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1 EINLEITUNG 

1.1 Historischer Hintergrund 
Clemens Peter Freiherr von Pirquet führte im 
Jahr 1906 den Begriff der Allergie in die medizini-
sche Fachsprache ein. Aus dem Griechischen ἄλλος 
abgeleitet, was ursprünglich „anders“ oder „ver-
schieden“ bedeutet (Gemoll, 2006), definierte von 
Pirquet die Allergie ganz allgemein als veränderte 
Reaktionsfähigkeit des Organismus auf bestimmte 
Reize (Turk, 1987). Heute beschreiben Wahn et al. 
die Allergie als „Folge einer Exposition gegenüber 
Antigenen, welche bereits zu einem früheren Zeit-
punkt zur Bildung spezifischer IgE-Antikörper ge-
führt hatten“. Über Bindung des Antikörpers an 
Mastzellen und Granulozyten kommt es zu deren 
Aktivierung und damit zu einer Freisetzung von 
Entzündungsmediatoren, beispielsweise Histamin, 
Prostaglandinen und Leukotrienen.  
Asthma bronchiale, allergische Rhinokonjunktivitis, atopische Dermatitis und Nah-
rungsmittelallergien bilden die Erkrankungen des allergischen Formenkreises (Wahn, 
2005). Mehrere Jahrhunderte vor der Einführung des Begriffs der Allergie wurden al-
lerdings bereits Erkrankungen aus dem atopischen Formenkreis beschrieben. Als „Erst-
beschreibung einer atopischen Familienanamnese“ des julisch-claudischen Kaiserhauses 
bezeichnet Prof. Dr. Dr. Johannes Ring die Aufzeichnungen Suetons und Plinius des 
Jüngeren aus dem ersten Jahrhundert nach Christus: Die beschriebenen Symptome des 
Kaisers Augustus deuten auf eine typische atopische Trias aus Asthma bronchiale, Rhi-
nokonjunktivitis und atopischer Dermatitis hin. Augustusʼ Großneffe Claudius litt wohl 
an einer Rhinokonjunktivitis und wiederum dessen Sohn Britannicus zeigte Symptome 
einer Pferdehaarallergie (Ring, 1985). Es findet sich eine Vielzahl weiterer historischer 
Aufzeichnungen, welche die Symptome allergischer Erkrankungen beschreiben. Inso-
fern stehen allergische Erkrankungen bereits seit der Antike im Fokus des wissenschaft-
lichen Interesses.  
 
 
 
 
 
 

Abbildung 1: Clemens Freiherr von Pirquet 
(Turk, 1987) 
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1.2 Grundlagen des Immunsystems 
Im Folgenden soll ein kurzer Einblick in die Grundlagen des Immunsystems gegeben 
werden, wobei der Schwerpunkt auf die im Rahmen dieser Dissertation untersuchten 
Th1- und Th2-Zellen gelegt wird. 
 
Grundlegend wird zwischen dem angeborenen Immunsystem und dem erworbenen Im-
munsystem unterschieden. Beide Systeme beruhen auf zellulären und humoralen Antei-
len, die in gegenseitiger Wechselwirkung agieren. Zusätzlich zur Abwehrfunktion unter 
anderem gegen mikrobielle Erreger kann das Immunsystem auch im Rahmen einer 
Überempfindlichkeitsreaktion seine Aktivität gegen körpereigene Zellen oder Gewebe 
richten, beispielsweise im Rahmen einer allergischen Reaktion (Palm et al., 2012). Die 
Pathogenese einer allergischen Reaktion wird im Folgenden nach einem kurzen Über-
blick über das angeborene und adaptive Immunsystem detaillierter beschrieben.  
 
 

 
          Abbildung 2: Überblick Immunsystem (Renz-Polster, 2004, Raedler and Schaub, 2014), modifiziert.  
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1.2.1 Angeborenes Immunsystem 

Das angeborene Immunsystem hat die primäre Funktion, einen Erreger zu beseitigen, 
und koordiniert bei Bedarf die Rekrutierung antigen-spezifischer Zellen des erworbenen 
Immunsystems. Es ist für die rasche Immunantwort zuständig. Zum angeborenen Im-
munsystem gehören physikalische Barrieren wie die Haut und die Schleimhäute, aber 
auch zelluläre (Granulozyten, Makrophagen, dendritische Zellen, Monozyten, natürliche 
Killerzellen) und humorale (Komplementsystem, Akute-Phase-Proteine, von Monozy-
ten, Makrophagen und dendritischen Zellen gebildete Zytokine, Interferon-α) Bestand-
teile (Murphy, 2008). Das angeborene Immunsystem wird auch als unspezifisches Im-
munsystem bezeichnet, da es sich nicht an die spezifischen Gegebenheiten des Patho-
gens adaptiert (Wahn, 2005).  

1.2.2 Adaptives Immunsystem 

Das adaptive Immunsystem wird auch spezifisches Immunsystem genannt. Es reagiert 
zeitverzögert zur angeborenen Immunantwort und hat die Fähigkeit, zelluläre Rezepto-
ren und Antikörper zu bilden, die spezifisch an ein Antigen binden. So ermöglicht es 
zum einen eine gezielte Bekämpfung der Antigene durch humorale und zelluläre Fakto-
ren, zum anderen können über die spezifische Antigenerkennung auch die Mitspieler 
des angeborenen Immunsystems auf den Erreger gelenkt werden, was zu einer Effekti-
vitätssteigerung des angeborenen Immunsystems führt. Außerdem kann das adaptive 
Immunsystem ein erregerspezifisches Gedächtnis entwickeln (Iwasaki and Medzhitov, 
2015). Neben physikalischen Barrieren wie dem Haut- und Schleimhaut-assoziierten 
lymphatischem Gewebe umfasst das adaptive Immunsystem zelluläre (B- und T-
Lymphozyten) und humorale (Antikörper, von Lymphozyten gebildete Zytokine und 
Interferon-γ) Faktoren (Wahn, 2005). 
Bei einer Reaktion des adaptiven Immunsystems wird eine Kaskade verschiedener Re-
aktionen in Gang gesetzt: Zunächst wird von den Zellen des angeborenen Immun-
systems komplexes Fremdmaterial vorprozessiert. Dies bedeutet, dass das Fremdmate-
rial in einzelne Peptid-Bestandteile (Antigene) zerlegt wird. Anschließend wird das pro-
zessierte Antigen an MHC-Klasse-II-Moleküle auf der Oberfläche der antigenpräsentie-
renden Zellen gebunden und den T-Lymphozyten präsentiert. Durch den Kontakt der 
antigenpräsentierenden Zelle mit dem T-Zell-Antigenrezeptor werden aus den vormals 
naiven T-Zellen die T-Helferzellen, welche wiederum über Zytokine und Zell-zu-Zell-
Kontakte andere Zellen wie beispielsweise die B-Lymphozyten rekrutieren. Die B-
Lymphozyten starten daraufhin über klonale Expansion die Antikörperbildung. Im letz-
ten Schritt erfolgt dann die Antigeneliminierung. Zum einen kann direkt eine Bindung 
des Antigens durch Antikörper erfolgen, zum anderen können andere Effektorzellen wie 
beispielsweise Eosinophile, natürliche Killerzellen oder zytotoxische T-Zellen durch die 
T-Helferzellen rekrutiert und dadurch die Antigeneliminierung eingeleitet werden 
(Renz-Polster, 2004).  
 
 



 
4 

1.2.3 T-Lymphozyten 

Ursprung der T-Lymphozyten sind die lymphoiden Stammzellen des Knochenmarks, 
die Reifung erfolgt allerdings im Thymus. Sie exprimieren auf ihrer Zellmembran den 
T-Zell-Rezeptor und ein Cluster of Differentation 3 (CD3-) Molekül. Über den T-Zell-
Rezeptor können in Peptide zerlegte Antigene, die jeweils an ein MHC-Molekül gebun-
den sind, erkannt werden. Über positive und negative Selektion werden T-Zellen mit 
unterschiedlicher Effektorfunktion ausgebildet. Anhand der Oberflächenmarker erfolgt 
die Einteilung in CD4+ und CD8+ T-Zellen (Murphy, 2008). Typischerweise sind bei-
spielsweise die T-Helferzellen zumeist CD4+ und erkennen an MHC-II gebundene Pep-
tide, die zytotoxischen T-Zellen sind CD8+ (Kamradt and Ferrari-Kuhne, 2011). Wich-
tig ist allerdings zu erwähnen, dass sich diese ursprüngliche Form der Einteilung auf die 
häufigste Korrelation zwischen T-Zell Phänotyp und der T-Zell Funktion bezieht. In der 
Literatur ist mittlerweile zum einen das gleichzeitige Auftreten beider Oberflächenmar-
ker (Parel and Chizzolini, 2004) beschrieben und zum anderen auch eine Vielzahl an 
weiteren Oberflächenmarkern (Engel et al., 2015), die eine feinere Differenzierung der 
T-Lymphozyten erlaubt.  

1.2.3.1 T-Zell Subpopulationen  
Zytotoxische T-Zellen erkennen und eliminieren Zellen anhand erregertypischer Anti-
gene. Die T-Gedächtniszellen können zu einem späteren Zeitpunkt bei erneutem Anti-
genkontakt eine effizientere und schnellere Sekundärantwort vermitteln (Wahn, 2005). 
Die follikulären T-Helferzellen (Tfh-Zellen) steuern die Immunglobulinsekretion der          
B-Lymphozyten (Crotty, 2014). Eine wichtige Subgruppe bilden die T-Helferzellen, die 
sich in weitere Untergruppen aufteilen, wie beispielsweise Th-1, Th-2, Th-9 und Th-17 
Zellen. Sie sind für die Antigenerkennung zuständig und leiten dann die Immunantwort 
ein (Averbeck et al., 2007). Die T-Helferzellen sind Gegenstand zahlreicher For-
schungsprojekte, so dass immer wieder neue Untergruppen entdeckt und weiter analy-
siert werden. Eine weitere wichtige Untergruppe der T-Zellen bilden die regulatorischen 
T-Zellen (Treg). Diese spielen eine entscheidende Rolle als Kontrollinstanz in der Auf-
rechterhaltung der Immuntoleranz (Curotto de Lafaille and Lafaille, 2002). So wurde 
beispielsweise gezeigt, dass die Effektivität der regulatorischen T-Zellen als Gegenregu-
lator bei einer allergischen Reaktion bei Patienten mit atopischen Erkrankungen insbe-
sondere während der Pollensaison reduziert ist (Grindebacke et al., 2004).  Im periphe-
ren Blut von Kindern mit einer aktiven Nahrungsmittelallergie sind die regulatorischen 
T-Zellen im Vergleich zu Kindern mit einer ausgeheilten Nahrungsmittelallergie ver-
mindert (Karlsson et al., 2004). All diese Beobachtungen sprechen für eine entscheiden-
de Rolle der regulatorischen T-Zellen in der Genese und Aktivität atopischer Erkran-
kungen (Robinson, 2009).  
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Abbildung 3: T-Zell-Reihen mit Fokus auf die Untergruppen der T-Helferzellen (Kaplan et al., 2015) 

Eine zentrale Rolle in der frühen Immunmaturation spielen die Th1- und die Th2-
Zellen, auf die auch der Fokus in dieser Dissertation gelegt wird. Weitere Zellreihen wie 
beispielsweise die regulatorischen T-Zellen stehen nicht im Mittelpunkt dieser Arbeit, 
es gilt aber zu berücksichtigen, dass diese in der Immunentwicklung und in der Patho-
genese allergischer Erkrankungen und deren Regulation eine entscheidende Rolle spie-
len. Zu Beginn dieser Dissertation war deren Bedeutung in der frühen Immunentwick-
lung und insbesondere in der Allergieprävention im Nabelschnurblut noch kaum unter-
sucht, so dass das Augenmerk auf die Th1- und Th2-Zellen bei der frühen Immunmatu-
ration gelegt wurde. Deshalb werden diese beiden Subgruppen im weiteren Verlauf ge-
nauer dargestellt. 

1.2.3.2 Th1-Zellen 
Die Typ1-T-Helferzellen, kurz Th1-Zellen, sind für die zellvermittelte Immunantwort in 
der Abwehr von Viren, intrazellulären Bakterien und Protozoen zuständig. Erst mehrere 
Stunden nach Aktivierung durch entsprechende Antigene sind diese in ausreichender 
Anzahl vorhanden, so dass sie für die Überempfindlichkeitsreaktion vom Spättyp zu-
ständig sind. Durch Freisetzung proinflammatorischer Zytokine wie Interferon-γ, Inter-
leukin-2 und TNF-α wird die im Rahmen der Immunreaktion auftretende Entzündungs-
reaktion gesteuert. Dabei werden weitere immunologische Effektorzellen wie bei-
spielsweise Monozyten, Granulozyten und Makrophagen an den Entzündungsort rekru-
tiert und aktiviert. Die Makrophagen wiederum können durch Sekretion von Interleu-
kin-12 im Sinne einer positiven Verstärkung zur weiteren Polarisierung der naiven T-
Zelle in  Th1-Zellen beitragen und verbessern gleichzeitig ihre eigene mikrobielle Akti-
vität  durch Hochregulation ihrer Oberflächenmoleküle wie beispielsweise den MHC-II 
Molekülen. Die entstehende Entzündungsreaktion führt zu einer Gefäßdilatation und 
damit zu vermehrter Durchblutung im Gewebe sowie zur Bildung von Fibrin, das eine 
weitere Ausdehnung der Entzündungsreaktion eindämmt. Außerdem wird unter ande-
rem über Interferon-γ das Wachstum und die Differenzierung der B-Lymphozyten sti-
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muliert (Wahn, 2005). Die Th1-Zellen spielen eine wichtige protektive Rolle bei der 
Entstehung allergischer Erkrankungen als Gegenspieler der Th2-Zellen (Schuijs et al., 
2015). 

1.2.3.3 Th2-Zellen 
Die Typ2-T-Helferzellen, kurz Th2-Zellen, steuern die humoral vermittelte Immunant-
wort durch Stimulation der B-Lymphozyten, was letztlich zur Synthese von Antikörpern 
führt, sowie durch Stimulation der Mastzellen und eosinophilen Granulozyten. Sie pro-
duzieren die Zytokine Interleukin-4, -5, -6, -10, -13, welche die Immunglobulinse-
kretion stimulieren. Interleukin-4 und Interleukin-5 sind beispielsweise entscheidend für 
den Klassenwechsel hin zu IgE (Kamradt and Ferrari-Kuhne, 2011).  

1.2.3.4 Th1/Th2 Paradigma 
Im Th1/Th2 Paradigma wurde bereits Ende der 80er Jahre eine Imbalance zwischen 
Th1- und Th2-Zellen zu Gunsten der Th2-Zellen und damit ein Überwiegen der Th2-
gesteuerten Immunreaktion bei zeitgleich abgeschwächter Th1-Immunreaktion als 
Schlüsselfaktor der Allergieentwicklung beschrieben (Mosmann and Coffman, 1989). 
Diese Th1/Th2-Imbalance ist Gegenstand zahlreicher Forschungsprojekte, unter ande-
rem in therapeutischen Ansätzen zur Allergietherapie durch Induktion der Th1- und 
Hemmung der Th2-Zellen bzw. deren Zytokine. Allerdings werden in aktuellen For-
schungsprojekten auch andere T-Zellreihen, insbesondere die regulatorischen T-Zellen, 
und ihr Anteil an der Entstehung von allergischen Erkrankungen sowie die daraus resul-
tierenden therapeutischen Optionen untersucht (Vissers et al., 2004, Akkaya et al., 
2019), so dass sicher nicht von einer reinen Th1/Th2-Imbalance in der Pathogenese al-
lergischer Erkrankungen auszugehen ist (van Oosterhout and Motta, 2005). Es ist je-
doch klar, dass ohne diese Th1/Th2-Imbalance eine Entstehung allergischer Erkrankun-
gen nicht möglich ist. Die Th1-Zellen sind initial entscheidend an der Allergieentste-
hung beteiligt und können während der Allergiemanifestation eine Gegenregulation zur 
Th2-Immunantwort darstellen. Die Th2-Zellen sind bei allergischen Erkrankungen sti-
muliert und stehen auch im Fokus des Interesses bei der Entwicklung neuer Therapie-
formen wie zum Beispiel der Antikörpertherapie mit Anti-IL-5, einem typischen Th2-
Zytokin (Farne et al., 2017). Seit 2018 ist Anti-IL-5 in Form des Antikörpers Mepoli-
zumab auch bei Kindern ab dem sechsten Lebensjahr mit schwerem, therapierefraktä-
rem Asthma bronchiale zugelassen (Just et al., 2019).  

1.2.4 Pathogenese der allergischen Reaktion 

Die klassische allergische Reaktion ist eine Überempfindlichkeitsreaktion Typ I nach 
Gell und Coombs. Sie ist das Resultat einer Exposition gegenüber Antigenen, die schon 
zu einem früheren Zeitpunkt zur Bildung spezifischer IgE-Antikörper geführt haben 
(Wahn, 2005). Dieser Antikörperbildung als Antwort auf eine Allergenexposition liegt 
eine genetische Prädisposition zu Grunde. Es wurden bereits mehrere Kandidatenloci 
beschrieben: So scheint beispielsweise die Bereitschaft, auf inhalative Allergene mit 
einer IgE-Antwort im Rahmen einer bronchialen Hyperreagibilität zu reagieren, auf 
Chromosom 5 (5q31 bis 5q32) vererbt zu werden (Marsh et al., 1994). Diese Region 
kodiert auch für diverse Zytokine, die an einer allergischen Immunantwort beteiligt 
sind, beispielsweise Interleukin-4, Interleukin-5 und Interleukin-9 (Wahn, 2005).  
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             Abbildung 4: Ablauf einer allergischen Reaktion (Larche et al., 2006) 

Die Allergene werden zunächst von dendritischen Zellen aufgenommen, in Peptide auf-
gespalten und über MHC-II Moleküle bzw. nach einer bereits stattgefundenen Sensibili-
sierung über Bindung an IgE auf Gedächtnis-B-Zellen den naiven T-Zellen präsentiert, 
so dass diese in Th2-Zellen differenzieren. Die daraufhin sezernierten Zytokine wie 
Interleukin-4 und Interleukin-13 stimulieren bei den B-Lymphozyten den Isotypen-
wechsel zu IgE und damit die Bildung und klonale Expansion der IgE-Gedächtnis-B-
Zelle (vgl. Abbildung 4, Abschnitt a).  
Die neu gebildeten IgE-Antikörper binden an spezifische IgE-Rezeptoren auf Mastzel-
len und basophilen Granulozyten und es kommt zur Degranulation und Freisetzung des 
Granulainhaltes, zur Synthese und Sekretion von Zytokinen (z.B. Interleukin-4, Inter-
leukin-5 und TNF-α) sowie von Prostaglandinen und Leukotrienen (vgl. Abbildung 4, 
Abschnitt b). In den Granula liegt ein Teil der Mediatoren präformiert vor (z.B. Hista-
min oder Proteasen), wodurch bereits wenige Minuten nach Allergenexposition eine 
akute Reaktion mit Vasodilatation und lokaler Entzündungsreaktion möglich ist. Ein 
anderer Teil des Granulainhaltes muss erst nach Zellaktivierung neu gebildet werden 
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(z.B. Zytokine oder Prostaglandine), so dass diese in einer Spätphase der Überempfind-
lichkeitsreaktion Typ I zum Tragen kommen und eine Kaskade an Reaktionen auslösen 
(vgl. Abbildung 4, Abschnitt c). Hauptakteure dieser Kaskade sind die T-Lymphozyten.   

1.3  Allergische Erkrankungen im Kindesalter 

1.3.1 Epidemiologie 

In den letzten Jahrzehnten wird eine deutli-
che Zunahme der Prävalenz allergischer 
Erkrankungen in den Industrienationen beo-
bachtet.  
Beispielsweise berichten die Centers for 
Disease Control and Prevention in den 
USA von einer Asthma-Prävalenz von 5,8 
% bei Kindern im Jahr 2003. Im Jahr 1980 
lag die Prävalenz noch bei 3,6 %. Nach 
Pneumonie und Unfällen steht Asthma an 
dritter Stelle der Diagnosen, die in den USA 
zu einem stationären Krankenhausaufenthalt 
im Kindesalter führen (Eder, 2007). 
 

Abbildung 5: Asthma-Prävalenz bei Kindern (Eder, 2007) 

Im Rahmen der International Study of Asthma and Allergies in Childhood, kurz ISAAC 
Studie, konnte gezeigt werden, dass auch in Europa jedes vierte Kind an Allergien leidet 
(ISAAC, 2019). Es ist also nicht verwunderlich, dass die Entstehung von Erkrankungen 
des allergischen Formenkreises Gegenstand zahlreicher Forschungsprojekte ist.                          

                                                                                                         
Insbesondere die frühkindliche oder auch bereits pränatale Modifikation des Immunsys-
tems, die möglicherweise eine Entstehung der Erkrankung beeinflusst, steht im Fokus 
des Interesses.                                                                

                                                                                                            

1.3.2 Einfluss mikrobieller Stimulation auf die Entwicklung allergischer Erkran-
kungen im Kindesalter 

Die Bauernhofumgebung spielt bereits in der frühen Entwicklung des Immunsystems 
eine wichtige Rolle und hat entscheidenden Einfluss auf die Entstehung von Erkrankun-
gen aus dem atopischen Formenkreis. Dem Bauernhofeffekt liegt ein komplexes Netz-
werk immunologischer, genetischer und epigenetischer Faktoren zu Grunde.  
1989 postulierte Strachan nach Auswertung epidemiologischer Daten von 17.414 briti-
schen Kindern über einen Beobachtungszeitraum von 23 Jahren im Rahmen der Hygie-
ne-Hypothese, dass durch verbesserte hygienische Bedingungen in den Industrienatio-
nen, Abnahme der Anzahl an Geschwistern und eine geringere Inzidenz von Infektionen 
in der frühen Kindheit eine Zunahme der Prävalenz allergischer Erkrankungen zu be-
obachten sei (Strachan, 1989). Seither ist die detaillierte Untersuchung der Entstehung 
allergischer Erkrankungen und insbesondere auch der Einfluss von Umgebungsfaktoren 
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Gegenstand zahlreicher Forschungsarbeiten. Der Fokus richtet sich auf drei Hauptthe-
mengebiete: die Rolle viraler oder bakterieller Infektionen, der Einfluss mikrobieller 
Stimulation, die Kombination aus Infektionen als endogenem Stimulus des Immunsys-
tems und Umweltfaktoren als exogenem Stimulus des Immunsystems (Schaub et al., 
2006).  
Die sinkende Exposition zu mikrobiellen Stimuli gilt als ein wichtiger Faktor für die 
Entwicklung allergischer Erkrankungen (Bloomfield et al., 2006). Ein Modell für die 
exogene Stimulation des Immunsystems ist das Leben auf einem Bauernhof. Wachsen 
Kinder auf einem Bauernhof auf, zeigen sie eine niedrigere Prävalenz allergischer Er-
krankungen wie Asthma bronchiale und allergischer Rhinokonjunktivitis und auch eine 
niedrigere Prävalenz für eine Sensibilisierung auf Inhalationsallergene (Von Ehrenstein 
et al., 2000, Riedler et al., 2001). Douwes et al. beschreiben, dass bereits die präpartale 
Bauernhofexposition durch die Mutter während der Schwangerschaft zu einer niedrige-
ren Prävalenz von atopischen Erkrankungen bei den Kindern führt (Douwes et al., 
2008). Zahlreiche wichtige Faktoren tragen zur Entstehung dieses „Bauernhofeffekts“ 
bei – beispielsweise der Kontakt zu verschiedenen Tierspezies (Ege et al., 2006), der 
Verzehr von Rohmilch (Loss et al., 2011), die Endotoxinexposition (Braun-Fahrlander 
et al., 2002) und die Diversität der mikrobiellen Stimuli (Ege et al., 2011).  
Schon pränatal wird das kindliche Immunsystem durch Umwelteinflüsse langfristig 
moduliert, was bereits zum frühest möglichen Zeitpunkt, nämlich im Nabelschnurblut, 
zu beobachten ist (Ege et al., 2006, Schaub et al., 2009). Der immunologische Hinter-
grund des Bauernhofeffektes ist Gegenstand zahlreicher Forschungsprojekte. So be-
schreiben Pfefferle et al. eine Veränderung in der Zyokinsekretion im Nabelschnurblut 
von Müttern, die auf einem Bauernhof leben und arbeiten: Diese zeigen beispielsweise 
erhöhte Werte für IFN-γ (Pfefferle et al., 2010), einem Th1-Zytokin. Bereits in voran-
gegangenen Studien ist ein niedrigeres Risiko für die Entstehung atopischer Erkrankun-
gen bei vermehrtem Nachweis von IFN-γ bei Geburt beschrieben worden (Macaubas et 
al., 2003). Kaario et al. bestätigen die vermehrte Sekretion Th1-assoziierter Zytokine in 
Blutproben von Bauernkindern im Alter von 4,5 Jahren (Kaario et al., 2016). Insofern 
beschreiben zahlreiche Studien ein Überwiegen der Th1-Th2 Immunbalance (vgl. 
1.2.3.4 Th1/Th2 Paradigma) zu Gunsten der Th1-Zellen bei Bauernhofexposition, was 
letztlich zu einem „allergie-protektiven“ Effekt beiträgt. Unter den T-Zellen wird auch 
den regulatorischen T-Zellen (Treg) eine wichtige Rolle bei der Entstehung des Bauern-
hofeffekts zugeschrieben. Sie zeigen sich bei Müttern signifikant erhöht, die während 
der Schwangerschaft auf einem Bauernhof leben und arbeiten. Assoziiert ist diese Be-
obachtung mit einer Suppression einer proallergischen Immunantwort in Form ernied-
rigter Th2-typischen Zytokinen (Schaub et al., 2009). Andererseits sind bei Kindern mit 
einem erhöhten Risiko für allergische Erkrankungen bereits bei Geburt die regulatori-
schen T-Zellen erniedrigt und auch deren Funktionalität bezüglich einer Suppression der 
pro-allergischen Immunantwort ist vermindert (Schaub et al., 2008).  
Obwohl die Rolle der Th1- und Th2-Zellen schon vielfach untersucht wurde, ist bisher 
unklar, ob und wie deren Regulation bereits zum frühest messbaren Zeitpunkt, nämlich 
im Nabelschnurblut, bei den Kindern verändert ist, die später vor allergischen Erkran-
kungen geschützt sind.  
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1.4 Zielsetzung   
Im Rahmen dieser Dissertation soll der Einfluss der Th1- und Th2-Zellen in der frühen 
Immunmaturation auf die Entstehung einer allergischen Sensibilisierung im Kindesalter 
untersucht werden. 
Zielsetzung dieser Arbeit ist die Untersuchung der Genexpression und der Zytokinse-
kretion im Nabelschnurblut von Bauern- und Nicht-Bauernkindern und die Auswertung 
der epidemiologischen Daten. Diese Analysen erfolgen mit dem Fokus auf die Identifi-
kation einer unterschiedlichen Genexpression im Nabelschnurblut von Bauern- im Ver-
gleich zu Nicht-Bauernkindern unter der Hypothese, dass Bauernkinder durch mikrobi-
elle Stimulation und infolge dessen auch Stimulation ihres Immunsystems seltener eine 
allergische Sensibilisierung entwickeln als Nicht-Bauernkinder. Deshalb wurde bei den 
untersuchten Kindern bis zum Alter von zehn Jahren die Entwicklung einer allergischen 
Sensibilisierung sowie das Auftreten pfeifender Atemgeräusche (wheeze) als mögliches 
Symptom eines Asthma bronchiale anhand von Fragebögen erfasst.  
 
