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6. Einleitende Zusammenfassung

6.1. Hintergrund

Die Krankheit Asthma bronchiale
Asthma bronchiale ist eine inflammatorische, obstruktive Lungenerkrankung mit variabler

bronchialer Hyperreagibilitdt. Betroffene Personen klagen uber wiederkehrende Episoden
von Atemnot, Husten oder pfeifenden Atemgerduschen (1). Die Pravalenz dieser Krankheit
stieg in den letzten Jahrzehnten, vor allem in den Industrienationen, stark an und hat
mittlerweile ein Plateau erreicht oder geht sogar leicht zuriick (2). Asthma bronchiale ist im
Kindesalter die haufigste chronische Erkrankung und zeigt sich sehr heterogen, mit
verschiedenen Phanotypen und Schweregraden (3, 4). Die Krankheit kann zum Beispiel
gemeinsam mit verschiedenen Allergien (z. B. auf Gréaserpollen) oder erblich bedingt
auftreten, wenn es Faélle in der Familie gibt (1, 3). Zudem kodnnen verschiedenste
Umwelteinfliisse Asthma bedingen, wie zum Beispiel Rauchen oder Luftschadstoffbelastung
(5). Es gibt auch Zusammenhange mit bestimmten Infektionen oder Mikroben und Asthma
(6, 7). Diese breite Spanne an Assoziationen kénnte eine mogliche Ursache dafir sein, dass
eine Behandlung mitunter schwierig ist und es bisher keine wirksamen primaren
Praventionsmafinahmen gibt.

Betrachtet man die zeitliche Parallele zwischen den Verdnderungen der Lebensbedingungen
in den westlichen Industrienationen innerhalb der letzten Jahrzehnte und dem Anstieg der
Asthmapravalenz, liegt es nahe veranderte Umweltexpositionen oder Lebensverhaltnisse als
Ursache zu vermuten. Obwohl es eine genetische Komponente gibt, scheint diese fir den
starken Anstieg eher irrelevant, da sich Anderungen im Erbgut in so kurzer Zeit nicht so stark
hatten durchsetzen kénnen. Eine Antwort auf die Frage, was der Grund fir die steigende
Pravalenz von Asthma und Atopie sein konnte, liefert die sogenannte Hygienehypothese.
David Strachan zeigte schon 1989, dass die Pravalenz von Heuschnupfen negativ mit der
Anzahl an Geschwistern assoziiert ist (8). Mehr Geschwister bedeuten demnach
wahrscheinlich mehr harmlose Infektionen, schon im Mutterleib oder wéahrend der friihen
Kindheit und wirken sich schiitzend aus. Es gibt weitere Hinweise in der Literatur, dass das
Immunsystem des Menschen urspriinglich gut an verschiedenste Einflisse, z. B. Infektionen
oder mikrobielle Expositionen, angepasst war. Da viele dieser Infektionen durch verbesserte
Hygienestandards nicht mehr auftreten, wird das Immunsystem nicht mehr im urspringlichen
Male trainiert und reagiert nun mit inflammatorischen Krankheiten, wie beispielsweise
Asthma oder Atopie (9). Um letztendlich die Pravalenz von Asthma und assoziierter
Erkrankungen zu senken, muss man versuchen die Entstehung der Krankheit genauer zu

verstehen, um passende PréaventionsmalRnahmen entwickeln zu kdnnen.
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Veranderte Lebensbedingungen: Der Bauernhof-Effekt
Der westliche Lebensstil ist mit verstarkter Urbanisierung verknipft und bedeutet somit

zwangslaufig, dass Menschen nicht mehr den gleichen Lebensbedingungen wie fruher
ausgesetzt sind. Eine Vielzahl epidemiologischer Studien in unterschiedlichen Landern zeigt,
dass eine pranatale oder frihkindliche Bauernhof-Exposition vor Asthma, Heuschnupfen und
atopischer Sensibilisierung schitzt (10-13). Diese Beobachtung ist der sogenannte
,Bauernhof-Effekt‘. Viele dieser Studien wurden in Deutschland, Osterreich und der Schweiz
durchgefuhrt, wo der traditionelle Bauernhof oft durch Milchwirtschaft bestimmt ist, aber
zusétzlich auch andere Tiere, wie Schweine oder Hihner gehalten werden. Viele Bauernhofe
in diesen Landern sind nur in geringem Malf3e industrialisiert und werden von einer Familie
bewirtschaftet. Das bedeutet, dass Kinder ab der Geburt, teils sogar schon préanatal
(wahrend der Stallarbeit der Mutter) mit Stéllen, Tieren und Futtermitteln (z. B. Heu und
Stroh) in Kontakt kommen (13). Es konnten bereits einige bauernhof-spezifische
Determinanten bestimmt werden, die zum schitzenden Effekt auf Asthma und Allergien
beitragen. Dazu gehdren zum Beispiel der regelmafige Stallaufenthalt, der Kontakt mit
Futtermitteln (Silage, Heu, Stroh) oder der regelmafRige Konsum unbehandelter Milch direkt
vom Hof (14-17). Diese Effekte sind unabhéngig voneinander und auch nicht durch andere

Storfaktoren erklarbar.

