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1 Einleitung

1.1 Bedeutung allergischer Erkrankungen in der Bevdlkerung

Eine besorgniserregende Entwicklung des Gesundheitszustandes der Bevolkerung zeigt sich
in der steigenden Inzidenz allergischer Erkrankungen und Erkrankungen des atopischen
Formenkreises besonders im Kindesalter [1, 2]. Die weit verbreitetsten Vertreter dieses
Formenkreises sind die allergische Rhinokonjunktivitis (Heuschnupfen), allergisches Asthma
bronchiale, atopisches Ekzem (Neurodermitis, atopische Dermatitis), Lebensmittelallergien
und Medikamentenallergien. Die Ausbildung einer Allergie ist jedoch auf nahezu jedes Antigen
moglich, womit der Krankheitskomplex eine Vielzahl von Auspragungen annehmen kann.

Die aktuelle Inzidenz in der Bevdlkerung wird sehr variabel angegeben. Es kann von einer
Inzidenz um 25% bei mindestens einer Allergie ausgegangen werden. Weitere 25% der
Bevdlkerung weisen eine Sensibilisierung gegen mindestens ein Antigen auf, ohne an
allergischen Symptomen zu leiden [3]. In diesen Personen ist somit auch der Grundstein fur
die Entwicklung einer symptomatischen Allergie gelegt [4].

Obwohl die Daten der KiGGS-Studie des Gesundheitsmonitorings im Kindesalter durch das
Robert-Koch-Institut in Deutschland nach einem pl6tzlichen Anstieg in der zweiten Hélfte des
20. Jahrhunderts in den Jahren 2000 bis 2018 eine stagnierende Pravalenz nahelegen, darf
der soziodkonomische und personliche Einfluss von allergischen Erkrankungen nicht
unterschéatzt werden. Es zeigt sich weiterhin eine Lebenszeitpravalenz der Kinder von 23,7%
an einer Erkrankung des atopischen Formenkreises zu leiden. Damit ist mehr als jedes flinfte
Kind von allergischem Asthma bronchiale, allergischer Rhinokonjunktivitis oder atopischem
Ekzem betroffen [4]. Hinzu kommt die steigende Pravalenz der Lebensmittelallergien auf bis

zu 10%, deren Beginn meist ins Kindesalter fallt [5].

Durch das erhghte Auftreten in der Bevoélkerung konnte ein massiver Anstieg an
Hospitalisierungen aufgrund einer Anaphylaxie verzeichnet werden. Daten aus Grol3britannien
zeigen in den Jahren 1998 bis 2012 diesen rapiden Anstieg von 137% unter Kindern bis 14
Jahren. In den westlichen Landern ist dieser Trend als anhaltend eingestuft [6, 7]. Nach wie
vor ist die Maximalvariante als anaphylaktischer Schock ein potenziell letales Ereignis. Im
Kindesalter zeigen sich Lebensmittelallergien und dabei besonders Erd- oder Walnuss-
Allergien als haufigster Ausloser fir fatale allergische Reaktionen [7].

Die Ursachen dieser Entwicklung scheinen vielfaltig zu sein. Neben verdnderten

Lebensumstanden wie der auch Klimawandel sowie genetische Pradisposition werden die



unterschiedlichsten Einflisse vor und waéhrend der Schwangerschaft sowie beim
Heranwachsen als atiologisch diskutiert.

Wir sind immer noch dabei zu verstehen, wie es immunologisch zu allergischen Reaktionen
bis hin zum anaphylaktischen Schock kommt und wo wir eingreifen kénnen, um dies zu
verhindern. Bisher ist eine suffiziente Pravention oder Vorhersage der personlichen
Krankheitsgeschichte nicht méglich. Trotz vieler Behandlungsanséatze kann eine allergische

Erkrankung bisher nicht als heilbar eingestuft werden.

Diese Arbeit widmet sich den Proteinauspragungen im Blut von Neugeborenen und deren

potenziellen Zusammenhang mit allergischen Erkrankungen.

1.2 Uberempfindlichkeitsreaktionen

1.2.1 Definition: Allergie — allergische Reaktion

Im Gegensatz zur weit verbreiteten Meinung, einhergehend mit dem falschlichen Gebrauch
des Wortes ,Allergie“, entspricht nicht jede Uberempfindlichkeitsreaktion dem
Pathomechanismus einer allergischen Reaktion, wenn auch jede Allergie eine
Uberempfindlichkeitsreaktion darstellt. Grundsatzlich lasst sich zwischen immunologischen
und nicht immunologischen Uberempfindlichkeitsreaktionen unterscheiden. Allergien gehoéren
genau wie Autoimmunerkrankungen zu den immunologischen Uberempfindlichkeits-
reaktionen. Zu unterscheiden ist hierbei die Art des Antigens. Anders als bei Autoimmunitéat
wird bei einer allergischen Reaktion nicht ein kdrpereigenes Merkmal vom Immunsystem als
schadlich registriert, sondern die immunologische Reaktion des Organismus auf extrinsische
Antigene ohne eigenen Krankheitswert gelenkt. Der Krankheitswert der Allergie entsteht also
nicht durch die Schéadlichkeit des Allergens selbst, sondern durch die Fehlregulation des
Immunsystems.

So versteht man unter einer Allergie eine ,verstérkte, spezifische Abwehrreaktion gegentiber
an sich harmlosen Substanzen im Sinne einer krank machenden Uberempfindlichkeit” [8].
Dieses kann sich durch verschiedenste Symptome in potenziell jedem Organ manifestieren.
Die bekanntesten Formen sind hierbei die allergische Rhinokonjunktivitis, allergisches Asthma
bronchiale, Urtikaria, Kontaktdermatitis oder atopisches Ekzem (Neurodermitis, atopische
Dermatitis) sowie die verschiedensten Auspragungen von Arzneimittel- und
Lebensmittelallergien.

Durch die fehlgerichtete Aktivierung des Immunsystems wird bei standiger Allergenexposition
eine chronische Entziindungsreaktion am jeweiligen Ort des Geschehens ausgeldst. So kann

beispielsweise eine Lebensmittelallergie den Darm schadigen, wohingegen eine Allergie auf

2



inhalative Allergene die Bronchen und das Lungengewebe belastet. Bei anhaltender
Exposition findet durch dauerhafte Entzindung ein Umbauprozess, genannt ,Remodeling®,
statt [8]. Hierbei wird gesundes und funktionsfahiges Gewebe durch Narbengewebe in Form
von extrazellularer Matrix ersetzt. Dieses fuhrt zu einer Beeintrdchtigung der natirlichen
Funktion der betroffenen Organe mit gravierenden Folgen. Dieser Umbauprozess ist aktuell

auch bei konsequenter Therapie irreversibel [9].

1.2.2 Anaphylaxie und anaphylaktischer Schock

Die Anaphylaxie bildet die maximale Reaktion des Kdrpers bei einer Allergie des Soforttypen
ab. Hierbei handelt es sich um ein ,plétzlich auftretendes und schwer verlaufendes
Krankheitshild nach Kontakt mit einer auslésenden Substanz (z.B. Allergen). Als akute
systemische Reaktion kann sie ein oder mehrere Organsysteme erfassen und
dementsprechend je nach Schweregrad mit unterschiedlichen Symptomen einhergehen® [10].
Klassischerweise beinhalten diese Symptome die des respiratorischen, gastrointestinalen,
kardialen und dermatologischen Formenkreises wie Atemnot, Ubelkeit, Erbrechen, Diarrhoe,
Tachykardie, Urtikaria und weiteres. Die Anaphylaxie kann in einen anaphylaktischen Schock
munden, der, wenn auch selten, letal enden kann [11]. Die Diagnosefindung erfolgt
hauptséachlich klinisch anhand der Symptomatik und der Krankheitsgeschichte [12]. Sie lasst
sich anhand der Klinik in verschiedene Stadien einteilen.

Schweregradskala zur Klassifizierung anaphylaktischer Reaktionen

Haut- und subjek- Abdomen Respirations- Herz-Kreislauf
tive Allgemein- trakt
symptome

| Juckreiz - - -
Flush
Urtikaria
Angiobdem

1l Juckreiz Nausea Rhinorrho Tachykardie
Flush Krampfe Heiserkeit (Anstieg >20/min)
Urtikaria Erbrechen Dyspnoe Hypotension
Angioddem (Abfall >20 mmHg

systalisch)
Arrhythmie

1] Juckreiz Erbrechen Larynxédem Schock
Flush Defakation Bronchospasmus
Urtikaria Zyanose
Angioddem

v Juckreiz Erbrechen Atemstillstand Kreislaufstillstand
Flush Defékation
Urtikaria
Angiotdem

* Die Klassifizierung erfolgt nach den schwersten aufgetretenen Symptomen (kein Symptom ist obligatorisch).

Abbildung 1 Einteilung der Anaphylaxie nach Ring anhand der klinischen Symptomatik
(Quelle: Leitlinie_Anaphylaxie_2014.pdf (gpau.de))



Als Behandlung steht bis heute nur eine Symptomkontrolle zur Verfigung, die meist durch die
Gabe von verschiedenen Medikamenten erreicht werden kann. In seltenen Féllen werden
intensivmedizinische Malinahmen wie eine kunstliche Beatmung oder eine Koniotomie
(Luftréhrenschnitt) nétig. Je nach Auspréagung der Symptomatik unterscheidet sich die
Darreichungsform und Menge der Medikation. Bei respiratorischen Symptomen sollte immer
eine invasive Gabe von einem Antihistaminikum, Adrenalin und Kortikosteroid verabreicht
werden. Im Falle einer bekannten Anaphylaxie werden Patient und Eltern dazu angehalten,
Notfallmedikamente bei sich zu tragen [13]. Dies umfasst neben oral applizierbaren
Medikamenten auch einen Autoinjektor zur muskuléaren Selbst- oder Fremdapplikation. Falls
moglich bietet sich eine spezifische Immuntherapie an.

Der haufigste Ausléser der Anaphylaxie im Kindesalter ist die Lebensmittelallergie.
Beispielhaft analysierte eine australische Studie mit knapp 500 Teilnehmenden innerhalb einer
Periode von funf Jahren die Einlieferungen in die padiatrische Notaufnahme. Mit bis zu 53%
standen Lebensmittelallergien ungeschlagen an erster Stelle. Davon war ein signifikant hoher
Anteil von Nissen (z.B. Erdnuss 18% und Cashew 19%) als Allergen induziert [14]. In bis zu
20% der Falle ist eine eindeutige ldentifikation des Triggers nicht mdglich [6]. Diese Falle
werden als idiopathische Anaphylaxie bezeichnet. Die fehlende Ausléseridentifikation
erschwert eine adaquate Sekundarpréavention durch Allergenkarenz erheblich, was die
Lebensqualitdt durch stdndige Angst vor einer erneuten Anaphylaxie auf3erordentlich
beeinflusst [15].

1.2.3 Pseudoallergie

Besonders bei Uberempfindlichkeitsreaktionen auf Medikamente findet die Freisetzung der
Entziindungsmediatoren auch ohne immunologische Mechanismen statt. Der
Symptomkomplex gleicht dem der immunologisch induzierten Uberempfindlichkeitsreaktion
durch die gemeinsame Endstrecke, ist aber durch den veréanderten Pathomechanismus klar
von einer Allergie abzugrenzen. In den letzten Jahren hat sich in diesem Fall der Begriff der
Pseudoallergie und bei lebensbedrohlicher Maximalausprdgung auch Pseudoanaphylaxie
etabliert [16]. Auch die akute Behandlung gleicht der der allergischen Erkrankungen
weitestgehend. Dennoch ist der primare Ausloser der Uberempfindlichkeitsreaktion nicht ein

immunologisches Geschehen, sondern das Medikament selbst.

1.2.4 Allergieformen

Allergische Erkrankungen lassen sich auf verschiede Weise einteilen. Neben der Einteilung
nach Symptomen, betroffenen Organsystemen, zeitlichem Verlauf oder Allergenen hat sich
vor allem die Klassifikation anhand der Pathophysiologie durchgesetzt. Keine dieser

Einteilungen bildet das Geschehen vollstandig ab. Entgegen friherer Meinung ist ein Antigen
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in der Lage, mehrere Mechanismen der Hypersensitivitdt und damit auch unterschiedliche
Symptomkomplexe auszulésen. Andersherum konnen demselben Symptomkomplex
unterschiedliche Mechanismen zugrunde liegen, die auch parallel stattfinden kénnen.
Trotzdem wird die Einteilung der Uberempfindlichkeitsreaktionen nach Coombs und Gell
weiterhin als Orientierung genutzt [16]. Durch neuere wissenschaftliche Erkenntnisse ist die
Erweiterung nach Ring entstanden [17]. Auch diese Einteilung lasst sich durch genauere
Beschreibung des immunologischen Geschehens weiter unterteilen, sodass weitere
Untergruppen entstehen. Die Einteilung nach Coombs und Gell ist auf alle immunologischen
Uberempfindlichkeitsreaktionen anwendbar, so auch auf Autoimmunerkrankungen, auf die
nicht weiter eingegangen werden soll. Zu einer Einteilung der Allergien wird dabei als Antigen

ein Allergen angenommen.