Im Rahmen der sogenannten PAULCHEN-Studie, einer Geburtskohorte, wurden an-
hand von Fragebögen epidemiologische Daten mit dem Fokus auf mikrobielle Expositi-
on und die Entwicklung allergischer Erkrankungen sowie sozioökonomische Faktoren 
und die Familienanamnese bei Geburt und im Alter von drei, sechs und zehn Jahren 
erhoben. Außerdem wurden Nabelschnurblutproben von Bauern- und Nicht-
Bauernkindern verarbeitet. Nach Zell-Isolation und RNA-Extraktion wurde eine real-
time RT-PCR mit dem Fokus auf Th1- und Th2- assoziierte Gene sowie im Anschluss 
daran eine Gelelektrophorese durchgeführt. Zudem wurde die Sekretion bestimmter T-
Zell assoziierter Zytokine (Interleukin-5, Interleukin-6, Interleukin-12) gemessen.   
 
Langfristig soll die Frage beantwortet werden, ob bereits die Immunregulation im Na-
belschnurblut zur Prädiktion einer späteren Entwicklung allergischer Erkrankungen ge-
eignet ist. Dies würde zum weiteren Verständnis des komplexen Netzwerkes immuno-
logischer, genetischer und epigenetischer Faktoren beitragen, das dem Bauernhofeffekt 
als Modell einer „allergie-protektiven“ Umgebung zu Grunde liegt. In der Folge könnte 
dies neue Therapieoptionen in der Prävention und Behandlung allergischer Erkrankun-
gen eröffnen. 
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1.5 Arbeitsbeschreibung dieser Dissertation 
Im Fokus dieser Dissertation stehen die Untersuchung der Genexpression im Nabel-
schnurblut und die Auswertung im Zusammenhang mit den bereits erhobenen Daten bei 
Geburt sowie die Nachbeobachtung der Kinder über einen Zeitraum von zehn Jahren. 
Meine Aufgabe im Rahmen dieser Dissertation war die Durchführung der Verlaufsbe-
obachtung über drei, sechs und zehn Jahre mittels Fragebögen und die Auswahl der 
Studienteilnehmer mit RNA-Proben in ausreichender Menge und Qualität. 
Die Durchführung folgender Experimente war Hauptbestandteil dieser Dissertation: 
Zum einen die Transkription der mRNA in cDNA und das Primer-Design inklusive Op-
timierung und Etablierung. Zum anderen die real-time RT-PCR und die Gelelektropho-
rese sowie die Qualitätskontrolle als experimenteller Schwerpunkt dieser Arbeit. So-
wohl die Zell-Isolation als auch die RNA-Extraktion und die Zytokin-Messungen er-
folgten bereits vor Beginn dieser Dissertation, unmittelbar nach Geburt der an der 
PAULCHEN-Studie teilnehmenden Kinder, durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe 
Schaub im Forschungszentrum Kubus des Dr. von Haunerschen Kinderspitals.  
Zusätzlich habe ich selbständig die grundlegenden statistischen Analysen durchgeführt. 
Die weiterführenden komplexeren statistischen Auswertungen inklusive Korrelations-
analysen, Berechnungen zur Adjustierung und epidemiologischer Datenauswertung er-
folgten gemeinsam mit dem Biostatistiker der Arbeitsgruppe Schaub.  
 
 

2 DATENERHEBUNG UND METHODEN 

2.1 Probanden 

2.1.1 Rekrutierung der Studienteilnehmer 

Die Rekrutierung der teilnehmenden Mütter erfolgte im letzten Trimenon der Schwan-
gerschaft in der Asklepios-Stadtklinik Bad Tölz durch die dort tätigen Hebammen von 
Juli 2005 bis September 2007 im Rahmen der PAULCHEN-Studie.  
Die PAULCHEN-Studie wurde durch die Ethikkommission der Bayerischen Landesärz-
tekammer genehmigt. 

2.1.2 Ein- und Ausschlusskriterien 

In die Studie wurden Mütter mit einem unkomplizierten Verlauf der Schwangerschaft 
und termingerechter Geburt sowie gesunde Neugeborene aufgenommen.    
Ausschlusskriterien waren chronische Erkrankungen der Mütter und Infektionen bzw. 
antibiotische Therapie im letzten Trimenon der Schwangerschaft. Kinder, die vor Voll-
endung der 37. Schwangerschaftswoche geboren wurden oder an perinatalen Infektio-
nen erkrankten, wurden ebenfalls von der Studienteilnahme ausgeschlossen.  
Nach Einhaltung der Ausschlusskriterien wurden von 94 möglichen Probandinnen 91 
Mütter und deren Kinder (97 %) in die Studie aufgenommen. 
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2.2 Epidemiologische Datenerhebung 

2.2.1 Fragebögen 

Nach der Einverständniserklärung zur Studienteilnahme sowie einer ersten Befragung 
und der Erhebung weiterer Daten über den Geburtsverlauf aus den Krankenhausakten, 
wurde im Rahmen dieser Dissertation drei, sechs und zehn Jahre nach der Geburt ein 
weiterer Fragebogen an die Eltern verschickt und ausgewertet.  

2.2.1.1 Fragebogen bei Geburt        
Die werdenden Mütter beantworteten Fragen zu Herkunft, Ausbildung, Erkrankungen 
und Schwangerschaftsverlauf sowie zur Tätigkeit auf einem Bauernhof (siehe Anhang 
8.2 Fragebogen bei Studieneinschluss).  

2.2.1.2 Fragebögen im Alter von drei, sechs und zehn Jahren 
Im Alter von drei, sechs und zehn Jahren wurden durch die Eltern bzw. ein Elternteil 
Fragebögen beantwortet, die Fragen zur Gesundheit des Kindes – insbesondere zu Er-
krankungen des atopischen Formenkreises (Wahn, 2005) – sowie zur Tätigkeit auf ei-
nem Bauernhof, zum Frischmilchkonsum, zum Tierkontakt und zur Wohnungs- und 
Lebenssituation beinhalteten (siehe Anhang 8.3 Fragebogen zum 3. Lebensjahr, 8.4 
Fragebogen zum 6. Lebensjahr, 8.5 Fragebogen zum 10. Lebensjahr).   
Die Fragebögen wurden mit dem Fokus auf die Entwicklung einer allergischen Sensibi-
lisierung auf Inhalationsallergene ausgewertet. Als allergische Sensibilisierung auf In-
halationsallergene wurde ein positiver Haut- und/oder Bluttest auf inhalative Allergene 
(Baum- und Gräserpollen, Hausstaubmilben, Tierhaare) im zehnten Lebensjahr defi-
niert, der durch die Eltern im Fragebogen berichtet wurde. Die Daten wurden mit Blick 
auf die Familienanamnese, die Geburtsdaten der Kinder sowie Bauernhof-typische Ein-
flussfaktoren (Aufenthalt im Stall, Tierkontakt, Rohmilchkonsum) und die Entwicklung 
eines pfeifenden Atemgeräusches (wheeze) als mögliches Asthma-Symptom analysiert.  
Die Entwicklung eines pfeifenden Atemgeräusches wurde in Abhängigkeit von ver-
schiedenen Triggern beobachtet: Virale Infekte, die mit pfeifenden Atemgeräuschen 
assoziiert waren, wurden als viral wheeze definiert. Falls die Atemgeräusche durch 
mindestens zwei verschiedene Trigger (Kälte, Anstrengung, Hausstaub, Tierkontakt, 
Pollen) verursacht wurden, wurde dies als multitrigger wheeze definiert (Brand et al., 
2008, Frey and von Mutius, 2009, Depner et al., 2014). Außerdem wurde das zeitliche 
Auftreten der pfeifenden Atemgeräusche eingeordnet (Martinez et al., 1995): Früh auf-
getretene Symptome (early wheeze), spät aufgetretene Symptome ab dem sechsten Le-
bensjahr (late onset wheeze) oder persistent wheeze mit Symptomen im Alter von drei, 
sechs und zehn Jahren (modifiziert nach Depner et al., 2014).  
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2.3 Verwendete Laborgeräte 

 
Tabelle 1: Verwendete Geräte 

2.4 Verbrauchsmaterialien 

 
Tabelle 2: Pipetten und Zubehör 
 

 
Tabelle 3: Gefäße 

Gerät Hersteller

Vorbereitung und 
Durchführung der real-time 
RT-PCR 

iCycler iQ Real-Time PCR Detection System Bio-Rad

peqSTAR Thermocycler Peqlab

Spectrophotometer ND 1000 Nanodrop

Micro Centrifuge Roth

Vortex-1 Genie Touch Mixer Scientific Industries

Tischzentrifuge Galaxy Mini Merck Eurolab

Zentrifuge Rotanta 460R Hettich

Gel-Elektrophorese

Elektrophoreseeinheit Modell DB Thermo Scientific

Netzgerät Power Source 300 V VWR

Geldokumentation GDS Gel imager Intas

Präzisionswaage 44033 Kern

Pipette Volumen Firma

Pipette 10 μl Eppendorf Research

Pipette 20 μl Eppendorf Research

Pipette 200 μl Eppendorf Research

Pipette 1000 μl Eppendorf Research

8-Kanal Pipette 100 μl Eppendorf Research Multichannel

Pipettenspitzen - Eppendorf

Gefäß Volumen Firma

Multiply-Pro PCR-Gefäß 0,5 ml Sarstedt

Safe-Lock  Reaktionsgefäß 1,5 ml Eppendorf

Safe-Lock  Reaktionsgefäß 2,0 ml Eppendorf

Erlenmeyer Glaskolben 250 ml Schott

Messbecher 100 ml Vitlab

Messbecher 250 ml Vitlab
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Tabelle 4: Weitere Materialien  
 

2.5 Reagenzien 

 
 Tabelle 5: Reagenzien 
 

Verwendungszweck Produkt Hersteller
Real-time RT-PCR

PCR Plates, 96 well Bio-Rad
Folien BZO Seal Film Biozym

Gelelektrophorese
Gelschlitten
4 Kämme mit je 50 Taschen
Cutfix Einmal-Skalpell Braun

Oberflächen-
Dekontamination

RNase away MβP Molecular BioProducts

Verwendung          Reagenz Hersteller

Allgemein
Molecular Biology Grade Water,
DNase-, RNase-, Protease-free (DEPC)

Serva Electrophoresis GmbH

RNA-Transkription

QuantiTect Reverse Transcription Kit Quiagen

Real-time RT-PCR                 

Fluorescein Calibration Dye Bio-Rad

SYBRGreen PCR Master Mix Applied Biosystems

Primer Invitrogen

Gelelektrophorese

      → TBE Trizma Base Sigma-Aldrich

Boric Acid Sigma-Aldrich

Ethylene diamine tetraacetic acid EDTA Sigma-Aldrich

Bidestilliertes Wasser H. Kerndl GmbH

     → Loading Dye 0,25% Bromphenolblau Roth

0,25% Xylene cyanol Merck

30% Glycerol in H2O Sigma-Aldrich 

     → DNA ladder 10% 100bp DNA ladder New England BioLabs

10% Loading Dye, 1:10 verdünnt

80% TBE, 1:10 verdünnt

     → Fluoreszenzfarbstoff GelRed Biotium
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2.6 Software 

 
Tabelle 6: Software 
 

2.7 Labormethoden 

2.7.1 IgE-Bestimmung im mütterlichen Blut 

Im mütterlichen Serum, das bei Geburt gewonnen, aufbereitet und bei minus 80 °C auf-
bewahrt wurde, erfolgte die Messung des Gesamt-IgE mittels ELISA. Außerdem wurde 
durch einen Blut-Test der Firma MEDIWISS das spezifische IgE für die 20 häufigsten 
Allergene bestimmt (vgl. Tabelle 37 im Anhang). Als auf eine Atopie hinweisend wur-
den Messergebnisse von ≥ 0,35 IU/ml bei mindestens einem Allergen definiert (Casaca 
et al., 2012). Diese Messungen wurden von Mitarbeitern der Kinderklinik der LMU 
München übernommen.  

2.7.2 Zellisolation und -stimulation 

Die Isolation der mononukleären Zellen aus dem Nabelschnurblut (CBMC) erfolgte 
unmittelbar nach der Geburt durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe Schaub im Dr. von 
Haunerschen Kinderspital. Die gewonnenen Zellen wurden mit Phytohämagglutinin 
(PHA), Lipid A (LpA, Salmonella minnesota), Peptidoglykan (Ppg, Staphylococcus 
aureus), Dermatophagoides pteronyssinus 1 (Der p 1, im Folgenden Derp) und einer 
Kombination aus Derp und Ppg (im Folgenden DundP) stimuliert und mit unstimulier-
ten Zellen (Media, im Folgenden M) verglichen. Die isolierten mononukleären Zellen 
aus dem Nabelschnurblut wurden für 72 h bei 37 °C inkubiert, CO2-Gehalt 5 % (Schaub 
et al., 2009). Protokoll siehe 8.7.1 im Anhang.  
 

Biorad CFX Manager 2.1 Biorad, Hercules, USA

Endnote X8 ISI ResearchSoft, Berkely, USA

Ensembl genome browser http://www.ensembl.org

Microsoft Excel 2010 Microsoft, USA

National Center for Biotechnology Information http://ncbi.nlm.nih.gov

R: A Language and Environment for Statistical Computing, 2018 R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria, 2018

SPSS Statistics 23.0 IBM, Armonk, New York, USA

Vector NTI Advance 11.5 Invitrogen, Carlsbad, USA
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Tabelle 7: Stimuli – Charakteristika und Konzentration (Schaub et al., 2009) 

 

2.7.3 RNA-Extraktion, Konzentrationsmessung und Transkription 

2.7.3.1 RNA-Extraktion 
Die RNA-Extraktion wurde mittels TRI Reagent® durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe 
Schaub im Dr. von Haunerschen Kinderspital bereits vor Beginn dieser Dissertation 
durchgeführt. Die extrahierte RNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei minus 80 
°C aufbewahrt. Protokoll siehe 8.7.2 im Anhang. 

2.7.3.2 Messung der RNA-Konzentration mittels Spektrophotometrie 
Um die RNA-Konzentration der vorbereiteten Proben zu bestimmen, erfolgt die Mes-
sung mittels NanoDrop® Spectrophotometer. Diese Methode hat den Vorteil, dass be-
reits Mengen von 1 µl genügen und so der Probenverlust gering bleibt.  
Die Konzentration wird durch Absorptionsmessung bei einer Wellenlänge von 260 nm 
ermittelt (ThermoScientific, 2008).                                                                                  

2.7.3.3 Transkription 
Vor der Durchführung der real-time RT-PCR muss die vorhandene mRNA in cDNA 
revers transkribiert werden. 
  

 
                                    Abbildung 6: Schema reverse Transkription 

Zunächst wird die Probe von der Kontamination durch genomische DNA befreit, indem 
sie zwei Minuten mit dem Wipeout Buffer bei 42 °C im peqSTAR Thermocycler inku-
biert wird. Daraufhin erfolgt die reverse Transkription mittels Quantiscript Reverse 

Stimulus Eigenschaft Konzentration

LpA Endotoxin, Stimulus des angeborenen Immunsystems 0,1 µg/ml

Ppg Muraminsäure, Stimulus des angeborenen Immunsystems, 10 µg/ml

PHA Mitogen, Stimulus des erworbenen Immunsystems, regt T-Zellen
zur Teilung an

5 µg/ml

Derp Cystinprotease, gebildet von der europäischen Hausstaubmilbe
und damit ein Stimulus des erworbenen Immunsystems

30 µg/ml

DundP Kombination aus Derp und Ppg, damit kombinierte Stimulation
des angeborenen- und erworbenen Immunsystems



 
17 

Transcriptase für 15 Minuten bei 42 °C. Anschließend wird die reverse Transkriptase 
für drei Minuten bei 95 °C inaktiviert (Quiagen, 2009). Protokoll siehe 8.7.3 im An-
hang. 
 

 
              Abbildung 7: Durchführung reverse Transkription 

 

2.7.4 Quantitative real-time Reverse-Transkriptase PCR (real-time RT-PCR) 

2.7.4.1 Grundlegendes zur Methode 
Die Polymerase-Kettenreaktion wurde bereits im Jahr 1983 durch Kary Mullis entwi-
ckelt (Mullis, 1990), dem hierfür zehn Jahre später der Nobelpreis für Chemie verliehen 
wurde.  
Es handelt sich um eine Methode zur Vervielfältigung einer spezifischen DNA-
Sequenz, die in folgenden drei Schritten abläuft (Quiagen): 

1. Denaturierung: Zunächst wird die DNA durch Erhitzen auf 95 °C denaturiert 
und damit in Einzelstränge getrennt.   

2. Primer-Hybridisierung: Anschließend lagern sich Primer durch Absenken der 
Temperatur auf 55 - 69 °C an die komplementäre DNA-Sequenz an. Die exakte 
Temperatur ist abhängig von Länge und Sequenz der verwendeten Primer. Bei 
einer zu niedrigen Temperatur besteht die Gefahr einer Anlagerung der Primer 
an nicht exakt komplementäre DNA-Sequenzen. Bei einer zu hohen Temperatur 
können sich die Primer nicht richtig anlagern.  

3. Elongation: Durch die DNA-Polymerase wird daraufhin bei einem Temperatur-
optimum von 72 °C die zwischen den Primern liegende DNA-Sequenz syntheti-
siert, indem die freien Plätze am DNA-Strang mit freien Nukleotiden aufgefüllt 
werden. Dies wird so lange wiederholt, bis die DNA-Polymerase abfällt oder der 
Prozess durch erneute Denaturierung abgebrochen wird. 
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Abbildung 8: Schema zum Ablauf der Polymerase-Kettenreaktion, modifiziert (Onlinebiologynotes) 

Bei der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten real-time RT-PCR ist neben der Ampli-
fizierung der DNA auch eine Quantifizierung möglich. Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR-
Green (Applied Biosystems®) wird durch Anlagerung an die DNA aktiviert. Über einen 
Fluoreszenz-Analysator kann die Quantität der amplifizierten DNA gemessen werden. 
Die Fluoreszenz erhöht sich proportional zu der gemessenen DNA (Nolan et al., 2006). 

2.7.4.2 Primer: Auswahl und Design 
Als Primer wurden zentrale Th1- und Th2-assoziierte Gene ausgewählt. Diese ausge-
wählten, zentralen Transkriptionsfaktoren zeichnen sich durch ihre genetische Sequenz, 
besondere molekulargenetische Eigenschaften und charakteristische Verläufe der 
Schmelzkurven bei der Durchführung der real-time RT-PCR aus. Nach Darstellung des 
Primer-Designs sollen im Folgenden die Charakteristika der verwendeten Primer darge-
stellt werden, die deren Auswahl im Rahmen dieser Dissertation als zentrale Th1- und 
Th2- assoziierte Transkriptionsfaktoren begründen. 
                                  

 

 Abbildung 9: Übersicht Primer-Auswahl 
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2.7.4.2.1 Primer-Design 
Zum Primer-Design werden die Gensequenzen der zu untersuchenden Gene im „En-
sembl genome Browser 93“ gesucht und die entsprechenden Sequenzen in das Pro-
gramm „Vector NTI“ eingefügt (vgl. 2.6 Software). Anschließend werden mit Hilfe des 
Programms die Primer designt und jeweils forward- und reverse-primer bei Invitro-
gen™ bestellt. 
Es sind folgende Regeln zu berücksichtigen: 

- Ziel-Primerlänge zwischen 18 und 27 Basenpaaren 
- Cytosin oder Guanin am 3`-Ende des Primers 
- Schmelztemperatur zwischen 54 und 65 °C. Hierbei wird berücksichtigt, dass 

zwischen dem forward- und reverse-primer die Differenz der Schmelztempera-
tur weniger als 5 °C beträgt. 

- Primerbeginn hinter einer ATG-Sequenz 
- Keine Dimere oder Hairpinloops 
- Guanin- / Cytosin-Anteil zwischen 40 und 60 % 
- Weder die Sequenz –GGG noch –CCC sollte am 3`Ende des Primers liegen, da 

dies im Annealing-Prozess zu viel Energie verbraucht. 
- Um eine Interferenz mit der DNA zu vermeiden, sollten der forward und der re-

verse Primer in verschiedenen Exons liegen. 
Aus den entsprechenden Primern wird eine Primärlösung hergestellt. 10 µl der Stamm-
lösung (1 mM) werden mit 90 µl RNAse freiem Wasser verdünnt und bei -20 °C gela-
gert. Von der entstandenen 0,1 mM Lösung werden jeweils 5 µl des forward primers 
und 5 µl des reverse primers mit 490 µl destilliertem Wasser versetzt, so dass die Pri-
mer jeweils in einer Konzentration von 1 µM vorliegen und bei 4 °C aufbewahrt werden 
können.  

2.7.4.2.2 Charakteristika der verwendeten Primer 
18S rRNA 
18S rRNA, im Folgenden 18S genannt, ist ein als housekeeping gene häufig verwende-
ter Primer bei der Durchführung der real-time RT-PCR. Dieser Primer zeichnet sich 
durch eine besonders hohe Stabilität aus. Er zeigt weder im Verlauf der PCR Zyklen 
noch bei veränderten Versuchsbedingungen wie z.B. Temperaturveränderungen signifi-
kante Abweichungen (Bas et al., 2004). Nach Vortestung zeigt sich dieser Primer für 
unsere Kohortenstudien als stabil. In der Auswertung der durchgeführten real-time RT-
PCR wird der Cycle-Threshold (Schwellenwert-Zyklus) eines jeden Primers in Relation 
zur 18S rRNA-Amplifikation gesetzt (Casaca et al., 2012).  
 