Der Bauernhof-Effekt und mikrobielle Exposition
Neben diesen spezifischen Determinanten wurde ein Zusammenhang von

Bauernhofexpositionen mit mikrobieller Exposition nachgewiesen (18, 19). Es ist mdglich
spezifische Proben (z. B. Matratzenstaub oder abgelagerten Schwebstaub) auf Mikroben
(z. B. Bakterien oder Pilze) hin zu analysieren (20, 21), um sie dann mit dem
Krankheitsstatus oder mit dem Leben auf dem Bauernhof zu assoziieren. Kinder von einem
Bauernhof sind einer hdéheren mikrobiellen Diversitat ausgesetzt, Asthmatiker hingegen
weisen signifikant geringere Werte auf als Gesunde (21). Mit Hilfe moderner Labormethoden
kénnen unterschiedliche generische Marker, die beispielsweise spezifisch flr Pilze oder
Bakterien sind, im Matratzenstaub gemessen werden, um so die individuelle, mikrobielle
Exposition von Personen zu erfassen.

Viele Pilztaxa, die in Innenraumen nachgewiesen wurden, sind Risikofaktoren fir bestimmte
Atemwegserkrankungen, wie zum Beispiel Asthma bronchiale (6). Es gibt allerdings auch
(Schimmel-)Pilze, die negativ mit Asthma assoziiert sind und einen schitzenden Effekt
vermuten lassen (22). Solche potentiell protektiven Pilze wurden auch schon im
Bauernhofumfeld nachgewiesen (23). Die meisten bisherigen Publikationen zu Pilzen und
ihrer Assoziation mit Asthma haben generische Marker oder kulturelle Methoden verwendet.

Diese klassischen Verfahren sind nicht sehr spezifisch oder kdnnen lediglich kultivierbare
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Pilze nachweisen, was nur einen geringen Teil aller vorhandenen Taxa ausmacht (ca. 10%)
(24). Ein aktuelleres molekulares Verfahren, mit dem prinzipiell alle Taxa und sogar
Pilzsporen erfasst werden konnen, ist die SSCP-Methode (single-strand conformation
polymorphism). Sie erlaubt eine Abbildung des gesamten Expositionsspektrums, teils bis auf
Speziesebene.

Ein Ziel dieser Doktorarbeit war es, Pilze im Matratzenstaub anhand dieser Methode
nachzuweisen. Es sollte Uberpruft werden, ob bereits aus der Literatur bekannte Taxa auch
in der GABRIELA-Studie (multidisziplinare Studie zur Erforschung der genetischen und
umweltbedingten Ursachen fur Asthma in der Europaischen Gemeinschaft) zu finden sind

und es sollte nach neuen protektiven Kandidaten gesucht werden.

Spezifische Umweltdeterminanten und Asthma
Zunehmend geraten auch Faktoren wie z. B. Feinstaubbelastung, Ozonwerte, Nahe zu

Griunflachen und Wald, oder Bevdélkerungsdichte in den Fokus der Asthmaforschung. Solche
Umweltdaten werden aufgrund des Klimawandels an vielen Standorten erfasst. Diese Daten
kénnen vorhandene Datensatze mit Gesundheitsdaten erweitern und so ist es moglich
Assoziationen mit bestimmten Erkrankungen zu untersuchen. Oftmals wird bei Studien zur
Erforschung von Atemwegserkrankungen die Landbevolkerung mit der Bevdlkerung groRRer
Stadte verglichen. Die Ergebnisse fur Luftschadstoffe oder Zugang zu Grinflachen zeigen
allerdings entgegengesetzte oder keine Effekte (25, 26).

Es ist bislang noch véllig unklar, ob, und wenn ja, wie sich Kinder aus landlichen Gebieten in
Bezug auf verschiedene Parameter am Wohnort (Ozon (0O3), Feinstaub (PMjp),
Stickstoffdioxid (NO,), Vegetationsgrad (NDVI) usw.) unterscheiden.

In dieser Doktorarbeit sollte nun untersucht werden, ob Umweltvariablen einen Einfluss auf
den Bauernhofeffekt haben und ob sich Bauernhéfe bzw. kranke und gesunde Kinder

bezlglich ihrer Umweltparameter unterscheiden.

