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1.) Einleitung:

Heuschnupfen und andere allergische Krankheiten sind heute in der westlichen
Wohlstandsgesellschaft alltiglich geworden. So wird zum Beispiel die Pridvalenz von
Heuschnupfen in GroBbritannien auf 38,6% und in den Vereinigten Staaten auf 33,6% geschitzt.(1)
Indessen war Heuschnupfen, heute eine einfache und leicht erkennbare Krankheit, vor 200 Jahren
im Grunde genommen in Europa und Nordamerika unbekannt.(2) Erst im frithen 19. Jahrhundert
wurde Heuschnupfen beschrieben und zu dieser Zeit als eine eher uniibliche Krankheit angesehen.
In diesem Jahrhundert jedoch haben allergische Erkrankungen enorme Bedeutung erlangt.(3) Neben
diesem im Lauf der Zeit aufgetretenen Wandel konnen zusitzlich immer noch signifikante
Unterschiede in der Privalenz allergischer Erkrankungen in verschiedenen Regionen der Welt
gefunden werden. Dies ist der Fall, wenn man die Erkrankungsraten westlicher Regionen mit den
Erkrankungsraten von Regionen vergleicht, die einen niedrigeren Lebensstandard besitzen (wie z.B.
in Regionen Osteuropas oder Lindern der Dritten Welt). Tatsdchlich konnte gezeigt werden, daf}
die Priavalenz von Heuschnupfen und Asthma in einigen lidndlichen Gegenden Afrikas, Ost-
Russlands und in Entwicklungslindern auBerordentlich niedrig ist, wenn nicht sogar vollig
fehlt.(1,4,5) Da genetische Faktoren weder die Privalenzzunahme iiber die vergangenen Jahrzehnte
noch den signifikanten und teilweise groBlen Privalenzunterschied zwischen Regionen mit
dhnlichem ethnischen Hintergrund erklidren konnen, ist ein starker Einfluss der Umwelt auf die
Ausprigung allergischer Erkrankungen sehr wahrscheinlich. Diese Annahme wird auch dadurch
bekriftigt, dal zwar eine familidre Hiufung atopischer Krankheiten vorkommt, aber deren Anteil an
der Priavalenzzunahme dieser Krankheiten gering ist.(6)

Das A fiir Asthma (d.h. das Risiko, dass ein Geschwisternteil eines Asthmatikers auch Asthma hat,
geteilt durch das Risiko, daf} ein nicht Verwandter der gleichen Population Asthma hat) betrigt nur
um die 2. Im Vergleich dazu betriigt es bei der zystischen Fibrose 500 und bei der Schizophrenie
8,6.

Die Vorstellung, dass Umwelteinfliisse ein Grund fiir die Entstehung einer Krankheit sind, wurzelt
in der Beobachtung von Epidemien und der darauffolgenden Identifizierung ihrer Ursachen, wie
etwa bei der Cholera im Falle von John Snow in London oder des Mykobakteriums Tuberkulosis
von Robert Koch. Diese Vorstellungen haben im letzten Jahrhundert die medizinische Behandlung
enorm verbessert. Die Folge dieser verbesserten Behandlungsmoglichkeiten waren merklich
sinkende Sterberaten bei Infektionskrankheiten, die Anfang dieses Jahrhunderts noch die
Haupttodesursache waren. An die Stelle der Infektionskrankheiten traten andere Todesursachen wie
z.B. kardiovaskuldre Krankheiten oder Krebs.(7) Mit der Zeit sind andere ,,moderne* chronische
Krankheiten aufgetreten, bei denen solch einseitige Vorstellungen, dass ein Keim seinen Wirt
befillt oder ein Faktor nur nachteilig auf ein Individuum einwirkt, sich als falsch erweisen konnten.
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Viele Jahrhunderte war es zum Uberleben notwendig, sich an eine feindselige Umwelt anzupassen.
Durch Selektion konnten solche Anpassungen iiber Generationen hinweg als der ,,normale®,
»gesunde* Zustand angesehen werden. Der Mensch ist aber nicht nur neuen Einfliissen ausgesetzt,
sondern es konnte auch sein, dass ihm protektive Stimuli aus der Umwelt fehlen. In chronischen
Krankheiten konnten sich infolgedessen ,,normale®, aber nicht mehr richtig angepasste Reaktionen
an die moderne Umwelt, der wir ausgesetzt sind, widerspiegeln.

Allergische Erkrankungen haben zahlreiche gemeinsame Kennzeichen, beispielsweise die Bildung
von IgE Antikorpern als Reaktion auf Allergene(8), ein verschobenes Gleichgewicht zwischen
Zytokinen der Thl- und Th2- Typ Lymphozyten(9) oder eine positive Familienanamnese fiir
atopische Krankheiten.(10) Manchmal kénnen auch mehrere Atopiemerkmale in einem Individuum
zum Ausdruck kommen. Aufgrund dieser Ahnlichkeiten haben viele klinische und
epidemiologische Untersuchungen Personen mit unterschiedlichen phéinotypischen Ausprigungen
von atopischen Krankheiten zu einer Krankheitsklasse  zusammengefasst. Diese
Zusammengruppierung wurde vorgenommen, um den Mechanismus, welcher der Krankheit
zugrunde liegt, zu untersuchen. Dies gilt fiir die Risikofaktoren und auch das Ansprechen der
Betroffenen auf Therapien. Es gibt jedoch zunehmend Hinweise, dass sogar Patienten mit dem
gleichen Symptom (z.B. Giemen ) sich merklich unterscheiden kénnen, wenn man die damit
verbundenen Erscheinungen beriicksichtigt, wie z.B. den Nachweis von IgE Antikdrpern gegen
Allergene aus der Umwelt, die Reaktion der Bronchien auf direkte und indirekte Stimuli, das Alter
in dem die Krankheit erstmals auftrat und das Ansprechen auf die Behandlung.(11) Verschiedene
Subtypen von Krankheiten konnen eventuell zu gleichen klinischen Symptomen fiihren, welche
aber abhingig sind von dem komplexen genetischen Hintergrund und der Vielzahl der
Umwelteinfliisse, die auf den Patienten einwirken. Betrachtet man die rasante Zunahme unseres
Wissens im Bereich der Erforschung der genetischen Ursachen von Krankheiten, so werden wohl
zunehmend Unstimmigkeiten auftreten, die das Verstindniss von multifaktoriellen chronischen

Erkrankungen, wie es allergische Erkrankungen sind, noch komplexer gestalten.
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1.1) Umwelteinfliisse, die die Entstehung allergischer Erkrankungen beeinflussen

Im folgenden wird im einzelnen dargestellt, wie verschiedene Umwelteinfliisse die Entstehung von

allergischen Erkrankungen beeinflussen.

1.1.1) Luftverschmutzung :

Die Luftverschmutzung wird von vielen als eines der bedeutenderen Probleme angesehen, die in
letzter Zeit auf uns zukamen, und die eine potentielle Gefahr fiir die Gesundheit und das
Wohlbefinden der Bevolkerung darstellt. Bei dem Versuch, die moglichen negativen Effekte der
Luftverschmutzung zu verstehen, ist es wichtig zu unterscheiden, ob eine bereits bestehende
Krankheit sich verschlimmert, oder ob die Luftverschmutzung bei der Entstehung einer sich neu
entwickelnden allergischen Erkrankung mitwirkt. Obwohl sich die Hinweise mehren, dass eine
Verschlimmerung von Asthma durch verschiedene luftverschmutzende Stoffe ausgelost werden
kann und dass allergische Reaktionen durch bestimmte Umweltgifte verstiarkt werden(12), gibt es
hingegen wenige Hinweise, dass Luftverschmutzung die Inzidenz von allergischen Krankheiten
erhoht. Die Wiedervereinigung Deutschlands stellte eine einzigartige Gelegenheit dar, die
Auswirkungen der Luftverschmutzung auf die Entwicklung von Asthma und atopischer
Krankheiten zu untersuchen. In beiden Teilen des Landes waren fiir mehr als 40 Jahre genetisch
dhnliche Populationen grundlegend unterschiedlichen Umwelteinfliissen ausgesetzt. Industrialisierte
Gebiete in der ehemaligen Deutschen Demokratischen Republik wiesen iiberméBig hohe Pegel an
Schwefeldioxid wihrend des Winters (0,105 ppm Jahresdurchschnitt) und Schwebstaub (80 pg/ m’
Jahresdurchschnitt) auf, wohingegen in westdeutschen Stddten die Konzentration von

Stickstoffdioxid (NO,) (0,028 ppm Jahresdurchschnitt) hoher war. Letzteres spiegelt den

wesentlich dichteren Autoverkehr wieder.(13) Verschiedene Studien an Kindern und Erwachsenen
haben iibereinstimmend gezeigt, dass die Prdvalenz von Asthma, bronchialer Hyperreagibilitit,
Heuschnupfen und atopischer Erkrankungen im Vergleich zu westdeutschen Stddten signifikant
niedriger war.(14,15) Ebenso war die Pridvalenz von Asthma und atopischer Sensibilisierung
niedriger bei Schulkindern, die in dem mehr verschmutzten Ostteil der baltischen Linder lebten, als

in West - Schweden mit weniger Luftverschmutzung.
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1.1.2) Verkehrsbelastung:

Es wurde die Meinung vertreten, dass andere Arten von Luftschadstoffen, die mit der steigenden
Verkehrsbelastung der westlichen Stddte in Verbindung stehen, von groflerer Bedeutung fiir das
Entstehen von allergischen Erkrankungen sind als die ,.traditionellen* Abgase, welche entstehen,
wenn man Kohle oder andere fossile Brennstoffe verbrennt.

Dieselabgase stellen weltweit den Hauptanteil der Abgaspartikel in den meisten Stadtgebieten dar.
In manchen GrofBstiddten machen sie sogar bis zu 90% der Partikelmasse aus.(18) Der mittlere
Durchmesser von Partikeln aus Dieselabgasen betrdgt etwa 0,2um, wobei mehr als 90% der Partikel
<1pm ist.(19) Dadurch werden diese Partikel in einem hohen Mafle in den peripheren Luftwegen
abgelagert. Es konnte gezeigt werden, dass Dieselpartikel Allergene von Griserpollen auf ihrer
Oberfliche absorbieren und deshalb als potente Carrier wirken, die sich dann vermehrt in der Lunge
ablagern konnen.(20) Dadurch kann sowohl die Allergenmenge als auch die Antigenitit der
Pollenallergene gesteigert werden. In der Tat haben verschiedene Studien gezeigt, dass die
Exposition mit Dieselpartikeln nach einer Allergenbelastung bei einer in vivo Belastung von
Freiwilligen zu einer gesteigerten Expression von Th2 Zytokinen (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13)
fiihrt.(21) Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass Dieselabgaspartikel die Adhision
eosinophiler Zellen an die Epithelzellen der Nasenschleimhaut erhdhen, eine Degranulierung
bewirken(22) und die nasale IgE Produktion induzieren. Die Ergebnisse dieser Studien deuten
darauf hin, daB3 eine Dieselabgasexposition eine bereits vorbestehende allergische Disposition
verschlimmern kann, aber nicht unbedingt die Entstehung eines neuen Falles von Atopie bewirkt.
Ergebnisse von epidemiologischen Studien deuten darauf hin, dass die Hohe der Exposition von
Verkehrsabgasen bei der Entstehung von Asthma und atopischen Krankheiten eine untergeordnete,
wenn nicht sogar gar keine Rolle spielt.(24-26) Eine in Miinchen durchgefiihrte Untersuchung
ergab, dal} eine hohe Belastung durch StraBlenverkehrsemissionen bei Kindern die Lungenfunktion
vermindert und die Préivalenz respiratorischer Symptome erhoht.(24) Die Privalenz der allergischen
Rhinitis, von Asthma, bronchialer Hyperreagibilitit und atopischer Sensibilisierung war nicht mit
einem steigenden Verkehrsaufkommen assoziiert. Verschiedene andere Studien haben die Effekte
der Fahrzeugabgasexposition in Japan, den Niederlanden, GroBbritannien und Deutschland
untersucht. Die Privalenz respiratorischer Symptome wie Giemen, Auswurf und chronische
Erkéltung korellieren laut japanischen und dédnischen Studien bei weiblichen Patientinnen mit der
Nahe ihres Wohnumfeldes zu einer Hauptverkehrsstraffe.(27, 28) Allerdings beinhaltete keine der
Studien einen objektiven Parameter fiir die Erkrankung.

In GroB3britannien und Schweden durchgefiihrte Studien ergaben, dass Vorschulkinder, die wegen
Asthma und Giemen im Krankenhaus aufgenommen wurden, hédufiger in einer Gegend mit hoher
Verkehrsdichte und erhohten NO, Belastungen aus Verkehrsabgasen wohnten.(29, 30) Ein
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signifikanter Anteil dieser Kinder mag aber in beiden Studien ein voriibergehendes frithes Giemen
durch eine virale Infektion gehabt haben, was jedoch nicht mit der Entwicklung von
fortschreitendem Asthma im Kindesalter in Verbindung steht. Eine oft zitierte japanische
Untersuchung beschreibt eine erhdhte Privalenz von Zedernpollenallergien in Gebieten mit einer
hohen Verkehrsbelastung und begleitend erhohten PollenmeBwerten.(31) Die Ergebnisse dieser
Studie sollten jedoch mit groer Vorsicht interpretiert werden, da potentielle Storfaktoren wie z.B.
der soziookonomische Status nicht untersucht wurden. Eine Untersuchung von Schulkindern, die in
Dresden (Ost-Deutschland) lebten, bewertete die individuelle Hohe der Belastung der Kinder,

bezogen auf die jidhrliche Hohe der gewohnlichen Luftverschmutzung (Schwefeldioxid, NO,,

Kohlenmonoxid, Benzen und Ozon). Dabei wurde die Luftverschmutzung in einem 1 km?* -Radius
um die Wohnung und die Schule jedes Studienteilnehmers gemessen. Die Ergebnisse dieser Studie
bestitigen den nachteiligen Effekt der Luftverschmutzung in Stadtgebieten auf die Privalenz von
Husten und Bronchitis. Sie zeigen jedoch keine Verbindung zwischen der Hohe der Verschmutzung
und der Pridvalenz von Heuschnupfen, Atopie und BHR.(25) Ebenso war bei holldndischen
Schulkindern die Exposition gegeniiber Lastwagenverkehr mit respiratorischen Symptomen und
einer leichten Verringerung der Lungenfunktion verbunden. Es fiihrte aber nicht zu Atopie und

BHR.(26)

1.1.3) Ozonbelastung:

Es wurde gezeigt, dass bereits eine einmalige Ozonexposition Husten, Atemlosigkeit und
Brustschmerzen bei der Inspiration hervorruft, zu einer restriktiven Ventilationsstdrung mit einem
Riickgang der forcierten Vitalkapapazitit und FEV1 fiihrt, neutrophile Entziindungszellen in der
Submukosa der Atemwege induziert und die Reaktivitit der Atemwege steigert.(12) Die
Empfindlichkeit gegeniiber Ozon variiert bei verschiedenen Patienten stark.(32,33) Bei ca. 10-20%
der Bevolkerung bewirkt eine Ozonexposition einen Riickgang der Lungenfunktion(34,35),
wiahrend andere dafiir nicht empfindlich sind. Versuche an Tieren und Menschen haben gezeigt,
dass der stirkste Riickgang der Vitalkapazitit und des FEV1 am 2. Tag nach der Exposition auftritt
und dass die Symptome und die spirometrischen Verdnderungen ab dem 5. Tag unbedeutend
werden. Es bleibt jedoch unklar, ob die ozoninduzierte Ubererregbarkeit der Luftwege nach
wiederholter Exposition bestehen bleibt. Verschiedene Studien ergaben widerspriichliche
Hinweise(38-41), die noch weiterer genauer Untersuchungen bediirfen. Die meisten Studien stellten
nach einer Ozonexposition eine signifikante entziindliche Verdnderung der Atemwege fest. In der
Bronchiallavagefliissigkeit(42-46) und in den Proben von Mukosabiopsien grofler Luftwege(45)

wurden dabei verschiedene Zytokine und Leukotriene gefunden und eine Zunahme der
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neutrophilen, nicht aber der eosinophilen Granulozyten festgestellt. Die Art der Entziindung der
Luftwege, die nach einer Ozonexposition auftritt, unterscheidet sich aber wesentlich von den
entziindlichen Verdnderungen in den Atemwegen asthmatischer Patienten. Aufgrund der auffilligen
entziindlichen Reaktionen der Atemwege und der Moglichkeit, dass sich bei Gesunden eine BHR
entwickelt, ergibt sich die Befiirchtung, dass Ozon die Entwicklung von Asthma bei entsprechend
Exponierten begiinstigt. Es gibt aber nur wenige epidemiologische Studien, die sich mit dieser
Frage beschiftigen. In der amerikanischen ,,Six Cities* Studie(47) erhohte sich die Privalenz von
diagnostiziertem juvenilen Asthma signifikant bei steigenden Ozonkonzentrationen. Im Gegensatz
dazu konnte dieser Trend bei den Symptomen von Heuschnupfen nicht gezeigt werden. Auflerdem
beinhaltet diese Studie keinen objektiven MafBstab fiir Atopie, Lungenfunktion oder Anregbarkeit
der Atemwege. In der multizentrischen Schweizer SCARPOL(48) Studie, die ein &dhnliches
Studiendesign benutzte, um die Exposition iiber einen grolen Konzentrationsbereich festzustellen,
stand weder die Pridvalenz von Asthma noch von Heuschnupfen mit einer Langzeitozonbelastung in
Verbindung. Bei Erwachsenen konnten ebenfalls keine {ibereinstimmenden Effekte gezeigt werden,
die besagen, dass eine Langzeitozonexposition sich auf die Entstehung von Asthma und Atopie

auswirkt.(49,50)

1.1.4) Einfluss des Passivrauchens:

Es gibt starke iibereinstimmende Hinweise, die nahelegen, dass die Exposition von Tabakrauch im
Sauglings- und Kindesalter zu einem erhohten Risiko von Entziindungen der unteren Atemwege
fiihrt.(51-52) In einem Bericht iiber die nachteiligen Effekte von Tabakrauch auf die Gesundheit
zog die US Environmental Protection Agency(51) den Schluss, dass Passivrauchen vor allem bei
Sauglingen und jiingeren Kindern ursdchlich mit einem erhohten Risiko von Entziindungen der
unteren Atemwege wie Bronchitis und Pneumonie verbunden ist. Ausserdem wurde eine geringe,
aber signifikante, dosisabhingige Verringerung der Lungenfunktion festgestellt. Des weiteren ergab
sich, dass sich bei Kindern mit Asthma die Asthmaepisoden hduften, und die Symptome
verschlimmerten. Ferner wurde in dieser Studie die Belastung mit Zigarettenrauch als ein
Risikofaktor dafiir angesehen, dass sich neue Fille von Asthma bei bislang symptomfreien Kindern
entwickelten. Die Tatsache, dass bei Kindern, deren Miitter wihrend der Schwangerschaft geraucht
haben, ein Riickgang der Lungenfunktion mit nachfolgenden Erkrankungen der unteren Atemwege
wihrend der ersten Lebensjahre auftritt, mag dafiir sprechen, dass sich vorwiegend das Risiko
erhoht, eine friihkindliche viralassoziierte Obstruktion zu entwickeln. Passivrauchen muss
deswegen nicht notwendigerweise das Risiko fiir die Entstehung eines friihkindlichen Asthma

erhohen. In der groflen Geburtenkohortenstudie in Tucson, Arizona, konnte sowohl das
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voriibergehende frithe Keuchen als auch das bis zum 6ten Lebensjahr fortbestehende Giemen (was
wohl gleichwertig mit der &drztlichen Diagnose ,,Asthma®, die in anderen Studien gestellt wurden,
angesehen werden kann) mit ETS in Beziehung gesetzt werden.(11) Kinder, deren Miitter eine 12
jéhrige oder geringere Schulbildung aufwiesen und die 10 oder mehr Zigaretten pro Tag rauchten,
hatten 2,5 mal hiufiger Asthma (odds ratio [OR] 2,5 ;95% Konfidenzintervall [KI] 1,42-4,59,
p=0,002) als Kinder deren Miitter den gleichen Bildungsstand aufwiesen, aber nicht bzw. weniger
als 10 Zigaretten pro Tag rauchten.(53) In einer britischen Kohortenstudie, die 9670 Kinder bis zum
10ten Lebensjahr beobachtete, wurde ein 14%iger Zuwachs an asthmoider Bronchitis bei Kindern
festgestellt, wenn die Miitter 4 oder mehr Zigaretten pro Tag rauchten.(54) Dieser Anteil erhohte
sich auf 49%, wenn die Mutter mehr als 14 Zigaretten am Tag rauchte. Eine siidafrikanische Fall-
Kontrollstudie, die kiirzlich mit 7- bis 9- jahrigen Kindern durchgefiihrt wurde,(55) berichtet, dass
bei Miittern, die wihrend der Schwangerschaft rauchten, das Risiko des Kindes, Asthma oder
Giemen zu entwickeln, fast 2 fach erhoht war (OR 1,9; 95% KI 1,2-2,8). Ausserdem erhOhte
zusitzlich jedes rauchende Familienmitglied diesen Effekt signifikant (OR 1,15; 95% KI 1,0-1,3),
was darauf hindeutet, dass das Risiko fiir Asthma nicht nur durch eine passive
Zigarettenrauchexposition in utero zunimmt (obwohl dieser Effekt stidrker ist(51)) sondern auch
postnatal durch Passivrauchen. Eine umfassende Metaanalyse hat bestitigt, dal die Inzidenz und
Privalenz von Giemen und Asthma sich signifikant erhoht, wenn die Kinder dem Zigarettenkonsum
der Mutter ausgesetzt waren.(56) Ferner zeigte dieser Bericht eine geringe, aber wahrscheinlich
echte Zunahme der BHR bei Kindern rauchender Miitter auf. Deshalb gibt es iiberzeugende
Hinweise, die nahelegen, daf} eine kausale Verbindung zwischen der passiven Exposition gegeniiber
Zigarettenrauch und der Entstehung des Asthma bronchiale im Kindesalter besteht. Es finden sich
jedoch widerspriichliche Ergebnisse in Studien, welche die Effekte der ETS auf die Entstehung
atopischer Sensibilisierung bei Kindern untersuchen.(56)

Nach Einsicht von 36 Studien iiber IgE, Hauttestreagibilitit, Heuschnupfen und atopische Ekzeme
konnte aufgrund der Ausgewogenheit der Resultate keine Verbindung zwischen dem Rauchen der
Eltern (sowohl pridnatal als auch postnatal) und der atopischen Sensibilisierung hergestellt

werden.(56)

1.1.5) Sozio6konomischer Status:

In der westlichen Uberflussgesellschaft wurden hohe Privalenzen von Asthma bronchiale und
atopischen Erkrankungen im Kindesalter gefunden. In Entwicklungsldndern konnte ein Gefille
zwischen den wohlhabenden und den armen Regionen beobachtet werden. In Harare, der

Hauptstadt von Zimbabwe, war die Hyperreagibilitit der Atemwege, die durch einen freien Lauftest
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festgestellt wurde, in den wolhabenderen Teilen der Stadt signifikant hoher als in den drmeren
Stadtvierteln.(57)

In GroBbritannien korrelierte die Zugehorigkeit zu einer hoheren Sozialschicht signifikant mit einer
hoheren Pridvalenz des atopischen Ekzems.(58) Dariiber hinaus wurde bei italienischen
Militirrekruten eine auffallende Beziehung zwischen einem gesteigerten soziookonomischen Status
der Eltern und der gesteigerten IgE Produktion auf ein Palette ubiquitédrer Allergene gefunden.(59)
Diese Feststellungen konnen nicht in allen Regionen reproduziert werden. Insbesondere in
innerstddtischen Gebieten der USA war bei niederen sozialen Schichten wiederholt eine gesteigerte
Morbiditét fiir Asthma zu finden.(60) Deshalb ist es moglich, dass der soziookonomische Status
von Familien eher ein stellvertretendes Mal fiir typische Lebensgewohnheiten darstellt als einen
Risikofaktor an sich. Diese Faktoren bestehen moglicherweise aus Erndhrunsgewohnheiten,
FamiliengroBe, der Verfiigbarkeit einer medizinischen Versorgung, Tabakrauchbelastung der

Umwelt, Exposition gegeniiber Allergenen oder bis jetzt noch unbekannten Faktoren.

1.1.6) Ernihrung:

Der Wandel der Erndhrungsgewohnheiten, den der zunehmende Wohlstand bei bestimmten
Bevolkerungsgruppen bewirkt, steht moglicherweise mit der Privalenzzunahme von Asthma und
Atopie der letzten Jahrzente in Verbindung. Einige prospektive Studien fanden heraus, dass das
Stillen von Babys einen zeitweiligen positiven Effekt auf die Inzidenz von atopischer Dermatitis,
Nahrungsmittelallergien und frithgiemenden Erkrankungen in den ersten 3 Lebensjahren hat.(61,62)
Dieses Ergebnis konnte jedoch nicht von anderen reproduziert werden.(63) Dariiber hinaus konnte
kein {iibereinstimmend protektiver Effekt in Bezug auf die spitere Entwicklung von juvenilem
Asthma gesehen werden. Es mag sein, dass sich die Zusammensetzung der Muttermilch bei den
verschiedenen  Studienpopulationen unterschied oder Fehlerquellen aufgrund anderer
Besonderheiten des Stillens zu den widerspriichlichen Ergebnissen fiihrten. Zahlreiche Studien
haben jedoch gezeigt, dass sich bei gefidhrdeten Sduglingen mit einem atopisch belasteten
Familienhintergrund die Gabe von hypoallergenen Hydrolysaten als vorteilhaft erwiesen hat.(64-67)
Es war jedoch wieder nur ein voriibergehender Effekt, der fiir die ersten 18 Lebensmonate die
Symptome der atopischen Dermatitis und die gastrointestinalen Beschwerden verminderte. Dariiber
hinaus konnte die Entwicklung von Asthma und Heuschnupfen im spiteren Leben durch diese
distetischen Mafinahmen nicht verhindert werden.(68)

Es haben sich moglicherweise andere Faktoren der Erndhrung im Laufe der Jahre verindert. Das
Gleichgewicht von ungesittigten zu geséttigten Nahrungsfetten diirfte sich dahingehend geéndert

haben, dass nun weniger tierische Fette und vermehrt mehrfach ungesittigte Ole oder Trans-
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Fettsduren verbraucht werden.(69) Eine australische Studie(70) wies eine niedrigere Prdavalenz von
Asthma und BHR bei Kindern nach, die sich in hohem MaBe von frischem, olhaltigen Fisch
erndhrten. Die Ergebnisse einer Vorgidngerstudie zeigten eine Beziehung zwischen einem hohen
Fischkonsum und einer verbesserten FEV1 in den Vereinigten Staaten.(71) Kinder, die regelméBig
Fisch essen, nehmen dadurch ausreichende Mengen an Omega-3-Fettsduren auf, die sie vor BHR
schiitzen konnten. Es wurde auch gezeigt, dass niedrige Konzentrationen von Vitamin C, das als
Antioxidanz und Coenzym der Kollagensynthese wirkt, mit einer Privalenz und Inzidenzzunahme
von Asthma und Giemen einhergeht und die Lungenfunktion verschlechtert.(72) SchlieBlich konnte
der Schweregrad von Asthma, nicht aber dessen Beginn, mit einer erhohten Salzaufnahme bei
Minnern in Verbindung gebracht werden.(73) Obwohl diese Zusammenhénge von Interesse sind,
konnen sie dennoch nicht den betrdchtlichen Anstieg der Privalenz von Asthma in den vergangenen

Jahrzehnten erkléren.