18S rRNA – „housekeeping gene“ 
Bezeichnung 

Sequenz Länge 

forward: 18SrRNA h FW1-Schaub AGTCCCTGCCCTTTGTACACA 21 bp 

reverse: 18SrRNA h RE1-Schaub GATCCGAGGGCCTCACTAAAC 
(Komplementäre Sequenz) 

21 bp 

 Tabelle 8: Eigenschaften 18S 
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Abbildung 10: Schmelzkurve 18S rRNA 

 
Tbet 
Tbet, auch TBX21 oder T-cell-specific T-box transcription factor genannt, liegt auf 
Chromosom 17. 

 
Abbildung 11: Position Tbet auf Chromosom 17 (Ensembl.org) 

Tbet induziert die Differenzierung der Th1-Zellen über IFN-γ-Sekretion (Szabo et al., 
2015) und gilt als Kandidatengen für Asthma und Allergie (Suttner et al., 2009). In 
Tbet-knockout Mäusen wurden typische Asthma-Symptome wie beispielsweise eine 
erhöhte bronchiale Hyperreagibilität mit charakteristischem Umbau der Atemwege be-
schrieben (Finotto et al., 2002).  
 

Tbet 
Bezeichnung 

Sequenz Position Länge 

forward:  
Tbet Primer1-11004 FW 

AGGTGAACGACGGAGAGCCAG Exon 4  21 bp 

reverse:  
Tbet Primer1-11538 RE 
 

GGAGGGGATGCTGGTGTCAAC 
(Komplementäre Sequenz) 

Exon 6  21 bp 

Produktlänge (ohne Intron) : 203 bp   
 Tabelle 9: Eigenschaften des Primers Tbet 
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Abbildung 12: Schmelzkurve Tbet 

 
HLX1 
HLX1 (H20.-like homebox 1) liegt auf Chromosom 1.  

 
Abbildung 13: Position HLX1 auf Chromosom 1 (Ensembl.org) 
 
Für HLX1 ist eine enge Interaktion mit Tbet bei der Differenzierung der Th1-Zellen und 
der Supprimierung der Th2-Zellen beschrieben. So führen Tbet und HLX1 nur in Kom-
bination zu einer maximalen Ausschüttung von IFN-γ und damit auch zur Th1-Zell Dif-
ferenzierung (Mullen et al., 2002). Ebenfalls in Kombination wird die Entwicklung der 
Th2-Zellen unterdrückt, HLX1 trägt hierzu über eine Herabregulation der IL-4 Rezep-
tor-α Expression in naiven CD4 T-Zellen bei (Mikhalkevich et al., 2006).  
 

HLX1 
Bezeichnung 

Sequenz Position Länge 

forward:   
HLX1_mRNA_2_fwd 

CAAGCCGGACCGAAAGCAG  Exon 4 19 bp 

reverse: 
HLX1_mRNA_2_rev 

CTGGGGCTCCTCTCGTCCTG 
 (Komplementäre Sequenz) 

Exon 1 20 bp 

Produktlänge (ohne Intron): 98 bp   
 Tabelle 10: Eigenschaften HLX1 
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Abbildung 14: Schmelzkurve HLX1 
 
IRF1 
IRF1, der interferon regulatory factor 1, liegt auf Chromosom 5.  

 
  Abbildung 15: Position IRF-1 auf Chromosom 5 (Ensembl.org) 

IRF1 ist ebenfalls essentiell für die Th1-Zell Differenzierung (Unutmaz and Vilcek, 
2008). So wird beispielsweise die IL-12-Sekretion stimuliert (Kano et al., 2008). Au-
ßerdem ist für IRF1 eine Rolle in der Tumor-Suppression über Aktivierung des Tumor-
suppressorgens p53 beschrieben (Dornan et al., 2004).  
 

IRF1 
Bezeichnung 

Sequenz Position Länge 

forward:  
IRF1_P17fwd 

AACAGATGAGGATGAGGAAGGG Exon 8 22 bp 

reverse:  
IRF1_ P18rev 

GCTGTCAATTTCTGGCTCCTCC 
(Komplementäre Sequenz) 

Exon 9 22 bp 

Produktlänge (ohne Intron): 176 bp 
 Tabelle 11: Eigenschaften IRF1 
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Abbildung 16: Schmelzkurve IRF1 

 
GATA3 

  
Abbildung 17: Position GATA3 auf Chromosom 10 (Ensembl.org) 
 
GATA3 liegt auf Chromosom 10 und ist ein Teil der GATA-Familie. Dies sind       
Transkriptionsfaktoren, die eine Schlüsselrolle bei der Differenzierung der Th2-Zellen 
spielen (Zhou and Ouyang, 2003). So beeinflusst GATA3 zum einen die Sekretion Th2-
spezifischer Zytokine wie beispielsweise Interleukin -4, -5 oder -13 (Zheng and Flavell, 
1997). Zum anderen ist beschrieben, dass GATA3 die Expression Th1-spezifischer 
Transkriptionsfaktoren wie Tbet supprimiert und die Sekretion Th1-spezifischer Zyto-
kine wie IFN-γ hemmt (Zhu et al., 2006).  
 

GATA3 
Bezeichnung 

Sequenz Position Länge 

forward:  
GATA3-Primer1-1134FW 

CGCCCTACTACGGAAACTCGG Exon 2  21 bp 

reverse:  
GATA3-Primer1-3738RE 

GGAGCCGTGGTGGATGGAC 
(Komplementäre Sequenz) 

Exon 3 19 bp 

Produktlänge (ohne Intron): 197 bp 
  Tabelle 12: Eigenschaften des Primers GATA3 
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Abbildung 18: Schmelzkurve GATA3 

 
STAT6 
STAT6, Signal transducer and activator of transcription protein 6, liegt auf Chromo-
som 12. 

 
Abbildung 19: Position STAT6 auf Chromosom 12 (Ensembl.org) 
 
STAT6 spielt eine Schlüsselrolle im IL-4/IL-13 Signalweg und ist damit essentiell für 
den IgE-Klassenwechsel (Kaplan et al., 1999). Außerdem gilt STAT6 als Mediator für 
die IL-4 Rezeptor induzierte Differenzierung der Th2-Zellen (Elo et al., 2010), unter 
anderem auch über Unterstützung der Expression von GATA3 (Murphy, 2008).   
Für den Einzelnukleotid-Polymorphismus SNP rs324011 im zweiten Intron von STAT6 
wird eine Assoziation mit der Höhe des IgE-Ausschüttung (Duetsch et al., 2002), eine 
Interaktion mit der STAT6 Promoter-Region und eine Allel-spezifische Bindung von 
NF-κB und damit ein Einfluss auf die Regulation von STAT6 beschrieben (Schedel et 
al., 2009). Es gibt mehrere Splice-Varianten von STAT6, darunter auch STAT6d und 
STAT6e. Diese beiden Splice-Varianten entstehen über Intron-Retention und wurden 
im Rahmen der PARSIFAL Studie untersucht. In 239 Probanden erhöhte sich mit Vor-
liegen des Polymorphismus SNP rs324011 die mRNA Expression in den bisher bekann-
ten STAT6 Isoformen (non-STAT6d/STAT6e). Stärkere Effekte zeigten sich aber in 
den Isoformen STAT6d und STAT6e. Ein potentieller Einfluss der beiden Splice-
Varianten auf die Entwicklung atopischer Erkrankungen wird vermutet (Schedel et al., 
2009).  
STAT6 (non-d, non-e) umfasst die bisher bekannten STAT6 Isoformen STAT6a, 
STAT6b und STAT6c (Patel et al., 1998a, Patel et al., 1998b, Patel et al., 1996). Zur 
Vereinfachung der Darstellung wird STAT6 (non-d, non-e) im Folgenden als STAT6 
bezeichnet (Schedel et al., 2009).  
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STAT6 (non-d, non-e) 
Bezeichnung 

Sequenz Position Länge 

forward:  
nonSTAT6d/STAT6e_fwd 

AGCCACTACAAGC-CTGAAC Exon 
17/18 

19 bp 

reverse:  
non-STAT6d/STAT6e _rev 

CATGGAGGAATCAGGGGC 
(Komplementäre Sequenz) 

Exon 18 18 bp 

Produktlänge (ohne Intron): 162 bp 
 Tabelle 13: Eigenschaften STAT6  

 

 
Abbildung 20: Schmelzkurve STAT6 

 
Isoform STAT6d 
STAT6d 
Bezeichnung 

Sequenz Position Länge 

forward:   
STAT6d_fwd  

CTTCCTGTCACCCACTTCCTC Intron 17 21 bp 

reverse:  
STAT6d_rev 

AGTGGTTGGTCC-CTTTCCAC 
(Komplementäre Sequenz) 

Exon 18/19 20 bp 

Produktlänge (ohne Intron): 246 bp  
Tabelle 14: Eigenschaften STAT6d 
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Abbildung 21: Schmelzkurve STAT6d 

 
Isoform STAT6e 

STAT6e 
Bezeichnung 

Sequenz Position Länge 

forward:  
STAT6e_fwd 

GGGGCCAGGATG-GCTCTC 
 

Exon 16/17 18 bp 

reverse: 
STAT6e_rev 

TAAGCCCCTGACCTACCCACTG 
(Komplementäre Sequenz) 

Intron 18 22 bp 

Produktlänge (ohne Intron): 488 bp   
 Tabelle 15: Eigenschaften STAT6e 

 

 
Abbildung 22: Schmelzkurve STAT6e 
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IL-9 
Interleukin-9, im Folgenden IL-9 genannt, wird von aktivierten CD4+-T-Zellen produ-
ziert. IL-9 hat damit Einfluss auf eine Vielzahl von Untergruppen der T-Helferzellen 
und ist an verschiedensten Effekten dieser Untergruppen beteiligt (Li and Rostami, 
2010). 

 
             Abbildung 23: Einfluss von IL-9 (Li and Rostami, 2010) 

 
IL-9 ist das Hauptzytokin der Th9-Zellen. Diese spielen eine wichtige Rolle bei der Pa-
thogenese allergischer Erkrankungen (Chang et al., 2010), bei Autoimmunerkrankungen 
(Jager et al., 2009) und der Antwort auf Wurminfektionen (Veldhoen et al., 2008).  Die 
Differenzierung der Th9-Zellen ist abhängig von IL-4 und TGFβ (Veldhoen et al., 
2008). Ein wichtiger Transkriptionsfaktor ist PU.1 (Chang et al., 2010). Im Mausexpe-
riment wurde gezeigt, dass bei PU.1-Defizienz keine Differenzierung der T-Zellen in 
Th9-Zellen möglich ist. Ein weiterer wichtiger Transkriptionsfaktor ist IRF-4, dessen 
Expression wiederum von IL-4 und STAT6 – zentralen Transkriptionsfaktoren der Th2-
Zellen –  abhängig ist (Campos Carrascosa et al., 2017). Außerdem inhibiert IRF-4 bei-
spielsweise Tbet als wichtigen Th1-assoziierten Transkriptionsfaktor (Goswami et al., 
2012). Insofern besteht eine enge Interaktion zwischen Th1-, Th2- und Th9-Zellen, die 
Th9-Zellen sind essentiell für die Balance der Immunreaktion.  
Speziell auf die Pathogenese allergischer Erkrankungen bezogen stimuliert IL-9 als ty-
pisches Th9-Zytokin beispielsweise die Proliferation reifer T-Helferzellen und fördert 
bei B-Zellen unter anderem die IgE-Produktion. Außerdem stimuliert IL-9 das Wachs-
tum von Mastzellen und eosinophilen Granulozyten und reguliert den IgE-Rezeptor 
hoch, so dass IL-9 unter anderem eine wichtige Rolle in der Pathogenese des allergi-
schen Asthma bronchiale zugeschrieben wird (Wahn, 2005). Über den JAK/STAT-
Pathway spielt IL-9 außerdem eine wichtige Rolle als Kontrollinstanz bei der Differen-
zierung der T-Helfer-Zellen (Adamson et al., 2009).  
 

 
Abbildung 24: Position IL-9 auf Chromosom 5 (Ensembl.org) 
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IL-9 
Bezeichnung 

Sequenz Position Länge 

forward:  
 IL9_B FW 

CATGCAAACAAGATAC-
CCACTG 

Exon 4 22 bp 

reverse:  
IL9_B REV 

TTGCCTCTCATCCCTCTCATC 
(Komplementäre Sequenz) 

Exon 5 21 bp 

Produktlänge (ohne Intron): 189 bp  

Tabelle 16: Eigenschaften IL-9 

 

 
Abbildung 25: Schmelzkurve IL-9 
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2.7.4.3 Pipettierschema 
Vor Beginn der real-time RT-PCR wird für jede Nabelschnurblut-Probe ein Pipettier-
schema erstellt. 
  

 1 
18S 

2 
GA-
TA3 

3 
Tbet 

4 
HLX1 

5 
IRF-1 

6 
IL-9 

7 
STAT

6 

8 
STAT

6d 

9 
STAT

6e 

10 
 

11 
NTC 

12 
NTC 

A 
M 

18S 
M 
 

GATA3 
M 

Tbet 
M 

HLX1 
M 

IRF-1 
M 

IL-9 
M 

STAT6 
M 

STAT6d 
M 

STAT6e 
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 18S  

B 
M 

18S 
M 

GATA3 
M 

Tbet 
M 

HLX1 
M 

IRF-1 
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IL-9 
M 

STAT6 
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M  GATA3  
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HLX1 
PHA 

IRF-1 
PHA 

IL-9 
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Ppg 
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Ppg 

STAT6d 
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Ppg  STAT6d STAT6e 
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 Abbildung 26: Pipettierschema real-time RT-PCR, Platte 1 und 2 
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2.7.4.4 Vorbereitung der real-time RT-PCR 

 
         Abbildung 27: Versuchsaufbau real-time RT-PCR Vorbereitung (Foto: E. Klucker) 

Zunächst werden ein cDNA-Mix, eine Fluorescein-Dilution (FITC), ein Mastermix A 
für die mit cDNA-versetzten Reaktionen und ein Mastermix B für die Negativkontrollen 
(non-template-control Reaktionen, NCT) vorbereitet. Die Negativkontrollen dienen zum 
Ausschluss einer Kontamination mit unspezifischer Primer-DNA (primer-dimer) bzw. 
einer Kontamination mit Fremd-DNA.   
I. cDNA-Mix: Die cDNA wird so verdünnt, dass 12 ng cDNA pro Reaktion zur Verfü-
gung stehen. Pro Reaktion (well) werden 3,6 µl cDNA-Mix pipettiert. Es wird eine 1:15 
Verdünnung hergestellt:  

= [Anzahl der Reaktionen + 2 (Pipettierverlust)] x 3,6 µl cDNA-Mix 
= (Anzahl der Reaktionen+2) x (0,24 µl cDNA + 3,36 µl DEPC). 

 
II. Fluorescein-Dilution (FITC): 
→ FITC Dilution1 = 1 µl FITC Stock + 49 µl DEPC  
→ FITC Dilution 2 = 1 µl FITC Dil.1 + 34 µl DEPC 
 
III. Mastermix A:  
Hergestellt aus DEPC Wasser + FITC Dil.2 + SYBR-Green. Pro Reaktion werden     
18,9 µl Master-Mix verwendet. 

= (Anzahl der Reaktionen + 2) x (5,3 µl DEPC + 1µl FITC Dil.2 + 12,6 µl 
SYBR Green) 
 

IV. Mastermix B (NTC-Mix):  
Hergestellt aus DEPC Wasser + FITC Dil.2 + SYBR-Green. 
Pro Reaktion werden 22,5 µl NTC-Mix pipettiert. 

= (Anzahl der Reaktionen + 2) x (8,9 µl DEPC + 1µl FITC Dil.2 + 12,6 µl 
SYBR Green) 



 
31 

 
V. Die Primer werden jeweils in einer Konzentration von 1 µM verwendet (siehe 
2.7.4.2.1 Primer Design).  
 
Protokoll siehe 8.7.4 im Anhang. 

2.7.4.5 Real-time RT-PCR Ansatz 
Für jede Reaktion werden 3,6 µl cDNA-Mix und 18,9 µl Mastermix A pipettiert. An-
schließend werden je 7,5 µl des entsprechenden Primers hinzugefügt. Für die NCT-
Reihe werden je 22,5 µl Mastermix B und 7,5 µl des entsprechenden Primers pipettiert. 
So hat jede Reaktion der Platte ein Volumen von 30 µl.  
Die pipettierte Platte wird mit Klebefolie verschlossen und anschließend für 4 Minuten 
bei 2.000 Umdrehungen pro Minute und 20 °C zentrifugiert.  

 
                                      Abbildung 28: PCR-Platte (Foto: E. Klucker) 

2.7.4.6 Durchführung der real-time RT-PCR 
Die real-time RT-PCR wird in einem iCycler nach einem bereits etablierten Protokoll 
(siehe Tabelle 17) durchgeführt. 
 

 
             Abbildung 29: Versuchsaufbau iCycler (Foto: E. Klucker) 
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Zyklus Wiederholungen Temperatur Dauer Zweck 
1 1 95,0 °C 10:00 min Initialisierung 
2 40 Step 1: 95,0 °C 

Step 2: 62,5 °C 
Step 3: 72,0 °C 

00:20 min 
01:00 min 
00:40 min 

Denaturierung 
Annealing 
Elongation 

3 1 72,0 °C 02:00 min Elongation 
4 1 95,0 °C 00:30 min  
5 1 55,0 °C 00:30 min  
6 80 55,0 °C 00:10 min  
7 1 15,0 °C HOLD  

      Tabelle 17: Protokoll real-time RT-PCR „Paulina 62,5 long2.tmo“ 

2.7.5 Gel-Elektrophorese 

Die Gelelektrophorese ermöglicht die Auftrennung von DNA-Fragmenten anhand ihrer 
Molekülgröße. In einem elektrischen Feld wandern die durch Phosphatreste negativ-
geladenen DNA-Fragmente von der Anode zur Kathode durch ein Gel, das in einer ioni-
schen Pufferlösung liegt. Lange DNA-Fragmente wandern langsamer als kurze DNA-
Fragmente, so dass sie anhand ihrer Größe sortiert werden (Wahn, 2005). In Abhängig-
keit von der Gel-Konzentration ist eine Auftrennung der DNA-Fragmente bis zu einer 
Länge von 50 Basenpaaren möglich.  
 

 
                     Abbildung 30: Versuchsaufbau Gießen eines Gels (Foto: E. Klucker) 
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                     Abbildung 31: Versuchsaufbau Gel-Elektrophorese (Foto: E. Klucker) 

 
Im Gel ist ein Fluoreszenzfarbstoff enthalten. Zur Durchführung der Experimente im 
Rahmen dieser Dissertation wurde beispielsweise GelRed verwendet (siehe 2.5 Reagen-
zien). Es entsteht ein charakteristisches Bandenmuster, das unter UV-Licht sichtbar 
wird (Adkins and Burmeister, 1996). Eine Standardsubstanz, ladder genannt, wird je-
weils am Anfang und am Ende eines jeden Gelstreifens aufgetragen. Diese Stan-
dardsubstanz enthält DNA-Fragmente einer Größe bis zu 100 bp und dient als Größen-
marker. Die bekannte Länge der verwendeten Primer kann so mit der Anzahl der Ba-
senpaare der amplifizierten Genprodukte verglichen werden und ermöglicht damit letzt-
lich eine Qualitätskontrolle der durchgeführten real-time RT-PCR. Protokoll siehe 8.7.5 
(Gießen eines Agarosegels) und 8.7.6 (Gelelektrophorese) im Anhang.  
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                                  Abbildung 32: Resultat Gelelektrophorese (Foto: E. Klucker) 
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2.8 Auswertung der real-time RT-PCR 
Alle Proben werden in Duplikaten pipettiert. Die real-time RT-PCR wird nach obigem 
Protokoll bei stets exakt gleicher Temperatur durchgeführt. Die Auswertung der gene-
rierten Daten erfolgt anhand der Schmelzkurve und der Rohdaten sowie der ct-Werte 
unter Berücksichtigung der Qualitätskontrolle mittels Gel-Elektrophorese.  
Die PCR-Daten liegen pro Probe unstimuliert (Media) sowie in den fünf Stimulations-
bedingungen (PHA, LpA, Ppg, Derp, DundP) vor. 
 
Die Auswertung der real-time RT-PCR Daten erfolgt in folgenden Schritten: 

1. Unmittelbar nach Durchführung der PCR Beurteilung der Schmelzkurven und 
ct-Werte der pipettierten Duplikate, ggf. Festlegen von Wiederholungen oder 
Ausschlüssen. 

2. Pro pipettierter Patientenprobe wird ein Datenblatt mit allen erhobenen und für 
valide befundenen ct-Werten erstellt und der Mittelwert aus den Duplikaten er-
rechnet. 

3. Zusammenstellung der validen ct-Werte aller Proben in einem Tabellenblatt pro 
verwendetem Primer, Berechnung der delta-ct-Werte (Δct). 

Der ct-Wert oder threshold cycle beschreibt den Teil der Schmelzkurve, in dem die Flu-
oreszenz erstmalig exponentiell über den Hintergrund ansteigt und bildet damit die An-
zahl der abgelaufenen Zyklen bis zum Amplifikationsstart ab (Heid et al., 1996), vgl. 
Abbildung 33. Hierbei ist zu beachten, dass höhere ct-Werte eine niedrigere Genexpres-
sion bedeuten, da eine Amplifikation erst in einem späteren real-time RT-PCR Zyklus 
erfolgt. Bei gut detektierbaren Proben mit idealen Schmelzkurven und ähnlichen Werten 
der Duplikate wird der Mittelwert der ct-Werte berechnet. 
 

 
                      Abbildung 33: Beispiel für eine ideale exponentielle Amplifikationskurve (Tbet) 
 
Eine ideale Schmelzkurve zeigt einen klares Temperaturmaximum. An diesem Punkt 
lagern sich die Primer an die komplementären cDNA-Abschnitte der dissoziierten Ein-
zelstränge an, die Amplifikation beginnt. 
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       Abbildung 34: Beispiel für eine ideale Schmelzkurve (Tbet) 

Die folgende Tabelle ist ein Beispiel für die ct-Werte der in Abbildung 34 dargestellten 
Probe (Genexpression Tbet unstimuliert sowie in 5 Stimulationsbedingungen in einer 
Patientenprobe): 
 

Tbet ct-Wert Mittelwert Schmelzkurve Wert akzeptiert 
M 28,6 28,45 + + 
 28,3  +  
PHA 27,3 27,15 + + 
 27  +  
LpA 27,6 27,45 + + 
 27,3  +  
Ppg 26,4 26,8 + + 
 27,2  +  
Derp 27,6 27,55 + + 
 27,5  +  
DundP 27,7 27,55 + + 

 27,4  +  
 Tabelle 18: Beispiel einer Auswertung der real-time RT-PCR Daten (Tbet) 

Im gewählten Beispiel zeigen sich ausschließlich gut detektierte ct-Werte mit einer 
idealen Schmelzkurve, so dass alle Werte in die Auswertung übernommen werden kön-
nen.  
Allerdings liegen auch laut der automatischen Auswertung sogenannte nicht-
detektierbare Proben vor. Wenn allerdings dennoch ein adäquates Signal in der 
Schmelzkurve zu erkennen ist, wird der ct-Wert nachträglich auf den nahezu höchsten 
ct-Wert gesetzt, nämlich 38, was wiederum eine niedrige Expression bedeutet. Diese 
Werte werden als zensiert markiert und in der statistischen Analyse berücksichtigt. Ins-
gesamt war dies bei Verwendung der Primer GATA3, Tbet, HLX1, IRF1 sowie STAT6 
und den Isoformen STAT6d und STAT6e nur sehr selten notwendig. IL-9 hingegen 
zeigt generell eine sehr niedrige Expression im Nabelschnurblut, so dass möglicher-
weise das Signal zu schwach ist, um eine verlässliche Quantifizierung mittels real-time 
RT-PCR zu erreichen (vgl. Tabelle 38 im Anhang, Detektionsrate der real-time RT-
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PCR). Aufgrund der im Vergleich zu allen anderen untersuchten Genen geringeren De-
tektion ist die Interpretation der IL-9 bezogenen Daten unter Vorbehalt zu sehen.  
 