6.2. Methoden

GABRIELA-Studie, Studienpopulationen und Outcome-Definitionen
Es wurden Daten aus der GABRIELA-Studie untersucht (27). Die GABRIELA-Studie ist ein

multizentrisches, europédisches  Forschungsprojekt, das die genetischen und
umweltbedingten Ursachen von Asthma und allergischer Sensibilisierung untersucht. Die
Studie fand in landlichen Regionen von vier Landern (Deutschland, Osterreich, Schweiz und

Polen) statt und es wurden Kinder im Grundschulalter eingeschlossen. Insgesamt gab es
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drei Studienphasen. Phase 1 (N=103,219) war populationsbasiert, um die Pravalenzen
sowohl von Asthma und Allergien, als auch die Menge an Kindern, die auf einem Bauernhof
leben, abschatzen zu kdnnen.

Fur die zweite Phase (N=15,255) wurden dann zufallig Kinder innerhalb drei verschiedener
Expositionsstraten (Bauern, exponierte Nicht-Bauern und Nicht-exponierte Nicht-Bauern)
ausgewahlt, deren Eltern weiteren Analysen zugestimmt hatten. Bauernkinder sind Kinder,
die auf einem familiengefihrten Bauernhof aufgewachsen sind und dort leben. Exponierte
Nicht-Bauern sind definiert als Kinder, die regelmafiigen Kontakt zum Bauernhof haben, aber
nicht dort leben. Diese Kinder trinken entweder unverarbeitete Milch von einem Bauernhof
oder halten sich regelméaRig auf Bauernhéfen auf. Nicht-exponierte Nicht-Bauern sind Kinder,
die Uberhaupt keinen Kontakt mit Bauernhéfen haben.

In der dritten Studienphase (N=895) wurden nur bayerische Kinder ausgewahlt, fir die nun
verschiedene weitere Proben, zum Beispiel Matratzenstaubproben, gesammelt wurden.
AuBerdem gab es ausfilhrliche Fragebogendaten zu den Bereichen Bauernhofexposition
(z. B. Aufenthalt im Stall, Kontakt mit Tieren, Trinken von unbehandelter Milch) und
Krankheitsanzeichen (Asthmadiagnose, Bronchitishaufigkeit, pfeifende Atemgerdusche) zu
verschiedenen Zeitpunkten bis zum Alter von 10 Jahren.

Fur die sich anschlieRenden Analysen wurde Asthma mit einer breiten Definition erfasst, als
Asthmadiagnose, mindestens zweimalige obstruktive Bronchitis, Asthmamedikation oder
pfeifende Atemgerausche innerhalb der letzten 12 Monate. Atopische Sensibilisierung wurde
mittels allergenspezifischem IgE (Immunglobulin E) nachgewiesen. Kinder mit einem
Testergebnis von =0.7kU/L fir Dermatophagoides pteronyssimus (d1), Katze (el),
Wiesenlieschgras (g6), Roggen (gl12), Birke (t3), Beiful3 (w6), eine Mischung aus
Nahrungsmittelallergenen (fx5: Eiweil3, Milch, Fisch, Weizen, Erdnuss, Soja) oder eine
Mischung aus Graserpollen (gx3: Goldgras, Weidelgras, Wiesenlieschgras, Roggen, wolliges

Honiggras) wurden als sensibilisiert eingruppiert.

Expositionserfassung von spezifischen Pilztaxa in Matratzenstiuben
Fur diese Arbeit wurde pilzspezifische DNS mit Hilfe der SSCP-Methode direkt aus

Matratzenstaubproben nachgewiesen. Fir den Nachweis von Pilz-DNS ist besonders der
sinternal transcribed spacer (ITS) von Interesse. Das ITS-Fragment innerhalb der DNS
wurde amplifiziert und mittels Gelelektrophorese auf einem nicht-denaturierenden Gel
aufgetrennt. Bei der SSCP-Methode faltet sich der DNS-Einzelstrang gemaR} seiner
Primarstruktur und wandert im Gel an eine bestimmte Position, wodurch nach Farbung des
Gels einzelne Banden zu sehen sind. Die gefarbten Gele wurden mit Hilfe eines Scanners
digitalisiert und so in Zahlenwerte umgewandelt. Die Zahl 0 bedeutete, dass an dieser Stelle
des Gels keine Bande vorhanden war, eine Zahl >0 beutete, dass hier eine Bande detektiert
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wurde. Die in der statistischen Analyse identifizierten Banden konnten nachtréglich aus den
Gelen ausgeschnitten und die DNS herausgel6st, aufgereinigt, amplifiziert und sequenziert
werden. Anschlie@end konnte die DNS-Sequenz mittels Datenbankabgleich bestimmten
Taxa zugeordnet werden.

Es wurden zwei verschiedene statistische Herangehensweisen verwendet. Ein
hypothesengetriebener Ansatz Uberprifte acht aus der Literatur bekannte Spezies auf ihre
Assoziation mit Asthma im GABRIELA-Datensatz. Dann wurde die jeweilige Assoziation fir
jede im GABRIELA-Datensatz vorhandene Gelposition adjustiert und die Anderung des B-
Schatzers (Change-in-Estimate) berechnet, um herauszufinden, ob der bekannte Effekt
durch die jeweilige Gelposition zu erklaren ist. In einem weiteren, datengetriebenen Ansatz,

wurde jede einzelne Gelposition auf ihre Assoziation mit Asthma untersucht.