1.1.7) Allergenexposition:

Es gibt zunehmend Hinweise, die nahelegen, da3 die Hohe der Allergenexposition einen
Risikofaktor fiir die Entwicklung einer atopischen Sensibilisierung bei Kindern darstellt.(74-76) In
der deutschen multizentrischen Allergiestudie(76) wurde eine gro3e Kohorte von Neugeborenen bis
zum 7. Lebensjahr begleitet. Die Konzentrationen von Hausstaubmilben und Katzenallergenen, die
im hiuslichen Teppichstaub gemessen wurden, korrelierten stark mit der Entwicklung von
Allergien gegen dieses spezifische Allergen wirend der ersten drei Lebensjahre. Es wurde eine
deutliche Dosis-Antwort-Beziehung gefunden und dariiber hinaus erkannt, dass der Effekt stark
durch die familidre Disposition fiir atopische Erkrankungen beeinflusst wird.

Bei Gruppen von Kindern mit einer positiven atopischen Familiengeschichte fiihrte eine
Milbenantigenexposition unter 750 ng/g Staub zu einer 3%tigen Sensibilisierungsrate. Hingegen
war bei der Gruppe der Kinder ohne eine positive Familienanamnese eine Konzentration bis zu
25.000 ng/mg Staub notwendig, um einen Sensibilisierungsrate von 3% zu erreichen. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass kein allgemeingiiltiger Schwellenwert der Exposition
vorhergesagt werden kann, wie einst vorgeschlagen wurde. In der Tat sind Kinder, die mit einem
genetischen Risiko belastet sind, selbst gegeniiber sehr niedrigen Konzentrationen empfindlich. Es
mag sein, dass sich die Allergenkonzentration fiir die Ausbildung einer Allergie gegeniiber diesem
Allergen iiber das Sduglingsalter hinaus erstreckt, da @hnliche Befunde bei Schulkindern berichtet
wurden.(75) Ob sich die Belastung mit Allergenen in dhnlicher Weise auf die Entstehung von
Asthma auswirkt, wie es bei der Allergieentstehung der Fall ist, mufl noch untersucht werden. In
einer prospektiven longitudinalen Studie an Sduglingen von atopischen Eltern zeigten Sporik et al

(77) eine starke Korrellation zwischen Giemen und der Sensibilisierung gegeniiber Milben im
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11.Lebensjahr auf. Eine Exposition gegeniiber Hausstaubmilben wihrend des Sduglingsalters war
nur in geringem Male mit einer Sensibilisierung im 11. Lebensjahr verbunden.(p=0,062). Es war
ein signifikant erhohtes Risiko sichtbar, an Asthma zu erkranken, wenn der Patient wéhrend des
Sauglingsalters iiber 10 pg/g Staub dem Der p 1 Antigen (einem Hauptallergen von Milben)
ausgesetzt war.

Sollte das Ausmall der Exposition gegeniiber Milben wihrend des Sduglingsalters tatsdchlich
entscheidend fiir die Entstehung von Asthma sein, so miissten Kinder, die in groer Hohe in einer
milbenfreien Umgebung aufgewachsen sind, eine signifikant niedrigere Privalenz von Asthma und
Giemen haben, als Kinder, die in feuchten ,,milbenreichen* Gegenden aufwachsen. Die Ergebnisse
zweier Studien, die in den Alpen und Neu Mexiko durchgefiihrt wurden, konnten jedoch keine
Auswirkung einer milbenfreien Umgebung auf das Auftreten von Asthma nachweisen.(78,79)
Dariiber hinaus zeigten Untersuchungen, die in Wiistengebieten wie in Tucson, Arizona, oder im
australischen Inland, wo nur vereinzelt Milben auftreten, durchgefiihrt wurden, dass die Privalenz
von Asthma dort nicht vermindert war.(80,81)

So ist im Gegensatz zum immunologischen Prozess, der an der Bildung spezifischer IgE Antikorper
beteiligt ist, der Mechanismus, welcher eine Asthmaerkrankung hervorruft, nicht durch
Verinderungen der Allergenkonzentration beeinflussbar. Das charakteristische Merkmal eines
Asthmatikers liegt wohl eher in der Fihigkeit, eine besonders starke IgE Antwort auf andauernde
aber nicht saisonal vorkommende Allergene zu bilden. Dabei ist die Stirke der Reaktion davon

abhéngig, in welchem MafBe der Patient dem jeweiligen Allergen ausgesetzt ist.

1.1.8) Familiengrofle:

Es gibt zunehmend Hinweise dafiir, dass die Zahl der Geschwister zur Auspriagung von Atopien in
Familien beitrdgt. Viele Autoren haben gezeigt, dass die Anzahl der Geschwister invers korrelliert
mit der Privalenz selbst berichteter Inhalationsallergien(82), Heuschnupfen(83-86), atopischem
Ekzem(87-89), Hauttestreaktivitit (84, 90-93) und der Anwesenheit spezifischer IgE Antikorper im
Serum bei Kindern, Jugendlichen und Erwachsenen. Die meisten Untersuchungen, die umfangreich
genug waren, um eine getrennte Analyse des Einflusses von jiingeren und &lteren Geschwistern zu
ermoglichen, fanden beim Vorhandensein élterer Geschwister eine stirkere Beziehung als bei
jiingeren Geschwistern. Die Ubereistimmung und Stirke dieser Art der Vergesellschaftung iiber alle
Gruppen und unterschiedliche Populationen hinweg ist erstaunlich und ldsst einen Hauptfaktor
vermuten, der diesen Reaktionen zugrunde liegt. Die Beziehung zwischen der Grée der Familie
und Asthma oder Hyperreagibilitit der Luftwege ist interessanter Weise weniger deutlich. Obwohl
einige Forscher eine negative Verbindung zwischen der Anzahl der Geschwister und sidmtlichen
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Asthmadefinitionen gefunden haben(86, 96-98), konnten andere diese FErgebnisse nicht
bestitigen.(85,98,99)

Es wurden einige Hypothesen angefiihrt, die den Einfluss der Geschwister erkldren sollten.
Unwahrscheinlich erscheint jedoch, dass das Alter der Mutter der zugrunde liegende kausale Faktor
ist, da in diesen und anderen Berichten der ,,Geschwistereffekt” nach Beriicksichtigung des Alters
der Mutter immer noch sichtbar war.

Dariiber hinaus konnte das fortgeschrittene Alter der Mutter mit einer gesteigerten Pridvalenz von
Heuschnupfen und Hautreaktionen in Verbindung gebracht werden,(84) was zu der inversen
Beziehung, die bei der Anzahl der Geschwister gefunden wurde, im Widerspruch steht.
Strachan(83), der 1989 erstmals dieses Phdnomen beschrieb, vermutete, daf} friihkindliche
Infektionen, iibertragen durch unhygienischen Kontakt mit dlteren Geschwistern oder prinatal von
der Mutter erworben, die durch Kontakt zu ihren dlteren Kindern infiziert wurde, die Entstehung
von allergischen Erkrankungen verhindern konnen. Diese starke inverse Beziehung zwischen der
Geschwisterzahl und der Ausprigung atopischer Erkrankungen in Familien kann jedoch auch
anderen Mechanismen zugeschrieben werden. Es mag sein, da} die Anzahl der Geschwister nur ein
Surrogationsmalfl fiir mehrfache Schwangerschaften ist, bei denen sich die fetomaternale
Immunantwort nach jeder Schwangerschaft verdndert. Wire die letztgenannte Auffassung
zutreffend, dann stiinde nicht nur die Anzahl der dlteren Geschwister, sondern auch die Anzahl der
Schwangerschaften - einschlieBlich der Fehlgeburten - mit dem Auftreten von atopischen

Erkrankungen bei den Nachkommen in Verbindung.

1.1.9) Infektionen:

Es gibt derzeit eine immer noch andauernde Debatte iiber den Finfluss, den Virusinfektionen,
vorwiegend respiratory syncytial virus (RSV), auf die spitere Ausbildung von Asthma und Atopie
haben. Es gibt zwei Haupthypothesen, die die Verbindung zwischen Atemwegsentziindungen und
darauffolgenden Abnormititen der Atemwege zu erkldren versuchen.(100)

Eine Hypothese besagt, daf} Virusinfektionen, die zu Beginn des Lebens durchgemacht werden, die
wachsende Lunge schidigen oder die Immunreaktion des Wirts verdndern. Die zweite Hypothese
behauptet, daB Infektionen der Atemwege bei Siuglingen und Kindern, bei denen eine
Pridisposition besteht, schwerer verlaufen. In letzterem Fall ist eine symptomatische virale
Infektion lediglich ein Anzeichen eines ansonsten ,,stummen‘ Zustandes. Hingegen stellten virale
Infektionen einen kausalen Risikofaktor dar, wenn die erste Hypothese zutrife. Diese beiden
Hypothesen schlieBen sich jedoch nicht notwendigerweise gegenseitig aus. Es ist ndmlich denkbar,

dafl schwerwiegende Virusinfektionen des tiefen Atemtraktes vorwiegend bei Séuglingen und
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Kindern auftreten, die eine angeborene Pridisposition besitzen, und daf} sowohl die Infektion als
auch die Pridisposition zu der Entwicklung von obstruktiven Atemwegserkrankungen beitrigt.

RSV Infektionen sind wihrend des ersten Lebensjahres sehr hiufig. Laut Long et al(101) sind bis
zu ihrem ersten Geburtstag mindestens 80% der Sduglinge mit RSV infiziert, aber nur ca. 1% aller
Sauglinge miissen wegen RSV ins Krankenhaus eingewiesen und lediglich 0,1% stationir behandelt
werden.

Auf diese Weise erleidet ein groBer Teil der Kinder eine inaparente RSV Infektion wéhrend des
ersten Lebensjahres, was nahelegt, daf} es mindestens einen Wirtsfaktor gibt, der die Entwicklung
einer Bronchiolitis nach RSV Infekten zur Folge hat. Unterschiedliche Forscher haben iiber mehrere
Jahre hinweg Kinder mit einer nachgewiesenen RSV Bronchiolitis beobachtet. Die meisten
Autoren(101-103) berichten von Fillen, die im Vergleich zu Kontrollgruppen eine verminderte
Lungenfunktion haben und an einer gesteigerten Ubererregbarkeit der Atemwege leiden.

Diese Erkentnisse sind jedoch auch mit der Idee einer zugrunde liegenden Missbildung der
Atemwege vereinbar, und zwar in einem noch hoheren Malle als ein nachfolgender Schaden durch
die RSV Infektion.

Pullen und Hey(103) beobachteten 130 Siuglinge im Durchschnittsalter von 14 Wochen, die mit
einer nachgewiesenen RSV Bronchiolitis im Krankenhaus aufgenommen wurden und verglichen sie
mit passenden Kontrollgruppen. 6,2% der Gruppe mit RSV zeigte im Alter von 10 Jahren Giemen.
Bei der Kontrollgruppe waren es nur 4,5%. Wiahrend der ersten 4 Lebensjahre wurde eine geringe
Privalenzerhohung an mildem Giemen gefunden (38% vs 15%). Jedoch war, verglichen mit der
Kontrollgruppe, keine atopische Sensibilisierung sichtbar. Andere Untersuchungen bestitigten diese
Ergebnisse.(101,102) Ein Bericht der longitudinalen Tucson Geburts-Kohortenstudie bestétigt
ebenfalls die zuvor genannten Ergebnisse anhand einer Stichprobe aus der ,normalen*
Bevolkerung, die frei von dem eventuellen Selektionsbias war, welches bei der Folgeuntersuchung
von ausgewihlten Krankenhauspopulationen entsteht. In der Tucsoner Studie waren Infektionen der
tieferen Atemwege mit RSV, mit einem {iiber die Schuljahre abnehmenden Risiko an
wiederkehrenden Giemen zu erkranken, assoziiert. Dieses Risiko war im Alter von 6 Jahren noch 4-
fach erhoht, nahm dann aber bis zum 13.Lebensjahr ab, ab dem kein erhohtes Risiko mehr
bestand.(104) Das Auftreten von RSV im tiefen Atemtrakt war dariiber hinaus nicht mit der
Entwicklung einer atopischen Sensibilisierung verbunden. Ebenso mag es sein, dass viral
assoziiertes Giemen in geringem Mal3e mit Atopie und BHR in Verbindung steht und eine bessere
Prognose als atopisches Asthma besitzt.(105) In verschiedenen Studien wurde {iber eine
entgegengesetzte Beziehung zwischen Asthma und der Gesamtbelastung respiratorischer
Infektionen berichtet. In Papua, Neuguinea, beobachtete Anderson(106), dass Infektionen der
Atemwege bei Kindern, die im Hochland lebten, hdufiger auftrat. Auf den Fidschiinseln untersuchte

Flynn(107,108) zwei verschiedene Kindergruppen. Die eine Gruppe bestand aus Ureinwohnern, die
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oft wegen Pneumonien im Krankenhaus aufgenommen wurden. Die andere Gruppe setzte sich aus
anderen Fidschianern zusammen, deren Aufnahmerate wegen Asthma dreimal so hoch war wie bei
der ersten Gruppe.

In Ubereinstimmung mit den Krankenhauseinweisungsraten zeigten die Kinder der Urfidschianer
eine dreimal so hohe Privalenz von Asthma und Ubererregbarkeit der Atemwege als die anderen
Fidschianer. Im Gegensatz dazu waren bei den anderen Fidschianern Infektionen der Atemwege
mehr als zweimal hédufiger als bei den urfidschianischen Kindern.

In osteuropdischen Léandern wurde eine hohere Prdvalenz von Bronchitis und
Atemwegsentziindungen festgestellt, wogegen die atopische Sensibilisierung, Heuschnupfen,
Asthma und BHR signifikant niedriger waren als in Schweden und Westdeutschland.(14-16) Die
Ergebnisse neuerer Studien bestitigen dariiber hinaus den potentiell protektiven Effekt von
frithkindlichen Infektionen auf die Entwicklung von Atopien und in geringerem Malle von Asthma
wiahrend der spiteren Kindheit. Shaheen et al(109) beobachteten in Guinea-Bissau (Westafrika)
Kinder im Alter zwischen 0 und 6 Jahren bis ins junge Erwachsenenalter. Die Patienten, die in ihrer
Kindheit Masern hatten, wiesen nur halb so oft eine atopische Sensibilisierung auf (definiert als
eine positive Reaktion auf einen Skin Pricktest mit Aeroallergenen) als jene, die geimpft waren und
deshalb keine Masern hatten (12,8% vs 25,6%). Eine Untersuchung aus Siiditalien zeigt, daf}
Militarrekruten, die Hepatitis A seropositiv waren, eine signifikant niedrigere Pridvalenz fiir
atopische Sensibilisierung gegeniiber gewohnlichen Allergenen und atopischen Erkrankungen
hatten - verglichen mit Gleichgestellten ohne Hepatitis A Antikérpern.(110) Hepatitis A wurde
dabei als ein Indikator fiir Hygiene herangezogen. In einer ostdeutschen Studie war die
Wahrscheinlichkeit fiir die Entwicklung von Allergien im Alter von 5 bis 14 Jahren signifikant
vermindert, wenn das Kind einer Kleinfamilie in Alter zwischen 6 und 11 Monaten in eine
Kinderkrippe gegeben wurde im Vergleich zu Kindern, die mit 12 bis 23 Monaten oder nach dem 2.
Geburtstag die Kinderkrippe besuchten (15,7% vs 21,8% vs 27%).

In der prospektiven Tucson Kohortenstudie hatten Kinder, die wihrend der ersten 3 Lebensjahre an
einer nicht giemenden Infektion der unteren Atemwege erkrankten (wie z.B. Pneumonie oder
Tracheobronchitis) im Alter von 6 Jahren eine verminderte Reaktion auf Hautteste und verminderte
Gesamt-IgE-Level.(112) Ob  parasitire Infektionen, wie sie beispielsweise in den
Entwicklungsldndern auftreten, eventuell einen protektiven Effekt ausiiben, wurde bis jetzt noch
nicht ausreichend erforscht. Es mag sein, dass der Einfluss von Mikroben sowohl durch Parasiten
als auch durch Pathogene, die durch den Darm aufgenommen werden, eine andere Art der
Exposition darstellen, welche die normale Darmbesiedelung in der Kindheit verdndern. Es mag
auch sein, dass dadurch das Entstehen und die Aufrechterhaltung einer oralen Toleranz gegeniiber
harmlosen Antigenen weitgehend verhindert wird.(113,114) Obwohl diese Hypothesen hochst

interessant sind, konnten sie bis jetzt noch nicht durch epidemiologische Beweise untermauert
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werden, da der Versuch, die intestinale Flora zu messen, betrichtliche methodische Schwierigkeiten
aufwirft. Als ein interessantes ,,menschliches Modell*“ konnte sich in diesem Zusammenhang die
von mehreren Autoren beschriebene Beobachtung erweisen, dass das Aufwachsen auf einem
Bauernhof einen betrdachtlichen Schutz gegen die Entwicklung atopischer Krankheiten
darstellt.(115-117) In einer Bevolkerungsgruppe 6-15 jdhriger Schweizer Schulkinder war die
Wahrscheinlichkeit, saisonale Symptome des Heuschnupfens zu haben (adjustierte OR 0,34; 95%
KI0,12-0,89) und eine atopische Sensibilisierung zu entwickeln (was mit einem radioallergosorbent
Test gemessen wurde) (adjustierte OR 0,31; 95% KI 0,12-0,89) bei Kindern, die auf einem
Bauernhof aufwuchsen, stark vermindert im Vergleich zu ihren Mitschiilern, die aus derselben
lindlichen Gegend stammten, deren Eltern aber keine Bauern waren.(115) Ahnliche Ergebnisse
zeigten sich bei einer Studie an bayerischen Schulkindern im Alter zwischen 5-7 Jahren. Es wurde
offenbar, dass die Pridvalenz von Heuschnupfen bei den Kindern, die auf dem Bauernhof
aufwuchsen, niedriger war als bei ihren Altersgenossen aus dem gleichen Dorf, die nicht auf einem
Bauernhof aufwuchsen (1,8% vs 4,9% KI 0,28-0,99). Eine Osterreichische Studie an 8-10 Jahre
alten Kindern bestiitigt die Ergebnisse.

Bei allen Untersuchungen wurde ausserdem ein geringer positiver Effekt auf die Privalenz von
Asthma gefunden (adjustierte OR 0,65; 95% KI 0,39-1,09 in Bayern), wohingegen die bduerliche
Tatigkeit der Eltern sich nicht auf die Entwicklung von atopischen Ekzemen auswirkte.

Die Lebensbedingungen von Bauernfamilien unterscheiden sich in vielerlei Hinsicht vom
Lebensstil anderer Familien: eine umfangreichere Familiengroe, mehr Haustiere, ofteres Heizen
mit Kohle oder Holz, ein verringerter Zigarettenkonsum der Miitter, erhohte Feuchtigkeit und
andere Ernidhrungsgewohnheiten. Keiner dieser Faktoren konnte bis jetzt die deutliche inverse
Beziehung zwischen einer Kindheit auf dem Bauernhof und der Atopie erkldren. In einer
oOsterreichischen Studie konnte durch den Kontakt mit Gefliigel und Stallvieh ein grofer Teil der
Beziehung zwischen Landwirtschaft und Atopie erklart werden. Ebenso konnte in der bayerischen
Untersuchung eine stark inverse dosisabhiingige Beziehung zwischen der Exposition gegeniiber
Stallvieh und der Pridvalenz atopischer Erkrankungen gefunden werden (adjustierte OR 0,41; 95%
KI 0,23-0,74 fiir hdufigen Stallviehkontakt).(117) Dariiber hinaus wiesen Osterreichische Kinder,
die regelméBig Kontakt mit Tieren des Bauernhofes hatten, aber nicht auf dem Bauernhof
aufwuchsen, eine signifikant niedrigere atopische Sensibilisierung auf (13,5% vs 34, 8%, P=0,1) als
Kinder ohne solchen Kontakt. Diese Entdeckungen lassen vermuten, dal3 in den Stillen, und
folglich auch in den Hiusern der Bauernfamilien, Faktoren zu finden sind, denen der Schutz
zuzuschreiben ist, der mit dem béuerlichen Lebensstil einhergeht. Ein moglicher Faktor neben
anderen ist die Exposition gegeniiber Produkten von Bakterien wie dem Endotoxin und dem LPS in
den Stillen, die durch Bindung an den CDI14 Rezeptor zu einer gesteigerten IL-12 Produktion
fithren und dadurch den Thl-Pathway aktivieren.(122,123) Vor kurzer Zeit wurden im CD14 Gen
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Polymorphismen gefunden,(124) die fiir die Reaktion eines Patienten auf Produkte von Bakterien,
die aus der Umwelt auf ihn einwirken, von Interesse sein konnten. Eine gesteigerte oder verdnderte
mikrobielle Exposition mag aber auch durch den Konsum von unpasteurisierter Milch entstehen. Es
ist notwendig, weitere Untersuchungen durchzufiihren, die das Ausmass der mikrobiellen
Belastung, die Immunantwort des Kindes und dessen genetischen Hintergrund in Bezug auf eine
béuerliche Umgebung beriicksichtigen.

Diese Ergebnisse haben Forscher veranlasst dariiber nachzudenken, ob der Einsatz von Antibiotika
und Impfungen eventuell einen nachteiligen Effekt haben. Diese Diskussion wurde durch einen
Artikel von Shirakawa et al(125) angeregt, der berichtet, dass asthmatische Symptome und
verschiedene Atopiemerkmale bei BCG geimpften japanischen Schulkindern signifikant weniger
auftraten, wenn sie einen positiven Tuberkulintest aufwiesen - im Vergleich zu tuberkulin negativen
Respondern. Auflerdem war es bei Tuberkulin positiven Kindern wesentlich hiufiger, dass sich die
atopischen Symptome im Alter von 7 bis 12 Jahren besserten. Die Untersuchungsergebnisse 16sten
eine heftige Diskussion dariiber aus, wie sie zu deuten seien. Es mag sein, dass die inverse
Beziehung zwischen dem allergischen Zustand und der Tuberkulinreaktivitit einfach das
Ungleichgewicht der TH-1/TH-2 Antwort widerspiegelt, die fiir atopische Patienten charakteristisch
ist. Es wurde gezeigt, dass atopische Patienten im Gegensatz zu nicht Atopikern in geringerem
MaBe allergische Hautreaktionen vom verzogerten Typ aufweisen, wenn sie einem
wiederkehrenden Allergen ausgesetzt sind.(126) Es mag sein, dass dieses Ungleichgewicht eher mit
genetischen und konstitionellen Faktoren in Verbindung steht als mit der Exposition von
Mykobakterien. Die FErgebnisse einer schwedischen Forschergruppe stiitzten eine solche
Interpretation, da sie zeigten, dass eine einmalige BCG-Impfung nach der Geburt die Privalenz
atopischer Krankheiten im Schulalter nicht beeinflusst.(127)

Die Rolle der Masernimpfung wurde ebenfalls in Frage gestellt. Es muss jedoch hinterfragt werden,
ob die Verallgemeinerung der Ergebnisse von Guinea - Bissau, Westafrika auf westliche
Bevolkerungen moglich ist. In der Tat konnten mehrere Studien keinen nachteiligen Effekt von
Impfungen wihrend des Kindesalters auf die Entwicklung allergischer FErkrankungen
feststellen.(128,129) Ferner gibt es keine Beweise, die nahelegen, dass der Gebrauch von
Antibiotika ursichlich mit dem Beginn von Kinderasthma und Allergien in Verbindung steht. Eine
retrospektive Studie von Farooqi und Hopkin(130), die eine Verbindung zwischen
Antibiotikagebrauch und Asthma zeigt, muss mit groler Vorsicht interpretiert werden, da eine
einseitige Ausrichtung durch umgekehrte Schlussfolgerung (ie Kinder mit bereits bestehenden
Asthmasymptomen konnten auf Grund ihrer Krankheit mehr Antibiotika bekommen) nicht
ausgeschlossen werden kann. Diese Studie wies ausserdem auf das mogliche Risiko der
Keuchhustenimpfung hin, das auch in einer anderen neuseeldndischen Studie beschrieben

wurde.(131) In der jlingst erschienenen Studie wurden bei 23 Kindern, die keine Diphterie -
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Pertussis - Tetanus und Polio Impfung erhielten, keine Asthmaanfille, Arztbesuche aufgrund von
Asthma oder anderer allergischer Krankheiten bis zum 10. Lebensjahr berichtet. Die Fallzahl ist
jedoch sehr klein, und andere Studien konnten keine signifikante Verbindung zum Impfstatus

zeigen.(128,129)

1.2) TH-1-TH-2 Muster bei allergischen Erkrankungen

Obwohl sich allergische Erkrankungen an verschiedenen Organen manifestieren kdnnen, wie z.B.
den Schleimhduten des oberen und unteren Respirationstraktes sowie des Gastrointestinaltraktes,
den Bindehiduten des Auges und an der Haut, ist in den letzten Jahren deutlich geworden, dass
diesen unterschiedlichen Organmanifestationen ein relativ einheitliches, immunologisches
fehlgeleitetes Entziindungsgeschehen zugrunde liegt. Aus zellbiologischer Sicht handelt es sich
somit bei Allergien und Asthma um eine systemische Erkrankung, deren Ursache auch im
Immunsystem zu suchen ist.

Die gemeinsame Grundlage der verschiedenen phénotypischen Ausprigungen von Allergie und
Asthma ist die Entwicklung einer besondersartigen Entziindungsreaktion. Am Ort der entziindlichen
Reaktion befinden sich eine Vielzahl von iiberwiegend hochgradig aktivierten Zellen. Insbesondere
aus regulatorischer Sicht stehen hierbei T-Lymphozyten im Mittelpunkt, die als Dirigenten der
allergischen Immunantwort angesehen werden konnen. Neben den T-Zellen, die als einzige in der
Lage sind, Allergene und Antigene spezifisch zu erkennen, finden sich einerseits aktivierte
Monozyten und Makrophagen sowie andere antigenprisentierende Zellpopulationen und
andererseits, auf der Seite der Effektoren, die eosinophilen Granulozyten und Mastzellen. Zwischen
diesen  Zellpopulationen  entspannt sich ein  wohl reguliertes und  definiertes

Kommunikationsnetzwerk.

1.2.1) Bedeutung der T-Helferzellpopulation

1989 ergaben umfangreiche Studien bei Mdiusen, dal T-Helfer-Lymphozyten entsprechend den
sezernierten Zytokinen in zwei Typen kategorisiert werden konnen, die spiter auch im Menschen
auf Grund ihres Zytokinmusters unterschieden werden konnten. Zu den urspriinglich beschriebenen
zwei T-Helferzellpopulationen (TH-1 und TH-2) ist kiirzlich ein weiterer T-Zelleffektortyp
charakterisiert und identifiziert worden, der als T-Helfer (TH)-3 bezeichnet wird.