Nach erster Analyse der real-time RT-PCR Daten und Berechnung der Mittelwerte wird 
im letzten Schritt der Auswertung Δct berechnet. Hierfür wird die Differenz des unter-
suchten Gens zum sogenannten houskeeping gene 18S gebildet. 
 

Δct = (ct-Wert Gen) - (ct-Wert 18S) 
 

Die ct-Werte für das Referenzgen 18S waren stets niedriger als die der untersuchten 
Gene. Dies bedeutet also, dass 18S wie erwartet stets höher exprimiert ist. 
 

2.9 Zytokine 
Bereits im Vorfeld dieser Dissertation erfolgte eine Messung der Zytokin-Sekretion 
durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe Schaub im Dr. von Haunerschen Kinderspital.  
Nach Isolation der mononukleären Zellen aus dem Nabelschnurblut und Stimulation mit 
den bereits genannten Stimuli PHA, LpA, Ppg, Derp und DundP (vgl. Abschnitt 2.7.2 
Zellisolation und -stimulation), wurde im Zellüberstand unter Verwendung des Human 
Cytokine-Multiplex-Assay-Kit (Bio-Rad, München) mittels der Luminex™- Technolo-
gie die Zytokin-Sekretion gemessen und quantifiziert (Schaub et al., 2009), Protokoll 
siehe 8.7.7 im Anhang.  
Zytokine sind Botenstoffe des Immunsystems und stellen ein Netzwerk von Signalen 
bereit, wodurch die Immunregulation koordiniert wird. Die Zytokine werden in vier 
Untergruppen eingeteilt: Interleukine, Interferone, Tumornekrosefaktoren und Kolonie-
stimulierende Faktoren (Wahn, 2005). Im Rahmen dieser Dissertation wird der Fokus 
auf drei Zytokine gelegt, die allesamt der Gruppe der Interleukine zuzuordnen sind: 
Interleukin-5 (IL-5), Interleukin-6 (IL-6) und Interleukin-12 (IL-12). Diese wurden auf-
grund ihrer zentralen Rolle bei der Pathogenese allergischen Erkrankungen und insbe-
sondere Asthma bronchiale ausgewählt.  

2.9.1 Interleukin-5 

IL-5 wird von Th2-Zellen, Mastzellen und eosinophilen Granulozyten produziert. Es 
spielt eine wichtige Rolle bei der eosinophilen Inflammationsreaktion in den Atemwe-
gen bei Patienten mit Asthma bronchiale, es wirkt chemotaktisch auf eosinophile Gra-
nulozyten (Lemanske and Busse, 2010). So ist beispielsweise der IL-5 Rezeptor Ziel 
einer Antikörpertherapie bei schwerem, therapierefraktärem Asthma bronchiale (Pelaia 
et al., 2018, Haldar et al., 2009). Bei Erwachsenen ist Anti-IL-5 in Form des Antikör-
pers Mepolizumab bei schwerem, therapierefraktärem eosinophilem Asthma bronchiale 
bereits etabliert (Haldar et al., 2009) und auch bei Kindern ist dieser Antikörper seit 
2018 ab dem 6. Lebensjahr zur Behandlung des therapierefraktären Asthma bronchiale 
zugelassen (Just et al., 2019).  
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2.9.2 Interleukin-6 

IL-6 wird von aktivierten T-Lymphozyten, mononukleären Phagozyten und Mastzellen 
gebildet. IL-6 ist ein endogenes Pyrogen. Die Schwere eines Infekts korreliert mit der 
systemischen Konzentration des Zytokins. Außerdem induziert IL-6 in der Leber die 
Produktion von Akute-Phase-Proteinen und fördert die Synthese von Immunglobulinen 
als Kofaktor des Wachstums von B-Lymphozyten (Wahn, 2005). Auch bei Patienten 
mit Asthma bronchiale werden erhöhte IL-6 Spiegel sowohl im Serum (Yokoyama et 
al., 1995) als auch in der bronchoalveolären Lavage (Tillie-Leblond et al., 1999) be-
schrieben. Im Maus-Experiment zeigt sich, dass das IL-6 Gen in Lungenepithelzellen 
exprimiert und durch Allergenkontakt die Zytokinproduktion getriggert wird noch bevor 
es zur Rekrutierung der Entzündungszellen kommt (Kishimoto, 2010). Insofern wird 
der Nachweis von IL-6 im Lungenepithel asthmatischer Patienten nicht als Ergebnis 
einer Entzündungsreaktion, sondern als Zeichen einer Aktivierung der Lungenepithel-
zellen beschrieben. IL-6 hat damit eine Schlüsselrolle als Mediator der pulmonalen Im-
munantwort (Rincon and Irvin, 2012) und wird beispielsweise in seiner Zuverlässigkeit 
als Biomarker für Asthma bronchiale untersucht (Ilmarinen et al., 2016). Einschränkend 
ist allerdings zu erwähnen, dass der IL-6 Spiegel durch zahlreiche Komorbiditäten wie 
Adipositas oder virale Infektionen beeinflusst wird (Rincon and Irvin, 2012). Im Rah-
men dieser Dissertation wurden Kinder mit Infektionen ausgeschlossen, die Gruppen 
zeigten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich des Geburtsgewichts, so dass die-
se möglichen Komorbiditäten in der vorliegenden Arbeit keinen Einfluss haben sollten. 
Die IL-6 Serumspiegel gelten auch als Verlaufsparameter bei Erkrankungen des rheu-
matischen Formenkreises, beispielsweise der idiopathischen Arthritis (Lerkvaleekul and 
Vilaiyuk, 2018). Auch eine IL-6 Antikörpertherapie bei rheumatischen Erkrankungen 
steht derzeit im Fokus des Interesses (Hashimoto et al., 2018). 

2.9.3 Interleukin-12 

IL-12 wird hauptsächlich von B-Lymphozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen 
sezerniert. IL-12 ist über Regulation von IFN-γ an der Antwort auf bakterielle, virale 
oder parasitäre Infekte beteiligt, es reguliert die Th1-Zell- Differenzierung und hemmt 
die Th2-assoziierte Immunantwort und indirekt auch die IgE-Synthese. Denn IL-12 in-
duziert die IFN-γ Produktion durch aktivierte B-Zellen und IFN-γ wiederum hemmt die 
IL-4-abhängige IgE-Produktion (Yoshimoto et al., 1997). Der IL-12 Spiegel im Serum 
von Patienten, die an allergischem Asthma erkrankt sind, ist niedriger im Vergleich zu 
gesunden Probanden (van der Pouw Kraan et al., 1997). Im Tiermodell zeigt sich nach 
Behandlung mit IL-12 eine verminderte IgE-Synthese sowie eine verminderte antigen-
induzierte bronchiale Hyperreagibilität (Kips et al., 1996). Bei malignen Erkrankungen 
ist rekombinantes IL-12 Gegenstand der Forschung als Therapeutikum beispielsweise in 
der Therapie des Mamma-Karzinoms. Es wird eine anti-proliferative, anti-
angiogenetische und anti-metastatische Wirkung beschrieben (Shi et al., 2004).  
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3 STATISTISCHE METHODEN 

Die statistischen Analysen wurden mittels Microsoft Excel, dem Statistikprogram SPSS 
sowie R: A Language and Environment for Statistical Computing (vgl. Tab. 6: Soft-
ware) durchgeführt. 
Zur Berechnung der deskriptiven Daten wird für kategorische Variablen der χ²-Test 
bzw. für ordinalskalierte Variablen der Wilcoxon-Rangsummentest verwendet. Die Dar-
stellung erfolgt als Mittelwert bzw. Median und Interquartilenabstand.  
Nach Berechnung des Δct Wertes (vgl. 2.8 Auswertung der real-time RT-PCR) erfolgt 
nach Ausschluss einer Normalverteilung die statistische Analyse der PCR-Daten mittels 
Mann-Whitney-U- und Wilcoxon-Test. Die Ergebnisse werden als Boxplot dargestellt. 
Die Darstellung der Korrelation der Genexpression erfolgt mittels Spearman Rangkorre-
lationen. Statistische Signifikanzen werden definiert als p-Wert ≤ 0,05, Trends als p-
Wert ≤ 0,1. 
Um eine Änderung im Ergebnis durch eine Änderung des Prädiktors um eine Einheit zu 
beschreiben, wird der Regressionskoeffizient Koeffizient β verwendet. Als abhängige 
Variable gilt die Genexpression als Δct-Wert. Als Prädiktor gelten die Variablen Bau-
ernkind, Geschlecht des Kindes, mütterliche Atopie, mütterliches Asthma und mütterli-
ches Rauchen während der Schwangerschaft.  
Beispiel:  
  Abhängige Variable: Genexpression (Δct) 
  Prädiktor: Bauernkind 
  Koeffizient β: 3 

Interpretation: Bauernkinder haben im Mittel einen um 3 höheren Δct-
Wert als Nichtbauernkinder. 
 

Aus dem Koeffizienten β wird der CIE (change in estimate) berechnet. Dieser errechnet 
sich aus den Koeffizienten vor und nach Adjustierung für Geschlecht, mütterliche Ato-
pie, mütterliches Asthma und Rauchen.  
 

CIE = [(β nach Adjustierung - β vor Adjustierung) / β vor Adjustierung] * 100 
 

Ergebnis ist eine Angabe in Prozent, die eine Einschätzung der Veränderung nach Ad-
justierung erlaubt. 
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4 ERGEBNISSE 

4.1 Epidemiologie 

4.1.1 Charakteristika der PAULCHEN-Studienpopulation 

Die Studienteilnehmer wurden in zwei Gruppen aufgeteilt (Schaub et al., 2009): 
1.) Bauernkinder 

Definition: Die Mutter lebt und arbeitet in den letzten 1-5 Jahren und während der 
Schwangerschaft auf einem Bauernhof. 

2.) Nicht-Bauernkinder 
Definition: Die Mutter lebt auf dem Land in der Gegend um Bad Tölz, jedoch nicht 
direkt auf einem Bauernhof und geht keiner landwirtschaftlichen Berufstätigkeit 
nach.    

 
Tabelle 19: Charakteristika der PAULCHEN-Studienpopulation: Vergleich Bauernkind versus Nicht-Bauernkind.                                                                                                  
† Wilcoxon-Rangsummentest, ansonsten χ²-Test. p ≤ 0,05.  

Nicht-Bauernkind Bauernkind p-Wert
n = 66 n = 25

Mutter
Alter (Median ± IQR) 31 (27/34) 30 (24/34,5) 0,321†
Rauchen n (%) 0,032 *

Nein 30 (45 %) 20 (80 %)
Ja, während der Schwangerschaft 7 (11 %) 1 (4 %)
Ja, bis Bekanntwerden der Schwangerschaft 12 (18 %) 2 (8 %)
Ja, vor Schwangerschaft aufgehört 17 (25 %) 2 (8 %)

Bildung n (%) 0,043 *
Hauptschule 16 (24 %) 10 (40 %)
Realschule 26 (39 %) 13 (52 %)
Gymnasium/FOS 13 (20 %) 0
Universität/FH 11 (17 %) 2 (8 %)

Atopie n (%)
gesamt 21 (32 %) 5 (20 %) 0,265
Asthma bronchiale 5 (7 %) 2 (8 %) 0,946
Heuschnupfen 16 (24 %) 2 (8 %) 0,083
Atopisches Ekzem 5 (7 %) 1 (4 %) 0,54

Serum IgE (IU/ml, Median ± IQR) 34,3 (13/121,9) 27,4 (5,8/59,4) 0,274†
Entbindung vaginal n (%) 58 (88 %) 18 (72 %) 0,068
Vater
Atopie n (%)

gesamt 17 (26 %) 4 (2 %) 0,324
Asthma bronchiale 4 (6 %) 1 (4 %) 0,700
Heuschnupfen 15 (23 %) 3 (1 %) 0,252
Atopisches Ekzem 3 (4 %) 0 0,278

Kind
Geschlecht Weiblich n (%) 32 (48 %) 15 (60 %) 0,326
Gestationsalter (Wochen, Median ± IQR) 40 (39,8/40,5) 40,4 (39/41) 0,490†
Geburtsgewicht (g, Median ± IQR) 3540 (3307/3852) 3600 (3270/4020) 0,660†
Geburtslänge (cm, Median ± IQR) 52 (50/53) 52 (50/53,5) 0,749†
Geschwister n (%) 0,129

0 35 (53 %) 12 (48 %)
1 20 (30 %) 4 (16 %)
2 5 (8 %) 6 (24 %)
3 4 (6 %) 3 (12 %)
4 2 (3 %) 0 (0 %)
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In einer Untergruppe von 72 Probanden wurde die Genexpression mittels real-time RT-
PCR gemessen. Die Auswahl der Probanden erfolgte anhand der verfügbaren RNA-
Menge. Zusammengefasst ähnelt die Untergruppe der PAULCHEN-Studienpopulation, 
in welcher die real-time RT-PCR durchgeführt wurde, der Gesamtpopulation. Innerhalb 
der Subgruppe zeigen sich zwischen Bauern- und Nicht-Bauernkindern keine signifi-
kanten Unterschiede hinsichtlich atopischer Erkrankungen der Eltern, mütterlichem 
Rauchen und Höhe des IgE im mütterlichen Serum, Bildungsabschluss der Mutter, Ent-
bindungsmodus, Gestationsalter, Geburtsmaße sowie Anzahl an Geschwisterkindern.  
 

 
Tabelle 20: Charakteristika der PAULCHEN-Studienpopulation, real-time RT-PCR Untergruppe: Vergleich Bauern-
kind versus Nicht-Bauernkind. † Wilcoxon-Rangsummentest, ansonsten χ²-Test. p ≤ 0,05. 

 
 
 

Nicht-Bauernkind Bauernkind p-Wert
n = 52  n = 20

Mutter
Alter (Median ± IQR) 30,5 (27/34) 31 (24/34,7) 0,504†
Rauchen n (%) 0,061

Nein 24 (46 %) 16 (80 %)
Ja, während der Schwangerschaft 5 (10 %) 0 (0 %)
Ja, bis Bekanntwerden der Schwangerschaft 8 (15 %) 2 (10 %)
Ja, vor Schwangerschaft aufgehört 15 (29 %) 2 (10 %)

Bildung n (%) 0,099
Hauptschule 14 (27 %) 8 (40 %)
Realschule 18 (35 %) 10 (50 %)
Gymnasium/FOS 10 (19 %) 0
Universität/FH 10 (19 %) 2 (10 %)

Atopie n (%)
gesamt 17 (32 %) 4 (20 %) 0,289
Asthma bronchiale 4 (8 %) 2 (10 %) 0,751
Heuschnupfen 12 (23 %) 2 (10 %) 0,209
Atopisches Ekzem 4 (8 %) 0 (0 %) 0,202

Serum IgE (IU/ml, Median ± IQR) 24,7 (11,9/88,3) 28,3 (11,3/94) 0,702†
Entbindung vaginal n (%) 45 (86 %) 16 (80 %) 0,490
Vater
Atopie n (%)

gesamt 13 (25 %) 3 (15 %) 0,361
Asthma bronchiale 1 (2 %) 1 (5 %) 0,477
Heuschnupfen 13 (25 %) 2 (10 %) 0,16
Atopisches Ekzem 3 (6 %) 0 0,273

Kind
Geschlecht Weiblich n (%) 25 (48 %) 12 (60 %) 0,365
Gestationsalter (Wochen, Median ± IQR) 40 (39,6/40,6) 40,1 (39/40,9) 0,676†
Geburtsgewicht (g, Median ± IQR) 3555 (3307/3885) 3575 (3245/3800) 0,94†
Geburtslänge (cm, Median ± IQR) 52 (50/53) 52,5 (50/53,7) 0,784†
Geschwister n (%) 0,242

0 26 (50 %) 9 (45 %)
1 17 (33 %) 4 (20 %)
2 5 (9 %) 4 (20 %)
3 2 (4 %) 3 (15 %)
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4.2 Real-time RT-PCR 
Es wurden Nabelschnurblut-Proben von insgesamt 72 Kindern untersucht, unterteilt in 
Proben von 52 Nicht-Bauernkindern und 20 Bauernkindern. 
Basierend auf der Zellzahl und der RNA-Menge konnten bei wenigen Kindern nicht alle 
Stimulationsbedingungen analysiert werden. Außerdem wurden die Stimulationen mit 
Ppg, Derp und DundP nach den Stimulationen mit LpA und Ppg durchgeführt, da die 
Stimulation mit Derp und DundP  nur für einen Teil der Kinder im Gesamtdesign ge-
plant war.  
 

 
 
Tabelle 21: Anzahl der untersuchten Proben pro Gen und Stimulus  
 
Die Detektionsrate beschreibt den Prozentsatz der real-time RT-PCR-Daten, die in die 
Auswertung einfließen. Alle untersuchten Gene außer IL-9 waren im Nabelschnurblut 
gut exprimiert. Für Tbet, HLX1, IRF1, GATA3, STAT6, STAT6d und STAT6e zeigt 
sich eine Detektionsrate von 97-100 %, für IL-9 liegt die Detektionsrate bei 78-90 % 
(vgl. Tab. 38 im Anhang).  
 

 

 

                          Abbildung 35: Überblick der untersuchten Gene 

 

Stimulus n (Tbet) n (HLX1) n (IRF1) n (GATA3) n (STAT6) n (STAT6d) n (STAT6e) n (IL-9)
M 72 72 71 72 72 72 72 72
PHA 69 69 68 69 69 69 69 69
LpA 69 69 67 69 69 69 69 69
Ppg 67 67 67 67 67 67 67 67
Derp 30 30 30 30 30 30 30 30
DundP 25 25 25 25 25 25 25 25
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4.2.1 Th1-assoziierte Gene 

4.2.1.1 Tbet 

 
Abbildung 36: Genexpression Tbet. * p ≤ 0,05 

In der Genexpression von Tbet zeigt sich eine signifikant niedrigere Expression in Bau-
ernkindern im Vergleich zu Nicht-Bauernkindern nach Stimulation mit DundP. 
 

4.2.1.2 HLX1 

Abbildung 37: Genexpression HLX1. † p ≤ 0,1 (Trend) 

In der Genexpression für HLX1 ohne Stimulation zeigt sich im Nabelschnurblut von 
Bauernkindern eine tendentiell niedrigere Expression im Vergleich zu Nicht-
Bauernkindern (p=0,083).  
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4.2.1.3 IRF1 

 
Abbildung 38: Genexpression IRF1.  

In der Genexpression von IRF1 zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen 
Bauernkindern und Nicht-Bauernkindern.  

4.2.2 Th2-assoziierte Gene 

4.2.2.1 GATA3 

 
Abbildung 39: Genexpression GATA3. † p ≤ 0,1 (Trend) 

GATA3 ist im Nabelschnurblut von Bauernkindern nach Stimulation mit DundP im 
Vergleich zu Nicht-Bauernkindern trendweise niedriger exprimiert (p=0,091).  
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4.2.2.2 STAT6 

Abbildung 40: Genexpression STAT6. * p ≤ 0,05 

Nach Stimulation mit DundP ist STAT6 im Nabelschnurblut von Bauernkindern im 
Vergleich zu Nicht-Bauernkindern signifikant niedriger exprimiert.  

 

4.2.2.3 STAT6d 

 
Abbildung 41: Genexpression STAT6d. 

In der Genexpression von STAT6d zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwi-
schen Bauernkindern und Nicht-Bauernkindern.  
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4.2.2.4 STAT6e 

 
Abbildung 42: Genexpression STAT6e. † p ≤ 0,1 (Trend), ** p ≤ 0,01 

STAT6e ist unstimuliert (signifikant) sowie nach Stimulation mit DundP (Trend) im 
Nabelschnurblut von Bauernkindern im Vergleich zu Nicht-Bauernkindern niedriger 
exprimiert.  

 

4.2.3 Andere Gene 

4.2.3.1 IL-9 

Abbildung 43: Genexpression IL-9.  

In der Genexpression von IL-9 zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen 
Bauernkindern und Nicht-Bauernkindern.  
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4.2.4 Zusammenfassung der Hauptergebnisse der real-time RT-PCR Daten  

 
Tabelle 22: Zusammenfassung Hauptergebnisse real-time RT-PCR. * p ≤ 0,05 

 
Zusammengefasst ist die Genexpression in Bauernkindern im Vergleich zu Nicht-
Bauernkindern für Th1- und Th2-assoziierte Gene tendenziell niedriger. Für die Gene 
Tbet und STAT6 nach Stimulation mit DundP sowie STAT6e unstimuliert ist dies sig-
nifikant, für HLX1 unstimuliert und STAT6e sowie GATA3 nach Stimulation zeigt sich 
ein Trend. 
 
Nach Adjustierung der Daten für Geschlecht und die mütterlichen Faktoren Asthma, 
Atopie, Rauchen und Bildung sowie Berechnung des Koeffizienten β und des CIE (vgl. 
3. Statistische Methoden) bleiben die Ergebnisse weiterhin signifikant. 
 

 
Tabelle 23: Adjustierung für Geschlecht des Kindes 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gen Stimulus p-Wert Koeffizient β
Expression Bauernkinder        

vs. Nicht-Bauernkinder
Th1

Tbet DundP 0,025* 1,694 ↓  
HLX1 M 0,083 0,713 ↓  

Th2
STAT6 DundP 0,016* 2,198 ↓  
STAT6e M 0,005* 1,362 ↓  

DundP 0,068 0,872 ↓  
GATA3 DundP 0,091 0,754 ↓  

Gen Stimulus p-Wert Koeffizient β
p-Wert nach 
Adjustierung Koeffizient β CIE %

Th1 Geschlecht
Tbet DundP 0,025* 1,694 0,011* 1,787 5,49
HLX1 M 0,083 0,713 0,072 0,763 7,01

Th2
STAT6 DundP 0,016* 2,198 0,016* 2,361 7,42
STAT6e M 0,005* 1,362 0,013* 1,427 4,77

DundP 0,068 0,872 0,068 0,874 0,23
GATA3 DundP 0,091 0,754 0,080 0,780 3,45
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Tabelle 24: Adjustierung für mütterliche Faktoren: Asthma und Atopie 

 

Tabelle 25: Adjustierung für mütterliche Faktoren: Rauchen und Bildung 

 

4.2.5 Th1-Th2 Ratio  

Nachdem die Daten sowohl in Th1- als auch in Th2-assoziierten Genen eine niedrigere 
Expression im Nabelschnurblut von Bauernkindern im Vergleich zu Nicht-
Bauernkindern zeigen, wurde die Th1-Th2 Ratio berechnet. Als Th1-assoziierte Gene 
wurden Tbet, HLX1 und IRF1, als Th-2 assoziierte Gene GATA3, STAT6 und die Iso-
formen STAT6d und STAT6e zur Berechnung der Ratio Th1/Th2 verwendet. Hier zeigt 
sich in allen Stimulationsbedingungen bei Bauernkindern eine Ratio zu Gunsten der 
Th1-assoziierten Gene, wobei dies nur nach Stimulation mit Derp trendweise unter-
schiedlich ist (p=0,057).  
 

 
                          Tabelle 26: Th1-Th2 Ratio  
 
 

Gen Stimulus p-Wert Koeffizient β
p-Wert nach 
Adjustierung Koeffizient β CIE %

p-Wert nach 
Adjustierung Koeffizient β CIE %

Th1 mütterl. Asthma  mütterl. Atopie
Tbet DundP 0,025* 1,694 0,012* 1,694 0 0,036* 1,574 -7,08
HLX1 M 0,083 0,713 0,056 0,722 1,26 0,078 0,702 -1,54

Th2
STAT6 DundP 0,016* 2,198 0,020* 2,198 0,00 0,030* 2,308 5,00
STAT6e M 0,005* 1,362 0,019* 1,353 -0,66 0,020* 1,347 -1,10

DundP 0,068 0,872 0,058 0,872 0,00 0,052 1,025 17,55
GATA3 DundP 0,091 0,754 0,078 0,754 0,00 0,186 0,625 -17,11

Gen Stimulus p-Wert Koeffizient β
p-Wert nach 
Adjustierung Koeffizient β CIE %

p-Wert nach 
Adjustierung Koeffizient β CIE %

Th1 mütterl. Rauchen mütterl. Bildung
Tbet DundP 0,025* 1,694 0,019* 1,714 1,18 0,014* 1,697 0,17
HLX1 M 0,083 0,713 0,065 0,679 -4,77 0,063 0,805 12,92

Th2
STAT6 DundP 0,016* 2,198 0,040* 2,087 -5,05 0,028* 2,091 -4,88
STAT6e M 0,005* 1,362 0,036* 1,254 -7,93 0,015* 1,166 -14,38

DundP 0,068 0,872 0,102 0,808 -7,34 0,088 0,719 -17,50
GATA3 DundP 0,091 0,754 0,071 0,836 10,88 0,125 0,671 -10,95

Stimulus
Ratio                     

Nicht-Bauernkinder
Ratio Bauernkinder p-Wert

M 0,950 0,945 0,845
PHA 1,050 1,082 0,135
LpA 1,013 1,025 0,235
Ppg 0,996 1,001 0,721
Derp 0,995 1,041 0,057
DundP 0,977 1,008 0,440
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4.3 Korrelationsanalysen Gen-Expression 

4.3.1 Korrelationsanalysen in der real-time RT-PCR Gesamtpopulation 

Insgesamt sind in der Analyse der Gesamtgruppe der untersuchten Kinder alle gemesse-
nen Gene positiv und signifikant miteinander korreliert.   