Expositionserfassung von Umweltvariablen am Wohnort
Zur genauen Bestimmung der Umweltexpositionen am Wohnort, wurden die Adressdaten

aller bayerischen Kinder aus der zweiten Studienphase der GABRIELA-Studie jeweils in
einen Geocode umgewandelt. Das bedeutet, dass die Angaben Strale, Hausnummer,
Postleitzahl und Wohnort mittels einer Datenbank des Landesamts fir Digitalisierung,
Breitband und Vermessung (LDBV) in die entsprechenden Angaben zu Langen- und
Breitengrad im UTM-System (Universal Transverse Mercator) umgewandelt wurden. Mit
diesen Geocodes konnten dann Umweltparameter wie Ozon- oder Stickstoffdioxidwerte,
Feinstaubbelastung oder Vegetationsgrad (greenness, treecover) aus verschiedenen
Datenbanken abgeleitet werden. Die Bevdlkerungsdichte wurde naherungsweise aus der
Anzahl der Adressen im Umkreis von 500 m bestimmt. Der Abstand zum né&chsten
Bauernhof mit Rinderhaltung wurde fiir die UmkreisgréRen 25 m bis 10 km berechnet. Bei
Bauernkindern wurde ebenfalls der Abstand zum néchsten Bauernhof berechnet, der eigene
Hof ging in diese Berechnung nicht mit ein. Dies geschah mit einem Datensatz des
Bayerischen Staatsministeriums fur Erndhrung, Landwirtschaft und Forsten (StMELF), in
dem jeder bayerische Bauernhof mit Rinderhaltung aufgefihrt war. Hierfir wurden wiederum
die Adressen der landwirtschaftlichen Betriebe mit Hilfe des Datensatzes vom LDBV in
Geocodes umgewandelt und dann die Abstédnde zwischen den beiden Datenpunkten
berechnet. Fur die Verwendung von Adressdaten der Studienteilnehmer wurde ein
Datenschutzkonzept ausgearbeitet und von der Abteilung fur Datenschutz des Klinikums der
Universitat Minchen freigegeben (datenschutzrechtliche Verfahrensfreigabe nach Art. 26
Abs. 2 BayDSG (Bayerisches Datenschutzgesetz) fur das Projekt ,527.a.) GABRIEL-Studie
2006 KK 2. Revision* der Kinderklinik und Poliklinik im Dr. von Hauner'schen Kinderspital am
Klinkkum der Universitat Minchen). Die Ubermittlung der Adressdaten der
landwirtschaftlichen Betriebe wurde vom Bayerischen Staatsministerium fur Ern&ahrung,
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Landwirtschaft und Forsten (gemafR® 8§ 18 Abs. 1 i. V. m. Art. 17 Abs. 2 Nr. 11 BayDSG)
bejaht. Fur einen Teil der Kinder (N=501) gab es zudem Sequenzierungsdaten der 16S
rRNS aus Matratzenstduben. Die entsprechenden reads aus der Sequenzierung wurden in
OTUs (operational taxonomic units) eingeteilt und damit fir jedes Kind die a-Diversitat
(,richness®) bestimmt. AufRerdem standen fir einen Teil der Kinder (N=446) Endotoxin-
Messungen aus Matratzenstaub zur Verfigung. Assoziationen zwischen Asthma oder Atopie
und den Expositionsvariablen wurden mittels logistischer Regression berechnet und fir die

bekannten Determinanten (Milchkonsum, Kontakt zu Kiihen/Stroh) adjustiert.

6.3. Ergebnisse

Identifizierte protektive Pilze im Matratzenstaub
Im hypothesenbasierten Ansatz konnten zunachst zwei Pilztaxa als protektiv auf Asthma

identifiziert werden (Penicllium chrysogenum (Gelposition 627, p,;,=0.020) und Wallemia
sebi (Gelposition 1568, pn=0.043)). Nach gegenseitiger Adjustierung blieb die Spezies
Penicillium chrysogenum im Modell (aOR 0.80 [0.66-0.96], p,g=0.020) (Tabelle 1). Da dieser
Keim bereits aus einer Analyse mit kulturellem Verfahren in der GABRIELA-Studie bekannt
war (21), sollte dieser Effekt nun noch genauer untersucht werden. Insgesamt zehn
Gelbanden verursachten eine Anderung des B-Schatzers (Change-in-Estimate) von
mindestens 10%. Zwei Banden verblieben als signifikante Variablen im Endmodell und
erklarten den protektiven Effekt auf Asthma zu knapp 40%. Da diese Banden auch im
datengetriebenen Ansatz ein Signal zeigten, konnten sie bestimmten Taxa zugeordnet

werden.

