricktestreaktionen lagen zwischen 25 mm und 4 mm mittleren
Quaddeldurchmessers.

Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zur Pricktestung mit Apfel 1:30 allein (p= 0,540822).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:30 mit Iprodion 1:10 fiel bei neun
Apfelallergikern (NS, CT, OK, MB, AK, OS, GC, CD, NJ) die Pricktestreaktion
negativ aus. Bei den Ubrigen 5 Apfelallergikern zeigten sich positive
Pricktestreaktionen. Fir diese Pricktestiosung ergab sich ein Minimum von 0 mm,
Maximum von 3 mm, der Median lag bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers.
50% der Pricktestreaktionen lagen zwischen 0 mm und 2 mm mittleren
Quaddeldurchmessers.

Im Wilcoxon-Test flir gepaarte Stichproben hat sich im Vergleich der
Pricktestreaktion zwischen Apfel 1:30 allein und Apfel 1:30 mit Iprodion 1:10 ein
signifikanter Unterschied (p= 0,00696) gezeigt. In Abb. 4.2-11 ist dieser
Unterschied im Sinne einer Verminderung der Pricktestreaktion gezeigt.

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:30 und lprodion 1:1 fiel bei sechs
Apfelallergikern (NS, OK, MB, GC, CD, SH) die Pricktestreaktion negativ aus. Bei
den Ubrigen 8 Apfelallergikern zeigten sich positive Pricktestreaktionen. Fir diese
Pricktestlosung ergab sich ein Minimum von 0 mm, Maximum von 4 mm, der
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Median lag bei 2 mm mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der
Pricktestreaktionen lagen 2zwischen O mm wund 2 mm mittleren
Quaddeldurchmessers.

Im  Wilcoxon-Test fir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zur Pricktestung mit Apfel 1:30 allein (p= 0,071199).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:30 und Chlorpropham 1:10 fiel bei fiinf
| Apfelallergikern (NS, CT, MB, AK, GC) die Pricktestreaktion negativ aus. Bei den
tbrigen 9 Apfelallergikern zeigten sich positive Pricktestreaktionen. Fiir diese
Pricktestiésung ergab sich ein Minimum von 0 mm, Maximum von 8 mm, der
Median lag bei 2,5 mm mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der
Pricktestreaktionen lagen zwischen 0 mm und 3,5 mm mittleren
Quaddeldurchmessers.

Im Wilcoxon-Test flr gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zur Pricktestung mit Apfel 1:30 allein (p= 0,893905).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:30 und Chlorpropham 1:1 fiel bei fiinf
Apfelallergikern (NS, CT, MB, NJ, SH) die Pricktestreaktion negativ aus. Bei den
ubrigen 9 Apfelallergikern zeigten sich positive Pricktestreaktionen. Fir diese
Pricktestidsung ergab sich ein Minimum von 0 mm, Maximum von 4,5 mm, der
Median lag bei 2,5 mm mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der
Pricktestreaktionen lagen zwischen 0 mm wund 3 mm mittleren
Quaddeldurchmessers.

Im Wilcoxon-Test fir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zur Pricktestung mit Apfel 1:30 allein (p= 0,944183).

Der Median des mittleren Quaddeldurchmessers lag bei Apfel mit Iprodion 1:10
niedriger, bei Apfel mit Iprodion 1:1 auf gleicher Hohe, bei den (ibrigen 4
pestizidversetzten Apfelextrakten Gber dem Median der Pricktestung mit Apfel
1:30 allein.
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Tab. 4.2.4-2: Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben im Vergleich der
Pricktestung mit Apfel allein und Apfel mit Pestizid, bei 14 Apfelallergikern

Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben

Variablenpaar p-Niveau
Apfel 1 :30 + Apfel 1:30 mit Thiram 1:10 0,610302
Apfel 1 :30 + Apfel 1:30 mit Thiram 1:1 0,540822
Apfel 1 :30 + Apfel 1:30 mit Iprodion 1:10 0,006696
Apfel 1 :30 + Apfel 1:30 mit Iprodion 1:1 0,071199
Apfel 1 :30 + Apfel 1:30 mit Chlorpropham 1:10 0,893905
Apfel 1 :30 + Apfel 1:30 mit Chlorpropham 1:1 0,944183

c) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:100

In Abb. 4.2-10 sind die Pricktestergebnisse (jeweils Uber das Kollektiv der 14
Apfelallergiker) fir die einzelnen Pricktestlosungen dargestellt. Die
Pricktestergebnisse fiir die einzelnen Probanden finden sich im Anhang unter Tab.
4.2-33.
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Abbildung 4.2-10: Vergleich mittlerer Quaddeldurchmesser [mm] bei Pricktest mit Apfel allein 1:100
sowie Apfel 1:100 + Stimuli fiir die Gruppe der Apfelallergiker (n=14)
Thi= Thiram....Ipr= Iprodion Chl= Chlorpropham

Bei der Pricktestung mit Apfel allein 1:100 fiel bei 10 Apfelallergikern (NS, CT,
UW, OK, MB, AK, MEF, OS, GC, CD) die Pricktestreaktion negativ aus. Bei den
Ubrigen 4 Apfelallergikern zeigten sich positive Pricktestreaktionen. Der Median
des mittleren Quaddeldurchmessers lag hierbei bei 0 mm, das Minimum bei 0 mm,
das Maximum bei 2,5 mm. 50% der Pricktestreaktionen bei dieser Pricktestldsung

lagen zwischen 0 mm und 2 mm mittleren Quaddeldurchmessers.

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:100 und Thiram 1:10 fiel bei acht
Apfelallergikern (NS, CT, UW, OK, MB, MEF, GC, CD) die Pricktestreaktion
negativ aus. Bei den Ubrigen 6 Apfelallergikern zeigten sich positive
Pricktestreaktionen. Fir diese Pricktestlosung ergab sich ein Minimum von 0 mm,

Maximum von 3,5 mm, der Median lag bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers.
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50% der Pricktestreaktionen lagen zwischen 0 mm und 2,5 mm mittleren
Quaddeldurchmessers.

Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zur Pricktestung mit Apfel 1:100 allein (p= 0,142223).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:100 und Thiram 1:1 fiel bei neun Apfelallergikern
(NS, CT, OK, MB, AK, MEF, OS, GC, CD) die Pricktestreaktion negativ aus. Bei
den Ubrigen 5 Apfelallergikern zeigten sich positive Pricktestreaktionen. Fir diese
Pricktestlésung ergab sich ein Minimum von 0 mm, Maximum von 3,5 mm, der
Median lag bei 0O mm mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der
Pricktestreaktionen lagen zwischen 0 mm wund 2 mm mittleren
Quaddeldurchmessers.

Im Wilcoxon-Test fir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zur Pricktestung mit Apfel 1:100 allein (p= 0,208422).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:100 und Iprodion 1:10 fiel bei elf Apfelallergikern
(NS, CT, OK, HN, MB, AK, MEF, OS, GC, CD, SH) die Pricktestreaktion negativ
aus. Bei den Ubrigen 3 Apfelallergikern zeigten sich positive Pricktestreaktionen.
Fir diese Pricktestldsung ergab sich ein Minimum von 0 mm, Maximum von 2 mm,
der Median lag bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers. 50% der
Pricktestreaktionen lagen bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers.

Im Wilcoxon-Test fir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zur Pr_icktestung mit Apfel 1:100 allein (p=0,735319).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:100 und Iprodion 1:1 fiel bei zwdlif
Apfelallergikern (NS, CT, UW, OK, HN, MB, MEF, OS, GC, CD, NJ, SH) die
Pricktestreaktion negativ aus. Bei den Ubrigen 2 Apfelallergikern zeigten sich
positive Pricktestreaktionen. Fir diese Pricktestlésung ergab sich ein Minimum
von 0 mm, Maximum von 4 mm, der Median lag bei 0 mm mittleren
Quaddeldurchmessers. 50% der Pricktestreaktionen lagen bei 0 mm mittleren
Quaddeldurchmessers.
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Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zur Pricktestung mit Apfel 1:100 allein (p= 0,888639).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:100 und Chlorpropham 1:10 fiel bei neun
Apfelallergikern (NS, CT, UW, OK, MB, MEF, OS, GC, SH) die Pricktestreaktion
negativ aus. Bei den {brigen 5 Apfelallergikern zeigten sich positive
Pricktestreaktionen. Fir diese Pricktestiésung ergab sich ein Minimum von 0 mm,
Maximum von 4 mm, der Median lag bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers.
50% der Pricktestreaktionen lagen zwischen 0 mm und 2 mm mittleren
Quaddeldurchmessers.

Im Wilcoxon-Test flr gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zur Pricktestung mit Apfel 1:100 allein (p= 0,352549).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:100 und Chlorpropham 1:1 fiel bei neun
Apfelallergikern (NS, CT, UW, OK, MB, AK, OS, GC, CD) die Pricktestreaktion
negativ aus. Bei den Ubrigen 5 Apfelallergikern zeigten sich positive
Pricktestreaktionen. Fiir diese Pricktestldsung ergab sich ein Minimum von 0 mm,
Maximum von 2,5 mm, der Median lag bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers.
50% der Pricktestreaktionen lagen zwischen 0 mm und 2 mm mittleren
Quaddeldurchmessers.

Der Median lag bei der Pricktestung mit diesen 6 pestizidversetzten Apfel-
extrakten sowie bei dem Apfel allein 1:100 bei 0 mm mittleren
Quaddeldurchmessers.
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Tab. 4.2.4-3: Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben im Vergleich der
Pricktestung mit Apfel allein und Apfel mit Pestizid, bei 14 Apfelallergikern

Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben

Variablenpaar , p-Niveau
Apfel 1 :100 + Apfel 1:100 mit Thiram 1:10 0,142223
Apfel 1 :100+ Apfel 1:100 mit Thiram 1:1 0,208422
Apfel 1 :100 +Apfel 1:100 mit Iprodion 1:10 0,735319
Apfel 1 :100 + Apfel 1:100 mit Iprodion 1:1 0,888639
Apfel 1 :100 + Apfel 1:100 mit Chlorpropham 1:10 0,352549
Apfel 1 :100 + Apfel 1:100 mit Chlorpropham 1:1 -

d) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:300

Die Pricktestergebnisse fiir die einzelnen Probanden finden sich im Anhang unter
Tab. 4.2-34.

Bei der Pricktestung mit Apfel allein 1:300 fiel bei 10 Apfelallergikern die
Pricktestreaktion negativ aus. Bei den Ulbrigen 4 Apfelallergikern zeigten sich
positive Pricktestreaktionen. Der Median des mittleren Quaddeldurchmessers lag
bei 0 mm, das Minimum bei 0 mm, das Maximum bei 2 mm.

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:300 und Thiram 1:10 fiel bei allen 14
Apfelallergikern die Pricktestreaktion negativ aus, der Median lag bei 0 mm
mittleren Quaddeldurchmessers.

Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zur Pricktestung mit Apfel 1:300 allein (p=0,138021).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:300 und Thiram 1:1 fiel bei einem Apfelallergiker
(HR) die Pricktestreaktion mit einem mittleren Quaddeldurchmesser von 2 mm
positiv aus. Bei den Ubrigen 13 Apfelallergikern blieb die Pricktestreaktion hier
negativ. Der Median lag bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers, Minimum bei 0
mm, Maximum bei 2 mm.

112




Im Wilcoxon-Test fir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zur Pricktestung mit Apfel 1:300 allein (p=0,108819).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:300 und Iprodion 1:10 fiel bei allen 14
Apfelallergikern die Pricktestreaktion negativ aus, der Median lag bei 0 mm
mittleren Quaddeldurchmessers.

Im Wilcoxon-Test fiir ge'paarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zur Pricktestung mit Apfel 1:300 allein (p=0,67898).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:300 und Iprodion 1:1 fiel bei allen 14
Apfelallergikern die Pricktestreaktion negativ aus, der Median lag bei 0 mm
mittleren Quaddeldurchmessers.

Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zur Pricktestung mit Apfel 1:300 allein (p=0,67898).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:300 und Chlorpropham 1:10 fiel bei einem
Apfelallergiker (HR) die Pricktestreaktion mit einem mittleren Quaddeldurchmesser
von 2,5 mm positiv aus. Bei den Ubrigen 13 Apfelallergikern blieb die
Pricktestreaktion hier negativ. Der Median lag bei 0 mm mittleren
Quaddeldurchmessers, Minimum bei 0 mm, Maximum bei 2,5 mm.

Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zur Pricktestung mit Apfel 1:300 allein (p=0,715003).

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:300 und Chlorpropham 1:1 fiel bei zwei
Apfelallergikern (OS, NJ) die Pricktestreaktion jeweils mit einem mittleren
Quaddeldurchmesser von 2 mm positiv aus. Bei den Ubrigen 12 Apfelallergikern
blieb die Pricktestreaktion hier negativ. Der Median lag bei 0 mm mittleren
Quaddeldurchmessers, Minimum 0 mm, Maximum 2 mm.

Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied zur Pricktestung mit Apfel 1:300 allein (p=0,465214).
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Der Median lag bei der Pricktestung mit diesen 6 pestizidversetzten Apfelextrakten

sowie bei dem Apfel allein 1:300 bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers.