 
 Abbildung 44: Gen-Gen-Korrelationen der real-time RT-PCR Population, Spearman Rangkorrelationskoeffizient 
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Sämtliche Th1-assoziierte Gene sind mit den anderen Th1-assoziierten Genen positiv 
korreliert, ebenso gilt dies für die Korrelation Th2-assoziierter Gene mit anderen Th2-
assoziierten Genen. 
Betrachtet man die Korrelationen der Th1-assoziierten Gene mit Th2-assoziierten Ge-
nen, so sind viele Gene positiv und signifikant miteinander korreliert, insbesondere 
IRF1, Tbet, GATA3 und STAT6 (vgl. Abb. 44 und Tab. 27).  
 

 
Tabelle 27: Korrelation Th1- und Th2- assoziierter Gene in der real-time RT-PCR Population 

 

 Th1- 
assoziiert

Th2-
assoziiert

Stimulus n
Spearman 

Rangkorrelations-
koeffizient

p-Wert

IRF1 STAT6 Derp 30 0,86 8,350E-10
Tbet GATA3 Derp 30 0,85 1,863E-09
Tbet GATA3 DundP 25 0,83 3,453E-07
Tbet GATA3 Ppg 67 0,80 8,006E-16
Tbet GATA3 LpA 69 0,79 8,047E-16
IRF1 GATA3 DundP 25 0,77 6,517E-06
Tbet STAT6d Derp 30 0,75 2,291E-06
Tbet STAT6d DundP 25 0,74 1,985E-05
HLX1 GATA3 DundP 25 0,74 2,515E-05
Tbet STAT6 Derp 30 0,74 3,475E-06
IRF1 STAT6d PHA 69 0,71 1,155E-11
IRF1 GATA3 Derp 30 0,70 1,536E-05
Tbet STAT6d Ppg 67 0,68 2,323E-10
Tbet STAT6 DundP 25 0,68 1,996E-04
IRF1 STAT6d Derp 30 0,68 4,124E-05
IRF1 STAT6d DundP 25 0,67 2,260E-04
IRF1 STAT6 LpA 69 0,67 3,839E-10
HLX1 GATA3 PHA 69 0,66 7,797E-10
IRF1 STAT6d Ppg 67 0,66 1,809E-09
Tbet STAT6d LpA 69 0,65 1,326E-09
Tbet GATA3 PHA 69 0,65 1,327E-09
Tbet STAT6e Derp 30 0,65 1,033E-04
Tbet GATA3 M 72 0,65 6,867E-10
IRF1 STAT6e Derp 30 0,64 1,282E-04
HLX1 STAT6d DundP 25 0,64 5,799E-04
HLX1 STAT6d Ppg 67 0,64 5,796E-09
IRF1 GATA3 Ppg 67 0,64 5,931E-09
Tbet STAT6d M 72 0,64 1,923E-09
IRF1 STAT6d LpA 69 0,63 5,424E-09
IRF1 GATA3 PHA 69 0,63 6,516E-09
Tbet STAT6e LpA 69 0,62 1,130E-08
Tbet STAT6d PHA 69 0,62 1,836E-08
HLX1 STAT6e Ppg 67 0,61 4,991E-08
HLX1 STAT6d Derp 30 0,61 3,969E-04
HLX1 STAT6 Derp 30 0,60 4,323E-04
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4.3.2 Korrelationsanalysen in der Subgruppe der Nicht-Bauernkinder 

Im Nabelschnurblut der Nicht-Bauernkinder sind weiterhin alle Gene positiv und signi-
fikant korreliert.  

 
  Abbildung 45: Gen-Gen-Korrelation der Nicht-Bauernkinder, Spearman Rangkorrelationskoeffizient 
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Betrachtet man die Korrelationen der Th1-assoziierten Gene mit Th2-assoziierten Ge-
nen in Nicht-Bauernkindern, so sind weiterhin viele Gene positiv und signifikant mitei-
nander korreliert, insbesondere Tbet, HLX1, IRF1, GATA3 und STAT6d nach Stimula-
tion mit DundP (vgl. Abb. 45 und Tab. 28).  
 

 
Tabelle 28: Korrelation Th1- und Th2- assoziierter Gene in der Subpopulation der Nicht-Bauernkinder 

Th1-
assoziiert

Th2- 
assoziiert

Stimulus n
Spearman 

Rangkorrelations-
koeffizient

p-Wert

Tbet STAT6d DundP 17 0,88 2,492E-06
HLX1 GATA3 DundP 17 0,88 3,868E-06
Tbet GATA3 DundP 17 0,87 4,318E-06
IRF1 GATA3 DundP 17 0,85 1,763E-05
IRF1 STAT6 Derp 19 0,82 1,930E-05
Tbet GATA3 Ppg 49 0,81 1,964E-12
Tbet GATA3 Derp 19 0,81 3,100E-05
Tbet GATA3 LpA 50 0,80 5,181E-12
Tbet STAT6d Ppg 49 0,74 1,205E-09
Tbet STAT6 Derp 19 0,74 3,221E-04
Tbet STAT6d LpA 50 0,72 2,731E-09
HLX1 STAT6 Derp 19 0,72 5,510E-04
Tbet STAT6e LpA 50 0,72 5,222E-09
IRF1 STAT6d PHA 51 0,71 7,203E-09
HLX1 STAT6d Ppg 49 0,69 3,138E-08
Tbet STAT6d Derp 19 0,69 1,084E-03
IRF1 STAT6d Ppg 49 0,67 1,266E-07
Tbet STAT6d PHA 51 0,66 1,067E-07
HLX1 STAT6d DundP 17 0,66 4,814E-03
IRF1 GATA3 Ppg 49 0,66 2,759E-07
HLX1 GATA3 Ppg 49 0,65 3,648E-07
IRF1 STAT6 LpA 50 0,65 3,742E-07
HLX1 GATA3 PHA 51 0,64 4,968E-07
IRF1 STAT6d DundP 17 0,63 8,687E-03
Tbet STAT6e PHA 51 0,62 1,150E-06
IRF1 GATA3 PHA 51 0,62 1,150E-06
HLX1 STAT6d Derp 19 0,62 5,634E-03
HLX1 GATA3 LpA 50 0,61 2,166E-06
HLX1 STAT6e Ppg 49 0,61 2,877E-06
Tbet GATA3 M 52 0,61 1,553E-06
IRF1 STAT6d Derp 19 0,61 5,557E-03
HLX1 STAT6d LpA 50 0,60 3,421E-06
IRF1 STAT6e Derp 19 0,60 6,754E-03
Tbet STAT6e Ppg 49 0,60 5,734E-06
IRF1 STAT6d LpA 50 0,60 4,569E-06
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4.3.3 Korrelationsanalysen in der Subgruppe der Bauernkinder 

Im Nabelschnurblut der Bauernkinder sind die meisten Gene positiv korreliert. Verein-
zelt zeigt sich auch eine negative Korrelation, beispielsweise bei Tbet und HLX1 unter 
Stimulation mit DundP, diese jedoch nicht signifikant.  
 

 
      Abbildung 46: Gen-Gen-Korrelation der Bauernkinder, Spearman Rangkorrelationskoeffizient 
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In der Betrachtung der Korrelationen Th1- und Th2-assoziierter Gene in Bauernkindern 
sind insbesondere IRF1, Tbet, GATA3, STAT6 und STAT6d unstimuliert und nach 
Stimulation mit Derp positiv korreliert (vgl. Abb. 46 und Tab. 29). Im Nabelschnurblut 
von Bauernkindern ist damit erstmalig eine positive, signifikante Korrelation auch un-
stimuliert zu sehen, was darauf hindeuten könnte, dass Bauernkinder die hohe Korrela-
tion bereits ohne weitere Aktivierung des Immunsystems zeigen. 
  

 
Tabelle 29: Korrelation Th1- und Th2- assoziierter Gene in der Subpopulation der Bauernkinder 

 
 
 
 
 
 
 

Th-
assoziiert

Th2-
assoziiert

Stimulus n
Spearman 

Rangkorrelations-
koeffizient

p-Wert

Tbet GATA3 Derp 11 0,89 4,284E-04
IRF1 STAT6 Derp 11 0,88 6,683E-04
IRF1 STAT6d Derp 11 0,85 1,649E-03
IRF1 GATA3 M 20 0,83 5,644E-06
Tbet GATA3 M 20 0,83 6,949E-06
Tbet STAT6d Derp 11 0,82 3,734E-03
Tbet STAT6d M 20 0,81 1,243E-05
IRF1 STAT6d M 20 0,80 2,424E-05
HLX1 GATA3 PHA 18 0,79 1,437E-04
HLX1 STAT6e Derp 11 0,78 4,406E-03
IRF1 GATA3 Derp 11 0,71 1,873E-02
HLX1 GATA3 M 20 0,71 4,712E-04
Tbet GATA3 LpA 19 0,71 1,006E-03
HLX1 STAT6d M 20 0,70 5,558E-04
Tbet STAT6 Derp 11 0,70 2,081E-02
IRF1 STAT6 LpA 19 0,69 1,061E-03
Tbet STAT6 M 20 0,67 1,102E-03
IRF1 STAT6e Derp 11 0,67 2,288E-02
IRF1 STAT6d LpA 19 0,67 1,780E-03
IRF1 STAT6d PHA 18 0,67 2,480E-03
HLX1 STAT6d Derp 11 0,67 2,507E-02
IRF1 STAT6 M 20 0,66 1,546E-03
Tbet STAT6e Derp 11 0,64 3,306E-02
HLX1 STAT6e Ppg 18 0,64 5,123E-03
IRF1 GATA3 PHA 18 0,60 8,212E-03
HLX1 STAT6 M 20 0,60 4,982E-03
IRF1 STAT6d Ppg 18 0,60 8,961E-03
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4.4 Zytokin-Sekretion  
Die Zytokine IL-5, IL-6 und IL-12 wurden im Rahmen der Gesamtstudie bei einer Sub-
gruppe untersucht.  
 

 

Tabelle 30: Zytokin-Sekretion 

IL-5 wird im Nabelschnurblut von Bauernkindern im Vergleich zu Nicht-Bauernkindern 
nach Stimulation mit DundP signifikant weniger sezerniert, IL-6 wird nach Stimulation 
mit DundP signifikant vermehrt sezerniert. Auch nach isolierter Derp-Stimulation zeigt 
sich eine Trend für eine vermehrte Sekretion von IL-6 im Nabelschnurblut von Bauern-
kindern (p=0,064). Nach Ppg-Stimualtion ist kein signifikanter Unterschied zu sehen. 
IL-12 wird nach Stimulation mit Derp ebenfalls im Nabelschnurblut von Bauernkindern 
vermehrt sezerniert (Trend, p=0,055). Allerdings sind hier die Gruppengrößen sehr 
klein und eine weitere Interpretation muss mit Vorsicht erfolgen. Unter den weiteren 
Stimulationsbedingungen zeigen sich keine signifikanten Unterschiede bezüglich der 
Zytokin-Sekretion.  
 

4.5 Verlaufsbeobachtung der Studienpopulation  
Veränderungen in der Fallzahl im Vergleich zum Studieneinschluss basieren auf einzel-
nen missing data aufgrund nicht zurückgesandter Fragebögen. Insgesamt nahmen 87 der 
ursprünglich 91 Familien an der Verlaufsbeobachtung über zehn Jahre teil, dies ent-
spricht einer follow-up Rate von 96 %.  In der real-time RT-PCR Subpopulation nah-
men 97 % an der Verlaufsbeobachtung teil.  
 

4.5.1 Bauernhof-Exposition  

Als Bauernkinder wurden die Kinder definiert, deren Mutter in den letzten 1-5 Jahren 
und während der Schwangerschaft auf einem Bauernhof lebt und arbeitet. Außerdem 
wurden Rohmilchkonsum und Stallexposition bis zum 10. Lebensjahr erfasst.  
Die allergische Sensibilisierung wurde definiert als positiver Haut- und/oder Bluttest 
auf inhalative Allergene (Baum- und Gräserpollen, Hausstaubmilben, Tierhaare) im 
zehnten Lebensjahr, der durch die Eltern im Fragebogen berichtet wurde (vgl. 2.2. Epi-
demiologische Datenerhebung).  
 
In der PAULCHEN-Studienpopulation sind signifikant weniger Bauernkinder unter den 
Kindern mit allergischer Sensibilisierung. Außerdem sind signifikant weniger Kinder 
allergisch sensibilisiert, die sich mindestens einmal pro Woche im Stall aufhalten.  

 

Zytokin Stimulus
N    

(gesamt)
N                     

(Nicht-Bauernkind)
N     

(Bauernkind)
Median ±IQR p-Wert

Sekretion            
Bauernkind

IL-5 DundP 33 23 10 4,91 (4,49/5,36) 0,031* ↓
IL-6 DundP 34 24 10 15,54 (15,11/15,94) 0,021* ↑
IL-12 Derp 9 7 2 0,92 (0,51/1,32) 0,055 ↑
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Tabelle 31: PAULCHEN-Studienpopulation: Bauernhof-Exposition. 
 Vergleich Kinder mit allergischer Sensibilisierung versus Kinder ohne allergische Sensibilisierung. * p ≤ 0,05 

 
In der real-time RT-PCR Subpopulation zeigt sich der Zusammenhang zwischen dem 
Auftreten einer allergischen Sensibilisierung und der Bauernhofexposition lediglich 
noch als Trend (p=0,088).  

 
       Tabelle 32: Real-time RT-PCR Untergruppe: Bauernhof-Exposition. 
       Vergleich Kinder mit allergischer Sensibilisierung versus Kinder ohne allergische Sensibilisierung. * p ≤ 0,05      
    

4.5.2 Familienanamnese 

Die positive Familienanamnese  für Asthma bronchiale wurde im ersten Fragebogen bei 
Geburt dokumentiert als positive Anamnese für Asthma bronchiale bei mindestens ei-
nem Elternteil. 
In der Verlaufsbeobachtung im Alter von drei, sechs und zehn Jahren zeigt sich in der 
PAULCHEN-Gesamtpopulation ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Auf-
treten einer allergischen Sensibilisierung auf Inhalationsallerge bei den beobachteten 
Kindern und einer positiven Familienanamnese für allergische Erkrankungen.  

 
   
   

Variable
keine allergische 
Sensibilisierung     

(N = 71)

allergische 
Sensibilisierung       

(N = 16) 
p-Wert

Bauernkind 0,028*
nein 47 (66 %) 15 (94 %)

ja 24 (34 %) 1 (6 %)
Rohmilch 0,270

nein 53 (75 %) 14 (88 %)
ja 18 (25 %) 2 (12 %)

Stall 0,041*
nein 43 (61 %) 14 (88 %)

ja 28 (39 %) 2 (12 %)

Variable
keine allergische 
Sensibilisierung     

(N = 58)

allergische 
Sensibilisierung       

(N = 12) 
p-Wert

Bauernkind 0,088
nein 39 (67 %) 11 (92 %)

ja 19 (33 %) 1 (8 %)
Rohmilch 0,267

nein 45 (78 %) 11 (92 %)
ja 13 (22 %) 1 (8 %)

Stall 0,130
nein 35 (60 %) 10 (83 %)

ja 23 (40 %) 2 (17 %)
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Tabelle 33:  PAULCHEN-Studienpopulation: Familienanamnese. 
Vergleich Kinder mit allergischer Sensibilisierung versus Kinder ohne allergische Sensibilisierung. * p ≤ 0,05 
 
In der Subpopulation, in der die real-time RT-PCR durchgeführt wurde, ist der Zusam-
menhang zwischen allergischer Sensibilisierung bei den beobachteten Kindern und po-
sitiver Familienanamnese für allergische Erkrankung als Trend zu sehen (p=0,057), es 
besteht keine statistische Signifikanz mehr.  
 

 
Tabelle 34:  Real-time RT-PCR Untergruppe: Familienanamnese.   
Vergleich Kinder mit allergischer Sensibilisierung versus Kinder ohne allergische Sensibilisierung. * p ≤ 0,05 
 
 
 

Variable
keine allergische 
Sensibilisierung   

(N = 71)

allergische 
Sensibilisierung 

(N = 16)
p-Wert

Familien-
anamnese

mütterliche Atopie 0,052
nein 53 (74%) 6 (50%)
ja 18 (26 %) 6 (50%)

mütterliches Asthma 0,081
nein 67 (94%) 13 (81%)
ja 4 (6%) 3 (19%)

väterliche Atopie 0,127
nein 57 (80%) 10 (62%)
ja 14 (20%) 6 (38%)

väterliches Asthma 0,095
nein 69 (97%) 14 (88%)
ja 2 (3%) 2 (12%)

positive Familienanamnese Asthma 0,006*
nein 66 (93%) 11 (69%)
ja 5 (7%) 5 (31%)

Variable
keine allergische 
Sensibilisierung   

(N = 58)

allergische 
Sensibilisierung 

(N = 12)
p-Wert

Familien-
anamnese

mütterliche Atopie 0,097
nein 43 (74%) 6 (50%)
ja 15 (26%) 6 (50%)

mütterliches Asthma 0,271
nein 54 (93%) 10 (83%)
ja 4 (7%) 2 (17%)

väterliche Atopie 0,088
nein 47 (81%) 7 (58%)
ja 11 (19%) 5 (42%)

väterliches Asthma 0,211
nein 57 (98%) 11 (92%)
ja 1 (2%) 1 (8%)

positive Familienanamnese Asthma 0,057
nein 54 (93%) 9 (75%)
ja 4 (7%) 3 (25%)
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4.5.3 Entwicklung pfeifender Atemgeräusche (wheeze)            

In der PAULCHEN-Gesamtpopulation besteht ein signifikanter Zusammenhang zwi-
schen einer allergischen Sensibilisierung und dem Auftreten pfeifender Atemgeräusche. 
Außerdem zeigen allergisch sensibilisierte Kinder vermehrt Atemgeräusche, die durch 
mindestens zwei unterschiedliche Trigger wie Kälte, Anstrengung, Hausstaub, Tierkon-
takt und Pollen verursacht werden (multitrigger wheeze). Auch im zeitlichen Auftreten 
der pfeifenden Atemgeräusche sind signifikante Unterschiede zu erkennen: Die aller-
gisch sensibilisierten Kinder zeigen durchgehend Symptome (persistent wheeze) oder 
entwickeln eher spät pfeifende Atemgeräusche (late onset wheeze).  
 

 
Tabelle 35: PAULCHEN-Studienpopulation: Entwicklung pfeifender Atemgeräusche.                                       
Vergleich Kinder mit allergischer Sensibilisierung versus Kinder ohne allergische Sensibilisierung. * p ≤ 0,05          

 

In der real-time RT-PCR Subpopulation zeigt sich ein im Vergleich zur 
Gesamtpopulation ähnlicher Verlauf. Auch hier besteht ein signifikanter Zusammen-
hang zwischen einer allergischen Sensibilisierung und dem Auftreten pfeifender Atem-
geräusche. Außerdem zeigen allergisch sensibilisierte Kinder vermehrt multitrigger 
wheeze und zeigen durchgehend Symptome (persistent wheeze) oder entwickeln eher 
spät pfeifende Atemgeräusche (late onset wheeze).                 

Variable

keine allergische 
Sensibilisierung 

(N = 71)

allergische 
Sensibilisierung 

(N = 16)
p-Wert

any wheeze 0,003*

nein 48 (67%) 4 (25%)

ja 23 (33%) 12 (75%)
wheeze  Typ < 0,001*

viral 21 (30%) 4 (25%)

multitrigger 2 (3%) 8 (50%)

gesund 48 (67%) 4 (25%)
wheeze  Verlauf < 0,001*

early 13 (18%) 2 (13%)

persistent 4 (6%) 5 (31%)

late onset 4 (6%) 5 (31%)

gesund 50 (70%) 4 (25%)
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Tabelle 36: Real-time RT-PCR Untergruppe: Entwicklung pfeifender Atemgeräusche.                                                                                                                                                                 
Vergleich Kinder mit allergischer Sensibilisierung versus Kinder ohne allergische Sensibilisierung. * p ≤ 0,05 

 
Bei stratifizierter Analyse von Nicht-Bauernkindern und Bauernkindern zeigt sich eine 
Tendenz zu einer geringeren Prävalenz von multitrigger wheeze bei Bauernkindern, 
jedoch ist dies weder in der Gesamtpopulation noch bei den Kindern, bei denen die real-
time RT-PCR durchgeführt wurde, signifikant (Gesamtpopulation p=0,762, real-time 
RT-PCR Untergruppe p=0,817).  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Variable
keine allergische 
Sensibilisierung 

(N = 58)

allergische 
Sensibilisierung 

(N = 12)
p-Wert

any wheeze 0,002*

nein 38 (65%) 2 (17%)

ja 20 (35%) 10 (83%)
wheeze  Typ < 0,001*

viral 19 (32%) 3 (25%)

multitrigger 2 (4%) 7 (58%)

gesund 37 (64%) 2 (17%)
wheeze  Verlauf < 0,001*

early 10 (18%) 1 (8%)

persistent 5 (7%) 5 (42%)

late onset 5 (7%) 4 (33%)

gesund 38 (3´68%) 2 (17%)
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5 DISKUSSION 

Hintergrund dieser Dissertation ist die Hypothese, dass Bauernkinder bereits durch die 
präpartale Bauernhofexposition als Modell für eine exogene mikrobielle Stimulation 
ihres Immunsystems seltener eine allergische Sensibilisierung entwickeln als Nicht-
Bauernkinder. 
Das Hauptziel dieser Dissertation ist es, eine unterschiedliche Gensignatur von Th1- 
und Th2-assoziierten Genen bei Geburt zu identifizieren. Hierfür wurde im Nabel-
schnurblut von Bauernkindern und Nicht-Bauernkindern der PAULCHEN-
Geburtskohorte die Genexpression Th1- und Th2-assoziierter Gene sowie die Sekretion 
Th1- und Th2-assoziierter Zytokine zu einem sehr frühen Zeitpunkt der Immunmatura-
tion untersucht. Anhand von Fragenbögen im Alter von drei, sechs und zehn Jahren 
wurde die Entwicklung einer allergischen Sensibilisierung und pfeifender Atemgeräu-
sche erfasst. Zudem wurde eine Vielzahl epidemiologischer Daten wie die mikrobielle 
Exposition sowie sozioökonomische Faktoren und die Familienanamnese erhoben.  
Die Beantwortung der Frage, ob bereits die Immunregulation im Nabelschnurblut zur 
Prädiktion der späteren Entwicklung einer allergischen Sensibilisierung geeignet ist, 
würde vor dem Hintergrund der Bauernhofexposition als Modell einer „allergie-
protektiven“ Umgebung zum weiteren Verständnis des komplexen Netzwerkes immu-
nologischer, genetischer und epigenetischer Faktoren beitragen, das dem Bauernhof-
effekt zu Grunde liegt.  