Tabelle 1: Zusammenhang von spezifischen, bekannten Pilzspezies mit Asthma (28)

Siehe Tabelle 2 in der Publikation:
Mueller-Rompa S, Janke T, Schwaiger K, Mayer M, Bauer J, Genuneit J, et al. Identification of fungal candidates for asthma
protection in a large population-based study. Pediatr Allergy Immunol 2017;28(1):72-78. D0i:10.1111/pai.12665

Im datengetriebenen Ansatz wurden Gelbanden Uber die p-Werte der Assoziationen jeder
einzelnen Gelposition mit Asthma identifiziert. Drei dieser Gelbanden zeigten eine
signifikante Assoziation mit Asthma, nach Korrektur fir multiples Testen nach Bonferroni
blieb eine der Banden signifikant assoziiert (OR=0.79 [0.69-0.91]). Diese Bande enthielt DNS

von Metschnikowia sp. und Aureobasidium pullulans (Gelposition 685) (siehe Tabelle 2).
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Tabelle 2: Assoziation der einzelnen Gelpositionen mit Asthma (28)

Siehe Tabelle 4 in der Publikation:
Mueller-Rompa S, Janke T, Schwaiger K, Mayer M, Bauer J, Genuneit J, et al. Identification of fungal candidates for asthma
protection in a large population-based study. Pediatr Allergy Immunol 2017;28(1):72-78. D0i:10.1111/pai.12665

Umweltvariablen und Nahe zu Bauernhofen als Expositionsparameter
Die Pravalenzen von Asthma und Atopie zwischen den drei Expositionsgruppen (Bauern,

exponierte  Nicht-Bauern, Nicht-exponierte  Nicht-Bauern) waren unterschiedlich.
Bauernkinder hatten die niedrigsten Pravalenzen, exponierte Nicht-Bauernkinder nahmen
eine Mittelposition ein, Kinder, die Uberhaupt keinen Kontakt zum Bauernhof haben, wiesen
die hochsten Pravalenzen auf. Auch die erfassten Umweltvariablen unterschieden sich in
den Gruppen teils deutlich voneinander. Bauernkinder wohnten beispielsweise in einer
Umgebung mit hohem Vegetationsgrad, die exponierte Gruppe nahm wieder eine
Mittelposition ein und Nicht-exponierte Nicht-Bauern hatten den geringsten Vegetationsgrad
in dieser Studie. Den gegenteiligen Effekt zeigte die Variable Bodenversiegelung. Hier hatten
Bauernkinder die niedrigsten Werte, Nicht-Exponierte Nicht-Bauern die héchsten und die
exponierten Nicht-Bauern wiesen mittlere Werte auf (Abbildung 1).

Siehe Abbildung 2 in der Publikation:
Mueller-Rompa SEK, Markevych |, Hose AJ, Loss G, Wouters IM, Genuneit J, et al. An approach to the asthma-protective
farm effect by geocoding: Good farms and better farms. Pediatr Allergy Immunol 2018;1-8. D0i:10.1111/pai.12861

Abbildung 1: Verteilung der Umweltvariablen liber die drei Expositionsstraten 1=Bauern, 2=exponierte Nicht-Bauern,
3=Nicht-exponierte Nicht-Bauern (29)

Wenn sich im Umkreis bis 100 m zur Wohnadresse eines Kindes ein Bauernhof befindet,
wurden signifikante protektive Effekte auf Asthma und Atopie beobachtet (siehe Abbildung
2).

Siehe Abbildung 3 in der Publikation:
Mueller-Rompa SEK, Markevych |, Hose AJ, Loss G, Wouters IM, Genuneit J, et al. An approach to the asthma-protective
farm effect by geocoding: Good farms and better farms. Pediatr Allergy Immunol 2018;1-8. D0i:10.1111/pai.12861

Abbildung 2: Assoziation eines Bauernhofes im entsprechenden Abstand zur Wohnadresse mit Asthma bzw. Atopie.
Gezeigt sind OR mit 95%-KI (29)

Die Frage war nun, wie dieser protektive Effekt des ,nahen Bauernhofs* erklart werden kann.
Die Modelle wurden folglich fur Bauernkinder und Nicht-Bauernkinder stratifiziert. Bei den
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Nicht-Bauernkindern wurde der Effekt eines Hofes in der Nahe fast vollstandig durch den
Konsum von Milch direkt vom Bauernhof erklart, bei den Bauernkindern lediglich teilweise.
Es war zu aufRerdem zu beobachten, dass sich Bauernkinder mit einem weiteren Bauernhof
in der Nahe in den Umweltvariablen von anderen Bauernkindern unterschieden.
Bauernkinder mit einem weiteren Hof in der Umgebung waren einer héheren Diversitat an
Bakterien, gemessen im Matratzenstaub, exponiert (siehe Abbildung 3A). Die
Endotoxinwerte hingegen waren in beiden Gruppen ahnlich (siehe Abbildung 3B). Bei
Bauernkindern kann der schitzende Effekt eines weiteren Bauernhofes in der nahen
Umgebung auf Asthma durch die bakterielle Diversitat erklart werden (siehe Abbildung 3C

fur die individuellen Modelle und 3D fiur das adjustierte Modell). Dies trifft fir Atopie nicht zu.