Diese T-Zelleffektorpopulationen definieren sich durch ihr Zytokinprofil, welches sie nach

Aktivierung sezernieren. Hierbei sind bestimmte ,,Leitzytokine* von besonderer Bedeutung, iiber
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die sich der T-Zelleffektor-Phinotyp identifizieren ldsst. TH-1-Zellen sind charakterisiert durch die
Produktion von IFN-y, IL-2 und TNF-a, wihrend TH-2-Zellen IL-4, IL-5, 1L-6, IL-10, IL-3 und
IL-9 sezernieren. Hingegen produzieren TH-3-Zellen vor allem TGF-f, in geringem MaRe auch IL-
4 und IL-10. Die Leitzytokine sind hierbei fiir TH-1-Zellen IFN-v, fiir TH-2-Zellen IL-4 und fiir
TH-3-Zellen TGF-B.(134)

Diese Zellpopulationen spielen in physiologischen regulatorischen Ablidufen des Immunsystems
eine wichtige Rolle.

Im Rahmen der Infektabwehr sind es vor allem TH-1-Zellen, die ihren entscheidenden Beitrag
leisten und bei allen Erregertypen bis auf die Helminthen eine dominierende Rolle spielen. Je nach
Erregertypus kommt es hierbei entweder zur Induktion von CD-4 oder CD-8-positiven Zellen vom
TH-1-Typ.

TH-2-Zellen kommen zwei zentrale Funktionen in der natiirlichen Regulation der immunologischen
Abldufe zu: Zum einen spielen sie eine wichtige Rolle in der Abwehr von Helminthen und
Metazoen. Zum anderen sind sie offensichtlich fiir die erfolgreiche Aufrechterhaltung der
Schwangerschaft von essentieller Bedeutung. Offensichtlich reicht eine TH-1-Strategie nicht aus,
um mit diesen groBen Krankheitserregern effektiv fertig zu werden. Daher ist im Laufe der
Evolution eine alternative Strategie entwickelt worden, bei der eosinophile Granulozyten und IgE-
vermittelte zytotoxische Reaktionen einen besonderen Stellenwert haben. Sowohl die IgE-
Produktion als auch die Regulation der eosinophilen Aktivitit stehen unter direkter Kontrolle von
TH-2-Zellen.

TH-3-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der Induktion und Aufrechterhaltung von Toleranz-
wobei vor allem orale Toleranzmechanismen iiber diese T-Zelleffektorpopulation gesteuert werden.
Ebenso ist dieser Typ an der Aufrechterhaltung einer Schwangerschaft beteiligt und spielt eine
wichtige Rolle in der Regulation der (sekretorischen) IgA-Produktion.(135)

Die Ausbildung von Effektorantworten vom TH-1- bzw. TH-2-Typ findet ihren Ausdruck in der
Entwicklung verschiedener Uberempfindlichkeitsreaktionen. Ein Prototyp fiir eine erfolgreiche
(TH-1)-Antwort ist die Ausbildung der Allergie vom verzogerten Typ (Typ IV Allergie). Ein
klassisches Beispiel hierfiir ist die Tuberkulinantwort, die nach erfolgreicher Abwehr von
mykobakteriellen Antigenen in der Ausbildung einer spezifischen Immunantwort vom TH-1-Typ
gegen diese Antigene besteht. Bei wiederholter Exposition mit dem selben Antigen (z.B. im
Tuberkulintest) entwickelt sich am Ort der Antigenapplikation nach 48 bis 72 Stunden eine Rétung
und Schwellung, die Ausdruck einer T-Zellinfiltration von iiberwiegend TH-1 Zellen darstellt,
welche IFN-y produzieren.

Ausdruck einer bestehenden TH-2 Immunitit ist die Ausbildung einer allergischen Sofortreaktion

(Typ I Allergie), die IgE-abhiingig ist. Der quantitative Nachweis von IgE-Antikorpern bzw. der
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funktionelle Nachweis von IgE-Antikorpern im Hauttest ist somit immer ein indirekter Beleg fiir

eine vorhandene (allergenspezifische) TH-2-Immunantwort.

Nachdem die unterschiedlichen T-Zelleffektorpopulationen aufgrund ihres Zytokinprofils und damit

ihrer funktionellen Bedeutung entschliisselt werden konnten, war die Frage nahe liegend, inwieweit

diese T-Zelleffektorantwort auch bei verschiedenen Erkrankungen eine funktionelle Bedeutung

haben konnte. Mittlerweile sind eine Vielzahl von T-Zell-abhingigen immunvermittelten

Erkrankungen mit T-Zellpolarisierungen entweder in Richtung TH-1 oder TH-2 charakterisiert

worden. Eine Ubersicht hierzu findet sich in Tabelle 1.

TH-1 TH-2 TH-3
T-Zellen CD4, CD8, v/8 CD4, CD8, y/d CD4
Zytokine IFEN-y, IL-2, TNF-$ IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, TGF-B, 1L-4, IL-10
IL-13, IL-9
Polarisierungssignale IL-12, IFN-«a IL-4 IL-4
Inhibiert durch IL-4, IL-10 IFN-y IL-12, TFN-y

Physiologische Rolle -

Abwehr von vielen
Bakterien, Pilzen,
Viren, Protozoen
Tumor-Abwehr
IgM, IgG

— Abwehr von
Helminthen/Metazoen

- Erfolgreiche
Schwangerschaft

- IgE, IgA

- (orale) Toleranz
- Erfolgreiche

Schwangerschaft
- [g/\

Pathologische Rolle -

Organspezifitat,
Autoimmunerkrankungen
Kontaktekzem

Psoriasis

~ M. Crohn
- AbstofSung von

Allotransplantaten

- Heliobacter pylori

— Atopische Erkrankungen

- Systemische Sklerose

- Progression von AIDS
in HIV-Infizierten

- chronische GvHD
Omenn’s Syndrome

Effektor-Zellen

Allergie-Typ

Nvutmphil(- Granulozyten

Eosinophile und basophile
Granulozyten, Mastzellen

Delayed-Type-Hyper-

sensitivity (Typ IV-Allergie)

IgE-vermittelte Sofort-

typreaktion (Typ-I-Allergie)

Tabelle 1. Das TH-1/ TH-2/ TH-3-Konzept

sind

Prototypen fiir TH-1-vermittlete Erkrankungen insbesondere die organspezifischen
Autoimmunerkrankungen, das Kontaktekzem, die Psoriasis und der Morbus Crohn. Hingegen sind

allergische und atopische Manifestationen klassische TH-2-Erkrankungen.(136)

1.2.2) Die allergische Entziindungsreaktion

Das Zytokin IL-4 ist nicht nur zentrales ,,Leitzytokin® fiir TH-2-Immunitit, sondern spielt in der Tat
auch eine wichtige Rolle in einer Reihe von regulatorischen Schnittstellen im Rahmen der

allergischen Entziindungsreaktionen. Viele der immunologischen Fehlregulationen, die im Rahmen
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der allergischen Entziindung beobachtet werden kdnnen, lassen sich zumindest zum Teil durch eine
iiberschieBende Produktion von IL-4 erklidren.(137)

Unter dem FEinfluss von IL-4 werden vermehrt HLA-DR Molekiile auf antigenprisentierenden
Zellen exprimiert, wodurch die Antigen- und Allergenprisentation gefordert wird. IL-4 reguliert
den niedrigaffinen IgE-Rezeptor (CD23) in seiner Dichte auf aktivierten B-Lymphozyten herauf. B-
Lymphozyten konnen iiber ihre Oberflichenimmunglobuline Antigene und Allergene abfangen,
internalisieren, verarbeiten und auf HLA-DR-Molekiilen T-Zellen prisentieren. B-Zellen sind schon
seit langerer Zeit bekannt als ein Typ von antigenpréisentierenden Zellen, der die Ausbildung einer
TH-2-Immunantwort fordert. Eine Bindung von IgE an den niedrigaffinen IgE-Rezeptor und eine
Bindung von Allergen an die IgE-Molekiile kann somit eine verstdrkte Allergenpréisentation
biindeln, was wiederum die TH-2 Immunitiit erweitert. IL-4 ist der wichtigste Vermehrungsfaktor
fiir bereits existierende TH-2-Zellen. Ferner inhibiert 1L-4 die TH-1-Immunitit. Ein weiterer
zentraler Effekt im Rahmen der allergischen Entziindungsreaktion ist die Einflussnahme dieses
Zytokins auf die IgE-Produktion. Neben anderen Faktoren ist IL-4 somit verantwortlich fiir die
tiberschiefende IgE-Produktion bei allergischen Erkrankungen. Auch auf Effektorzellen der
allergischen Reaktion wirkt dieses Zytokin. So steht z.B. die Mastzellaktivitit unter der direkten
Kontrolle von IL-4. IL-4 spielt dariiber hinaus eine entscheidende Rolle bei der Stimulation der IgE
und IgG4 Synthese. Es bewirkt dabei in unreifen B-Zellen einen Isotyp-Wechsel von IgM- zur
Immunglobulinklasse IgE bzw. 1gG4.

Ein weiteres wichtiges Zytokin, welches in der IgE-Regulation von Bedeutung ist, ist IL-13. Auch
IL-13 wird von TH-2-Zellen produziert (138). Jedoch haben im Unterschied zu B-Zellen T-Zellen
keinen IL-13-Rezeptor, so dass das von T-Zellen produzierte IL-13 im wesentlichen auf B-Zellen
wirkt. Hier allerdings fordert IL-13 mindestens im gleichen Ausmal} wie IL-4 die IgE-Produktion.
Eosinophile Granulozyten, die zu den wichtigsten Effektoren der allergischen Immunantwort
zihlen, stehen ebenfalls unter dem direkten Einfluss von TH-2-Zytokinen. Hier spielt insbesondere
IL-5 eine wichtige Rolle (139). Unter dem Einfluss von IL-5 reifen eosinophile Granulozyten
verstdrkt im Knochenmark heran, Adhésionsmolekiile werden (unter gemeinsamem Einfluss von
TNF-a) auf Endothelzellen exprimiert, wodurch die Rekrutierung von eosinophilen Granulozyten
an den Ort der Entziindung stattfindet. Ausserdem verlingert IL-5 die Uberlebensdauer dieser
Zellen am Ort der Entziindungsreaktion, vor allem durch Hemmung der Apoptose. An der
Unterdriickung der Apoptose sind neben IL-5 auch GM-CSF und moglicherweise weitere Zytokine
beteiligt. Eosinophile Granulozyten und Mastzellen sind wiederum ihrerseits selbst Produzenten
wichtiger TH-2-Zytokine. So konnte z.B. belegt werden, dass nicht nur IL.-4 und IL-5 in aktivierten
Mastzellen produziert und sezerniert werden, sondern auch IL-9 verstérkt produziert wird. IL-9 ist
eines der neueren Zytokine, welches TH-2-Zellen zugeschrieben wird und das eine wichtige
fordernde Rolle fiir diverse T-Zell- und Mastzellaktivititen ausiibt.
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1.2.3) Allergie und Schwangerschaft

Aus immunologischer Sicht ist die Schwangerschaft eine inkompatible Organtransplantation, bei
der das fetale Gewebe Histokompatibilititsantigene sowohl von Vater als auch Mutter exprimiert.
Der erfolgreiche Verlauf der Schwangerschaft hingt damit malBgeblich davon ab, eine
AbstoBungsreaktion gegen die viterlichen Histokompatibilititsantigene zu verhindern. Dies ist
insgesamt ein komplexes Unterfangen, welches nach wie vor nicht vollstindig geklirt ist. Jedoch
konnte die Entwicklung des TH-1/TH-2 Konzepts einen weiteren wichtigen Aspekt zum

Verstindnis der Verhinderung einer solchen AbstoBungsreaktion beitragen (Abb.1).
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Abb.1. Physiologische Heranreifung der TH-1/ TH-2-Immunitit wihrend (grauer Bereich) und nach

(rechte Diagrammbhiilfte) der Schwangerschaft.

Die feto-plazentare Einheit ist ein immunologisch hochaktives Gewebe. An dieser Aktivitit sind
sowohl die miitterliche als auch die fetale Seite beteiligt.

Auf der miitterlichen Seite ist dieses vor allem das Decidua-Gewebe (140). Ein wichtiger Zelltyp,
der eine gewisse Uterospezifitidt aufweist, sind die so genannten ,large granulated lymphocytes*
(LGL-Zellen). Ausserdem sind in diesem Gewebe relativ hdufig aktivierte Makrophagen
anzutreffen, die sich durch eine hohe PGE2-Produktion auszeichnen. Ferner finden sich aktivierte
CD8-T-Zellen und T-Zellen vom T-Zellrezeptor y/A Phinotyp. Diesen Zellen gemein ist ein
besonderes Zytokinspektrum, welches definiert wird durch TGF-f 2, IL-4 und IL-10.

Damit zeigt sich auf der miitterlichen Seite eine klare TH-2/ TH-3-Polarisation.
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Auf der fetalen Seite sind es insbesondere die Trophoblasten, die die duBere Zellbarriere zwischen
miitterlichem und kindlichem Gewebe darstellen (141). Throphoblasten produzieren hohe
Konzentrationen von IL-10 und Progesteron. Dem Progesteron wiederum fillt offensichtlich die
Funktion zu, die T-zellvermittelte Immunantwort in Richtung TH-2 zu polarisieren.

Da eine zytolytische und zytotoxische Reaktion, wie sie bei Aborten gefunden wird, iiber TH-1-
Zellen wesentlich vermittelt wird, erscheint es wichtig und essentiell, diese TH-1-Kapazitit
wihrend der Schwangerschaft und zumindest dort wiederum lokalisiert im Uterus zu unterdriicken.
Ein wichtiger Mechanismus, durch den eine solche Suppression der TH-1-Kompetenz durchgefiihrt
werden kann, ist die Heraufregulierung der TH-2-Immunantwort, die insbesondere durch 1L-4 die
Entwicklung von TH-1-Immunitédt verhindert. Ein weiterer Mechanismus wird auch den TGF-
beta2-produzierenden TH-3-Zellen zugewiesen. Diese Zellen spielen offensichtlich an der
Entwicklung immunologischer Toleranzmechanismen eine wesentliche Rolle. Dieses Konzept
scheint auch von klinischer Relevanz zu sein, da z.B. bei habituellen Aborten eine hochregulierte
TH-1-Immunantwort gefunden werden konnte.

Untersuchungen haben gezeigt, dass das T-Zell und B-Zell-Immunsystem bereits zum Zeitpunkt der
Geburt in der Lage ist, eine spezifische Antwort zu entwickeln bzw. dass sich bereits zu diesem
Zeitpunkt spezifische Immunititen nachweisen lassen. Es konnten antigenspezifische T-Zellen im
Nabelschnurblut nachgewiesen werden, von denen ferner nachgewiesen wurde, dass diese T-Zellen
fetalen und nicht maternalen Ursprungs sind (142). Das T- und B-Zellimmunsystem ist etwa um die
15. Schwangerschaftswoche herum so weit entwickelt, dass es eine spezifische Immunantwort
ausbilden kann. Somit sind potentiell alle Antigene, die ab diesem Zeitpunkt die plazentare
Grenzschicht iiberwinden konnen, in der Lage, das Immunsystem des Feten entsprechend zu
primen. Es stellt sich die Frage nach dem zytokinetischen Phénotyp dieser Zellen. Offensichtlich
entwickeln sich unter dem Einfluss der TH-2/ TH-3-Polarisation an der fetomaternalen
Grenzschicht besonders TH-2-Zellen im Uterus. Es lassen sich geringe Konzentrationen von IgE-
Antikorpern im fetalen Gewebe im zweiten und dritten Schwangerschaftsdrittel nachweisen,
neonatale T-Zellen zeichnen sich durch eine voriibergehend erhohte IL-4-Produktion aus (142).
Sekretorische Antikorper der IgA-Klasse mit einer Antigenspezifitit insbesondere fiir
Nahrungsmittelantigene sind konstant bei Neugeborenen nachweisbar. Bei Allergikern und
Atopikern sind diese sogar erhoht (143).

Es scheint sinnvoll, dass sich gerade gegeniiber Nahrungsmittelantigenen bereits im Uterus eine
spezifische Immunantwort entwickelt. Diesen Antigenen ist das Immunsystem des Neugeborene
schon kurz nach der Geburt in relativ hohen Konzentrationen ausgesetzt. Da es sich hierbei aber um
harmlose Antigene handelt, die sogar lebensnotwendigen Charakter haben, ist es von
entscheidender Bedeutung, dass die sich nach Antigenkontakt entwickelnde Immunantwort vom

Typ der immunologischen Toleranz ist. Toleranz ist ein aktiver immunologischer Prozess, der in
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jedem Falle Antigenkontakt und Antigenerkennung voraussetzt. Eine Toleranz gegeniiber den
harmlosen Nahrungsmittelantigenen muss schon beim Erstkontakt nach der Geburt ausgebildet sein.
Hierzu tragen die sich bereits im Uterus entwickelnden antigenspezifischen T-Zellen vom TH-2-
Phinotyp offenbar entscheidend bei.

Eine wichtige Konseqenz dieses Konzepts ist in einer relativen Abschwichung der TH-1-Immunitét
zu sehen. IFN-v als Leitzytokin einer TH-1-Immunantwort wird nur in sehr geringem Ausmal} und
von einer sehr kleinen Zellpopulation beim Neugeborenen gebildet, d.h. in physiologischer Weise
kommt ein Neugeborenes mit einer zumindest voriibergehenden TH-1-Schwéche zur Welt. Beim
Allergiker scheinen nun zwei Prozesse parallel oder sogar in wechselseitiger Verstirkung
abzulaufen (Abbildung 2). Zum einen ist die T-Helfer-1 Schwiche bei Atopikerkindern
offensichtlich noch stirker ausgeprigt als bei gesunden, und zum anderen ist die TH-2-Immunitét
nicht nur von voriibergehendem Charakter wie bei gesunden Neugeborenen, sondern bleibt

bestehen und verstérkt sich sogar in den folgenden Lebensabschnitten (144,145).
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Abb. 2. Konzept einer gestorten TH-1/TH-2-Ausreifung beim allergischen Kind wihrend (grauer

Bereich) und nach (rechte Diagrammbhilfte) der Schwangerschaft.

1.2.4) Angeborene/ erworbene Immunitiit

Jeder lebende Organismus ist stindigen Angriffen bzw. schidlichen FEinfliissen aus seiner
Umgebung ausgesetzt. Um zu iiberleben muss daher jeder Organismus Abwehrmechanismen

entwickeln, die ihm eine Resistenz oder eine Immunitit gegeniiber solchen Angriffen verleihen.
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Diese Abwehrmechanismen reichen von physikalischen Barrieren, wie etwa der Zellwand, bis zu
hochentwickelten Systemen, wie z.B. der erworbene Immunantwort. Der Begriff Immunitit
verweist auf alle Mechanismen, die vom Korper verwendet werden, um ihn vor
Umgebungseinfliissen zu schiitzen, die dem Korper fremd sind. Diese Einfliisse konnen
Mikroorganismen oder ihre Produkte sein, Nahrungsmittel, Chemikalien, Pharmazeutika, Pollen
und Tierhaare oder Tierschuppen. Die Immunitit wird in die zwei Hauptkategorien, nidmlich
angeborene Immunitit und erworbene Immunitét, eingeteilt.

Die angeborene (nicht adaptive) Immunitét beinhaltet all die Abwehrmechanismen, mit denen ein
Individuum geboren wird und die stets verfiigbar und gegenwirtig sind, und zwar in sehr kurzer
Zeit, um das Individuum vor der Bedrohung durch Fremdmaterial zu schiitzen. Die Elemente der
angeborenen Immunitit schlieBen sowohl die Korperoberfliche, als auch die inneren Komponenten
des Korpers ein. So stellen z.B. die Haut, die mukdsen Membranen und der Hustenreflex eine
effektive Barriere gegen Umgebungselemente dar. Gemeinsam mit diesen physikalischen Barrieren
sind chemische Einfliisse wie z.B. der pH-Wert, sezernierte Fettsduren und das Enzym Lysozym
wirksame Schutzmechanismen gegen die Invasion vieler Mikroorganismen. Weitere wichtige
Wesensziige einer angeborenen Immunitit sind zahlreiche innere Elemente wie z.B. Fieber,
Interferon, Komplement, sowie andere durch Leukozyten freigesetzte Substanzen und verschiedene
Serumproteine wie z.B. B-Lysin, Lysozym, die Polyamine und die Kinine. Elemente der
angeborenen Immunitit sind auch Zellen wie Granulozyten, Makrophagen, Mikrogliazellen des
zentralen Nervensystems und die Zytotrophoblasten der plazentaren Villi. Alle diese Zellen sind an
der Eliminierung und Zerstérung von Fremdmaterial beteiligt, das die physikalischen und
chemischen Barrieren des angeborenen Immunsystems erfolgreich durchdrungen hat. Diese
Abwehrmechanismen sind relativ unspezifisch, aber bereits vor der Exposition mit infektiosen
Mikroorganismen oder anderen fremden Makromolekiilen vorhanden. Sie werden durch die
Exposition auch nicht vermehrt und konnen fremde Substanzen im eigentlichen Sinn nicht
unterscheiden. An angeborenen spezifischen immunologischen Schutzmechanismen sind vor allem
die diaplazentar an das Kind {ibertragenen miitterlichen Antikérper zu erwihnen, die ihm einen
transienten Schutz geben und Ausdruck der erworbenen Immunitét der Mutter sind.

Die erworbene Immunitét ist spezialisierter als die angeborene Immunitdt und wirkt synergistisch,
indem sie den Schutz, der von der angeborenen Immunitdt gestellt wird, erginzt.
Evolutionstechnisch gesehen ist die erworbene Immunitit noch relativ jung und existiert lediglich
bei Wirbeltieren. Die Entdeckung der erworbenen Immunitit wird dem englischen Chirurgen
Edward Jenner zugeschrieben, der im spiten 18. Jahrhundert experimentell einen jungen Mann
gegen Pocken immunisierte. Das Konzept der Impfung oder Immunisierung wurde von Louis
Pasteur und Karl Ehrlich, fast hundert Jahre nach Jenners Experiment, erweitert. Obwohl ein
Individuum mit der Fihigkeit geboren wird, den Schutz, der durch die erworbene Immunitét
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verfiigbar ist, zu aktivieren, ist diese Form der Immunitét gegeniiber einem Agens doch erst dann
verfiigbar, wenn das Individuum mit diesem Agens Kontakt gehabt hat. Wie der Name schon sagt,
muss diese Form der Immunitit erworben werden. Der Erstkontakt mit dem Agens
(Immunisierung) 16st eine Reihe von Vorgingen aus, die zur Aktivierung sowohl der durch T-
Lymphozyten vermittelten zelluldren als auch der durch B-Lymphozyten vermittelten humoralen
Reaktionen mit einer Spezifitit gegeniiber dem fremden Agens fiihrt. Durch diesen Prozess erwirbt
das Individuum die Immunitit und ist in der Lage, bei wiederkehrendem Kontakt die
Abwehrmechanismen immer effizienter zu stimulieren. Diesen Vorgang nennt man das
~immunologische Gedichtnis®, was auch die Grundlage fiir die Schutzimpfungen gegen infektitse
Krankheiten darstellt. Im Unterschied zur angeborenen Immunitit bietet die erworbene Immunitit
einen spezifischen Schutz, aber nur gegen das Agens, das die Immunisierung ausgelost hat.(181,
182)

Die Haut und Schleimhiute sind wesentliche Bestandteile der natiirlichen Immunitit, da sie als
physikalische Barrieren gegeniiber der Auflenwelt fungieren. Die spezifische Immunantwort auf
diesen Oberflichen als der erste Kontaktstation fiir fremde Substanzen erhoht zugleich deren
natlirliche Immunitdt. Nach wiederholtem Kontakt mit einem Allergen sind gerade diese
Oberflichen wie z.B. Haut, Konjunktiven, Nasen-, Rachen- oder Bronchialschleimhaut die
allergisierten Organsysteme und reagieren mit einer allergischen Entziindungsreaktion. Bei einer
Allergie handelt es sich um eine erworbene spezifische Anderung der Reaktionsfihigkeit des
Immunsystems gegeniiber korperfremden, eigentlich unschidlichen Substanzen, die trotzdem als
Allergen erkannt werden, und dadurch zu einer iiberschiefenden Immunantwort (meist IgE
vermittelte Reaktion Typ I nach Coombs und Gell) fithren. Welche Ursachen nun zu einer
allergischen Reaktion fiihren ist noch nicht definitiv gekldrt. Wie aber bereits erwidhnt mag es sein,
dass der Verlust von protektiv wirkenden Faktoren aus der Umwelt diese ,,Entgleisung® und

Fehlreaktion des Immunsystems begiinstigt.
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2.) Zytokine

Bei Zytokinen handelt es sich um einen Uberbegriff, unter dem Interleukine, Interferone
koloniestimulierende Faktoren und Wachstumfaktoren zusammengefasst werden. Zytokine
sind fiir gewohnlich extrazelluldre Proteine, die meist weniger als 80 kD messen, und viele
von ihnen sind glykolysiert. Sie werden von einer Vielzahl verschiedener Zelltypen
produziert, die bei der Zell-Zell Interaktion beteiligt sind, und wirken iiber spezifische
Rezeptoren auf der Oberfliche der Zielzellen. Im allgemeinen wirken Zytokine auf nah
benachbarte Zellen und haben somit eine vorherrschend parakrine Wirkung. Jedoch kénnen
sie ebenso auf entfernte Zellen (endokrin) und sogar in autokriner Weise auf ihre
Ausgangszelle wirken. Zytokine konnen als ein Funktionssystem zur Zell-Zell
Kommunikation angesehen werden, wobei dabei besonders die Wachstumsfaktoren und die
Chemokine zu nennen sind. Die Wirkung der Zytokine auf ihre Zielzellen beeinflusst eine
Vielzahl an Zellfunktionen und beinhaltet unter anderem Zellaktivierung, Proliferation,
Chemotaxis, Immunsteuerung, Freisetzung anderer Zytokine oder Mediatoren, Zellwachstum,
Zelldifferenzierung und Apoptose. Innerhalb der Familie der Zytokine ist es scheinbar so,
dass eine Pleiotropie und Fiille der Zytokinwirkungen vorliegt, wobei jedes Zytokin viele sich
tiberschneidende Funktionen besitzt und jede dieser Funktionen eventuell von mehr als nur
einem Zytokin vermittelt wird.

Die Wirkung eines einzelnen Zytokins im Hinblick auf eine Erkrankung ist schwierig
vorherzusagen, da sie von anderen Zytokinen beeinflusst werden kann, die gleichzeitig von
der gleichen Zelle freigesetzt oder von den Zielzellen durch deren Aktivierung produziert
werden. Die Wirkungen von Zytokinen werden durch Bindung an hochaffine Rezeptoren auf
der Zielzelloberfliche vermittelt, die gewdohnlicherweise in geringer Zahl auf den Zellen
vorkommen. Die Anzahl dieser Rezeptoren kann jedoch durch die Aktivierung der Zelle
erhoht werden, wobei die Zytokinwirkung auch von der Modulation der exprimierten
Rezeptoren abhingt. Zytokine konnen ihrerseits die Expression von Rezeptoren induzieren,
was sowohl die Antwort der Ursprungs als auch der Zielzelle beeinflussen kann. Einige
Zytokine konnen ihre Produktion autokrin anregen, hingegen kdnnen andere die Synthese
verschiedener Zytokine stimulieren, welche dann iiber einen Riickkoppelungsmechanismus
die Produktion des ersten Zytokins bewirken und dadurch dessen Wirkungen verstirken.
Zytokine spielen eine wesentliche Rolle in der Regelung und Aufrechterhaltung entziindlicher
Prozesse bei chronisch entziindlichen Reaktionen der Atemwege, wie zum Beispiel beim
Asthma Bronchiale, da sie in der Lage sind, viele der fiir diese Erkrankung charakteristischen
proinflammatorischen Effekte zu induzieren. Aufgrund ihrer Pleiotropie und der sich

iiberlappenden Eigenschaften fillt es schwer, die zahlreichen Zytokine einzuteilen, die an
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asthmatischen und atopischen FErkrankungen beteiligt sind. Unter Beriicksichtigung der
spezifischen Fehlregulationen und dem jetzigen Verstindnis der Pathogenese des Asthma

Bronchiale kann man sie zu folgenden Gruppen zusammenfassen:(146)

1.) Lymphokine: IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-13, IL-15, IL-16, IL-17

2.) Pro-inflammatorische Zytokine: IL.-1, TNF, IL-6, IL-11, GM-CSF, SCF

3.) Anti-inflammatorische Zytokine: IL-10, IL-1ra, IFN-vy, IL-12, IL-18

4.) Chemotaktische Zytokine (Chemokine): RANTES, MCP-1, MCP-2, MCP-3, MCP-4,
MCP-5, MIP-1a, Eotaxin, IL-8

5.) Wachstumsfaktoren: PDGF, TGF-f, FGF, EGF, IGF.