Typen der Allergie

granulomatos/

stimulierend,

| neutralisierend
v :

I 11
Soforttyp verzogert
Th2 Thi
IgE zytotoxisch Immun- zellular
komplexe
IgG

Abbildung 2 Klassifikation der Allergien nach Coombs und Gell, modifiziert durch Ring
(Quelle: Thieme E-Books & E-Journals (thieme-connect.de))

Die Allergieformen 1, 1l und Ill haben einen antikbrperabhangigen Pathomechanismus,
wohingegen 1V, V und VI eine antikbrperunabhéngige Kaskade abbilden. Es benétigt eine
vorangegangene Sensibilisierung, die aul3er bei der Allergie vom Soforttyp auch bei der akuten
Exposition innerhalb von Stunden bis Tagen auftreten kann. Die Allergietypen unterscheiden
sich sowohl in der Art der Symptome als auch in ihrer Latenzzeit. Wie der Name schon
vermuten lasst, ist die Allergie vom Soforttyp (Typ I) mit einer Latenz von Sekunden bis
Minuten die schnellste und gefahrlichste Form und kann potenziell in einer Anaphylaxie bis hin

zum anaphylaktischen Schock minden.



1.3 Entstehung der allergischen Erkrankungen

1.3.1 Das Immunsystem im Uberblick

Im menschlichen Immunsystem wird das angeborene vom adaptiven Immunsystem
unterschieden. Beide Teile spielen bei der Entstehung von allergischen Erkrankungen je nach
Allergietyp eine wichtige Rolle.

Das angeborene Immunsystem wird auch als unspezifisches Immunsystem bezeichnet.
Hierzu gehdren alle nicht an ein Antigen angepassten Abwehrfunktionen, die eine Reaktion im
kurzen zeitlichen Intervall erméglichen. Es beginnt bei physikalischen, chemischen und
biologischen Mechanismen wie der Barrierefunktion von Haut, Schleimhaut oder Magenséaure,
geht Uber zellulare Mechanismen bis hin zum humoralen Abwehrsystem. Zu dem zellularen
Abwehrsystem gehoren Zellen, die auch ohne Sensibilisierung auf ein Antigen reagieren
kénnen wie natlrliche Killerzellen (NK-Zellen), Monozyten/Makrophagen, Granulozyten,
Mastzellen, zytotoxische T-Zellen und dendritische Zellen. Die humorale Antwort beinhaltet
das Komplementsystem, akut-Phase-Proteine, verschiedene Entziindungsmediatoren wie
Interferone und Tumor-Nekrosefaktor a (TNFa) sowie weitere.

Das angeborene Immunsystem ist in der Lage, Zellen des adaptiven Immunsystems zu

rekrutieren.
Immunsystem
nicht-adaptive adaptiv
(schnelle Immunantwort) (langsame Immunantwort)
LT WVerbindungs-
ety ) zellen*
. '.._ o ' = T-Zellen B-Zellen
Haut basophile esinophile neutrophile Gy ‘
Granulozyten — ‘ — .

NK-Zellen
Tu-Zellen Plasmazellen

Makrophagen

Vv
-
N.

Komplementsystem

sosne SR A4
T 8 N -é n

Antikbrper

Lysozym

Zytokine
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]
\ ~N
\ )
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/// humorale Komponente

humorale Komponente V‘\

Aktivierung via Igk

Abbildung 3 Die Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems
Quelle: Angeborene und adaptive Immunantwort: Uberblick - via medici: leichter lernen - mehr verstehen (thieme.de)

Das adaptive Immunsystem wird ebenso als spezifisches oder erworbenes Immunsystem
bezeichnet. Es unterliegt einer standigen Reifung und Modulierung durch Anpassung an neue

Antigene. Zentrale Rolle spielen hierbei die antigenspezifischen Immunzellen, die bei
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Antigenkontakt (meist durch das angeborenen Immunsystem) mit Hilfe von
antigenprasentierenden Zellen (dendritische Zellen, B-Zellen) eine hochspezifische
Immunreaktion durch Antikérper (IgM, 119G, IgE, IgA, IgD) und zellstandige Rezeptoren
ausbilden. Hierzu gehdren B-Zellen (aktiviert als Plasmazelle) sowie T-Zellen als
Gedachtniszellen/T-Helfer-Zellen (TH1- und TH2-Zellen). Auch das adaptive Immunsystem

kann Zellen des angeborenen Immunsystems rekrutieren.

1.3.2 Pathophysiologie der allergischen Reaktionen

Durch die verschiedenen Mechanismen hinter der Allergieentstehung werden die
entscheidenden Rollen jeweils den unterschiedlichen Bereichen des Immunsystems
zugeschrieben. Gemein haben sie alle, dass eine Fehlregulation des Immunsystems das
zentrale Problem darstellt und die Symptomatik durch die eingeleitete Entziindungsreaktion
entsteht [18, 19].

Unter der Allergie des Typ | versteht man die Allergie vom Soforttyp. Hierbei kommt es bei
Antigenkontakt zu einer Aufnahme des Antigens durch eine antigenprasentierende Zelle z.B.
einer B-Zelle, welche Gber MHC-Moleklle Fragmente des Antigens den T-Zellen prasentiert.
Daraufhin kommt es zu einer Aktivierung der TH2-Zellen (CD4+), welche Uber Interleukine (IL-
4, IL-5, IL-13) eine Antikdrperproduktion in den B-Zellen ausldsen sowie eine Reifung von
eosinophilen Granulozyten induzieren. Aul3erdem entsteht Immunglobulin E (IgE) aus den
Plasmazellen (aktivierte B-Zellen). Dieses IgE bindet an spezifische Oberflachenantigene von
Mastzellen und eosinophilen Granulozyten. Bei erneutem Antigenkontakt bindet dieses
Antigen gemeinsam mit zwei weiteren IgE-Antikdrpern beim sogenannten ,bridging“ an die
membranstandigen IgE-Antikérper auf den sensibilisierten Zellen und sorgen fir eine
Freisetzung von Entziindungsmediatoren (Histamine, Leukotriene, Prostaglandine etc.) Uber
Degranulation und Zellaktivierung. Auch das allergische Asthma bronchiale hat diesen
Pathomechanismus als Grundlage.

Bei der Allergie des Typ Il, auch Allergie des zytotoxischen Typs genannt, kommt es ebenfalls
zu einer Antikoérperproduktion, diesmal in Form von Immunglobulin G (IgG). Durch die
Mdglichkeit ihrer direkten Aktivierung des Komplementsystems oder der natirlichen
Killerzellen (NK-Zellen) gehdren sie zu den zytotoxischen Antikdrpern. Nach vorangegangener
Sensibilisierung binden hauptséchlich die freien IgG-Antikdrper an das Antigen, womit sie die
Kaskade in Gang setzen. Es kommt durch das Sezernieren von Perforin und Granzymen durch
die NK-Zellen oder die Opsonierung sowie Porenbildung durch das Komplementsystem zur
Zelllyse und Apoptose der antigentragenden Zellen. All dies fuhrt zu einer
Entzindungsreaktion.

Auch die Allergie Typ lll, die des Immunkomplex-Typs, gehdrt zu den antikdrperabhangigen
Allergien. Hierbei werden durch eine antigenvermittelte Sensibilisierung von Plasmazellen

Immunglobuline der Klasse G und M (IgG, IgM) sezerniert. Diese bilden dann bei
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Antigenkontakt einen Antikdrper-Antigen-Komplex, welcher sich im Gewebe ablagert. Eine
Aktivierung des Immunsystems in Form einer Komplementsystem-Aktivierung und einer
Infiltration und Aktivierung von neutrophilen Granulozyten sorgt dabei zusammen mit
Entzindungsmediatoren fur eine Entziindungsreaktion im Gewebe.

Bei der Allergie Typ IV handelt es sich um eine Allergie des T-Zell vermittelten Spattyps.
Hierbei wird das Antigen in Langerhans-Zellen (dendritische Zellen) aufgenommen, welche in
lymphatisches Gewebe migrieren. Dort findet die Ausreifung und Bildung von Antigen-
spezifischen zytotoxischen T-Lymphozyten (CD8+), auch T-Zellen genannt, statt. Als T-
Gedachtniszellen verbleiben diese im Korper und werden durch eine erneute Antigen-
exposition zur Vermehrung angeregt. Die gebildeten spezifischen T-Zellen binden mit ihrem
T-Zell-Rezeptor an Antigenfragmente auf MHC-Molekulen, die durch Zellen auf deren
Oberflache prasentiert werden. Dabei wird eine zytotoxische Reaktion ausgel6st und sorgt mit
der Freisetzung proinflammatorischer Zytokine fir eine Entztindungsreaktion.

Zu weiteren Allergie-Typen z&hlen die Allergie mit granulomatdsen Reaktionen (Typ V) wie
das Injektionsgranulom sowie die ,stimulierende* (,neutralisierende*) Uberempfindlichkeit (Typ
VI) wie die chronische Autoimmun-Urtikaria. Diese Arten bilden sich nur in seltenen Fallen aus,
sodass nicht weiter darauf eingegangen werden soll.

1.3.3 Pradisposition und Prévention

Die Genese allergischer Erkrankungen muss als multifaktoriell bezeichnet werden. In den
vergangenen Jahrzehnten konnten sowohl pradisponierende als auch praventive Faktoren
ermittelt werden, wenn auch die Pathophysiologie dahinter bis heute nicht abschlieRend

aufgedeckt werden konnte.

Genetische Pradisposition

Eine genetische Komponente der Entstehung von allergischen Erkrankungen zeigt sich
deutlich in einer familiaren Haufung. Das Hauptaugenmerk liegt dabei auf der Atopie sowie
allergischem Asthma bronchiale. Unter Atopie versteht man die Bereitschaft eines Korpers,
auf potenzielle Allergene mit Erkrankungen wie allergisches Asthma bronchiale, atopisches
Ekzem (Neurodermitis) oder allergische Rhinokonjunktivitis anhand einer Allergie vom
Soforttyp zu reagieren. Dies geschieht auf genetischer Grundlage, kann aber durch
verschiedenste Einflisse sowohl positiv als auch negativ beeinflusst werden. Es liel3en sich
vielfach Genloki nachweisen, die einen Zusammenhang mit diesen Erkrankungen aufweisen.
Von besonderer Bedeutung sind hierbei eine Vielzahl von SNPs (Single-Nukleotide
Polymorphism). Als erster seiner Art wurde in den 1990er Jahren der Genlokus 11q13 mit der
Atopie in Zusammenhang gebracht, wobei als ursachlich die Beeinflussung der 3-Kette des

hochaffinen IgE-Rezeptors (FceRIR) angenommen wurde [20]. Genetische Polymorphismen



dieser Art wurden in den vergangenen Jahren zuhauf fur die Entstehung von Allergien, Atopie
und Asthma bronchiale mitverantwortlich gemacht [21, 22].

Die aktuell bekannten genetischen Veranderungen finden sich weitestgehend in kodierenden
Regionen oder Promotor-Regionen des Erbmaterials flr das angeborene und adaptive
Immunsystem [23]. Sie beeinflussen damit die kérpereigene immunologische Reagibilitat und
Toleranz [24, 25].

Umweltfaktoren

Umwelteinflisse spielen gerade im Kindesalter, in dem es zur Reifung besonders des
adaptiven Immunsystems kommt, eine entscheidende Rolle in Bezug auf die Entstehung und
den Ausbruch einer allergischen Erkrankung.

Bereits wahrend der Schwangerschaft findet durch die Verbindung des Kindes zum
Blutkreislauf der Mutter eine Pragung durch Umwelteinfliisse statt. Durch ,Imprinting“, was die
Modulation des genetischen Materials durch Methylierung und damit eine Beeinflussung der
Gentranskription bedeutet, ist das Phanomen in Bezug auf andere Erkrankungen wie z.B.
Adipositas bereits gut bekannt. So sorgt eine fetale Unterversorgung mit Nahrstoffen wahrend
der Schwangerschaft durch verminderte oder einseitige Aufnahme der Mutter fur eine
gesteigerte Lebenszeitpravalenz an Adipositas unter deren Kindern [24, 25]. Es liegt nahe,
dass solche Effekte auch Konsequenzen auf die Allergogenese im Kindeskérper haben

kdnnten.

Ab dem Zeitpunkt der Geburt sind ebenfalls zahlreiche pradisponierende Umweltfaktoren
bekannt. So konnte gezeigt werden, dass Kinder abhangig von ihrem Geburtsmodus ein
unterschiedlich hohes Risiko aufweisen, im Kindesalter an allergischen Erkrankungen zu
leiden. Unter Kindern, die per Sectio Caesarea auf die Welt gekommen sind, ergibt sich eine
erhohte Inzidenz im Vergleich zu Kindern, die den natirlichen Geburtskanal passiert haben
[26]. Dessen Keimbesiedlung inklusive der Fakalkeime scheint hier eine entscheidende Rolle
zu spielen. Spannenderweise erhdht eine vorherige antibiotische Therapie der Mutter wéhrend
des letzten Trimenons trotz vaginaler Geburt das Risiko des Kindes, an einer allergischen
Erkrankung zu leiden, ebenfalls. Dies kdnnte mit einer Verschiebung der Keimbesiedlung zu
erklaren sein, besonders da kein ahnlicher Effekt einer Antibiose auf per Kaiserschnitt

geborene Kinder nachgewiesen werden konnte [27].

Das Sammelsurium von pradisponierenden Faktoren kann tiber die gesamte Kindheit Einfluss
nehmen. So erhdht Adipositas, ebenso wie eine Exposition gegeniber inhalativen Antigenen
wie Nikotin, Schimmelpilzen oder weiteren Luftschadstoffen (Autoabgase, Ozon etc.) das

Risiko fur eine allergische Erkrankung [28-31]. Zahlreiche weitere Faktoren werden diskutiert,



weshalb durch neue wissenschaftliche Erkenntnisse die Praventionsleitlinien regelméRigen
Aktualisierungen unterzogen werden.