Siehe Abbildung 5 in der Publikation:
Mueller-Rompa SEK, Markevych |, Hose AJ, Loss G, Wouters IM, Genuneit J, et al. An approach to the asthma-protective
farm effect by geocoding: Good farms and better farms. Pediatr Allergy Immunol 2018;1-8. D0i:10.1111/pai.12861

Abbildung 3: A-B: Verteilung der bakteriellen Diversitat und Endotoxin iiber vier Expositionsstraten: 1A=Bauern mit
einem anderen Hof in der Nahe, 1B=Bauern ohne einen anderen Hof in der Nahe, 2=exponierte Nicht-Bauern, 3=Nicht-
exponierte Nicht-Bauern. C-D: Assoziation eines Hofes in der Ndahe auf Asthma im separaten, sowie im adjustierten
Modell. Der Effekt eines Hofes in der Ndhe wird durch die bakterielle Diversitat erklart. (29)
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6.4. Diskussion

Pilze im Matratzenstaub
In dieser Arbeit wurden mehrere Pilztaxa gefunden, die mit Asthma negativ assoziiert sind

und somit einen schitzenden Effekt auf die Krankheit haben. Die Ergebnisse beruhen auf
molekularen Identifikationsmethoden fiir Pilze mittels DNS-Abgleich und sind robuster als
klassische kulturelle Verfahren. Einige Pilze, die bereits aus der Literatur bekannt waren,
wurden im GABRIELA-Datensatz mit insgesamt fast 900 Kindern wiedergefunden.
AuBBerdem wurden neue asthma-protektive Kandidaten generiert. Ein Nachteil der
gelbasierten SSCP-Methode ist, dass nicht alle Banden zweifelsfrei einem bestimmten
Taxon zugeordnet werden kénnen, da manche Pilze Doppelbanden bilden. AulRerdem
besteht die Mdglichkeit, dass zwei Banden sehr nah aneinander liegen und deshalb beim
Ausschneiden fiir eine Bande gehalten werden. Auch ist mit dieser Methode Kkein
guantitativer Nachweis moglich. Dass Schimmelpilze einen schitzenden Effekt auf
Atemwegserkrankungen haben, erscheint zunachst unerwartet. Jedoch sind Pilze in der
Lage viele verschiedene Metaboliten zu bilden, die wiederum vielfaltige Einflisse auf den
menschlichen Organismus haben koénnen. Wie genau der schitzende Effekt zustande
kommt ist weitgehend ungeklart. Es muss zukinftig untersucht werden, tber welche
moglichen Wirkmechanismen dieser Effekt beim Menschen ankommt und welche
Substanzen oder Metaboliten genau beteiligt sind. Wenn man diese kennt, kénnen in
weiteren Experimenten Praventionsmal3nahmen oder neuen Therapieverfahren fur Asthma
im Kindesalter entwickelt werden, wofir die bereits bekannten Kandidaten eine Grundlage
bilden.

Umweltparameter am Wohnort
Zwischen Bauernkindern und anderen Kindern wurden Unterschiede bezlglich ihrer

Umweltvariablen am Wohnort gefunden. Ein geringer Abstand zum Bauernhof zeigte
aullerdem schitzenden Effekt auf Atopie und Asthma.
Die Literatur zu Umweltexpositionen und ihrer Wirkung auf Asthma ist widersprichlich,
vermutlich spielt der individuelle Kontext der entsprechenden Studie eine Rolle. So kénnen
die Ergebnisse der GABRIELA-Studie, die in landlichen Gebieten stattgefunden hat, nicht
direkt mit den Daten einer stadtischen Kohorte verglichen werden. Dies kdnnte auch ein
Grund dafur sein, dass keine negativen Effekte von Luftverschmutzung auf
Atemwegserkrankungen gefunden wurden. Die Umweltparameter am Wohnort erklaren den
Bauernhof-Effekt nicht vollstandig. Sie geben aber einen Hinweis darauf, dass der
Bauernhof-Effekt ein eher lokales Phanomen ist, worauf die starken protektiven Effekte eines
Bauernhofes in unmittelbarer Umgebung (bis 100 m) schlieRen lassen. Dafir sprechen auch
die bereits gefundenen Determinanten ,Konsum von Milch direkt vom Hof“ und ,Kontakt mit
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Kihen und Stroh“. Beides findet wahrscheinlich nur regelmaflig statt, wenn man in
unmittelbarer Nahe zu einem traditionell bewirtschafteten Bauernhof wohnt, auf dem man
frische, unverarbeitete Milch kaufen kann oder die Kinder dorthin, zum Beispiel in die
Scheune oder den Stall, zum Spielen gehen. Bauernkinder, die einen weiteren Hof in der
Néhe hatten, wiesen den groRRtmoglichen Schutz in dieser Studie auf. Dieser Effekt konnte
durch die vermehrte bakterielle Diversitat erklart werden. Diese weiteren Hofe konnten
anderen Familienmitgliedern gehoéren, was der traditionellen, eher kleineren Hofstruktur
entsprache, die man aus den untersuchten Gebieten kennt. In Matratzenstauben von
Kindern, die auf diesen Hofen leben, wurde auf3erdem eine hdhere bakterielle Diversitat
nachgewiesen. Hofe, die weiter von anderen entfernt waren, zeigten sich eher als
Risikofaktoren. Diese Ho6fe konnten generell gréer sein, mehr Tiere halten und
mdoglicherweise dadurch auch mehr Luftschadstoffe produzieren, die dann wiederum in einen
Risikoeffekt umschlagen. Solche negativen Effekte auf die Atemwegsgesundheit sind
beispielsweise aus den Niederlanden oder Nordamerika bekannt. Hier gibt es grol3e
Tierfarmen, die hohe Mengen an Ammoniak (NHs) ausstof3en, was wiederum ein Risiko fur