5.1 Epidemiologie bei Geburt 
Im letzten Trimenon der Schwangerschaft wurden 91 Frauen in die PAULCHEN-Studie 
eingeschlossen. Das Studiendesign sah eine Gruppe von Nicht-Bauernkindern (n = 66) 
und eine Gruppe von Bauernkindern (n = 25) vor. Bezüglich der Studiencharakteristika 
sind signifikante Unterschiede bei Müttern von Bauern- und Nicht-Bauernkindern zu 
sehen: Eine größere Anzahl an Müttern von Nicht-Bauernkindern hat während der 
Schwangerschaft geraucht. Außerdem haben Mütter von Nicht-Bauernkindern einen 
höheren Bildungsstatus. Vergleicht man diese Beobachtungen mit anderen Studien, so 
sind dort ebenfalls Unterschiede hinsichtlich des Rauchens während der Schwanger-
schaft und des Bildungsstatus zu sehen (Alfven et al., 2006). Alfvén et al. beschreiben 
allerdings eine höhere Anzahl an Abiturienten unter den Eltern der Bauernhofkinder, 
einen Hochschulabschluss haben jedoch mehr Eltern von Nichtbauernkindern.  
Was atopische Erkrankungen in der Familie, Entbindungsmodus, Geburtsmaße und Ge-
schwisteranzahl angeht, zeigen sich keine statistisch signifikanten Unterschiede zwi-
schen den beiden Gruppen. Analog zu Vordaten der Bauernhofstudien aus Deutschland, 
Österreich und der Schweiz sowie anderer Arbeitsgruppen (Riedler et al., 2001, Alfven 
et al., 2006, von Mutius and Schmid, 2006, Ege et al., 2008), gaben auch in der PAUL-
CHEN-Geburtskohorte die Eltern von Nicht-Bauernkindern häufiger atopische Erkran-
kungen in der Anamnese an.  
In die real-time RT-PCR Subgruppe wurden 72 Probanden eingeschlossen, davon 52 
Nicht-Bauernkinder und 20 Bauernkinder. Die in der Gesamtpopulation beschriebenen 
Unterschiede in Bezug auf mütterliches Rauchen und Bildungsstatus sind in der Subpo-
pulation noch als Trend zu sehen.  
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5.2 Erniedrigte Genexpression zentraler Th1- und Th2-
assoziierter Transkriptionsfaktoren im Nabelschnurblut von 
Bauernkindern 

Im Nabelschnurblut von Bauernkindern im Vergleich zu Nicht-Bauernkindern zeigte 
sich eine signifikant niedrigere Genexpression von Tbet und STAT6 als zentralen Th1- 
und Th2-Transkriptionsfaktoren nach Stimulation mit DundP, einer Kombination aus 
der Hausstaubmilbe Derp1 und Peptidoglykan. Auch die STAT6 Isoform STAT6e war 
im Nabelschnurblut von Bauernkindern signifikant niedriger exprimiert. Parallel dazu 
waren weitere Th1- und Th2-assoziierte Gene wie HLX1 unstimuliert oder GATA3 und 
STAT6e jeweils nach Stimulation mit DundP niedriger exprimiert, dies jedoch nicht 
signifikant. 
Die Ergebnisse wurden für mögliche Confounder adjustiert, die Einfluss auf die Genex-
pression im Nabelschnurblut von Bauern- und Nicht-Bauernkindern haben könnten 
(Geschlecht des Kindes und die mütterlichen Faktoren Asthma, Atopie, Rauchen und 
Bildung). Diese Adjustierung erfolgte mit dem Ziel, sicherzustellen, dass die Unter-
schiede in der Genexpression tatsächlich auf den Bauernhofeffekt zurückzuführen sind. 
Die signifikanten Ergebnisse bleiben auch nach Adjustierung erhalten.  

5.2.1 Th1-assoziierte Gene: Tbet, HLX1, IRF1 

Als Th1-assoziierte Gene wurden Tbet, HLX1 und IRF1 als zentrale Th1-assoziierte 
Transkriptionsfaktoren untersucht. Für Tbet sehen wir nach Stimulation des angebore-
nen und erworbenen Immunsystems durch DundP eine signifikant niedrigere Expressi-
on im Nabelschnurblut von Bauernkindern gegenüber Nicht-Bauernkindern. Die Gen-
expression von Tbet ist in allen Stimulationsbedingungen im Nabelschnurblut von Bau-
ernkindern tendentiell niedriger. Tbet spielt als Induktor der Th1-Zelldifferenzierung 
eine wichtige Rolle (Szabo et al., 2015) und gilt als typisches Kandidaten-Gen für atopi-
sche Erkrankungen (Suttner et al., 2009). Für HLX1 und IRF1 zeigen sich keine signifi-
kanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen.  

5.2.2 Th2-assoziierte Gene: GATA3, STAT6, STAT6d, STAT6e 

Als zentrale Transkriptionsfaktoren der Th2-Zellen wurde die mRNA-Expression von 
GATA3 und STAT6 untersucht. Zusätzlich wurden die Isoformen STAT6d und 
STAT6e analysiert. Diese Isoformen wurden bereits im Rahmen der PARSIFAL-Studie 
beschrieben: Bei Vorliegen des Polymorphismus SNP rs324011 erhöhte sich die mRNA 
Expression insbesondere in den Isoformen STAT6d und STAT6e. Ein potentieller Ein-
fluss der beiden Splice-Varianten auf die Entwicklung atopischer Erkrankungen wird 
vermutet (Schedel et al., 2009).  
Die Expression von STAT6 nach Stimulation mit DundP und STAT6e (unstimuliert) ist 
im Nabelschnurblut von Bauernkindern signifikant niedriger als im Nabelschnurblut 
von Nicht-Bauernkindern. Für GATA3 und STAT6d sehen wir keine signifikanten Un-
terschiede in der Genexpression.  
STAT6 ist ein wichtiger Regulator bei der Th2-Zelldifferenzierung (Elo et al., 2010) 
und spielt eine Schlüsselrolle beim IgE-Klassenwechsel (Kaplan et al., 1999). Die signi-
fikant niedrigere Expression des zentralen Th2-Regulators STAT6 im Nabelschnurblut 
von Bauernkindern könnte bereits auf eine pränatale Suppression der Th2-
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Immunregulation hindeuten. Allerdings ist parallel zu dieser Beobachtung auch die Ex-
pression Th1-assoziierter Gene wie beispielsweise Tbet reduziert. Insofern ist eher von 
einer allgemeinen Suppression sowohl Th1- als auch Th2-assoziierter Gene auszugehen. 
Auch Braun-Fahrländer et al. haben eine allgemeine Suppression der Immunantwort bei 
Schulkindern nach Endotoxin-Exposition beschrieben (Braun-Fahrlander et al., 2002). 
Im Rahmen der PAULCHEN-Geburtskohorte sehen wir diese Suppression nach exoge-
ner  Stimulation des Immunsystems nun bereits im Nabelschnurblut, was für eine Modi-
fikation des Immunsystems bereits zum frühest möglichen Zeitpunkt spricht.  

5.2.3 IL9 

IL-9 nimmt eine Sonderrolle in der Auswahl der untersuchten Gene ein, da es nicht klar 
einer T-Zell Untergruppe zugeordnet werden kann, sondern Einfluss auf eine Vielzahl 
von Untergruppen der T-Helferzellen hat und damit auch an verschiedensten Effekten 
der T-Helferzellen beteiligt ist (Li and Rostami, 2010). Die biologische Funktion von 
IL-9 ist noch nicht final geklärt. Neben einer Assoziation mit der Th2-assoziierten, 
„pro-allergischen“ Immunantwort (Hauber et al., 2004) hat IL-9 eine Mediatorfunktion 
bei Th17-mediierten entzündlichen Erkrankungen (Nowak et al., 2009). Es induziert die 
Differenzierung der Th17-Zellen, die insbesondere bei Gewebsentzündungen und Auto-
immunreaktionen eine wichtige Rolle spielen, und verstärkt aber auch die Aktivität der 
regulatorischen T-Zellen (Elyaman et al., 2009). Die Genexpression von IL-9 im Nabel-
schnurblut von Bauernkindern ist niedrig, so dass eine Detektion mittels real-time RT-
PCR im Rahmen dieser Dissertation schwierig war. Es zeigen sich keine signifikanten 
Ergebnisse. Unstimuliert und nach Stimulation des erworbenen Immunsystems durch 
PHA und Derp sowie nach Stimulation mit DundP ist die IL-9 Expression im Nabel-
schnurblut von Bauernkindern niedriger, was dem Konzept der generell erniedrigten 
Immunantwort im Nabelschnurblut von Bauernkindern entspricht. Nach Stimulation des 
angeborenen Immunsystems durch LpA und Ppg wird IL-9 allerdings im Nabel-
schnurblut von Bauernkindern höher exprimiert im Vergleich zu Nicht-Bauernkindern. 
Ob diese Unterschiede nun durch die heterogenen Effekte von IL-9 auf die verschiede-
nen T-Zell Subpopulationen oder durch die generell niedrige Expression von IL-9 im 
Nabelschnurblut zum Tragen kommt und damit zu inkonsistenten Ergebnissen führt, 
bleibt offen. Eine weitere Bestätigung der Beobachtungen ist aufgrund der niedrigen 
Expressionsrate sicherlich notwendig. 

5.2.4 Fazit real-time RT-PCR  

Im Nabelschnurblut von Bauernkindern ist die Genexpression sowohl Th1- als auch 
Th2-assoziierter Gene niedriger als bei Nicht-Bauernkindern. Dies spricht für eine gene-
relle Suppression der Immunantwort bereits bei Geburt. Möglicherweise entwickeln die 
Bauernkinder bereits pränatal aufgrund einer exogene Stimulation durch die Bauernho-
fumgebung während der Schwangerschaft eine Veränderung der Immunregulation, die 
zu einer Reduktion von sowohl Th1- als auch Th2-Zellen führt. Yu et al. beschreiben 
ebenfalls eine insgesamt schwächere Immunantwort im Nabelschnurblut von Bauern-
kindern, was unter anderem auf die andauernde mikrobielle Stimulation während der 
Schwangerschaft zurückgeführt wird (Yu et al., 2018).  
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Betrachtet man die Korrelation der Genexpression in unserer Studie, so ist in der real-
time RT-PCR Population die Expression aller untersuchten Gene hoch positiv korreliert, 
insbesondere nach Stimulation. Dieser Effekt bleibt in der Subgruppe der Nicht-
Bauernkinder bestehen. Im Nabelschnurblut von Bauernkindern ist erstmalig eine posi-
tive, signifikante Korrelation auch unstimuliert zu sehen. Dies könnte darauf hindeuten, 
dass Bauernkinder die hohe Korrelation bereits ohne weitere Aktivierung des Immun-
systems zeigen. Es ist festzuhalten, dass in der Gruppe der Nicht-Bauernkinder als po-
tentielle Risikogruppe für die Entstehung allergischer Erkrankungen eine höhere Korre-
lation der Expression Th1- und Th2-assoziierter Gene besteht als in der Gruppe der 
Bauernkinder, die bezogen auf das Allergierisiko der Niedrigrisikogruppe angehören. 
Die positive Korrelation von sowohl Th1- als auch Th2-assoziierten Genen bei Nicht-
Bauernkindern kann auf eine parallele Aktivierung hindeuten, die möglicherweise wäh-
rend der Immunreifung zu einem höheren Risiko für allergische Erkrankungen beiträgt. 
Es kann jedoch auch bereits eine sekundär induzierte Aktivierung einer Zellreihe nach 
Aktivierung der ersten erfolgt sein, die bereits bei Geburt sichtbar wird. Dies ist bei 
Bauernkindern in dem Ausmaß nicht detektierbar. 
Bedenkt man nun, dass Bauernkinder sowohl Th1- als auch Th2-assoziiert eine niedri-
gere Genexpression zeigen als Nicht-Bauernkinder, so stellt sich doch die Frage, ob bei 
dieser generell schwächeren Immunantwort bereits im Nabelschnurblut die Th1- oder 
die Th2- Zellen überwiegen. Bei der Berechnung der Th1-Th2 Ratio zeigen sich keine 
signifikanten Ergebnisse. Tendenziell besteht eine Ratio zu Gunsten der Th1-
assoziierten Gene, wobei dies nur nach Stimulation mit Derp trendweise zu sehen ist. 
Dies muss sicherlich in weiteren Studien untersucht werden. In Anlehnung an das 
Th1/Th2 Paradigma (Mosmann and Coffman, 1989) spräche eine Ratio zu Gunsten der 
Th1-assoziierten Gene für eine bereits pränatal Th1-gewichtete, „allergie-protektive“ 
Ausrichtung des Immunsystems. Eine ähnliche Beobachtung teilen Yu et al., die eben-
falls ein Überwiegen der Th1-Antwort im Nabelschnurblut von Bauernkindern be-
schreiben (Yu et al., 2018). 
 

5.3 „Allergie-protektive“ Prägung des Immunsystems anhand 
der Zytokin-Sekretion im Nabelschnurblut 

In einer Subgruppe der real-time RT-PCR Population wurde mittels Luminex™-
Technologie die Sekretion von IL-5,  IL-6 und IL-12 untersucht.   

5.3.1 Interleukin-5 

IL-5 wird im Nabelschnurblut von Bauernkindern nach Stimulation des angeborenen 
und erworbenen Immunsystems durch DundP im Vergleich zu Nicht-Bauernkindern 
signifikant weniger sezerniert. Da IL-5 unter anderem von Th2-Zellen produziert wird 
und eine wichtige Rolle bei der eosinophilen Inflammationsreaktion in den Atemwegen 
von Patienten mit Asthma bronchiale spielt (Lemanske and Busse, 2010), könnte eine 
verminderte Sekretion im Nabelschnurblut von Bauernkindern zum Konzept der „aller-
gie-protektiven“ Ausrichtung des Immunsystems nach pränataler Bauernhofexposition 
passen.  
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In der aktuellen Literatur wird IL-5 auch als Ziel einer Antikörpertherapie bei therapie-
refraktärem Asthma bronchiale diskutiert (Wu et al., 2019) und steht damit im Zusam-
menhang mit allergischen Erkrankungen anhaltend im Fokus des Interesses. Bei Er-
wachsenen ist Anti-IL-5 in Form des Antikörpers Mepolizumab bei schwerem, therapie-
refraktärem eosinophilem Asthma bronchiale bereits etabliert (Haldar et al., 2009) und 
auch bei Kindern ist dieser Antikörper seit 2018 ab dem 6. Lebensjahr zur Behandlung 
des therapierefraktären Asthma bronchiale zugelassen (Just et al., 2019). 

5.3.2 Interleukin-6 

Die Sekretion von IL-6 ist im Nabelschnurblut von Bauernkindern nach Stimulation des 
angeborenen und erworbenen Immunsystems durch DundP im Vergleich zu Nicht-
Bauernkindern signifikant erhöht, nach Stimulation mit Derp ist ein Trend für eine er-
höhte Sekretion zu sehen. Bei allen anderen Stimulationsbedingungen ist die Sekretion 
von IL-6 nicht signifikant unterschiedlich. IL-6 ist insbesondere als endogenes Pyrogen 
bekannt, die Schwere eines Infekts korreliert mit seiner systemischen Konzentration. 
Aber auch bei Patienten mit Asthma bronchiale werden erhöhte IL-6 Spiegel sowohl im 
Serum (Yokoyama et al., 1995) als auch in der bronchoalveolären Lavage (Tillie-
Leblond et al., 1999) beschrieben. IL-6 hat eine Schlüsselrolle als Mediator der pulmo-
nalen Immunantwort, der Nachweis von IL-6 im Lungenepithel asthmatischer Patienten 
gilt nicht als Ergebnis einer Entzündungsreaktion, sondern vielmehr als Zeichen einer 
Aktivierung der Lungenepithelzellen (Rincon and Irvin, 2012).  
Insofern ist es auffällig, dass die Sekretion von IL-6 im Nabelschnurblut von Bauern-
kindern erhöht ist. IL-6 stellt kein „typisches“ Zytokin in der Kaskade einer allergischen 
Reaktion dar, sondern geht vielmehr mit zahlreichen Komorbiditäten wie beispielsweise 
Infektionen einher. Eine Infektion der Mutter oder eine perinatale Infektion des Neuge-
borenen stellen allerdings Ausschlusskriterien der PAULCHEN-Studie dar. Barug et al. 
untersuchten die Rolle von IL-6 im Nabelschnurblut. Es zeigten sich bei 93 gesunden 
Neugeborenen erhöhte IL-6 Spiegel im Nabelschnurblut nach vaginaler Entbindung im 
Vergleich zu einer Entbindung per Sectio, eine perinatale Infektion wurde durch eine 
Verlaufsbeobachtung über 72 h ausgeschlossen (Barug et al., 2014). Möglicherweise 
könnte also auch der Entbindungsmodus Einfluss auf die IL-6 Messungen im Nabel-
schnurblut haben. Für den Entbindungsmodus der Neugeborenen der PAULCHEN-
Studie zeigen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Gruppen. Die 
Kinder wurden überwiegend vaginal entbunden, allerdings war die vaginale Entbindung 
in der Gruppe der Nicht-Bauernkinder tendenziell häufiger als in der Gruppe der Bau-
ernkinder.    
Letztlich bleibt unklar, warum die Sekretion von IL-6 im Nabelschnurblut von Bauern-
kindern nach Stimulation mit DundP signifikant und nach Stimulation mit Derp trend-
weise erhöht ist. Einschränkend ist anzumerken, dass in allen weiteren Stimulationsbe-
dingung kein signifikanter Unterschied zu sehen ist und die Fallzahl 34 Kinder (24 
Nicht-Bauernkinder und 10 Bauernkinder) umfasst. Da IL-6 zahlreiche Funktionen un-
ter anderem in Inflammationsreaktionen übernimmt, können verschiedenste Gründe zu 
dieser Beobachtung der PAULCHEN-Studie führen. Letztlich gilt es, dies in größeren 
Kohorten zu überprüfen.  
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5.3.3  Interleukin-12 

Die Sekretion von IL-12 ist im Nabelschnurblut von Bauernkindern nach Stimulation 
des erworbenen Immunsystems durch Derp im Vergleich zu Nicht-Bauernkindern er-
höht (p=0,055, Trend). IL-12 gilt als ein Regulator der Th1-Zell-Differenzierung und 
hemmt indirekt die IgE-Synthese (Yoshimoto et al., 1997). Es wirkt also damit der Ge-
nese allergischer Erkrankungen entgegen. Auch im Rahmen der PASTURE-Studie 
wurde bereits berichtet, dass Bauernhofexposition während der Schwangerschaft ge-
meinsam mit Tierkontakt und Verzehr von selbst hergestellten Milchprodukten zu ei-
nem veränderten Muster der Zytokinsekretion in Richtung Th1-assoziierter Zytokine 
führt (Pfefferle et al., 2010). Die Beobachtungen im Rahmen der PAULCHEN-Studie 
bestätigen dies.  

5.3.4 Fazit Zytokin-Sekretion 

Zusammengefasst kann die signifikant verminderte Sekretion von IL-5 und die trend-
weise vermehrte Sekretion von IL-12 im Nabelschnurblut von Bauernkindern auf eine 
„allergie-protektive“ Prägung des Immunsystems nach pränataler Bauernhofexposition 
hindeuten.  
Die vermehrte Sekretion von IL-6 ist auffällig, allerdings ist die Sekretion auch abhän-
gig von einer Vielzahl an Faktoren, wie beispielswiese dem Entbindungsmodus. Die 
Beobachtung der vermehrten IL-6 Sekretion gilt es in einer größeren Kohorte zu über-
prüfen. 
In Zusammenschau der Daten von Genexpression und Zytokinsekretion ist neben der 
Suppression der Th1- und Th2-assoziierten Gene Tbet und STAT6 bei Bauernkindern 
bereits bei Geburt eine Zytokinsekretion zu beobachten, die eher auf eine Th1-
verschobene Proteinsekretion hindeutet. Dies könnte bereits eine erste Modulation hin 
zu einer „allergie-protektiven“ Immunregulation darstellen. 

5.4 Verlaufsbeobachtung über zehn Jahre  

5.4.1 Bauernhofexposition und Reduktion der allergischen Sensibilisierung 

Die an der PAULCHEN-Studie teilnehmenden Familien wurden drei, sechs und zehn 
Jahre nach Studieneinschluss um Beantwortung von Fragebögen zur Gesundheit des 
Kindes, Familienanamnese und Leben auf dem Bauernhof gebeten. Veränderungen in 
der Fallzahl im Vergleich zum Studieneinschluss basieren auf einzelnen missing data 
aufgrund nicht zurückgesandter Fragebögen. Insgesamt nahmen 87 der ursprünglich 91 
Familien an der Verlaufsbeobachtung über zehn Jahre teil, dies entspricht einer sehr 
guten follow-up Rate von 96 %.  In der Subpopulation der Kinder mit real-time RT-PCR 
Daten nahmen 97 % an der Verlaufsbeobachtung teil.  
 
In der Gesamtpopulation sehen wir einen signifikanten Zusammenhang zwischen dem 
Auftreten einer allergischen Sensibilisierung auf inhalative Allergene (Baum- und Grä-
serpollen, Hausstaubmilben, Tierhaare) in Form eines positiven Blut- und/oder Hauttes-
tes bei den beobachteten Kindern und einer positiven Familienanamnese für Asthma 
bronchiale. In der Subpopulation, in der die real-time RT-PCR durchgeführt wurde, ist 
der Zusammenhang zwischen einer allergischen Sensibilisierung bei den beobachteten 
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Kindern und der positiven Familienanamnese für allergische Erkrankungen noch als 
Trend zu sehen. Der Zusammenhang zwischen einer positiven Familienanamnese und 
der späteren Entwicklung einer allergischen Sensibilisierung wurde bereits in zahlrei-
chen Studien berichtet, unter anderem in der MAS-Studie, einer großen Geburtskohorte, 
in der 1.314 Kinder bis zum Alter von 20 Jahren beobachtet wurden (Lau et al., 2019). 
 
Vor dem Hintergrund der Bauernhofexposition als Modell einer „allergie-protektiven“ 
Umgebung (Bloomfield et al., 2006) zeigt sich, dass in der PAULCHEN-
Gesamtpopulation Bauernkinder signifikant seltener eine allergische Sensibilisierung 
auf Inhalationsallergene entwickeln als Nicht-Bauernkinder. In der im Rahmen dieser 
Dissertation untersuchten real-time RT-PCR Subpopulation ist der beschriebene Zu-
sammenhang zwischen Bauernkindern und einer selteneren allergischen Sensibilisie-
rung noch als Trend zu sehen.  
In einer Vielzahl von Studien wurde für Kinder, die auf einem Bauernhof aufwachsen, 
eine niedrigere Prävalenz für eine Sensibilisierung auf Inhalationsallergene beschrieben 
(Von Ehrenstein et al., 2000, Riedler et al., 2001). Bereits die präpartale Bauernhofex-
position durch die Mutter während der Schwangerschaft führt dazu, dass die Kinder im 
Verlauf seltener allergische Erkrankungen entwickeln (Douwes et al., 2008). Spricht 
man vom Bauernhofeffekt, so stellt sich die Frage, ob dieser Effekt multifaktoriell be-
dingt ist oder durch einen bestimmten Aspekt der Bauernhofumgebung wie zum Bei-
spiel Rohmilchverzehr, Tierkontakt oder Endotoxinexposition entsteht (von Mutius and 
Vercelli, 2010). Einen einzelnen Faktor der Bauernhofexposition zu untersuchen gestal-
tet sich schwierig, da es in der Bauernhofumgebung zumeist zu Überschneidungen die-
ser Einzelfaktoren kommt. Vielmehr besteht dieser Effekt wohl aus einem komplexen 
Zusammenspiel der Umwelt mit immunologischen, genetischen und epigenetischen 
Faktoren. Im Rahmen dieser Dissertation wurde die Bauernhofumgebung per se als 
Modell einer „allergie-protektiven“ Umgebung untersucht.  
 