Neben pradisponierenden Faktoren konnte ebenso eine Vielzahl an protektiven Faktoren
identifiziert werden. So stellt die ,Hygiene-Hypothese® dar, dass eine friihe und haufige
Exposition gegeniber potenziellen Allergenen wie Mikroben, Viren und Bakterien einen
protektiven Faktor gegentber der Entstehung einer allergischen Erkrankung aufweist [32].
Durch den gestiegenen Hygienestandard ist das Gleichgewicht zwischen TH1- und TH2-Zell-
getriggerten Immunantworten zugunsten der TH2-Zell-getriggerten Immunantwort verschoben
worden. Hierdurch findet eine Erhéhung des messbaren IgE-Spiegels im Korper statt, was das
allergische Potential ansteigen lasst [33]. Es zeigt sich also, dass Kinder aus landlichen
Gegenden weniger Allergien aufweisen als eine vergleichbare Gruppe aus dem stadtischen
Umfeld. Auch die Anzahl der im Haushalt lebenden Personen und damit die Erregervielfalt
durch Geschwisterkontakt spielet in diesen Effekt mit hinein. Aus abnehmender
FamiliengroBe, dem daraus resultierendem geringeren Antigenkontakt bei hdherem
Hygienestandard und geringerem interindividuellen Kontakt resultiert ein Anstieg an
Erkrankungen des allergischen Formenkreises [32].

An Bedeutung gewonnen hat zusatzlich das Konzept der ,Biodiversitats-Hypothese®. Diese
besagt, dass der Verlust von Biodiversitat einen Verlust von immunmodulatorischen
Mechanismen mit sich bringt, der in einer fehlenden Induktion und Regulation der T-
Helferzellen eine verringerte Induktion der immunologischen Toleranz mit sich bringt [34]. Es
spielen alle Allergene von Lebensmitteln Uber Tiere, Bakterien, Viren bis hin zu Pflanzen
gleichermal3en eine wichtige Rolle. Ebenso wird die Vielfalt des gastrointestinalen Mikrobioms
durch die abnehmende Biodiversitat verringert, was zu einem Verlust der immunologischen
Toleranz fuhrt [34].

Beide Hypothesen betonen die elementare Bedeutung eines frihen immunologischen
Trainings, das Uber Jahrtausende durch die anhaltende Anwesenheit von Saprophyten,
Mikroben und Helminthen die immunologische Reaktion herunterdrosselte, um so
Gewebeschaden zu vermeiden. Diese regulierenden Kreislaufe entfallen oder verschieben
sich durch erhdhte Hygienestandards des Lebensmittelanbaus, der Lebensmittelzubereitung
sowie eine Verlagerung des Lebensmittelpunktes von landlichen zu urbanen Gegenden mit all
den Folgen eines industrialisierten und zivilisierten Lebens und der daraus verringerten
Diversitat [35].

In der Praventionsempfehlung zur Vermeidung von allergischen Erkrankungen werden
verschiedene Empfehlungen zum Heranwachsen der Kinder angegeben. So wird zur
Vermeidung einer Lebensmittelallergie eine rasche Einfiihrung oraler Antigene inklusive
Gluten in Form von Breinahrung im vierten bis sechsten Monat empfohlen. Auch eine

Einfuhrung starker potenzieller Antigene wie Nisse (nicht in Ganzen aufgrund der
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Aspirationsgefahr) im frihen Kindesalter ist zur Toleranzentwicklung erwunscht. Stillen der
Neugeborenen fir 6 Monate bildet ebenfalls einen protektiven Faktor ab. Durch regelméRiges
Sichten des wissenschaftlichen Fortschrittes findet eine standige Anpassung der

Praventionsempfehlungen, welche noch weitere Punkte beinhaltet, statt [28].

1.4 Diagnostik allergischer Erkrankungen

Die Diagnostik allergischer Erkrankungen beinhaltet unterschiedliche Ansatzpunkte, die nur in
der Zusammenschau eine abschlieRende Diagnose ermoglichen. Dies bedarf einer
ausfiihrlichen Anamnese, einer kérperlichen Untersuchung, Blutuntersuchungen, Hauttests
(kuntane und epikutane Tests) sowie Provokationstests (auf die betroffenen Organe bezogen).

Voraussetzung fur die Diagnose einer Allergie ist eine immunologische Sensibilisierung. Fehlt
diese, kann nicht von einem allergischen Geschehen im klassischen Sinne gesprochen
werden [8]. Dagegen kann die Diagnose einer Allergie trotz nachgewiesener Sensibilisierung
nur beim Vorliegen von Symptomen gestellt werden. Genaue Werte, an denen die Diagnose
(z.B. im Blut) unabhéngig vom klinischen Befind der Betroffenen festgemacht werden kann,
sind bisher nicht bekannt. Dennoch ist eine Blutuntersuchung meist unerlasslich, bei der das
Gesamt-IgE sowie spezifische Antikorper bestimmt werden kdnnen, die dann einen Anhalt fiir
weitere Diagnostik und Therapieoptionen liefern. Zusatzlich konnte den Antikérpern teilweise
eine pradiktive Komponente zugeschrieben werden wie beispielsweise bei Ara h 2 und Ara h
6, die deutlich mit einer schweren allergischen Reaktion bei Erdnussallergie vergesellschaftet
sind [36].

Goldstandard je nach vermuteter Allergie ist ein Epikutantest oder ein Pricktest. Durch das
Aufbringen auf die Haut (epikutan) und das intrakutane Einbringen in die Haut (Pricktest) von
potenziellen Antigenen lassen sich nach standardisierten Zeitpunkten die Reaktionen ablesen
und Sensibilisierungen feststellen.

Elementare Bedeutung haben die (organspezifischen) Provokationstests. Hierbei kann durch
die Reproduktion der Symptomatik in einem Kklinischen Umfeld eine mdoglichst genaue
Diagnose mit individueller Behandlung erméglicht werden. Dazu zahlt beispielsweise der
bronchiale Provokationstest (Lungenfunktion vor und nach Applikation des Allergens), eine
Lebensmittelprovokation oder bei Verdacht auf Kontaktdermatitis auch ein Hauttest. [37]
Aktuell ist die Diagnosefindung der Allergie eine Zusammenschau verschiedenster
Anhaltspunkte aus Anamnese und Diagnostik. Es wére winschenswert eine flichendeckende
skalierbare Methode zu entwickeln, die anhand von Biomarkern eine zweifelsfreie und

detaillierte Diagnose ermoglicht.
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1.5 Behandlung allergischer Erkrankungen

In der Behandlung von Allergien ist zwischen der akuten Therapie der Symptome sowie einer
kausalen Therapie zur Verhinderung der Symptomauspragung zu unterscheiden.

Zur Behandlung der akuten Symptomatik kommen verschiedene lindernde Malinahmen zum
Einsatz. Hierzu zahlen Antihistaminika (lokal, systemisch), Kortikosteroide (lokal, systemisch),
Bronchodilatatoren, antiallergische Augentropfen, Biologika (lokal, systemisch) und bei
Anaphylaxie auch Adrenalin (systemisch).

Die banalste und effektivste kausale Behandlung einer allergischen Erkrankung ist die
Allergenkarenz. Besonders bei nicht identifiziertem Antigen ist dies leider unmdglich. Abhangig
vom auslosenden Antigen bedeutet diese MaRnahme auch eine massive Einschrankung des
alltaglichen Lebens und der Lebensqualitat.

Experimentelle Ansatze verfolgen eine Reduktion der Symptomatik durch gezielte Exposition
ahnlich der spezifischen Immuntherapie. Dieses wird aktuell besonders an
Lebensmittelallergien in Form von kontrolliertem Konsum getestet. Durch die standige
Exposition scheint der Korper eine Toleranz auszubilden, die gerade zur Prévention der
Anaphylaxie entscheidend ist [38].

Die Biologika lassen sich ebenfalls als kausale Therapie einstufen, da durch ihre Wirkung nicht
nur eine Symptomkontrolle bei eingetretener Symptomatik erzielt werden kann, sondern durch
das Eingreifen in den Entstehungsprozess das Auftreten der Symptomatik verhindert werden
soll. Zu den Biologika gehort ein breites Spektrum an monoklonalen Antikérpern gegen Signal-
oder Effektor-Stoffe wie Omalizumab (IgE), Mepolizumab (IL-5) und viele weitere.

Gleiches qilt fur Kortikosteroide, welche (ber verschiedenste immunmodulatorische
Wirkungen den Kreislauf der Symptomentstehung unterbrechen kénnen.

Dennoch ist eine kausale Therapie in Form einer ,Entsensibilisierung® und damit der
Herstellung des Urzustandes bisher nicht mdglich. Am ehesten erreicht dieses Ziel bisher die

spezifische Immuntherapie.

Spezifische Immuntherapie

Unter bestimmten Voraussetzungen kommt eine spezifische Immuntherapie (SIT,
~Hyposensibilisierung®) in Frage. Diese sind abhéngig vom Allergen und der Konstitution des
Patienten. So sind Einzelallergien des Sofort-Typs bei maRigen Symptomen gut geeignet.
Dazu wird durch festgeschriebene Allergenexpositionen eine Immunmodulation bewirkt,
sodass die Symptome abnehmen oder sogar ganz verschwinden kdnnen. Der genaue
Mechanismus der Immunmodulation ist nicht abschlie3end erforscht. Es werden verschiedene

Mechanismen diskutiert, die ebenso einen synergistischen Effekt aufweisen [39-43].
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1. Durch die erneute hochdosierte Antigenexposition werden entgegenwirkende
Antikérper (Typ 1gG) induziert, die eine Blockade der antikérpervermittelten
Immunantwort (IgE an B-Zellen und dendritischen Zellen) bewirken.

2. Durch erneute Antigenexposition werden regulatorische T-Zellen gebildet, die
inhibitorisch auf die allergenaktivierte T-Zell-abhangige B-Zellaktivierung wirken.

3. Durch erneute Antigenexposition werden Botenstoffe wie antiinflammatorische
Zytokine (z.B. IL-10) und andere Mediatoren durch dendritische Zellen freigesetzt, die
lokal die Entzindung hemmen und die T-Zellproliferation inhibieren. Zusatzlich findet

eine Verstarkung von Mechanismus 1. statt.

Selbst bei potenziell behandelbarer Allergie kommt die SIT nicht fur jeden Allergiker in Frage.
So gibt es eine Reihe von Kontraindikationen wie schweres Asthma bronchiale, Anaphylaxie
sowie Patienten mit schweren Grunderkrankungen wie beispielsweise Tumoren. Damit fallt
diese Art der Behandlung fir einen deutlichen Teil der Bevdlkerung weg, was es umso
wichtiger erscheinen lasst, andere Anséatze der Behandlung oder besser noch der Pravention

zu finden.
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2 Zielsetzung

Es ist aktuell immer noch nicht mdglich, anhand von Untersuchungsergebnissen

vorherzusagen, ob ein Individuum im Laufe seines Lebens eine Allergie entwickeln wird.

Durch die Erfassung von Neugeborenen unabhangig von ihrer physischen Konstitution in
Verbindung mit der ausfiihrlichen Befragung der Eltern erdffnete sich die Moglichkeit einer
allgemeinen und recht offenen Auswertung. Besonders interessant hierbei schien, dass die
Kinder bis zum Zeitpunkt der Blutentnahme mit maximal 72 Stunden Lebenszeit kaum Kontakt
zur AulRenwelt mit all den beeinflussenden Faktoren wie Mikrobiom oder Noxen ausgesetzt

waren.
Es ergaben sich folgende Fragen:

I.  Gibt es zum Zeitpunkt der Geburt einen messbaren Unterschied im Proteinprofil
von reifen Neugeborenen ohne eine anamnestisch erfasste allergische
Pradisposition gegeniiber reifen Neugeborenen mit anamnestisch allergischer
Pradisposition in Abhangigkeit von der in der Familie vorerkrankten Personen?

II.  Gibt es einen messbaren Unterschied im Proteinprofil abhangig von der Art der

Allergie?

Unsere Hoffnung ist es, anhand dieser Daten Hinweise auf bisher nicht mit der Entstehung
von allergischen Erkrankungen verknipfte Proteine zu finden. Es bietet sich die Moglichkeit
auf ein besseres Verstandnis der intrinsischen Gegebenheiten des Individuums. Damit waren
nicht nur Turen zu weiteren Ansatzpunkten der Behandlung, sondern auch der Pravention
geotffnet. Zusatzlich kénnten diese Proteine Gegenstand einer Prognose des individuellen

Gesundheitszustandes bezuglich allergischer Erkrankungen werden.
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3 Methode

3.1 Studiendesign

Bei der vorliegenden Studie handelt es sich um eine prospektive Beobachtungsstudie, welche
in Zusammenarbeit des Dr. von Haunerschen Kinderspitals der LMU mit dem Max-Planck-
Institut fiir Biochemie Martinsried durchgefihrt wurde.

Die Rekrutierung der Probanden der gesamten Proteomstudie erfolge auf der Allgemeinen
Geburtenstation & Neugeborenen-Intensiv-Station der Kinderklinik in der Frauenklinik
MaistraRe, Klinikum der LMU Minchen in dem Zeitraum Juni 2018 bis Juni 2020. Diese

Auswertung befasst sich mit Proben aus Phase 2 und Phase 3 (siehe Abbildung 4).

