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1 Die latente Klassenanalyse als alternativer Ansatz zur
hypothesengetriebenen Subgruppenanalyse

In der Priazisionsmedizin tritt hdufig die wissenschaftliche Fragestellung auf, ob und wie
Individuen bzw. (potentielle) Patienten aufgrund ihres dhnlichen Krankheitsrisikos bzw.
vergleichbarer krankheitsbezogener Risikofaktoren, oder etwa spezifischer Krankheits-
merkmale klassifiziert werden konnen. Dabei besteht die besondere Herausforderung
darin, dass es oft aufgrund der Komplexitit des kausalen wie zeitlichen Zusammenspiels
dieser Faktoren und ihrer Interdependenzen meist nicht einfach ist, aussagekriftige
Cluster von Personen mit den beobachtbaren Daten zu identifizieren (1). Hierfiir bietet
die latente Klassenanalyse (Latent Class Analysis (LCA)) eine Mdglichkeit, einen kom-
primierten Satz grundlegender, durch die jeweiligen Auspragungen mehrerer Dimensi-
onen gekennzeichnete Untergruppen zu identifizieren, die etwa als komplexe Risikopro-
file verstanden und dann wiederum zur Priadiktion des Krankheitsverlaufs oder zur Un-
tersuchung differentieller Behandlungseffekte verwendet werden konnen.

Sie postuliert dabei grundsitzlich, dass es eine zu Grunde liegende, nicht direkt be-
obachtbare, daher ,,latente* kategorielle Variable gibt, die eine Population in sich ge-
genseitig ausschlieBende und erschopfende, daher ,,disjunkte* latente Klassen unterteilt.
Die Klassenzugehorigkeit der Individuen ist unbekannt, kann aber aus den gemessenen
Merkmalen abgeleitet werden (2). Solche Attribute konnen etwa (frithe) Expositionen,
sozio-demographische Merkmale, klinische Charakteristika, Behandlungen, Komorbi-
dititen, sowie Wirkungen, auch im zeitlichen Verlauf und in den verschiedensten Aus-
pragungen (z. B. Stirke) dieser Charakteristika, umfassen. In einem statistisch-probabi-
listischen Rechenansatz schitzt und benennt die LCA die Wahrscheinlichkeit, in wie-
weit jedes Individuum zu der jeweiligen disjunkten, latenten Klassen zugehdrig ist (1).
Daraus ergeben sich Untergruppen von Individuen, die sich am &hnlichsten sind und
sich am deutlichsten von denen in anderen Klassen unterscheiden (3).

Als annahmen- bzw. hypothesenfreies Clusterverfahren ist die LCA (4-6) dabei in-
nerhalb der Statistik den Strukturgleichungsmodellen (SEM) zuzuordnen, die es For-
schern ermdglichen, komplexe Beziehungen zwischen mehreren abhingigen und unab-
hingigen Variablen gleichzeitig zu modellieren und zu schétzen. Die betrachteten Struk-
turen sind in der Regel nicht beobachtbar und werden indirekt durch mehrere Indikato-
ren gemessen (7). Des Weiteren handelt es sich bei ihr auch um ein Mischmodell (,,mix-
ture model*), welches in der Statistik ein Wahrscheinlichkeitsmodell zur Darstellung
des Vorhandenseins von Subpopulationen innerhalb einer Gesamtpopulation bezeichnet
(8). Grundsitzlich ist die LCA anwendbar fiir bindre, kategorielle, oder nominal-ska-

lierte Daten, wobei die Implementierung stetiger Variablen in die Modellierung iiber
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den Umweg der Kategorisierung dieser durchaus moglich ist, was sie zu einer weit ein-

setzbaren, integrativ-explorativen Modellierungstechnik macht.

Dieser Ansatz kann dazu beitragen, methodische Herausforderungen anzugehen, die
bei der klassischen Subgruppenanalyse, also der Untersuchung einer Untergruppe von
Teilnehmern mit bestimmten, a priori ausgewihlten Eigenschaften, auftreten, ein-
schlieBlich einer hohen Typ-I-Fehlerrate (erhohte Wahrscheinlichkeit falsch-positiver
Ergebnisse durch die Untersuchung einer Vielzahl von Subgruppen-Merkmalen), einer
geringen statistischen Aussagekraft (geringe Power), und Einschrankungen bei der Un-
tersuchung von Interaktionen hoherer Ordnung bzw. multidimensionalen Zusammen-
hingen (2). Redundante bzw. iiberlappende Phinomene werden dabei integriert anstatt

(multipel) kontrastiert.

Die LCA hat viele Starken gegeniiber anderen Methoden, die Subjekte z. B. auf der
Basis von Scores bzw. klinischen Cut-off-Punkten in Gruppen einteilen. Bei diesen kann
die Heterogenitit innerhalb der Untergruppen erheblich sein und zu kiinstlichen, undeut-
lichen Untergruppen fithren, wodurch alle Assoziationen zwischen ihnen und anderen
Faktoren abgeschwicht oder falsch sein konnen (9). Die LCA hingegen nutzt die Maxi-
mum-Likelihood-Schétzung, um Untergruppen zu bilden, die intern homogen und ex-
tern heterogen sind (3). Daher konnen diese Untergruppen besser genutzt werden, um
Beziehungen zu anderen operationalisierten Risiko- oder Forderfaktoren zu untersu-
chen. Eine weitere Stiarke der LCA ist, dass es sich um eine modellbasierte Technik
handelt, deren wesentlicher Vorteil gegeniiber heuristischen Clustertechniken (z. B. k-
Means-Clustering) darin besteht, dass sie Anpassungs- (,,Fit-“) Statistiken fiir die Mo-
dellauswabhl liefern. Diese kann bei der LCA sowohl die absolute Anpassung eines be-
stimmten Modells als auch die relative Anpassung von zwei oder mehr konkurrierenden
Modellen umfassen. (Consistent) Akaike Information Criterion ((C)AIC) und (adjusted)
Bayesian Information Criterion ((a)BIC) sind dabei Informationskriterien, die verwen-
det werden konnen, um die relative Ubereinstimmung von Modellen mit unterschiedli-
cher Anzahl latenter Klassen (z. B. vier gegen fiinf Klassen) zu vergleichen. Fiir all diese
Kriterien deutet ein niedrigerer Wert auf eine optimalere Balance zwischen Modellan-
passung (,,Model-Fit*) und Sparsamkeit hin (2). Zusitzlich spielen Kriterien wie die
Entropie, die bewertet, inwieweit sich die Gruppen, die in einer latenten Klassenanalyse
identifiziert werden, voneinander unterscheiden, sowie die inhaltliche Interpretierbar-
keit eine wichtige Rolle fiir die Klassenauswahl. Die Modelle konnen auch um Kovari-
aten erweitert und diese Klassifizierungsinformationen im breiteren Modell beibehalten
werden, so dass auch Messfehler beriicksichtigt werden kénnen (10, 11). So haben For-
scher mehr Flexibilitdt und Genauigkeit bei der Untersuchung von Subtypen und asso-
ziierten Faktoren (12).

Seite 11



Trotz dieser potenziellen Vorteile haben Kritiker auch Bedenken hinsichtlich der
Anwendung von statistischen ,,latent variable mixture modeling*“- Verfahren wie die
LCA geduBert (13-15). Erstens wird sie in der Regel explorativ durchgefiihrt, wobei eine
zunehmende Anzahl von Klassen an die Daten angepasst und das am besten geeignete
Modell ausgewihlt wird. Die endgiiltige Klassenlosung wird vom Forscher entschieden,
der die verschiedenen beschriebenen Informationskriterien verwenden kann, um das
endgliltige Modell auszuwéhlen. Da diese Entscheidung in gewisser Weise auf dem Ur-
teil der Forscher beruht, sind die Ergebnisse moglicherweise nicht replizierbar (16).
Zweitens ist die LCA ein datengesteuerter Ansatz, was bedeutet, dass identifizierte Klas-
sen moglicherweise statistische Artefakte sind, denen es an Validitdt und Zuverléssig-
keit mangelt (17). Ohne dies festzustellen, ist es schwierig abzuleiten, ob die Klassen
natiirlich vorkommende Untergruppen in der Grundgesamtheit darstellen oder ob sie
stichprobenspezifisch sind. Es gibt aber Moglichkeiten, einige der oben angesprochenen
Probleme anzugehen. Zum Beispiel konnen Forscher Transparenz beziiglich der Metho-
den und getroffenen Entscheidungen herstellen, die verwendet wurden, um Klassen ab-
zuleiten, so dass die Ergebnisse einer kritischen Bewertung unterziehbar sind (4, 16).
Dariiber hinaus konnen identifizierte Klassen validiert werden, indem untersucht wird,
ob es erwartete Beziehungen zwischen diesen und anderen Variablen bzw. Konstrukten
gibt (4, 14). Die Zuverlassigkeit von Klassen kann getestet werden, indem die gleiche
Analyse in verschiedenen Populationen oder mit einer Teilmenge derselben Population
durchgefiihrt wird, um zu sehen, ob sie konsistent gefunden werden (Replikation) (14,
17). Studien wenden moglicherweise nicht immer dieses Mal3 an Strenge auf ihre Ana-
lysen an. Trotz dieser Bedenken wird die LCA in immer groBBerem Umfang eingesetzt
(18). Die LCA hat also als statistisches Instrument fiir Forscher und Praktiker einen gro-
en angewandten Nutzen im Bereich der Gesundheitsforschung (12).
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2 Datengetriebene Identifikation des immunologischen
Expositionsmusters ,,Atopie im Vorschulalter*

Im Folgenden soll anhand der beiden Publikationen ,,Latent class analysis reveals clini-
cally relevant atopy phenotypes in 2 birth cohorts® (19) und ,,Development of atopic
sensitization in Finnish and Estonian children: A latent class analysis in a multicenter
cohort” (20) tiber die Ergebnisse zweier LCA-basierter Ansitze der hypothesenfreien
Modellierung atopischer Muster im Kindesalter unter der Annahme, dass es sich dabei
um latente Phinomene handelt, berichtet werden. Die ersterwidhnte Publikation wird im
Folgenden der Einfachheit halber aufgrund ihrer zu Grunde liegenden Populationen als
PASTURE/MAS-Studie bzw. -Publikation, die zweite als DIABIMMUNE-Studie/Pub-
likation bezeichnet.