5.4.2 Entwicklung pfeifender Atemgeräusche und Assoziation mit einer allergi-
schen Sensibilisierung  

Pfeifende Atemgeräusche, die als wheeze bezeichnet werden, sind typische Symptome 
bei Kindern in den ersten Lebensjahren. Ein Drittel aller Kinder erkrankt bis zum dritten 
Geburtstag mindestens einmal an pfeifenden Atemgeräuschen (Martinez et al., 1995). 
Triggerabhängig wird wheeze einerseits in multitrigger wheeze eingeteilt, welches durch 
mindestens zwei verschiedene Trigger wie Kälte, Anstrengung, Hausstaub, Tierkontakt, 
Pollen ausgelöst wird, und andererseits in viral wheeze im Rahmen von Atemwegsin-
fekten (Brand et al., 2008, Frey and von Mutius, 2009).  Eine weitere Einteilung kann – 
modifiziert nach Depner et al. – nach dem zeitlichen Auftreten der pfeifenden Atemge-
räusche erfolgen: Früh aufgetretene Symptome (early wheeze), spät aufgetretene Symp-
tome ab dem sechsten Lebensjahr (late onset wheeze) oder persistent wheeze mit Symp-
tomen im Alter von drei, sechs und zehn Jahren (Martinez et al., 1995, Depner et al., 
2014).  
In der PAULCHEN-Gesamtpopulation besteht ein signifikanter Zusammenhang zwi-
schen einer allergischen Sensibilisierung und dem Auftreten pfeifender Atemgeräusche. 
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Außerdem zeigen allergisch sensibilisierte Kinder vermehrt multitrigger wheeze. Auch 
im zeitlichen Auftreten der pfeifenden Atemgeräusche sind signifikante Unterschiede zu 
erkennen: Die allergisch sensibilisierten Kinder entwickeln eher spät pfeifende Atemge-
räusche (late onset wheeze) oder zeigen durchgehend Symptome (persistent wheeze).  
Die Ergebnisse in der real-time RT-PCR Subpopulation ähneln denen der 
Gesamtpopulation. Es besteht weiterhin ein signifikanter Zusammenhang zwischen ei-
ner allergischen Sensibilisierung und dem Auftreten pfeifender Atemgeräusche. Außer-
dem zeigen allergisch sensibilisierte Kinder vermehrt multitrigger wheeze und entwi-
ckeln eher spät pfeifende Atemgeräusche (late onset wheeze) oder zeigen sogar durch-
gehend Symptome (persistent wheeze). Bei Bauernkindern im Vergleich zu Nicht-
Bauernkindern ist eine Tendenz für eine geringere Prävalenz an multitrigger wheeze zu 
sehen (n=2), jedoch nicht signifikant. Diese Tendenz erfordert weitere Untersuchungen 
in größerer Fallzahl. 
Van Wonderen et al. berichten für Kinder mit multitrigger wheeze ein deutlich erhöhtes 
Risiko, später an Asthma bronchiale zu erkranken (van Wonderen et al., 2016). Ein per-
sistent wheeze ist mit Asthma bronchiale, einer eingeschränkten Lungenfunktion in 
Form eines erniedrigten Tiffenau-Index und höheren Werten für exhaliertes Stickstoff-
monoxid als Modell einer chronischen Inflammation der Atemwege assoziiert (Granell 
et al., 2016). Auch die Kombination aus persistent wheeze und einer nachgewiesenen 
allergischen Sensibilisierung führt zu einem erhöhten Risiko, später an Asthma bronchi-
ale zu erkranken (Amin et al., 2014).  Insofern kann also der im Rahmen dieser Disser-
tation beobachtete Zusammenhang zwischen einer allergischen Sensibilisierung und 
Symptomen eines multitrigger wheeze oder eines persistent wheeze auf ein erhöhtes 
Risiko, später an Asthma bronchiale zu erkranken, hindeuten. Einschränkend ist anzu-
merken, dass diese Beobachtungen in einer kleinen Gruppe erfolgt sind. Zum einen ist 
dies also in einer größeren Kohorte zu überprüfen. Zum anderen ist eine weitere Ver-
laufsbeobachtung der im Rahmen der PAULCHEN-Studie untersuchten Kinder not-
wendig mit dem Fokus auf die Entwicklung atopischer Erkrankungen und insbesondere 
Asthma bronchiale. Dies wird in einem weiteren Projekt der Arbeitsgruppe derzeit un-
tersucht.  

5.5 Schlussfolgerung 
In dieser Dissertation wurde im Rahmen der PAULCHEN-Studie eine prospektive Ge-
burtskohorte mit dem Fokus auf Unterschiede zwischen Bauern- und Nicht-
Bauernkindern in der Genexpression Th1- und Th2-assoziierter Gene sowie in der Sek-
retion Th1- und Th2-assoziierter Zytokine untersucht. Über einen Zeitraum von zehn 
Jahren wurde beobachtet, ob die Kinder eine allergische Sensibilisierung und pfeifende 
Atemgeräusche (wheeze) als mögliches Frühsymptom eines Asthma bronchiale entwi-
ckeln. Langfristig soll die Frage beantwortet werden, ob bereits die Immunregulation im 
Nabelschnurblut zur Prädiktion einer späteren Entwicklung allergischer Erkrankungen 
geeignet ist. Vor dem Hintergrund der Bauernhofexposition als Modell einer „allergie-
protektiven“ Umgebung würde dies zum weiteren Verständnis des komplexen Netzwer-
kes immunologischer, genetischer und epigenetischer Faktoren beitragen, das dem Bau-
ernhofeffekt zu Grunde liegt.  
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Die PAULCHEN-Studie ist in ihrer detailgetreuen Beobachtung außergewöhnlich, da 
sie als Geburtskohorte mehrere wichtige Ergebnisse beinhaltet. Bereits bei Geburt konn-
ten wir zeigen, dass die zentralen Th1- und Th2-Regulatoren Tbet und STAT6 im Na-
belschnurblut von Bauernkindern signifikant vermindert sind, was für eine Suppression 
der Immunantwort spricht. Die Zytokinsekretion mit signifikant verminderter Sekretion 
von IL-5 und trendweise vermehrter Sekretion von IL-12 im Nabelschnurblut von Bau-
ernkindern im Vergleich zu Nicht-Bauernkindern deutet auf eine eher Th1-gewichtete 
Sekretion hin und könnte damit auf eine „allergie-protektive“ Ausrichtung des Immun-
systems nach pränataler Bauernhofexposition hinweisen. Außerdem ist diese Studien-
Population im Detail epidemiologisch charakterisiert und über einen langen Beobach-
tungszeitraum von drei, sechs und zehn Jahren in einer sehr guten Follow-up Rate von 
97% verfolgt wurden. Hierdurch wurde es möglich zu zeigen, dass Kinder, die in der 
„allergie-protektiven“ Bauernhofumgebung aufwachsen, seltener eine allergische Sen-
sibilisierung entwickeln als die Nicht-Bauernkinder. Dies ist in der Untergruppe, in der 
die real-time RT-PCR durchgeführt wurde, nicht mehr signifikant, wobei hier sicherlich 
durch die geringe Fallzahl eine Limitation erreicht wird. Die Beobachtung, dass aller-
gisch sensibilisierte Kinder häufiger an multitrigger wheeze und persistent wheeze er-
kranken, kann auf ein erhöhtes Risiko, später an Asthma bronchiale zu erkranken, hin-
deuten und spiegelt die aktuelle Literatur wider. 
Weiteren Aufschluss über die Entwicklung der untersuchten Kinder insbesondere im 
Hinblick auf atopische Erkrankungen können Verlaufsuntersuchungen geben, zumal die 
bisherige Verlaufsbeobachtung aus einer rein epidemiologischen Datenerhebung be-
steht. Hier wäre insbesondere eine klinische Verlaufsuntersuchung inklusive Lungen-
funktion und Messung des exhalierten Stickstoffmonoxids interessant sowie die Analy-
se peripherer Blutzellen, um die Ergebnisse mit denen aus dem Nabelschnurblut zu ver-
gleichen.  
Die Tatsache, dass wir bereits bei Geburt Unterschiede zwischen Bauernkindern und 
Nicht-Bauernkindern in der Genexpression und der Zytokinsekretion zentraler Th1- und 
Th2-Regulatoren sehen, kann zukünftig gemeinsam mit einer detaillierten Verlaufsbe-
obachtung der Kinder für eine frühe Prädiktion der Allergieentwicklung genutzt wer-
den. Dies könnte in der Folge neue Therapieoptionen in der Prävention und Behandlung 
allergischer Erkrankungen eröffnen. 
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6 ZUSAMMENFASSUNG  

Seit mehreren Jahrzehnten wird in den Industrienationen eine erhöhte Prävalenz atopi-
scher Erkrankungen im Kindesalter beschrieben. Insbesondere die pränatale Modulation 
des Immunsystems durch Umwelteinflüsse steht im Fokus des Interesses. Dies kann 
bereits zum frühest möglichen Zeitpunkt, nämlich im Nabelschnurblut, erfasst werden. 
So gilt die sinkende Exposition gegenüber mikrobiellen Stimuli als wichtiger Risikofak-
tor für die Entwicklung allergischer Erkrankungen (Bloomfield et al., 2006). Ein Modell 
für die frühe Immunstimulation ist das Leben auf einem Bauernhof. Bereits die präpar-
tale Bauernhofexposition durch die Mutter während der Schwangerschaft führt zu einer 
niedrigeren Prävalenz atopischer Erkrankungen bei den Kindern (Douwes et al., 2008). 
Dieser Bauernhofeffekt basiert auf einem komplexen Netzwerk immunologischer, gene-
tischer und epigenetischer Faktoren.  
 
Im Rahmen dieser Dissertation wurde der Einfluss der Th1- und Th2-Zellen in der frü-
hen Immunmaturation auf die Entstehung einer allergischen Sensibilisierung im Kin-
desalter untersucht. Zielsetzung dieser Arbeit ist die Untersuchung der Genexpression 
und der Zytokinsekretion im Nabelschnurblut von Bauern- und Nicht-Bauernkindern 
sowie die Auswertung der epidemiologischen Daten. Der Fokus liegt hierbei auf der 
Identifikation einer unterschiedlichen Genexpression bereits im Nabelschnurblut von 
Bauernkindern im Vergleich zu Nicht-Bauernkindern mit der Hypothese, dass Bauern-
kinder durch mikrobielle Stimulation und infolge dessen auch Stimulation ihres Immun-
systems seltener eine allergische Sensibilisierung entwickeln als Nicht-Bauernkinder. 
Deshalb wird bei den untersuchten Kinder in einer Verlaufsbeobachtung bis zum Alter 
von zehn Jahren die Entwicklung einer allergischen Sensibilisierung sowie das Auftre-
ten pfeifender Atemgeräusche (wheeze) als mögliches Symptom eines Asthma bron-
chiale anhand von Fragebögen erfasst.  
  
91 Frauen wurden im letzten Trimenon der Schwangerschaft in die PAULCHEN-Studie 
eingeschlossen. Das Studiendesign sah eine Gruppe von Nicht-Bauernkindern (n = 66) 
und eine Gruppe von Bauernkindern (n = 25) vor. In einer Subgruppe von 72 Kindern 
wurde die Genexpression zentraler Th1- und Th2-assoziierter Transkriptionsfaktoren 
mittels real-time RT-PCR untersucht und die Sekretion Th1- und Th2-assoziierter Zyto-
kine gemessen.  
 
Im Nabelschnurblut von Bauernkindern ist im Vergleich zu Nicht-Bauernkindern die 
Genexpression zentraler Th1- und Th2-assoziierter Transkriptionsfaktoren erniedrigt. 
Für Tbet als zentralen Th1-Regulator sehen wir nach Stimulation des angeborenen und 
erworbenen Immunsystems durch DundP, einer Kombination aus der Hausstaubmilbe 
Derp1 und Peptidoglykan, eine signifikant niedrigere Expression im Nabelschnurblut 
von Bauernkindern gegenüber Nicht-Bauernkindern (p=0,025). Auch die Expression 
des zentralen Th2-Transkriptionsfaktors STAT6 nach Stimulation durch DundP 
(p=0,016) und der Isoform STAT6e unstimuliert (p=0,005) ist im Nabelschnurblut von 
Bauerkindern signifikant erniedrigt im Vergleich zu Nicht-Bauernkindern. Dass die 
Genexpression sowohl Th1- als auch Th2-assoziierter Gene im Nabelschnurblut von 
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Bauernkindern erniedrigt ist, spricht für eine generelle Suppression der Immunantwort 
bereits bei Geburt. Möglicherweise entwickeln die Bauernkinder bereits pränatal bei 
exogener Stimulation durch die Bauernhofumgebung während der Schwangerschaft 
eine Veränderung der Immunregulation, die zu einer Reduktion von sowohl Th1- als 
auch Th2-Zellen führt. Mit dem Ziel, sicherzustellen, dass die Unterschiede in der Gen-
expression tatsächlich auf den Bauernhofeffekt zurückzuführen sind, wurden die Ergeb-
nisse für mögliche Confounder adjustiert, die Einfluss auf die Genexpression im Nabel-
schnurblut von Bauern- und Nicht-Bauernkindern haben könnten (Geschlecht des Kin-
des und die mütterlichen Faktoren Asthma, Atopie, Rauchen und Bildung).  
Betrachtet man die Korrelation der Genexpression, so ist die Expression aller untersuch-
ten Gene hoch positiv korreliert, insbesondere nach Stimulation. Dieser Effekt bleibt in 
der Subgruppe der Nicht-Bauernkinder bestehen. Im Nabelschnurblut von Bauernkin-
dern ist eine positive, signifikante Korrelation auch unstimuliert zu sehen. Dies könnte 
darauf hindeuten, dass Bauernkinder die hohe Korrelation bereits ohne weitere Aktivie-
rung des Immunsystems zeigen.  
In der Analyse der Zytokin-Sekretion deutet die signifikant verminderte Sekretion von 
IL-5 und die trendweise vermehrte Sekretion von IL-12 in Bauernkindern im Vergleich 
zu Nicht-Bauernkindern auf eine „allergie-protektive“ Prägung des Immunsystems nach 
pränataler Bauernhofexposition hin. IL-5 als typisches Th2-Zytokin wird im Nabel-
schnurblut von Bauernkindern nach Stimulation des angeborenen und erworbenen Im-
munsystems durch DundP im Vergleich zu Nicht-Bauernkindern signifikant weniger 
sezerniert (p=0,031). IL-12 als Th1-Zytokin wird hingegen vermehrt sezerniert (Trend, 
p=0,055).  
 
Die an der PAULCHEN-Studie teilnehmenden Familien wurden drei, sechs und zehn 
Jahre nach Studieneinschluss um Beantwortung von Fragebögen zur Gesundheit des 
Kindes, Familienanamnese und Leben auf dem Bauernhof gebeten. Insgesamt nahmen 
87 der ursprünglich 91 Familien an der Verlaufsbeobachtung über zehn Jahre teil, dies 
entspricht einer follow-up Rate von 96 %. In der Subpopulation der Kinder mit real-
time RT-PCR Daten nahmen 97 % an der Verlaufsbeobachtung teil. Die Fragebögen 
wurden mit dem Fokus auf die Entwicklung einer allergischen Sensibilisierung und 
pfeifender Atemgeräusche (wheeze) als mögliches Symptom von Asthma bronchiale 
ausgewertet.  
Über den Beobachtungszeitraum von zehn Jahren entwickeln Kinder, die in einer „al-
lergie-protektiven“ Bauernhofumgebung aufwachsen, signifikant seltener eine allergi-
sche Sensibilisierung als die Nicht-Bauernkinder (p=0,028), in der real-time RT-PCR 
Subpopulation ist dies als Trend zu sehen. Die Kinder mit allergischer Sensibilisierung 
erkranken signifikant häufiger an pfeifenden Atemgeräuschen (wheeze) und insbesonde-
re an multitrigger wheeze, verursacht durch mindestens zwei verschiedene Trigger wie 
Kälte, Anstrengung, Hausstaub, Tierkontakt und Pollen. Auch im zeitlichen Auftreten 
der pfeifenden Atemgeräusche sind signifikante Unterschiede zu erkennen: Die aller-
gisch sensibilisierten Kinder entwickeln eher spät pfeifende Atemgeräusche (late onset 
wheeze) oder zeigen durchgehend Symptome (persistent wheeze). Diese Beobachtungen 
sind sowohl in der Gesamtpopulation der PAULCHEN-Geburtskohorte als auch in der 
real-time RT-PCR Untergruppe signifikant. Der Zusammenhang zwischen einer allergi-
schen Sensibilisierung und Symptomen eines multitrigger wheeze oder eines persistent 
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wheeze kann auf ein erhöhtes Risiko, später an Asthma bronchiale zu erkranken, hin-
deuten.  
 
Zusammengefasst sehen wir in einer prospektiven Geburtskohorte im Nabelschnurblut 
von Bauernkindern – als Modell einer bereits pränatalen Modulierung des Immunsys-
tems durch eine „allergie-protektive“ Umgebung – eine signifikant niedrigere Genex-
pression für Tbet und STAT6 als zentrale Th1- und Th2-Regulatoren. Dies spricht für 
eine generelle Suppression der Immunantwort bereits bei Geburt. Die signifikant ver-
minderte Sekretion des Th2-Zytokins IL-5 und die tendenziell vermehrte Sekretion des 
Th1-Zytokins IL-12 im Nabelschnurblut von Bauernkindern im Vergleich zu Nicht-
Bauernkindern deuten auf eine „allergie-protektive“ Prägung des Immunsystems nach 
pränataler Bauernhofexposition hin. In der Verlaufsbeobachtung über zehn Jahre entwi-
ckeln Bauernkinder seltener eine allergische Sensibilisierung als Nichtbauernkinder. Es 
ist außerdem ein Zusammenhang zwischen einer allergischen Sensibilisierung und der 
Entwicklung pfeifender Atemgeräusche, insbesondere multitrigger wheeze, zu sehen, 
was auf ein erhöhtes Risiko, an Asthma bronchiale zu erkranken, hindeuten könnte.  
Langfristig soll die Frage beantwortet werden, ob bereits die Immunregulation im Na-
belschnurblut zur Prädiktion einer späteren Entwicklung allergischer Erkrankungen ge-
eignet ist. Weiteren Aufschluss über die Entwicklung der untersuchten Kinder insbe-
sondere im Hinblick auf allergische Erkrankungen können Verlaufsuntersuchungen ge-
ben, zumal die bisherige Verlaufsbeobachtung aus einer rein epidemiologischen Daten-
erhebung besteht. Eine klinische Verlaufsbeobachtung der Kinder inklusive Analyse der 
peripheren Blutzellen würde eine detaillierte Charakterisierung der Studienpopulation 
im Kindesalter ermöglichen, dies könnte dann mit den bei Geburt erhobenen Daten aus 
dem Nabelschnurblut verglichen werden. Die Tatsache, dass wir bereits bei Geburt Un-
terschiede zwischen Bauernkindern und Nicht-Bauernkindern in der Genexpression und 
der Zytokinsekretion zentraler Th1-und Th2-Regulatoren sehen, kann gemeinsam mit 
einer detaillierten Verlaufsbeobachtung der Kinder für eine frühe Prädiktion der Aller-
gieentwicklung genutzt werden. Dies könnte in der Folge neue Therapieoptionen in der 
Prävention und Behandlung allergischer Erkrankungen eröffnen und würde zum weite-
ren Verständnis des komplexen Netzwerkes immunologischer, genetischer und epigene-
tischer Faktoren beitragen, das dem Bauernhofeffekt als Modell einer „allergie-
protektiven“ Umgebung zu Grunde liegt.  
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7 ABKÜRZUNGEN UND BEGRIFFSERLÄUTERUNGEN 

18S Housekeeping gene  

A20 TNFAIP3 oder TNF alpha induced protein 3 

bp  Basenpaare 

CBMC Mononukleäre Zellen aus dem Nabelschnurblut 

cDNA Komplementäre Desoxyribonukleinsäure (hergestellt aus RNA mittels reverser Tran-
skriptase) 

CD Cluster of Differentiation  

CIE Change in estimate  

CT Cycle-Threshold (der Abschnitt der PCR-Kurve, an dem die Fluoreszenz erstmals exponenti-
ell über den Hintergrundwert ansteigt) 

° C Temperatur in Grad Celsius 

ct Cycle threshold oder Schwellenwert-Zyklus 

Derp Dermatophagoides pteronyssinus 

DundP Kombination aus Der p 1 und Ppg 

DNA Desoxyribonukleinsäure 

DEPC DNase-, RNase- Protease-free water 

Derp Dermatophagoides pteronyssinus Peptidase 1 

DundP Kombination aus Derp  und Ppg 

Δct Delta-ct (Differenz aus dem ct-Wert des untersuchten Gens und dem ct-Wert von 18S) 

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 

FITC Fluorescein isothiocyanate 

h Stunde 

HLX1 H20.-like homebox 1 

IgE Immunglobulin E 

IL- Interleukin- 

IFN-γ Interferon-gamma 

IRF Interferon regulatory factor  

JAK Janus-Kinase 

LpA Lipid A 

M Media (unstimulierte CBMC) 

MHC  Major Histocompatibility Complex oder Hauptgewebeverträglichkeits-
komplex 

ml Milliliter 

http://de.wikipedia.org/wiki/Fluoreszenz
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mM Millimolar 

mRNA messenger RNA  

µg Mikrogramm 

µl Mikroliter 

µM Mikromolar 

ng Nanogramm 

nm Nanometer 

Ppg Peptidoglykan 

PHA Phytohämagglutinin 

RAST Radio-Allergo-Sorbent-Test 

Real-time 
RT-PCR 

Quantitative real-time Reverse-Transkriptase PCR 

RNA Ribonukleinsäure 

rRNA Ribosomale RNA 

SNP Einzelnukleotid-Polymorphismus 

STAT6 Signal transducer and acivator of transcription protein 6 

Tbet T-box transcription factor 

TfH-Zellen Follikuläre T-Helferzellen  

Th1 Typ1-T-Helferzellen 

Th2 Typ2-T-Helferzellen 

TNFα Tumornekrosefaktor alpha  
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8 ANHANG 

8.1 Einverständniserklärung 
EINVERSTÄNDNIS 

 
Zur Nabelschnurblutstudie PAULCHEN 

 
 
„Das Immunsystem des Neugeborenen: Charakterisierung des Phänotyps und Funktion 
von Nabelschnurblut im Rahmen von Endotoxinstimulation“ 
 
 
 
Vor und Nachname der Mutter:   ........................................ 
 
Name des Kindes:    ........................................ 
(wenn bereits bekannt mit Vorname, 
sonst Nachname)  
 
Anschrift:      ........................................ 
 
      ........................................ 
 
      ........................................ 
 
Telefon:      ........................................ 
 
 
Hiermit erkläre ich/wir mein/unser Einverständnis, an der Studie teilzunehmen. Ich/Wir 
wurde/n über das Projekt und die Risiken der Teilnahme informiert. Ich/wir bin/sind 
damit einverstanden, dass bei der Mutter bei der Routineblutabnahme Blut für eine Al-
lergietestung und aus dem Nabelschnurblut nach Entbindung ca. 20-30 ml Blut ent-
nommen werden. Zudem sind wir einverstanden, dass für evtl. spätere Untersuchungen 
DNA von Mutter und Nabelschnurblut eingefroren wird.  
Ich/Wir kann/können diese Einverständniserklärung jederzeit ohne jegliche Folgen wi-
derrufen.  
Das Informationsblatt habe ich/wir gelesen und ich/wir hatte/n ausreichend Zeit, diese 
Entscheidung zu überlegen. Alle meine/unsere Fragen wurden beantwortet. Eine Kopie 
des Informationsblattes und der Einverständniserklärung habe ich/wir erhalten. 
 
 
…………………                                           ………………………………………… 
Ort, Datum      Unterschrift der Mutter 



 
75 

8.2 Fragebogen bei Studieneinschluss 
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8.3 Fragebogen zum 3. Lebensjahr 
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8.4 Fragebogen zum 6. Lebensjahr 
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8.5 Fragebogen zum 10. Lebensjahr 
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8.6 Spezifisches IgE 

Abkürzung Allergen 

D1 Dermatophagosides pteronyssinus 

D2 Dermatophagoides farinae 

K82 Latex 

T3 Birkenproteine 

T4 Haselnusspollen 

Gx Graspollenmischung 

G6 Lieschgrasproteine 

W6 Beifußproteine 

W9 Wegerich 

E1 Katzenproteine 

E3 Pferdeschuppen 

E5 Hundeschuppen/Haare 

M6 Alternaria alternata 

F1 Eiklar 

F2 Milchproteine 

F13 Erdnuss 

F17 Haselnuss 

F31 Karotte 

F4 Weizenmehl 

F14 Sojabohne 
Tabelle 37: Getestete Allergene im Bluttest 
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8.7 Protokolle 

8.7.1 Zellisolation und Zellstimulation  

(Durchführung bereits vor Beginn dieser Dissertation durch Mitarbeiter der AG Schaub) 

1.Tag 
Verwendete Reagenzien: Crushed ice, 96- Loch- Plate für Proliferation, 6- Loch für 
RNA 
RPMI, Human serum 10%, Lyse Puffer, PBS , Ficoll, AG´s (PHA, OVA, LpA, Ppg, 
Derp1) 
PBS und Ficoll 30 min vor der Präp. aus dem Kühlraum nehmen, Sterilbank einschalten 
(am besten vor dem Gang in die Frauenklinik schon die Reagenzien erwärmen und die 
Sterilbank einschalten).  
 