Infants, born at 23 - 41 weeks of gestation,

between 02/2017 - 06/2019, Perinatal Center, Innenstadt, LMU University Hospital in Munich,

N=5603

Stage 1: Stage 2: Stage 3:
02/2017-05/2018, 06/2018-12/2018, 01/2019-06/2019,
N=3203 N=1307 N=1093
(339 preterm, 2864 term) (126 preterm, 1181 term) (99 preterm, 994 term)

| | | Exclusion Criteria:

v v v - Congenital anomaly
N=2936 N=1173 N=999 -HIV
(285 preterm, 2651 term) (113 preterm, 1060 term) (73 preterm, 926 term) N=495

|

}

}

Preterm: Preterm + Term: Preterm + Term:
g GA 23 to 36 weeks GA 23 to 41 weeks Infection, Diabetes Mel.,
8 Eligible patients: N=294 Eligible patients: N=1173 SGA, GA <30 weeks
& | (285 preterm, 9 term) (113 preterm, 1060 term) Eligible patients: N=265
(46 preterm, 219 term)
T T T Non-participants due to:
%) v v v - Logistics
< | Participants: N=80 Participants: N=549 Participants: N=33 - Language barrier
o | Blood samples: N=80 Blood samples: N=691 Blood samples: N=70 - Parental decline
‘5) Survey completed: N=0 Survey completed: N=520 Survey completed: N=30 - Other
.":é (71 preterm, 9 term) (76 preterm, 473 term) (14 preterm, 19 term) N=1070
Q.
T | AseGroups Extr. Preterm Very Preterm Late Preterm Term Total
E (GA in weeks) (<28) (28+0-31+6)  (32+0 - 36+6) (>37+0) (23-41)
o
= | Infants N 28 36 97 501 662
S | Mothersn 24 27 77 493 621
> | SurveysN 6 10 62 472 550
2 | Blood samples N 55 62 153 571 841

Abbildung 4 Flow Chart zum Studienaufbau. Quelle: Publikation Pangratz et al 2021 MUNICH-PreTClI

Alle dort entbundenen oder behandelten Neugeborenen kamen zur Teilnahme an der Studie

in Frage. Im Voraus wurden Ausschlusskriterien festgelegt:
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¢ Angeborene Fehlbildung

e Immundefekte

e Zuvor diagnostizierte Infektion mit HIV oder Hepatitis B der Mutter
¢ Geplante Nabelschnurspende

e Fehlende Einwilligung der Eltern

Der haufigste Grund eines Studienausschlusses war jedoch eine uniberwindbare
Sprachbarriere. Von 2400 im angegebenen Zeitraum vor Ort entbundenen Kindern konnten

582 (24,5%) in die Studie eingeschlossen werden.

Nach ausfuhrlicher Information der Familien und deren schriftlicher Einwilligung (abgedruckt
im Anhang, S. 98) erfolgten im Rahmen des gesamten Projektes Blutentnahmen zu
verschiedenen festgelegten Zeitpunkten (Tabelle 1). Primar wurde die Probensammlung mit
Trockenblutkarten vorgenommen. Soweit mdglich wurde ebenfalls eine Plasmaprobe
generiert und vor Ort verarbeitet, die aber in der aktuellen Auswertung keine Berlicksichtigung
findet. Die ausgewertete Kohorte ist Teil der Geburtenkohorte der oben genannten
Proteomstudie. Es werden in folgender Auswertung ausschlie3lich Proben von Reifgeborenen

Kindern zum Zeitpunkt des Neugeborenenscreenings berlcksichtigt.

UNTERGRUPPE ABNAHMEZEITPUNKTE

ABNAHMEZEITPUNKTE bei Reifgeborenen 1. Neugeborenen-Screening (36h)
UND/ODER bei Kindern mit Infektion

=

Vor Beginn der Antibiose

2. Ca. 48h nach Beginn der Antibiose

ABNAHMEZEITPUNKTE bei Frilhgeborenen 1. Lebenstag 1/ Krei3saal

2. Neugeborenen-Screening (36h)

3. Evtl. Neugeborenen-Screening (32+0)
4

Vor Entlassung

UND/ODER bei Kindern mit Infektion 1. Vor Beginn der Antibiose

2. Ca. 48h nach Beginn der Antibiose

=

ABNAHMEZEITPUNKTE Kindern mit Asphyxie
(Fruh- und Reifgeborene) 2. Lebenstag 2 / NGS (36h)

Lebenstag 1 / Kreil3saal

Tabelle 1 Probenentnahmezeitpunkte der gesamten Studie. Aktuell berticksichtigt: Reifgeborene NGS mit oder ohne weitere
Erkrankungen

Wahrend des Aufenthaltes in der Klinik wurden die Familien gebeten, einen Fragebogen
bezlglich des familiaren Gesundheitszustandes und ihrer Lebensbedingungen zu

beantworten. Von 582 Teilnehmern fillten 550 Familien den Fragebogen aus. Dies entspricht
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einer Riucklaufquote von 94,5%. Diese Daten sowie Klinische Informationen aus der

Krankenakte wurden in einer eigens dafir entwickelten Tabelle vor Ort taglich dokumentiert.

3.2 Probengewinnung

Grundidee der Studie war es, eine moglichst geringe Belastungssituation fur Probanden und
Familie herzustellen, um eine hohe Compliance der Teilnehmenden und ihrer Familien zu
generieren. Aus diesem Grund fand die Abnahme der Blutproben nur in Kombination mit
klinisch notwendigen Blutentnahmen statt. So kamen verschiedene Blutentnahmetechniken
zur Anwendung (vendse Blutentnahme, kapillare Blutentnahme mittels Fersen-Blut (Heelprick)
oder arterielle Blutprobe), wobei die Festlegung der Abnahmemethode im klinischen Kontext
stattfand. Tendenziell fand bei Kindern mit einer fir klinische Diagnostik grof3eren Menge an
abzunehmendem Blut eher eine vendse Blutentnahme statt, wogegen gesunde Kinder haufig
einer Blutentnahme mittels ,Heelprick® unterzogen wurden. In seltenen Fallen bei
intensivpflichtigen Kindern stammte die Blutprobe aus einem arteriellen Zugang. Unter der
Annahme, dass die Blutentnahmetechnik keinen relevanten Einfluss auf die zu messenden
Proteinfragmente (Translationsstatus) hat, kamen alle Techniken zum Einsatz und flossen in
die Studie ein.

Die Abnahme erfolgte durch Klinisch geschultes Personal. Hierbei wurde eines der
vorgefertigten Felder auf einer geeigneten Filterkarte mit Blut befiillt. Diese Technik entspricht
der des Neugeborenen-Screenings. Die hierflir benétigte Blutmenge entsprach ca. 0,1 ml Blut.
Es fanden die Filterkarten ,Whatman 903 Proteinsaver Snap-Apart Card“ der Firma Cytiva
Anwendung. Nach einer Trockenzeit von 24 Stunden wurden die Proben bei -80°C in einem

Gefrierschrank bis zur weiteren Verarbeitung konserviert.

Abbildung 5 Filterkarte Whatman 903
Proteinsaver Snap-Apart Card der
Firma Cytiva; Flllmenge: ein Feld pro
Kind = 75 pl bis 80 pl; Benotigt wurde
ein Feld

(Quelle: Whatman 903 Proteinsaver
Snap-Apart Card | Cytiva, formerly GE
Healthcare Life Sciences
(cytivalifesciences.com))

Vor der Konservierung fand eine Pseudonymisierung statt. Jeder Proband und jede Probandin
erhielten eine fortlaufende Nummer, die alle von einer Person enthommen Proben

bezeichnete. Zusatzlich wurde durch einen Buchstabencode der Abnahmemodus (kapillar,
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vends, arteriell) sowie der Abnahmezeitpunkt auf den Proben festgehalten. Persdnliche Daten
wie Geburtsdatum oder Geschlecht der Studienteiinehmenden fanden somit keine

Verwendung in der Benennung der Proben.

3.3 LC-MS Analyse

Die analytische Chemie und Biochemie beschéftigten sich allgemein mit der Isolierung,
Identifizierung und Quantifizierung von Molekilen. In den Anfangen der Analytik wurden
beispielsweise die Papier- oder DUnnschichtchromatographie zur Auftrennung und Analyse
von Stoffgemischen in ihre Grundstoffe benutzt, die aber mit groRem Zeitaufwand und
ungenauer Quantitatsbestimmung verbunden waren. Als Weiterentwicklung dieser
herkbmmlichen Techniken setzte sich in den 1980er Jahren die HPLC-Analyse (,High
Performance Liquid Chromatographie®) durch. Es handelte sich um eine Sonderform der
klassischen Saulenchromatographie mit verschiedenen Unterformen. Bei der sehr haufig
verwendeten ,reverse phase“ (RP-) Chromatographie beispielsweise wird die polare
(hydrophile) mobile Phase mit Hilfe von Pumpen unter hohem Druck durch die unpolare
(hydrophobe) stationdre Phase der Chromatographiesdule gepresst. Grundlage dieses
Verfahrens ist dabei die elutions-chromatographische Trennung der einzelnen Substanzen,
bei der die Stoffe je Hydrophobizitat die Trennstrecke mit unterschiedlicher Geschwindigkeit
passieren. Durch reversible Wechselwirkungen an der stationaren Phase erfolgt so die
Auftrennung des Substanzgemisches in seine Einzelsubstanzen, die am Ende der
Trennstrecke von speziellen Detektoren nachgewiesen werden kénnen. Die Signale werden
dann in Form einer Elutionskurve mit charakteristischen Peaks aufgezeichnet, die durch die
Flachen unter den Kurven auch quantitative Berechnungen erlauben. Die Gite der Trennung
hangt dabei entscheidend sowohl vom konstanten, pulsationsfreien Elutionsfluss, von
Temperatur und Druckverhéltnissen der HPLC-Anlage als auch von der Art und Gite der
Vorarbeiten (Probenlagerung, Extraktionsverfahren etc.) ab [44, 45].

Mit einem steigenden Anspruch an die Sensitivitdit der HPLC und damit Reduktion der
Volumina an Probenmenge und damit auch Fluidiksysteme ging auch eine drastische
Steigerung des bengtigten Drucks in den Anlagen einher, der Pumpen und Zylinder fur mehr
als 1000 bar erforderte und gleichzeitig eine langere Analysezeit und wesentlich hdhere
Storanfalligkeit bewirkte, was die Robustheit fir den Einsatz in der Klinik oft einschrankte.
Diese Entwicklung forderte zwar die Sensitivitdt der Analyse, jedoch unter zunehmend
geringerer Reproduzierbarkeit der Ergebnisse der verschiedenen Anlagen zwischen den
Laboren. Diese Entwicklung der HPLC ist bis heute andauernd und neue Konzepte um ein
Optimum zwischen Sensitivitat (geringe Volumina und niedrige Flisse bei hohem Druck) und

Reproduzierbarkeit (analytischer Fluss der HPLC mit hohen Volumina) zu erreichen.
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Eine exemplarische Entwicklung fur hoheren Probendurchsatz war die speLC (,solid phase
extraction Liquid Chromatograpie®). Dabei wurde die aufbereitete Probe nicht mit hohem Druck
durch eine HPLC-Anlage gepresst, sondern von einer Niederdruckpumpe kontinuierlich
innerhalb von 5 — 10 Minuten durch sog. ,StageTips“ gedrickt, die schon in der
Schnelldiagnostik zur Extraktion von Peptiden aus Flissigkeiten eingesetzt wurden und
normalen Pipettenspitzen entsprechen, die mit verschiedenartigen Filtern bestlickt sind. Von
dort aus gelangte der erzeugte Gradient direkt in das angeschlossenen Massenspektrometer
(MS). Dadurch konnte die speLC-Analyse zwar sehr schnell und zuverlassig auch hohe
Probenzahlen bewaéltigen (z.B. 500 Proteine aus einem Zelllysat in 10 Minuten) [46] und bei
der Analyse von einfachen Proteingemischen sehr hilfreich sein, kam aber durch die kurze
Trennstrecke in den verwendeten StageTips nur zu einer geringeren Trennfahigkeit des
Chromatographiesystems.

Zur Analyse der Proben in der vorliegenden Untersuchung kam eine Evosep One LC-Anlage
der Firma Evosep (Odense, Danemark) im Max-Plank-Institut fir Biochemie zum Einsatz, die
zurzeit eine der modernsten und leistungsfahigsten Geréte fur die Proteomdiagnostik darstellt
und von der Arbeitsgruppe um Mathias Mann in Zusammenarbeit mit der dénischen Firma
Evosep (Odense) entwickelt wurde [47]. Hierbei handelt es sich um eine Weiterentwicklung
und Kombination der oben beschriebenen Anlagen. So konnten die Qualitatsvorteile der HPLC
mit der Robustheit und Geschwindigkeit der speLC kombiniert und direkt mit einem
Massenspektrometer verbunden werden. AuBBerdem wurde durch die Benutzung der
standardisierten StageTips (EvoTips) zur Probenaufnahme/-elution und der nachfolgenden
speziellen Zugabe von Volumen und hochorganischem Zusatz sowie der anschlieRenden
Direkteinspeisung des erzeugten Gradienten in die gekoppelte massenspektrographische
Analyseeinheit eine deutliche Qualitatsverbesserung bei gleichzeitig maoglicher
Massenanalyse und deutlicher Durchsatzerhéhung pro Untersuchung ermdglicht.

Wahrend dieses Vorgangs wird beim Evosep One der Niederdruckteil der Anlage bereits
automatisch gespiilt und auf die n&chsten Proben vorbereitet, was zur erheblichen Erhdhung
der Analysekapazitéat fuhrt.