Zytokine spielen eine wichtige Rolle bei der Regulation und Differenzierung der ThO-
Helferzellen in ihre verschiedenen Subtypen. Sie beeinflussen das Verhéltnis der Thl- zu
Th2-Lymphozyten. Die differenzierten T-Helferzellen lassen sich ihrerseits durch das von
ihnen sezernierte Zytokinmuster charakterisieren. Zu den von den Thl-Zellen sezernierten
Typ-1 Zytokinen zdhlen IL-2, IFN-y, IL-12 und TNF-f, die unter anderem die Bildung von
Th2-Zellen und die IgE-Produktion hemmen. Th-2 Zellen produzieren die sogenannten Th2-
Zytokine wie IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 und IL-13. Ein Th2 Zytokinprofil fordert die Bildung
von spezifischen IgE-Antikorpern. Somit kommt den Faktoren, die die Ausdifferenzierung
von Thl- bzw Th2-Helferzellen regulieren, eine wesentliche Bedeutung bei der Entstehung
atopischer Erkrankungen zu.(147)

Nach der Zellstimulation mit LPS haben wir das Ausmall der Zytokinproduktion durch
ELISA bestimmt, und zwar von den Th1-Zytokinen haben wir IFN-y und IL-12; von den Th2-
Zytokinen IL-5 und IL-10 gemessen. Aulerdem wurde das proinflammatorische Zytokin

TNF-o gemessen. Im folgenden werden die gemessenen Zytokine kurz erldutert.
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2.1) Interleukin 5

IL-5 stellt ein wichtiges Zytokin und Marker fiir Entziindungsreaktionen beim Asthmatiker
dar. IL-5 wird durch eine Subpopulation aktivierter T-Lymphozyten, den TH-2 Zellen,
produziert. Im Serum von Patienten mit exazerbiertem Astma Bronchiale konnten erhohte
Werte von IL-5 gemessen werden, die nach einer Behandlung mit Kortikosteroiden wieder
abfielen.(148)

IL-5 wirkt auf die Proliferation und terminale Differenzierung sowie auf die IgA- und IgM
Synthese antigenstimulierter B-Zellen. Dariiber hinaus wird durch IL-5 die IgE-Synthese
gefordert. Weiterhin wird die mukosale IgA Antwort induziert. IL-5 wirkt als chemotaktischer
und aktivierender Faktor auf eosinophile und basophile Granulozyten. IL-5 kann sowohl die
Produktion, Reifung als auch die Aktivierung von eosinophilen Granulozyten beeinflussen. Es
wirkt vorwiegend auf die fortgeschrittenen Stadien der eosinophilen Granulozytenreifung und
Aktivierung(149,150) und kann auch deren Uberlebensdauer verlingern.(151) IL-5 stellte sich
als das wichtigste Zytokin heraus, welches in vivo bei der Entwicklung eosinophilen
Granulozyten beteiligt ist. Die Applikation von exogenem IL-5 hat in vielen in vivo Modellen
zu einer ausgeprigten FEosinophilie gefiihrt.(152) IL-5 transgene Miuse, deren IL-5
Transkription an den CD-2 Marker gekoppelt waren, wiesen eine lebenslange Eosinophilie in
T-zellreichen Geweben wie Knochenmark, Milz und Peritoneum auf, mit jedoch nicht so
vielen Zellen in der Mukosa der Bronchialschleimhaut.(153) IL-5 transgene Méause zeigen ein
normales Verhalten, was darauf hindeutet, dass eosinophile Granulozyten zur Degranulation
und dadurch bedingtem Gewebeschaden noch anderer Faktoren bediirfen. Eine intratracheale
Gabe des auf eosinophile Granulozyten chemotaktisch wirkenden Eotaxins fiihrt bei diesen
Miusen zu einer verstdrkten Akkumulation von eosinophilen Granulozyten in den Lungen,
die mit einer bronchialen Hyperreagibilitiit einhergeht, wohingegen dieser Effekt bei Méusen
vom Wildtyp nicht auftritt.(154) IL-5 kann das Knochenmark dazu veranlassen, eosinophile
Granulozyten freizusetzen. Es bedarf aber anderer lokal wirkender chemotaktischer Stoffe,
um deren Gewebeinfiltration zu induzieren.(155) Andererseits induziert in die Atemwege von
Asthmatikern instilliertes IL-5 eine signifikante Eosinophilie(156). Inhalativ verabreichtes IL-
5 induziert eine Eosinophilie im Sputum und bronchiale Hyperreagibilitiit, jedoch ohne das

Kaliber der Atemwege zu beeinflussen (157).
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2.2) Interleukin 10

Interleukin 10 (IL-10) wurde zuerst unter der Bezeichnung ,.cytokine synthesis inhibitory
factor* bekannt, da es urspriinglich als ein Produkt von Th-2 Miusezellen gekennzeichnet
wurde, welches die Zytokinproduktion der Th1-Zellen unterdriickt.(158)

Im menschlichen K&rper haben ThO, Th1, Th2 dhnliche CD4+ T-Zellklone, zytotoxische T-
Zellen, Mastzellen, Keratinozyten, aktivierte Monozyten und im Blut zirkulierende CD4+ und
CD8+ T-Lymphozyten die Fihigkeit, IL-10 zu produzieren.(159, 160) Ein wesentlicher
Anteil der IL-10 Sekretion findet in der gesunden Lunge vorwiegend durch
Alveolarmakrophagen statt, wobei zirkulierende Monozyten mehr IL-10 synthetisieren als die
Alveolarmakrophagen.(161)

IL-10 ist ein pleiotropes Zytokin, das auf eine Vielzahl von verschiedenen Zelltypen sowohl
immunstimulatorische als auch immunsuppressive Eigenschaften ausiiben kann. Es spielt bei
der Regulation von Immunreaktionen eine wichtige Rolle, da es die Aktivierung der
Zytokinsynthese in anderen Zellen bremsen kann und hemmend auf Makrophagen, T-Zellen
und natiirliche Killerzellen wirkt. Zusidtzlich zu seinem inhibitorischen Effekt auf die
Zytokinproduktion der Thl Zellen hemmt IL-10 stark die Produktion der Makrophagen-
Zytokine IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8, GM-CSF, G-CSF und TNF-a. Ausserdem fiihrt IL-10 zu
einer Hemmung der IL-12 Produktion der Makrophagen und zu einer Hemmung der Thl-
Antwort. Weiterhin inhibiert IL-10 die Proliferation von antigenspezifischen T-Zellen durch
Hemmung der Antigen-priasentierenden Kapazitit von Monozyten iiber die
Herunterregulierung des Klasse II MHC-Antigens auf Monozyten.(162) IL-10 hemmt die
IFN-y und IL-2 Produktion der Thl-Lymphozyten und die IL-4 bzw. IL-5 Produktion von
Th2-Zellen (163). Sowohl die Uberlebensdauer der eosinophilen Granulozyten als auch die
durch IL-4 induzierte IgE-Produktion wird durch IL-10 inhibiert. Es hemmt die IL-4
induzierte Umwandlung von peripheren mononukledren Blutzellen in IgE-sezernierende
Zellen, potenziert aber die IgE-Produktion von bereits IgE-sekretorisch umgewandelten B-

Lymphozyten.(164)

2.3) Interleukin 12

Interleukin 12 (IL-12), welches urspriinglich als ,,natural killercell stimulatory factor* oder
auch als ,,Cytotoxic lymphocyte maturation factor* bezeichnet wurde, stellt ein wichtiges
Zytokin der frithen Th-1 Antwort da. IL-12 wird von antigenprdsentierenden Zellen, wie z.B.
B-Lymphozyten, Monozyten/Makrophagen und dendritischen Zellen, sezerniert.(165,166)
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In Th1 Lymphozyten induziert IL-12 die Synthese von IFN-v, IL-2 und TNF. IL-12 und TNF-
a stellen dabei Co-Stimulatoren fiir die IFN-y Produktion dar. Auf Th2 Zellen hat IL-12 eine
hemmende Wirkung, fiihrt dadurch zu einer verminderten IL-4, IL-5 und IL-10 Synthese und
hemmt die Differenzierung der T-Lymphozyten in IL-4 produzierende Zellen.(167) IL-12
hemmt indirekt durch IFN-y Freisetzung die IL-4 abhingige IgE-Bildung.(168) Auf diese
Weise kann IL-12 die Thl Zelldifferenzierung regulieren, wihrend es die Ausbildung der
Th2-Zellklone unterdriickt.(167) IL-12 kommt somit eine wichtige Rolle bei der Vermeidung
von iiberschieBender IgE-Produktion und allergischen Entziindungsreaktionen nach Kontakt
mit Allergenen zu. Es konnte an Blutkulturen von Patienten mit allergischem Asthma
nachgewiesen werden, dass dort im Vergleich zu gesunden Patienten die Produktion von IL-
12 und IL-12 induziertem IFN-y reduziert war.(169) In Abbildung 3 ist graphisch dargestellt,
wie als Reaktion auf Bakterien oder Parasiten IL-12 von Monozyten/Makrophagen und
anderen akzessorischen Zellen sezerniert wird und dadurch die Thl-Zellentwicklung und
Proliferation beeinflusst. IL-12 wirkt dabei sowohl direkt auf die Th1-Lymphozyten und seine
Vorstufen als auch teilweise indirekt, indem es die IFN-y Produktion von T-Zellen und
natiirlichen Killerzellen unter Mitwirkung von TNF und IL-1 anregt. INF-y bewirkt dabei
durch einen positiven Riickkoppelungsmechanismus eine gesteigerte 1L-12 Produktion der
Monozyten/Makrophagen. Im Gegensatz dazu haben die von den Th2-Zellen sezernierten
Zytokine wie IL-10 oder IL-4 eine stark hemmende Wirkung auf die IL-12 Produktion im

Sinne eines negativen Riickkoppelungsmechanismus.
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Abbildung 3: Rolle des IL-12 bei der Bildung von Th1-Zellen.

2.4) Interferon y

IFN-y wird physiologischerweise hauptsichlich nach Aktivierung von T-Zellen, B-Zellen und
natiirlichen Killer-Zellen durch Antigene, Mitogene oder Alloantigene synthetisiert. Sowohl
CD4-positive als auch CD8-positive Lymphozyten produzieren IFN-y.(170,171) IFN-y stellt
ein wichtiges Zytokin da, welches in der spéiten Phase der Th-1 Immunantwort produziert
wird.

INF-vy {ibt betrachtliche und mannigfaltige immunregulatorische Einfliisse auf eine Vielzahl
von Zellen aus. Es wird vorwiegend von Thl-Lymphozyten produziert und iibt einen
hemmenden Effekt auf Th2-Zellen aus.(172) IFN-y zeigt, wie auch die beiden anderen
Interferone, antivirale und antiparasitire Aktivitit und wirkt antimitotisch bzw.
antiproliferativ auf natiirliche und transformierte Zellen. In ihren proliferationshemmenden
Eigenschaften wirken IFN-y und die Tumornekrosefaktoren (TNF-o,, TNF-f) synergistisch.
Im Vergleich zu den anderen Interferonen ist die wachstumshemmende Wirkung von IFN-y

starker ausgepridgt. Im Gegensatz zu den anderen Interferonen, die vorwiegend antivirale
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Eigenschaften aufweisen, wirkt IFN-y hauptsichlich als ein immunmodulatorisches
Zytokin.(170) INF-y hat eine ausgeprigte und relativ spezifische hemmende Wirkung auf die
IL-4 induzierte IgE und IgGl Synthese der B-Zellen.(172). Es induziert einerseits in
Monozyten und Makrophagen die Sekretion des TNF-o, andererseits wirkt es hemmend auf
die IL-10 Produktion von Monozyten(173) und steigert dadurch ebenfalls die TNF-a
Transkription.(174) Bei Patienten mit Asthma konnte eine verringerte Produktion von IFN-y
durch die T-Lymphozyten nachgewiesen werden.(175) An Miusen konnte gezeigt werden,
dass IFN-vy bei allergischen Reaktionen in der Lage ist, die Ubererregbarkeit der Atemwege

und die Eosinophilie zu reduzieren.(176)

2.5) Tumor-Nekrose-Faktor-o

TNF-a spielt eine wichtige Rolle bei akuten Entziindungsreaktionen und hat auch wichtige
Funktionen in der Regulation von Immunreaktionen.

TNF-a0 wird vorwiegend von aktivierten Monozyten und Makrophagen gebildet.
Unstimulierte mononukledre Phagozyten exprimieren zwar mRNA fiir TNF-o, die Bildung
des Proteins erfolgt jedoch nicht. Erst die Aktivierung der Zellen durch verschiedene Ausldser
wie Bestandteile von Bakterien (etwa LPS) und Protozoen, Lymphokine oder Phagozytose
von Mikroorganismen fiihrt zur Freisetzung des Proteins TNF-ot und zur Transkription
weiterer TNF-o-DNA. Die TNF-oo Sekretion der Monozyten/ Makrophagen wird durch
andere Zytokine wie IL-1, GM-CSF und IFN-y stark gesteigert. Dariiber hinaus sind auch
aktivierte T-Zellen, eosinophile Granulozyten und Epithelzellen der Atemwege in der Lage,
TNF-« freizusetzen.(177,178)

Viele der Wirkungen des TNF-a finden in Kombination mit anderen Zytokinen als Teil des
Zytokinnetzwerkes statt. Bei neutrophilen Granulozyten und Makrophagen bewirkt es eine
Steigerung der Phagozytose und der antikorperabhingigen zellvermittelten Zytotoxizitit
gegen Mikroorganismen, Parasiten und Tumorzellen, wobei TNF-a zusammen mit IL-1
wahrscheinlich das Auslosesignal der IFN-y-induzierten Makrophagenaktivierung darstellt.
TNF-o steigert die Expression von Klasse II MHC-Molekiilen auf antigenprisentierenden
Zellen und erhoht die IL-1 Produktion dieser Zellen. Weiterhin beeinfusst TNF-ot zusammen
mit IL-1 auch T- und B-Lymphozyten und unterstiitzt die Aktivierung von antigenstimulierten
T-Zellen und die Regulation der Antikérperproduktion. Es wirkt dariiber hinaus co-
stimulatorisch auf aktivierte T-Lymphozyten und verstédrkt die Proliveration und verstirkte

Expression von IL-2 Rezeptoren. Eine wichtige Rolle spielt TNF-oo vor allem bei der
39



Induktion weiterer Zytokine. So stimuliert es die Bildung von IL-1, IL-6,
koloniestimulierenden Faktoren, Prostaglandin E2 und Kollagenase in Makrophagen und
kolooniestimulierenden Faktoren in Endothelzellen und Fibroblasten. TNF-o hat verstiarkende
Effekte auf die chronischen Entziindungsreaktionen der Atemwege bei Asthmatikern und
spielt dadurch beim Asthma eine wichtige Rolle.(179) Es konnte auch gezeigt werden, dass in
Bronchialbiopsien von asthmatischen Patienten eine verstirkte TNF-oo mRNA Expression

vorliegt.(180)
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3.) Hypothesen

Asthma ist die haufigste chronische Krankheit des Kindesalters und fiir einen wesentlichen
Teil der Morbiditit und Gesundheitskosten verantwortlich. Obwohl von einer Vielzahl von
Umweltfaktoren angenommen wurde, dass sie eine Schliisselrolle in der Entwicklung von
allergischen Erkrankungen und Asthma spielen, bleiben die Ursachen dieser Erkrankungen
ungeklirt. Eine hochst interessante Hypothese ist, dass Verdnderungen in der Art und dem
Ausmall von Stimulation mit mikrobiellen Produkten der Umwelt, welche mit den
Verbesserungen im offentlichen Gesundheitswesen und Hygienestandards assoziiert sind, die
Pridisposition erhoht, an chronischen allergischen Erkrankungen im Kindesalter zu
erkranken. Eine Exposition gegeniiber Mikroorganismen kann dabei auch ohne eine Infektion
vorkommen. Belebte und unbelebte Bestandteile von Mikroorganismen konnen in
verschiedenen Konzentrationen sowohl im Innenraum als auch Aussenraum gefunden
werden. Diese mikrobiellen Substanzen werden von dem angeborenen Immunsystem erkannt,
jedoch ohne eine manifeste Infektion auszulosen und induzieren dabei eine inflammatorische
Reaktion. Endotoxin und andere mikrobielle Bestandteile beeinflussen die Regulation einer
Vielzahl von Vorgingen des Immunsystems, wie zum Beispiel die Interleukin - 12 und
Interferon - y Produktion. Diese Faktoren wirken hemmend auf die Entstehung von Th-2-
Zellen und wirken auf diese Weise einer allergischen Sensibilisierung entgegen. Die
vorherrschende Art der Reaktion auf ein speziefisches Antigen (Th-1-ghnlich oder Th-2-
dhnlich) wird bei der ersten Begegnung mit dem Antigen festgelegt. Im Sauglingsalter wird
die Th-2 Polarisierung des fetalen Immunsystems fortschreitend durch eine Th-1-Dominanz
ersetzt.

Daher mag es sein, dass eine Exposition mit mikrobiellen Produkten eine entscheidenede
Rolle wihrend der Reifung des angeborenen Immunsystems eines Kindes spielt und dadurch
zu einer Toleranzentstehung gegeniiber anderen Bestandteilen der natiirlichen Umwelt wie
z.B. Pollen oder Tierhaaren fiihrt. Somit kénnte eine mikrobielle Belastung wihrend der
frithen Kindheit eine Schliisselrolle fiir die Entstehung einer nicht -atopischen Immunreaktion

darstellen.

a) Ein vom Phinotyp in Richtung TH-2-Immunitét verschobenes TH-1/TH-2 Zytokinmuster

ist mit allergischen Erkrankungen assoziiert.

b) Allergische Erkrankungen bzw. Atopie treten bei Bauernkindern seltener auf als bei nicht

Bauernkindern.

41



¢) Der Grund fiir die bei Bauernkindern vermindert auftretenden allergischen Erkrankungen
besteht u.a. darin, dass bei ihnen ein verstirktes TH-1-Zytokinprofil mit erhohtem IFN-y

und IL-12 vorliegt.

d) Ein weiterer Grund fiir das verringerte Auftreten allergischer Erkrankungen bei
Bauernkindern ist die erhdhte Exposition dieser Kinder mit Endotoxinen. Die Gegenwart
dieser Endotoxine begiinstigt ein TH-1-Zytokinprofil mit assoziiert erhohtem IFN-y und
IL-12.

e) Dennoch gibt es allergische/ atopische Bauernkinder, was auf deren mangelnde Fahigkeit

zuriickzufiihren ist, ausreichend IFN-y zu produzieren.
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4.) Methoden

Es handelt sich um eine Querschnittsstudie von Kindern aus den Schulklassen 1-6 einiger

Grund- und Teilhauptschulen im Ostallgédu/Bayern.

Die Durchfiihrung der Studie wurde von der Ethik-Komission der Bayerischen

Landesérztekammer nach Priifung des Studiendesigns genehmigt.

4.1) Studienaufbau und Logistik

Die Studie wurde im Bereich Ostallgdu durchgefiihrt, da nach Informationen des
Gesundheitsamtes und des Schulamtes in diesem Gebiet noch eine hohe Dichte an

Bauernfamilien anzutreffen ist (>10%).

Abbildung 4: Karte aus dem Studiengebiet (Ostallgidu/Bayern)
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Uber die Regierung von Schwaben erhielten wir die Erlaubnis zur Durchfiihrung der Studie in
dieser Region. Mit dem Einverstindnis und der Hilfe vom zustindigen Schulamt konnten 11

Schulen im Ostallgidu ausgesucht werden, die im ldndlichen Gebiet liegen (Abbildung 3).

Alle ansissigen Kinderérzte erhielten von uns ein Informationsschreiben iiber die Studie mit
der Bitte, die Durchfithrung zu unterstiitzen, falls von den Eltern Nachfragen kdmen. Das
zustandige Gesundheitsamt Ostallgdu wurde ebenfallls iiber den Sinn und Zweck dieser
Studie schriftlich informiert.

Nach telefonischer und schriftlicher Information der jeweiligen Schuldirektoren wurden die
einzelnen Schulen von uns besucht und die Lehrer bei einer Informationsveranstaltung iiber
den Hintergrund und Sinn der Studie aufgeklirt. In diesem Rahmen wurden Termine fiir die
Verteilung der Fragebogen sowie fiir die Blutentnahmen vereinbart.

Fragebogen wurden mit gesondertem Elternanschreiben klassenweise an alle Kinder der
teilnehmenden Schulen ausgeteilt und etwa 2-3 Wochen spiter eingesammelt.

Die Blutentnahmen fanden ebenfalls in den jeweiligen Schulgebduden statt. Hierfiir wurde ein
Schularztraum oder #hnliches zur Verfiigung gestellt. Den teilnehmenden Kindern wurde
(nach nochmaligem miindlichen Einverstindnis) lokalbetdaubende Pflaster (EMLA ®) an der
Blutentnahmestelle aufgeklebt. Nach einer Einwirkzeit von mindestens 30 Minuten wurden
die Kinder einzeln oder paarweise zur Blutentnahme gebeten. Um den Schulunterricht so
wenig wie moglich zu stéren, wurden die Pflaster vor oder am Ende einer Unterrichtseinheit
aufgeklebt. Ebenso wurde mit den jeweiligen Klassenlehrern der Blutentnahmezeitpunkt
abgesprochen.

Fiir die Staubsammlungen vereinbarten die Mitarbeiter mit den teilnehmenden Familien
telefonisch mindestens 1 Woche vor Besuch der Familien einen Termin.

Bei der Studie handelt es sich um eine multizentrisch angelegte Untersuchung, bei der im
gleichen Zeitraum dieses Verfahren auch in Osterreich und in der Schweiz durchgefiihrt
wurde. Im Hinblick auf die Fallzahlen stellt die in Deutschland/Ostallgdu rekrutierte

Studienpopulation mit Abstand den grofiten Anteil dar.

4.2) Studienpopulation

In den 11 Grund- und Teilhauptschulen (Grundschule + zusitzliche Klassen 5 und 6) im
Ostallgdiu wurden an 2201 Kinder im Alter von 6-12 Jahren (Klassen 1 bis 6)
Elternfragebdgen ausgeteilt. Voraussetzung fiir die Teilnahme war ein vollstindig oder

anndhernd komplett ausgefiillter Fragebogen. Im Anhang des Fragebogens konnten die Eltern
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ihr Einverstidndnis fiir eine Blutentnahme und/oder Staubsammlung abgeben. Es wurde
ausdriicklich darauf hingewiesen, dass ein FEinverstindnis nicht gleich eine Teilnahme
garantiere und nur ein Teil der befragten Kinder an weiterfiihrenden Untersuchungen
teilnehmen konne. Nach Erhalt von insgesamt 1709 ausgefiillten Fragebogen wurden drei
Studiengruppen gebildet: die Bauernkinder und die Nichtbauernkinder mit und ohne
regelméfBigem Stalltierkontakt. Insgesamt konnten so 609 Kinder fiir die Studie rekrutiert
werden, die mit weiterfilhrenden Untersuchungen einverstanden waren. Bei der Auswahl der

Studiengruppen gingen wir wie folgt vor:

1.) Es wurden drei Studiengruppen anhand von Antworten aus dem Elternfragebogen
definiert: a) Bauernkinder, b) Nichtbauernkinder mit regelméBigem Stalltierkontakt und c)
Nichtbauernkinder ohne regelmifligem Stalltierkontakt. Die Definitionskriterien der

einzelnen Gruppen sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2:
Leben Sie auf | Hatte ihr Kind Wie haufig hielt sich ihr
einem Bauern- |Kontakt zu einer der |Kind in den letzten
hof? folgenden Tieren? Monaten in einem
Tierstall auf?
(Frage 36) (Frage 30) (Frage 33)
a)Bauernkinder ja ja (far Stalltiere™) mindestens
einmal/Woche
b)Nichtbauernkinder mindestens
mit regelmas. nein ja (fur Stalltiere™) einmal/Woche
Stalltierkontakt
c)Nichtbauernkinder Weniger als
ohne Stalltierkontakt nein nein (fur Stalltiere*) .| einmal/Woche oder
(=Kontrollgruppe) seltener

*Als Stalltiere wurden folgende Tiere definiert: Kiihe/Rinder, Schweine, Schafe, Geflugel, Pferde, Ziegen

2.) Alle Bauernkinder mit ausgefiilltem Fragebogen und mindestens Einverstindnis zur
Blutentnahme wurden fiir Blutentnahmen rekrutiert. Eine Zufallsstichprobe von
Nichtbauernkindern ohne regelméBigen Stalltierkontakt, die sowohl mit Blutentnahme als
auch Staubsammlung einverstanden waren, dienten als Kontrollgruppe und wurden nach
Alter und Geschlecht zugewiesen. Die dritte Gruppe bestand aus Kindern, die zwar nicht
auf dem Bauernhof leben, aber trotzdem regelmifBig Stalltierkontakt haben. In dieser
Gruppe wurden alle Nichtbauernkinder mit regelméBigem Stalltierkontakt aufgenommen,

die mit einer zusétzlichen Blutentnahme und mit der Staubsammlung einverstanden waren.
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4.3) Fragebogen zur Gesundheit

Der Fragebogen basiert auf einem international standardisierten Fragebogen der ISAAC-
Studie (International Study of Asthma and Allergies in Childhood)(5), der in
Voruntersuchungen bereits erfolgreich zum Einsatz kam. Finige Fragen zum béuerlichen
Lebensstil wurden zusétzlich eingefiigt.

Mit einer Anleitung zur richtigen Beantwortung der Fragen wurden insgesamt 53 Fragen

gestellt (siehe Anlage 1). Die Fragen betrafen folgende Punkte:

1.) allgemeine Angaben zum Kind (Geschlecht Staatsangehdorigkeit, Geburtsort etc.)

2.) Gesundheit des Kindes und der Familienmitglieder (v.a. beziiglich Asthma, Heuschnupfen
und Neurodermitis)

3.) die Lebenssituation (spezielle Fragen zum Leben auf dem Bauernhof und Tierhaltung etc.)

4.) Erndhrungsfragen und Milchkonsum (Verzehr von Lebensmitteln aus eigener Erzeugung,
Milch aus dem Laden oder vom Hof etc.)