Tab. 4.2.4-4: Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben im Vergleich der
Pricktestung mit Apfel allein und Apfel mit Pestizid, bei 14 Apfelallergikern

Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben

Variablenpaar p-Niveau
Apfel 1 :300 + Apfel 1:300 mit Thiram 1:10 0,138021
Apfel 1 :300+ Apfel 1:300 mit Thiram 1:1 0,108819
Apfel 1 :300 +Apfel 1:300 mit Iprodion 1:10 0,67898

Apfel 1 :300 + Apfel 1:300 mit Iprodion 1:1 0,67898

Apfel 1 :300 + Apfel 1:300 mit Chlorpropham 1:10 0,715003
Apfel 1 :300 + Apfel 1:300 mit Chlorpropham 1:1 0,465214
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e) Zusammenfassung der Ergebnisse fur die zweite Pricktestreihe, ausgehend

von den dotierten und undotierten Apfelextraktkonzentrationen  der
Verdiinnungsstufen 1:10, 1:30, 1:100 und 1:30 bei 14 Apfelallergikern

- Bei einem pestizidversetzten Apfelextrakt ergab sich ein signifikanter
Unterschied der Pricktestreaktion im Vergleich zum Apfelextrakt allein:

e Apfel 1:30 mit Iprodion 1:10
Es zeigte sich ein Unterschied im Sinne einer Abschwichung.
Bei den Ubrigen 5 pestizidversetzten Apfelextrakten der Verdiinnung 1:30 zeigte
sich kein signifikanter Unterschied zur Pricktestreaktion mit Apfel allein, ebenso
wenig wie bei den 6 pestizidversetzten Apfelextrakten der Verdiinnung 1:10, 1:100
und 1:300.
Bei jedem der 14 Apfelallergiker wurden fiir jede der 4 Verdiinnungsstufen des
Apfelextraktes (Ausgangskonzentration 260 pg/ml Apfelprotein) 7 Prickteétungen
durchgefiihrt, d.h. fur jede Verdinnungsstufe wurden fir das Kollektiv der 14
Apfelallergiker 98 Pricktestungen durchgefihrt. Positive Pricktestreaktionen waren
bei den Apfelextrakten hoherer Konzentration haufiger als bei den Apfelextrakten
niedrigerer Apfelproteinkonzentration:

e Apfelextrakte 1:10: 96/ 98 positive Pricktestreaktionen (97,9 %)

o Apfelextrakte 1:30 : 62/ 98 positive Pricktestreaktionen (63,3 %)

e Apfelextrakte 1:100 : 26/ 98 positive Pricktestreaktionen (26,5 %)

. Apfelextrakte 1:300 : 77198 pbsitive Pricktesfréaktionen (7,1%)
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4.2.4.2 Ergebnisse der zweiten Pricktestreihe bei 9 Atopikern ohne
Apfelallergie

a) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:10

Die Pricktestergebnisse fiir die einzelnen Probanden finden sich im Anhang unter
Tab. 4.2-35.

Bei der Pricktestung mit Apfel allein 1:10 fiel bei einem Atopiker ohne
Apfelallergie (GEG) die Pricktestreaktion mit einem mittleren Quaddeldurchmesser
von 2 mm positiv aus. Bei den ubrigen 8 Atopikern ohne Apfelallergie fiel die
Pricktestung negativ aus. Der Median des mittleren Quaddeldurchmessers lag bei
0 mm, das Minimum bei 0 mm, das Maximum bei 2 mm.

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 und Thiram 1:10 fiel bei einem Atopiker ohne
Apfelallergie (LB) die Pricktestreaktion mit einem mittleren Quaddeldurchmesser
von 2 mm positiv aus. Bei den Ubrigen 8 Atopikern ohne Apfelallergie fiel die
Pricktestung negativ aus. Der Median des mittleren Quaddeldurchmessers lag bei
0 mm, das Minimum bei 0 mm, das Maximum bei 2 mm.

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 und Thiram 1:1 fiel bei drei Atopikern ohne
Apfelallergie (GEG, YE, LB) die Pricktestreaktion mit einem mittleren
Quaddeldurchmesser von 2 mm; 2,5 mm bzw. 2 mm positiv aus. Bei den {brigen
6 Atopikern ohne Apfelallergie fiel die Pricktestung negativ aus. Der Median des
mittleren Quaddeldurchmessers lag bei 0 mm, das Minimum bei 0 mm, das
Maximum bei 2,5 mm.

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 und Iprodion 1:10 fiel bei allen 9 Atopikern
ohne Apfelallergie die Pricktestreaktion negativ aus, der Median des mittleren
Quaddeldurchmessers lag bei 0 mm.

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 und Iprodion 1:1 fiel bei zwei Atopikern ohne
Apfelallergie (YE, LB) die Pricktestreaktion mit einem mittleren

116



Quaddeldurchmesser von jeweils 2 mm positiv aus. Bei den (brigen 7 Atopikern
ohne Apfelallergie fiel die Pricktestung negativ aus. Der Median des mittleren

Quaddeldurchmessers lag bei 0 mm, das Minimum bei 0 mm, das Maximum bei 2
mm.

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 und Chlorpropham 1:10 fiel bei zwei
Atopikern ohne Apfelallergie (GEG, YE) die Pricktestreaktion mit einem mittleren
Quaddeldurchmesser von 2 mm bzw. 2,5 mm positiv aus. Bei den Ubrigen 7
Atopikern ohne Apfelallergie fiel die Pricktestung negativ aus. Der Median des
mittleren Quaddeldurchmessers lag bei 0 mm, das Minimum bei 0 mm, das
Maximum bei 2,5 mm.

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:10 und Chlorpropham 1:1 fiel bei einem
Atopiker ohne Apfelallergie (GEG) die Pricktestreaktion mit einem mittleren
Quaddeldurchmesser von 2,5 mm positiv aus. Bei den (ibrigen 8 Atopikern ohne
Apfelallergie fiel die Pricktestung negativ aus. Der Median des mittleren
Quaddeldurchmessers lag bei 0 mm, das Minimum bei 0 mm, das Maximum bei
2,5mm.

Der Median lag bei dieser Reihe bei allen Pricktestldsungen (6 pestizidversetzte
Apfelextrakten sowie Apfel allein 1:10) bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers.

b) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:30

Die Pricktestergebnisse fiir die einzelnen Probanden finden sich im Anhang unter
Tab. 4.2-36.

Bei der Pricktestung mit Apfel allein 1:30 fiel bei allen 9 Atopikern ohne
Apfelallergie die Pricktestung negativ aus, der Median des mittleren
Quaddeldurchmessers lag bei 0 mm.
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Bei der Pricktestung mit Apfel 1:30 und Thiram 1:10 fiel bei allen 9 Atopikern
ohne Apfelallergie die Pricktestung negativ aus, der Median des mittleren
Quaddeldurchmessers lag bei 0 mm.

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:30 und Thiram 1:1 fiel bei einem Atopiker ohne
Apfelallergie (GEG) die Pricktestung mit einem mittleren Quaddeldurchmesser von
2 mm positiv aus. Bei den Uibrigen 8 Probanden blieb das Pricktestergebnis hier
negativ. Der Median des mittleren Quaddeldurchmessers lag bei 0 mm.

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:30 und Iprodion 1:10 fiel bei allen 9 Atopikern
ohne Apfelallergie die Pricktestung negativ aus, der Median des mittleren
Quaddeldurchmessers lag bei 0 mm.

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:30- und Iprodion 1:1 fiel bei allen 9 Atopikern
ohne Apfelallergie die Pricktestung negativ aus, der Median des mittleren
Quaddeldurchmessers lag bei 0 mm.

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:30 und Chlorpropham 1:1 fiel bei einem
Atopiker ohne Apfelallergie (GEG) die Pricktestung mit einem mittleren
Quaddeldurchmesser von 2 mm positiv aus. Bei den (brigen 8 Probanden blieb
das  Pricktestergebnis hier negativ. Der Median des mittleren
Quaddeldurchmessers lag bei 0 mm.

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:30 und Chlorpropham 1:10 fiel bei einem
Atopiker ohne Apfelallergie (YE) die Pricktestung mit einem mittleren
Quaddeldurchmesser von 2 mm positiv aus. Bei den Ubrigen 8 Probanden blieb
das  Pricktestergebnis hier negativ. Der Median des mittleren
Quaddeldurchmessers lag bei 0 mm.

Der Median lag bei dieser Reihe bei allen Pricktestlésungen (6 pestizidversetzte
Apfelextrakte sowie Apfel allein 1:30) bei 0 mm mittleren Quaddeldurchmessers.
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c¢) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:100

Die Pricktestergebnisse fir die einzelnen Probanden finden sich im Ahhang unter
Tab. 4.2-37.

Bei der Pricktestung mit Apfel allein 1:100 fiel bei allen 9 Atopikern ohne
Apfelallergie die Pricktestung negativ aus.

Bei der Pricktestung mit Apfel 1:100 und Chlorpropham 1:10 zeigte sich bei
einem Atopiker ohne Apfelallergie (YE) eine positive Pricktestreaktion mit
mittlerem Quaddeldurchmesser von 2 mm, der Median lag bei 0 mm. Bei den
Ubrigen 8 Probanden fiel die Pricktestreaktion hier negativ aus.

Bei den Ubrigen 5 pestizidversetzten Apfelextrakten dieser Verdiinnung fiel bei
allen Probanden die Pricktestung negativ aus, der Median lag jeweils bei 0 mm
mittleren Quaddeldurchmessers.

Der Median lag bei dieser Reihe bei allen Pricktestlosungen (6 pestizidversetzte
Apfelextrakten sowie Apfel allein 1:100) bei 0 mm mittleren
Quaddeldurchmessers.

d) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:300

Die Pricktestergebnisse fiir die einzelnen Probanden finden sich im Anhang unter
Tab. 4.2-38.

Bei der Pricktestung mit Apfel allein 1:300 fiel bei allen 9 Atopikern ohne
Apfelallergie die Pricktestung negativ aus.

Bei den 6 pestizidversetzten Apfelextrakten dieser Verdinnung fiel bei allen
Probanden die Pricktestung negativ aus.
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Bei den 6 pestizidversetzten Apfelextrakten dieser Verdiinnung fiel bei alien
Probanden die Pricktestung negativ aus.

Der Median lag bei dieser Reihe bei allen Pricktestidsungen (Apfel allein 1:300
sowie die 6 pestizidversetzten Apfelextrakte) bei 0 mm mittleren

Quaddeldurchmessers.

e) Zusammenfassung der Ergebnisse fiir die zweite Pricktestreihe ausgehend von

den dotierten und undotierten Apfelextraktkonzentrationen der Verdiinnungsstufen
1:10, 1:30, 1:100 und 1:300 bei 9 Atopikern ohne Apfelallergie

Bei jedem der 9 Atopiker ohne Apfelallergie wurden fir jede der 4
Verdinnungsstufen des Apfelextraktes (Ausgangskonzentration 260 ug/ml
Apfelprotein) 7 Pricktestungen durchgefithrt, d.h. fir jede Verdinnungsstufe
wurden fiir das Kollektiv der 9 Atopiker ohne Apfelallergie 63 Pricktestungen
durchgefiihrt. Positive Pricktestreaktionen waren bei den Apfelextrakten héherer
Konzentration haufiger als  bei den  Apfelextrakten niedrigerer
Apfelproteinkonzentration:

o Apfelextrakte 1:10: 10/ 63 positive Pricktestreaktionen (15,9 %)

e Apfelextrakte 1:30 : 3 / 83 positive Pricktestreaktionen (4,8 %)

o Apfelextrakte 1:100 : 1/ 63 positive Pricktestreaktionen (1,6 %)

o Apfelextrakte 1:300 : 0 / 63 positive Pricktestreaktionen (0 %)

Der Median des mittleren Quaddeldurchmessers lag bei allen 4

Verdiinnungsstufen des Apfelextraktes allein als auch bei den entsprechenden
pestizidversetzten Apfelextrakten bei 0 mm.
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4.2.4.3 Ergebnisse der zweiten Pricktestreihe bei 6 Nichtatopikern

Die Pricktestergebnisse fiir die einzelnen Probanden finden sich im Anhang unter
Tab. 4.2-39 bis 4.2-42.

a) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:10
Bei keinem der 6 Probanden zeigte sich bei dem Apfelextrakt allein dieser
Verdiinnung oder den entsprechenden 6 mit Pestizid-versetzten Apfelextrakten

eine positive Pricktestreaktion, der Median lag jeweils bei 0 mm mittleren

Quaddeldurchmessers.

b) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:30
Bei keinem der 6 Probanden zeigte sich bei dem Apfelextrakt allein dieser

Verdlinnung oder den entsprechenden 6 mit Pestizid-versetzten Apfelextrakten

eine positive Pricktestreaktion, der Median lag jeweils bei 0 mm mittleren
Quaddeldurchmessers.

c) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:100

Bei keinem der 6 Probanden zeigte sich bei dem Apfelextrakt allein dieser
Verdlinnung oder den entsprechenden 6 mit Pestizid-versetzten Apfelextrakten
eine positive Pricktestreaktion, der Median lag jeweils bei 0 mm mittleren
Quaddeldurchmessers.

d) Dotierte und undotierte Apfelextrakte der Verdiinnung 1:300

Bei keinem der 6 Probanden zeigte sich bei dem Apfelextrakt allein dieser
Verdinnung oder den entsprechenden 6 mit Pestizid-versetzten Apfelextrakten
eine positive Pricktestreaktion, der Median lag jeweils bei 0 mm mittleren
Quaddeldurchmessers.

121



e) Zusammenfassung der Ergebnisse fiir die zweite Pricktestreihe ausgehend von

den dotierten und undotierten Apfelextraktkonzentrationen der Verdiinnungsstufen

1:10, 1:30, 1:100 und 1:300 bei 6 Nicht-Atopikern

Bei jedem der 6 Nichtatopiker wurden fiir jede der 4 Verdiinnungsstufen .des
Apfelextraktes (Ausgangskonzentration 260 ug/ml Apfelprotein) 7 Pricktestungen
durchgefiihrt, d.h. fur jede Verdiinnungsstufe wurden fiur das Kollektiv der 6
Nichtatopiker 42 Pricktestungen durchgefiihrt. Es zeigten sich keine positive

Pricktestreaktionen:

o Apfelextrakte 1:10:
e Apfelextrakte 1:30 :

o Apfelextrakte 1:100 :
o Apfelextrakte 1:300:

0/ 42 positive Pricktestreaktionen (0 %)
0/ 42 Dpositive Pricktestreaktionen (0 %)
0/ 42 positive Pricktestreaktionen (0 %)
0/ 42 positive Pricktestreaktionen (0 %)
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4.3 Ergebnisse der Histaminfreisetzungstests

Bei 8 Apfelallergikern wurde der Histaminfreisetzungstest mit Apfel sowie Apfel
und Pestizid durchgefiihrt. In der ersten Versuchsreihe mit Apfel und
Chlorpropham wurden zudem noch 2 Nichtatopiker mit getestet, in der
Versuchsreihe mit Apfel und Thiram zu den 2 Nichtatopikern als weitere Kontrolle
ein Atopiker ohne Apfelallergie.

Im folgenden wird die Spontanfreisetzung nach Stimulation mit der
Negativkontrolle Pipes B von der Histaminfreisetzung nach Stimulus (wie z.B.
Apfelprotein) subtrahiert, dieser Wert ist die sogenannte korrigierte
Histaminfreisetzung. Eine negative korrigierte Histaminfreisetzung entspricht einer
Histaminfreisetzung, die unter der Spontanfreisetzung nach Stimulation mit
Negativkontrolle liegt.

Fir den Vergleich der Positiv- und Negativkontrollen mit dem Pestizid allein wurde
die unkorrigierte Histaminfreisetzung berticksichtigt.