Bei der Massenspektrometrie findet zuerst eine Uberfiihrung des zu detektierenden Stoffes in
die Gasphase mit gleichzeitiger lonisierung statt. Dazu ist die chromatographische Saule der
LC direkt an einen Emitter vor dem MS gekoppelt, wodurch eluierende Molekile ionisiert
werden und in das Vakuum des MS gelangen. Diesen Prozess nennt man ,Elektro Spray
lonisierung® (ESI). Im MS kann das Verhéltnis von Masse zu Ladung (m/z) jedes Molekiils
gemessen werden. Da dies nicht ausreichend spezifisch zur Identifizierung eines Molekiils ist,
kénnen diese durch Fragmentierung in Bruchstiicke zerlegt und wiederum die m/z dieser
gemessen werden. Diese Fragmentspektren der einzelnen Molekille kdnnen entweder direkt
zur ldentifizierung (Fingerprintspektren) oder im vorliegenden Fall (Proteom-Analyse) zur

Datenbanksuche verwendet werden. Dies ermdglicht eine Identifizierung und relative
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Quantifizierung der Inhaltsstoffe durch die unterschiedliche Kurvenverlaufe der HPLC. Die
gewonnenen Werte sind dabei miteinander vergleichbar, lassen aber nur relativ auf die
tatsachliche Konzentration der Substanzen zurlckschlie@en. Die in der Proteomik
verwendeten Massenspektrometer setzen sich aus vielen verschiedenen Bauteilen zur
Manipulierung, Filterung und Detektion von lonenstrémen zusammen, weshalb man sie auch
Hybrid-Instrumente nennt. Dabei sind verschiedene Bauelemente, in spezifischer Reihenfolge
aneinandergekoppelt, um die ionisierten Molekiile z.B. zu isolieren (Quadrupol), zu sammeln
(lonenfalle), zu fragmentieren (Kollisionszelle) nach lonenmobilitat zu trennen (FAIMS-
device/TIMS device) und abschlieBRend das Masse zu Ladungsverhdltnis speziellen
lonenpaket zu ermitteln (Orbitrap/lonenfalle/TOF-Analyzer). Das fir diese Studie verwendete
Massenspektrometer war eine Thermo Fischer Exploris 480 mit vorgeschaltetem FAIMS-
device.

Zur Detektion von lonen und ihren zugehdrigen Fragmentspektren nach Fragmentierung im
MS sind zwei verschiedene Scanmodi in Verwendung, die datenabhangige und die daten-
unabhangige Analyse (DDA und DIA). Im DDA-Modus werden einzelne lonen nach
Reihenfolge ihrer Abundanz mit engen Isolationsfenstern selektiert und spezifisch
fragmentiert. Im DIA-Modus werden alle lonen tber einen weiten m/z Bereich in breiten
Isolationsfenstern seriell fragmentiert und chimarische Fragmentspektren aller lonen in diesen
Fenstern produziert. Innerhalb der letzten 5 Jahre wurden bei der Rohdatenanalyse von DIA-
Spektren grofl3e Fortschritte erzielt, wodurch diese Methode den DDA-Modus als state-of-the-
art Methode abgel6st hat und tiefere Proteome bei hoherer Komplettheit der Daten liefert.

Diese Studie wurde mit dem DIA-Verfahren gemessen.

3.4 Probenverarbeitung

Um Schwankungen in der Verarbeitung und Messung der Proben mdglichst gering zu halten,
fand die gesamte Prozessierung der Proben erst nach abgeschlossener Probensammliung
statt. Damit wurden alle Proben mit denselben Reagenzien behandelt und durch dieselben
Gerate gemessen, was das Auftreten von Batcheffekten minimiert. Die Verarbeitung und
Messung der Blutproben fand im Max-Plank-Institut fiir Biochemie durch die Arbeitsgruppe um
Matthias Mann statt.

Um eine standardisierte Blutmenge zu verwenden, wurden die Trockenblutkarten mit einer 14-
gauge Stanze ausgestanzt und in 96-well Platten alliquotiert. Die auf dem Filterpapier
enthaltenen Proteine wurden durch Hitze denaturiert (95 °C, 10 min), Disulfidbrticken reduziert
und alkyliert (TCEP, CAA) und die Losung von Proteinen aus dem Filterpapier durch
Ultraschall unterstitzt (Covaris 5 min). AnschlieRend fand eine enzymatische Verdauung der

Proteine mittel Trypsin und Lys-C (1:100 zur Proteinmenge der Probe) in Peptide statt.
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Die Peptide wurden anschlieRend auf Evsep Tips geladen und mit einer Evosep One HPLC

gekoppelt an ein Exploris 480 Massenspektrometer (Thermo Fisher) gemessen.

3.5 Proteom-Analysen — ,,Proteomics*

Nach einer Ara der Genomanalysen durch DNA-Sequenzierung richtete sich die
Aufmerksamkeit in den letzten Jahren immer mehr auf die grof3flachige Bestimmung der Gen-
und Zellfunktion auf Proteinebene. Dieses quantitative Protein-Profiling wird als ,Proteomics”
bezeichnet. Es beinhaltet eine Analyse der im Blut nachweisbaren Proteine mithilfe
verschiedener Messmethoden, um Ruckschlisse auf die biologischen Funktionen innerhalb
des Organismus zu schlieRen. Die Methode der direkten massenspektrometrischen Analyse
hat sich dort aufgrund der schnellen Analysemdglichkeit von vielen Proteinen aus einer
geringen Menge komplexer Proben besonders bewahrt [48].

Waéhrend die Genomanalyse grof3tenteils statische Daten per Individuum liefert, lasst sich mit
Proteomics das dynamische Verhalten der Proteinzusammensetzung messen, welches eine
Abhangigkeit von unterschiedlichsten Einflissen zeigt. So unterliegt das Proteom
intraindividuellen Veranderungen abhangig von Lebensbedingung, Erkrankung und
Entwicklung und zeigt Variationen innerhalb eines genetischen Profils. Diese Technik I&asst
sich zur Identifikation und zum Nutzen von Biomarkern verwenden. So zeigten vergangene
Studien verschiedenste Ansatzmoglichkeiten des Monitorings von Erkrankungen und deren
Behandlungen wie beispielsweise Diabetes mellitus oder anderen metabolische Erkrankungen
[49, 50].

Zudem konnte die massenspektrometrische Analyse eine Vielzahl an Nachweisreaktionen
ersetzen. So ist die MS-Analyse im Gegensatz zu Immunoassays und anderen
reaktionsabhangigen Nachweisverfahren deutlich direkter. Falsch positive Ergebnisse durch
inkorrekte Bindung kdnnen damit vermieden werden, wéhrend gleichzeitig eine Vielzahl an
Stoffen in einer Messung untersucht werden kdnnen.

Da die Proteine mehr biologischen Prozessen ausgesetzt sind als das genetische Material,
liegen einige Herausforderungen vor. So erschweren Prozesse wie posttranslationale
Modifizierung, schnelle Probendegeneration und hohe Konzentrationsunterschiede der
Stoffgemische, die einer GroRenordnung vom 10°%-fachen in der Proteinhaufigkeit
(,abundance®) entsprechen kdnnen, eine zuverlassige Analyse [51]. Auch Verfalschungen
durch im Blut befindliche Arzneimittel und unterschiedliche Probenbeschaffenheiten sind
mdglich. Durch intensive Forschung befindet sich das Gebiet der Proteomanalyse aktuell in
rasantem Fortschritt, sodass die Hoffnung besteht, derartige Techniken in Zukunft klinisch
vermehrt nutzen zu kénnen.

In unserem Fall war die Kombination aus Analysetiefe und dul3erst geringer Probenmenge der

ausschlaggebende Punkt als Messmethode die Massenspektrometrie zu wéhlen.
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3.6 Datensammlung

Zusatzlich zur Blutprobe entstand ein grofRer Datensatz an klinischen Informationen zu
Gesundheitszustand von Kind und Mutter, Schwangerschafts- und Geburtsverlauf,
Familienanamnese und Lebensbedingungen. Als Informationsquellen dienten dabei die
Krankenakten der Klinik von Kind und Mutter sowie ein selbst erstellter standardisierter

Fragebogen (Anhang, S. 103), dessen Beantwortung von den Eltern vorgenommen wurde.

Fragebogen Patentenakte

Klinische Daten Kind X
(z.B. Geschlecht, Geburtsgewicht, Gestationsalter)

Geburtsverlauf X
(z.B. Komplikationen, Modus, Dauer, Analgesie)

Klinische Daten Mutter X X
(z.B. Alter, Gewicht, Grof3e, aktuelle und vorherige Schwangerschaft)

Familienanamnese X X
(z.B. klinische Daten zum Vater, Familiare Erkrankungen, Allergien)

Lebensbedingungen X
(z.B. Bildungsstand, Haustierkontakt, Herkunft)

Tabelle 2 Herkunft der klinischen Information

Dieser Fragebogen enthielt Angaben bezlglich duRerer Umstande vor und wéhrend der
Schwangerschaft. Neben dem Gesundheitszustand der Eltern und Geschwister der
Probanden wurde ebenso der Gesundheitszustand der entfernten Verwandten wie Grof3eltern
und Geschwister der Eltern erfragt. Eine Unterteilung in verschiedene Organsysteme liel3 auf
Vollstandigkeit der Angaben hoffen. Gleichzeitig wurde auf die Medikamenteneinnahme,
stattgehabte Impfungen, Auslandsaufenthalte und Lebensumstande der Mutter ein Jahr vor
und wahrend der Schwangerschaft sowie den Verlauf von vorherigen Schwangerschaften
eingegangen. Auch Fragen beziglich Reproduktionsmedizin und Verhitung fanden neben
Haustierkontakt und Bildungsstand der Eltern Platz. Der Fragebogen war sowohl in Deutsch
als auch Englisch verfigbar. Bei Verstandnis- oder Schreibproblemen wurde Hilfestellung

beim Ausfiillen fuir eine méglichst korrekte Beantwortung der Fragen gegeben.

3.7 Auswahl der Patienten

In der Auswertung dieser Studie wurden nur reif geborene Kinder mit einem Gestationsalter
ab 37+0 Schwangerschaftswochen berticksichtigt.

Alle Kinder flossen mit jeweils einer Blutprobe in die Auswertung ein, welche innerhalb von 36-
72 Lebensstunden abgenommen wurde. Da die Gruppierung dieser Kinder anhand ihrer
erhobenen klinischen Daten inklusive mdglichst vollstandiger Familienanamnese stattfand,
war eine weitere Voraussetzung fur den Einschluss in die Auswertung ein vollstandig
beantworteter Fragebogen. Zusatzlich fand ein Ausschluss vereinzelter Proben statt. Die
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unten genannten vier Proben wiesen Méangel auf, weshalb sie nicht in die Auswertung

einflieBen konnten. Damit ergab sich eine Teilnehmerzahl von 452 Probanden.

Proband Merkmal Grund fiir Auswertungsausschluss

142 Probenfehler Probenfehler

147  Transfusion Verfalschung durch fremde Proteine aus Transfusion im Rahmen einer Sepsis
187 Probenfehler Probenfehler

555 Eizellspende Keine Angaben leibliche Mutter

Tabelle 3 Auflistung exkludierter Proben

3.8 Statistik

Fur die deskriptive Statistik der Kohorte wurde neben dem Mittelwert auch die
Standardabweichung berechnet. Die Verteilung der Stichprobe bezlglich ihrer klinischen
Merkmale wurde in Prozent berechnet. Ein Vergleich der Untergruppen fand mit Hilfe des Chi-
Quadrat-Testes sowie des multisample-Testes nach ANOVA statt. Die gezeigten Tabellen der
klinischen Daten entspringen diesen Auswertungen.

Fur die qualitative Statistik fand die Version 1.6.2.3 des Biostatistikprogrammes ,Perseus®
Anwendung. Dieses Programm wurde speziell fir auf massenspektrometrischen Daten
basierende Proteom-Analysen entwickelt [52].

Fur eine adaquate Auswertung wurden die Daten in ihren Logarithmus von 10 transformiert,
um die Streuung der Daten zu minimieren. Nur Proteine, die in mehr als 70% der Proben

nachweisbar waren, fanden in der Auswertung Berticksichtigung.

Fur den Vergleich von zwei Gruppen wie z.B. von Kindern mit positiver allergischer
Familienanamnese und Kindern mit negativer allergischer Familienanamnese wurde der
hinterlegte ,two-spample-test® nach ANOVA mit einer ,False Discovery Rate“ (FDR) von 0,05
verwendet. Die FDR korrigiert bei Vergleichen vieler Datenpunkte fir zufallige signifikante
Korrelationen, da bei grolier Datenmenge rein statistisch von einzelnen zufélligen
Korrelationen auszugehen ist. Ebenso fand ein ,Student’s t-Test* mit einer FDR von 0,05
Anwendung. Als Signifikanzniveau wurde hierbei ein p-Werte von 0,01 angenommen, welches
das Konfidenzintervall auf 99% festlegt.

Zusatzlich wurde der in der Biostatistik verwendete Parameter ,S0* verwendet. Hierbei findet
auch die gemessene Intensitatsdifferenz Bertcksichtigung in der Auswertung der signifikanten
Treffer. Somit werden auch Proteine, die einen P-Wert <0,01 haben, aber eine zu geringe
gemessene Differenz aufweisen, nicht als signifikante Treffer gewertet und andersherum. Dies

ermdglicht ebenfalls ein effizientes Senken von Interpretationsfehlern, in denen die
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Nullhypothese falschlicherweise verworfen wird. Der Verwendete SO-Parameter entspracht
0,1.

Die Erstellung von Grafiken wie die Scatter Plots, Volcano Plots oder Histogrammen fanden

ebenfalls im Programm ,Perseus” statt.
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4 Ergebnisse

4.1 Beschreibung des Patientenkollektivs

4.1.1 Allergische Anamnese

Anhand des Fragebogens konnte eine Einteilung beziiglich der allergischen Pradisposition
des Kindes vorgenommen werden. Aus zahlreichen Studien ist bekannt, dass die
Wahrscheinlichkeit einer allergischen Erkrankung, bei Kindern mit beiden erkrankten
Elternteilen deutlich erhoht ist [53]. Mithilfe dieser Annahme fand eine Unterteilung der
Studienteilnehmenden in unterschiedliche Gruppen anhand der Inzidenz der Erkrankungen
allergischer Genese in der Familie statt. Die Gruppe ohne Erkrankungen aus dem atopischen
Formenkreis (allergisches Asthma, Allergien jeglicher Form und atopisches Ekzem) in der
Familienanamnese diente als Kontrollgruppe.