Atemwegserkrankungen darstellt (30-32).

AbschliefRende Zusammenfassung
In einer grofRen Querschnittstudie wurden sowohl das Mikrobiom in Matratzenstauben, als

auch die Umweltexpositionen am Wohnort der Studienkinder erfasst. Es konnten mit einer
molekularen Methode verschiedene Pilztaxa gefunden werden, die einen schitzenden
Einfluss auf Asthma haben. Zusatzlich wurden individuelle, spezifische Umweltfaktoren
gefunden, die ebenfalls protektiv auf Asthma wirken. Diese Ergebnisse sind weitere
Anknupfungspunkte zur Erklarung des Bauernhof-Effekts und treiben die Entwicklung von
Praventionsmaflinahmen oder weiteren Therapiemdglichkeiten fir Asthma und allergischer

Sensibilisierung weiter voran.

19



6.5.

Eigenanteil an den Manuskripten

Publikation 1 (Originalarbeit): Identification of fungal candidates for asthma protection
in a large population-based study

Statistischen Analysen
Ausschneiden der Gelbanden, die von Interesse waren
Auftrag zur Sequenzierung der Gelbanden an eine kommerzielle Sequenzierfirma

Auswertung der Sequenzierungsdaten und taxonomische Zuordnung der DNS mittels
Datenbanken

Interpretation und kritische Diskussion der Ergebnisse

Verfassen der ersten Manuskriptversion

Publikation 2 (Originalarbeit): An approach to the asthma-protective farm effect by
geocoding: good farms and better farms

Akquise der entsprechenden Datensédtze bei LDBV und StMELF inkl.
datenschutzrechtlicher Freigabe

Umwandlung der Adressdaten von Studienteilnehmern und Landwirtschaftsbetrieben
in entsprechende Geocodes

Berechnung der Abstandsvariablen, Bevolkerungsdichte

Statistische Analysen (aulRer Pfadanalysen)

Interpretation und kritische Diskussion der Ergebnisse

Verfassen der ersten Manuskriptversion

Publikation 3 (Ubersichtsarbeit/Buchkapitel): The Hygiene Hypothesis of Allergy and
Asthma

Literaturrecherche

Verfassen der ersten Manuskriptversion
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7. Zusammenfassung auf Deutsch

Asthma bronchiale ist die h&ufigste Erkrankung im Kindesalter. Da die Krankheit eine sehr
hohe Heterogenitat mit vielen verschiedenen Phanotypen aufweist, gestaltet sich die
Forschung zur Entstehung und MalRnahmen zur Pravention schwierig. Es ist bereits bekannt,
dass sowohl Asthma, als auch atopische Sensibilisierung mit verschiedenen Umweltfaktoren
assoziiert sind, die teilweise einen schitzenden Effekt haben. Einer dieser protektiven
Effekte ist der sogenannte Bauernhof-Effekt. Dieser besagt, dass Kinder, die auf einem
Bauernhof aufwachsen, oder regelmaflig Kontakt zu Bauernhéfen haben, seltener an
Asthma oder Atopie erkranken, als andere Kinder. Der Konsum unbehandelter Milch und der
Kontakt zu Stallen, Kilhen und Futtermitteln zeigten sich in vielen Studien als schitzende
Faktoren. Es gibt auRerdem einen Zusammenhang von erhéhter mikrobieller Exposition und
dem Leben auf dem Bauernhof.