2.1 Klinisch relevante Phanotypen als Ausdruck latenter Phinomene bei
komplexen Krankheitsbildern

Eine moderne Definition besagt, dass der Phinotyp "die beobachtbaren, strukturellen
und funktionellen Eigenschaften eines Organismus sind, die durch seinen Genotyp be-
stimmt und durch seine Umgebung moduliert werden" (6). In einem nosologischen
Sinne kann der Begriff Phanotyp in der klinischen Medizin verwendet werden, um tiber
eine spezifische Prasentation einer Krankheit zu sprechen. Das komplementire Konzept
in dieser Hinsicht ist der Endotyp, der sich auf die Pathogenese der Krankheit bezieht,
die ihre Préasentation ignoriert. Betrachtenswerte Aspekte eines Phinotyps wéren jedes
beobachtbare Merkmal einer Krankheit, wie Morphologie, Entwicklung, biochemische
oder physiologische Eigenschaften oder Verhalten, ohne dass ein Mechanismus impli-
ziert wird. Ein klinischer Phénotyp ist die Prisentation einer Krankheit bei einem be-
stimmten Individuum (21), der je nach Komplexititsgrad bzw. Diversitit der Entitdten
dieser Erkrankung iiber eher evidente oder latente Muster verstanden werden kann. Sind
diese Muster erkenntnisreich beziiglich eines tieferen Verstindnisses der Erkrankung,
kommt ihnen auch eine Bedeutung als echte Phinomene zu. Asthma und Atopie gehdren
sicher zu den komplexeren Krankheitsbildern, unter die verschiedenste Entititen bzw.
Phanotypen subsummiert werden. Diese lassen sich neben den den Klinikern bekannten
Erscheinungsformen tiber die epidemiologische Bestimmung latenter Phinomene erfas-

sen, ausdifferenzieren, und in ihrer klinischen Relevanz bestimmen.
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2.2 Atopie und ihre Relevanz fiir padiatrisches Asthma unter phinotypi-
scher Perspektive

Asthma bronchiale ist eine inflammatorische, obstruktive Lungenerkrankung mit vari-
abler bronchialer Hyperreagibilitit (22). Bei betroffenen Personen treten wiederkeh-
rende Episoden von Atemnot, Husten oder pfeifenden Atemgerduschen auf (23). Es ist
im Kindesalter die hdufigste chronische Erkrankung und zeigt sich sehr heterogen, mit
verschiedenen Phéanotypen und Schweregraden (22, 24, 25). Phanotypen von Asthma
im Kindesalter sind dabei durch unterschiedliche Verldufe und funktionelle Merkmale
gekennzeichnet. Epidemiologisch hat sich fiir deren Modellierung auch schon eine
LCA-basierte Herangehensweise etabliert, wobei hierfiir das Auftreten eines der Leit-
symptome, ndmlich das pfeifende Atemgerdusch (,,wheeze®), iiber die Zeit statistisch
modelliert wurde und Phinomene wie ,,persistent wheeze®, ,,late onset wheeze®, oder
»transient wheeze* entdeckt wurden (26, 27).

Atopie kann als die genetische Tendenz definiert werden, fiir hiufige Allergene sen-
sibilisiert zu werden, auf die die meisten Menschen aufgrund einer gewohnlichen Expo-
sition nicht reagieren. Dabei ist sie typischerweise mit erh6hten Immunantworten in
Form von Produktion von Immunoglobulin E (IgE) auf Allergene verbunden, insbeson-
dere auf inhalative Allergene und Lebensmittelallergene (28). Als typische und hédufige
Allergenspezifititen ersterer Kategorie sind beispielsweise Lieschgras, Birke, Haus-
staubmilbe, Hundeschuppen, und Katzenepithelien zu nennen, zur zweiten gehorig kon-
nen etwa Weizenmehl, Niisse, und Hiithner- sowie Milcheiweill angesehen werden (29).
Damit assoziierte atopische Erkrankungen umfassen eine heterogene Gruppe von Symp-
tomen und Stérungen, die von Keuchen, Husten, Atemnot, Heuschnupfen und Rhinitis
bis hin zu Hauterkrankungen wie atopischer Dermatitis (Ekzem oder atopisches Ekzem)
reichen, die jeweils durch verschiedene Faktoren ausgeldst werden konnen. Diverse Ma-
nifestationen einer atopischen Erkrankung konnen bei demselben Patienten koexistieren

oder sich zu unterschiedlichen Zeiten entwickeln (30).

Asthma und Atopie sind fiir sich genommen schon komplexe Einheiten, die ver-
schiedene Untergruppen umfassen, und sich oft gleichzeitig vor dem Schulalter mani-
festieren. Aber die Wechselbeziehung beider Phinomene bleibt unklar, moglicherweise,
weil beide Zustinde aus einer Vielzahl von individuellen Pathologien mit komplexen
Interferenzen resultieren konnen, die das gesamte Bild verwischen.

Atopisches Asthma stellt dabei die haufigste Form von Asthma im Kindesalter dar
und ist gekennzeichnet durch eine eosinophile Atemwegsentziindung, die mit einer Sen-
sibilisierung von spezifischen Immunglobulin E (IgE) -Antikdrpern gegen verschiedene
Allergene einhergeht (31). Auf Bevdlkerungsebene zeigen Studien, dass das Auftreten
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von Asthma vor dem 13. Lebensjahr starker mit Atopie und groBerer Luftstromobstruk-

tion assoziiert war als spéter einsetzendes Asthma (32, 33).

Das Fehlen von Goldstandards fiir diagnostische Marker fiir Atopie und Asthma
tragt weiter zur bestehenden Komplexitit der diagnostischen Genauigkeit und Definiti-
onen bei. Obwohl neuere statistische Phénotypisierungsstudien wesentlich zu unserem
Verstindnis dieser heterogenen Stérungen beigetragen haben, erfordert die Umsetzung
dieser Ergebnisse in aussagekriftige Informationen und wirksame Therapien weitere
Forschungsarbeiten zum Verstidndnis der zugrunde liegenden biologischen Mechanis-
men (34). In diesem Kontext kann die latente Klassenanalyse mit ithrem eingangs be-
schriebenem Potential als hervorragende Methode angesehen werden, dieser komplexen
Herausforderung gerecht zu werden, die Entwicklung atopischer Sensibilisierungen im
Kindesalter zu phanotypisieren und mdogliche sinnvolle und klinische relevante Bezie-
hungen zur Asthmagenese bzw. verschiedenen phénotypischen Auspriagungen dieser
Erkrankung herzustellen.
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2.3 Gemeinsamer inhaltlicher Hintergrund der Studien zu den Phénotypen
von Atopie (PASTURE/MAS- und DIABIMMUNE-Publikation)

Fiir Atopie ist die Definition von Phénotypen in der Kindheit im Gegensatz zur vorher
erwahnten fiir Asthma weniger klar und methodisch komplexer, weil zusétzlich zum
zeitlichen Verlauf verschiedene Allergenspezifititen oder Arten der Sensibilisierung
(Nahrungsmittelallergene, sowie saisonale oder ganzjihrige (perreniale) inhalative Al-
lergene) integriert werden miissen (35). Aufgrund der moglichen gleichzeitigen Mani-
festation dieser Erscheinungen (Ko-Sensibilisierungen) ist diese klassische Kategorisie-
rung mehrdeutig, fiihrt zu iiberlappenden Gruppen, und ist moglicherweise unzu-
reichend, um echte Phianotypen mit eigener Pathogenese und den entsprechenden klini-

schen Implikationen zu erfassen.

2.3.1 Ansitze der Kategorisierung von Mustern atopischer Sensibilisierung

Das Risikopotential bzw. spezifische Risikoprofil einzelner Allergene bei der Manifes-
tation atopischer Erkrankungen wird seit langem kontrovers diskutiert. 1989 schlug
Burrows eine lineare Beziehung zwischen den Gesamt-IgE-Spiegeln und dem Asthma-
risiko vor (36). In einem der nichsten Erkenntnisschritte stellten WissenschaftlerInnen
die Hypothese auf, dass ,,eine zugrunde liegende Erkrankung sowohl ein bestimmtes
Sensibilisierungsmuster als auch die Entwicklung von Asthma im Kindesalter antreibt"
(37).

Andere Ansétze, die a priori definierte, hypothesenbasierte und disjunkte Kategorien
fiir ihre Klasseneinteilungen anwendeten, stiitzten sich hauptsichlich auf zeitliche Mus-
ter und konzentrierten sich dabei etwa auf das Alter der ersten Manifestierung, Langs-
schnitttrends, sowie die Persistenz der IgE-Sensibilisierung. Allerdings sind solche Ein-
teilungen nie frei von getroffenen Annahmen bzw. der Voreingenommenheit der For-

schenden (,,investigator bias) (21, 23).