Hierbei wurden funf verschiedene Gruppen bericksichtigt:

- Allergische Erkrankung bei Mutter und Vater bekannt (AE)

- Allergische Erkrankung nur bei der Mutter (mit und ohne allergische Erkrankungen von
Verwandten der mitterlichen Seite) bekannt (AM)

- Allergische Erkrankungen nur bei dem Vater (mit und ohne allergische Erkrankungen
von Verwandten der vaterlichen Seite) bekannt (AV)

- Allergische Erkrankung bei weder der Mutter noch dem Vater, aber bei mindestens
einem entfernteren Verwandten sowohl mdtterlicher als auch/oder vaterlicher Seite
bekannt (AA)

- Keine Allergischen Erkrankungen in der Familie bis hin zu GroRReltern und Geschwister
der Eltern bekannt (K)

Da bei 10 Kindern (2%) der Kohorte keine Allergien der Eltern bekannt waren, aber ein Asthma
bronchiale sowie ein Ekzem beides unklarer Genese verzeichnet wurden und der
Pathomechanismus durch die atopischen Erkrankungen starke Ahnlichkeiten aufweist,

wurden diese Kinder in jeweiligen Gruppen AE, AM oder AV eingeordnet.

AE AM AV AA K

Anzahl [n (%)] 115 (25,4) 134 (29,6) 76 (16,8) 40 (8,8) 87 (19,2)

Tabelle 4 Aufteilung der Untergruppen in Fallzahlen
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Innerhalb dieser Gruppen wurden die Proben jeweils mit Hilfe einer Zusammenfassung
ahnlicher Allergene in Allergengruppen wie Pflanzenpollen, Lebensmittel oder Medikamente

unterteilt. Die Auswertung der gemessenen Proteine orientierte sich an diesem ,Allergie-

Score®.
ALLERGIEN [n (%)] Mutter (AE) Vater (AE) Mutter (AM) Vater (AV)
Pflanzenpollen 55 (47,8) 84 (73,0) 65 (48,5) 50 (65,7)
Hausstaubmilbe 20 (17,4) 21 (18,2) 26 (19,4) 16 (21,1)
Lebensmittel 14 (12,2) 21 (18,3) 22 (16,4) 10 (13,2)
Insektengift 2 (1,7) 6 (5,2) 3 (2,2) 1 (1,3)
Medikamenten 37 (32,2) 9 (7,8) 34 (25,4) 7 (9,2)
Tierepithelien 18 (15,7) 13 (11,3) 18 (8,2) 19 (25,0)
Metalle 8 (7,0) 1 (0,9) 11 (8,2) 1 (1,3)
sonstiges 9 (7,8) 5 (4,5) 7 (5,2) 5 (6,6)

ATOPIE [n (%)]

Asthma 12 (10,4) 20 (17,4) 22 (16,4) 12 (15,8)
atopisches Ekzem 26 (22,6) 19 (16,5) 30 (22,4) 13 (17,1)
spezifische Immuntherapie 2 (1,7) 2 (1,7) 0 (0) 0 (0)

Tabelle 5 Inzidenz allergische Erkrankung nach Allergen aufgeteilt

Auffallig hierbei ist die erhéhte Inzidenz von Heuschnupfen/Pflanzenpollenallergie bei den
Vatern. Bei den Muttern fallt die erhdhte Inzidenz von Medikamentenallergien sowie Allergien
gegen Metalle auf.

Eine spezifische Immuntherapie fand im Allgemeinen sehr selten statt und die Angaben der

Eltern diesbezliglich scheinen eher ungenau, da nicht explizit danach gefragt wurde.

4.1.2 Klinische Daten der gesamten Kohorte

Unter den 452 Kindern wiesen 216 Kinder ein weibliches Geschlecht und 236 Kinder ein
mannliches Geschlecht auf. Dies entspricht einer Verteilung von 47,8% Madchen und 52,2%
Jungen in der generierten Kohorte. Diese Verteilung spiegelt die Geschlechterverteilung bei
Lebendgeburten im Bundesland Bayern mit 48,85% Madchen und 51,12% Jungen anndhernd
wieder und lasst sich auf die gesamte Bundesrepublik Gbertragen [54].

Das mediane Alter der gesamten Kohorte betrug 39+5 SSW (279 Tage) mit einer
Standardabweichung von 8 Tagen.

In Tabelle 6 befindet sich eine Auflistung der Geburtscharakteristika inklusive Daten zu den

Eltern der Teilnehmenden in Mittelwert und Standardabweichung.
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KIND Durchschnitt Standardabweichung

Gestationsalter [Tage] 279 + 8,36
Gewicht bei Geburt [g] 3409 +457.4
Korperlange bei Geburt [cm] 52 +2,51
Kopfumfang bei Geburt [cm] 35 +1,36
Apgar 1 min 9 1,42
Apgar 5 min 10 +1,02
Apgar 10 min 10 +0,72
MUTTER Durchschnitt Standardabweichung
Alter der Mutter [Jahre] 34 + 4,44
BMI der Mutter vor SS 22,34 + 3,25
Gewichtszunahme wahrend SS [kg] 15,19 +5,69
VATER Durchschnitt Standardabweichung
Alter Vater [Jahre] 36 +5,87
BMI des Vaters 25,18 +3,17

Tabelle 6 Charakteristika bei Geburt in Mittelwerten und Standardabweichung

Mit einem durchschnittlichen Geburtsgewicht von 3409g entspricht dies anndhernd dem
deutschen Durchschnitt von 34809 [55]. Das Durchschnittsalter der Mitter bei Entbindung liegt
mit 34 Jahren etwas Uber dem Durchschnitt im Jahre 2018 in Deutschland von 31 Jahren [56].
Dies lasst sich unter anderem dadurch erklaren, dass die vorliegende Kohorte einen héheren
Bildungsstand der Miitter als im deutschen Durchschnitt aufweist. Einen Zusammenhang
zwischen Bildung und Alter bei Entbindung konnte bereits nachgewiesen werden. Hierbei
zeigte sich ein héheres Alter der Mutter bei héherem Bildungsstand [57].

Ebenso gilt dies fur das Durchschnittsalter der Vater, welches in der Studie bei 36 Jahren lag
und damit wenn auch nur geringfiigig tber dem deutschen Durchschnitt aus dem Jahre 2018
mit 35 Jahren [58] liegt.

Die Verteilung der Geburtsmodi der gesamten Kohorte entspricht nicht vollstandig denen der
Bundesrepublik. Im Jahre 2017 wurden 30,5% Sectio-Geburten [59] verzeichnet, was 5%
hoher ist, als in der hier ausgewerteten Kohorte. Dafir ist der Teil an Vakuumextraktionen und
Zangengeburten (Forceps) in der vorliegenden Kohorte im Vergleich zur Bundesrepublik
jeweils erhoht [59]. Somit gleicht sich der Anteil der fehlenden Kaiserschnitte durch die
Erhéhung der vaginalen Operationen aus.

Mit 65% vaginalen Geburten ohne zusatzliche Manipulation entspricht dies annahernd dem
Anteil in der Bundesrepublik [59].
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GEBURTSMODUS Anzahl Anteil in %

spontan 294 65,0
vaginale Operation (VE/Forceps) 72 15,9
Sectio caesarea (prim./sek./Notsektio) 121 26,8
DIAGNOSE KIND Anzahl Anteil in %
Neugeborenen-Infektion (early-onset) 30 6,6
prophylaktische antibiotische Therapie 29 6,4
virale Infektion (CMV) 1 0,2
Asphyxie 5 1,1
respiratorische Erkrankung mit Beatmungsnotwendigkeit* 25 5,5
GRAVIDA Anzahl Anteil in %
G1 219 48,5
G2-G3 200 44,2
>G3 33 7,3
PARA Anzahl Anteil in %
P1 265 58,6
P2-P3 179 39,6
>P3 8 1,8

Tabelle 7 Klinische Charakteristika beziiglich Schwangerschaft und Geburt (*inklusive kurzzeitiger CPAP-Unterstitzung direkt
nach Geburt)

In Bezug auf die erhobenen Diagnosen der Eltern und Familiengeschichte gab es priméar keine
Selektion. Auch die Kinder wurden unabhéngig ihres Gesundheitszustandes in die Auswertung
mit aufgenommen, sodass eine mdoglichst reprasentative Gruppe an reifgeborenen Kindern
generiert wurde. Typische Erkrankungen, die eine Schwangerschaft und damit das Gedeihen
des Fetus beeinflussen wie Diabetes Mellitus, Praeklampsie und weiteres, sind in der Kohorte
wenig vertreten (Tab. 8). Im Allgemeinen war der Gesundheitszustand von Mutter und Kind
unter den eingeschlossenen Studienteilnehmenden sehr gut. Dies ist unter anderem durch die
Rekrutierung auf einer Normalstation (nur selten auf der Intensivstation) sowie das Fehlen von
Frihgeborenen zu erklaren. Die erhdhte Pravalenz von Erkrankungen jeglicher Art unter
Muttern im Vergleich zu Vatern kdnnte durch ein verstarktes Augenmerk auf die Gesundheit

der Mutter wahrend der Schwangerschaft bedingt sein.
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4.1.3 Klinische Daten der Untergruppen nach Allergie-Pradisposition

Es lasst sich unter den einzelnen Untergruppen der allergischen Anamnese kein signifikanter
Unterschied feststellen.

KIND AE AM AV AA K
Geschlecht weiblich [%] 47,8 50 48,7 52,5 41,4
Gestationsalter [Tage] 278 279 278 279 279
Geburtsgewicht [g] 3412 3422 3333 3452 3434
Korperlange bei Geburt [cm] 52 51 51 52 52
Kopfumfang bei Geburt [cm] 34,9 34,9 34,8 34,8 35
SGA [%] 6,1 11,2 14,5 15 6,9
LGA [%] 2,6 6 5,3 5 4,6
APGAR 1min 8,9 8,7 9,1 8,7 9,1
APGAR 5min 9,7 9,6 9,7 9,6 9,8
APGAR 10 9,9 9,8 9,9 9,6 9,9
Blutentnahmezeitpunkt [Lebensstunde] 45 46 46,7 46,6 46,1
MUTTER AE AM AV AA K
Alter [Jahre] 35,1 33,8 34 33,9 33,7
BMI vor SS 22,4 21,9 22,1 23,2 22,8
Gewichtszunahme in SS [kg] 14,8 15,5 15,7 16,1 14,3
VATER AE AM AV AA K
Alter [Jahre] 36,9 36,1 35,2 35,1 36,1
BMI 25,5 24,9 24,8 24,9 25,7

Tabelle 9 Klinische Daten zu Kind und Eltern innerhalb der Gruppierung anhand allergischer Familienanamnese
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Beispielhaft lasst sich anhand der Verteilung des Geburtsgewichtes zeigen, dass sowohl
innerhalb der gesamten Kohorte als auch innerhalb der Untergruppen annahernd eine

Normalverteilung herrscht.

AE AM

00 30 MO0 M0 JWOI 400 40 add0
i Gebursgewich)

Gesamte Kohorte

Counts

2400 2600 2800 3000 3200 3400 3600 3800 4000 4200 4400 4800
GG(Geburtsgewicht)

Abbildung 6 Histogramm zum Vergleich der Geburtsgewichtverteilung der gesamten Kohorte sowie den einzelnen
Untergruppen nach Allergie-Score

4.2 Protein-Analyse

Die Perseus-Analysen der massenspektrometrisch erhobenen Daten der Blutproben wurden
in Hinblick auf verschiedene Schwerpunkte durchgefiihrt. In den 452 Blutproben konnten bis
zu 1119 Peptide gemessen werden. Durch Filtrationsprozesse wurde die Anzahl an
gemessenen Peptiden auf 323 bis 600 Fragmente reduziert, die jeweils in mindestens 70%

der Proben nachweisbar waren.

Anhand der gemessenen Spektren lassen sich Rickschliisse auf die zugrunde liegenden
Proteine und damit deren Gene schlieRen und diese durch gemessene Intensitaten
quantifizieren. Als Benennung der nachgewiesenen Peptide werden im Folgenden die Namen

der zugrunde liegenden Gene verwendet.
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4.2.1 Validitat der Blutproben in Abhangigkeit zur Blutentnahmetechnik

Im Vergleich von Kkapillaren zu vendsen Blutenthahmen zeigten sich hauptséachlich
Unterschiede in der detektierten Menge an Keratinen wie KRT1, KRT2, KRT6B oder KRT10,
die in kapillaren Blutentnahmen signifikant hoher ausfielen. Dies ist allein durch die
Abnahmetechnik zu erklaren, die durch ein vermehrtes Dricken an der Ferse zu einem

vermehrten Auftreten von Keratinen in der kapillaren Probe fuhren kann.

“RrT10
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Difference (K-V) [1e-1]

Abbildung 7 Vulcan Plot der Keratinmessung nach Student’s t-Test mit FDR 0,05 und SO 0,1 mit signifikanten
Unterschieden der Intensitat der gemessenen Keratine. Die gekennzeichneten Keratine sind mit einem signifikanten p-
Wert sowie einer signifikanten Differenz oberhalb der SO-Linie zu sehen. Das entspricht einem signifikanten messbaren
Unterschied dieser Genprodukte im Vergleich kapillare Entnahme vs. vendse Entnahme.