Das EDTA- Blut der Mutter und des Kindes wird in der entsprechenden Kiste eingefro-
ren (-20°C), beschriften mit P.., Datum, Mutter/ Kind 
Alle sonstigen Proben werden bei –80°C eingefroren und wie angegeben beschriftet. 
 
Blut der Mutter: 

1. Das braune (Serum-) Röhrchen in der Zentrifuge in der Zellkultur zentri-
fugieren (1200 rpm, 10 min). Überstand (etwa 3-4 ml) in 2 Tubes pipet-
tieren (Gefäße mit orangem Schraubdeckel), mit Studiennummer und 
„MS“ für Mother serum markieren (NICHT SM!) Beispiel: P1 MS 

2.   Diese 2 Tubes in den entsprechenden Karton in den –20°C                                                    
Freezer deponieren. 

 
Blut aus der Nabelschnur: 

1. Zuerst die Probe (und die Zettel) mit der fortlaufenden Patientennummer, 
Datum und Zeit markieren. Für die Dokumentation nicht vergessen, die 
Anzahl der Zellen und das Volumen, in der die Probe vorliegt, zu notie-
ren. Im Buch sollte dann die Abholzeit und- datum, Patientennr., PAU-
LINA Nr. (Beginn mit P1), und Verarbeitungszeit und- datum notiert 
werden (am besten schon vor Beginn der Präparation alles notieren) 

2. Die Deckel der Liquemin- Röhrchen entfernen, ohne mit Blut zu spritzen 
(einfach kurz gegen den Deckel schnippen). 

3. Das Blut in ein 50 ml- Röhrchen überführen, dabei das Gesamtvolumen 
des Blutes mit der Pipette ermitteln und notieren. 

4. Die Hälfte des abgemessenen Blutvolumens an PBS zugeben.(z.B.: 10 
ml Blut+ 5 ml PBS). Mit einer 10ml- Pipette vorsichtig mischen. 

5. Das Gesamtvolumen im Kopf teilen, so daß man gleiche Volumina von 
etwa 9 ml erhält, es kann auch etwas weniger (nicht mehr!) sein, 9 ml 
wären ideal. Es sollte allerdings kein Blut übrig bleiben. 

6. Die entsprechende Anzahl 15ml- Tubes vorbereiten, diese mit jeweils 3 
ml Ficoll füllen und vorsichtig und langsam mit maximal 9 ml Blut 
überschichten, so dass sich 2 deutlich getrennte Phasen bilden. Das Ver-
hältnis sollte 1:3 betragen, evtl. also weniger Ficoll verwenden. Während 
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des Pipettierens kann es vorkommen, dass sich die Erythrozyten schon 
durch das Ficoll absenken. Sollte es passieren, dass sich beim Über-
schichten die Phasen durch zu schnelles Pipettieren mischen, dann das 
ganze Röhrchen nochmals mischen und neu überschichten. 

7. Die Tubes in der großen Zentrifuge im Keller (Geräteraum) bei 1400 rcf, 
20°C, 30 min mit 2 decel (Wichtig: sehr schwache Bremse, die Zentrifu-
ge läuft sehr langsam aus, damit die Phasen sich optimal trennen und 
nicht wieder vermischen) zentrifugieren. NIE mit Quick Stop stoppen, da 
dies nur mit Bremse abläuft. 

8. In der Zwischenzeit (die Zentrifuge läuft etwa 45 min) die Proliferati-
onsplatte (96- well) und die RNA- Platte präparieren. Auf die Prolifera-
tionsplatte die 1. Reihe von links nach rechts mit M (Media), PHA, Ova, 
LpA (Lipid A), Ppg (Peptidoglycan), D (Derp) und die 2. Reihe mit D+ 
L (Derp+ Lipid) markieren. Jeweils 2 wells pro Antigen! Die RNA- 
Platte mit PHA; LpA, Ppg, Derp und Derp+L markieren (je 1 well). 
Dann 7 kleine Petrischalen mit M, PHA, Ova, LpA, Ppg, D und D+L 
markieren. 

9. In die 6 Petrischalen 300 µl Humanes Serum 10% pipettieren,  
für PHA: 3µl H.S. abpipettieren, 3 µl PHA dazupipettieren 
für Ova: 3µl H.S. abpipettieren, 3 µl Ova dazupipettieren 
für LpA: 3µl H.S. abpipettieren, 3 µl LpA dazupipettieren 
für Ppg: 6µl H.S. abpipettieren, 6 µl Ppg dazupipettieren 
für Derp1: 18µl H.S. abpipettieren, 18 µl Derp1 dazupipettieren 
für Derp1+ LpA: 21µl H.S. abpipettieren, 18 µl Derp1 und 3µl LpA 
dazupipettieren 

Das Gesamtvolumen sollte 300 µl betragen ( bzw. 500 µl bei 2 Proben), 
deshalb die entsprechende Menge Antigen, die man dazupipettiert, vom 
Human Serum abnehmen.  
PHA: Stock: 1mg/ml, Einsatz 5µg/ml 
OVA: Stock: 20 mg/ml (=20 µg/µl), Einsatz 100µg/ml 
LpA: Stock: 1,5 mg/ml, Einsatz 0,1 µg/ml, Verdünnung im -20 °C- Free-
zer 
Ppg: Stock: 1 mg/ml, Einsatz 10 µg/ml, Verdünnung im -20 °C- Freezer 
Derp1 : Stock: 1 mg/ml, Einsatz 30 µg/ml 

10. Mit einer Pipette 100 µl von den Petrischalen in die Proliferationsplatte 
pipettieren (je 2 wells, M in die M- wells usw.) 

11. Die Röhrchen nun SEHR vorsichtig aus der Zentrifuge nehmen. 
12. Nach der Zentrifugation findet man 4 Phasen:  

gelb: Serum  
weiß: WBC- Phase 
klare Phase: Ficoll- Schicht 
rote Phase: RBC 

13. 4x 1,5 ml Tubes mit PAULINA, Patienten- Nr. und “ Serum” beschriften 
(am Deckel und auf der Seite) 

14. Das Serum auf die 4 Tubes verteilen, etwa 1 ml pro Tube. Auf Eis stel-
len. 
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15. Die WBC Phase vorsichtig mit einer Pasteurpipette entnehmen und die 
WBCs in ein frisches 15 ml- Falcon pipettieren, bei entsprechend größe-
rer Menge auf 2 oder auch 3 Falcons verteilen. Das Gesamtvolumen mit 
entsprechender Menge RPMI auf 14 ml bringen und mischen. Wenn sich 
die Phasen nicht gut getrennt haben, den Ficoll- Schritt nochmals wie-
derholen (ab 6.) 

16. Die Tubes bei 1100 rcf, 10 min, decel 9 (=Bremse) zentrifugieren. Alter-
nativ kann auch die Zentrifuge in der Zellkultur verwendet werden, 2400 
rpm! 

17. Den Überstand entnehmen und das Pellet in 10 ml RPMI resuspendieren. 
18. 50 µl, möglichst nicht von ganz oben, aus dem Röhrchen entnehmen und 

mit 50 µl Lysepuffer versetzen. Anschließend 7,5 min auf Eis inkubie-
ren. Dann 50 µl 0,4% Trypan- Blau dazu pipettieren, gut mischen und 10 
µl zum Zählen in die Neubauer- Zählkammer geben. Zellen zählen. 

19. Inzwischen die restlichen Zellen erneut bei 1100 rcf 10 min zentrifugie-
ren, decel 9 (oder eben auch Zellkulturzentrifuge) 

20. Die Zellen in der ersten Spalte zählen, mittleres Quadrat (zweimal zählen 
und Mittelwert errechnen) , dann mit 4 multiplizieren, nochmals mit 3 
multiplizieren (Verdünnungsfaktor), x10 (Originalvolumen 10 ml) x 
10000 (Kammerfaktor). Gezählte Zellen also mit 1200000 multiplizieren. 
Beispiel: 50 Zellen gezählt, x 1200000= 60 x 106 gesamt. Um nun die 
Konzentration auf 5x 106 einzustellen, die entsprechende Menge Huma-
nes Serum dazugeben. Dafür die Menge der Zellen durch 5 teilen. Bei-
spiel: 60 x 106 gesamt, Pellet in 12 ml lösen = 5x 106 /ml. Vorsicht: 
Wenn das Pellet sehr rot war, könnten zu viele RBCs in der Probe sein, 
dann könnte die Zählung zu hoch ausfallen! 

21. Jetzt den Überstand der nochmals zentrifugierten Zellen abpipettieren 
und in der entsprechenden Menge Humanem Serum (wie vorher errech-
net) resuspendieren.  

22. 100 µl dieser Zellsuspension in jedes well der Proliferationsplatte geben 
und in den Inkubator stellen. 

23. Die RNA- Platte sollte mit mindestens 1, besser 2 ml (entspricht 5-10 
x106 Zellen/well) Zellsuspension bestückt werden. 2 ml Zellsuspension 
sollten im Röhrchen verbleiben für den Media- Wert!  

24. Zur RNA- Platte dazu pipettieren: 
  5µl PHA pro ml Zellsuspension 

5µl LpA pro ml Zellsuspension 
10µl Ppg pro ml Zellsuspension 
30µl Derp1 pro ml Zellsuspension 
30µl Derp1 und 5 µl LpA pro ml Zellsuspension 

25. Bei 5% CO2 inkubieren (identisch wie die Proliferationsplatte). Die Plat-
ten inkubieren 60- 72 h. 

26. Der Media- Wert wird nochmals zentrifugiert (1100 rcf, 10 min, decel 9) 
27. Der Überstand wird in je 2 Tubes gegeben (mit „S M“ und Pat- Nr. mar-

kiert) 
28. Das Zellpellet wird mit 4 ml PBS gewaschen, nochmalige Zentrifugation. 
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29. Überstand verwerfen, dem Röhrchen 1 ml Trizol zugeben und mit einer 
2ml- Spritze und gelber Kanüle resuspendieren, bis das Pellet sehr gut 
resuspendiert ist. Zellen in ein Eppi geben, mit „C M“ und Pat- Nr. mar-
kieren und im -80 °C -Freezer lagern. 

 
Nach 60- 72 h: 
Proliferations- Test: Thymidin-Zugabe im Haunerschen Kinderspital, Immunologie- 
Labor, 1. Stock, Zimmer D 1.19 

1. 25 µl 3H (1uCi/well), das sich schon fertig präpariert im Kühlschrank befindet, 
pro well in die Proliferationsplatte pipettieren (mit der Multichannel, liegt unter 
der Sterilbank). 

2. 6-10 h im Inkubator inkubieren, dann aufs Papier absaugen 
3. Wischtest machen, mit A..., Datum und Kürzel beschriften, in die entsprechende 

Schale stellen. 
 
RNA- Gewinnung: (identisch wie beim Medium) 

1. Die 6-wells scrapen und die abgescrapten Zellen in entsprechend beschriftete 15 
ml- Falcons geben. 

2. Bei 1100 rcf, 10 min, 20°C zentrifugieren. 
3. der Überstand wird in je 2 Tubes gegeben (mit „S PHA, S LpA, S Ppg und S D“ 

und Pat- Nr. markiert) 
4. Das Zellpellet wird mit 4 ml PBS gewaschen, nochmalige Zentrifugation. 
5. Überstand verwerfen, jedem Röhrchen 1 ml Trizol zugeben und mit einer 2ml- 

Spritze und gelber Kanüle resuspendieren, bis das Pellet sehr gut resuspendiert 
ist. Pellet in Eppis geben, mit „C PHA, C LpA“ usw. und Pat- Nr. markieren und 
im 80°C -Freezer lagern. 

 

8.7.2 RNA-Extraktion 

TRI REAGENT ® (TRIZOL) 
 

1. Auftauen der homogenisierten Proben ( 1ml Trizol/ 5-10x106 Zellen) auf Eis. 
2. RNA-Extraktion: 

Kühlzentrifuge anstellen und Deckel schließen ( Dauer ca. 15 min, um auf 4º C 
zu kühlen) 
Proben von 1. in neue Tubes pipettieren ( Tubes sind RNase- und Endotoxin-frei  
und autoklaviert). Falls über 10x106 Zellen in einer Probe sind, bitte teilen. 
Zu jeder Probe 0,2 ml Chloroform (oder Bromchlorpropan) zugeben, per Hand         
10-15 sec mischen und anschließend 10 min bei RT stehen lassen. 
Danach bei 12.000 g , 4ºC , für 15 min zentrifugieren. 

3. RNA-Präzipitation: 
Die wässrige Phase (oben) jeweils in ein neues Tube überführen (Achtung 
Trennschicht) und 0,5 ml 100% Isopropanol dazugeben. Evtl. pro Probe 1 μl 
Glycogen dazu (macht das RNA-Pellet sichtbarer), vortexen. Alles für 10 min 
bei RT stehen lasssen und danach wieder bei 12.000 g, 4º C, für 10 min zentri-
fugieren. Für Schritt 5 den Wärmeblock auf 42º C einstellen. 
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4. RNA-Waschen: 
Überstand vorsichtig abpipettieren (Abfall in Hood). Zum Pellet (durchsichtig/ 
gelartig) 1 ml 70-75% Ethanol geben, vortexen. Sofort bei 7.500 g, 4ºC, für 5 
min zentrifugieren.  

5. Aufschwemmen: 
Überstand wieder vorsichtig abpipettieren (Abfall in Hood). Proben offen in den 
Wärmeblock zum Trocknen stellen und mit Klinex abdecken ( bei 42 ºC, 10-30 
min). Alle 10 min kontrollieren, ob die Proben schon trocken sind.  
Die trockenen Proben mit je 20 μl Rnasefree Water auflösen ( oder FORMAzol, 
0,5% SDS) und nochmals 10 min bei 55-60 ºC inkubieren.  

6. Messung im Prä-PCR 
7. Proben nach Messung im –80 ºC Gefrierschrank lagern 

 

8.7.3 Reverse Transkription 

Protokoll QuantiTect® 
 

cDNA Synthese mit Entfernung genomischer DNA mittels Qiagen-Kit  
 

1. RNA Proben auf Eis stellen 
QuantiTect Reagentien auf Raumtemperatur bringen. Nach dem Auftauen 
„schnippen“ (nicht vortexen) , leicht zentrifugieren und bis zum Gebrauch wie-
der auf Eis stellen 

2. RNA 10pg – 1 µg  
mit 2 µl Wipeout Buffer mischen und 
mit RNase free water auf 14 µl auffüllen und auf Eis stellen 

3. 2 min. bei 42 C in den Cycler und danach sofort wieder auf Eis 
4. während der 2 min den RT-Mastermix herstellen: 

RT   1 µl 
QRT Buffer5x  4 µl   6 µl pro Probe, auf Eis stellen 
RT Primer Mix 1 µl 

5. RT-Mastermix zum RNA-Mix geben und danach sofort in den Cycler für 
15 min bei 42 C und  
3 min bei 95 C (zum Inaktivieren) 

6. Am Ende möglichst sofort bei –20 C einfrieren 
 

8.7.4 Quantitative real-time RT-PCR 

Erstellen der verschiedenen Mixe (I-IV) und Pipettieren der Platte (V): 
I) cDNA-Mix: cDNA so verdünnen, dass 20 ng pro Reaktion (well) auf der 

Platte sind. Optimal ist 1µg RNA in 20 µl cDNA verdünnt ( = 50 ng/µl 
cDNA).  
Pro Reaktion (well) werden 3,6 µl cDNA-Mix pipettiert. 
für cDNA-Mix: eine 1:15 Verdünnung herstellen:  
= [Anzahl der Reaktionen (wells) + 2 (Pipettierverlust)] x 3,6 µl cDNA-

Mix 
= (wells+2) x (0,24ul cDNA + 3,36ul DEPC). 

II) FITC (FITC Dilution 2 wird benötigt für Master-Mix und NTC-Mix):  
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→ FITC Dilution1 = 1ul FITC Stock + 49ul DEPC 
 (kann im 4°C Kühlschrank 1 Woche aufbewahrt werden) 
→ FITC Dilution 2 = 1ul FITC Dil.1 + 34ul DEPC 

III) Master-Mix (aus DEPC + FITC Dil.2 + SYBR-Green) 
= (Anzahl der wells + 2) x (5,3 µl DEPC + 1ul FITC Dil.2 + 12,6 µl 

SYBR Green) 
Pro Reaktion (well) werden ca. 18,9 µl Master-Mix pipettiert. 

IV) NTC-Mix (aus DEPC + FITC Dil.2 + SYBR-Green) 
= (Anzahl der wells + 2) x (8,9 µl DEPC + 1ul FITC Dil.2 + 12,6 µl 

SYBR Green)  
Pro Reaktion (well) werden ca. 22,5 µl NTC-Mix pipettiert 

V) Pipettieren der BioRad-Platte:  
 Vorher beschriften mit AG Schaub, Name, Datum, Sample-Nummer 
 cDNA-Mix: Pro well 3,6 µl (1:15) von links nach rechts pipettieren   

(letzte Reihe = NTC-wells aussparen, also nicht pipettieren). 
 Primer: jeweils 7,5 µl des gewünschten Primers von oben nach unten 

pipettieren.  
 Master-Mix: Pro well 18,9 µl von links nach rechts pipettieren und 

nochmals gut mischen                    
(letzte Reihe = NTC-wells aussparen, also nicht pipettieren). 

 NTC-Mix: pro NTC-well 22,5 µl pipettieren und nochmals gut mi-
schen. 

 Nach diesem Schritt hat jedes well der Platte ein Gesamtvolumen 
von 30ul (das muss im iCycler Programm eingegeben werden!) 
→ Reaktionswells = 3,6ul cDNA+ 7,5ul Primer + 18,9ul Master-
Mix 
→ NTC-wells = 7,5ul Primer + 22,5ul NTC-Mix 

 Überkleben der Platte mit BioRad Klebefolien (dabei möglichst we-
nig/nicht auf der Folie „herumpatschen“, da es den Lichtstrahl im 
iCycler irritiert). Trotzdem muss die Folie gut zwischen den wells be-
festigt werden. 

 Anschließend für ca. 4min bei 2000 RPM und 20°C zentrifugieren. 
Falls die Zentrifuge über einen längeren Zeitraum belegt ist, Platte in 
den 4°C Kühlschrank stellen.  

8.7.5 Gießen eines Agarose Gels 

Benötigt werden:  
- GelRed 9ul  
- 0.5 fach Puffer (900 ml Aqua bidest + 100ml 5xTBE) 
- Agarose 

 
I. Kammer vorbereiten:  
- große Kammer für 50 Proben pro Spur (4Spuren) (kleine für 20 pro Spur, 2 Spuren) 
- große Kammer für großes Gel 
- Kammer schließen 
- austarieren (Mitte) 
- Kämme x4 in Schlitze stecken, nach unten, mit gleichem Abstand 
 
II. Gel 3% 
- Kolben aus Schublade holen 
- 200 ml Gel (groß) (100 ml klein) 
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- Auswiegen:  
6g Agarose auf 200 ml Gel (= 3% Gel) 

• leeren Kolben austarieren  
• 6g Agarose abwiegen 
• 200 ml Puffer dazugeben 
• etwas mehr Volumen (da etwas verdampft) 
• bei 360 Watt für ca. 6 Min (je nach Bedarf, Agarose muss gelöst sein) köcheln, 

immer wieder schwenken (mit Gelhandschuh!!), KEINE SCHLIEREN, zwi-
schendurch anschauen, CAVE: läuft gern über! 

• GelRed schnell dazu pipettieren: 9ul bei 200 ml  
• Vorsichtig bewegen, mittelschnell in Gelkammer gießen, Luftblasen mit Pipet-

tenspitze loswerden, Gel wird langsam fest 
• Ca. 30 min Gel trocknen, dann Kämme lockern  
• Aufräumen:  

- Kämme mit H20 reinigen 
- Mit H20 Kolben ausschwenken,  
- Falls Agarose dabei, in den gelben Abfall 
- Wenn Kolben dreckig, in grünen Eimer 
- Pipettenspitze in gelben Eimer 

8.7.6 Gelelektrophorese 

Verdünnung: 10ul ladder, 10ul Loading dye, 80ul TBE = 1:10 
1. Im Labor mit der Multipette Probe mit 4ul loading dye versetzen (= ca. 1 %), 

zieht DNA in die Tasche) 
2.  Im Gelraum: Kammer aussuchen: 
- Gel zurechtschneiden, je nach Menge der Proben (3 mehr für ladder) 
- Gel soll im Puffer schwimmen 
3. Mit 8-Kanalpipette Proben mischen, 9ul Probe aufs Gel in die Taschen pipettie-

ren, am Anfang und Ende 5ul ladder in Kammer pipettieren  
4. Kammer gut schließen, rote und schwarze Kabel anschließen: rot in rot, schwarz 

in schwarz) 
5. Einstellen: 120 V (= 400mA), für ca. 30 min je nach Produkt 
6. Start mit „Runner“  
7. Kontrollieren ob Luftblasen am Gel aufsteigen 
8. Nach ca. 10 min kontrollieren, ob Gel gut läuft! 
9. Gel unter UV-Licht mit Schutzvisier anschauen 
10. Wenn Gelbanden sich gut trennen, Fotodokumentation. 

8.7.7 Zytokin-Messung  

(Durchführung bereits vor Beginn dieser Dissertation durch Mitarbeiter der AG Schaub) 

Cytokine Assay wash protocol (Fa. Biorad) (Takes approx 4-5 hours) 
First of all: 
- Test the pressure on pump ( = Multiscreen Separations System) (with test-plate, no 
membrane) 
- Enough Sheath Fluid ! 
- Thaw samples at start of day (needs ca. 30 min time) 
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Multiplex Assay: 
Always use booklet from BIORAD!  
Prepare:  
1. Reconstitute the lyophilized standard in appropr. medium (p.10/11) 
for supernatant: use human serum!!! As diluent   
(Usually for concentration 1.95-32.000pg/ml) 
put 30 min. on ice 
2. Cytokine standard dilutions 
3. Conjugated beads as directed (25x) 
4. Detection ab (cave: 25x / 50x / 100 x ) 
 
Assay procedure 

1. Bring all buffers and diluents to RT 
2. Pre-wet with 100 ul Assay Buffer. Remove the buffer by vacuum filtration (de-

pends on pressure tested, ca. 2-8mmHg, red-black ring). Dry the bottom of the 
plate with a clean paper towel 

3. Vortex multiplex bead working solution for 15-20 sec (IMPORTANT) and pipet 
50 ul into each well. Remove the buffer by vacuum filtration. 

4. Add 100 ul wash buffer and remove it by vacuum filtration. Repeat this step.  
Blot the plate with a paper towel. 

5. Vortex each tube of diluted standard or sample. Pipet 50 ul per well . Cover the 
plate with a sealing tape and aluminium foil and place it on a shaker. Shaker 
speed 1100 rpm f. 30 sec and 300 rpm f. 60 min (RT). (Work with a straight 
shaker/ no tipping movement). Put samples immediately back on ice, best in 
freezer!! Start Luminex: write template and calibrate  

6.  Remove the buffer by vacuum filtration 
7. Wash 3x with 100 ul wash buffer. Remove buffer by vacuum filtration. Blot the 

bottom with a paper towel at the end. 
8. Vortex detec.antibody working solution and add 25 ul to each well. Cover the 

plate with a sealing tape and aluminium foil and place it on a shaker. Shaker 
speed 1100 rpm f. 30 sec and 300 rpm f. 30 min (RT). Prepare the 1x streptavi-
din PE ( prep.on page 16 / stable for up to 4 hr) Remove the buffer by vacuum 
filtration. 

9. Wash 3x with 100 ul wash buffer. Remove buffer by vacuum filtration. Blot the 
bottom with a paper towel at the end. 

10. Vortex the 1x streptavidin PE and add 50 ul to each well. Cover the plate with a 
sealing tape and aluminium foil and place it on a shaker. Shaker speed 1100 rpm 
f. 30 sec and 300 rpm for 10 min (RT). Remove buffer by vacuum filtration. 

11. Wash 3x with 100 ul wash buffer. Remove buffer by vacuum filtration. Blot the 
bottom with a paper towel at the end. 

12. Resuspend the beads in each well with 125 ul assay buffer. Place the plate on a 
shaker (only sealing tape/ no aluminium) and shake 1100 rpm f. 30 sec. Reading 
the plate on the Bio-Plex system 
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8.8 Detektionsrate der real-time RT-PCR 

 
         Tabelle 38: Detektionsrate der real-time RT-PCR 
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