Spéter wurde das Konzept der Multiplizitdt von Sensibilisierungen (monovalente
versus polyvalente Sensibilisierung) als eigentlicher pridizierender Faktor fiir atopi-
sches Asthma eingefiihrt (38). Diese Studie war dahin inspirierend, dass sie atopische
Phénotypen mittels latenter Klassenanalysen datengetrieben identifizierte, um ihren in-
dividuellen Funktionsweisen moglichst gerecht zu werden. Der mogliche Effekt von
,Interaktionen hoherer Ordnung®, fiir deren Analyse Lanza (2) die LCA als pradestiniert
sieht, wurde durch die Integration der Dimensionen ,,Allergenspezifitit* und ,,zeitlicher
Verlauf™ in dieser Publikation mitbedacht. Nicht in Betrachtung gezogen wurde von der
Autorenschaft allerdings die Dimension ,,Stirke der Sensibilisierung, ausgedriickt
durch die Hohe des spezifischen IgEs (sIgE), obwohl wie erwihnt seit Burrows (36) die

Bedeutung dieser erkannt worden war.
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Vor diesem Hintergrund widerspriichlicher Hypothesen suchten wir nach einem um-
fassenden, integrativen und hypothesenfreien Konzept, dass sowohl diese drei Dimen-
sionen in Beziehung setzen und der hoheren Komplexitéat gerecht werden, als auch die
eingangs beschriebenen Einschriankungen hypothesengetriebener Subgruppenanalysen
iiberwinden konnte, wofiir die LCA die Methode der Wahl schien.

2.4 Ziele der PASTURE/MAS-Studie

Ziel dieser Analyse war es, die von der LCA abgeleitete dreidimensionale Klassifikation
bzw. Phinotypeneinteilung in den ersten 6 (bzw. 5) Lebensjahren mit klassischen Defi-
nitionen der Atopie, basierend auf Carrier Polymer System- (CAP-) Klassen, zu verglei-
chen und beide Systeme mit der Manifestation von Asthma, allergischen Erkrankungen,
Zytokin-Expression und Lungenfunktion in Beziehung zu setzen. SchlieBlich versuch-
ten wir, die verschiedenen Aspekte der Atopie in ein Pfadmodell fiir Asthma und Lun-

genfunktion zu integrieren.

2.5 Ziele der DIABIMMUNE-Studie

Hier stellten wir die Hypothese auf, dass wir mit dieser Klassifizierung verstehen konn-
ten, welche Atopietypen am anfilligsten fiir Umwelteinfliisse oder familidre Hinter-
griinde von Allergien und Autoimmunitit sind. Ziel dieser Studie war es daher, die bis-
herigen LCA-Ergebnisse aus den zwei Geburtskohorten der PASTURE/MAS-Studie in
der Kleinkinderkohorte der DIABIMMUNE-Studie zu replizieren und das einzigartige
Setting der Moglichkeit eines direkten Vergleichs von Finnland und Estland, zwei durch
die Ostsee getrennte Lander mit auffallenden Unterschieden in den Atopieraten, beziig-
lich der Auspragung der Atopie-Phénotypen zu nutzen. Diese sollten in Bezug gesetzt
werden zu Faktoren wie einem unterschiedlichen erblichen Hintergrund, wie auch zu
divergierenden soziookonomischen und umweltbezogenen Entwicklungen in diesen

Léandern.

2.6 Methoden
2.6.1 Beschreibung der Studienpopulationen

In der PASTURE/MAS-Publikation (19) wurden hierzu als Studienpopulationen zwei
grofle und bekannte Geburtskohorten herangezogen: die europidische multizentrische
»Protection against allergy: Study in Rural Environments (PASTURE)*“ Kohorte (39),
und die ,,Multizentrische Allergiestudie (MAS)“ (40), was neben der Mdglichkeit der
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Validierung der Ergebnisse in einer Replikationskohorte die Chance bot, potentielle Un-
terschiede in den Phinotypen bzw. deren Ausprigung in einer stadtischen (MAS) ge-
geniiber einer landlichen (PASTURE) Kohorte zu eruieren.

Die PASTURE-Kohorte wurde konzipiert, um frithe Risiko- und Schutzfaktoren fiir
Asthma und allergische Erkrankungen im Kindesalter epidemiologisch zu erhellen, und
darauf aufbauend klinisch relevante Ansitze fiir die Kausalitdts- und Priventionsfor-
schung abzuleiten (39). Insbesondere ging es darum, den als ,,Bauernhofeffekt* bekann-
ten Zusammenhang zwischen (friih-)kindlicher Bauernhof-Exposition und Allergie-
schutz zu untersuchen (41). Hierfiir rekrutierte PASTURE in den Jahren 2002-2005 ins-
gesamt 1133 Kinder aus lindlichen Gebieten in 5 europdischen Lindern: Osterreich,
Finnland, Frankreich, Deutschland und der Schweiz. Kinder von Miittern, die auf tradi-
tionellen Viehzuchtbetrieben lebten, wurden der Bauernhofgruppe zugeteilt; Kinder aus
denselben ldndlichen Gebieten, die jedoch nicht auf einem Bauernhof aufwuchsen, der
Vergleichsgruppe, in einem etwa paritdtischen Verhéltnis.

Die Deutsche Multizentrische Atopiestudie (MAS-90) wurde als Kohorte initiiert,
um den priadiktiven Wert verschiedener klinischer und immunologischer Parameter so-
wie die Bedeutung frither Umweltexpositionen in Bezug auf Allergene und Triggerfak-
toren fiir die Entstehung von atopischen Erkrankungen in der frithen Kindheit zu bewer-
ten (40).

Das DIABIMMUNE-Projekt, dass die Datengrundlage fiir die zweite Publikation
aus diesem Themenbereich bildete (20), zielt darauf ab, die Hygienehypothese (42-44)
zu testen und ihre Rolle bei der Entwicklung von Typ-1-Diabetes und anderen Autoim-
munerkrankungen zu untersuchen, basierend auf Populationen finnischer und estnischer
Kinder. Die ProjektforscherInnen versuchen, diese Hypothese zu validieren und dabei
die biologischen Mechanismen aufzudecken, durch die Hygiene das Immunsystem be-
einflusst und moglicherweise die Immunantworten behindert (vgl. https://diabim-

mune.broadinstitute.org/diabimmune/).

2.6.2 Analysen
Die Analyse der DIABIMMUNE-Studie umfasste dabei 1603 finnische und 1657 estni-

sche Kinder. Blut wurde im Alter von 3 und 5 Jahren entnommen und das IgE gemessen,;
bei Kindern mit hohem Diabetesrisiko und hohen IgE-Werten bei der Rekrutierung
(Hochrisiko-Subpopulation) fand mit 4 Jahren eine zusdtzliche IgE-Bestimmung statt.
Aus PASTURE gingen 766 Kinder (IgE-Messungen zu Geburt und mit 1, 4 und 6 Jah-
ren), und aus MAS 680 Kinder (IgE-Messungen mit 1,2,3,5 und 6 Jahren) in die Analyse
ein. Die Zytokinspiegel wurden nur in der PASTURE-Kohorte gemessen.
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Die Stiarke der Sensibilisierung wurde durch Variablen fiir die sIgE-Werte mit den fol-
genden Kategorien: < 0,35 kU/L; > 0,35 kU/L; > 0,7 kU/L; > 3,5 kU/L, entsprechend
den CAP-Klassen, operationalisiert. Aus PASTURE/MAS gingen 9, aus DIABIM-
MUNE 8 Allergenspezifititen in die Analysen ein.

2.7 Zusammenfassung der generalisierbaren Ergebnisse aus der PAS-
TURE/MAS- und DIABIMMUNE-Studie

2.7.1 Quantitativ und qualitativ vergleichbare Einteilung der latenten Klassen

Die latente Klassenanalyse (LCA) priorisierte basierend auf den fiir die Klassenauswahl
entscheidenden, eingangs beschriebenen statistischen Modelparametern (45) und der
vergleichbaren Interpretierbarkeit in beiden Publikationen fiir alle 4 Populationen (PAS-
TURE/MAS (19) sowie fiir DIABIMMUNE Finnland und Estland (20)) eine 5-Klas-
senlosung. Sie klassifizierte dabei vorrangig fiir Spezifititen und Kombinationen von
Allergenen (Nahrungsmittelallergene gegeniiber inhalativen Allergene) und spezifische
IgE-Serumkonzentrationen. Trotz der Unterschiede in den Zeiten und physischen Riu-
men der Rekrutierung der Kohorten fanden sich viele Ahnlichkeiten, wie auch erklér-
bare Unterschiede, so dass wir eine valide und generalisierbare Replikation der Klassen-
bzw. Phianotypeneinteilung mit vergleichbaren Proportionen verzeichneten. Dies wurde
auch in der Hochrisiko-Subpopulation in DIABIMMUNE bestitigt.

Die grofite, je nach Kohorte von 54% bis 76% der Populationen betreffende Klasse
umfasste die nicht-sensibilisierten Kinder. Zudem erkannten wir jeweils eine mit auf
verschiedene Nahrungsmittelallergene sensibilisierten Kindern (6%-15% der Populati-
onen), und zwei, die in MAS, sowie in beiden Populationen von DIABIMMUNE zwi-
schen perennialen und saisonalen inhalativen Allergenen unterschieden (3%-10% der
Populationen). In der 1dndlichen PASTURE-Kohorte trat zusétzlich eine eigene Klasse
von nur auf Kuhmilch sensibilisierten Kindern auf (19% der Population), dafiir wurden
die Kinder mit inhalativer Sensibilisierung unabhéngig von der spezifischen Art in nur
einer Klasse vereinigt (16% der Population) (siehe “FIG 4. Atopy phenotypes in relation
to the distribution of LCs in both populations.” (19) und ,,FIG 4. Distribution of LCs by
country.* (20)).