Auch im Histogramm (Abbildung 8) lasst sich eine eindeutige Verschiebung der detektierten
Keratine zugunsten der kapillaren Blutentnahme erkennen. Dabei sind die rot markierten
Balken die Zahlungen der Fragmente, die zur Familie der Keratine gehoren. Hier liegt der

hdchste gemessene Unterschied innerhalb der Probentypen vor.

Counts

= - T I- T T = -I T T T 0
15 2 25 3 35 4 45 5 55 =

Student's T-test Differenc;e K_V[1e-1]

Abbildung 8 Histogramm der Keratinmessung liber die gemessenen Unterschiede in den kapillaren zu den vendsen Proben
mit deutlichem Unterschied der Intensitdt der Keratin-Messung durch vermehrtes Vorkommen in kapillaren Proben. Der
Unterschied der gemessenen Intensitdt und damit indirekt die Menge der gemessenen Keratine ist deutlich auf der X-
Achse nach rechts verschoben, was einer Erhdhung entspricht.
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4.2.2 Frage |- Vergleich der Gruppen

4.2.2.1 Kontrollgruppe im Vergleich zu Kindern mit allergischer Anamnese
beider Eltern (K vs. AE)

In der t-Test-getltzten Analyse zeigen sich bei einer Berlicksichtigung des g-Wertes mit einem
Signifikanzniveau von 5%, welcher flr zufallige Korrelationen korrigiert, sieben Genprodukte
signifikant verandert. Dabei konnten MSN, RAP1B, LPC1, NARPT, PFN1, YWHAZ und
ANXA7 alle in der Gruppe AE erhoht gegentber der Kontrollgruppe gemessen werden.
Weitere 21 gemessene Proteinfragmente zeigen sich bei einer T-Test gestitzten Analyse mit
einem p-Wert unter 0,01 (entspricht —log(p) von 2) merklich veréandert.

Logp

T T T T T T T 1 T
-1.8 -1 -0.5 0 0.5 1 15 2 25

Difference (K - AE) [1e-1]

Abbildung 9 Student's t-Test (K vs. AE) mit biostatistischem Parameter SO. Aufgezeichnet sind der -log(p) auf der Y-Achse
gegen die gemessene Intensitatsdifferenz auf der X-Achse. Griin gezeigt sind Peptide mit p<0,01 und g<0,05, orange
entspricht p<0,01 und blau entspricht einer Naherung an SO.

Farbe Gene name -(log)p g-value Difference Protein Description

grin MSN 4.1808 0.02 -0.1193 Moesin

grin RAP1B 4.0962 0.01 -0.123 Ras-related protein Rap-1b

grin LCP1 3.3725 0.056 -0.0617 Plastin-2

grin NAPRT 3.3463 0.045 -0.1181 Nicotinate phosphoribosyltransferase
grin PFN1 3.2554 0.0496 -0.0655 Profilin-1

grin YWHAZ 3.212 0.044 -0.0677 14-3-3 protein zeta/delta

grin ANXA7 3.1527 0.044 -0.0728 Annexin A7

orange TAGLN2 2.8716 0.0835 -0.0658 Transgelin-2

orange CCT5 2.5924 0.1649 -0.0805 T-complex protein 1 subunit epsilon
orange GP1BA 2.5317 0.168 -0.0764 Glycoprotein Ib (Platelet)

orange PPP6R3 2.4151 0.2036 -0.1053 Serine/threonine-protein phosphatase 6 regulatory subunit 3
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orange CAPZA2 2.3874 0.198 -0.1143 F-actin-capping protein subunit alpha-2

orange EIF5A 2.3783 0.1852 -0.0819 Eukaryotic translation initiation factor 5A

orange ACTR3 2.3064 0.2043 -0.0795 Actin-related protein 3

orange HIST1/*2/*¥3  2.3033 0.1923 -0.1085 Histone

orange CUTA 2.2494 0.2045 -0.1138 Protein CutA

orange RGS10 2.2448 0.1948 -0.1006 Regulator of G-protein signaling 10

orange NPEPPS 2.2082 0.2022 -0.0803 Aminopeptidase; Puromycin-sensitive aminopeptidase
orange SERPINB1 2.1843 0.2034 -0.0672 Leukocyte elastase inhibitor

orange HSPB1 2.1583 0.2052 -0.0778 Heat shock protein beta-1

orange FERMT3 2.1366 0.2063 -0.0612 Fermitin family homolog 3

orange TUBB1 2.1187 0.2053 -0.0943 Tubulin beta-1 chain

orange RUVBL2 2.0828 0.2146 -0.0684 RuvB-like 2

orange ITGA2B 2.0735 0.2117 -0.0616 Integrin alpha-Ilb

orange PSMA4 2.0264 0.2254 -0.0688 Proteasome subunis, Proteasome endopeptidase complex
orange CUL3 2.0243 0.2174 -0.0702 Cullin-3

orange PLG 2.0136 0.2157 0.0924 Plasminogen

orange ARHGDIB 2.0127 0.2087 -0.0613 Rho GDP-dissociation inhibitor 2

blau PPA1 1.107 0.4395 0.2473 Inorganic pyrophosphatase

Tabelle 11 Student’s t-Test (K vs. AE) mit farblicher Zugehdrigkeit zu Abbildung 9, Bezeichnung des zugehdrigen Genes,
zugehorigem p- sowie g-Wert und einer Kurzbeschreibung der Proteinaufgaben

Unter Berlcksichtigung des biostatistischen Parameters SO verlieren die obigen sieben
Proteinfragmente ihre Signifikanz. Nur der Genlokus PPAL zeigt sich an der Signifikanzgrenze
zugunsten der Kontrollgruppe. Durch das Einbringen von SO kann bei grof3erer Differenz ein
kleiner p-Wert als signifikant angenommen werden, weshalb PPA1 an Relevanz gewinnt.

Auffallig ist zusatzlich, dass alle anderen Proteinfragmente mit der weiteren Ausnahme von
PLG neben PPAL in der Gruppe mit positiver Familienanamnese vermehrt nachgewiesen
werden konnten. Insgesamt befindet sich die Differenz der gemessenen Proteinfragmente auf

einem geringen Level.

4.2.2.2 Kontrollgruppe im Vergleich zu Kindern mit allergischer Anamnese nur
der Mutter (K vs. AM)

Bei einem Vergleich der Kontrollgruppe mit Kindern der AM-Gruppe finden sich in einer t-Test-
gestitzten Analyse keine signifikanten Treffen. Unter Bericksichtigung des biostatistischen
Parameters SO rickt lediglich PTGER3 mit einem p-Wert von 0,06 und einer Differenz von
0,2243 in den Vordergrund. So ist das Proteinfragment PTGER3 in der Kontrollgruppe

vermehrt nachzuweisen.
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Abbildung 10 Student's t-Test (K vs. AM) mit biostatistischem Parameter SO. Aufgezeichnet sind der -log(p) auf der Y-Achse
gegen die gemessene Intensitatsdifferenz auf der X-Achse. Blau entspricht einer Naherung an SO

Farbe Genlokus -(log)p q-value Difference Protein Description

blau PTGER3 1.1931 1 0.2237 Prostaglandin E2 Receptor EP3 Subtype

Tabelle 12 Student's t-Test (K vs. AM) mit farblicher Zugehdrigkeit zu Abbildung 10, Bezeichnung des zugehdrigen Genes,
zugehorigem p- sowie g-Wert und einer Kurzbeschreibung der Proteinaufgaben

4.2.2.3 Kontrollgruppe im Vergleich zu Kindern mit allergischer Anamnese nur
des Vaters (K vs. AV)

Bei einem Vergleich der Kontrollgruppe mit Kindern der AV-Gruppe findet sich in einer t-Test-
gestltzten Analyse ein Proteinfragment mit einem p-Wert unter 0,01. IGHG3 l&asst sich in der
Kontrollgruppe vermehrt nachweisen. Unter Verwendung des biostatistischen Parameters SO
fallt zusatzlich APOB ins Auge.
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Abbildung 11 Student's t-Test (K vs. AV) mit biostatistischem Parameter SO. Aufgezeichnet sind der -log(p) auf der Y-Achse
gegen die gemessene Intensitatsdifferenz auf der X-Achse. Orange entspricht p<0,01 und blau entspricht einer Naherung
an SO

Farbe Genename -(log)p g-value Difference Protein Description

orange IGHG3 2.1232 1 0.1040 Immunoglobulin heavy constant gamma 3
blau APOB 1.3609 1 -0.1856 Apolipoprotein B-100

Tabelle 13 Student's t-Test (K vs. AV) mit farblicher Zugehorigkeit zu Abbildung 11, Bezeichnung des zugehdrigen Genes,
zugehorigem p- sowie g-Wert und einer Kurzbeschreibung der Proteinaufgaben

4.2.2.4 Kontrollgruppe im Vergleich zu Kindern mit negativer allergischer
Anamnese der Eltern, aber einer bekannten Allergie bei mindestens einer
entfernten verwandten Person (K vs. AA)

Bei einem Vergleich der Kontrollgruppe mit Kindern der AA-Gruppe findet sich in einer t-Test-
gestltzten Analyse ein Proteinfragment signifikant ver&ndert.

Mit einem p-Wert von 0,0079 zeigt sich YWHAZ erhoht, verliert aber durch das Einbringen des
biostatistischen Parameters SO seine Relevanz, wohingegen zwei weitere Proteinfragmente
nun als interessant erscheinen. PPA1 ist mit einem p-Wert von 0,123 und einer Differenz von
0,2818 ist in der Kontrollgruppe vermehrt messbar. Dem entgegen gesetzt ist IGHV mit
verschiedenen Isotypen bei einem p-Wert von 0,037 und einer Differenz von 0,1898 in der

Gruppe mit entfernter positiver allergischer Familienanamnese vermehrt nachweisbar.
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Abbildung 12 Student's t-Test (K vs. AA) mit biostatistischem Parameter SO. Aufgezeichnet sind der -log(p) auf der Y-
Achse gegen die gemessene Intensitatsdifferenz auf der X-Achse. Orange entspricht p<0,01 und blau entspricht einer
N&dherung an SO

Farbe Genename -Log(p) g-value Difference Protein Description

orange YWHAH 2.1004 1 0.0723 14-3-3 protein eta
Blau IGHV3* 1.4353 1 -0.1898 Uncharacterized protein
blau PPA1 0.9083 1 0.2818 Inorganic pyrophosphatase

Tabelle 14 Student's t-Test (K vs. AA) mit farblicher Zugehorigkeit zu Abbildung 12, Bezeichnung des zugehorigen Genes,
zugehdrigem p- sowie g-Wert und einer Kurzbeschreibung der Proteinaufgaben

4.2.2.5 Kinder mit allergischer Anamnese beider Eltern im Vergleich zu Kindern

mit allergischer Anamnese nur der Mutter (AE vs. AM)

Bei dem Vergleich von Kindern der AE-Gruppe mit denen der AM-Gruppe zeigt sich in einer t-
Test-gestitzten Analyse unter Beriicksichtigung des g-Wertes ein Proteinfragment signifikant
verandert. SERPINBL1 ist mit einem p-Wert von 0,0007 in AE vermehrt nachweisbar. Weitere
zwolf Proteinfragmente weisen einen p-Wert unter 0,01 auf. Darunter befinden sich YWHAZ
mit einem p-Wert von 0,00002, MSN mit einem p-Wert von 0,0001 und NARPT mit einem p-
Wert von 0,0007.
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Abbildung 13 Student's t-Test (AE vs. AM) mit biostatistischem Parameter SO. Aufgezeichnet sind der -log(p) auf der Y-
Achse gegen die gemessene Intensitatsdifferenz auf der X-Achse. Griin zeigt q<0,05 und p<0,01, orange entspricht p<0,01
und blau entspricht einer Ndherung an SO

Farbe Genename  -log(p) g-value Difference Protein Descriptions

grin SERPINB1 4.1096 0.02 0.0861 Leukocyte elastase inhibitor

orange YWHAZ 3.6477 0.058 0.0711 14-3-3 protein zeta/delta

orange XPO1 2.8949 0.2547 0.0847 Exportin-1

orange MSN 2.8501 0.217 0.0872 Moesin

orange PPP5C 2.6078 0.3128 0.0923 Serine/threonine-protein phosphatase 5

orange CUL3 2.5246 0.3153 0.052 Cullin-3

orange GP1BA 2.3981 0.3686 0.0759 Glycoprotein Ib (Platelet)

orange ALDH1A1l 2.3556 0.352 0.0912 Retinal dehydrogenase 1

orange PIP4K2A 2.231 0.4222 0.0378 Phosphatidylinositol 5-phosphate 4-kinase

orange UBE20 2.2102 0.4024 0.0538 (E3-independent) E2 ubiquitin-conjugating enzyme
orange NAPRT 2.1346 0.4335 0.0851 Nicotinate phosphoribosyltransferase

orange SH3BGRL 2.0477 0.4753 0.049 SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like protein
orange PPP2R1A 2.0223 0.46 0.0572 Serine/threonine-protein phosphatase

blau CTSG 1.6919 0.4739 0.1384 Cathepsin G

Tabelle 15 Student's t-Test (AE vs. AM) mit farblicher Zugehorigkeit zu Abbildung 13, Bezeichnung des zugehdrigen Genes,
zugehdrigem p- sowie g-Wert und einer Kurzbeschreibung der Proteinaufgaben

4.2.2.6 Kinder mit allergischer Anamnese beider Eltern im Vergleich zu Kindern

mit allergischer Anamnese nur des Vaters (AE vs. AV)

Bei dem Vergleich von Kindern der AE-Gruppe mit Kindern der AV-Gruppe wiesen zehn
Proteinfragmente einen p-Wert unter 0,01 auf. Darunter befinden sich YWHAZ mit einem p-
Wert von 0,0007 und MSN mit einem p-Wert von 0,0086. Unter Bertcksichtigung des
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biostatistischen Parameters SO rickt zuséatzlich PPA1 mit einem p-Wert von 0,0396 und einer
Differenz von -0,3247 in den Vordergrund. Es zeigt sich vermehrt in Kindern mit einer positiven