5.) Weitere Angaben (z.B. zum Bildungsstand der Eltern)

Am Ende des Fragebogens konnten noch Bemerkungen zum Fragebogen notiert werden. Um
den Datenschutz zu wahren, wurden die Fragebogen anonym ausgefiillt und mit ID-Nummern
gekennzeichnet. Lediglich die Einwilligungserklarungen fiir die Blutentnahme und fiir die
Staubsammlung waren mit Namen und Adresse des Kindes versehen. Die Fragebogen wurden
klassischerweise an den Studienschulen verteilt und nach 2-3 Wochen in verschlossenen
Kuverts wieder eingesammelt und abgeholt. Die Einwilligungen wurden von dem restlichen
Fragebogen abgetrennt und gesondert auftbewahrt, so da3 der Datenschutz gegeniiber Dritten
gewahrt werden konnte. Lediglich aufgrund der ID-Nummern, die sowohl auf der ersten Seite
des Fragebogens als auch auf dem Einwilligungszettel aufgedruckt sind, konnte dann die
Zuordnung gewihrleistet werden.

Durch eine Dateneingabefirma wurden alle Daten der Elternfragebogen in eine umfassende

Datei fiir die statistischen Analysen eingegeben.
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4.4) Interview beim Hausbesuch

Neben der Staubsammlung fiillten die Mitarbeiter bei den Hausbesuchen durch kurze
Interviews die Zusatzfragebégen mit Fragen zum Impfstatus des Kindes, Stillen etc. (siche
Anlage 3a) mit den Eltern aus. Dieser Zusatzfragebogen wurde bei allen Kinder ausgefiillt.
Bei den Bauernfamilien wurde zusitzlich ein Kurzinterview iiber die Stalltiere (welche Tiere,
wo sie zu den verschiedenen Jahreszeiten gehalten werden) und die Aufenthaltshiufigkeit des

Kindes im Stall durchgefiihrt und dokumentiert (siche Anlage 3b).

4.5) Blutuntersuchungen

Nach telefonischer Terminvereinbarung mit den jeweiligen Schulen und entsprechender
Vorbereitung der Kinder wurden drei Blutréhrchen pro teilnehmendem Kind abgenommen:
Ein Serumrohrchen (ca.7ml) fiir Allergietestungen, Heparinblut (ca.4ml) fiir
Zytokinstimulationen und EDTA-Blut (ca.2.7ml) fiir Differentialblutbild sowie DNA-
Extraktionen. Zur Blutabnahme wurden Butterflys (21G) sowie Blutrohrchen der Firma
Sarstedt (S-Monovetten) verwendet. Jedes Kind erhielt als Dankeschon wahlweise eine
Frisbeescheibe oder ein kleines Geschicklichkeitsspiel. Die Erst- und Zweitkldssler erhielten
zusitzlich eine ,, Tapferkeitsurkunde®.

Die Heparin- und Serumrdhrchen wurden gekiihlt und das EDTA-Blut bei Raumtemperatur
transportiert. Die Blutrohrchen wurden noch innerhalb weniger Stunden nach Abnahme (<5h)
fiir die verschiedenen Untersuchungen im Labor bearbeitet.

Hierzu waren folgende Arbeitsschritte notig:

A) Das Serum wurde abzentrifugiert und in drei Portionen (jeweils 1ml) bei mindestens -20
Grad eingefroren. Fiir eine zweifelsfreie Zuordnung wurden allen Portionen mit den
jeweiligen ID-Nummern der Teilnehmer gekennzeichnet. Eine Serumportion von allen
Studienkindern wurde fiir eine RAST-Testung in das Allergielabor von Prof. Wahn
(Universitétskinderklinik Charité in Berlin) verschickt. Es wurden das Gesamt-IgE, RAST
auf Kuhepithel und Vorratsmilben und die Screeningtests SX1 (fiir Inhalationsallergene)
und FXS5 (fiir Nahrungsmittelallergene) (Pharmacia and Upjohn diagnostics,
Freiburg/Deutschland) durchgefiihrt. Bei einem positiven SX1-Test wurden zusétzlich das
spezifische IgE fiir Graser (Lol 5), Birke (Bet v1), Milbenallergene (Der pl und Der f1)
und Katzenhaare (Fel d1) bestimmt. Bei einem positiven FX5-Test wurde das spezifische

IgE fiir Hiihnereiwei3 und Kuhmilch gemessen.
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B) Fiir die Zytokinstimulation wurden pro Studienkind 4 sterile R6hrchen mit Stimulantien
und Kontrollmedien vorbereitet. Die Rohrchen bezogen wir aus dem Labor von Herrn Dr.
Hartung (Institut fiir Biochemische Pharmakologie der Universitit Konstanz). Alle 4
Rohrchen enthielten ein Kontrollmedium (4ml RPMI 1640 + 100mg Streptomycin
(Biowhittaker, Deutschland)), wobei in ein Rohrchen LPS vom Salmonella abortus equi
(10 pg/ml) und in ein Rohrchen SEB (1pug/ml von Sigma, Deisenhofen/Deutschland)
zugesetzt wurde. In die 4 Rohrchen wurden jeweils 1 ml Heparinblut pipettiert und im

Anschluss in einem Brutschrank, der ein Gasgemisch mit 5% CO, enthielt, bei 37 Grad

stimuliert. Das LPS-haltige Rohrchen +1 Kontrollmedium wurden fiir 24h und das SEB-
haltige Rohrchen +1 Kontrollmedium wurden fiir 72h inkubiert. (sieche auch
Gliederungspunkt 5. Zytokin/ Zellstimulation, Methodenvergleich). Diese verschiedenen
Inkubationszeiten wurden von uns als die optimale Stimulationszeit in zuvor
durchgefiihrten Testdurchldufen im Labor von Professor Renz (Universitétskinderklinik
Charité/Berlin) gepriift. Nach der Inkubationszeit wurden die Rohrchen fiir 2 Minuten
zentrifugiert und in 5 kleine Portionen von mindestens 600ul bei -80 Grad eingefroren.
Aus den stimulierten Proben wurden von mir die Zytokine IFN-y, IL-5, IL-10, IL-12 und
TNF-o im Labor von Professor Renz gemessen. Die Messungen erfolgten mittels ELISA,
wobei handelsiibliche Kits von der Firma BD Pharmingen/Deutschland und
Maiuseantikorper gegen menschliches IFN-y verwendet wurden (siehe auch

Gliederungspunkt 6. Zytokinmessungen durch ELISA).

C) Vom EDTA-Blut wurde zunichst ein Differentialblutbild bestimmt. Nach Zentrifugation
der Rohrchen wurde das abzentrifugierte Plasma in verschliebare Gefille abpipettiert und
bei -80 Grad eingefroren. Der Zelliiberstand in den Rohrchen wurde mehrfach gewaschen
und die Zellen in PlastikgefidBen aufbewahrt. Nach einer Lagerzeit von etwa 4 Monaten

wurde freie DNA aus den Zellen gewonnen und diese wiederum gekiihlt aufbewahrt.

4.6) Endotoxin/ Staubsammlung

Nach telefonischer Terminabsprache wurden die Familien fiir die Staubmessung besucht. Die
Familien wurden angehalten, mindestens 3 Tage vor der Staubsammlung nicht die Béden zu
putzen und die Betten nicht frisch zu beziehen.

Um die Sammelbedingungen und die -methoden bei allen Mitarbeitern so gleich wie moglich

zu halten, wurde ein Staubnahmeprotokoll (sieche Anlage 4) erstellt, das u.a. die genaue
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Staubsammelzeit, Staubsaugerleistung und detailliertes Vorgehen dokumentierte. Bei einem
Treffen aller Mitarbeiter wurde die praktische Durchfithrung des Protokolls besprochen,
durchgetestet und gemeinsam trainiert. Jede Staubsammlung wurde genau protokolliert. Es
wurden Staubproben von der Bettmatratze des Kindes und vom Wohnraum, in dem sich das
Kind vorwiegend aufhilt, gewonnen. Hierzu wurde eine genau definierte Fldche fiir eine
genau bestimmte Zeit gesaugt. Alle Mitarbeiter benutzten die gleichen Gerite fiir die
Staubsammlungen. Die Staubsauger von der Firma Miele (Typ S624) wurden einheitlich auf
eine maximale Motorenleistung von 1600 Watt (=721/sec Saugluftmenge) eingestellt. An
dem Staubsaugerrohr wurden Filterhalter mit einem auswechselbaren Filter angesteckt, so
dass der gesamte Staub, der angesaugt wurde, im eingelegten Filter hingen blieb. Der Staub
auf dem Filter wurde anschliefend gewogen und in zwei sterile Eppendorfgefifie abgefiillt. Je
eine Portion wurde bei Raumtemperatur fiir die Endotoxinmessung (mind. 100mg Feinstaub)
und die andere Portion bei mindestens -20 Grad fiir die Allergenmessung (mind. 200mg)
aufbewahrt. Die Endotoxinmessungen wurden im Institut fiir Umwelt- und Arbeitsmedizin
der LMU Miinchen mittels des Limulus-Amoebozyten-Lysat-Tests (LAL-Assay)
durchgefiihrt.
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5.) Zytokin/ Zellstimulation Methodenvergleich

Im Vorfeld der Studie haben wir 4 verschiedene etablierte Zellstimulationsmethoden
gegeneinander verglichen, um die fiir unsere Zwecke am besten geeignete zu ermitteln. Wir
verglichen 2 Methoden (Methode 1&2), bei denen fiir die Stimulation periphere
monunukledre Zellen (PBMC) isoliert wurden, mit 2 Methoden (Methode 3&4), bei denen

Vollblut zur Zellstimulation verwendet wurde.

Methode 1: konventionelle Dichtegradientenseparationstechnik (Ficoll-Methode)

Methode 2: Separationstechnik in bereits vorgefertigtem Trennmedium (BD Methode)
Methode 3: in-vitro Stimulation mittels Vollblutmethode

Methode 4: Vollblutstimulation in vorbeschichteten LPS bzw. SEB-Rohrchen (Labor Dr.

Hartung, Universitidt Konstanz)

Die Testansidtze wurden iiber 24 bzw. 48 Stunden durchgefiihrt, wobei 6 Probanden
untereinander verglichen wurden. Die Stimulationen fanden gleichzeitig in dem selben

Brutschrank in Gegenwart von 5% CO, bei einer Temperatur von 37°C statt. Stellvertretend

fiir die Zytokinproduktion wurde das prototypische Zytokin IFN-y gemessen.

5.1) Material/ Losungen

Material:

Brutschrank

Epppendorf-Zentrifuge

Sterile Werkbank

24-Well Platten, pro Well 1,9 ml Volumen (Costar, Cornig Inc.)
15 ml Falcon Rohrchen

Eppendorfrohrchen (1,5 ml, Eppendorf, Hamburg)

1x Pipetten 5,10 ml (Falcon)
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Losungen:

Medium:
Aim V (500 ml Flasche) von Fa. Gibco BRL Kat.No. 20030-029 (ohne L-
Glutamin, mit Streptomycinsulfat 50ug/ml, mit Gentamycinsulfat 10ug/ml, mit
humanem Serumalbumin 0,10%) versetzt mit:
B 5 ml L-Glutamine von Fa. Biochrom KG, Seromed Kat.No. K0282
B | Flasche Fungizone von Gibco BRL (Life-Technology), Kat.No.15295-
017

Negativkontrolle: Phosphat Buffered Saline (PBS)
80,0 g NaCl
11,6 g Na,HPO,
2,0g KH, PO,
2,0 g KCL + 0,05% Tween 20, ad 11 aqua. dest., pH 7,0

P/I Stimulans:

1.) DMSO (Dimethylsulfoxid) von Fa. Merk, Kat.No. I 743850731

2.) Phorbol-12,13-dibutyrat (PDB) von Fa. Sigma 1mg (Best.Nr.P1269)
Stocklésung: 1mg PDB auf 1,98 ml DMSO (entspricht 10~ M/ml)

3.) Ionomycin Calcium Salt von Fa. Calbiochem 5 mg (Kat.Nr. 407952)
Stocklosung: Smg 16sen in 1 ml DMSO + 9 ml Aim V (entspricht
500 pg/ml).

4.) P/I Stimulans mischen: 480 ml Aim V + 10 ml Ionomycin 50pg/ml,
+10ml PDB 107 M.

LPS-Stimulans:
LPS (von E. coli) 1 mg-Portion, Fa. Sigma (Kat.Nr. L-4516)
Verwendete Konzentrationen (Endkonzentration im Well). 1pg/ml und

10 pg/ml
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5.2) Dichtegradientenseparationstechnik (Ficoll-Methode)

Zur Seperation von PBMC wurde heparinisiertes Blut mit Hilfe des Ficoll-Dichte-Gradienten

getrennt. Dazu wurde das Vollblut in 15 ml Falcon Réhrchen in einem Verhiltnis 1:1 iiber

Ficoll (Nycomed-Lymphoprep, Oslo Norwegen, Dichte 1,077) geschichtet (3 ml Blut auf 3

ml Ficoll), ohne dass eine Vermischung stattfand. AnschlieBend wurde das Rohrchen fiir

20min bei 2000rpm (834,9g) ohne Bremse zentrifugiert.

Das Prinzip der Ficoll-Dichte-Gradient-Zentrifugation beruht darauf, dass die Dichte von

Ficoll hoher ist als die Dichte von Lymphozyten, jedoch geringer als die Dichte von

Erythrozyten und Granulozyten. Bei der Zentrifugation wandern die Erythrozyten durch die

Ficollschicht und pelletieren, wihrend die Lymphozyten sich in einer Schicht anreichern, die

zwischen Plasma und Ficoll liegt. Der Lymphozytenring und das Plasma wurde mit einer

Pasteurpipette abgenommen und in ein Sekundérréhrchen pipettiert.

Dieses Rohrchen wurde dann dem ersten Waschschritt mit folgenden Vorgédngen unterzogen,

um Ficoll zu entfernen:

a) Zunichst wurde das Rohrchen mit 1000g ohne Bremse fiir 10min zentrifugiert.

b) Der Uberstand wurde dann vorsichtig abgegossen, so daB das Pellet im Rohrchen verbleibt.

c) AnschlieBend wurde 1ml Aim V zugegeben, und das Pellet aufgewirbelt (d.h. Fliissigkeit
mehrmals mit der Pipettenspitze aufziehen und wieder rauspipetieren).

d) Das Rohrchen wurde dann mit Aim V auf ein Endvolumen von 8-9ml aufgefiillt.

Danach folgte ein zweiter Waschschritt, bei dem die unter a)-d) angegebenen Schritte noch
einmal wiederholt wurden. Das nach dem 2. Waschschritt unter d) erhaltene Rohrchen
wurden nun nochmals bei 1000g mit Bremse fiir 10min zentrifugiert. Der Uberstand wurde
dann vorsichtig abgekippt und 850ul Aim V dazupipettiert und das Pellet aufgewirbelt. 50ul
dieses Endvolumens wurden anschlieend in ein Eppendorfhiitchen pipettiert, in dem bereits
200ul Puffer vorgelegt waren. Anhand des Differentialblutbildes wurde die Losung nun
verdiinnt (auf 4x10° Zellen/ml) und davon je 0,5ml auf 0,5 ml des vorbereiteten Mediums
(Aim V) pipettiert. AnschlieBend wurde entweder Negativkontrolle, P/I-Stimulans, LPS
1pug/ml oder LPS 10ug/ml in die Kavitiiten der 24-Well Platten pipettiert und danach in den

Brutschrank verbracht.
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5.3)Ficoll-Methode von BD

Bei der zweiten von uns verglichenen Methode wurden die PBMC ebenfalls mit Hilfe des
Ficoll-Dichte-Gradienten getrennt. Wir benutzten dazu ein bereits vorgefertigtes
Trennmedium (Ficoll Hypaque, Becton Dickinson Biosiences, Heidelberg, FRG). Die
PBMCs wurden gemif3 den Anweisungen des Herstellers isoliert. Dazu wurden 8 ml
Heparinblut iiber das Trennmedium geschichtet, ohne da} eine Vermischung stattfand.
AnschlieBend wurde das Rohrchen fiir 20 min bei 1500g zentrifugiert. Der Lymphozytenring
und das Plasma wurden danach mit einer sterilen Pipette in ein 15 ml Falcon Réhrchen
iiberfiihrt und mit 1000g fiir 10 min mit Bremse zentifugiert. Danach wurde das Ficoll durch
Waschen entfernt. Dazu wurde der Uberstand abgekippt und darauf geachtet, dass das Pellet
am Rohrchenboden bleibt. AnschlieBend wurde das Pellet mit 1ml Aim V resuspendiert, und
das Rohrchen danach mit Aim V aufgefiillt. Anschlieend wurde es bei 1000g fiir 10 min mit
Bremse zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde anschlieBend ein zweites Mal wiederholt.
Nach der Zentrifugation des zweiten Waschschrittes wurde der Uberstand wieder abgekippt
und 850 ul Aim V dazupipettiert. Die Losung wurde nun wie bei 5.2) anhand des
Differentialblutbildes verdiinnt und 0,5 ml davon auf den 24-Well-Platten ebenfalls mit den

bereits oben beschriebenen Stimulantien versehen und im Brutschrank inkubiert.

5.4) In-vitro Stimulation mittels Vollblutmethode

Fiir die in vitro Vollblutstimulation mussten zunéchst unter der sterilen Werkbank die Tissue
Culture Plates vorbereitet werden, indem in jede Kavitdt 1 ml Medium vorgelegt und jeweils
entweder 1 ml Negativkontrolle, P/I-Stimulans, LPS-Stimulans (10 pg/ml) oder LPS-
Stimulans (1 pg/ml) dazupipettiert wurde. Anschlieend wurde pro Kavitit 1 ml Heparinblut
zupipettiert und die Platte anschlieend im Brutschrank bebriitet.

Nach der Stimulation pipettierten wir die stimulierte Blutprobe in ein Reagenzglas und
zentrifugierten dieses fiir 20 min bei 1100 rpm (=200g). Die Uberstinde wurden (wie auch bei
den anderen Stimulationstechniken) in 250 pg-Portionen in NUNC-Rohrchen aufgeteilt und
bis zur ELISA-Messung bei -80°C eingefroren.
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5.5) Vollblutstimulation in vorbeschichteten LPS bzw. SEB-R6hrchen

Bei der zweiten getesteten Vollblutstimulationsmethode wurden pro Patient 4 sterile
Glasrohrchen mit Stimulantien und Kontrollmedium vorbereitet. Die Rohrchen bezogen wir
aus dem Labor von Herrn Dr. Hartung (Institut fiir Biochemische Pharmakologie der
Universitit Konstanz), die schon erfolgreich bei mehreren klinischen Studien zum
Immunmonitoring eingesetzt wurden.(183) Alle 4 Rohrchen enthielten ein Kontrollmedium
(4ml RPMI 1640 + 100 mg Streptomycin (Biowhittaker, Deutschland)), wobei in ein
Rohrchen LPS vom Bakterium Salmonella abortus equi (10 pg/ml) und ein Réhrchen SEB (1
pg/ml von Sigma,Deisenhofen/ Deutschland) zugesetzt wurde. In die 4 Rhrchen wurde unter
der sterilen Werkbank jeweils 1 ml Heparinblut pipettiert und im Anschluf3 im Brutschrank
stimuliert. AnschlieBend wurden die Rohrchen geschiittelt und fiir 2 min bei 500g ohne
Bremse zentrifugiert, der zellfreie Uberstand danach in 200 ul Portionen aufgeteilt und bis zur

Zytokinmessung bei -80°C eingefroren.

5.6) Methodenvergleich

Die durch die verschiedenen Stimulationsmethoden gewonnenen Zelliiberstinde wurden alle
mit dem selben IFN-y ELISA gemessen. Im Vergleich der Zytokinproduktion ergab sich
folgendes: Die Maximalstimulation mit Phorbolester plus lonomycin induzierte eine optimale
IFN-y Produktion. Diese Methode kann allerdings nur nach entsprechender Zellseparation
durchgefiihrt werden (herkommliche Dichtegradiententrennung = Ficoll-Methode siche
Abbildung 5a, Dichtegradiententrennung in kommerziell vorgefertigten Trennmedien = BD-
Methode siehe Abbildung 5b, Vollblutmethode siehe Abbildung 5c). Im Vergleich dieser 3

Methoden untereinander schneidet die Vollblutmethode am schlechtesten ab.
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Abbildung 5a) Ficoll-Methode: IFN-y Produktion nach 24 h. Vergleich Medium, P/I-
Stimulans, LPS 1 pg/ml und LPS 10 pg/ml.
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Abbildung 5b) Ficoll-BD-Methode: IFN-y Produktion nach 24 h. Vergleich Medium, P/I-
Stimulans, LPS 1 pg/ml und LPS 10 pg/ml.
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Abbildung Sc) Vollblutmethode: IFN-y Produktion nach 24 h. Vergleich Medium, P/I-
Stimulans, LPS 1 pg/ml und LPS 10 pg/ml.
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In Abbildung 5c ist zu sehen, dal bei der Vollblutmethode eine LPS Konzentration von 10

ptg/ml eine wesentlich hohere IFN-y Produktion als eine LPS Konzentration von 1pg/ml

stimuliert.
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Abbildung 5d) Vergleich der IFN-y Produktion: LPS-R6hrchen und Vollblutmethode nach
24h Stimulation mit LPS (10pg/ml).
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Im Hinblick auf Stimulation mit LPS, zeigen die mit LPS vorbeschichteten Rohrchen die
hochsten Zytokinkonzentrationen. Diese vorgefertigten Rohrchen sind anderen Methoden
gegeniiber deutlich iiberlegen und wurden deshalb zur Zellstimulation im Rahmen der Studie
benutzt. Durch die Verwendung dieser Vollblutmethode konnten auch durch die
Zellseparation bedingte Anreicherungen/ Verminderungen bzw. vorzeitige Aktivierung von

Lymphozytensubpopulationen vermieden werden.

Mit der durchgefiihrten Zellstimulation wollten wir untersuchen, ob eine chronische
Exposition mit Bakterienantigenen in der Lage ist, eine Immundeviation bei Kindern zu
beeinflussen. Dazu verglichen wir die Zytokinproduktion nach Zellstimulation von PBMCs
von Bauernkindern und Nicht-Bauernkindern. Es wurde eine Vollblutstimulation
durchgefiihrt. Als ein Surrogatmarker fiir gram-negative Bakterien fithrten wir eine
Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) durch. Stellvertretend fiir gram-positive Bakterien
benutzten wir Staphylokokkenenterotoxin B (SEB) als Stimulans. Pro Kind und Stimulans
wurde jeweils eine Kontrolle mitgefiihrt, die Medium ohne Stimulans enthielt. Die
Stimulation wurde fiir LPS 24h und fiir SEB 72h durchgefiihrt. In den zellfreien Uberstiinden
wurden anschlieBend durch ELISA die Zytokinlevel bestimmt. Es wurden IL-5, IL-10, IL-12,
IFN-vy und TNF-o gemessen. Sowohl bei den LPS als auch bei den SEB Stimulationen waren
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fir IL-5 eine so hohe Anzahl von Messwerten unterhalb der Nachweisgrenze, dass eine

Interpretation der IL-5 Produktion nicht durchgefiihrt werden konnte.
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6.) Zytokinmessungen mittels ELISA

Zur Messung der Zytokine im Kulturiiberstand wurde das Prinzip des Enzyme-linked immuno
sorbent assay (ELISA) eingesetzt. Nachdem die zellfreien Uberstinde der stimulierten Zellen
bei -80 °C zwischenlagerten, erfolgte nach ein paar Monaten die Messung der relevanten
Zytokine. Dabei wurde jeweils der Uberstand des Blutes mit Stimulans und der Uberstand der
Kontrolle (Blut ohne Stimulans), die gleich lange im selben Brutschrank inkubiert wurden,
auf der selben ELISA-Platte gemessen, um die Vergleichbarkeit der Messwerte zu
gewihrleisten. Fiir die Messungen wurden handelsiibliche ELISA-Kits der Firma Pharmingen

(Hamburg, Deutschland) verwendet. Es wurden folgende ELISA Sets hergenommen:

Interleukin 5: OptEIA™, Human IL-5 Set, Katalog Nr. 2633 KI

Interleukin 10: OptEIA™, Human IL-10 Set, Katalog Nr. 2617 KI

Interleukin 12: OptEIA™, Human IL-12 (p70) Set, Katalog Nr. 2625 KI
Interferon y: OptEIA™, Human IFN-y Set, Katalog Nr. 2613 KI

Tumor Nekrose Faktor o: OptEIA™, Human TNF-a Set, Katalog Nr. 2611 KI

Das Prinzip des ELISA besteht darin, dass zunéchst der fiir das jeweils zu messende Zytokin
spezifische Primirantikorper an eine Mikrotiterplatte adsorbiert und mit dem Uberstand der
stimulierten Zellen inkubiert wird. An den entstandenen Immunkomplex aus Antikorper und
zu messendem Zytokin lagern sich im nidchsten Schritt enzymmarkierte Anti-Antikérper an
(sog. Sandwichmethode). Durch Zugabe eines chromogenen Substrats konnen dann die
immunkomplexgebundenen Enzym-Substrat-Komplexe photometrisch gemessen werden. Die
Farbstoffreaktion des Produktes aus der Indikatorreaktion ist dabei der Antigenkonzentration
des Uberstandes proportional.

Da die Arbeitsschritte und die Vorgehensweise bei den verschiedenen ELISA-Kits die

gleichen sind, wird im folgenden exemplarisch das Procedere fiir [FN-y dargestellt.
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6.1) Puffer/ Losungen

Es wurden die Puffer und Losungen gemill den Empfehlungen der Firma Pharmingen
hergestellt und verwendet. Im einzelnen wurden folgende Losungen und Puffer von uns

hergestellt und benutzt:

Coating-Puffer:

8,4 g NaHCO,
3,56 g Na,CO, ad 1L Aqua destillatum, pH 9,5
Bei 2-8°C 30 Tage im Kiihlschrank haltbar.

Wasch-Puffer: Phospat Buffered Saline (PBS):
80,0 g NaCl
11,6 g Na,HPO,
2,0g KH, PO,
2,0 g KCL + 0.05% Tween 20 (d.h. 5 ml), ad 1L Aqua dest., pH 7,0
Bei 2-8°C 30 Tage im Kiihlschrank haltbar.

Assay Diluent:
80,0 g NaCl

11,6 g Na,HPO,

2,0g KH, PO,

2,0 g KCL

+10% hitzeinaktiviertes fetales Kilberserum, ad 1. Aqua dest. pH 7,0
Bei 2-8°C im Kiihlschrank 7 Tage haltbar.

Citrat-Puffer:
42 g Monocitrat
Ad 1L Aqua destillatum, pH 3,95

60



Tetramethylbenzidin (TMB)-Substrat:

240 mg Tetramethylbenzidin

5 ml DMSO

5 ml Ethanol

Bei 2-8°C im Kiihlschrank in Alufolie bis zu 2Wochen haltbar.

Substrat-Losung:

14 ml Citrat-Phosphat-Puffer
5 ul H,0, pro Platte
150 pl TMB pro Platte

Stop-L.ésung:
2N  H,SO,

6.2) ELISA-Arbeitsschritte:

Tag 1:

1.) Coaten der Platten (Microwell Platten, 96-well Nunc Maxisorp):

Pro Vertiefung der ELISA-Mikrotiterplatte wurden 100ul verdiinnter Capture-Antikorper
(monoklonaler anti-human IFN-y Antikorper) pipettiert. Dabei wurden die Antikorper in einer
1:250 Verdiinnung in Coating-Puffer gelost. Fiir eine 96-well ELISA-Platte entspricht das
48ul Antikorper auf 11,95ml Coating-Puffer.

Anschliefend wurden die Platten mit Parafilm abgedeckt und bei 4°C iiber Nacht inkubiert.