2.7.2 ,Severe atopy* als echtes latentes Phiinomen mit originiir assoziierten Ei-
genschaften

Zudem kristallisierte sich liberall ein kleine, 4% bzw. 5% der Populationen umfassende,
aber in vielerlei Hinsicht hervorstechende und daher genauer zu erlduternde Klasse (je-
weils LC5) heraus, die wir ,,schwere Atopie*- bzw. ,,severe atopy*“-Klasse benannten.
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In PASTURE/MAS (19) konnten wir zeigen, dass diese sich durch einen friihen,
schon im ersten Lebensjahr manifestierenden und iiber alle Altersstufen persistierenden
inkrementellen Anstieg des spezifischen IgEs sowohl auf Nahrungsmittel-, als auch auf
inhalative Allergene gekennzeichnet war (siehe “TABLE I. Increment in sIgE produc-
tion comparing severe atopy with the other atopy phenotypes” (19)). Im Alter von 6
Jahren konnten in Folge dieses Potenzierungseffektes fiir diese Klasse eine hohe Pri-
valenz stark auf saisonale Allergene sensibilisierter Kinder (ca. 80% > CAP-Klasse 3 in
PASTURE/MAS) aufgedeckt, sowie die bei Weitem hochsten absoluten Werte fiir in-
halative, insbesondere spezifische saisonale IgE-Serumkonzentrationen (p <.0001), im
Vergleich zu allen anderen LCs, verzeichnet werden (siehe FIG 5(A). und FIG ES. (19)).

Die schwere Atopieklasse ,,LC5* beherbergte auch in der DIABIMMUNE-Studie in
beiden Léndern die Kinder mit sehr hohen spezifischen IgE-Werten und den hochsten
Konzentrationen von Gesamt-IgE (siehe “FIG 5. tIgE levels across LCA at 5 years.”
(20)). Dieses diskriminative Merkmal dieser Klasse konnte nur durch die Einbeziehung
der Dimension ,,Stirke der Sensibilisierung® in die LCA eruiert werden. In allen 4 Po-
pulationen aus beiden Studien wies diese Klasse als hervorstechende Eigenschaft die
mit Abstand stirksten Assoziationen mit fast allen Auspragungen allergischer Erkran-
kungen auf. In der DIABIMMUNE-Studie, in der keine direkte Asthma-Diagnose er-
fasst wurde, waren dies beispielsweise im Alter von 5 Jahren Keuchen (,,wheeze®)
(Odds Ratio [OR], 5,64 [95% K1, 3,07-10,52] und 4,56 [95% K1, 2,35-8,52]), allergische
Rhinitis (OR, 22,4 [95% KI, 11,67-44,54] und 13,97 [95% K1, 7,33-26,4]), und atopi-
sches Ekzem (OR, 9,39 [95% K1, 4,9-19,3] und 9,5 [95% K1, 5,2-17,5], jeweils fiir Finn-
land bzw. Estland) (20). (Fiir PASTURE/MAS siehe FIG 3. und FIG E3.).

2.8 Spezifische Erkenntnisse aus der PASTURE/MAS-Publikation

2.8.1 LCA-basierte, disjunkte versus klassische, iiberlappende Klasseneinteilung
und ihre Assoziationen mit allergischen Erkrankungen

Die Bedeutsamkeit und die klinische Relevanz der LCA-basierten Klasseneinteilung ge-
geniiber klassischen Definitionen von atopischer Sensibilisierung traten in der PAS-
TURE/MAS-Publikation nicht zuletzt bei der Betrachtung der Assoziationen der Klas-
sen mit ,,lifetime asthma* und ,,current wheeze* (siehe “FIG 3. Associations of asthma-
related conditions with LCs and classical definitions of atopic sensitization at age 6
years.” (19)) und weiteren klinischen Erscheinungsbildern wie dem Asthma-Phénotyp
»late onset wheeze®, aber auch ,lifetime hayfever* und ,lifetime atopic dermatitis*
(siehe “FIG E3. Associations of health conditions with LCs and classical definitions of
atopic sensitization at age 6 years.” (19)) zu Tage. Die klassischen Definitionen identi-

fizierten dabei durch die moglichen Uberlappungen der Sensibilisierungsmuster aus
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Nahrungsmittel- und inhalativen Allergenen, anders als bei disjunkter Betrachtungs-
weise, unspezifische, insbesondere Nahrungsmittelallergene tiberschétzende falsch po-
sitive Assoziationen. Diese waren damit zu erkldren, dass z. B. die ,,severe atopy*-
Klasse durch ein hohes Mal3 und frithes Auftreten von Ko-Sensibilisierungen (und damit
einer generellen Poly-Sensibilisierung, v. a. in MAS beobachtbar) mit Nahrungsmittel-
allergenen gekennzeichnet war, so dass die sehr starken Assoziationen dieser Klasse mit
Asthma und anderen allergischen Erkrankungen auf den ersten Blick diesen zugeschrie-
ben werden konnten. Die reinen Nahrungsmittelallergen- und Kuhmilch-Klassen zeig-
ten allerdings keinerlei solcher signifikanten Beziehungen, so dass dieses Sensibilisie-
rungsmuster bzw. diese Ko-Sensibilisierungen nur als Epiphdnomen oder bestenfalls
frithes Signal des ,,severe atopy*“-Phéanotyps und nicht mit einem eigenen Asthmarisko
attribuiert verstanden werden sollten (vgl. auch FIG 6. (19)). Zudem zeigte die klassi-
sche Einteilung der Stirke der Sensibilisierung (CAP 1 versus CAP 3) auch fiir die in-
halative Sensibilisierung im Vergleich zur LCA-basierten Klassen-Einteilung im Alter

von 6 Jahren eine weniger ausgeprigte bzw. unspezifische Asthmarisiko-Stratifikation.

2.8.2 Obstruktive Lungenfunktionseinschrinkung als Charakteristikum des ato-
pischen Sensibilisierungsphinomens ,,severe atopy*

Von besonderem und klinisch bedeutsamem Erkenntniswert entpuppte sich die Be-
obachtung, dass der Zusammenhang zwischen Mustern atopischer Sensibilisierung und
eingeschriankter Lungenfunktion (hier: FEV1 z-score) sich bei der LCA-basierten Klas-
sifizierung in beiden Populationen exakt auf die kleine, aber mit dem deutlich héchsten
Asthmarisiko behaftete Klasse ,,severe atopy/LC5% beschriankte. Klassisch definiert war
hier in PASTURE keinerlei signifikante Assoziation zu finden, in MAS waren unspezi-
fisch sowohl die Definition ,,sensibilisiert auf irgendein inhalatives Allergen > CAP-
Klasse 3* als auch ,,sensibilisiert auf irgendein Nahrungsmittelallergen > CAP-Klasse
3% signifikant mit einem niedrigen FEV1 assoziiert.

2.8.3 “Severe atopy” als Klasse mit Anzeichen einer dysbalancierten Immunant-
wort

Als weiteres Alleinstellungsmerkmal unterschied sich ,,severe atopy* gegeniiber den an-
deren LCs in Bezug auf das Verhéltnis der IL-5 zur IFN-y Expression im Alter von 6
Jahren (p <.01), wodurch die Aktivierung von TH2 anstelle von Tu1-Subsets reflektiert
wurde und was als Anzeichen einer aus dem Gleichgewicht geratenen Immunantwort
gewertet werden kann (siehe “FIG 5. (19)).
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2.8.4 Zusammenfithrung der Charakteristika von ,,severe atopy* mittels des sta-
tistischen Verfahrens der Pfadanalyse

Fiir PASTURE und MAS konnten wir diese Einzelbefunde mittels des statistischen Ver-
fahrens der Pfadanalyse zusammenfiihren sowie in ihren Zusammenhéngen quantifizie-
ren. Dabei zeigten wir, dass der starke Effekt von ,,severe atopy* auf Asthma in beiden
Populationen durch die exzessive Produktion und die daraus resultierenden hohen Werte
von spezifischem, insbesondere saisonalem IgE vermittelt war, wohingegen der Einfluss

auf die reduzierte Lungenfunktion (niedriger FEV1) direkt, bzw. nicht-mediiert war.

Aufschlussreich war es festzustellen, dass die vermeintlich starke Assoziation von
Asthma im Alter von 6 Jahren und einem niedrigen FEV1 in der Pfadanalyse aufgeldst
(,,change in estimate: 38%) und durch die Beziehung von ,,severe atopy* und dem
FEV1 ersetzt wurde. Klinisch sollte eine obstruktive Lungenfunktionseinschrinkung im
Schuleintrittsalter demzufolge weniger als Ausdruck von Asthma, sondern vielmehr des
Sensibilisierungsmusters ,,frithe, schwere Atopie® mit einem unter Umstdnden gemein-
samen dtiologischen Hintergrund verstanden werden. Diese gemeinsame Pathogenese
konnte auf einen lokalen Prozess der unkontrollierten Produktion von sIgE in der Bron-
chialschleimhaut hinweisen, was wiederum das Ziel zukiinftiger Interventionen, wie

etwa zielgerichteter Anti-IgE Behandlungen sein konnte.

Des Weiteren klinisch bedeutsam ist in diesem Zusammenhang die Beobachtung,
dass das Phanomen der ,,schweren Atopie* auch einen erheblichen Anteil von Kindern
ohne aktuelles Keuchen (,,wheeze*) oder eine etablierte Asthmadiagnose, aber mit
FEV1-Werten innerhalb des untersten Dezils der Population umfasste (siehe “FIG 7.
Proportion of nonasthmatic children with reduced lung function by LCs.” (19)).