In dieser Dissertation wurden Pilze aus Matratzenstaubproben auf ihre Assoziation mit
Asthma hin untersucht. Es wurden einige bereits aus der Literatur bekannte Pilze auch in der
GABRIELA-Studie wieder gefunden. Der bereits bekannte, protektive Effekt von Penicillium
chrysogenum konnte teilweise durch weitere Taxa erklart werden. Aul3erdem wurde ermittelt,
ob Umweltvariablen am Wohnort der Kinder mit Asthma oder Atopie in Verbindung stehen
und ob es einen Einfluss von Bauernhotfen in der Nahe gibt. Ein geringer Abstand zu einem
Bauernhof zeigte protektive Effekte auf Asthma und Atopie. Die Ubrigen erfassten
Umweltvariablen, wie Vegetationsgrad oder Bevolkerungsdichte, waren mit diesen beiden
Krankheiten nicht assoziiert, unterschieden sich aber bei Bauern und Nicht-Bauern. Der
Effekt eines Bauernhofes in der Néhe konnte bei Nicht-Bauernkindern durch die beiden
bekannten Determinanten ,Trinken von unbehandelter Milch® und ,Kontakt zu Kihen
und/oder Stroh“ erklart werden, bei Bauernkindern blieb der Effekt weitgehend unerklart.
Weiterhin stellte sich heraus, dass sich Bauernkinder mit einem weiteren Hof in der Nahe
von anderen Bauernkindern (ohne einen Hof in der Nahe) unterscheiden. Die Bauernkinder
mit einem Hof in der Nahe wiesen eine hohere bakterielle Diversitat im Matratzenstaub auf.
Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass es Unterschiede zwischen Bauernhofen gibt.
Bauernhtfe mit einem weiteren Hof in der Nahe konnten fur einen traditionelleren Hof
sprechen, der in dieser Studie den besten Schutz vor Asthma gezeigt hat.

Die Ergebnisse dieser Doktorarbeit zeigen, dass es sowohl Pilze, als auch spezifische
Expositionen am Wohnort gibt, die vor Asthma bzw. atopischer Sensibilisierung schitzen
kénnen. Damit bilden diese Ergebnisse die Grundlage fur weitere Untersuchungen zu

Praventionsmafinahmen fur Asthma und Atopie im Kindesalter.
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8. Zusammenfassung auf Englisch (Abstract)

Asthma is the most prevalent disease in childhood. The origin and prevention strategies for
this disease are difficult, because of a high heterogeneity and different phenotypes. It is
known, that asthma and atopic sensitization are associated with a variety of environmental
determinants, partly showing a protective effect. One of those protective effects is the so
called “farm effect”. It suggests that children, who grow up on a farm or have regular contact
to farming environments, suffer less often from asthma and atopy than their peers.
Consumption of unprocessed milk and contact to stables or barns, cows and their fodder
have been found as protective factors in many studies. Moreover, an association of farm
living and increased microbial exposure has been shown.

In this doctoral thesis, fungi from mattress dust and their association with asthma were
assessed. Known fungi from the literature have been replicated in this study. The protective
effect of Penicillium chrysogenum could partially be explained by other taxa. Moreover,
different environmental variables and presence of farms at the residence of the children were
associated with asthma and atopic sensitization. The assessed environmental variables (for
example degree of vegetation or population density) differed between farm and non-farm
children, but were not associated with asthma or atopy. Only presence of a farm nearby
showed protective effects on both diseases. This effect of a farm nearby could be explained
by consumption of unprocessed milk and contact to cows and/or straw in non-farm children.
However, in farm children this effect was not explained by those variables. Farm children
with another farm nearby differed from other farm children. Those farm children with another
farm nearby had higher values for bacterial richness in mattress dust, which could be a hint
for differences between types of farms. It suggests that there are specific farms with a higher
potential for protection.

The results of this thesis shed light on specific protective fungi and environmental exposures
and provide relevant information to investigate further strategies to prevent asthma and atopy
in childhood.
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9. Publikation 1: Originalarbeit

»ldentification of fungal candidates for asthma protection in a large population-based

study”

Dieses Paper wurde publiziert von:

Susanne Mueller-Rompa*, Tobias Janke*, Karin Schwaiger, Melanie Mayer, Johann Bauer,
Jon Genuneit, Charlotte Braun-Fahrlaender, Elisabeth Horak, Andrzej Boznanski, Erika von
Mutius, Markus J. Ege & the GABRIELA study group

In: Pediatr Allergy Immunol 2017 Feb;28(1):72-78. doi 10.1111/pai.12665

* geteilte Erstautorenschaft
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10. Publikation 2: Originalarbeit

»An approach to the asthma-protective farm effect by geocoding: good farms and

better farms”

Dieses Paper wurde publiziert von:
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11. Publikation 3: Ubersichtsarbeit

“The Hygiene Hypothesis of Allergy and Asthma”

Dieser Artikel wurde publiziert von:

Ege M., Rompa S.

In: Ratcliffe, M.J.H. (Editor in Chief), Encyclopedia of Immunobiology, Vol. 5, pp. 328-335.
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