4.3.1 Ergebnisse der ersten Testreihe: Stimulation mit Apfelprotein _und
Chlorpropham

4.3.1.1 Ergebnisse der Histaminfreisetzung bei den Apfelallergikern (n= 8)
a) Vergleich der Histaminfreisetzung nach Stimulation mit Pipes B, DMSO, Anti-
IgE, Apfelprotein und Chlorpropham

Die Ergebnisse fiir die einzelnen Apfelallergiker und Stimuli sind im Anhang unter
Abb. 4.3-3 bis 4.3-10 grafisch dargestelit.

Nach Inkubation mit Pipes B (dies entspricht der Spontanfreisetzung) tiber 30 Min.
ergab der Median der Histaminfreisetzung 22,3 %. Das Minimum der
Histaminfreisetzung lag bei 18,3%, das Maximum bei 26,4%. 50% der
Histaminfreisetzung lag zwischen 19,2 % und 23,6 %.
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Nach Inkubation mit DMSO 1% Uber 30 Min. ergab der Median der
Histaminfreisetzung 22,3 %. Das Minimum der Histaminfreisetzung lag bei 13,2
%, das Maximum bei 31,3 %. 50% der Histaminfreisetzung lag zwischen 20,2 %
und 24,6 %.

Nach Stimulation mit Anti-IgE 7,7 pg/ml Uber 30 Min. ergab der Median der
Histaminfreisetzung 54,6 %. Das Minimum der Histaminfreisetzung lag bei 34,5
%, das Maximum bei 66,8 %. 50% der Histaminfreisetzung lag bei diesem
Stimulus zwischen 40 % und 66,8 %.

Nach Stimulation mit Apfelprotein 0,52 pg/ml Gber 30 Min. ergab der Median der
Histaminfreisetzung 55,1 %. Das Minimum der Histaminfreisetzung lag bei 46,3
%, das Maximum bei 82,7 %. 50% der Histaminfreisetzung lag bei diesem
Stimulus zwischen 48,6 % und 66,8 %.

Nach St-imulation mit Chlorpropham 0,05 pg/ml (iber 30 Min. ergab der Median der
Histaminfreisetzung 22,1 %. Das Minimum der Histaminfreisetzung lag bei 16,2
%, das Maximum bei 30,3 %. 50 % der Histaminfreisetzung lag bei diesem
Stimulus zwischen 18,5 % und 26,9 %.

Nach Stimulation mit Chlorpropham 0,5 ug/ml (iber 30 Min. ergab der Median der
Histaminfreisetzung 22,8 %. Das Minimum der Histaminfreisetzung lag bei 16,3
%, das Maximum bei 30,3 %. 50 % der Histaminfreisetzung lag bei diesem
Stimulus zwischen 20,1% und 24,4 %.

Nach Stimulation mit Chlorpropham 5 ug/ml Giber 30 Min. ergab der Median der
Histaminfreisetzung 26,8 %. Das Minimum der Histaminfreisetzung lag bei 14,8
%, das Maximum bei 29,9 %. 50 % der Histaminfreisetzung lag bei diesem
Stimulus zwischen 19,1 % und 27,5 %.
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Nach Stimulation mit Chlorpropham 50 pg/ml iber 30 Min. ergab der Median der
Histaminfreisetzung 23,1 %. Das Minimum der Histaminfreisetzung lag bei 17,8

%, das Maximum bei 31,1 %. 50 % der Histaminfreisetzung lag bei diesem
Stimulus zwischen 18,7 % und 26,2 %.
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Abb.4.3-1: Vergleich der unkorrigierten Histaminfreisetzung [%] nach Stimulation (30 Min.) mit
Pipes B, DMSO 1%, anti-IgE 7,7pg/ml, Apfelprotein 0,52 pg/mi, Chlorpropham (Cht) 0,05 pg/ml,

Chlorpropham 0,5 pg/ml, Chlorpropham 5 pg/mi, Chlorpropham 50 ug/mi bei den Apfelallergikern
(n=8)

Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied der Histaminfreisetzung zwischen den Negativkontrollen Pipes B und
DMSO 1% (p= 0,9453).

Ein signifikanter Unterschied im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben zeigte

sich sowohl im Vergleich der Histaminfreisetzung nach Stimulation mit Pipes B
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und Apfelprotein 0,52 pg/mi (p= 0,007813), als auch im Vergleich Pipes B und
Anti-IgE (p= 0,007813).

Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied der Histaminfreisetzung zwischen Pipes B und Chlorpropham 0,05
Hg/ml (p= 0,7422), ebenso wenig wie zwischen Pipes B und Chlorpropham 0,5
Hg/ml (p= 0,5294), zwischen Pipes B und Chlorpropham 5 pg/ml (p= 0,0,1484),
ebenfalls kein signifikanter Unterschied der Histaminfreisetzung im Vergleich
zwischen Pipes B und Chlorpropham 50 ug/mi (p= 0,6406).

Tab. 4.3-1 : Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben im Vergleich der

Histaminfreisetzung nach Stimulation mit Positiv- und Negativkontrollen und

Chlorpropham
Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben

Variablenpaar p-Niveau
Pipes B + DMSO 1% 0,9453
Pipes B + Anti-IgE 7,7 ug/ml 0,00781
Pipes B + Apfelprotein 0,52 ug/ mi 0,007813
Pipes B + Chlorpropham 0,05 ug/ml 0,7422
Pipes B + Chlorpropham 0,5 pg/ml 0,5294
Pipes B + Chlorpropham 5 pg/ml 0,1484
Pipes B + Chlorpropham 50 pg/ml 0,6406

b) Vergleich der Histaminfreisetzung nach Simultan-Stimulation mit Apfelprotein
und Chlorpropham

Nach Simultan-Stimulation mit Chlorpropham 0,05 pg/ml und Apfelprotein 0,52
Mg/ml Gber 30 Min. ergab der Median der korrigierten Histaminfreisetzung 19,7 %.
Das Minimum der korrigierten Histaminfreisetzung lag bei —2,6 %, das Maximum
bei 60,2 %. 50 % der korrigierten Histaminfreisetzung lag bei diesem Stimulus
zwischen 1,6 % und 33,1 %. Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab
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sich ein signifikanter Unterschied der Histaminfreisetzung im Vergleich zum
Apfel 0,52 pg/ml (p= 0,035700). Die Abb. 4.3-2 stellt den Unterschied im Sinne
einer Abschwéachung der Histaminfreisetzung dar.

Nach Simultan-Stimulation mit Chlorpropham 0,5 pg/ml und Apfelprotein 0,52
Mg/ml Gber 30 Min. ergab der Median der korrigierten Histaminfreisetzung 17,6 %.
Das Minimum der korrigierten Histaminfreisetzung lag bei —0,2 %, das Maximum
bei 57,2 %. 50% der korrigierten Histaminfreisetzung lag bei diesem Stimulus
zwischen 6,4 % und 36,2 %. Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab
sich ein knapp signifikanter Unterschied der Histaminfreisetzung im Vergleich
zum Apfel 0,52 pg/mi (p= 0,049959 ). Die Abb. 4.3-2 stellt den Unterschied im
Sinne einer Abschwéchung der Histaminfreisetzung dar.

Nach Simultan-Stimulation mit Chlorpropham 5 pg/ml und Apfelprotein 0,52ug/ml
Uber 30 Min. ergab der Median der korrigierten Histaminfreisetzung 16,9 %. Das
Minimum der korrigierten Histaminfreisetzung lag bei -0,5 %, das Maximum bei
57,3 %. 50 % der korrigierten Histaminfreisetzung lag bei diesem Stimulus
zwischen 3 % und 38,8 %. Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich
kein signifikanter Unterschied der Histaminfreisetzung im Vergleich zum Apfel
0,52 pg/ml (p= 0,123495).

Nach Simultan-Stimulation mit Chlorpropham 50 pg/ml und Apfelprotein 0,52
ug/ml Gber 30 Min. ergab der Median der korrigierten Histaminfreisetzung 13,7 %.
Das Minimum der korrigierten Histaminfreisetzung lag bei —1,8 %, das Maximum
bei 57,9 %. 50% der korrigierten Histaminfreisetzung lag bei diesem Stimulus
zwischen 3,3 % und 30,4 %. Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab
sich ein signifikanter Unterschied der Histaminfreisetzung im Vergleich zum
Apfel 0,52 pg/ml (p= 0,011724). Die Abb. 4.3-2 stellt den Unterschied im Sinne
einer Abschwéchung der Histaminfreisetzung dar.
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Abb.4.3-2: Vergleich der korrigierten Histaminfreisetzung [%] nach Stimulation (30 Min.) mit Anti-
IgE 7,7ug/ml, Apfelprotein (AP) 0,52 pug/ml, AP+Chlorpropham (C) 0,05 pg/ml, AP+Chlorpropham
0,5 pg/ml, AP+Chlorpropham 5 pg/ml, AP+Chlorpropham 50 pg/ml bei den Apfelallergikern (n= 8)

Tab. 4.3-2 : Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben im Vergleich der

Histaminfreisetzung nach Stimulation mit Apfel allein und Apfel mit
Chlorpropham

Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben

Variablenpaar p-Niveau
Apfel 0,52 pg/ml + Chlorpropham 0,05 pg/ml 0,035700
Apfel 0,52 pg/ml + Chlorpropham 0,5 pg/ml 0,049959
Apfel 0,52 pg/ml + Chlorpropham 5 ug/ml 0,123495
Apfel 0,52 pg/ml + Chlorpropham 50 pg/mi 0,011724
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4.3.1'.2 Ergebnisse der Histaminfreisetzung bei der Kontrollgruppe (n= 2)

Wegen der geringen Probandenzahl (n= 2: zwei Nichtatopiker) ist eine statistische
Berechnung nicht méglich. Bei den Probanden zeigte sich bei Stimulation (jeweils
30 Min.) mit Pipes B eine Histaminfreisetzung von 17,1 % bzw. 16,4 %; mit DMSO
1% von 23,6 % bzw. 20,8 %. Die Stimulation mit Anti-IgE 7,7 pg/ml ergab eine
Histaminfreisetzung von 69,4 % bzw. 50,1 %. Damit liegt die Histaminfreisetzung
nach der Positivkontrolle deutlich hoher als bei den beiden Negativkontrollen.
Nach Stimulation mit Apfelprotein und auch mit Chlorpropham in 4
Konzentrationen zeigte sich eine Histaminfreisetzung, die sich an die Werte der
Negativkontrollen annéherte. Nach Stimulation mit Apfel+ Chlorpropham zeigte
sich ebenfalls bei den 4 Konzentrationen bei beiden Probanden eine
Histaminfreisetzung, die anndhernd den Negativkontrollen entsprach. Die Daten
flr die einzelnen Probanden und Stimuli sind grafisch im Anhang dargestelit.
(Abb. 4.3.-11 und Abb. 4.3-12)

129



4.3.2 Ergebnisse der zweiten Testreihe: Stimulation mit Apfel und Thiram

4.3.2.1 Ergebnisse der Histaminfreisetzung bei den Apfelallergikern (n= 8)

a) Vergleich der Histaminfreisetzung nach Stimulation mit Pipes B, DMSO, Anti-
IgE, Apfelprotein und Thiram

Die Ergebnisse fiir die einzelnen Apfelallergiker und Stimuli sind im Anhang unter
Abb. 4.3-15 bis 4.3-22 grafisch dargestelit.

Nach Inkubation mit Pipes B (dies entspricht der Spontanfreisetzung) iber 30 Min.
ergab der Median der Histaminfreisetzung 20,4 %. Das Minimum der
Histaminfreisetzung lag bei 16,7 %, das Maximum bei 26,5 %. 50 % der
Histaminfreisetzung lag zwischen 17,8 % und 23,7 %.

Nach Inkubation mit DMSO 1% Uber 30 Min. ergab der Median der
Histaminfreisetzung 20,2 %. Das Minimum der Histaminfreisetzung lag bei 15,2
%, das Maximum bei 30,2 %. 50 % der Histaminfreisetzung lag zwischen 17,7 %
und 21,9 %.

Nach Stimulation mit Anti-IgE 7,7 pg/ml Uber 30 Min. ergab der Median der
Histaminfreisetzung 52,6 %. Das Minimum der Histaminfreisetzung lag bei 32 %,
das Maximum bei 72,47 %. 50% der Histaminfreisetzung lag bei diesem Stimulus
zwischen 42,3 % und 59,9 %.

Nach Stimulation mit Apfelprotein 0,52 ug/ml Gber 30 Min. ergab der Median der
Histaminfreisetzung 51,5 %. Das Minimum der Histaminfreisetzung lag bei 32 %,
das Maximum bei 78,5 %. 50% der Histaminfreisetzung lag bei diesem Stimulus
zwischen 44,2 % und 65,5 %.
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Nach Stimulation mit Thiram 0,01 pg/ml Uber 30 Min. ergab der Median der
Histaminfreisetzung 18,9 %. Das Minimum der Histaminfreisetzung lag bei 15,8
%, das Maximum bei 33,4 %. 50% der Histaminfreisetzung lag bei diesem
Stimulus zwischen 17,7 % und 20,4 %.

Nach Stimulation mit Thiram 0,1 pyg/ml Gber 30 Min. ergab der Median der
korrigierten Histaminfreisetzung 19 %. Das Minimum der korrigierten
Histaminfreisetzung lag bei 16,8 %, das Maximum bei 29,8 %. 50% der
korrigierten Histaminfreisetzung lag bei diesem Stimulus zwischen 17,4 % und
22,3 %.

Nach Stimulation mit Thiram 1 pg/ml Uber 30 Min. ergab der Median der
korrigierten Histaminfreisetzung 21,4 %. Das Minimum der korrigierten
Histaminfreisetzung lag bei 13,9 %, das Maximum bei 28 %. 50% der korrigierten
Histaminfreisetzung lag bei diesem Stimulus zwischen 19,5 % und 23,7 %.

Nach Stimulation mit Thiram 10 pg/ml Gber 30 Min. ergab der Median der
korrigierten Histaminfreisetzung 26,1 %. Das Minimum der Kkorrigierten
Histaminfreisetzung lag bei 13,5 %, das Maximum bei 33,5 %. 50% der
korrigierten Histaminfreisetzung lag bei diesem Stimulus zwischen 22,8 % und
26,9 %.
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Abb.4.3-3: Vergleich der unkorrigierten Histaminfreisetzung [%] nach Stimulation (30 Min.) mit
Pipes B, DMSO 1%, anti-IgE 7,7ug/ml, Apfelprotein 0,52 pg/ml, Thiram (Thi) 0,01 pg/ml, Thiram 0,1
pg/ml, Thiram 1 pg/ml, Thiram 10 pg/ml bei den Apfelallergikern (n= 8)

Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied der Histaminfreisetzung zwischen den Negativkontrollen Pipes B und
DMSO 1% (p= 0,6726).