Tag 2:

2.) Die Platte wurde 3x mit dem Wasch-Puffer gewaschen.

3.) Die Platte wurde mit 200ul Assay Diluent pro Kavitit geblockt und bei Raumtemperatur
fiir 1h inkubiert.

4.) Anschlielend wurde die Platte 3x mit dem Wasch-Puffer gewaschen.

5.) Auftragen von je 100ul der Probe oder Standard pro Kavitit und anschliefend Inkubation

fiir 2h bei Raumtemperatur.
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6.) Um die nicht an die Antikorper gebundenen Reste des Probenmaterials zu entfernen wurde

die Platte 6x mit Wasch-Puffer gewaschen.

7.) Zugabe von 100ul Working Detector pro Kavitét der Platte. Anschlieend Inkubation fiir
1h bei Raumtemperatur. Der Working Detector besteht aus einer Mischung von Detection-
Antikorper und Avidin-Horseradish-Peroxidase (POD). Dieser Mix ist in einer 1:250
Verdiinnung in Assay Diluent gelost. Um den Working Detector fiir eine Platte
herzustellen, bendétigt man demnach: Zunédchst 48ul Detection-Antikorper ad 11,90ml
Assay Diluent. Dann innerhalb 15 Minuten vor Gebrauch: 48ul POD ad 11,95ml

verdiinntem Detektion-Antikorper.

8.) 8x waschen mit Wasch-Puffer. Zwischen den einzelnen Waschschvorgingen je ca. 30-60

Sekunden einweichen lassen.

9.) Substratzugabe: Je 100ul TMB-Substratlosung wurden in jede Kavitdt pipettiert. Die
TMB-Substratlosung fiir eine Platte besteht aus 14ml Citrat-Phosphat-Puffer, Sul H,0,
und 150ul TMB. Zu beachten ist, datt die Losung stets frisch angesetzt und lichtgeschiitzt
aufbewahrt werden muss. Danach wurde der Farbumschlag abgewartet. Wichtig ist die
Platte wihrend des Entwicklungsvorganges vor Licht zu schiitzen. Die Inkubationszeit bis

zum geeigneten Farbumschlag betrégt je nach Raumtemperatur zwischen 5-20 Minuten.

10.) Mit Zugabe von 50ul/well Stop-Losung wurde die Farbentwicklung abgebrochen. Nach

kurzem Schiitteln erfolgte die Messung bei einer Filterkombination von 450nm/570nm.

Zur Herstellung der Standardverdiinnungsreihen der einzelnen Zytokine wurde Assay Diluent
vewendet. In Vorversuchen wurden auch andere Losungen wie AIM V, RPMI+ 5% FKS und
PBS+ Tween 20 getestet, wobei sich (wie auch von Pharmingen empfohlen) Assay Diluent
als das geeignetste Losungsmedium herausstellte.

Die Detektionslimits der ELISA-Messungen waren fiir [FN-y und TNF-o 16 pg/ml und 8
pg/ml fiir IL-5, IL-10 und IL-12. Durch das gleichzeitig durchgefiihrte Differentialblutbild

konnte die Zytokinproduktion in pg/ 10° Leukozyten angegeben werden.
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7.) Statistische Analysen

Die Dateneingabe- und Analyse wurde mit SPSS fiir Windows Version 10.0 durchgefiihrt. Es
wurde die Hiufigkeit der Symptome, Diagnosen und allergischer Sensibilisierungen der
Bauernkinder im Verglich zu den Nicht-Bauernkindern durch Anwendung eines Chi’*- und

Fisher- Tests verglichen. Die Endotoxinwerte wurden log transformiert (log,,). Es wurden

unter Benutzung von SAS (184) multivariate logistische Regressionsanalysen durchgefiihrt,
welche die Endotoxinkonzentration als eine stetige Variable verwendeten. Dariiber hinaus
wurden die Werte adjustiert fiir Alter, Geschlecht, Studiengebiet, Familienanamnese von
Asthma und Heuschnupfen, Bildungsstand der Eltern und Anzahl der &lteren Geschwister
(Ausgangsmodell). Zusitzlich wurden potentielle Confounder durch Bauernstatus, ,.erstes
Lebensjahr Exposition zum Bauernhof*, Kontakt zu Hunden oder Katzen wéhrend des ersten
Lebensjahres und die Allergenkonzentrationen (Der f1, Der pl und Fel d1 log transformiert)
mit ausgewertet. Wir schlossen in unsere Analysen einen Interaktionsfaktor ein, um feststellen
zu konnen, ob der Effekt von Endotoxin auf Asthma und Giemen sich bei Kindern mit und
ohne atopischer Sensibilisierung (Radioallergosorbent Test groBer als 0,35 kU/L)
unterscheidet.

Um mogliche Schwellenwerte oder andere nicht-Linearititen in der Expositions-Antwort-
Reaktion auswerten zu konnen, wurde unter Verwendung von S-Plus (185) lokal nicht-

parametrische Gléttungen vorgenommen (186). Das Logit der Symptomwahrscheinlichkeiten

(logit = log P

, wobei p = Symptomwahrscheinlichkeit) wird durch eine kontinuierliche

Funktion der Endotoxinkonzentrationen angepasst, mittels einer nicht-parametrischen
Glittung, adjustiert fiir die erwihnte Kovariate. Die Gléttungskonstante fiir jedes Modell
wurde mit Hilfe des Akaike Informations Kriteriums (185) bestimmt. Auf die gleiche Weise
wurde auch die Beziehung zwischen dem Endotoxinniveau und der Zytokinantwort ermittelt.
Die Zytokinmesswerte wurden log transformiert und deren Beziehung zu den
Endotoxinwerten als Verhiltnis von den Kovariate-adjustierte geometrische Mittelwerten
dargestellt zu einer Zunahme der 25. bis zur 75. Perzentile (= IQR) der Endotoxin Exposition.
Die Regressionsanalysen wurden ferner mit einer begrenzten Stichprobe von Nicht-
Bauernkindern wiederholt, adjustiert fiir die bekannten allergievermeidenden MaBnahmen
(Weggabe von Haustieren und Entfernung des Teppichs aufgrund von Allergien in der
Familie), Kontakt zu Hunden oder Katzen wihrend des ersten Lebensjahres, Aufenthalt in
Stéllen wihrend des ersten Lebensjahres und der Konsum von Frischmilch wihrend des

ersten Lebensjahres.
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8.) Studienteilnahme

Zu Beginn der Studie baten wir die Eltern von 3504 Schulkindern der Klassen 1-6, einen
Fragebogen iiber respiratorische und allergische Erkrankungen ihrer Kinder zu beantworten,
der sowohl ISAAC (international study of asthma and allergies in childhood) Kernfragen (5)
als auch Fragen iiber Umwelteinfliisse beinhaltete. 2618 (75%) dieser Eltern beteiligten sich
an der Befragung und wurden darauthin gebeten, ihr FEinverstindnis zu weiteren
Untersuchungen zu geben, welche die Messung von spezifischem IgE (RAST) im Serum und
die Sammlung von Staubproben beinhaltete. 1406 (54%) von diesen 2618 Familien erteilten
dazu ihre FErlaubnis. Daraufhin wurden alle Kinder aus Bauernfamilien und zufillige
Stichproben von Nicht-Bauernkindern aus derselben ldndlichen Gegend eingeladen, an der
Studie teilzunehmen (n=901). SchlieBlich beschrinkten wir unsere Analysen auf in
Osterreich, Deutschland oder der Schweiz geborene Kinder, deren Eltern Staatsbiirger einer
dieser Nationen waren, um ethnische Confounding-Faktoren zu vermeiden (n=812).
Vollstindige Daten waren von 812 Kindern vorhanden. Diese Gruppe (von Kindern) setzte
sich aus 319 Bauernkindern und 493 Kindern aus Nicht-Bauernfamilien zusammen. 87 der
493 Nicht-Bauernkinder hatten regelméfBigen Stalltierkontakt. Zu den Bauernkindern wurden
gleich viele ,Kontroll-Kinder ohne Stalltierkontakt ausgewéhlt, die gleiches Alter und
Geschlecht hatten. Das Durchschnittsalter betrug 9,46 + 1,16 (SD) Jahre. Die adjustierten
odds ratios fiir Asthma- und Heuschnupfensymptome in Bezug auf den Bauernstatus
unterschieden sich nicht signifikant von der Untergruppe der 812 Kinder mit vollstindigen
Daten und Zustimmung fiir weitere Untersuchungen und denen, die nur den Fragebogen
beantworteten (0,59 vs. 0,48; und 0,44 vs. 0,32). Die im Text beschriebenen Responseraten
der Studienteilnahme sind zusétzlich in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6) Studienbeteiligung/Responseraten
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9.) Resultate

9.1.1) Endotoxinwerte Bauern versus Nicht-Bauern

In Abbildung 7 sind die Endotoxinwerte in der Matratze und am Boden von Bauern- und
Nicht-Bauern-Familien dargestellt. Man sieht deutlich die signifikant hohere

Endotoxinbelastung bei den Bauernfamilien im Vergleich zu den Nicht-Bauern-Familien.

Endotoxinwerte (EU/m?) in der Matratze
von Bauern- und Nicht-Bauern-Familien

EU/m2 45000
400001
35000
300001
25000
20000
15000-
10000

5000

B Bauernfamilien
(n=319)

[ Nicht-Bauern-
Familien (n=493)

* p<0.0001

e

Matratze Boden
Abbildung 7

9.1.2) Auswirkung der Endotoxinexposition auf die Gesundheit

Die FErgebnisse der multivariaten Regressionsanalysen, welche die Auswirkung der
Matratzenstaub-Endotoxinkonzentration (EU/mg Staub) auf das Auftreten von
Krankheitssymptomen und Krankheitshiufigkeit beurteilen, sind in Tabelle 3 dargestellt. Die
adjustierten Odds Ratios sind fiir eine Endotoxinzunahme von der 25. bis zur 75. Perzentile
berechnet. Die Modelle wurden adjustiert fiir Alter, Geschlecht, Studienregion,
Familienanamnese von Asthma und Heuschnupfen, Bildungsstand der Eltern und Zahl der
dlteren Geschwister. Die Hohe der sich im Umlauf befindenden Endotoxinexposition zeigte
dabei eine starke, inverse Assoziation mit atopischem Asthma, Heuschnupfen,

Heuschnupfensymptomen und atopischer Sensibilisierung.
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*p<=0,05 Gesamtzahl Kinder (n= 821) nicht-Bauernkinder (n=493)

Atopische Endotoxin Endotoxinbelastu Endotoxin Endotoxinbelastu
Zielparamete | Konzentration ng Konzentration ng
r EU/mg EU/m’ EU/mg EU/m?

OR (95% KI) OR (95% KI) OR (95% KI) OR (95% KI)

Heuschnupfe | 0,58 (0,39-0,85)* | 0,53 (0,35-0,81)* | 0,79 (0,52-1,19) | 0,56 (0,33-0,95)*
n

Juckende und

trinende 0,61 (0,43-0,86)* | 0,50 (0,34-0,72)* | 0,70 (0,47-1,05) | 046 (0,28-0,76)
Augen im

letzten Jahr

Atopische
Sensibilisieru | 0,78 (0,60-1,01) | 0,76 (0,58-0,98)* | 0,80 (0,59-1,08) | 0,73 (0,51-1,04)
ng
(SX1>3,5
kU/L)

Atopisches | 0,73 (0,44-1,19) | 0,48 (0,28-0,81)* | 0,68 (0,39-1,19) | 0,52 (0,25-1,07)
Asthma

Nicht -
atopisches 1,25 (0,62-2,51) | 1,13 (0,57-2,26) | 1,29 (0,62-2,68) | 1,00 (0,46-2,21)
Asthma

Atopisches
Giemen 0,89 (0,57-1,39) | 0,62 (0,39-0,99)* | 0,79 (0,46-1,33) | 0,64 (0,33-1,25)

Nicht-
atopisches 0,97 (0,58-1,61) | 1,14 (0,68-1,90) | 1,36 (0,86-2,14) | 1,82 (1,04-3,18)*
Giemen

Tabelle 3

In Abbildung 8 a-g sind die geglitteten Graphen der adjustierten Pridvalenz von
Heuschnupfen, Heuschnupfensymptomen, atopischer Sensibilisierung, atopischem Asthma,
nicht-atopischem Asthma, atopischem Geimen und nicht-atopischem Giemen versus der Hohe
der Endotoxinexposition dargestellt. Die Privalenz von Heuschnupfen,
Heuschnupfensymptomen, atopischer Sensibilisierung, atopischem Asthma und atopischem
Giemen zeigte eine monotone Abnahme mit steigender Endotoxinbelastung. Hingegen nahm
mit steigender Endotoxinbelastung die Privalenz fiir nicht-atopisches Asthma und nicht-
atopisches Giemen zu.
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Abbildung 8a) Privalenz Heuschnupfen versus Endotoxinkonzentration in der Matratze
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Abbildung 8b) Heuschnupfensymptome versus Endotoxinkonzentration in der Matratze
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Abbildung 8c) Atopische Sensibilisierung versus Endotoxinkonzentration in der Matratze
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Abbildung 8d) Atopisches Asthma versus Endotoxinkonzentration in der Matratze
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Abbildung 8e) Nicht-atopisches Asthma versus Endotoxinkonzentration in der Matratze.
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Abbildung 8f) Atopisches Giemen versus Endotoxinkonzentration in der Matratze
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Abbildung 8g) Nicht-atopisches Giemen versus Endotoxinkonzentration in der Matratze

10| T T TTTTTT T T TTTTTT T T TTTTITI I T 1T
> .
8 8- o]
(]
()
e
=
O ©
g o ° -
<
[
(@)
Z
© - _
° 4
(@)
(-
Qo
©
>
o
o 2 —
=
<t
Ol IIIIIIII| IIIIIIII| IIIIIIII| 1 111
N O O O
2\ \Q \QQ ,\QQQ

Endotoxin Load in Mattress [EU/m?]

74



9.1.3) Ergebnisse atopischer Zielvariablen versus ,,Bauernsein®

Die Priavalenz von Asthma und Heuschnupfensymptomen war bei den Bauernkindern
signifikant niedriger als bei den Kindern einer Nicht-Bauernfamilie (adjustierte Odds Ratio
0,30 95% CI 0,15-0,61; und 0,43, 0,24-0,77). Die Haufigkeit des atopischen Ekzems zeigte
keinen Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Kinder, die auf einem Bauernhof lebten,
zeigten eine signifikant geringere Wahrscheinlichkeit, Atopiker zu sein als Nicht-
Bauernkinder (0,61; 0,41-0,92). Der Unterschied zwischen der Bauern und der Nicht-
Bauerngruppe war fiir die Sensibilisierung gebeniiber Graspollen am ausgeprigtesten (0,46;
0,28-0,74). Es zeigte sich, dass ein groflerer Anteil der Kinder von Bauernfamilien eine
Sensibilisierung gegeniiber Allergenen des Bauernhofes aufwiesen als die Kinder von Nicht-
Bauernfamilien, jedoch war der Sensibilisierungsgrad niedrig: Kuhepithel 2% (6/319) vs
0,4% (2/493); Vorratsmilben 3% (8) vs 0,2% (1). Die Haufigkeit der allergischen
Sensibilisierung gegeniiber Eiwei3 und Milch war auch niedrig und zeigte keine Unterschiede
zwischen der Bauern und nicht-Bauerngruppe (0,3% vs [1/319] 0% [0/492], fiir beide
Nahrungmittelallergene). In Tabelle 4 a sind die Pridvalenzen atopischer Zielvariablen
dargestellt, geschichtet nach Bauernstatus (Bauernkinder/ Nicht-Bauernkinder).

Tabelle 4 b zeigt die Privalenzen der atopischen Zielparameter geschichtet nach Bauernstatus
(Bauernkinder/ Nicht-Bauernkinder) und die Odds Ratios mit dazugehdrendem

Konfidenzintervall (95%).
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Tabelle 4 b

Bauernkinder Nicht-Bauernkinder
Atopische % n/N % n/N Odds 95% KI
Zielparameter Ratio
Heuschnupfen 4.1 13/319 10,6 52/489 0,357 0,191-0,667
Juckende und
trinende Augen im | 6,0 19/317 12,8 62/483 0,432 0,254-0,739
letzten Jahr
Atopische 17,2 55/319 23,5 116/493 0,677 0,474-0,968
Sensibilisierung
Atopisches Asthma | 3,8 10/262 7,2 29/402 0,510 0,244-1,066
Nicht-Atopisches 1,9 5/262 3,2 13/402 0,582 0,205-1,653
Asthma
Atopisches Giemen | 4,7 15/317 6,0 29/482 0,776 0,409-1,472
Nicht-Atopisches 1,6 5/317 6,2 30/482 0,242 0,093-0,629
Giemen
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9.1.4) Einflufl von Rohmilchkonsum/ Stallkontakt im 1.Lebensjahr

In Tabelle 5 ist die Auswirkung von Stallkontakt und Rohmilchkonsum im 1.Lebensjahr auf

die Hiufigkeit und das Risiko von Asthma, Heuschnupfen und atopischer Sensibilisierung

dargestellt.

Ein

stark protektiver Effekt gegeniiber der Entwicklung von Asthma,

Heuschnupfen und atopischer Sensibilisierung konnte nur bei Kindern gefunden werden, die

im 1.Lebensjahr gegeniiber Stillen, Rohmilch oder beidem ausgesetzt waren. Diese

protektiven Faktoren scheinen sich in ihren schiitzenden Eigenschaften zu addieren, da die

niedrigsten Krankheitshiufigkeiten bei den Kindern zu finden waren, die in ihrem

1.Lebensjahr beiden Faktoren ausgesetzt waren.

Tabelle 5) Hiufigkeit und Risiko (adjustierte* Odds Ratios, 95% KI) fiir Asthma,

Heuschnupfen und atopische Sensibilisierung in Relation zur Exposition gegeniiber Stéllen

und Rohmilchkonsum im 1.Lebensjahr.

Stallkontakt | Stallkontakt Milch aber Stallkontakt, Weder
und Milchim | aber keine keinen Milch, oder | Stallkontakt
1.Lebensjahr Milch im Stallkontakt | beides nach noch
(n=218) 1.Lebensjahr im dem Milchexposito
(n=48) 1.Lebensjahr | 1.Lebensjahr n
(n=189) (n=138)
Diagnose 1% (3) 6% (3) 6% (11) 11% (15) 12% (20)
Asthma 0,14 (0,04- 0,51 (0,14- 0,48 (0,21- 0,88 (0,42- Referenz
0,48) 1,86) 1,1) 1,86)
Mindestens 1
Antall von Giemen | 3% (6) 6% (3) 6% (12) 9% (12) 15% (20)
Monaten 0,17 (0,07- 0,43 (0,12- 0,43 (0,20- 0,60 (0,28- Referenz
0,45) 1,52) 0,92) 1,28)
Heuschnupfen 3% (7) 4% (2) 4% (8) 13% (18) 16% (27)
0,20 (0,08- 0,25 (0,05- 0,24 (0,10- 0,88 (0,44- Referenz
0,50) 1,13) 0,56) 1,74)
laufende Nase
und juckende 5% (11) 8% (4) 7% (14) 12% (16) 20% (34)
Augen in 0,27 (0,13- 0,44 (0,14- 0,42 (0,21- 0,65 (0,33- Referenz
letzten 12 0,57) 1,37) 0,86) 1,30)
Monaten
Atopische 12% (27) 21% (10) 15% (29) 29% (40) 33% (56)
Sensibilisieru | 0,32 (0,17- 0,56 (0,25- 0,43 (0,24- 0,99 (0,58- Referenz
ng 0,62) 1,27) 0,77) 1,69)
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*Adjustiert fiir Alter, Geschlecht, Bildungsstand der Eltern, Familienanamnese von Asthma
und Heuschnupfen, Anzahl der ilteren Geschwister und Bauernstatus. Als atopische
Sensibilisierung wurde definiert: Jede Reaktion auf ein inhalatives Allergen (Hausstaub- und

Vorratsmilben, Katzenhaare, Gras- und Birkenpollen, Kuhepithel) von >3,5 kU/L.

9.1.5) Einfluss der Stallexposition/ Rohmilchkonsum adjustiert fiir Endotoxinexposition

Tabelle 6 zeigt die adjustierten Odds Ratios” der Beziehung zwischen der gegenwirtigen
Endotoxinexposition und Symptom-und Erkrankungsprivalenz, zusitzlich adjustiert fiir den
Faktor ,Exposition zum Bauernhof im 1.Lebensjahr. Interessanterweise zeigte die
Bauernhofexposition im 1.Lebensjahr + Rohmilchkonsum, unabhéingig von der
gegenwirtigen Endotoxinexposition, einen starken inversen Zusammenhang zu allen

atopischen Zielparametern und auch fiir das nicht-atopische Asthma.

Tabelle 6
Atopische Zielparameter Exposition zu Bauernhof im Endotoxinexposition
1.Lebensjahr ® + in EU/m* @
Rohmilchkonsum OR (95% KI)
OR (95% KI)
Heuschnupfen 0,26* 0,61*
(0,13-0,52) (0,40-0,95)
Niesen und juckende Augen 0,55* 0,53*
im letzten Jahr (0,31-0,97) (0,36-0,77)
Atopische Sensibilisierung 0,45* 0,83
(§X1>=3,5kU/L) (0,30-0,68) (0,63-1,09)
Atopisches Asthma 0,42%* 0,52*
(0,18-0,96) (0,30-0,90)
Nicht-atopisches Asthma 0,48 1,22
(0,16-1,419) (0,60-2,46)
Nicht-atopisches Giemen 0,43 1,23
(0,19-0,97) (0,73-2,06)
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(1) Modelle wurden adjustiert fiir Alter, Geschlecht, Studienregion, Familienanamnese fiir
Asthma und Heuschnupfen, Bildungsstand der Eltern und Anzahl der dlteren Geschwister.
Odds Ratios sind angebeben fiir eine Zunahme von der 25. zur 75. Perzentile der
Endotoxinlevel.

(2) Adjustiert fiir gegenwirtige Endotoxinexposition.

Adjustiert fiir Bauernhofexposition im 1.Lebensjahr. *p< 0,05

9.2) Zvtokine

9.2.1) Zvtokinkonzentration nach Zellstimulation: Bauern Versus Nicht-Bauern

In Tabelle 7 sind die Mediane und Interquartilen Ranges der einzelnen Zytokine der
Bauernkinder denen der Nicht-Bauernkinder nach 24 stiindiger LPS Stimulation
gegeniibergestellt. Es zeigt sich, da} die Leukozyten der Bauernkinder im Vergleich zu denen
der Nicht-Bauernkindern signifikant weniger IFN-y und hochsignifikant weniger TNF-o

produzieren. Da die IL-5 MeBwerte sehr oft unterhalb der Nachweisgrenze lagen, konnte eine

verniinftige Auswertung der IL-5 Konzentrationen nicht vorgenommen werden.

Tabelle 7) Zytokinproduktion Bauernkinder versus Nicht-Bauernkinder nach 24h LPS-
Stimulation (*:p< 0,05, **:p< 0,01).

Bauern Nicht-Bauern
n Median IQR n Median IQR
IFN-y | 273 268.,9* 438,7 446 315,7* 550,0
IL-10 | 276 73,4 98,1 447 73,5 85,4
IL-12 179 17,8 19,4 326 17,2 28,5
TNF- 277 600,0%** 525,5 444 679,2%* 627,1
o

In Abbildung 9 a-d ist die bereits in Tabelle 7 beschriebene Zytokinproduktion nach LPS-

Stimulation und diesmal auch die Ergebnisse der SEB-Stimulation der Bauernkinder versus
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der Nicht-Bauernkinder von IFN-y, TNF-a, IL-12 und IL-10 in pg/ml dargestellt,

standardisiert auf 10° Lymphozyten/Liter; abgebildet ist der interquartile Range. Um eine
Signifikanz der Unterschiede der Zytokinproduktion der Bauern und der Nicht-Bauern
nachweisen zu konnen, wurde ein Wilcoxon Test angewandt. Nach 24-stiindiger LPS (SEB
72h)-Stimulation waren die dargestellten Zytokinkonzentrationen messbar. Im Gegensatz
dazu konnte weder nach 24h noch nach 72h in der Kontrolle mit Medium ohne Stimulans eine
nachweisbare Zytokinproduktion gemessen werden.