Im Konzept des ,,atopic march®, das mogliche kaskadenhafte Entwicklungsverlaufe
des Fortschreitens der Erkrankung bei Patienten mit anfanglicher atopischer Dermatitis
in Richtung Asthma und atopischer Rhinitis beschreibt (46), werde bestimmte Phédno-
mene als krankheitsdeterminierend angenommen. Daraus bekannte Muster wie eine
frithe Sensibilisierung auf Nahrungsmittelallergene, aber auch die IL-5/IFN-y-Ratio,
wie die frithe Poly-Sensibilisierung, wurden in unseren Analysen als nicht-kausal bzw.
als Epiphdnomene identifiziert (siehe “FIG 6. Path diagram comparing severe atopy
with the other atopy phenotypes, including its features, lung function, and asthma in
both populations.” (19)). Dies stellt nicht zuletzt dahingehend eine Erweiterung des bis-
herigen wissenschaftlichen Erkenntnisstandes dar, als dass in fritheren, aber weniger
Dimensionen der Atopie einbeziechenden LCA-basierten Studien (38) die frithe Poly-

Sensibilisierung noch als asthma-determinierend identifiziert wurde.

Insgesamt gibt die Zusammenfiihrung der Charakteristika von ,,severe atopy* einen

starken und klinisch relevanten, aber weiterer Forschung bediirfenden Hinweis darauf,
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dass es sich, wie von der LCA-basierten Herangehensweise impliziert, bei ,,severe
atopy* um ein authentisches latentes Phinomen handelt. Dies manifestiert sich viel-
schichtig, sowohl in seinen immanenten, genuinen Eigenschaften, als auch in seinen

Beziehungen zu assoziierten Erscheinungen wie allergische Erkrankungen.

2.8.5 Uberfiihrung der latenten Klassen in Phiinotypen

Diese Beobachtungen veranlassten uns, die LC-basierten Klassen als spezifische Krank-
heitsprasentationen zu begreifen und Kohorten tlibergreifend in PASTURE und MAS in

die Phénotypen
- Nahrungsmittelallergen-Klassen = ,,benign atopy“, ohne mit allergischen Erkrankun-
gen assoziiertem Risiko,

- inhalative Allergen-Klassen = ,,symptomatic atopy*, mit signifikantem, moderat er-
hohtem Risiko fiir allergische Erkrankungen ohne eingeschrinkte Lungenfunktion, so-
wie in

- die Klasse mit starker Sensibilisierung auf saisonale Allergene (,,LC5*) = ,,severe
atopy*, mit sehr hohem Risiko fiir allergische Erkrankungen mit eingeschrankter Lun-
genfunktion und Anzeichen einer dysbalancierten Immunantwort tiberzufiihren.

Diese Einteilung wurde in ihrer Klarheit und klinischen Bedeutsamkeit in einem Review

als Publikation von besonderem Interesse fiir dieses Themengebiet gekennzeichnet (34).

2.9 Spezifische Erkenntnisse aus der DIABIMMUNE-Publikation

Die Privalenz von Atopie ist mit einem westlichen Lebensstil verbunden, wie Studien
zeigen, die benachbarte Regionen mit unterschiedlichen sozio6konomischen Hinter-
griinden vergleichen (47). Atopie kann verschiedene Bedingungen widerspiegeln, die
sich in ihrer Anfilligkeit fiir Umweltfaktoren unterscheiden. Fiir die Untersuchung spe-
zifischer Umweltbedingungen wie auch eines moglichen erblichen Hintergrundes im
Zusammenhang mit den identifizierten Atopie-Phénotypen bildet das DIABIMMUNE-
Studiendesign eine hervorragende Datengrundlage.

Generelle, noch nicht auf die replizierten Atopie-Phidnotypen bezogenen Ergebnisse
dieser Studie waren, dass sich beide Populationen in Bezug auf den sozio6konomischen
Status, der in Finnland hoher einzuschétzen war, und die Umweltdeterminanten, die
beim Haustierbesitz und den bauernhof-typischen Expositionen in Estland hohere Pra-
valenzen aufwiesen, unterschieden (vgl. FIG 1. (20)). Die Pravalenz allergischer Erkran-
kungen, insbesondere Keuchen (,,wheeze*) und allergische Rhinitis, und die Sensibili-
sierung gegeniiber den wichtigsten Allergenen wie Hiithnerei, Kuhmilch und Birke war
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in Finnland bemerkenswert erhoht, wiahrend in Estland nur die Hausstaubmilbenwerte
wesentlich hoher waren (alle p <.001) (vgl. FIG 2. (20)).

2.9.1 Bezug der Atopie-Phinotypen aus beiden Populationen zu verschiedenen
Umweltbedingungen, Genetik, sowie Diabetes

Die Umweltunterschiede spiegelten sich in der Klasse der auf saisonale inhalative Al-
lergene sensibilisierten Kinder (LC3) wider, die in Finnland mit 10% doppelt so grof3
war wie in Estland, und dort auch den hoheren Anteil allergischer Erkrankungen er-
klarte, obwohl wie schon erwihnt die Zusammensetzung der Klassen zwischen den Léan-
dern generell vergleichbar war (siehe ,,FIG 4. Distribution of LCs by country.* (20)).
Bezogen auf die Untersuchung des erblichen Hintergrunds zeigte sich eine Assoziation

von schwerer Atopie (LCS5) mit der Familiengeschichte von Atopie.
Der T1D-Risiko-Genotyp, repréasentiert durch HLA-DQ Risiko-Allele, war in Est-

land und tendenziell auch in Finnland fiir saisonale Atopie (LC3), und in Estland auch
fiir perenniale Atopie (LC4), aber nicht fiir schwere Atopie (LCS) priadisponierend
(siehe ,,FIG 6. Associations of LCs with diseases and hereditary background.* und “TA-
BLE ES5. ORs to Fig 6 in the main body.” (20)). In Sensitivititsanalysen wurden im 4-
Klassen-Modell die saisonalen und perennialen Atopieklassen zusammengruppiert, und
diese neue Klasse war signifikant mit dem T1D-Risiko-Genotyp assoziiert. Interessan-
terweise fanden wir also heraus, dass die erbliche Veranlagung fiir T1D mit den inhala-
tiven LCs, bzw. in der Phénotypen-Klassifikation nur mit symptomatischer, aber nicht
mit schwerer Atopie assoziiert war. Das gleichzeitige Auftreten von Tul- und Ty2-an-
falligen Erkrankungen wie Atopie und Diabetes deutet auf gemeinsame genetische
Merkmale hin, was jedoch etwas das Tul/Tn2-Paradigma in Frage stellt, welches ur-
spriinglich einen Antagonismus von Tx1- und Th2-dominierten Immunzustinden und -
erkrankungen nahelegte. Im Gegensatz zum erblichen Hintergrund von T1D war aber

die Familienanamnese von Atopie am stirksten mit ,,severe atopy* assoziiert.

Die beschriebenen Ergebnisse unterstiitzen das Konzept, dass Atopie aus verschie-
denen Entitdten besteht, von denen einige mit Autoimmunitét und Anfélligkeit fiir Um-
weltexpositionen assoziiert sind und andere genetisch bedingte Formen widerspiegeln,
die flir Tu2-Erkrankungen pradisponieren.

Zusammenfassend fanden wir in DIABIMMUNE sehr dhnliche Muster von latenten
Klassen in beiden Landern, trotz erheblicher Unterschiede in sozio6konomischen und
umweltbezogenen Faktoren und der Verteilung einzelner Allergenspezifititen. Die sai-
sonale Klasse scheint am anfélligsten fiir Umwelteinfliisse zu sein, was sich in der un-
terschiedlichen GrofBe dieser Klasse und dem damit assoziierten, divergierenden bevol-
kerungsbezogenen Anteil allergischer Erkrankungen zwischen den zwei verschiedenen
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Landern widerspiegelte. Letztendlich folgten die Formen der atopischen Sensibilisie-

rung jedoch unabhingig von Umweltdiskrepanzen dem gleichen Muster.

2.10 Zusammenfassendes Zwischenfazit

Die latente Klassenanalyse (LCA) als datengetriebenes, exploratives Clusterverfahren
fiir die Eruierung latenter und komplex-multidimensionaler Phdnomene entdeckte bei
der Integration der drei Dimensionen Stirke, Spezifitét, und Verlauf atopischer Sensibi-
lisierung in vier Populationen von Kindern bis zum Schuleintrittsalter quantitativ und
qualitativ vergleichbare, genuine Klassen, die sich auch als Phianotypen verstehen bzw.
in diese liberfiihren lieBen. In Bezug auf das Risiko damit assoziierter allergischer Er-

krankungen waren dies gutartige, symptomatische und schwere Atopie-Phénotypen.

Die disjunkte Klassen- bzw. Phénotypeneinteilung zeigte dabei eine im Vergleich
zur aus der klinischen Praxis bekannten, iiberlappenden Einteilung in inhalative und

Nahrungsmittel-Sensibilisierung deutlich spezifischere Risiko-Stratifikation.

Der schwere Phénotyp (,,severe atopy*) trat als latenter Zustand mit Anzeichen einer
dysbalancierten Immunantwort hervor. Das sehr hohe Risiko fiir Asthma und weitere
atopische Erkrankungen wurde vermittelt durch tiberméBige sIgE-Produktion und sehr
hohe Gesamt- und spezifische IgE-Werte im Alter von 5 bzw. 6 Jahren, insbesondere
auf saisonale Allergene. Zudem erklirte dieser Phanotyp direkt und nicht das mit diesem
stark assoziierte Asthma die eingeschriankte Lungenfunktion betroffener Kinder in die-
sem Alter.