Ein signifikanter Unterschied im Wilcoxon-Test flir gepaarte Stichproben zeigte
sich sowohl im Vergleich der Histaminfreisetzung nach Stimulation mit Pipes B
und Apfelprotein 0,52 pg/ml (p= 0,007813), als auch im Vergleich Pipes B und
Anti-IgE (p= 0,007813).

Im Wilcoxon-Test fir gepaarte Stichproben ergab sich kein signifikanter
Unterschied der Histaminfreisetzung zwischen Pipes B und Thiram 0,01 pg/ml
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(p= 0,6726), ebenso wenig wie zwischen Pipes B und Thiram 0,1 Hg/ml (p=
0,9453), zwischen Pipes B und Thiram 1 pg/ml (p= 0,672), ebenfalls kein
signifikanter Unterschied der Histaminfreisetzung im Vergleich zwischen Pipes B
und Thiram 10 pg/ml (p= 0,05469).

Tab. 4.3-3 : Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben im Vergleich der Positiv-
und Negativkontrollen und Thiram

Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben

Variablenpaar p-Niveau
Pipes B + DMSO 1% 0,6726
Pipes B + anti-IgE 7,7 ug/ml 0,007813
Pipes B + Apfelprotein 0,52 g/ ml 0,007813
Pipes B + Thiram 0,01ug/mi 0,6726
Pipes B + Thiram 0,1 pg/mi 0,9453
Pipes B + Thiram 1 ug/ml 0,672
Pipes B + Thiram 10 pg/ml 0,05469

b) Vergleich der Histaminfreisetzung nach Simultan-Stimulation mit Apfelprotein
und Thiram

Nach Simultan-Stimulation mit Thiram 0,01 ug/ml und Apfelprotein 0,52 pg/ml
Uber 30 Min. ergab der Median der korrigierten Histaminfreisetzung 19,7 %. Das
Minimum der korrigierten Histaminfreisetzung lag bei —2,6 %, das Maximum bei
60,2 %. 50% der korrigierten Histaminfreisetzung lag bei diesem Stimulus
zwischen 1,6 % und 33,1 %. Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab
sich ein signifikanter Unterschied der Histaminfreisetzung im Vergleich zum
Apfel 0,52 pg/ml (p= 0,03906). Die Abb. 4.3-4 stellt den Unterschied im Sinne
einer Abschwéachung der Histaminfreisetzung dar.
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Nach Simultan-Stimulation mit Thiram 0,1 ug/ml und Apfelprotein 0,52 pug/ml Gber
30 Min. ergab der Median der Korrigierten Histaminfreisetzung 17,6 %. Das
Minimum der korrigierten Histaminfreisetzung lag bei -0,2 %, das Maximum bei
57,2 %. 50% der korrigierten Histaminfreisetzung lag bei diesem Stimulus
zwischen 6,4 % und 36,2 %. Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab
sich kein signifikanter Unterschied der Histaminfreisetzung im Vergleich zum
Apfel 0,52 ug/ml (p= 0,5469).

Nach Simultan-Stimulation mit Thiram 1 ug/ml und Apfelprotein 0,52 pg/ml Gber
30 Min. ergab der Median der korrigierten Histaminfreisetzung 16,9 %. Das
Minimum der korrigierten Histaminfreisetzung lag bei -0,5 %, das Maximum bei
57,3 %. 50% der korrigierten Histaminfreisetzung lag bei diesem Stimulus
zwischen 3 % und 38,8 %. Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab sich
kein signifikanter Unterschied der Histaminfreisetzung im Vergleich zum Apfel
0,52 pg/ml (p= 0,1484).

Nach Simultan-Stimulation mit Thiram 10 pg/ml und Apfelprotein 0,52 ug/ml Uber
30 Min. ergab der Median der korrigierten Histaminfreisetzuhg 13,7 %. Das
Minimum der korrigierten Histaminfreisetzung lag bei —1,8 %, das Maximum bei
57,9 %. 50% der korrigierten Histaminfreisetzung lag bei diesem Stimulus
zwischen 3,3 % und 30,4 %. Im Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben ergab
sich ein signifikanter Unterschied der Histaminfreisetzung im Vergleich zum
Apfel 0,52 pg/ml (p= 0,007813). Die Abb. 4.3-4 stellt den Unterschied im Sinne
einer Abschwéchung der Histaminfreisetzung dar
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Abb.4.3-4: Vergleich der korrigierten Histaminfreisetzung [%] nach Stimulation (30 Min.) mit Anti-
IgE 7,7ug/mi, Apfelprotein (AP) 0,52 pg/ml, AP+Thiram (Thi) 0,01 pg/ml, AP+Thiram 0,1 pg/ml,

AP+Thiram 1 pg/ml, AP+Thiram 10 pg/mi bei den Apfelallergikern (n= 8)

Tab. 4.3-4: Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben im

Vergleich der

Histaminfreisetzung nach Stimulation mit Apfel allein und Apfel mit Pestizid

Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben

Variablenpaar p-Niveau
Apfel 0,52 pg/ml + Thiram 0,01 pg/ml 0,03906
Apfel 0,52 pg/ml + Thiram 0,1 pg/ml 0,05469
Apfel 0,52 pug/ml + Thiram 1 pg/mi 0,1484
Apfel 0,52 pg/ml + Thiram 10 pg/ml 0,007813
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4.3.2.2 Ergebnisse der Histaminfreisetzung bei der Kontrollgruppe (n= 3)

Wegen der geringen Probandenzahl (n= 3: zwei Nichtatopiker, ein Atopiker ohne
Apfelallergie) ist eine statistische Berechnung nicht moglich. Bei den Probanden
zeigte sich bei Stimulation (jeweils 30 Min) mit Pipes B eine Histaminfreisetzung
zwischen 17,7 % und 29,5 %, mit DMSO 1% zwischen 20,5 % und 25,6 %. Die
Stimulation mit Anti-IgE 7,7 pg/ml ergab eine Histaminfreisetzung zwischen 46,2
% und 75,4 %. Damit liegt die Histaminfreisetzung nach der Positivkontrolle
deutlich héher als bei den beiden Negativkontrollen. Nach Stimulation mit
Apfelprotein und auch mit Thiram in 4 Konzentrationen zeigte sich eine
Histaminfreisetzung, die sich an die Werte der Negativkontrollen anniherte. Néch
Stimulation mit Apfel+ Thiram zeigte sich ebenfalls bei den 4 Konzentrationen bei
den 3 Probanden eine Histaminfreisetzung, die annihernd den Negativkontrollen
entsprach. Die Daten fiir die einzelnen Probanden und Stimuli sind grafisch im
Anhang dargestellt (Abb. 4.3.-23 bis Abb. 4.3-25).
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5. DISKUSSION

Anamnestische Angaben

Keiner der 22 Apfelallergiker vertrug den rohen, ungeschilten Apfel. Bei unseren
Probanden wird der Apfel umso schlechter vertragen, je weniger er verarbeitet ist.
Die 22 Apfelallergiker gaben Granny Smith und Golden Delicious als schlechter
vertragene Apfelsorten an. Dies deckt sich mit den Ergebnissen von Vieths [67],
der in Golden Delicious die héchste Allergenmenge, und auch die héchste
Reaktivitat in Tests wie Prick und orale Provokation nachweisen konnte. Die von
Vieths [69] und Hsieh [27] beschriebené Tatsache, dass der Apfelallergengehalt
wahrend der Reifung zunimmt, konnte einer unserer Apfelallergiker bestatigen,
eine andere Apfelprobandin vertrug jedoch reife Apfel besser als unreife. 2 der 22
Apfelallergiker hatten Schadstoffe auf oder im Apfel in Zusammenhang mit
schlechterer Vertraglichkeit des Apfels gebracht.

Alle 22 Apfelallergiker weisen ausgepragte Sensibilisierungen in Prick und RAST
gegenuber Birkenpollen auf. Bei nur 2 der Apfelallergiker wird Rhinokonjunktivitis
oder Asthma im Frihjahr verneint. Dies steht in Einklang mit der bereits 1926
beschrieben Kreuzallergie zwischen Birkenpollen und Apfel [66]. Auch das von
den Apfelallergikern am haufigsten genannte Orale Allergiesyndrom als Symptom
nach Apfelverzehr ist fiir Kern- und Steinobst typisch [26].

Hautpricktestungen mit Histamin, NaCl und PBS

In beiden Pricktestreihen zeigten sich bei allen Probandengruppen positive
Pricktestreaktionen bei Histamin und negative Pricktestreaktionen bei NaCl. (In
der ersten Pricktestreihe 59 Probanden: Apfelallergiker n= 19, Atopiker ohne
Apfelallergie n= 20, Nichtatopiker n= 20; In der zweiten Pricktestreihe 29
Probanden: Apfelallergiker n= 14, Atopiker ohne Apfelallergie n= 9, Nichtatopiker
n=6).

Mit der positiven Pricktestreaktion auf die Positivkontrolle wurde die Testfahigkeit
der Probanden sichergestellt und Hemmung der Histaminreaktion z.B. durch
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Medikamenteneinnahme wie Antihistaminika oder Glukokortikoide
ausgeschlossen.

Mit der negativen Pricktestreaktion auf die Negativkontrolle NaCl wird eine
Histaminausschiittung allein durch den mechanischen Reiz der Pricktestlanzette,
wie bei der Urticaria factitia, ausgeschlossen. Eine Apfelallergikern zeigte bei jeder
Pricktestidsung (inklusive NaCl und PBS) eine Quaddel von minimal 4x3mm. Da
hier bei positiven Pricktestreaktionen nicht klar unterschieden werden kann,
inwieweit die positive Reaktion auf den mechanischen Reiz oder durch eine
spezifische allergische Reaktion hervorgerufen wird, musste diese Probandin aus
dem Kollektiv ausgeschlossen werden (daher Apfelallergiker n= 19 statt n= 20
bzw. in der 2. Pricktestreihe n=14 statt n= 15).

Der Puffer PBS, in dem die Pestizide und das Apfelprotein gelést wurden, wurde
ebenfalls als Negativkontrolle mitgetestet. Mit Ausnahme einer isolierten positiven
Pricktestreaktion (mittlerer Quaddeldurchmesser 2,5 mm) bei einer der 88
Testungen (1. Pricktestreihe n= 59, 2. Pricktestreihe n= 29) fiel die Pricktestung
mit PBS negativ aus. Statistisch besehen hatte der Median bei beiden
Pricktestreihen in allen drei Kollektiven der Apfelallergiker, Atopiker ohne
Apfelallergie und Nichtatopiker bei der Pricktestung mit PBS 0 mm mittlerer
Quaddeldurchmesser ergeben.

In der ersten Pricktestreihe hatte Proband HS (eine Apfelallergikerin) bei
Pricktestung mit PBS mit einem mittleren Quaddeldurchmesser von 2,5 mm
reagiert. Bei HS waren alle Apfelextrakte der Verdiinnung 1:10 (mit und ohne
Pestizid) positiv, bei Apfel 1:100 (mit und ohne Pestizid) waren 4 der 7
Pricktestungen positiv, bei Apfel 1:1000 und Apfel 1:10000 (jeweils Apfel mit und
ohne Pestizid) blieben alle Pricktestreaktionen negativ. Auch die 6
Pricktestreaktionen bei Pestizid allein (3 Pestizide in jeweils 2 Verdiinnungsstufen)
blieben bei HS alle negativ.

Alle o0.g. Pricktestiésungen sind in PBS gelost. Die Tatsache, dass in den hdheren
Verdlnnungsstufen der Apfelextrakte sowie bei den Pestiziden die
Pricktestreaktion trotz PBS-Anteil negativ ausfallen, spricht gegen eine
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Histaminausschiittung durch PBS. Die Tatsache, dass bei den héheren
Apfelkonzentrationen positive Pricktestreaktionen auftreten, ist nicht auf das PBS
zurGckzufihren, sondern auf den Gehalt an Apfelprotein und entspricht dem
Befund (siehe unten), dass bei héherer Apfelproteinkonzentration héaufiger positive
Pricktestreaktionen auftreten. In der zweiten Pricktestreihe fiel bei HS die
Pricktestung mit PBS negativ aus.

Es kann geschlossen werden, dass die isolierte positive Pricktestreaktion bei PBS
unspezifisch und zufallig ist.

Hautpricktestungen mit den Pestiziden Thiram, Iprodion und Chlorpropham

Weder in der ersten Pricktestreihe (mit n= 59 Probanden) noch in der zweiten
Pricktestreihe (mit n= 29 Probanden ) zeigten sich positive Pricktestreaktionen bei
der Testung mit Thiram oder Iprodion in seinen beiden Verdiinnungsstufen.

Bei der Testung mit Chlorpropham 1:10 trat in der zweiten Pricktestreihe eine
isolierte positive Pricktestreaktion (mittlerer Quaddeldurchmesser 2 mm) bei einem
Atopiker ohne Apfelallergie (GEG) auf. Bei den (ibrigen 28 Probanden und den 59
Testungen der 1. Pricktestreihe mit Chlorpropham 1:10 blieben die
Pricktestreaktionen negativ.

Bei der Testung mit Chlorpropham 1:1 trat in der ersten Pricktestreihe eine
isolierte positive Pricktestreaktion (mittlerer Quaddeldurchmesser 2 mm) bei einem
Atopiker ohne Apfelallergie (YE) auf. Bei den (ibrigen 58 Probanden und den 29
Testungen der ersten Pricktestreihe blieb die Pricktestreaktion bei Chlorpropham
1:1 negativ.

Bei YE blieben die anderen 4 Pricktestidsungen mit Chlorpropham 1:1 (die mit
diesem Pestizid versetzten Apfelextrakte der Verdinnungsstufe 1:10, 1:100,
1:1000 und 1:10000) bei der Pricktestreaktion negativ, ebenso wie bei den 4
Apfelextrakten mit der anderen Chlorpropham-Konzentration (Chl 1:10) und dem
Chlorpropham 1:10 allein. Bei dieser Probandin blieben in der Pricktestreaktion
also 7 von 8 Chlorpropham-haltigen Pricktestidsungen negativ. Bei einer
spezifischen Reaktion auf das Chlorpropham wére jedoch eine durchgehend
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positive Pricktestreaktion auf die Chlorpropham-haltigen Pricktestlésungen zu
erwarten gewesen.