Entgegen unserer Thesen zeigten die Stimulationen unerwartet andere Ergebnisse. Nach LPS-
Stimulation produzierten die Zellen der Bauernkinder signifikant (p< 0,05) weniger IFN-vy als
die Nicht-Bauern. Die IFN-y Produktion wies hingegen nach SEB Stimulation keinen
signifikanten Unterschied zwischen Bauern und Nicht-Bauern auf. Ferner produzierten die
Bauernkinder nach LPS Stimulation hochsignifikant (p< 0,001) weniger TNF-q als die Nicht-
Bauernkinder. Die TNF-a MeBwerte nach SEB Stimulation wiesen keinen signifikanten
Unterschied zwischen den Bauern und Nicht-Bauern auf. Im Gegensatz zu der signifikant
verminderten IFN-y und TNF-a Produktion der Bauern auf LPS Stimulation konnte bei IL-10
und IL-12 nach LPS und SEB Stimulation kein signifikanter Unterschied zwischen den

Bauern und Nicht-Bauern gefunden werden.
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Abbildung 9a) IFN-y Produktion der PBMCs Bauernkinder versus Nicht-Bauernkinder nach
LPS-Stimulation (24h) und SEB-Stimulation (72h).
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Abbildung 9b) TNF-a Produktion der PBMCs Bauernkinder versus Nicht-Bauernkinder
nach LPS-Stimulation (24h) und SEB-Stimulation (72h).
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Abbildung 9¢) IL-12 Produktion der PBMCs Bauernkinder versus Nicht-Bauernkinder nach
LPS-Stimulation (24h) und SEB-Stimulation (72h).
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Abbildung 9d) IL-10 Produktion der PBMCs Bauernkinder versus Nicht-Bauernkinder nach
LPS-Stimulation (24h) und SEB-Stimulation (72h).
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9.2.2) Endotoxinkonzentration versus Zytokinproduktion

Es zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen der Hohe der Endotoxinexposition und der
Kapazitit der peripheren Blutleukozyten inflammatorische und regulatorische Zytokine nach
Lipopolisaccharidstimulation (LPS) zu produzieren (Abbildung 10 a-d). Die Beziehung
zwischen der Endotoxinexposition (EU/m’) und TNF-o, IFN-y, IL-10 und IL-12,
ausgedriickt als means ratio, betrug 0,81 (95% CI; 0,74-0,89), 0,80 (95% CI; 0,70-0,92), 0,93
(95% CI; 0,81-1,07) und 0,87 (95% CI; 0,77-0,98). Die korrespondierenden Ergebnisse fiir
Stimulation mit Staphylokokken Enterotoxin B (SEB) waren 1,05 (0,95-1,17), 0,97 (0,84-
1,11), 0,96 (0,86-1,06) und 0,83 (0,74-0,93). Abbildung 9 zeigt die Kapazitit TNF-a (9 a),
IFN-y (9 b), IL-12 (9 ¢), und IL-10 (9 d) zu produzieren (pg/10° PBL= peripheral blood
leukozytes) nach LPS bzw. SEB Stimulation, geglittet gegen log Endotoxin Load der
Matratze (EU/ m* ), kontrolliert fiir Alter, Geschlecht, Studienregion, Familiengeschichte des
Asthma und Heuschnupfen, Bildungsstand der Eltern und Anzahl der Geschwister. Es wurde

ein Glittungsparameter von 0,9 fiir alle 4 Grafiken benutzt.
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Abbildung 10 a) Kapazitit TNF-o nach LPS-Stimulation zu produzieren (pg/ 10° periphere

Blutleukozyten) geglittet gegen die log Endotoxin Load der Matratze (EU/m’). Schwarz
LPS, Grau SEB.
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Abbildung 10 b) Kapazitit IFN-y nach LPS-Stimulation zu produzieren (pg/ 10° periphere

Blutleukozyten) geglittet gegen die log Endotoxin Load der Matratze (EU/m’). Schwarz

LPS, Grau SEB.
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Abbildung 10 ¢) Kapazitit IL-12 nach LPS-Stimulation zu produzieren (pg/ 10° periphere

Blutleukozyten) geglittet gegen die log Endotoxin Load der Matratze (EU/m’). Schwarz
LPS, Grau SEB.
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Abbildung 10 d) Kapazitit IL-10 nach LPS-Stimulation zu produzieren (pg/ 10° periphere

Blutleukozyten) geglittet gegen die log Endotoxin Load der Matratze (EU/m’). Schwarz

LPS, Grau SEB.
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9.2.3) Ergebnisse atopischer Zielvariablen versus Zytokinkonzentrationen

In Tabelle 8 sind die Ergebnisse der atopischen Zielvariablen versus dem Median der

Zytokinproduktion von IL-10, IL-12, IFN-y und TNF-a nach 24 stiindiger LPS Stimulation

dargestellt.
Tabelle 8
Atopische Interferon-y Interleukin-10 Interleukin-12 TNF-o
e n Median IQR n Median IQR n Median IQR n Median IQR
Diagnose | nein | 663 |309,0|502,8| 667 | 73,5 | 91.1 | 461 | 17,3 | 23,1 | 665 |659,5|576,5
des Arztes:

Asthma ja 56 |262,9|427,7| 56 73,5 | 81,9 44 20,9 | 36,4 56 | 648,1|683,0
Giemenim | nein | 638 |309,6 [493,1| 642 | 74,5 | 89,7 | 446 | 17,8 | 23,4 | 640 | 655,9 | 575,8
letzten Jahr

ja 69 |295,9|568,01 69 68.8 | 90,9 52 16,2 | 33,5 69 |700,8 |641,8
Asthma nein | 650 [309,6|489,0| 654 | 74,5 | 90,2 | 453 | 17,8 | 23,4 | 652 |655,9|580,3
Attacken
ja 55 |327,41599,5| 55 68.8 | 90,9 44 16,5 | 32,5 55 | 746,9 | 678.,6
Diagnose | nein | 652 |306,9 |504,1| 656 | 74,5 | 90,3 | 458 | 17,5 | 23,3 | 654 | 658,0|589,9
der Arztes:
Heuschnup | ja 63 |270,9|462,2| 63 64,8 | 81,8 44 16,9 | 26,8 63 |652,3|6244
fen
Juck. trin.
Augenb. | nein | 632 |304,3 |491,1| 636 | 75,0 | 88,7 | 442 | 17,5 | 23,1 | 634 | 663,5|599.4
Nasenbesc
hw. 12 ja 76 |336,3|496,6| 76 68,1 | 87,1 53 16,9 | 24,8 76 |636,9|583,3
Monate
nein | 570 [309,6|540,9| 574 | 72,4 | 92,5 | 397 | 17,2 | 22,6 | 573 |647,9|578,3
»Atopie*
ja 149 | 289,3 14262 149 | 78,3 | 80,6 | 108 | 18,2 | 34,8 | 148 | 684,0 | 606,1

p< 0,05
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9.2.4) Zvtokinkonzentrationen bei atopischen Bauernkindern

In Tabelle 9 sind die Zytokinkonzentrationen von IFN-y, IL-10, IL-12 und TNF-o nach 24h
LPS-Stimulation dargestellt (Median und Interquartile Range). Es wird dabei die
Zytokinproduktion der atopischen Bauernkinder gegen die der nicht-atopischen Bauernkinder
verglichen. Interessanterweise weisen die Lymphozyten der atopischen Bauernkinder eine

verminderte Fihigkeit auf, IFN-y und TNF-o zu produzieren.

Tabelle 9)
Atopische Bauern Nicht atopische Bauern

n Median IQR n Median IQR
IFN-y [ 29 161,5 331,8 243 2579 360,4
IL-10 29 67,4 99,1 247 74,3 95,9
nL-121 25 9,7 26,5 222 11,5 242
TNF- 29 510,0 543,0 248 618,6 5134

(04
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10.) Diskussion

Im Hinblick auf die Prdvalenzen von Asthma und atopischen Krankheiten finden sich nicht
nur weltweit (5) und zwischen Ost- und West- Europa (16) starke Unterschiede, sondern
sogar in ethnisch gleichen Bevolkerungen wie zwischen Ost- und West-Deutschland sind
stark unterschiedliche Privalenzen zu finden (13,14,15). Mehrere Studien konnten belegen,
dass nicht nur die oben beschriebenen Privalenzunterschiede bestehen, sondern auch
signifikante Unterschiede in nicht-europdischen Léndern zwischen Kindern der Stadt- und
Landbevélkerungen existieren. Untersuchungen zu diesem Thema innerhalb Europas zeigten
jedoch keine signifikanten Unterschiede (129, 215, 216, 217). Interessanterweise konnte bei
Kindern aus der gleichen Ildndlichen Region gezeigt werden, dass signifikante
Priavalenzunterschiede zwischen Bauernkindern und Nicht-Bauernkindern bestehen (115/ 116/
117/ 118/ 119). Dieser ,,Bauerneffekt” konnte auch in Finnland und Kanada an jungen
Erwachsenen, die ihre Kindheit auf einem Bauernhof verbracht haben, bzw. an Adoleszenten
bestitigt werden (120/ 121).

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen zeigen ebenfalls, dass die Bauernkinder weniger
Asthma und Allergien haben als die Nicht-Bauernkinder der gleichen ldndlichen Region. Wir
haben gezeigt, dass mehrere Einflussfaktoren des bduerlichen Lebens (was wahrscheinlich
eine Exposition mit mikrobiellen Stoffen wiederspiegelt) wihrend des ersten Lebensjahres
einen stark protektiven Effekt auf das Auftreten von Asthma und Atopie im Schulalter hat. So
sind laut unserer Untersuchungsergebnisse = mogliche  Erkldrungsfaktoren, der
Rohmilchkonsum und der Kontakt zu Tierstéllen im 1. Lebensjahr des Kindes. Wir konnten
zeigen, dass diese Faktoren unabhingig voneinander einen starken protektiven Effekt
aufweisen. Treten diese Faktoren gemeinsam auf, so scheinen sich ihre protektiven
Eigenschaften zu addieren. Unabhiingig von diesen gerade genannten Faktoren und zusitzlich
zu diesem Effekt haben wir gezeigt, dass die Hohe der Endotoxinexposition, dem das Kind im
Grundschulalter exponiert ist, mit einem merklich verminderten Risiko der atopischen
Zielparameter assoziiert ist. Dieser protektive Effekt konnte auch bei Kindern gefunden
werden, die keinen Kontakt zu einem Bauernhof hatten und die Endotoxinkonzentrationen
vergleichbar war mit stidtischen Wohnbedingungen in den Niederlanden (210) und Stéddten in
den USA (211, 212). Dies deutet darauf hin, dass eine ubiquitire Exposition mit mikrobiellen
Produkten in einem starken Ausmal} die Entwicklung von Atopie und Asthma im Kindesalter
beeinflusst.

Die bereits genannten Einflussfaktoren, Rohmilchkonsum und Stallkontakt im 1. Lebensjahr,
interpretieren wir als eine mikrobielle Exposition, der die Bauernkinder ausgesetzt sind. Es ist

bekannt, dass in Stillen und Rohmilch eine Vielzahl von Keimen (z.B. E. coli, Lactobacillus,
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Stap. aureus...) vorkommen. Stellvertretend fiir die gram-negativen Bakterien haben wir die
Endotoxinkonzentration in den Matratzen der Kinder gemessen. Wir gehen davon aus, dass
das Endotoxin aus den Stillen in den Wohnraum der Kinder gelangte. Wir haben im
Resultateteil gezeigt, dass sowohl auf dem Boden als auch in der Matratze der Bauernkinder
signifikant hohere Endotoxinmesswerte zu finden waren, als bei den Nicht-Bauernkindern.
Die Hohe der sich im Umlauf befindenden Endotoxinexposition zeigte dabei eine starke,
inverse Assoziation mit atopischem Asthma, Heuschnupfen, Heuschnupfensymptomen und
atopischer Sensibilisierung.

Die Mechanismen, die bewirken, dass die Exposition mit Endotoxin und anderen, vermutlich
bakteriellen Antigenen im Stall, gegen die Entwicklung atopischer Immunreaktionen und
Erkrankungen schiitzen kann, bleiben bis jetzt im Einzelnen unverstanden. Die Ergebnisse der
LPS-Zytokinstimulation lieferten andere FErgebnisse, als wir erwartet hatten. Die
urspriingliche These, da3 LPS-Kontakt bei den Bauernkindern ein Th-1 Zytokinprofil mit
assoziiert erhohtem Interferon-y und Interleukin 12 induziert, konnte anhand unserer
Ergebnisse nicht bestitigt weren. Unsere Untersuchungsergebnisse legen nahe, dass eine hohe
Endotoxinexposition im Grundschulalter, als Reaktion auf die Aktivierung des angeborenen
Immunsystems, zu einer merklichen Supression der Zytokinproduktion fiihrt. Das Phidnomen,
daf} nach einer Pristimulation mit LPS eine reduzierte Anregbarkeit der Zytokinproduktion
auf eine nachfolgende Stimulation mit LPS besteht, wird in der Literatur als ,,LPS Toleranz*
bezeichnet (190). Endotoxintoleranz ist nicht fiir LPS spezifisch, sondern es sind
Kreuzreaktionen mit anderen exogenen Stimulantien beschrieben. Aufler fiir LPS (191-195)
konnte fiir eine Vielzahl von Stimulantien gezeigt werden, dass sie einen LPS-toleranten
Zustand induzieren konnen. Zu den Stimuli, von denen bekannt ist, daB3 sie die Reaktion auf
eine folgende LPS Stimulation modifizieren konnen, gehoren Peptidoglycan (196),
Lipoarabinomannan (197,198), Lipoteichonsdure (199), Mykobakterien (197,198), Muramil
Dipeptid (196) und 25-hydroxy-Cholesterol (200). Die bestindigste und wohl am besten
charakterisierte Verinderung der LPS Toleranz ist die verminderte TNF-o Produktion (201,
202, 203). Diese Verminderung der LPS- stimulierten TNF-o Produktion ist solch ein
charakteristisches Merkmal der Endotoxintoleranz, dafl sogar einige Forscher die TNF
Hemmung mit einem LPS-toleranten Zustand gleichsetzen. Auflerdem zeigen LPS-tolerante
menschliche Zellen (Monozyten und dendritische Zellen) nach LPS Stimulation eine
verminderte Produktion von IL-10 (204, 205) und IL-12 (206). Eben diese inverse
Korrellation der Zytokinproduktion von TNF-a, IFN-y, IL-12 und IL-10 mit steigenden
Endotoxinmesswerten im Staub der Matratzen konnten wir in unseren FErgebnissen
beobachten. Die Ergebnisse unserer Untersuchung deuten darauf hin, dass solch eine

Herabregulierung in vivo als Folge einer Langzeitexposition mit in der Umwelt des
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Individuums vorkommendem Endotoxin eintreten konnte. Es bedarf jedoch noch weiterer
Untersuchungen, ob diese Herunterregulierung nur ein Nebenphinomen und Bioindikator der
Endotoxinexposition ist, oder ob die verminderte Atopierate kausal damit in Verbindung
steht.

In letzter Zeit tauchte die Vorstellung auf, dass die angeborene Immunantwort in prigender
Weise auf die erworbene Immunitit einwirkt (207). Jiingst wurde eine unterschiedliche
Expression des LPS-Rezeptors bei Bauernkindern im Vergleich zu Nicht-Bauernkindern
beschrieben (208). Dies legt nahe, dass das angeborene Immunsystem auf die mikrobielle
Belastung der Bauernumgebung reagiert. Obgleich wir nur die gegenwirtige
Endotoxinexposition durch die einmaligen Messungen erfasst haben, ist es jedoch
wahrscheinlich, dass sie auch die chronische Exposition dieser Kinder widerspiegeln.
Infolgedessen mag es sein, dass eine Langzeitexposition mit hohen Endotoxinpegeln in der
Umwelt den Zustand der ,Toleranz“ (209) begiinstigt, der die Entstehung von
allergiebegiinstigenden Immunreaktionen verhindert.

Trotz der dargestellten protektiven Faktoren, die auf die Bauernkinder einwirken, gibt es auch
unter den Bauernkindern asthmatische und atopische Erkrankungen. Wie von uns gezeigt,
waren die atopischen Bauernkinder im Vergleich zu den nicht-atopischen Bauernkindern
vermindert in der Lage, das regulatorische Zytokin IFN-y zu produzieren. Die bei diesen
Kindern vorliegenden atopischen Erkrankungen scheinen mit dieser reduzierten Fahigkeit der
IFN-y Produktion in Zusammenhang zu stehen. Da die atopischen und nicht-atopischen
Bauernkinder jedoch den gleichen protektiven Faktoren ausgesetzt waren, konnte die Ursache

ihrer Atopie in einem genetischen Defekt der IFN-y Produktion begriindet liegen.

Interessanterweise konnte der protektive Effekt der Endotoxinexposition im Schulalter nur
beim atopischen Giemen und Asthma beobachtet werden, nicht jedoch beim nicht atopischen
Giemen. Asthma im Kindesalter ist ein komplexes Syndrom mit vielen Phédnotypen, die sich
wie in vielen prospektiven Langzeitstudien gezeigt wurde, vom S&ugling iiber Kleinkind,
Schulkind, Jugendlichen bis zum Erwachsenen entwickeln (213, 214, 215). Obwohl in vielen
Féllen Asthma mit einer atopischen Sensibilisierung gegen eine Vielzahl von Allergenen
assoziiert ist, kommen obstruktive Erkrankungen auch ohne eine gesteigerte IgE Antwort vor.
Sowohl der genetische Hintergrund, als auch Umweltfaktoren und deren gemeinsames
Zusammenspiel fithren wahrscheinlich zu den verschiedenen klinischen Manifestationsformen
der obstruktiven Erkrankungen.

Es konnte sowohl bei der Exposition gegeniiber Menschen (216) als auch in Tierversuchen
(217) gezeigt werden, dass Endotoxin in der Lage ist, eine Ubererregbarkeit der Atemwege

bei gesunden, nicht atopischen Menschen/ Tieren zu induzieren. Bei bereits sensibilisierten
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Tieren fiihrt es zu einer Abnahme der Atemwegsempfindlichkeit. Tulic et al (217) exponierten
dazu Ratten vernebeltem Lipopolysaccharid 1 Tag vor, und 1, 4, 6, 8 und 10 Tage nach
intraperitonealer Sensibilisierung mit Ovalbumin. Es konnte dabei gezeigt werden, dass eine
Exposition mit Lipopolysaccharid die bis zum 4. Tag nach der Sensibilisierung stattfand,
protektiv gegen die Bildung spezifischer IgE Antikorper, bronchialer Hyperreagibilitit und
Entziindungsvorginge in der broncheoalveoldren Lavagefliissigkeit wirkte. Eine Inhalation
von Lipopolysaccharid ab dem 4. Tag nach der Sensibilisierung hingegen hatte nachteilige
Effekte und fiihrte zu einer Zunahme der allergischen Reaktionen. Diese Ergebnisse legen
nahe, dass eine frithe Exposition gegeniiber bakteriellen Komponenten den immunologischen
Gesamtstatus eines Individuums mitbestimmen kann, und es dadurch weniger anfillig fiir
Asthma oder Heuschnupfen wird. Diese Erkentnisse unterstiitzten die Vorstellung, dass
dadurch der atopische Effekt modifiziert werden kann, wie dies auch in unseren Daten der
Fall ist. Ebenfalls konnte ein protektiver Effekt der Bauernhofexposition fiir das nicht
atopische Giemen festgestellt werden, wohingegen eine Endotoxinexposition im Schulalter
das Risiko erhohte. Folglich ist es wahrscheinlich, dass nicht nur Art und Ausmal} der
Exposition mit mikrobiellen Antigenen einen Einfluf3 auf die Bildung atopischer oder nicht-
atopischer Anlagen hat, sondern auch der Zeitpunkt dieser Exposition mit dariiber entscheidet,
ob sie protektive oder schidliche Effekte hat.

Unsere Ergebnisse stehen auch im Einklang mit den Ergebnissen zweier epidemiologischer
Erhebungen (218, 219), die gezeigt haben, dass Kinder, die in den ersten 6-12 Monaten ihres
Lebens eine Kinderkrippe besuchten oder zusammen im selben Haushalt mit dlteren
Geschwister lebten, im spdteren Leben ein niedriges Risiko aufweisen eine allergische
Sensibilisierung und Asthamasymptome zu entwickeln. Eine Exposition gegeniiber den eben
genannten Situationen bewirkten bei Kindern, die zu diesem Zeitpunkt ilter als 12 Monate
waren, jedoch keinen Schutz.

Die Vollblutmethode der Zellstimulation in den LPS vorbeschichteten Stimulationsrohrchen
war fiir unsere Zwecke besonders geeignet, da das Procedere im Labor am Tag der
Blutentnahme pro Blutprobe im Vergleich zu den Stimulationstechniken mit Zellseparation
weniger Zeit benotigte. Dadurch konnten die groen Probandenzahlen, die fiir unsere Zwecke
bendtigt wurden, erst erreicht werden, weil die Zeitspanne zwischen Blutabnahme und
Inkubation der Blutproben so kurz wie moglich gehalten werden konnte. Durch die
Verwendung dieser Vollblutmethode konnten auch durch die Zellseparation bedingte
Anreicherungen/ Verminderungen bzw. vorzeitige Aktivierung von
Lymphozytensubpopulationen vermieden werden. Dass die Methode hinsichtlich der
Zytokinproduktion nach LPS Stimulation, verglichen mit anderen Stimulationsmethoden nach

Zellseparation, die hochsten Zytokinmesswerte liefert, haben wir zuvor experimentell
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nachgewiesen (siehe Methosenvergleich S.50). Der Nachteil dieser Vollblutzellstimulation ist
jedoch, dass eine Zuordnung zwischen den stimulierten Zellpopulationen und den von ihnen
produzierten Zytokinen ohne Zellseparation nicht vorgenommen werden kann. Fiir die von
uns benoétigten Zwecke und Fragestellungen war diese Zuordnung jedoch nicht unbedingt

notig.

Wir haben uns entschlossen, Endotoxin in den Matratzen zu messen, da die Kinder wihrend
des Schlafes eng mit der mikrobiellen Umgebung ihrer Betten in Kontakt kommen und
zumindest fiir die Dauer des Schlafes dieser Konzentration mit Sicherheit ausgesetzt sind.
AuBlerdem ist die Repoduzierbarkeit der Endotoxinmessungen fiir Messungen aus Betten
hoher als fiir Endotoxinmessungen des Bodenstaubes (220). In Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass Endotoxinstaubmessungen im Staub von Betten iiber lingere Zeitrdume
nur gering variierten und innerhalb eines Zeitraumes von 6 Monaten keine signifikanten
Verdnderungen aufwiesen (212). Es ist deshalb  wahrscheinlich, dass die
Umgebungskonzentrationen an Endotoxin eine Langzeitexposition gegeniiber mikrobiellen
Bestandteilen der Umwelt widerspiegeln. Das Querschnittdesign dieser Studie limitiert jedoch
die Moglichkeit, die Expositionsdauer, wie sie durch laufende Endotoxinmessungen
gewonnen werden konnten, zu bestimmen. Diesbeziiglich sind in Zukunft sicherlich weitere
prospektive Untersuchungen nétig.

Aus der Vielzahl der mikrobiellen Antigene wurde in dieser Studie Lipopolisaccharid als
Surrogatmarker fiir gram-negative Bakterien und Staphylokokkenenterotoxin B fiir die gram-
positiven Bakterien benutzt. Andere bakterielle Bestandteile wie z.B. fiir prokariontische
DNA (CpG Motive), spezifische nicht-methylierte Zytidin-Guanosin Dinukleodide, oder
Zellwandbestandteile von atypischen Mykobakterien oder gram-positiven Bakterien wie
Lipoteichonsdure, die bekannt dafiir sind, Immunreaktionen in &hnlicher Weise wie
Endotoxin zu beeinflussen, wurden nicht beriicksichtigt (221, 222). Solche Faktoren sind in
der Lage, antigenprisentierenden Zellen zu aktivieren und eine Th-1 gepridgte Immunantwort
durch die Produktion von Tumor Nekrose Faktor o, Interferon 7, Interleukin 12 und
Interleukin 18 zu induzieren (223 - 226). Bei Individuen, die eine effiziente Th-1
Immunantwort entwickelt haben, besteht eine geringe Anfilligkeit fiir die Entstehung
allergischer Reaktionen. Die beobachteten protektiven Effekte, die mit den
Endotoxinkonzentrationen im Matratzenstaub assoziiert waren, spiegeln deshalb
wahrscheinlich ein viel breiteres Spektrum an mikrobiellen Bestandteilen wider als nur die

Exposition gegeniiber gram-negativen Bakterien.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten abschlieBend darauf hin, dass durch die Exposition
gegeniiber mikrobiellen Produkten, wie in diesem Fall der Endotoxinexposition im Staub von
Matratzen oder die Stall- und Rohmilchexposition, mit der Entwicklung einer Toleranz gegen
ubiquitir vorkommende Allergene der natiirlichen Umgebung assoziiert ist. Es ist
wahrscheinlich, dass den Mechanismen, welche mit der Erkennung dieser mikrobiellen
Produke durch die angeborene Immunitit und die Regulation der resultierenden
Entziindungsreaktionen durch die adaptive Immunitit in Verbindung stehen, eine
Schliisselrolle in der Entwicklung atopischer Erkrankungen wie Heuschnupfen, Asthma im
Kindesalter und Giemen zukommt. Es mag sein, dass diese Erkenntnisse zukiinftig die

Entwicklung neuer Strategien der Privention dieser Erkrankungen ermoglichen.
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11.) Zusammenfassung

Asthma ist die haufigste chronische Krankheit des Kindesalters und fiir einen wesentlichen
Teil der Morbiditit und Gesundheitskosten verantwortlich. Obwohl von einer Vielzahl von
Umweltfaktoren angenommen wurde, dass sie eine Schliisselrolle in der Entwicklung von
allergischen Erkrankungen und Asthma spielen, bleiben die Ursachen dieser Erkrankungen
ungeklirt. Eine hochst interessante Hypothese ist, dass Verdnderungen in der Art und dem
Ausmall von Stimulation mit mikrobiellen Produkten der Umwelt, welche mit den
Verbesserungen im offentlichen Gesundheitswesen und Hygienestandards assoziiert sind, die
Pradisposition erhoht, an chronischen allergischen Erkrankungen im Kindesalter zu
erkranken.

Eltern, sowohl aus béuerlichen, als auch nicht bduerlichen Haushalten von 6-13 jédhrigen
Kindern aus lindlichen Regionen Deutschland, Osterreichs und der Schweiz, beantworteten
einen standartisierten Fragebogen iiber Asthma und Heuschnupfen. Die von den Kindern
genommenen Blutproben wurden auf atopische Sensibilisierung getestet (RAST) und
periphere Blutleukozyten aus den Proben fiir weitere Tests gewonnen. Es wurde die Hohe der
Endotoxinkonzentration in den Matratzen dieser Kinder untersucht (LAL-Assay) in Relation
zu den klinischen Befunden und den Profilen der Zytokinproduktion der peripheren
Blutleukozyten, die zuvor mit Lipopolisaccharid und Staphylokokkenenterotoxin B stimuliert
worden waren. Von 812 Kindern waren vollstindige Daten vorhanden. Um die fiir diese
Studie geeignetste Zellstimulationsmethode zu bestimmen, wurden verschieden
Zellstimulationsmethoden vorher getestet und miteinander verglichen. Die Messung der
produzierten Zytokine erfolgte mittels Enzyme-linked immuno sorbent assay (ELISA).

Die Hohe der Endotoxinlevel in den Staubproben der Matratzen der Kinder korrelierten invers
mit dem Auftreten von Heuschnupfen, atopischem Asthma und atopischer Sensibilisierung.
Das nicht-atopische Giemen war nicht signifikant mit den Endotoxinleveln assoziiert. Die
Zytokinproduktion der Leukozyten (TNF-o, IFN-y, IL-10, IL-12) korrelierte invers mit der
Hohe der Endotoxinkonzentration, was auf eine merkliche Herrabregulierung der
Immunreaktion der exponierten Kinder hinweist.

Heranwachsen auf einem Bauernhof schiitzt vor allergischer Sensibilisierung und der
Entstehung allergischer Erkrankungen im Kindesalter. RegelméBiger Kontakt zu Stalltieren
auf einem Bauernhof bzw. Rohmilchkonsum stellen in dieser Umgebung wichtige Faktoren
dar, die einen bedeutenden protektiven Effekt ausiiben. Die Ergebnissen dieser Arbeit deuten
darauf hin, dass die Exposition einer Person im Kindesalter gegeniiber mikrobiellen
Produkten, wie Endotoxin eine entscheidende Rolle bei der Toleranzentwicklung gegen

ubiquitdr in der Natur vorkommenden Allergenen haben konnte. Es mag sein, dass diese
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Erkenntnisse zukiinftig die Entwicklung neuer Strategien der Privention dieser Erkrankungen

ermoglichen.
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12. Anhang

12. 1. Fragebogen
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Laufende Nummer: M

Fragebogen

Allergischen Erkrankungen im Kindesalter

Liebe Eltern,

Allergische FErkrankungen gehéren zu den héufigsten Krankheiten im
Kindesalter und die Tendenz ist weiter steigend. Zu den allergischen
Erkrankungen zihlen z.B. Heuschnupfen, Neurodermitis und Asthma. An den
Folgen leiden nicht nur die Betroffenen, sondern auch deren Familienangehorige
- oft ein Leben lang.

Um Kinder vor der Erkrankung an Allergien und Asthma schiitzen zu konnen,
ist es notwendig, die Ursachen und Ausloser der Krankheiten genau zu kennen.
Bisher weill man, daB3 die allergischen Erkrankungen durch das Zusammenspiel
von Vererbung und Umwelteinfliissen entstehen, ohne die einzelnen
Komponenten genau definieren zu konnen. Interessanterweise haben kiirzlich
Untersuchungen aus Deutschland, Osterreich und der Schweiz gezeigt, daB das
Risiko an Allergien zu erkranken, bei Kindern auf dem Land halb so grof ist
wie bei GroBstadtkindern!

Wir wollen diese Faktoren finden, die vor Allergien schiitzen konnen. Erst die
genaue Kenntnis der Schutzfaktoren er6ffnet uns neue Wege zur Vorbeugung
und Behandlung dieser chronischen Krankheiten. Fiir das Gelingen sind wir
auf Thre ganz personliche Mithilfe angewiesen !