Merkmale des ,,atopic march®, aber auch frithe multiple Sensibilisierung wurden als
Epiphdnomene von ,,severe atopy* identifiziert und sprechen zusétzlich fiir eine echte,
gemeinsame, aber in vollem Umfang nur latent zur erfassende phinotypische Priasenta-
tion eines eigenen Krankheitsbildes, zu dem es aber noch weiterer Studien bedarf.

Von klinischer Relevanz in diesem Zusammenhang ist auch die Erkenntnis, dass
dieses Krankheitsbild einen betrdchtlichen Anteil von Kindern mit schlechter Lungen-

funktion, aber ohne etablierte Asthmadiagnose umfasst.

Mogliche Ansitze in Richtung Fritherkennung und Therapie konnten dabei etwa ein
Screening des inkrementellen IgE-Anstieges schon vor bzw. bis zum vierten Lebensjahr
umfassen. Auch der frithe gezielte und spezifische Einsatz von Anti-IgE-Therapien wére
denkbar, aber auch hierzu bedarf es eines noch tieferen atiologischen Verstandnisses

wie auch weiterer Forschung.

Atopie kann aber auch verschiedene Bedingungen widerspiegeln, die sich in ihrer
Anfilligkeit fiir Umweltfaktoren unterscheiden, wie am Beispiel des inhalativen bzw.

symptomatischen Phinotyps gezeigt werden konnte, dessen GroBle mitbestimmend fiir
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unterschiedliche Pravalenzen atopischer Erkrankungen in ungleich entwickelten Lén-
dern war.

Die differentiellen Assoziationen der latenten Klassen mit atopischen Erkrankungen
und genetischer T1D-Anfilligkeit konnten auf unterschiedliche immunologische Me-
chanismen hinweisen, die die verschiedenen Formen der Atopie mit Allergie und Auto-
immunitét verbinden, die durch die Wechselwirkung von Umwelt und genetischem Hin-
tergrund angetrieben werden konnten.
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3 Datengetriebene Identifikation des ernidhrungsbezoge-
nen Expositionsmusters “Stile der Nahrungsmittelein-
fiihrung im ersten Lebensjahr

Im Folgenden soll anhand der Publikation ,,Excessive Unbalanced Meat Consumption
in the First Year of Life Increases Asthma Risk in the PASTURE and LUKAS?2 Birth
Cohorts* (48) tliber das Ergebnis eines LCA-basierten Ansatzes der hypothesenfreien
Modellierung des erndhrungsbezogenen (Expositions-)musters “Stile der Nahrungsmit-
teleinfiihrung” im ersten Lebensjahr unter der Annahme, dass es sich auch hierbei um
komplexe, latente Phidnomene handelt, deren Implikationen annahmenbasiert nur
schwer zu erfassen sind, berichtet werden. Die Publikation wird im Folgenden der Ein-
fachheit halber aufgrund der ihr zu Grunde liegenden Populationen als PASTURE/LU-
KAS2-Studie bzw. -Publikation bezeichnet.

Wie vorhergehend erwidhnt wurde die PASTURE-Geburtskohorte konzipiert, um
frithe Risiko- und Schutzfaktoren fiir das Auftreten von Asthma und allergischen Er-
krankungen ab dem Schulalter aufzukléren; dafiir kommen auch bestimmte Erndhrungs-
muster in Frage. Bekannt und wissenschaftlich gut gesichert, nicht zuletzt durch die
PASTURE-Studie, ist dabei der forderliche Effekt des Milchkonsums auf Asthma, Al-
lergien und Infektionen (49); mogliche Zusammenhédnge von Erndhrung und solchen
Erkrankungen werden beispielsweise tiber Wirkmechanismen wie Omega-3-Fettsduren
(50) oder das Darm-Mikrobiom (51) diskutiert.

Auch iiber die Untersuchung einzelner Nahrungsmittel(gruppen) hinausgehende
Versuche, vielschichtige Erndhrungsmuster zu definieren und den interdependenten Zu-
sammenhang zwischen diesen und allergischen Erkrankungen statistisch-epidemiolo-
gisch zu modellieren, wurden in dieser Kohorte schon unternommen. Dies geschah al-
lerdings mittels klassischer hypothesengetriebener Subgruppenanalysen, konkreter ge-
sagt durch die Berechnung eines ,,food diversity scores® fiir die Anzahl der im ersten
Lebensjahr eingefiihrten festen Nahrungsmittel. Hierfiir wurde ein inverser Zusammen-
hang aus Diversitit und des Risikos der Entwicklung allergischer Erkrankungen gefun-
den (52).

Die PASTURE-Geburtskohorte bietet einen einzigartigen, groen Datensatz zur
Einfiihrung und Intensitét der Fiitterung von 19 Nahrungsmitteln im ersten Lebensjahr,
um mittels einer LCA als hypothesenfreie Clustermethode, mit den eingangs diskutier-
ten Unterschieden zu score-basierten Ansétzen, in der vorgestellten Arbeit (48) dariiber
hinaus zu gehen, und um die volle Komplexitét dieser Informationen zu bewéltigen und

zu Grunde liegende Muster abzuschitzen.
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Wir stellten dabei die Hypothese auf, dass spezifische, latente Fiitterungsmuster
existieren, die von unterscheidbaren, aber unbekannten, verschiedene kulturelle Hinter-
griinde einbeziehenden Phanomenen abhdngen. Um diesen moglichen Mustern eine fiir
die Asthma- und Allergieforschung klinisch relevante Bedeutung zu geben, haben wir
sie mit Asthma sowie dem Darmmikrobiom im zwolften Lebensmonat in Verbindung

gebracht.

3.1.1 Methoden

Auf die Ziele, wie das Studiendesign der PASTURE-Kohorte wurde vorhergehend
schon genauer eingegangen; die unabhéingige bevolkerungsbasierte LUKAS2-Kohorte
wurde in Analogie zum finnischen Zweig von PASTURE ins Leben gerufen und diente

uns als Replikationskohorte fiir die Analysen.

In beiden Kohorten wurden die gleichen Fragebogen am Ende der Schwangerschaft
und im Alter von 2, 12, 18, 24, 36, 48, 60 und 72 Monaten angewendet, um Informati-
onen etwa tiber die Haufigkeit des Keuchens (,,wheeze*), und die Umweltexpositionen
mit Schwerpunkt auf Landwirtschaft und Erndhrung zu erhalten (5, 8). Die Eltern be-
richteten von ihrer Einfiihrung fester Nahrung, die hauptsichlich ab dem 4. Monat statt-
fand, in monatlichen Tagebiichern. Der Verzehr der 19 typischsten Lebensmittel (u. a.
Brot, Fleisch, Fisch, Ei, Milch, Joghurt, Obst und Gemiise) wurde alle vier Wochen in
Kategorien von mindestens tiglich, wochentlich, monatlich oder weniger als monatlich
abgefragt. Fiir die meisten Lebensmittel unterschied der Fragebogen zwischen hausge-
machten und fertigen Produkten.

3.1.2 Ergebnisse

Die LCA zur Einfilhrung von letztlich 17 ausgewihlten Lebensmitteln in 4 Héufig-
keitskategorien liber 9 Monate ergab eine beziiglich der Entropie und den statistischen
Modellparametern am besten zu bewertende 4-Klassen-Losung (sieche TABLE 1 (48)).

Die graphische Darstellung der Pravalenz der Konsumhéufigkeit der einzelnen Le-
bensmittel pro Lebensmonat dieser urspriinglichen LCA-Lsungen (siehe FIGURE 2
(48)) brachte noch ein recht komplexes und schwer zu bewertendes Bild zu Tage, wobei
schon eine Klasse (LC2) mit einer signifikant hoheren Privalenz (14.7%) von Asthma
im Alter von 6 Jahren auffiel. Die Stratifizierung nach den primér enthaltenen Makro-
ndhrstoffen (Kohlenhydrate, Fette, Proteine), sowie Friichte und Gemiise dieser Lebens-
mittel war leichter zu interpretieren (siehe FIGURE 3 (48)): Fiir Obst/Gemiise und Fette
wurden keine relevanten Unterschiede festgestellt, wahrend in der Asthma-Risikoklasse
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LC2 gegeniiber den gepoolten drei weiteren Klassen bei den Kohlenhydraten der Ver-
zehr von Getreide frither und haufiger erschien, aber am auffailligsten der tagliche Ver-
zehr von Fleisch mit gleichzeitig kaum einer anderen Proteinquelle war.

Mittels eines ,,Random Forest“-Modells, fiir das diese in Frage kommenden Kon-
traste als Variablen definiert und dann in ihrer Wichtigkeit fiir das Asthmarisiko in eine
Rangreihenfolge gebracht wurden, konnten nur Unterschiede wie "tdgliches Fleisch,
aber keine tdgliche Milchaufnahme im Monat 11" und "tagliches Fleisch, aber keine
tiagliche Joghurtaufnahme im Monat 11", gefolgt von Variablen, die sich hauptsédchlich
auf Fleisch und Milchprodukte zwischen Monat 7 und 11 bezogen, als bedeutsam eruiert
und fiir den Fokus der weiteren Analyse bestimmt werden (siehe ,,FIGURE 4. Prediction
of asthma by protein and carbohydrate sources.” (48)).