Bei GEG (positive Pricktestreaktion bei Chlorpropham 1:10 allein in der zweiten
Pricktestreine) zeigten sich bei zwei weiteren Chlorpropham-haltigen
Pricktestldsungen positive Reaktionen: bei Apfel 1:10 + Chlorpropham 1:10 und
bei Apfel 1:10 + Chlorpropham 1:1. Bei dieser Verdiinnung des Apfelextraktes
hatte auch der Apfel 1:10 allein sowie Apfel 1:10 + Thiram 1:10 positiv in der
Pricktestung reagiert. In der nachsten Verdiinnungsstufe des Apfelextraktes (Apfel
1:30) zeigten sich zwei positive Pricktestreaktion: bei Apfel 1:30 + Chlorpropham
1:10, ebenso wie bei Apfel 1:30 + Thiram 1:1.

In der ersten Pricktestreihe fiel die Pricktestung mit Chlorpropham 1: 10 und
Chlorpropham 1:1 bei GEG negativ aus.

Auch hier wéare im Falle einer spezifischen Reaktion auf das Chlorpropham eine
durchgehend positive Pricktestreaktion auf die Chlorpropham-haltigen
Pricktestlésungen zu erwarten gewesen.

Es kann geschlossen werden, dass die beiden isolierten positiven
Pricktestreaktionen auf Chlorpropham unspezifisch sind.

Bei den 3 Pestiziden in den beiden Verdiinnungsstufen ergab der Median des
mittleren Quaddeldurchmessers jeweils 0 mm in beiden Pricktestreihen sowohl bei
den Apfelallergikern, als auch bei Atopikern ohne Apfelallergie und den
Nichtatopikern. Damit zeigt diese Arbeit, dass die 3 gewshlten Pestizide keine
allergische Reaktion in der Pricktestung auslosen.

Hautpricktestungen mit Apfel allein

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein kommerzielles Apfelextrakt
seltener positive Pricktestreaktionen bei den Apfelallergikern ausléste als ein fiir
diese Untersuchung von Lebensmittelchemikern hergestelltes Apfelextrakt
(Aceton-Trockeneis-Methode nach Vieths). Bei dem handelsiiblichen Apfelextrakt
fielen die (selteneren) positiven Pricktestreaktionen zudem deutlich schwicher aus
(im Prick-Test-Score nach Ring) als bei dem hergestellten Apfelextrakt. Dies
entspricht der Literatur [17, 37]. Die allergene Potenz des selbsthergesteliten
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Apfelextraktes zeigte sich deutlich bei zwei Apfelallergikerinnen, bei denen sich im
Verlauf der Pricktestung mit den selbsthergesteliten Apfelextrakten neben den
positiven Pricktestreaktionen eine Rhinitis einstellte.

Vergleich der Pricktestreaktion zwischen Apfel allein und Apfel mit Pestizid

Der entscheidende Befund dieser Arbeit beruht auf dem Vergleich der Wirkung
zwischen Apfel allein und Apfel mit Pestizid. In der Pricktestung zeigten sich bei
vier pestizidversetzten Apfelextrakten signifikante Unterschiede zur Pricktestung
mit Apfel allein.

In der ersten Pricktestreihe bei den Apfelallergikern (n= 19) ergab der Wilcoxon-
Test fur gepaarte Stichproben einen signifikanten Unterschied zwischen dem
Median des mittleren Quaddeldurchmessers bei Apfel 1:10 allein und Apfel 1:10+
Thiram 1:1 (p= 0,02555) sowie zwischen Apfel 1:10 und Apfel 1:10+ Iprodion 1:10
(p= 0,02988).

In der zweiten Pricktestreihe bei den Apfelallergikern (n= 14) ergab der Wilcoxon-
Test fUr gepaarte Stichproben einen signifikanten Unterschied zwischen dem
Median des mittleren Quaddeldurchmessers bei Apfel 1:30 allein und Apfel 1:30+
Iprodion 1:10 (p= 0,00696).

In der ersten Pricktestreihe bei den Atopikern ohne Apfelallergie (n= 20) ergab der
Wilcoxon-Test fir gepaarte Stichproben einen signifikanten Unterschied zwischen
dem Median des mittleren Quaddeldurchmessers bei Apfel 1:10 allein und Apfel
1:10+ Iprodion 1:1 (p= 0,043123).

Von den drei eingesetzten Pestiziden Chlorpropham, Iprodion und Thiram ergaben
sich also Unterschiede in der Pricktestreaktion bei Zusatz der beiden Pestizide
Iprodion und Thiram.

Beim Vergleich der Mediane stellt sich der signifikante Unterschied des mittleren
Quaddeldurchmessers in allen vier Fallen im Sinne einer Abschwichung der
Pricktestreaktion dar.

Zur Auswertung von Pricktestreaktionen gibt es verschiedene Moglichkeiten. Im

Handel sind transparente Pricktest-Ableselineale erhéltlich, die die Ablesung
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dadurch erleichtern sollen, dass Kreise von 1-4 mm aufgestanzt sind, die man auf
die erhaltene Quaddel auflegen kann. Dadurch wird die meist unregelmassige
Form der Quaddel jedoch nicht berilicksichtigt.

Weiterhin kann die Pricktestreaktion zur mitgetesteten Positivkontrolle Histamin in
Beziehung gesetzt werden. Dabei wird die Histaminreaktion zweifach positiv
gewertet, eine kleinere positive Reaktion als einfach positiv, eine grossere
Quaddel als bei der Histaminreaktion als dreifach positiv [9].

Ring erstellte eine Tabelle, die Quaddel- und Erythemgréssse berlicksichtigt und
danach einen Score von 0 bis vierfach positiv vergibt [47].

Werden Quaddel- und Erythemgrésse mit einem Hautstift nachgefahren, dies mit
einem Tesafilmstreifen oder transparenten Pflaster auf Papier Ubertragen, kann
anschliessend mittels Planimetrie die Grosse der Reaktion ermittelt werden, oder
bei Ausschneiden der dokumentierten Flachen deren Gewicht auf der Feinwaage
verglichen werden [9].

Der grosse Nachteil von vorgegeben Scores (wie negativ bis vierfach positiv nach
Ring) besteht in fehlender Differenzierung bei ausgepragt positiven Reaktionen
(wie sie in dieser Arbeit bei den Apfelallergikern in der Pricktestung mit den
selbsthergestellten Apfelextrakten hoher Apfelproteinkonzentration aufgetreten
sind). Eine Quaddel von 6x6 mm entspricht beim Score nach Ring ebenso einer
" vierfach positiven Reaktion wie z.B. eine Quaddel von 12x12 mm. Nach dem
Pricktestscore nach Ring waren fiir diese Untersuchung Unterschiede im Sinne
einer Verstérkung der Pricktestreaktion nicht sichtbar geworden, noch weniger,
zieht man die in der Routine haufig verwendete Skalierung in Bezug auf die
Histaminquaddel heran (nur 3 Scores neben der negativen Reaktion).

Fir diese Untersuchung wurden die Durchmesser (a und b) der Quaddel und des
Erythems ausgemessen und anschliessend nach der Formel (a+b)/2 der mittlere
Quaddeldurchmesser berechnet [9]. Der mittlere Quaddeldurchmesser statt eines
Pricktest-Scores als Ergebnis einer Pricktestung hat den Vorteil einer genaueren
Beschreibung und spéter besseren Vergleichbarkeit der Pricktestreaktionen.
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Unterschiede im Sinne einer Verstarkung der Pricktestreaktion waren durch die
Wahl der Auswertmethode also darstellbar gewesen. Die errechneten 4
signifikanten Unterschiede der Mediane der Pricktestreaktion (Apfel allein gegen

Apfel+ Pestizid) zeigten in jedem Fall jedoch eine Abschwéchung der
Pricktestreaktion.

Ergebnisse der Histaminfreisetzungstests: Positiv- und Negativkontrollen

In beiden Versuchsreihen der Histaminfreisetzung (erste Versuchsreihe Apfel,
Chlorpropham; zweite Versuchsreihe Apfel, Thiram) zeigte sich bei den 8
Apfelallergikern im Wilcoxon-Test fur gepaarte Stichproben kein signifikanter
Unterschied der Histaminfreisetzung (HF) zwischen den Negativkontrollen Pipes B
und DMSO (erste Reihe p= 0,9453; zweite Reihe p= 0,6726). Es zeigte sich
jedoch in beiden Versuchsreihen ein signifikanter Unterschied im Wilcoxon-Test
fir gepaarte Stichproben zwischen der Histaminfreisetzung nach Stimulation mit
der Negativkontrolle Pipes B und den Positivkontrolien Anti-IgE (erste Reihe p=
0,00781; zweite Reihe p= 0,007813) und Apfelprotein (erste Reihe p= 0,007813;
zweite Reihe p= 0,008813).

Die Stimulation mit dem Apfelprotein zeigte eine hohe Spezifitit: bei den
Apfelallergikern ergab der Median der Histaminfreisetzung nach Apfelprotein einen
signifikanten Unterschied (im Sinne einer Verstarkung) im Vergleich zur
Negativkontrolle Pipes B. Bei den Kontrollprobanden ohne Apfelallergie lag die
Histaminfreisetzung nach Stimulation mit Apfelprotein jedoch annahernd bei der
Spontanfreisetzung durch die Negativkontrolle.
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Die Spontanfreisetzung nach Inkubation mit den Negativkontrollen mit dem Puffer
war bei den Apfelallergikern jeweils hoch (erste Reihe: Median der
Histaminfreisetzung bei Pipes B= 22,3%, bei DMSO 1%= 22,3 %: zweite Reihe:
Median der Histaminfreisetzung bei Pipes B= 20,4%, bei DMSO 1%= 20,2 %).
Auch bei den nicht-atopischen Kontrollpersonen war die Spontanfreisetzung hoch
(erste Reihe: Mittelwert der Histaminfreisetzung bei Pipes B= 16,8 %, bei DMSO
1%= 22,2 %; zweite Reihe: Median der Histaminfreisetzung bei Pipes B= 21,5 %,
bei DMSO 1%= 23,2 %).

Durch Modifikation des Versuchsablaufes oder Austausch von Materialen (wie z.B.
haufigeres Ansetzen der Reagentien, steriles Filtrieren der Reagentien vor
erneutem Gebrauch, Verwendung grosslumigerer Rohrchen zur Verringerung
moglicher Zelladhasion an der Wand) konnte die hohe Spontanfreisetzung nicht
gesenkt werden. Eine hohe Spontanfreisetzung war fir die Vergleiche dieser
Arbeit jedoch nicht stérend: ein Unterschied zur Positivkontrolle war trotzdem
statistisch signifikant; zudem wurde fiir die Vergleiche (Apfel allein gegen Apfel+
Pestizid) die Spontanfreisetzung fir eine korrigierte Histaminfreisetzung
abgezogen; weiterhin war die (unkorrigierte) Histaminfreisetzung bei Apfel allein
bei den Apfelallergikern durch die hohe Spontanfreisetzung nicht so hoch (erste
Reihe Median = 55,1 %, zweite Reihe Median = 51,5 %), dass eine eventuelle
Verstérkung der Histaminfreisetzung nicht mehr sichtbar geworden wiére.

In unseren Histaminfreisetzungstests zeigte sich, dass das DMSO keine
Schadigung der Zellen verursachte. Eine Zellschadigung misste mit einer
Erhdéhung der Histaminfreisetzung einhergehen, nach Inkubation mit DMSO 1%
zeigte sich jedoch weder in der ersten noch in der zweiten Versuchsreihe ein von
der Negativkontrolle Pipes B signifikant héherer Median der Histaminfreisetzung.
Eine Zellschadigung misste weiterhin in der Vitalitatsprifung mittels
Trypanblaufarbung nachweisbar sein. In zwei Vorversuchen bei einem Atopiker
ohne Apfelallergie zeigte sich bei dieser Vitalitatsprifung nach Stimulation mit
DMSO 1% eine hohe Zellvitalitat von 97,5 % bzw. 95,9%.

144



Damit konnte gezeigt werden, dass DMSO nicht zytotoxisch ist und keine

relevante Histaminfreisetzung verursacht.

Ergebnisse der Histaminfreisetzungstests: Pestizide

In der ersten Versuchsreihe ergab der Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben
keinen signifikanten Unterschied der Histaminfreisetzung im Vergleich zwischen
Negativkontrolle Pipes B und Chlorpropham 0,05 pg/ml (p= 0,7422),
Chlorpropham 0,5 pg/ml (p= 0,5294), Chlorpropham 5 ug/ml (p= 0,1484) und
Chlorporpham 50 pg/ml (p= 0,6406).

In der zweiten Versuchsreihe ergab der Wilcoxon-Test fiir gepaarte Stichproben
keinen signifikanten Unterschied der Histaminfreisetzung im Vergleich zwischen
Negativkontrolle Pipes B und Thiram 0,01 pg/ml (p= 0,6726), Thiram 0,1 pug/ml (p=
0,9453), Thiram 1 pg/ml (p= 0,672) und Thiram 10 pg/ml (p= 0, 05469).

Damit konnte diese Arbeit zeigen, dass die beiden gewéhliten Pestizide in jeweils

vier Konzentrationen keine relevante Histaminfreisetzung auslésen.

Damit stehen unsere Daten auf den ersten Blick im Gegensatz zu den 1985 von
Rohr et al [56,57] dokumentierten Ergebnissen, bei denen es nach Stimulation mit
Pestizid zu einer nichtzytotoxischen, dosisabhéngigen Histaminfreisetzung kam.
An humanen Basophilen zeigten die Organochlorpestizide DDT, Dieldrin,
Heptachlor, Heptachlorepoxid sowie Biphenyl eine Histaminfreisetzung. An aus
der Bauchhthle gewonnenen Rattenmastzellen filhrten ebenfalls die
Organochlorpestizide Dieldrin, DDT und Heptachlor, Heptachlorepoxid sowie
Biphenyl zu einer dosis- und Kalziumabhéngigen Histaminfreisetzung. Die
Inkubation mit den Organochlorpestiziden y-HCH, HCB sowie das Carbamat
Carbaryl bewirkte dagegen keine signifikante Histaminfreisetzung. Leukotrien
(LTC4) wurde nach Stimulation mit G-HCH, Dieldrin und Heptachlor gebildet.

Die meisten der von Rohr et al verwendeten Pestizide zeigten also eine
Mediatorfreisetzung. Unter den wenigen Pestiziden, bei denen dies nicht der Fall
ist, befindet sich das Carbamat Carbaryl. Die von uns eingesetzten Pestizide

Chlorpropham und Thiram gehoren ebenfalls zu den Carbamaten, so dass sich
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hier ein Vergleich anbietet. Und hier zeigt sich dann eine Ubereinstimmung: wie
das von Rohr verwendete Carbaryl ergab sich auch in unserer Arbeit (nach
Chlorpropham und Thiram in jeweils vier Konzentrationen) keine relevante
Histaminfreisetzung.