Zu den Informationen vom Fragebogen sind zusitzlich eine kleine
Blutuntersuchung und Staubmessungen im Wohnbereich des Kindes notwendig.
Nur so erhalten wir genauere Auskunft iiber Krankheitsentstehung und —verlauf.
Von der Arztin Frau Maisch der Universititskinderklinik in Miinchen wird bei
den Kindern in den schulidrztlichen Rédumen eine kleine Blutentnahme
durchgefiihrt. Dadurch kénnen einerseits allgemein von der Norm abweichende
Blutwerte aufgedeckt werden und andererseits wird untersucht, ob Thr Kind eine
Allergie hat bzw. ob ein Allergierisiko vorhanden ist. Eine weitere
Untersuchung der Erbsubstanzen im Blut ermdglicht es, das Zusammenwirken
von Umwelteinfliissen und Vererbung bei Allergien besser zu verstehen.

Die Ergebnisse werden Thnen selbstverstindlich schriftlich mitgeteilt, die
Sie gerne an Thren behandelnden Kinderarzt weiterreichen konnen !
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Die Staubmessungen werden durch Fachpersonal im Wohnbereich und an der
Bettmatratze des Kindes durchgefiihrt und dauern ca. 2 Stunden. Die
Partikelproben werden anschlieend in einem speziellen Labor untersucht.
Wenn Sie mit diesen Untersuchungen einverstanden sind, fiillen Sie bitte auf der
letzten Seite die Einwilligungserklirung aus.

=> Die Teilnahme an der Studie ist freiwillig! Wenn Sie nur den Fragebogen
ausfiillen oder gar nicht teilnehmen, entstehen Ihnen keine Nachteile. Fiir den
Erfolg der Studie ist allerdings Ihre Teilnahme sehr wichtig. Thr Kind
profitiert von den Ergebnissen!

=> Alle Thre Angaben unterliegen der Geheimhaltungspflicht! Thre
Antworten im Fragebogen und auch alle weiteren Angaben werden nur fiir
diese Studie verwendet und nicht an Dritte weitergereicht. Die Ergebnisse
werden ohne jeden Personenbezug verdffentlicht. Der Datenschutz ist
gewihrleistet.

=> Es ist sehr wichtig, dafl der Fragebogen vollstindig ausgefiillt wird, auch
wenn lhr Kind nicht erkrankt ist! Nur so wird ein wissenschaftlich
aussagekriftiges Ergebnis erzielt. Die ausfiihrlichen Fragen zu verschiedenen
Lebensbereichen sind von rein wissenschaftlichem Interesse!

Das Bayerische Staatsministerium fiir Arbeit und Sozialordnung, Familie,
Frauen und Gesundheit und die Regierung von Schwaben befiirworten und
unterstiitzen unsere Studie. Das Gesundheitsamt und die Kinderdrzte im
Ostallgiu sind ebenfalls tiber unser Vorhaben informiert und unterstiitzen es.
Die Studie wird von anerkannten Experten und Arzten geleitet, die groBe
Erfahrungen im Bereich Allergie und Asthma haben. Sollten Sie Fragen zu der
Studie oder zu dem Fragebogen haben, stehe ich oder Frau Maisch Thnen unter
der Telefonnummer 089/5160-5146 gerne zur Verfiigung. Bitte scheuen Sie sich
nicht, bei Unklarheiten anzurufen!

Vielen herzlichen Dank fiir Ihre Mithilfe!

Mit freundlichen GriiBen

PD Dr. med. Erika von Mutius
Oberirztin der Dr. von Haunerschen Kinderklinik
Ludwig-Maximilians-Universitit in Miinchen
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Einige Anmerkungen zur Beantwortung der Fragen:

Bitte lassen Sie sich vom Umfang des Fragebogens nicht abschrecken! Die
meisten Fragen konnen durch ein Kreuz in den entsprechenden Kistchen
beantwortet werden (bitte so: E[) Bitte folgen Sie den Hinweisen bei den
entsprechenden Fragen. Wenn Sie ein Késtchen mit Pfeil (O=») ankreuzen,
beachten Sie bitte auch die nachfolgenden Zusatzfragen.

Sie benotigen etwa 15 Minuten fiir die Beantwortung der Fragen.

Den ganzen Fragebogen hindurch geht es um das Kind, das den Fragebogen
mit nach Hause gebracht hat. (Wenn mehrere Ihrer Kinder an der Studie
teilnehmen, fiillen Sie bitte fiir jedes Kind einen Fragebogen aus).

Bitte lassen Sie sich von unbekannten medizinischen Ausdriicken nicht
verunsichern. Falls Thr Kind diese Krankheiten nicht hatte/hat, brauchen Sie
diese Bezeichnungen nicht kennen.

Es geht uns nicht um eine Wertung der Kinder oder deren Familien! Daher
bitten wir Sie, die Fragen ehrlich und vollstindig zu beantworten. Auch wenn es
schwierig sein kann, sich an frithere Gegebenheiten genau zu erinnern, bitten
wir Sie, die Fragen, so gut Sie konnen, zu beantworten.

Vielen Dank fiir Thre Miihe beim Ausfiillen des Fragebogens!

\Angaben Zum Kind\

1 Geburtsdatum Ihres Kindes

Tag / Monat /Jahr

2 Ist Ihr Kind ein Junge oder ein Miidchen ?
Junge O Midchen O

andere O=>Welche? (bitte angeben)

4  Ist Ihr Kind in Deutschland geboren?
ja

5  Wieviele iltere leibliche Geschwister hat Thr Kind (auch Halbgeschwister) ?

(Wenn es keine dlteren Geschwister hat, bitte () eintragen)

Anzahl der ilteren Geschwister:
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Angaben zur Gesundheit des Kindes

Bitte beachten Sie, daB3 sich viele der folgenden Fragen entweder auf die letzten
12 Monate oder auf das gesamte bisherige Leben Ihres Kindes (=irgendwann
einmal) beziehen.

6  Hatte Ihr Kind irgendwann einmal beim Atmen pfeifende oder keuchende
Geriusche im Brustkorb ?
nein 1> bitte gleich weiter mit Frage 11!

7  Mit welchem Alter traten die Beschwerden zum ersten Mal/letzten Mal auf ?

Die Beschwerden traten zum ersten Mal auf mit Jahren.
Die Beschwerden traten zum letzten Mal auf mit Jahren.
Die Beschwerden treten immer noch auf O

8 Hatte Ihr Kind in den_letzten 12 Monaten beim Atmen pfeifende oder keuchende

Geriusche im Brustkorb ?

nein O bitte gleich weiter mit Frage 11 !

9  Wieviele Anfille von pfeifender oder keuchender Atmung hatte Ihr Kind in den

letzten 12 Monaten ?

keinen Anfall

1 - 3 Anfille

o000

10 Was sind Threr Meinung nach die Ausléser der Atembeschwerden IThres Kindes ?
(mehrere Antworten moglich)

Infekte (z.B. Schnupfen, Erkéltung) [l
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Anstrengung (z.B. Laufen)
Kalte Luft, Nebel
Seelische Belastung

Kontakt mit Tieren =>» welche?

Kontakt mit Blumen, Griasern, Baumen
Staubaufwirbelung
Einatmen von scharfen Geriichen, Sprays

Bestimmte Nahrungsmittel

O O0O0O0o00oOooOod

Keine der genannten Méglichkeiten

=» 11 Ist von einem Arzt bei Ihrem Kind schon einmal eine der folgenden

Erkrankungen festgestellt worden ?
(mehrere Antworten maoglich)

mehrmals einmal nein
Asthma . . O
spastische
oder asthmatische Bronchitis .. .. |
Bronchitis . . O
Pseudokrupp . . O

12 Hatte Thr Kind irgendwann einmal Niesanfille oder eine laufende, verstopfte

oder juckende Nase, obwohl es nicht erkiltet war ?

nein O=> bitte gleich weiter mit Frage 15!

13 Hatte Ihr Kind in den letzten 12 Monaten Niesanfille oder eine laufende,

verstopfte oder juckende Nase, obwohl es nicht erkiiltet war ?

nein O bitte gleich weiter mit Frage 15 !

14 Hatte Thr Kind in den letzten 12 Monaten gleichzeitig mit diesen Beschwerden in

der Nase juckende oder trinende Augen ?
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215

16

17

18

=219

Ist von einem Arzt bei Ihrem Kind schon einmal Heuschnupfen festgestellt

worden?

Hatte Ihr Kind irgendwann einmal einen juckenden Hautausschlag, der stirker

oder schwiicher iiber mindestens 6 Monate auftrat ?

nein O=> bitte gleich weiter mit Frage 19 !

Trat dieser juckende Hautausschlag bei Ihrem Kind auch in den

letzten 12 Monaten auf ?

Trat dieser juckende Hautausschlag bei Ihrem Kind irgendwann einmal an

mindestens einer der folgenden Korperstellen auf:
In den Ellenbeugen oder Kniekehlen, an den Hand- /oder Fu3gelenken,

im Gesicht, am Hals ?

Ist von einem Arzt bei Ihrem Kind schon einmal Neurodermitis ( auch atopisches

Ekzem, endogenes Ekzem, atopische Dermatitis genannt) festgestellt worden?

20 Mufte Ihr Kind jemals iirztlich behandelt werden, weil ein Darmbefall mit

Wiirmern vorlag ?

ja = einmal ] 2-3mal 0 mehr als 3 mall]
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Angaben zur Gesundheit der Familie

Familidre Veranlagungen spielen bei vielen Erkrankungen eine wichtige
Rolle, daher fragen wir auch nach der Gesundheit der Familienmitglieder
des Kindes. Bitte beachten Sie, dal sich die Fragen nur auf die leiblichen
Eltern, Grofieltern oder Geschwister beziehen.

21 Welche(r) Verwandte(r) des Kindes leidet oder litt irgendwann einmal an

Asthma, asthmatischer oder spastischer Bronchitis ? (mehrere Antworten

maoglich)
Keine/r O
Mutter des Kindes O
Vater des Kindes O
GroBeltern des Kindes[]
Geschwister des Kindes [J=» Anzahl der betroffenen Geschwister:

22 Welche(r) Verwandte(r) des Kindes leidet oder litt irgendwann einmal an
Heuschnupfen ? (mehrere Antworten moglich)

Keine/r O

Mutter des Kindes O

Vater des Kindes O

GroBeltern des Kindes[]

Geschwister des Kindes [J=>» Anzahl der betroffenen Geschwister:

23 Welche(r) Verwandte(r) des Kindes leidet oder litt irgendwann einmal an
Neurodermitis oder Ekzem ? (mehrere Antworten méglich)

Keine/r O

Mutter des Kindes O

Vater des Kindes O

GroBeltern des Kindes[]

Geschwister des Kindes [J=» Anzahl der betroffenen Geschwister:

24 Hat ein Verwandter des Kindes friiher die Bewirtschaftung eines Bauernhofes
wegen allergischer Erkrankungen (Heuschnupfen, Asthma, Ekzem) aufgeben

miissen?
nein O
ja._ > (mehrere Antworten moglich) Eltern d. Kindes
GroBeltern d.Kindes
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Angaben zur Lebenssituation

Die folgenden Fragen beziehen sich auf verschiedene Bereiche des tédglichen
Lebens, von denen wir glauben, daf sie einen Einflu} auf die Gesundheit Ihres
Kindes haben konnten.

25 Wo wohnen Sie ? (Bitte zutreffendes ankreuzen)

Einzelhof O
Dot L
Kleinstadt O

26 Wird in der Wohnung, in der Thr Kind lebt, geraucht ?

nein [

ja___ [1=» Esrauchen: = Mutter [1
Vater [
andere (12 Wer?

27 Falls geraucht wird, wieviele Zigaretten werden insgesamt durchschnittlich pro

Tag in der Wohnung, in der Ihr Kind lebt, geraucht? (z. B. Mutter raucht
2 Zigaretten + Vater raucht 5 + sonstige Person raucht 3 = 10 Zigaretten)

1 bis 9 Zigaretten_______ O
10 bis 20 Zigaretten O
mehr als 20 Zigaretten O

28 Hat die Mutter des Kindes wiihrend der Schwangerschaft geraucht ?
nein [

L1 Bis zum wievielten Schwangerschaftsmonat?

29 Welcher Brennstoff bzw. welche Energieart wird/wurde iiberwiegend zum Heizen
der Wohnung, in der Thr Kind lebt/lebte, verwendet ? (mehrere Antworten moglich)

zur Zeit 1m ersten
Lebensjahr d.
Kindes

Kohle / Briketts

OO0O000oa0

sonstiges

T
=3
sO0OOoOonOod



30 Hat/hatte Thr Kind regelmiiflig Kontakt zu einer der folgenden Tierarten?

Kiihe, Rinder, Kilber O Gefligel O
Schweine O Pferde O
Schafe O Ziegen O
Katzen O Hasen, Kaninchen_ O
Hunde O

andere O=»welche?

nein O=>bitte gleich weiter mit Frage 33 !

31 Ab welchem Alter hatte Ihr Kind regelmiiflig Kontakt zu diesen Tieren ?

Das Kind hat regelméBigen Kontakt zu den Tieren seit es Jahre alt ist.
(Bitte Alter des Kindes eintragen !)

32 Wie héufig kam Thr Kind in den letzten Monaten im Durchschnitt mit diesen

Tieren zusammen? (Bitte nur 1 Angabe machen!)

sehr oft (= mehrmals tédglich)
oft (=taglich) .
ab und zu (= ein —mehrmals pro Woche)
selten (= weniger als einmal pro Woche)
gar nicht

OO0000

Viele Kinder halten sich gerne in einem Tierstall oder einer Scheune, in der Heu
oder Stroh gelagert wird, auf.

=33 Wie hiiufig hielt sich Thr Kind in den letzten Monaten im Durchschnitt in einem

Tierstall auf ? (Bitte nur 1 Angabe machen!)

sehr oft (= mehrmals tdglich)
oft (= tiglich)
ab und zu (= ein -mehrmals pro Woche)

selten (= weniger als einmal pro Woche)
gar nicht

OO0000

34 Wie hiiufig hielt sich Thr Kind in den letzten Monaten im Durchschnitt in einer

Scheune auf ? (Bitte nur 1 Angabe machen!)

sehr oft (= mehrmals tdglich)
oft (=tiglich)
ab und zu (= ein —mehrmals pro Woche)
selten (= weniger als einmal pro Woche)
gar nicht

OO0000



35 Wie hiufig hilft ihr Kind beim Heuen ?
oft

Bitte folgende Fragen 37-43 nur beantworten, falls Sie auf einem Bauernhof Ieben
!

37 Bewirtschaftet Ihre Familie den Hof ?

zur Zeit im ersten Lebens-
jahr des Kindes
als Vollerwerb (ganztags) o O
als Nebenerwerb (mindestens halbtags) o O
als Zuerwerb (weniger als halbtags) o O
nur fiir den Eigenbedarf o O
garnicht o O
38 Wieviele Erwachsene arbeiten insgesamt auf dem Hof (einschlielich aller

erwachsenen Familienmitglieder)? (bitte eintragen)

Anzahl der Personen :

39 Was wird auf dem Hof betrieben / angebaut? (mehrere Antworten moglich)
Ackerbau (Getreide) . O
Sonderkulturen (Wein, Gemiise, etc.) O
Viehhaltung O
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40 Welche Tiere werden gehalten? (mehrere Antworten méglich)

keine O
Kiihe, Rinder, Kédlber O = wieviele?
Schweine O = wieviele?
Gefligel O > wieviele?
Pferde O = wieviele?
Schafe O = wieviele?
Ziegen .. O = wieviele?
Hasen, Kaninchen O > wieviele?
andere L= welche? wieviele?
41 Womit werden lhre Tiere gefiittert? (mehrere Antworten moglich)
gepresstes Heu O
losesHeu O
Silage O
Kraftfutter O
anderes Futter L1=> welches? (bitte eintragen)

42 Wie hiiufig half Thr Kind in den letzten Monaten im Durchschnitt bei den
Stallarbeiten (z.B. Fiittern, Misten)? (Bitte nur 1 Angabe machen!)

sehr oft (= mehrmals tdglich)
oft (= tiglich)
ab und zu (= ein —mehrmals pro Woche)
selten (= weniger als einmal pro Woche)
gar nicht

OO000o0

43 Ist die Mutter dieses Kindes wiithrend der Schwangerschaft auf dem Hof tiitig

gewesen?
nein [

ja_ . [12> Wenn ja, wie hiiufig hat sich die Mutter des Kindes wihrend der
Schwangerschaft im Stall aufgehalten?
sehr oft (= mehrmals tiglich) O
oft (= taglich) O
ab und zu (= ein -mehrmals pro Woche) [
O

selten (= weniger als einmal pro Woche)
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Angaben zu Milchkonsum und Erniihrung

=44 Verwenden Sie Milch oder Milchprodukte direkt vom Hof ?
nein O
Jja [0=» Wird diese Milch abgekocht ?
ja. O
nein O
45 Wie oft im Durchschnitt trinkt Ihr Kind diese Milch vom Hof ?
mindestens Imal am Tag O
Imal bis 6mal in der Woche [
seltener als 1mal in der Woche O
nie O
46 Verwenden Sie Milch vom Laden ?
nein O
ja [0=>» Welche Sorte verwenden Sie?
Vollmilch O
Magermilch . O
Vorzugsmilch (nicht pasteurisiert) [
H-Milch (ultrahocherhitzt) O

47

Wie oft im Durchschnitt trinkt Thr Kind Milch vom Laden ?

mindestens Imal am Tag

1mal bis 6mal in der Woche

nie

OO000d
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48 Hat die Mutter des Kindes wiihrend der Schwangerschaft Milch direkt vom Hof

getrunken?
nein____ O
ja__ [0 War diese Milch abgekocht ?
ja. o L]
nein ]

mindestens Imal am Tag O
Imal bis 6mal in der Woche O
seltener als 1mal in der Woche O

nein O

ja [0 wenn ja, welche ? (mehrere Angaben moglich)
Fleisch oder Wurstwaren O
Obst O
Gemiise/Kartoffeln O
Eier O

mindestens Imal am Tag O
Imal bis 6mal in der Woche O
seltener als 1mal in der Woche O
nie O
Weitere Angaben

Die folgenden Fragen sind sehr wichtig fiir die vollstindige statistische
Auswertung des Fragebogens. Bitte machen Sie deshalb auch hier Angaben.

51 Seit wann lebt Ihr Kind an der jetzigen Wohnadresse?
Seit Geburt O

Nicht seit Geburt 1= Das Kind lebt seit Jahren an der jetzigen Adresse.
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52 Welches ist der hochste Schul- bzw. Hochschulabschlufy der Eltern?

Mutter Vater
Hauptschule/Volksschule o
Mittlere Reife/Realschule ..
Abitur/Fachabiter .
Hochschule/Fachhochschule/Universitit ..
kein Abschlu .
sonstiger AbSChIUB

53 Wer hat diesen Fragebogen beantwortet ? (Mehrere Antworten sind maglich)

vater . O
Muatter O
sonstige Person O=>» wer?

Tag / Monat /Jahr

Datum, an dem der Fragebogen ausgefiillt wurde:

OO00O00d

An dieser Stelle sind Thre Bemerkungen zum Fragebogen willkommen !

Vielen DanKk fiir Thre Ausdauer !
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Mit Thren Antworten auf diese Fragen hoffen wir, die Ursachen der allergischen
Erkrankungen besser verstehen zu konnen, so daf} vielleicht in nicht allzu ferner
Zukunft eine wirksame Vorbeugung moglich wird.

Fiir weitere Informationen wiirden wir unter Umstinden gerne noch einmal auf Sie
zukommen. Dazu benttigen wir Thre Adresse und wenn moglich Ihre
Telefonnummer, um Sie gegebenenfalls erreichen zu konnen.

Name:

Anschrift:

Telefon Nr.:

Weitere Untersuchungen sind unerldBlich fiir die Studie, da sie aber sehr
aufwendig sind, konnen nicht alle Kinder daran teilnehmen. Sollte Thr Kind zu den
ausgewdhlten Kindern gehoren, wire es schon, wenn Sie mit weiteren
Untersuchungen  einverstanden sind. Bitte fiillen Sie hierzu die
Einwilligungserklidrung aus:

Einwilligungserklirung

Ich bin mit folgenden Untersuchungen einverstanden (bitte jeweils ankreuzen):

[ Blutentnahme bei meinem Kind

[J Staubmessungen im Wohnbereich meines Kindes

Name (Vor-/Zuname) des Kindes:

Name der Schule:

Klassenstufe, die das Kind besucht:

Unterschrift der/des
Datum: Erziehungsberechtigten

Bitte oben Anschrift und Tel.Nr. fiir Ergebnismitteilungen nicht vergessen!
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12.2 Staubnahmeprotokoll

ALEX-Dreilanderstudie

Deutschland, Osterreich und Schweiz

Staubprobenahme-Protokoll

Datum der Probenahme: ............

ID-Nr.: .....
Matratze Filterhalter-Nr.: ...
Um wen Fiir welches Kind haben Sie den Eltern- und den | Kontrolle des Vornamens mit der Adressliste
geht es? Erndhrungsfragebogen ausgeflillt?
Wahl der Auf welcher Matratze hat ihr Kind die letzten 4 | Zimmer mit dem entsprechenden Bett
Matratze Wochen am haufigsten geschlafen? aufsuchen
. . 2 .
Probenahme- | Saugzeit: 2Min/m": 1.9mx 09m=> 325¢ Lange: ...
i 2mx  09m=> 3'36*
€1 s . . .
zelt 2mx  12m=> 424 Breite: ... Saugzeit [Min]: ...
Bei grosseren Matratzen Saugzeit immer 430
Alter Wie alt ist die Matratze? Alter [in Monaten umrechnen]: ...
Uberziige Entfernen. Anzahl Uberziige: ...
Ausnahmen: Milbendichte Matratzeniiberziige fur Allergiker, )
kunststoffbeschichtete Moltonbeziige Beschreibung: ... .
Magliche Uberziige: Moltonbezug iber die ganze Flache oder
klein, plastifizierter Moltonbezug, Fixleintuch (Spannbezug),
Allergiker-Matratzenbezug, Naturhaarfell...
Beschaffen- | Etikette an der Matratze suchen. Etikette vorhanden? JaO  NeinO
heit Mogliche Kerne: Feder-/Taschenfederkern, Latex-/Naturlatexkern, Kem: ...
Schaumstoff-/Polyether-/Polyethen-/Mono-/Kaltschaum-/HR-
Schaumkern
Maogliche Auflagen: Schafschur-/Lamm-/Kraus-/Baumwolle, .
Wildseide/Tussah, Schweif-/Kamelhaar, Filz Auflage: ...
Mégliche Beziige: abnehmbar sind Baumwoll-Pliisch/-Velour/- Bezug:
frottee/-Jersey, Allergiker-Jersey, nicht abnehmbar sind Baumwoll- o oo
Damast, Allergiker-Damast
Letzte Wann wurde die Matratze das letzte Mal Zeit seit letzter Reinigung [Wochen]: ...
Reinigung gereinigt, d.h. geklopft, gesaugt oder chemisch J Klopfen
behandelt? P
O Saugen
Anderes: ...
Haustiere Befindet sich mindestens einmal pro Woche eine [Jad  Nein O Katze O
Katze oder ein Hund in diesem Bett?
Hund O
Saugen 1) Filterhalter aus der Plastiktiite, Schutzdeckel entfernen, auf Staubsaugeraufsatz montieren
2)  Stoppuhr. Saugkopf fast vertikal mit regelmissigen Bewegungen und konstantem Anpressdruck fiihren. Matratze zuerst quer
am Kopfende beginnend runter und wieder rauf saugen, dann einmal den Rand absaugen. Ab dann die Matratze langs
absaugen, bis die Saugzeit erreicht ist
3)  Probenahmekopf senkrecht nach oben halten, Staubsauger abschalten. Filterhalter mit Schutzdeckel verschliessen, verpacken
4)  Probenahmekopf mit einem trockenen Staublappen inwi4ndig griindlich reinigen.
Anmerkungen: ...
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Wohnbereich Filterhalter-Nr.: ...

Wahl der
Probefliache

Wo im Wohnbereich hilt sich das Kind am haufigsten auf?
Auswahl einer freien Flache, méglichst auf einem Teppich (Stiihle wegstellen, Mbel nicht)

Moglichkeiten: O Spannteppich oder flichendeckender Teppich (2m?)

O kein Teppich vorhanden: glatter Boden (Parkett, PVC oder anderer
Kunststoff, Linoleum, Kork) (4m?)

O teilweise Teppich (1m?), teilweise glatte Oberfliche (2m?)

O anderes: ...
Letzte Reini- | Wann wurde in diesem Raum das letzte Mal Tage seit der letzten Reinigung: ...
gung der Staub entfernt?
Probeflache
0 gesaugt O feucht gewischt
Wie wurde er gereinigt? !
B = Ogewischt O anderes: ...

Haustiere Befindet sich mindestens einmal pro Woche eine |JaO  Nein O Katze O

Katze oder ein Hund in diesem Raum?

Hund O
Saugen 1) Filterhalter aus der Plastiktiite, Schutzdeckel entfernen, auf Staubsaugeraufsatz montieren Saugzeit 4 Minuten, bei
g Mischproben von zwei verschiedenen Raumen und/oder Oberflachen: Saugzeit jeweils 2 Minuten

2)  Stoppuhr. Staubkopf fast vertikal mit regelmassigen Bewegungen fithren

3)  Probenahmekopf senkrecht nach oben halten, Staubsauger abschalten. Filterhalter mit Schutzdeckel verschliessen, verpacken

4)  Probenahmekopf mit einem trockenen Staublappen inwindig griindlich reinigen
Anmerkungen: ...
Wahl des Wie viele Stille besitzen Sie? In welchem Stall hilt sich das Kind am hdufigsten auf?
Stalles Falls sich das Kind in mehreren Stillen gleich hiufig aufhalt, wird eine Mischprobe aus beiden Stillen genommen. Schuhe

wechseln fiir in den Stall!
Wahl der Wo im Stall hilt sich das Kind am haufigsten auf?
Oberflachen Ausgewihlt werden kénnen Simse, Kuhtrainer-Gestange, Tablare, Schemel, Ablageflachen...

Alle Flichen zwischen 0,5-1,5 Metern Hohe iiber Boden, auf denen sich Staub tber langere Zeit angesammelt hat
Probenahme 1)  Oberflachen mit einem Metallspatel abkratzen und durch das Sieb in den Aluminiumbecher sieben.

2)  Dererste gesammelte Staub wird verworfen, damit Sieb und Becher keine Kontamination mit fritheren Proben erfahren
3)  Artefakte ausschliessen, dann den gesammelten Staub in die beschriftete Plastiktiite verfrachten, gut verschiessen

Checkliste fiir den Hausbesuch
1) Emizhrungsfragebogen: Wenn er noch nicht ausgefiillt ist, frankiertes Riickantwortcouvert abgegeben mit der

Aufforderung, den Fragebogen noch heute auszufiillen und zuriickzusenden
2) Interview mit Zusatzfragebogen zur Luftmessung (Klebeetikette: ID-Nr. Zusatzfragen alle)
3) Matratzenprobe, Protokoll ausgefiillt (Klebeetiketten: ID-Nr. Probenprotokoll, Filterhalter-Nr.)
4) Probe im Wohnbereich, Protokoll ausgeflillt (Klebeetikette: Filterhalter-Nr.)

0O 0 oo

Bei Bauernfamilien: .

5) Stallprobe (Klebeetikette: ID-Nr. Stall auf Plastiktiite)
6) Interview mit Zusatzfragebogen zum Stall (Klebeetikette: ID-Nr. Zusatzfragen Bauern)?

7) Milchprobe

[
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