Eine auf diesen Erkenntnissen beruhende, nur auf die Variablen zum Fleisch-,
Milch- und Joghurtkonsum beschrinkte LCA {iiber denselben Zeitraum der Lebensmit-
teleinfiihrung vom 4. bis 12. Lebensmonat erbrachte eine 7-Klassen-Losung. Eine klei-
nere Asthma-Risikoklasse (LC7, n=120) ergab sich mit einem stdrker ausgeprigten
Asthmarisiko (20,2% Asthmafille, aOR: 6,73, p <0,001) im Vergleich zu allen anderen
LCs mit 6,4% an Fillen. Bei jeder Konsumhédufigkeit von monatlich bis taglich war der
Kontrast zwischen iibermidfligem Fleisch- und niedrigem Milch-/Joghurtkonsum in der
Asthma-Risikoklasse LC7 offensichtlich. Wir bezeichneten LC7 daher als "unausgewo-
genen Fleischkonsum" bzw. ,,unbalanced meat consumption* (UMC). Die Zusammen-
fassung aller anderen latenten Klassen zeigte ein eher ausgewogenes bzw. fiir Milch/Jo-
ghurt iberwiegendes Muster der Fleisch- im Verhéltnis zur Milch/Joghurt-Aufnahme
(siehe FIGURE 5 (48)).

In der rein finnischen, kleinen LUKAS2-Kohorte (N=204 mit analysierbaren Daten)
konnte mit einem gleichen Ansatz bei einer 5-Klassenlosung eine Klasse (LCS5) mit ei-
nem dhnlichen Muster von unausgewogenem Fleischkonsum und erhohtem Asthmari-
siko (aOR= 2,32, p= 0,035, siehe FIGURE 7 (48)) gefunden, und damit die Ergebnisse
aus PASTURE repliziert werden.

In der PASTURE-Kohorte blieb die Wirkung von UMC auf Asthma im Alter von 6
Jahren (aOR=6,73, p < 0,001) bis zum 10. Lebensjahr bestehen (aOR=4,35, p < 0,001,
siehe “FIGURE 8. Effects of UMC on asthma and wheeze phenotypes in PASTURE.
(48)). Die Wirkung auf atopisches Asthma war im Vergleich zu nicht-atopischem
Asthma viel schwicher. Darliber hinaus war UMC mit Parametern assoziiert, die auf
eine schlechte Lungenfunktion im Alter von 6 Jahren hinwiesen, wie einen niedrigen
FEV1-Wert (adjusted Beta (aB}) = -0,49, 95%, p = 0,004). Bei Kindern mit kiirzerer
Stillzeit oder langerer Fiitterung erhohte UMC signifikant das Risiko fiir Asthma, einer
Beeintrichtigung der Lungenfunktion und fiir eine stirkere Gewichtszunahme bis zum
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2. Jahr (siehe “TABLE 2. Effects of UMC stratified by duration of formula feeding and
breastfeeding.” (48)). Die Wirkung von UMC war kaum mit der industriellen Verarbei-
tung von Fleisch (Fertigprodukte versus hausgemachte Fleischgerichte) verbunden,
wihrend bei Bauernhof-Milch die Schutzwirkung im Vergleich zu industriell verarbei-
teter Milch stirker war (siehe “FIGURE 11. Sensitivity analyses on intensity of meat
and milk or yoghurt consumption and the role of industrial processing.* (48)).

Da wir die direkten Auswirkungen von Erndhrungsmustern auf die Darmphysiologie
nicht messen konnten, verwendeten wir die verfiigbaren Darmmikrobiomdaten als
Proxy fiir die Auswirkungen der Fiitterungsmuster. UMC beeinflusste die Zusammen-
setzung des Darmmikrobioms nach 12 Monaten und forderte Gattungen wie beispiels-
weise Acinetobacter (aOR=1,28, p = 0,048), welche auch mit einem Asthmarisiko as-
soziiert war (aOR=1,55, 95%, p = 0,001). Um mogliche Einfliisse von Erndhrungsmus-
tern auf funktionelle Eigenschaften der Mikrobiota zu eruieren, untersuchten wir Stoff-
wechselwege der Mikrobiota und ihre Beziehungen zu UMC. Die ,,Biosynthese von
nonribosomalen Peptiden der Siderophorengruppe® zeigte die stirkste Assoziation mit
UMC (aOR=1,58, p = 0,007) (siehe “FIGURE 12. Microbial genera and microbial me-
tabolic pathways associated with UMC.* (48)).
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3.1.3 Inhaltliche Zusammenfassung und Diskussion

Durch die systematische Beurteilung der Fiitterungsmuster im ersten Lebensjahr ent-
deckten wir eine Konstellation von tiberméaBigem Fleischkonsum auf Kosten anderer
Proteinquellen (UMC), die durch ein wesentlich erhéhtes Asthmarisiko im Schulalter
gekennzeichnet war. Dariiber hinaus legte der Einsatz der LCA spezifische Kombinati-
onen von Lebensmitteln wie die ausgewogene Kombination von Fleisch- und Milch/Jo-
ghurt-Konsum mit seinem geringen Asthmarisiko offen. Dieses Ergebnis konnte in zwei
unabhingigen Geburtskohorten (PASTURE und LUKAS?2) bestétigt werden.

Die Wirkung von UMC im ersten Jahr war sogar nach 10 Jahren noch positiv mit
einem Asthmarisiko assoziiert. Folglich gingen wir davon aus, dass dieses spezifische
Fiitterungsmuster zu grundlegenden, potenziell epigenetischen Verdnderungen fiihrt,
die tiber mindestens 10 Jahre anhalten und sich auch auf objektive Lungenfunktionspa-
rameter auswirken. Da die Wirkung bei nicht-atopischem Asthma stirker war, scheint

eine allergische Komponente im Pathomechanismus weniger wahrscheinlich.

Mit Hilfe von Mikrobiomanalysen identifizierten wir den bakteriellen Eisenstoff-
wechsel als wahrscheinlichen Faktor fiir das gesundheitsschddliche Phinomen. Das Zu-
sammenspiel zwischen aus der Nahrung zugefiihrtem Eisen und iibermédfBigem Wachs-
tum potenziell nachteiliger Bakterien auf der einen Seite und Abwehrmechanismen, die
moglicherweise durch aus dem Nahrungsmittel Milch gewonnene Proteine auf der an-
deren Seite unterstiitzt werden, konnte die nachgewiesene Wechselwirkung von Fleisch-
und Milchaufnahme (UMC) fiir das Asthmarisiko erkldren. Dies wiirde eine kohérente
und einfache Begriindung liefern, die mit dem Grundsatz der Einfachheit vereinbar ist,
der von Natur aus attraktiver ist (53).

Wir haben zuvor eine Darm-Lungen-Achse beim Menschen postuliert, die durch
Reifung des Darmmikrobioms unter Beteiligung kurzkettiger Fettsduren mediiert wird
(51). UMC war allerdings mit spezifischen Asthmarisikobakterien assoziiert, und wirkte
sich unabhéngig von der Darmreifung auf Asthma aus, wodurch iiber diesen Pfad eine

zweite Komponente der ,,Darm-Lungen-Achse® nahegelegt wird.

Obwohl die aktuelle Arbeit ohne direkte Messung des Eisens keinen endgiiltigen
Beweis fiir diese Hypothese liefern kann, konnte der hier vorgestellte Befund iiber seine
Bedeutung fiir die o6ffentliche Gesundheit hinaus fiir ein tieferes Verstindnis der
Asthma-Pathogenese wichtig sein und zu weiterer Forschung sowie der Entwicklung
neuartiger praventiver Ansitze anregen. Die postulierte Wirkung eines mikrobiellen Un-
gleichgewichts auf eisenfressende Darmbakterien kann zu einer langfristigen Immun-
dysfunktion und einer unterschwelligen Entziindung fiihren, die an Asthma, Fettleibig-
keit, entziindlichen Darmerkrankungen und weiteren nachteiligen metabolischen Zu-

stdnden beteiligt ist (54).
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3.1.4 Bewertung des LCA-basierten Analyseansatzes der friihkindlichen Ernéh-
rung

Die latente Klassenanalyse (LCA) bietet einen datengesteuerten Ansatz, um nicht direkt
beobachtbare Faktoren hinter messbaren Variablen aufzudecken (2). Daher haben wir
diesen Ansatz verwendet, um eine unvoreingenommene Analyse des komplexen Pha-
nomens der Einfiihrung fester Nahrungsmittel im ersten Lebensjahr durchzufiihren.

Obwohl die Tagebiicher keine Informationen iiber die Portionsgrofe oder das Ge-
wicht der Lebensmittel enthielten, deckten sie Informationen iiber die Haufigkeit der
Fiitterung von monatlich iiber wochentlich bis tdglich ab. Diese Informationen waren
besonders hilfreich, da sie auch eine Differenzierung der Fiitterungsmuster nach Inten-
sitdt ermoOglichten. Dementsprechend konnte, dhnlich wie bei den Atopie-Phanotypen,
mittels der LCA eine multidimensionale Integration und Analyse der drei Ebenen ,,In-
tensitit®, ,,zeitlicher Verlauf*, und der einzelnen Lebensmittelgruppen als ,,Spezifitat®,
in das Konstrukt bzw. latente Phinomen ,,Nahrungsmitteleinfiihrung im ersten Lebens-

jahr* durchgefiihrt werden.