Im Unterschied zu unserer Methode wurden die basophilen Granulozyten mittels
Ficoll, nicht per Percoll-Dichtegradientenzentrifugation angereichert. Bei Rohr et al
betrug die Inkubationszeit mit den Stimuli 60 Min., wir stimulierten Gber 30 Min.
Neben Trypanblaufarbung zur Vitalititsprobe nutzten Rohr et al die LDH-
Aktivitatsbestimmung zum Ausschluss einer toxischen Schédigung durch die
Pestizide. Die Histaminmessung in den Uberstanden wurde spektrofluorometrisch
durchgefiihrt (jedoch lber HPLC bei der LTC4-Messung). In vielen Punkten
stimmte die Methodik der Histaminfreisetzung aus humanen Basophilen in vitro
also Uberein.

Allerdings wurden in der 0.g. Untersuchung sowohl andere Pestizide (oben bereits
genannt) als auch andere Pestizid-Konzentrationen als in unserer Studie
eingesetzt. Wir setzten Chlorpropham in vier Konzentrationen von 0,05- 50,0
ug/ml ein, Thiram wurde in vier Konzentrationen von 0,01-10,0 pug/ml verwendet.
Rohr et al verwendeten pro Pestizid 3-4 Konzentrationen, die meist zwischen 0,1
mg/mi und 10,0 pg/ml lagen. Allein beim Dieldrin wurde eine kleine Konzentration
von 0,01 pg/ml eingesetzt. Fir die Stimulation mit Carbaryl lagen die
Konzentrationen zwischen 0,2 g/ml und 20,0 upg/ml. Folglich deckten die
Untersuchungen von Rohr et al ein kleineres Konzentrationsspektrum der
einzelnen Pestizide ab als es in dieser Arbeit der Fall ist. Es ist kritisch
anzumerken, dass die von Rohr et al gewéahiten Pestizide mit Ausnahme von
Biphenyl (fiir Zitrusfriichte), wegen eines Verbots in Deutschland nicht mehr zum
Einsatz kommen. Die von uns verwendeten Pestizide finden jedoch auch heute
noch grosse Verbreitung.

Weiterhin steht dem von Rohr gewéhlten Losungsvermittier Methanol bei uns das
DMSO gegeniiber.
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Wir konnten bei Lésungsversuchen der Pestizide Chlorpropham und Thiram in
Methanol keine befriedigende Losung erreichen. Dies gelang uns mit DMSO und
wurde durch kontinuierliche Mischung aufrechterhalten.

Ergebnisse der Histaminfreisetzungstests: Vergleich Apfel und Apfel+ Pestizid

In der ersten Versuchsreihe zeigte sich bei den 8 Apfelallergikern im Wilcoxon-
Test fir gepaarte Stichproben im Vergleich der Histaminfreisetzung nach
Stimulation mit Apfel allein und Apfel mit Chlorpropham bei drei der vier
Chlorpropham-versetzten Apfelextrakte ein signifikanter Unterschied (Apfel+
Chlorpropham 0,05 pg/ml: p= 0,0357; Apfel+ Chlorpropham 0,5ug/ml: p=
0,049959; Apfel+ Chlorpropham 50 ug/ml: p= 0,011734) zum Apfel allein.

In der zweiten Versuchsreihe zeigte sich bei. den 8 Apfelallergikern im Wilcoxon-
Test fur gepaarte Stichproben im Vergleich der Histaminfreisetzung nach
Stimulation mit Apfel allein und Apfel mit Thiram bei zwei der vier Thiram-
versetzten Apfelextrakte ein signifikanter Unterschied (Apfel+ Thiram 0,01 pg/mil:
p= 0,03906; Apfel+ Thiram 10pg/ml: p= 0,007813) zum Apfel allein.
Ubereinstimmend zeigte sich bei beiden Pestiziden in jedem Fall eines
signifkanten Unterschieds der Histaminfreisetzung eine Abschwichung der
Histaminfreisetzung.

In Vorversuchen wurde eine Apfelproteinkonzentration ermittelt und fiir die
Versuche dann eingesetzt, die bei den meisten Probanden nur eine mittlere
Histaminfreisetzung ausldste. Durch die Auswahl dieser Apfelproteinkonzentration
waren also auch mégliche Veranderungen der Histaminfreisetzung im Sinne einer
Verstérkung sichtbar geworden. Es zeigte sich jedoch bei signifikanten
Unterschieden durchgehend eine Abschwachung der Histaminfreisetzung.

Diese Arbeit konnte zeigen, dass die beiden Pestizide Chlorpropham und Thiram
die Reaktivitdt von Apfelprotein im Histaminfreisetzungstest veréandern, und zwar
im Sinne einer Abschwachung der Histaminfreisetzung.

147



Vergleich der Ergebnisse von Pricktest und Histaminfreisetzungstest

Sowohl in der Pricktestung als auch im Histaminfreisetzungstest zeigten sich in
einigen Fallen relevante Unterschiede der Reaktivitat des Apfelproteins bei Zusatz
von Pestizid. Dies zeigte sich ibereinstimmend (sowohl bei den unterschiedlichen
Pestiziden als auch bei beiden Untersuchungsverfahren Pricktestung und
Histaminfreisetzungstest) im Sinne einer Abschwéachung der Allergenitdt des
Apfels.

In der Pricktestung fanden sich die relevanten Unterschiede (Apfel vs. Apfel+
Pestizid) des Quaddeldurchmessers bei Zusatz von Thiram und Iprodion, nicht
jedoch bei Chlorpopham.

Im Histaminfreisetzungstest ergaben sich die relevanten Unterschiede (Apfel vs.
Apfel+ Pestizid) der Histaminfreisetzung nach Zusatz sowohl von Chlorpropham
als auch von Thiram.

Relevanz der Ergebnisse

a) Chlorpopham

Chlorpropham  kam sowohl in der Pricktestung als auch im
Histaminfreisetzungstest zur Anwendung. Im Histaminfreisetzungstest ergab sich
bei  Chlorporpham-versetzten  Apfelextrakten eine Abschwachung der
Histaminfreisetzung gegeniiber dem Apfel allein.

Chlorpropham ist ein herbizides Carbamat, welches besonders als Bodenherbizid
in der Bekdmpfung von Ungrdsern und daneben als Keimhemmer im
Vorratsschutz von Kartoffeln eingesetzt wird. Im bundesweiten Monitoring von
10/1989-3/1993 [1] waren in 9,1% der Kartoffelproben auch Chlorpropham-
Riicksténde feststellbar. Fur den Apfelanbau scheint Chlorpropham keine Rolle zu
spielen, obschon die Ruckstandshéchstmengenverordnung einen Wert fiir
Chlorpropham auch bei Apfeln definiert. In der Ruckstandsanalyse unserer

Arbeitsgruppe [2] war in den Apfel-, Karotten- und Kartoffelproben kein
Chlorpropham nachweisbar.
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Chlorpopham wurde urspriinglich fiir diese Untersuchung ausgewahlt, weil zu
Carbamaten und Allergie bereits Untersuchungen vorliegen [56, 57] und eine
Testreihe mit Kartoffel erwogen wurde.

b) Iprodion

Iprodion kam bei den Pricktestungen, nicht jedoch bei den
Histaminfreisetzungstests zum Einsatz.

Das Carboxamid Iprodion wird als Kontakt-Fungizid im Wein-, Zierpflanzen-,
Gemiise- und Erdbeeranbau angewendet. Es verhindert die Keimung der Sporen
und das Wachstum von Schimmelpilz. Im bundesweiten Monitoring von 10/1989-
3/1993 [1] waren Iprodion-Riickstdnde in Kopfsalat, Erdbeeren, Moéhren und
Pfirsichen nachweisbar. In der Riickstandsanalyse unserer Arbeitsgruppe [2] war
Iprodion in einer Karottenprobe nachweisbar. Fiir den Apfelanbau scheint Iprodion
keine Rolle zu spielen. Iprodion wurde fiir diese Untersuchung ausgewahlt, da
eine weitere Testreihe mit Karotten geplant war.

¢) Thiram

Thiram kam sowohl in der Pricktestung als auch im Histaminfreisetzungstest zur
Anwendung. In beiden Testverfahren ergab sich bei einigen Thiram-versetzten
Apfelextrakten eine Abschwachung der Reaktivitat gegentiber dem Apfel allein.
Das Thiuramdisulfid Thiram ist ein fungizides Carbamat. Thiram wird als
protektives Fungizid im Kernobst-, Erdbeer-, Wein-, Gemiise- und Zierpflanzenbau
eingesetzt. Thiram wird ausserdem als Saatgut-Behandlungsmittel, oft in
Kombination mit Insektiziden oder anderen Fungiziden verwendet, weiterhin wird
Thiram gegen Auflaufkrankheiten im Riben-, Mais-, Reis-, Erdnuss-, Baumwoll-,
Zierpflanzen- und Gemisebau sowie zur Behandlung von Mais gegen
Fasanenfrass und als Wildverbissmittel eingesetzt.

Thiram ist also nicht nur ein fir den Apfelanbau verwendetes, sondern zudem ein
dort nachweisbares Pestizid: Nach Untersuchungen im Rahmen des
bundesweiten Monitoring von 10/1988-3/1993 [1] waren Dithiocarbamate bei 2%
 der Obstproben und 6,1 % der Gemiseproben nachweisbar. In der
Rickstandsanalyse unserer Arbeitsgruppe [2] waren mittels Photometrie in zwei
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von 40 Apfelproben Dithiocarbamat- bzw. Thiuramdisulfid-Riicksténde
nachweisbar.

Hypothese

Die Histaminausschittung sowohl aus Mastzellen (in dieser Arbeit mittels
Pricktestung untersucht) als auch aus basophilen Granulozyten (in dieser Arbeit
mittels Histaminfreisetzungstest untersucht) wird nach Bindung eines Allergens an
IgE ausgeldst, welches auf den Zelloberflachen von Mastzellen und Basophilen
gebunden wird. Die Antigendeterminante (das Epitop) wird an das
komplementiren Fab-Ende des IgE-Molekills gebunden. Hierbei passt das
Antigen in den spezifischen IgE-Fab-Abschnitt wie ein Schliiissel in sein Schloss
[46]. Entscheidend fir die Erkennung der antigenen Determinante ist nicht nur
dessen Aminosduresequenz, auch die Tertiarstruktur, die rdumliche Aufteilung des
Molekadils, ist relevant.

Die Bindung zwischen der Fab-Region und dem Epitop ist nicht kovalent.
Stattdessen werden mehrere Interaktionen wie Wasserstoffbindung,
elektrostatische Kréafte, Van der Waals-Krafte und hydrophobe Krafte wirksam.
Durch die Vielzahl der Interaktionen ergibt sich schliesslich eine hohe
Bindungsenergie. Die Starke dieser nicht-kovalenten Bindung hingt jedoch
entscheidend von der Distanz zwischen den interagierenden Gruppen ab. Je
besser die Antigendeterminante in die antigenbindende Stelle des IgE-Fab-
Abschnitts passt, desto besser kdnnen sich gleichzeitig mehrere nicht-kovalente
Bindungen ausbilden. Entspricht das Antigen jedoch nicht seiner komplementéren
Struktur, der antigenbindenden Fab-Region, kénnen nur wenige o.g. nicht-
kovalente Bindungen ausgebildet werden und abstossende Krafte, wie z.B. durch
Uberlappung von Elektronenwolken, verhindern die Bindung von Antikérper und
Antigen [59].

Diese Arbeit hat relevante Unterschiede der Allergenitét von Apfelprotein nach
Zusatz von Pestizid gezeigt. In jedem Fall handelte es sich um einen Unterschied
im Sinne einer Abschwéchung. Wie konnte das Pestizid die verringerte

Allergenitat bewirken ? Wie gerade erlautert, ist zur Erkennung und Bindung des
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Antigens dessen ,passende“ Struktur bis hin zu dessen Tertidrstruktur
Voraussetzung, ansonsten kann nicht genligend Bindungsenergie zwischen
Antigen und IgE-Fab-Anteil aufgebaut werden. Es ist denkbar, dass bei Zusatz
von Pestizid das Apfelallergen so in seiner Struktur gedndert wird, dass die
Antigen-Antikérper-Bindung nicht mehr ausreicht, um ein Bridging von IgE-
Antikbrpern zu bewirken und die Reaktionskaskade an Zellmembran und
Zellinneren anzustossen, die schliesslich die Freisetzung von Histamin zur Folge
hat.

Die Hypothese einer méglichen Veranderung des Apfelallergens durch Pestizid-
Zusatz wird gestitzt durch einen Befund aus unserer Arbeitsgruppe [2], wonach
im Immunoblotting eine Bandenabschwéchung der Hauptallergenbande des
Apfels bei 18 kDa nach Zusatz von Chlorpropham zu verzeichnen war.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Allergien haben in den letzten Jahrzehnten deutlich zugenommen [12, 30, 51, 71,
75]. Die Ursache fir diesen Anstieg ist unbekannt, es liegen lediglich Hypothesen
vor [47]. Eine dieser Hypothesen bezieht sich auf den Einfluss von
Umweltschadstoffen auf allergische Erkrankungen. Dazu geben Nahrungsmittel-
allergische Patienten immer wieder an, dass sie gespritztes Obst schlechter
vertragen wirden als unbehandeltes.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob durch Zusatz von Pestizid die
Allergenitat von Apfel verandert wird.

Dazu wurden Pricktestungen an 62 Probanden (22 Apfelallergiker, 20 Atopiker
ohne Apfelallergie, 20 Nichtatopiker) durchgefiihrt. Als Pricktestlosungen wurden
Apfelextrakte, Pestizidldsungen (mit den Pestiziden Chlorpropham, Thiram und
Iprodion) und Apfel+ Pestizid hergestellt. Die drei Pestizide allein I6sten keine
positiven Pricktestreaktionen aus. Bei einigen pestizidversetzten Apfelextrakten
(mit Thiram und Iprodion) zeigte sich ein signifikanter Unterschied der
Pricktestreaktion im Vergleich zur Pricktestung mit Apfel allein. In jedem Fall
zeigte sich ein Unterschied im Sinne einer Abschwachung der Pricktestreaktion.
Weiterhin wurden Histaminfreisetzungstests aus basophilen Granulozyten von 8
Apfelallergikern und 3 nichtapfelallergischen Kontrollpersonen durchgefiihrt. Auch
hier wurde die Reaktion auf Apfelextrakt, Pestizid (Chlorpropham und Thiram) und
mit Pestizid versetztem Apfelextrakt verglichen. Die Pestizide allein l6sten keine
relevante Histaminfreisetzung aus. Im Histaminfreisetzungstest zeigten sich
sowohl bei der Simultanstimulation mit Apfel und Chlorpropham als auch bei der
Simultanstimulation mit Apfel und Thiram relevante Unterschiede gegeniiber der
Histaminfreisetzung nach Apfel allein. Auch hier zeigten sich die relevanten
Unterschiede in jedem Fall im Sinne einer Abschwichung der
Histaminfreisetzung.

Somit konnte diese Arbeit in zwei verschiedenen Versuchsansatzen (Pricktestung
und Histaminfreisetzungstest) eine Abschwachung der Apfelallergenitat durch
Zusatz von Pestizid zeigen.
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10. ANHANG

ad 1.4:
Im_Sinne der Gefahrenstoffverordnung sind Schédlingsbek&mpfungsmittel definiert als
»Zubereitungen, die
¢ 1. Pflanzenschutzmittel im Sinne des Pflanzenschutzmittelgesetzes sind oder
e 2. dazu bestimmt sind, Schadlinge und Schadorganismen- ausser Schadorganismen
im Sinne des Pflanzenschutzgesetzes- oder lastige Organismen unschadlich zu
machen, zu vernichten oder ihrer Einwirkung vorzubeugen®.

Im Sinne des Pflanzenschutzgesetzes (§2 PflISchG) sind Pflanzenschutzmittel definiert als:
,Stoffe, die dazu bestimmt sind

e Pflanzen vor Schadorganismen oder nichtparasitaren Beeintrachtigungen zu
schitzen, |
e Pflanzenerzeugnisse vor Schadorganismen zu schiitzen,
¢ Pflanzen oder Pflanzenerzeugnisse vor Tieren, Pflanzen oder Mikroorganismen zu
schutzen, die nicht Schadorganismen sind,
¢ Die Lebensvorgénge von Pflanzen zu beeinflussen, ohne ihrer Ernahrung zu dienen
(Wachstumsregler)
e Das Keimen von Pflanzenerzeugnissen zu hemmen,
e Den in den Buchstaben a-e aufgefiihrten Stoffen zugesetzt zu werden, um ihre
Eigenschaften oder Wirkungen zu verandem,
ausgenommen sind Wasser, Diingemittel im Sinne des Diingemittelgesetzes und
Pflanzenstérkungsmittel; als Pflanzenschutzmittel gelten auch Stoffe, die dazu bestimmt
sind, Pflanzen abzutéten oder Fldchen von Pflanzenwuchs freizumachen oder freizuhalten,
ohne dass diese Stoffe unter die Buchstaben a oder d fallen.”

Zu den Schédlingsbekdmpfungsmitteln, die unter 2. genannt wurden, gehéren unter
anderem Mittel gegen Hygieneschédlinge wie Fliegen, Bremsen, Miicken, Schaben, Wanzen
oder Fléhe, die Krankheiten auf Mensch und Tier ibertragen kdnnen; Mittel gegen
Vorratsschadlinge (ausgenommen Mittel zum Schutz vor Pflanzenerzeugnissen nach
Pflanzenschutzgesetz) wie z.B. Ratten, Mause, Kéfer, Schaben oder Motten, sowie zum
Schutz von verarbeitetem Holz und sonstigen Materialien.
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Ergebnis des Pricktestes (Apfelallergiker n= 19) mit den 3 Pesti
Durchmesser (a,b) von Quaddel (Q) und Erythem (E)

Tab. 4.2-3
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Ergebnis des Pricktestes (Atopiker ohne Apfelallergie, n= 20) mit den 3 Pest

Durchmesser (a,b) von Quaddel (Q) und Erythem (E)

Tab. 4.2- 6

[Pricktest-Lésungen
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Durchmesser (a,b) von Quaddel (Q) und Erythem

300:
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Abb. 4.3-3: Histaminfreisetzung (HF) bei Stimulation mit Apfelprotein (AP),
Chlorpropham (Chl) sowie bei Simultanstimulation mit Apfel + Chlorpropham
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Stimulus [pg/ml}
Stimulation ( 30 min) mit HF korrigierte HF Vitalitat
[ug/mi] [%] [%] [%]
98,4
Puffer (Spont.-Freis.) 18,6 \ 96,3
DMSO 1% 17,6 1 95,9
anti-IgE 7,7 38,8 20,2
Apfelprotein (AP) 0,52 55,7 371
Chl. 0,05 in DMSO 0,001% 19,1 0,5
Chl. 0,5 in DMSO 0,01% 23,1 45
Chl. 5in DMSO 0,1% 17,3 -1,3
Chl. 50 in DMSO 1% 17,8 -0,8 100
Chl. 0,05 in DMSO 0,001%+ AP 0,52 55,1 36,5
Chl. 0,5 in DMSO 0,01%+ AP 0,52 58,6 40
Chl. 5 in DMSO 0,1%+ AP 0,52 57,4 38,8
Chl. 50 in DMSO 1%+ AP 0,52 49 30,4
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Abb. 4.3-4: Histaminfreisetzung (HF) bei Stimulation mit Apfelprotein (AP),
Chlorpropham (Chl) sowie bei Simultanstimulation mit Apfel + Chlorpropham
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Stimulu= [ug/mi]
Stimulation ( 30 min) mit HF korrigierte HF Vitalitét
[ug/ml] [%] [%] [%]
98
Puffer (Spont.-Freis.) 26,4 \ 100
DMSO 1% 31,3 49 100
anti-IgE 7,7 59,9 33,5
Apfelprotein (AP) 0,52 46,6 20,2
Chl. 0,05 in DMSO 0,001% ' 27 0,6
Chl. 0,5 in DMSO 0,01% 26,4 0
Chl. 5 in DMSO 0,1% 28,6 2,2
Chl. 50 in DMSO 1% 25,9 -0,5 90,3
Chl. 0,05 in DMSO 0,001%+ AP 0,52 39,4 13
Chl. 0,5 in DMSO 0,01%+ AP 0,52 36,4 10
Chl. 5in DMSO 0,1%+ AP 0,52 33,8 7.4
Chl. 50 in DMSO 1%+ AP 0,52 31 4,6
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Abb. 4.3-5: Histaminfreisetzung (HF) bei Stimulation mit Apfelprotein (AP),
Chlorpropham (Chl) sowie bei Simultanstimulation mit Apfel + Chlorpropham

Poband CD, Apfelallergiker
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Stimulus [ug/mi]
Stimulation { 30 min) mit HF korrigierte HF Vitalitat
[ug/ml] [%] [%] [%]
96,9
Puffer (Spont.-Freis.) 18,3 \ 97,7
DMSO 1% 13,2 -5,1 95,9
anti-IgE 7,7 66,8 48,5
Apfelprotein (AP) 0,52 76,5 58,2
Chl. 0,05 in DMSO 0,001% 16,2 -2,1
Chl. 0,5 in DMSO 0,01% 18,3 0
Chl. 5in DMSO 0,1% 19,7 1.4
Chl. 50 in DMSO 1% 18,7 0,4 100
Chl. 0,05 in DMSO 0,001%+ AP 0,52 15,7 -2,6
Chl. 0,5 in DMSO 0,01%+ AP 0,52 18,8 0,5
Chl.P § in DMSO 0,1%+ AP 0,52 20,2 1,9
Chl. 50 in DMSO 1%+ AP 0,52 17,7 -0,6
220




Abb. 4.3-6: Histaminfreisetzung (HF) bei Stimulation mit Apfelprotein (AP),
Chlorpropham (Chl) sowie bei Simultanstimulation mit Apfel + Chlorpropham

Proband HR, Apfelallergiker
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Stimulus [pg/mil]
Stimulation ( 30 min) mit HF korrigierte HF  Vitalitét
[ug/ml] [%] [%] [%]
97,7
Puffer (Spont.-Freis.) 22,5 \ 96,2
DMSO 1% 247 2,2 94,2
anti-IgE 7,7 65,2 427
Apfelprotein (AP) 0,52 63,5 41
Chl. 0,05 in DMSO 0,001% 24,2 1,7
Chl. 0,5 in DMSO 0,01% 20,7 -1,8
Chl. 5 in DMSO 0,1% 27,1 4,6
Chl. 50 in DMSO 1% 24,7 2,2 98,5
Chl. 0,05 in DMSO 0,001%+ AP 0,52 20,7 -1,8
Chl. 0,5 in DMSO 0,01%+ AP 0,52 22,3 -0,2
Chl. 5 in DMSO 0,1%+ AP 0,52 22 -0,5
Chl. 50 in DMSO 1%+ AP 0,52 20,7 -1,8
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Abb. 4.3-7: Histaminfreisetzung (HF) bei Stimulation mit Apfelprotein (AP),
Chlorpropham (Chl) sowie bei Simultanstimulation mit Apfel + Chlorpropham

Proband GC, Apfelallergiker
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Stimulus [pg/mi]
Stimulation ( 30 min) mit HF korrigierte HF Vitalitat
[ng/mi] [%] [%] [%]
' 98,6
Puffer (Spont.-Freis.) 23,5 \ 94,5
DMSO 1% 21,2 2,3 94,5
anti-IgE 7,7 51,6 28,1
Apfelprotein (AP) 0,52 46,3 22,8
Chl. 0,05 in DMSO 0,001% 30,3 6,8
Chl. 0,5 in DMSO 0,01% 23,7 0,2
Chl. 5in DMSO 0,1% 29,9 6,4
Chl. 50 in DMSO 1% 31,1 7.6 93,2
Chl. 0,05 in DMSO 0,001%+ AP 0,52 26,2 2,7
Chl. 0,5 in DMSO 0,01%+ AP 0,52 31,9 8,4
Chl. 5 in DMSO 0,1%+ AP 0,52 26,9 3.4
Chl. 50 in DMSO 1%+ AP 0,52 37 13,5
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Abb. 4.3-8: Histaminfreisetzung (HF) bei Stimulation mit Apfelprotein (AP),
Chlorpropham (Chl) sowie bei Simultanstimulation mit Apfel + Chlorpropham

Proband HN, Apfelallergiker
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Stimulus [pg/ml]
Stimulation ( 30 min) mit HF korrigierte HF Vitalitat
[ug/mi] [%] [%] [%]
96,2
Puffer (Spont.-Freis.) 23,8 \ 92,6
DMSO 1% 21,1 2,7 92,7
anti-IgE 7,7 57,6 33,8
Apfelprotein (AP) 0,52 82,7 58,9
Chl. 0,05 in DMSO 0,001% 26,8 3
Chl. 0,5 in DMSO 0,01% 30,3 6,5
Chl. 5in DMSO 0,1% 271 3.3
Chl. 50 in DMSO 1% 26,9 3,1 92,5
Chl. 0,05 in DMSO 0,001%+ AP 0,52 84 60,2
Chl. 0,5 in DMSO 0,01%+ AP 0,52 81 57,2
Chl. 5 in DMSO 0,1%+ AP 0,52 81,1 57,3
Chl. 50 in DMSO 1%+ AP 0,52 81,7 57,9
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Abb. 4.3-9: Histaminfreisetzung (HF) bei Stimulation mit Apfelprotein (AP),
Chlorpropham (Chl) sowie bei Simultanstimulation mit Apfel + Chlorpropham
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Stimulus [pg/mi]
Stimulation ( 30 min) mit HF korrigierte HF Vitalitat
[ng/ml] [%] [%] [%]
97,1
Puffer (Spont.-Freis.) 22,1 \ 86,7
DMSO 1% 24,5 2,4 97,9
anti-IgE 7,7 39 16,9
Apfelprotein (AP) 0,52 49,3 27,2
Chl. 0,05 in DMSO 0,001% 19,9 -2,2
Chl. 0,5 in DMSO 0,01% 22,5 0,4
Chl. 5in DMSO 0,1% 26,5 4.4
Chl. 50 in DMSO 1% 21,4 -0,7 96,1
Chl. 0,05 in DMSO 0,001%+ AP 0,52 48,5 26,4
Chl. 0,5 in DMSO 0,01%+ AP 0,52 47,2 251
Chl. 5 in DMSO 0,1%+ AP 0,52 48,4 26,3
Chl. 50 in DMSO 1%+ AP 0,52 35,9 13,8
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Abb. 4.3-10: Histaminfreisetzung (HF) bei Stimulation mit Apfelprotein (AP),
Chlorpropham (Chl) sowie bei Simultanstimulation mit Apfel + Chlorpropham
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Stimulus [paimi]
Stimulation ( 30 min) mit HF korrigierte HF  Vitalitat
[ug/mi] [%] [%] [%]
97,8
Puffer (Spont.-Freis.) 19,4 \ 97,9
DMSO 1% 23,4 4 95
anti-IgE 7,7 34,5 15,1
Apfelprotein (AP) 0,52 54,4 35
Chl. 0,05 in DMSO 0,001% 16,8 -2,6
Chl. 0,5 in DMSO 0,01% 16,3 -3,1
Chl. 5in DMSO 0,1% 14,8 -4,6
Chl. 50 in DMSO 1% 18,6 -0,8 97,5
Chl. 0,05 in DMSO 0,001%+ AP 0,52 51,4 32
Chl. 0,5 in DMSO 0,01%+ AP 0,52 54,3 34,9
Chl. 5 in DMSO 0,1%+ AP 0,52 58,2 38,8
Chl. 50 in DMSO 1%+ AP 0,52 49,9 30,5
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Abb. 4.3-11: Histaminfreisetzung (HF) bei Stimulation mit Apfelprotein (AP),
Chlorpropham (Chl) sowie bei Simultanstimulation mit Apfel + Chlorpropham
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Stimulus [pg/mi]
Stimulation ( 30 min) mit HF korrigierte HF  Vitalitit
[ng/mi] [%] [%] [%]
99
Puffer (Spont.-Freis.) 17,1 \ 96,8
DMSO 1% 23,6 6,5 97,7
anti-Igg 7,7 69,4 52,3
Apfelprotein (AP) 0,52 14,6 2,5
Chl. 0,05 in DMSO 0,001% 19,5 24
Chl. 0,5 in DMSO 0,01% 19,5 2.4
Chl. 5in DMSO 0,1% 18,8 1,7
Chl. 50 in DMSO 1% 19,1 2 80
Chl. 0,05 in DMSO 0,001%+ AP 0,52 26,3 9,2
Chl. 0,5 in DMSO 0,01%+ AP 0,52 25,2 8,1
Chl. 5 in DMSO 0,1%+ AP 0,52 23,6 6,5
Chl. 50 in DMSO 1%+ AP 0,52 25,3 8,2
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Abb. 4.3-12: Histaminfreisetzung (HF) bei Stimulation mit Apfelprotein (AP),
Chlorpropham (Chl) sowie bei Simultanstimulation mit Apfel + Chlorpropham
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Stimulus [pg/imi]
Stimulation ( 30 min) mit Histamin-Freis. korrigierte HF Vitalitat
[ug/mi] [%] [%] [%]
98,5
Puffer (Spont.-Freis.) 16,4 \ 93,2
DMSO 1% 20,8 4,4 94
anti-IgE 7,7 50,1 33,7
Apfelprotein (AP) 0,52 21,7 5,3
Chl. 0,05 in DMSO 0,001% 23,7 7.3
Chl. 0,5 in DMSO 0,01% 21,6 52
Chl. 5 in DMSO 0,1% 19,1 2,7
Chl. 50 in DMSO 1% 32 15,6 93,1
Chl. 0,05 in DMSO 0,001%+ AP 0,52 24,8 8,4
Chl. 0,5 in DMSO 0,01%+ AP 0,52 24,2 7.8
Chl. 5in DMSO 0,1%+ AP 0,52 16,2 -0,2
Chl. 50 in DMSO 1%+ AP 0,52 23,8 7.4
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Abb. 4.3-15: Histaminfreisetzung (HF) bei Stimulation mit Apfelprotein (AP), Thiram
(Thi) sowie bei Simultanstimulation mit Apfel + Thiram
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Stimulus Jjpgimil]
Stimulation ( 30 min) mit HF korrigierte HF Vitalitat
[ug/mi] [%] [%] [%]
98,7
- Puffer (Spont.-Freis.) 16,7 \ 95,7
DMSO 1% 18 1,3 95,6
anti-Igg 7,7 449 28,2
Apfelprotein (AP) 0,52 61,5 448
Thi. 0,01 in DMSO 0,001% 17,7 1
Thi. 0,1 in DMSO 0,01% 174 0,7
Thi. 1 in DMSO 0,1% 13,9 -2,8
Thi. 10 in DMSO 1% 13,56 -3,2 94,5
Thi. 0,01 in DMSO 0,001%+ AP 0,52 31,7 15
Thi. 0,1 in DMSO 0,01%+ AP 0,52 28,1 11,4
Thi. 1 in DMSO 0,1%+ AP 0,52 15,7 ' -1
Thi. 10 in DMSO 1%+ AP 0,52 19,6 2,9
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Abb. 4.3-16: Histaminfreisetzung (HF) bei Stimulation mit Apfelprotein (AP), Thiram
(Thi) sowie bei Simultanstimulation mit Apfel + Thiram