Besonders bemerkenswert ist, dass der hypothesenfreie, explorative Ansatz der la-
tenten Klassenanalyse am Beispiel der Modellierung eines komplexen, verhaltensbezo-
genen Musters aus dem Bereich des Erndhrungsverhaltens ein genuines, latentes Pha-
nomen von hoher gesundheitswissenschaftlicher Relevanz zu Tage gebracht hat, das
kaum zu erwarten war. Dementsprechend gibt es in der wissenschaftlichen Literatur
noch kein Beispiel dafiir, und es wire hypothesenbasiert kaum zu finden bzw. schwer
zu operationalisieren gewesen. Interessant in diesem Zusammenhang ist auch, dass das
eigentliche entdeckte Phanomen UMC eine Wechselwirkung, bzw. ,,Interaktion hoherer
Ordnung* darstellt, die die LCA durch ihren integrativen Ansatz implizit miteinbezieht,
und die zur Komplexitit des Phdnomens und zu seiner Unvorhersehbarkeit ein weiteres
beitrdgt. Erfreulich war, dass es sich dann von Hand operationalisiert im Wechselspiel
mit der ,,Random Forest* — Modellierung in seiner Bedeutsamkeit fiir die Pradiktion des
Asthmarisikos im frithen Schulalter validieren lief3, und somit neue Denk- und For-
schungsansitze filir die das menschliche Mikrobiom miteinbeziehende Erndhrungswis-

senschaft liefert.
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4 Zusammenfassung

Die latente Klassenanalyse (LCA) ist ein statistisches, datengetrieben-exploratives
Clusterverfahren fiir die integrative Betrachtung komplexer, latenter Phdnomene hinter
messbaren Variablen und impliziert verschiedene Vorteile gegeniiber hypothesengetrie-
benen Subgruppenanalysen. Somit ist sie auf dem Gebiet der Asthma- und Allergiefor-
schung préadestiniert, um jenseits etablierter Taxonomien neue oder prizisere (Expositi-
ons-) muster oder klinisch relevante Phénotypen zu eruieren, die in der medizinischen
Praxis und im Public Health-Kontext fiir ein tieferes dtiologisches Verstindnis des
Krankheitsbildes, und darauf aufbauend fiir die Entwicklung maBgeschneiderter Pri-

ventions- und Therapieansitze, Bedeutung gewinnen konnten.

Im ersten Teil dieser Arbeit wird auf zwei Studien eingegangen, die mittels einer
LCA versuchten, Atopie im Vorschulter zu phénotypisieren. Atopie ist eine iiberstei-
gerte IgE-vermittelte Immunantwort und atopisches Asthma im Kindesalter eine der
hiufigsten Erkrankungen mit hoher Krankheitslast, trotzdem bleibt die Wechselbezie-
hung beider Phanomene unklar, moglicherweise, weil beide Zustidnde aus einer Vielzahl

von individuellen Pathologien mit komplexen Interferenzen resultieren kdnnen.

Die Integration der Dimensionen Stirke, Spezifitit, und Verlauf atopischer Sensibi-
lisierung erbrachte in vier unabhingigen Populationen quantitativ und qualitativ ver-
gleichbare, genuine Klassen. In Bezug auf das Risiko damit assoziierter allergischer Er-
krankungen waren dies gutartige, symptomatische und schwere Atopie-Phédnotypen, die
auch eine spezifischere Risiko-Stratifikation als klinisch etablierte Einteilungen zeigten.

Der schwere Phinotyp (,,severe atopy*) trat als latenter Zustand mit Anzeichen einer
dysbalancierten Immunantwort hervor. Das sehr hohe Risiko fiir Asthma und weitere
atopische Erkrankungen wurde vermittelt durch tiberméBige sIgE-Produktion und sehr
hohe Gesamt- und spezifische IgE-Werte im Alter von 5 bzw. 6 Jahren, insbesondere
auf saisonale Allergene. Zudem erklirte dieser Phinotyp direkt, und nicht das mit die-

sem stark assoziierte Asthma, die eingeschriankte Lungenfunktion betroffener Kinder.

Als anfillig fiir Umweltfaktoren erwies sich der inhalativ-symptomatische Phéno-
typ, dessen GroBe mitbestimmend fiir unterschiedliche Privalenzen atopischer Erkran-
kungen in ungleich entwickelten Landern war. Die differentiellen Assoziationen der la-
tenten Klassen mit atopischen Erkrankungen und genetischer T1D-Anfélligkeit konnten
auf unterschiedliche immunologische Mechanismen hinweisen, die die verschiedenen

Formen der Atopie mit Allergie und Autoimmunitét verbinden.

Mogliche Ansétze in Richtung Fritherkennung und Therapie konnten dabei etwa ein
frithes Screening des inkrementellen IgE-Anstieges, als auch den frithen gezielten und
spezifischen Einsatz von Anti-IgE-Therapien umfassen.
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Im zweiten Teil dieser Arbeit wird eine Studie vorgestellt, in der wir durch die sys-
tematische Beurteilung der Fiitterungsmuster im ersten Lebensjahr mittels einer LCA
eine Konstellation von iibermifigem Fleischkonsum auf Kosten anderer Proteinquellen
(,,unbalanced meat consumption“/UMC) in zwei unabhidngigen Geburtskohorten ent-
deckten, die durch ein wesentlich erhohtes Asthmarisiko im Schulalter gekennzeichnet

war und sich auch auf objektive Lungenfunktionsparameter auswirkte.

Mit Hilfe von Mikrobiomanalysen identifizierten wir den bakteriellen Eisenstoft-
wechsel als wahrscheinlichen Faktor fiir das gesundheitsschidliche Phanomen. Das Zu-
sammenspiel zwischen aus der Nahrung zugefiihrtem Eisen und {ibermafigem Wachs-
tum potenziell nachteiliger Bakterien auf der einen Seite und Abwehrmechanismen, die
moglicherweise durch aus dem Nahrungsmittel Milch gewonnene Proteine auf der an-
deren Seite unterstiitzt werden, konnte die nachgewiesene Wechselwirkung von Fleisch-
und Milchaufnahme (UMC) fiir das Asthmarisiko erklaren. Somit liefert diese Studie
neue Denk- und Forschungsansitze fiir die das menschliche Mikrobiom miteinbezie-
hende Erndhrungswissenschaft.

Zusammengenommen haben wir in zwei Studien den Ansatz der latenten Klassen-
analyse verwendet, um unvoreingenommen die komplexen, latenten Phdnomene ,,Ato-
pie im Vorschulalter* und ,,Stile der Nahrungsmitteleinfithrung im ersten Lebensjahr
zu analysieren. Die so mogliche Integration verschiedener Dimensionen dieser Kon-
strukte unter Einbeziehung moglicher Interaktionen héherer Ordnung erbrachte jeweils
genuine Muster bzw. Phédnotypen aus dem immunologischen und erndhrungswissen-
schaftlichen Gebiet, die von hoher klinischer und gesundheitswissenschaftlicher Be-
deutsamkeit fiir Asthma und andere atopische Erkrankungen sind.
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S5 Abstract (Englisch)

Latent class analysis (LCA) is a statistical, data-driven exploratory cluster method for
the integrative examination of complex, latent phenomena behind measurable variables
and implies various advantages over hypothesis-driven subgroup analyses. Thus, in the
field of asthma and allergy research, it is predestined to determine new or more precise
(exposure) patterns or clinically relevant phenotypes beyond established taxonomies.
These could gain importance in medical practice and in the public health context for a
deeper etiological understanding of the clinical picture, and based on this for the devel-

opment of tailor-made prevention and therapeutic approaches.

The first part of this thesis deals with two studies that tried to constitute atopy phe-
notypes in preschool age by means of an LCA. Atopy is an exaggerated [gE-mediated
immune response and atopic childhood asthma is one of the most common diseases with
a high disease burden. Nonetheless, the interrelationship of the two phenomena remains
unclear, possibly because both conditions can result from a variety of individual pathol-

ogies with complex interference.

The integration of the dimensions strength, specificity, and course of atopic sensiti-
zation yielded quantitatively and qualitatively comparable, genuine classes in four inde-
pendent populations. In terms of the risk of associated allergic diseases, these were be-
nign, symptomatic and severe atopy phenotypes, which also showed a more specific risk
stratification than clinically established classifications.

The severe phenotype ("severe atopy") emerged as a latent condition with signs of a
dysbalanced immune response. The very high risk of asthma and other atopic diseases
was mediated by excessive sIgE production and very high total and specific IgE levels
at preschool age, especially for seasonal allergens. In addition, this phenotype directly,
and not the asthma strongly associated with it, explained the impaired lung function of
affected children.

The size of the symptomatic phenotype including inhalant allergens proved to be
susceptible to environmental factors and determined different prevalences of atopic dis-
eases in unequally developed countries. The distinctive relations of the latent classes
with atopic conditions and genetic predisposition to T1D may imply different immuno-
logical mechanisms that link the different expressions of atopy to allergic and autoim-
mune entities (19, 20).

Possible approaches in the direction of early detection and therapy could include,
for example, an early screening of the incremental IgE increase, as well as the early

targeted and specific use of anti-IgE therapies.
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In the second part of this scientific work we present a study in which, by systemati-
cally evaluating solid food introduction styles in the first year of life by means of a LCA,
we unraveled the hitherto unknown phenomenon of "unbalanced meat consump-
tion/UMC” 1n two independent birth cohorts. Children fed this way obtained their die-
tary iron by daily meat intake, but not by other protein sources like milk and yogurt.
They developed respiratory limitations like asthma and restricted lung function at school
age with a much higher probability as compared to children with an even consumption
of these foods.

Immersing into the microbiome, we found an accretion of conceivably unfavourable
bacteria prodding to iron metabolism beeing involved in this health disorder. Dietary
milk-derived proteins might prevent that in the sense of an interactive counterplay, get
together explaining biologically “UMC”. Thus, this study provides new intellectual and
scientific approaches for nutritional research involving the human microbiome (48).

Taken together, in two studies, we used the latent class analysis approach to analyze
the complex, latent phenomena of "atopy in preschool age" and "styles of solid food
introduction in the first year of life" in an unbiased way. The possibility to integrate
different dimensions of these constructs, including potential interactions of higher order,
yielded genuine patterns or phenotypes from the fields of immunological and nutritional
science, which are of high clinical and public health importance for a deeper understand-
ing of asthma and other atopic diseases.
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