Proband OK, Apfelallergiker

100
80 -
80 -
70 4
F 60
g
E 50 -
=
¥
£ 40
30 -
20 4
10 4
v B eom 22 2 2§ 8§ 8§ @
8 %28 325 832§ 3 3
k= ol T - 0 i) g o + + + +
a o =4 (v = O £ R ® o R
7} £ 82 @ € 5 58 85 5 =
5 g £ £ - T g & & §
5 £ s 5 EF g 8§ @ 3
= < = E : & & £
= e £ £ =
= 8 z E
@ EF =
£ [=4
_
Stimulus [pgiml]
Stimulation ( 30 min) mit HF korrigierte HF  Vitalitat
[Hg/ml] [%] [%] [%]
99,1
Puffer (Spont.-Freis.) 22,9 \ 93,1
DMSO 1% 20,7 -2,2 94
anti-IgE 7,7 56,6 33,7
Apfelprotein (AP) 0,52 32 9,1
Thi. 0,01 in DMSO 0,001% 22,8 -0,1
Thi. 0,1 in DMSO 0,01% 16,8 -6,1
Thi. 1 in DMSO 0,1% 27,7 4,8
Thi. 10 in DMSO 1% 26,9 4 93,1
Thi. 0,01 in DMSO 0,001%+ AP 0,52 23,2 0,3
Thi. 0,1 in DMSO 0,01%+ AP 0,52 23,3 0,4
Thi.1 in DMSO 0,1%+ AP 0,52 27,2 4,3
Thi. 10 in DMSO 1%+ AP 0,52 28,6 5,7
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Abb. 4.3-17: Histaminfreisetzung (HF) bei Stimulation mit Apfelprotein (AP), Thiram

(Thi) sowie bei Simultanstimulation mit Apfel + Thiram

Proband CD, Apfelallergiker
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Stimulus [pg/mi]
Stimulation ( 30 min) mit HF korrigierte HF  Vitalitét
[ug/mi] [%] [%] [%]
96,6 (vor Ink.)
Puffer (Spont.-Freis.) 211 \ 93,2
DMSO 1% 21,1 0 100
anti-lgE 7,7 69,8 48,7
Apfelprotein (AP) 0,52 77,4 56,3
Thi. 0,01 in DMSO 0,001% 18,8 2,3
Thi. 0,1 in DMSO 0,01% 21,4 0,3
Thi. 1 in DMSO 0,1% 21,1 0
Thi. 10 in DMSO 1% 23,5 2,4 91,3
Thi. 0,01 in DMSO 0,001%+ AP 0,52 65,8 447
Thi. 0,1 in DMSO 0,01%+ AP 0,52 22,2 1,1
Thi. 1 in DMSO 0,1%+ AP 0,52 48,5 27,4
Thi. 10 in DMSO 1%+ AP 0,52 19,7 -1,4
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Abb. 4.3-18: Histaminfreisetzung (HF) bei Stimulation mit Apfelprotein (AP), Thiram
(Thi) sowie bei Simultanstimulation mit Apfel + Thiram

Proband HR, Apfelallergiker
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Stimulus [pgiml]
Stimulation ( 30 min) mit HF korrigierte HF Vitalitat
[pg/mi] [%] [%] [%]
99,2
Puffer (Spont.-Freis.) 18 \ 96,1
DMSO 1% 16,8 -1,2 89,1
anti-Igg 7,7 55,7 37,7
Apfelprotein (AP) 0,52 49,1 31,1
Thi. 0,01 in DMSO 0,001% 18,9 0,9
Thi. 0,1 in DMSO 0,01% 17,2 -0,8
Thi. 1in DMSO 0,1% 19,7 1,7
Thi. 10 in DMSO 1% 20,7 2,7 94,7
Thi. 0,01 in DMSO 0,001%+ AP 0,52 36,8 18,8
Thi. 0,1 in DMSO 0,01%+ AP 0,52 38,9 20,9
Thi. 1 in DMSO 0,1%+ AP 0,52 38,9 20,9
Thi. 10 in DMSO 1%+ AP 0,52 16,7 -1,3
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Abb. 4.3-19: Histaminfreisetzung (HF) bei Stimulation mit Apfelprotein (AP), Thiram

(Thi) sowie bei Simultanstimulation mit Apfel + Thiram

Prohand GC, Apfelallergiker
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Stimulus {(pg/ml]
Stimulation ( 30 min) mit HF korrigierte HF  Vitalitéit
~ [ng/ml] [%] [%] [%]
98,7
Puffer (Spont.-Freis.) 19,6 \ 97,1
DMSO 1% 19,7 0,1 99
anti-IgE 7,7 49,5 29,9
Apfelprotein (AP) 0,52 37,8 18,2
Thi. 0,01 in DMSO 0,001% 19,6 0
Thi. 0,1 in DMSO 0,01% 19,3 -0,3
Thi. 1 in DMSO 0,1% 21,7 2,1
Thi. 10 in DMSO 1% 25,5 5,9 88,6
Thi. 0,01 in DMSO 0,001%+ AP 0,52 26,6 7
Thi. 0,1 in DMSO 0,01%+ AP 0,52 21,7 2,1
Thi. 1 in DMSO 0,1%+ AP 0,52 23,5 3.9
Thi. 10 in DMSO 1%+ AP 0,52 31,4 11,8
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Abb. 4.3-20: Histaminfreisetzung (HF) bei Stimulation mit Apfelprotein (AP), Thiram
(Thi) sowie bei Simultanstimulation mit Apfel + Thiram
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Stimuluz [ugimi)
Stimulation ( 30 min) mit HF korrigierte HF Vitalitat
[ug/mi] [%] [%] [%]
98,4
Puffer (Spont.-Freis.) 26,5 \ 94,3
DMSO 1% 30,2 3,7 97,7
anti-igE 7,7 72,4 459
Apfelprotein (AP) 0,52 78,5 52
Thi. 0,01 in DMSO 0,001% 334 6,9
~ Thi. 0,1 in DMSO0 0,01% 29,8 3,3
Thi. 1in DMSO 0,1% 28 1,5
Thi. 10 in DMSO 1% 33,5 7 771
Thi. 0,01 in DMSO 0,001%+ AP 0,52 73,9 47,4
Thi. 0,1 in DMSO 0,01%+ AP 0,52 72,4 45,9
Thi. 1 in DMSO 0,1%+ AP 0,52 74,3 47,8
Thi. 10 in DMSO 1%+ AP 0,52 33,6 7,1
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Abb. 4.3-21: Histaminfreisetzung (HF) bei Stimulation mit Apfelprotein (AP), Thiram
(Thi) sowie bei Simultanstimulation mit Apfel + Thiram
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Stimulus [pgimi)
Stimulation ( 30 min) mit HF korrigierte HF Vitalitat
[ug/ml] [%] [%] [%]
97,9
Puffer (Spont.-Freis.) 25,9 \ 96
DMSO 1% 24,5 -1,4 96,7
anti-lgk 7,7 34,5 8,6
Apfelprotein (AP) 0,52 46,3 20,4
Thi. 0,01 in DMSO 0,001% 17,5 -8,4
Thi. 0,1 in DMSO 0,01% 24,9 -1
Thi. 1 in DMSO 0,1% 22,3 -3,6
Thi. 10 in DMSO 1% 26,6 0,7 96,8
Thi. 0,01 in DMSO 0,001%+ AP 0,52 33 7.1
Thi. 0,1 in DMSO 0,01%+ AP 0,52 36,4 10,5
Thi. 1 in DMSO 0,1%+ AP 0,52 37,3 11,4
Thi. 10 in DMSO 1%+ AP 0,52 27,8 1,9

234




Abb. 4.3-22: Histaminfreisetzung (HF) bei Stimulation mit Apfelprotein (AP), Thiram
(Thi) sowie bei Simultanstimulation mit Apfel + Thiram
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Stimulus [pg/mi}
Stimulation (30 min) mit HF korrigierte HF Vitalitat
[ug/mi] [%] [%] [%]
98,8
Puffer (Spont.-Freis.) 17,2 \ 94,8
DMSO 1% 15,2 -2 98
anti-Igg 7,7 32 14,8
Apfelprotein (AP) 0,52 53,9 36,7
Thi. 0,01 in DMSO 0,001% 15,8 1,4
Thi. 0,1 in DMSO 0,01% 18,6 1,4
Thi. 1in DMSO 0,1% 18,7 1,5
Thi. 10 in DMSO 1% 27 9,8 89,8
Thi. 0,01 in DMSO 0,001%+ AP 0,52 41,8 24,6
Thi. 0,1 in DMSO 0,01%+ AP 0,52 44,5 27,3
Thi.1 in DMSO 0,1%+ AP 0,52 49,3 32,1
Thi. 10 in DMSO 1%+ AP 0,52 24,8 7,6
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Abb. 4.3-23: Histaminfreisetzung (HF) bei Stimulation mit Apfelprotein (AP), Thiram
(Thi) sowie bei Simultanstimulation mit Apfel + Thiram
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Stimulus [pg/mi]
Stimulation ( 30 min) mit HF korrigierte HF Vitalitat
[ug/ml] [%] [%] [%]
99
Puffer (Spont.-Freis.) 25,2 \ 96,5
DMSO 1% 25,8 0,6 94,3
anti-iggE 7,7 75,4 50,2
Apfelprotein (AP) 0,52 24,5 -0,7
Thir. 0,01 in DMSO 0,001% 20,8 -4,4
Thir. 0,1 in DMSO 0,01% 19,8 -5,4
Thir. 1 in DMSO 0,1% 25,6 0,4
Thir. 10 in DMSO 1% 19,4 -5,8 86
Thir. 0,01 in DMSO 0,001%+ AP 0,52 24,5 -0,7
Thir. 0,1 in DMSO 0,01%+ AP 0,52 19,1 -6,1
Thir.1 in DMSO 0,1%+ AP 0,52 19,7 -5,5
Thir. 10 in DMSO 1%+ AP 0,52 26,6 1,4
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Abb. 4.3-24: Histaminfreisetzung (HF) bei Stimulation mit Apfelprotein (AP), Thiram
(Thi) sowie bei Simultanstimulation mit Apfel + Thiram
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Stimulus [pg/mi]
Stimulation ( 30 min) mit HF korrigierte HF Vitalitat
[ug/ml] [%] [%] [%]
98,1
Puffer (Spont.-Freis.) 17,7 \ 93,4
DMSO 1% 20,5 2,8 94,3
anti-lgE 7,7 46,2 28,5
Apfelprotein (AP) 0,52 21,2 3,5
Thi. 0,01 in DMSO 0,001% 16,7 -1
Thi. 0,1 in DMSO 0,01% 20 2,3
Thi. 1 in DMSO 0,1% 15,8 -1,9
Thi. 10 in DMSO 1% 20,1 2,4 97,3
Thi. 0,01 in DMSO 0,001%+ AP 0,52 17,5 -0,2
Thi. 0,1 in DMSO 0,01%+ AP 0,52 18,6 0,9
Thi.1 in DMSO 0,1%+ AP 0,52 21,7 4
Thi. 10 in DMSO 1%+ AP 0,52 25,4 7.7
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Abb. 4.3-25: Histaminfreisetzung (HF) bei Stimulation mit Apfelprotein (AP), Thiram

(Thi) sowie bei Simultanstimulation mit Apfel + Thiram
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Stimulus [pg/mi]
Stimulation ( 30 min) mit HF korrigierte HF Vitalitat
(ug/mi] [%] [%] [%]
98,1
Puffer (Spont.-Freis.) 29,5 \ 90,3
DMSO 1% 25,6 -3,9 98,4
anti-IlgE 7,7 67,2 41,3
Apfelprotein (AP) 0,52 30 0.5
Thi. 0,01 in DMSO 0,001% 28,9 -0,7
Thi. 0,1 in DMSO 0,01% 28,9 -0,6
Thi. 1in DMS0 0,1% 31,3 1,9
Thi. 10 in DMSO 1% 27,5 -2 92,8
Thi. 0,01 in DMSO 0,001%+ AP 0,52 26,1 -3,4
Thi. 0,1 in DMSO 0,01%+ AP 0,52 27,7 -1,8
Thi.1in DMSO 0,1%+ AP 0,52 30,6 1,1
Thi. 10 in DMSO 1%+ AP 0,52 25,3 -4,2
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