Anamnese des Vaters.
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Abbildung 14 Student's t-Test (AE vs. AV) mit biostatistischem Parameter SO. Aufgezeichnet sind der -log(p) auf der Y-
Achse gegen die gemessene Intensitatsdifferenz auf der X-Achse. Orange entspricht p<0,01 und blau entspricht einer
Ndherung an SO

Farbe Gene name -Log(p) g-value Difference Protein Description

orange YWHAZ 3.1304 0.372 0.0727 14-3-3 protein zeta/delta
orange ITGA2B 2.7717 0.464 0.0788 Integrin alpha-Ilb

orange ATP2B4 2.6660 0.3893 0.0904 Plasma membrane calcium-transporting ATPase 4
orange GP1BA 2.4638 0.478 0.0875 Glycoprotein Ib (Platelet)
orange ACTN1 2.4296 0.4152 0.09 Alpha-actinin-1

orange FERMT3 2.2956 0.482 0.069 Fermitin family homolog 3
orange TUBB 2.273 0.4417 0.1028 Tubulin beta chain

orange RANGAP1 2.1296 0.535 0.069 Ran GTPase-activating protein 1
orange APOH 2.1237 0.4862 0.1146 Beta-2-glycoprotein 1

orange MSN 2.0656 0.4884 0.0868 Moesin

blau PPA1 1,0422 0.6661 0.3247 Inorganic Phyrophosphatase

Tabelle 16 Student's t-Test (AE vs. AV) mit farblicher Zugehorigkeit zu Abbildung 14, Bezeichnung des zugehorigen Genes,
zugehdrigem p- sowie g-Wert und einer Kurzbeschreibung der Proteinaufgaben

4.2.2.7 Kinder mit positiver allergischer Anamnese nur der Mutter im Vergleich

zu Kindern mit positiver allergischer Anamnese des Vaters (AM vs. AV)

Bei dem Vergleich von Kindern mit einer positiven Anamnese auf jeweils einer Seite

zueinander (AM vs. AV) weisen zwei Proteinfragmente einen p-Wert unter 0,01 auf. YWHAQ
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mit einem p-Wert von 0,0007 und GLO1 mit einem p-Wert von 0,0086 bilden dabei zwei
Proteinfragmente ab, die sich in den anderen Auswertungen nicht als statistisch relevant
erwiesen. Unter Berlicksichtigung des Biostatistischen Parameters SO gewinnt PTGERS3 mit
einem p-Wert von 0,1433 und einer Differenz von -0.1925 an Bedeutung. Es ist vermehrt in

Kindern mit einer positiven Anamnese des Vaters vorhanden.

T T T T T T T
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Abbildung 15 Student's t-Test (AE vs. AV) mit biostatistischem Parameter SO. Aufgezeichnet sind der -log(p) auf der Y-
Achse gegen die gemessene Intensitatsdifferenz auf der X-Achse. Orange entspricht p<0,01 und blau entspricht einer
N&dherung an SO

Farbe Genes Name  -log(p) gq-value Difference Protein Description

orange YWHAQ 2.7732 0.8 0.0921 14-3-3 Protein Theta

orange GLO1 2.0063 1 -0.0988 Lactoylglutathione Lyase

blau PTGER3 0.8439 1 -0.1925 Prostaglandin E2 Receptor EP3 Subtype

Tabelle 17 Student's t-Test (AM vs. AV) mit farblicher Zugehdérigkeit zu Abbildung 15, Bezeichnung des zugehorigen Genes,
zugehorigem p- sowie g-Wert und einer Kurzbeschreibung der Proteinaufgaben
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4.2.3 Frage Il — Vergleich der verschiedenen Untergruppen der Kohorte

nach Art der allergischen Erkrankung

Zusatzlich fand eine Aufspaltung der anhand der allergischen Anamnese der Familie erstellten
Gruppen in weitere Untergruppen statt. So fanden neben der Art des Allergens auch der
potenzielle Entstehungsmechanismus Berlcksichtigung. Besonders der Allergietyp |, die
Sofortallergie, spielt hier eine entscheidende Rolle. Allergisches Asthma bronchiale,
Neurodermitis und Soforttyp-Allergien wie Heuschnupfen oder Insektengiftallergie werden

somit in gesonderten Gruppen erfasst.

4.2.3.1 Atopie

Wie bereits bekannt ist, gibt es eine genetische Pradisposition bei der Atopie. In dieser
Untersuchung wurde als Atopie gewertet, wenn jemand mindestens zwei Erkrankungen des
atopischen Formenkreises (allergische Rhinokonjunktivitis, atopisches Ekzem, Asthma
bronchiale) angegeben hatte. 87 Kinder weisen ein Elternteil mit Atopie auf, davon ist bei 55

Kindern die Mutter betroffen.

Bei einem Vergleich der Kontrollgruppe und Kindern der Atopie-Gruppe (unabh&ngig vom
Geschlecht des Elternteils) zeigen sich zehn Proteinfragmente mit einem p-Wert kleiner 0,01.
Davon sind neun in der Gruppe mit positiver Anamnese vermehrt nachweisbar, lediglich RPSA
zeigt sich in der Kontrollgruppe erhéht. Unter den relevanten Proteinen befindet sich LCP1 mit
einem p-Wert von 0,0002 und MSN mit einem P-Wert von 0,0017.
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Abbildung 16 Student's t-Test (K vs. Atopie) mit biostatistischem Parameter SO. Aufgezeichnet sind der -log(p) auf der Y-
Achse gegen die gemessene Intensitatsdifferenz auf der X-Achse. Orange entspricht p<0,01 und blau entspricht einer
N&herung an SO
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Farbe Genes Name -log(p) g-value Difference Protein Description

orange LCP1 3.6447 0.136 -0.0634 Plastin-2

orange GSTO1 2.7694 0.552 -0.0918 Glutathione S-transferase omega-1

orange MSN 2.7568 0.3747 -0.0932 Moesin

orange EIF2S2 2.4552 0.568 -0.0638 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 2
orange RAP1A 2.1788 0.8176 -0.0917 Ras-related protein Rap-1A

orange ETF1 2.1608 0.708 -0.0559 Eukaryotic peptide chain release factor subunit 1
orange PFN1 2.1074 0.6834 -0.0566 Profilin-1

orange RPSA 2.1037 0.603 0.1307 40S ribosomal protein SA

orange PSMA4 2.0889 0.5538 -0.0708 Proteasome subunit beta/alpha

orange CCT5 2.0318 0.5616 -0.0718 T-complex protein 1 subunit epsilon

blau PTGER3 1.2978 0.5337 0.2393 Prostaglandin E2 receptor EP3 subtype

Tabelle 8 Student's t-Test (K vs. Atopie) mit farblicher Zugehorigkeit zu Abbildung 16, Bezeichnung des zugehdrigen Genes,
zugehorigem p- sowie g-Wert und einer Kurzbeschreibung der Proteinaufgaben

Bei einem Vergleich der Kontrollgruppe mit Kindern, deren Mutter eine atopische Neigung
aufweist (Atopie.M), zeigen sich neun Proteine mit einem p-Wert unter 0,1. Darunter ebenso
das Proteinfragment PTGERS3, welches unter Berticksichtigung von SO mit einem p-Wert von
0,0055 und einer Differenz von 0,386 als signifikant einzustufen ist. Die Ubrigen acht

Proteinfragmente sind jeweils zur Halfte in beiden Gruppen erhéht gemessen worden.
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Abbildung 17 Student's t-Test (K vs. Atopie Mutter) mit biostatistischem Parameter SO. Aufgezeichnet sind der -log(p) auf
der Y-Achse gegen die gemessene Intensitdtsdifferenz auf der X-Achse. Orange entspricht p<0,01 und blau entspricht einer
N&herung an SO
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Farbe Genes Name  -log(p) g-value Difference Protein Description

orange LCP1 3.3427 0.224 -0.063 Plastin-2

orange PFN1 2.6912 0.588 -0.0734 Profilin-1

orange MSN 2.4677 0.712 -0.0997 Moesin

orange GSTO1 2.3579 0.695 -0.0951 Glutathione S-transferase omega-1
orange PLG 2.3451 0.564 0.122 Plasminogen

grin PTGER3 2.2616 0.554 0.386 Prostaglandin E2 receptor EP3 subtype
orange ? 2.2281 0.5131 0.0876 highly similar to Complement factor B
orange IGHV3-7 2.1379 0.5575 0.1375 Immunoglobulin heavy variable 3-7
orange RPSA 2.0188 0.6507 0.1412 40S ribosomal protein SA

Tabelle 9 Student's t-Test (K vs. Atopie Mutter) mit farblicher Zugeharigkeit zu Abbildung 17, Bezeichnung des zugehorigen
Genes, zugehorigem p- sowie g-Wert und einer Kurzbeschreibung der Proteinaufgaben *keine Bezeichnung vorhanden, da
unidentifiziertes Proteinfragment

Bei einem Vergleich der Kontrollgruppe mit Kindern, deren Vater eine atopische Neigung
aufweist (Atopie.V), zeigen sich sechzehn Proteinfragmente mit einem p-Wert unter 0,01,
wobei alle vermehrt in der Gruppe mit positiver Anamnese nachweisbar sind. Im Gegensatz
dazu grenzt PPA1 unter Berlicksichtigung des biostatistischen Parameters SO mit einem p-
Wert von 0,1296 und einer Differenz von 0,2297 zugunsten der Kontrollgruppe an die

Signifikanz.
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Abbildung 18 Student's t-Test (K vs. Atopie Vater) mit biostatistischem Parameter SO. Aufgezeichnet sind der -log(p) auf
der Y-Achse gegen die gemessene Intensitatsdifferenz auf der X-Achse. Orange entspricht p<0,01 und blau entspricht einer
N&herung an SO
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Farbe Genes Name -log(p) g-value Difference Protein Description

orange NME2 3.1248 0.592 -0.0972 Nucleoside diphosphate kinase

orange PABPC1 3.0363 0.366 -0.1412 Isoform 2 of Polyadenylate-binding protein 1
orange MTHFD1 2.6784 0.5587 -0.0976 C-1-tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic
orange RAP1B 2.6657 0.428 -0.1343 Ras-related protein Rap-1b

orange NAP1L4 2.5984 0.3992 -0.1514 Nucleosome assembly protein 1-like 4

orange ENO1 2.4537 0.4533 -0.0927 Alpha-enolase

orange SRI 2.2451 0.6029 -0.1232 Isoform 3 of Sorcin

orange DSP 2.2439 0.5275 -0.1514 Desmoplakin

orange HBM 2.191 0.5307 -0.1027 Hemoglobin subunit mu

orange WDR1 2.1777 0.488 -0.1026 WD repeat-containing protein 1

orange CAPNS1 2.0599 0.5767 -0.1572 Calpain small subunit 1

orange KATNAL2 2.0599 0.5287 -0.0814 Katanin p60 ATPase-containing subunit A-like 2
orange ARF3; ARF1 2.0461 0.5025 -0.0771 ADP-ribosylation factor 1

orange CCT5 2.0164 0.4946 -0.0998 T-complex protein 1 subunit epsilon

orange PAICS 2.0144 0.4643 -0.0618 Multifunctional protein ADE2

orange ETF1 2.0021 0.4493 -0.0782 Eukaryotic peptide chain release factor subunit 1
blau PPA1 0.8874 0.5772 0.2997 Inorganic pyrophosphatase

Tabelle 20 Student's t-Test (K vs. Atopie Vater) mit farblicher Zugehorigkeit zu Abbildung 18, Bezeichnung des zugehorigen
Genes, zugehorigem p- sowie g-Wert und einer Kurzbeschreibung der Proteinaufgaben

4.2.3.2 Asthma bronchiale
Die Anzahl an Kindern von Eltern mit angegebenem Asthma bronchiale ist insgesamt recht

gering, dennoch fand eine Auswertung der Kinder statt.

ein Elternteil (geschlechterunabhingig) Mutter Vater

Asthma bronchiale 64 34 32

Tabelle 21 Fallzahlen Asthma bronchiale

Bei einem Vergleich von der Kontrollgruppe zu Kindern von Eltern mit einer positiven
Anamnese beziglich Asthmas bronchiale (ASTHMA) unabhéngig vom Geschlecht zeigen sich
elf Proteinfragmente mit einem p-Wert unter 0,001. Hierzu gehdren ebenso LCP1 mit einem
p-Wert von 0,0006 sowie MSN mit einem p-Wert von 0,0044. Unter Berlcksichtigung des
biostatistischen Parameters SO rutscht PTGER3 mit einem p-Wert von 0,077 und einer
Differenz von 0,223 nahe an die Signifikanzgrenze zugunsten der Kontrollgruppe. Auch HPX
mit einem p-Wert von 0,0043 und einer Differenz von 0,1566 gewinnt damit an Wichtigkeit auf

der Seite der Kontrollgruppe.
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Abbildung 19 Student's t-Testanalyse (K vs. Asthma bronchiale) mit biostatistischem Parameter SO. Aufgezeichnet sind
der -log(p) auf der Y-Achse gegen die gemessene Intensitatsdifferenz auf der X-Achse. Orange entspricht p<0,01 und
blau entspricht einer Ndherung an SO

Farbe Genes Name  -log(p) g-value Difference Protein Descriptions

orange LCP1 3.1929 0.336 -0.0583 Plastin-2

orange CCT5 2.8229 0.386 -0.0999 T-complex protein 1 subunit epsilon
orange GSTO1 2.5637 0.4827 -0.0964 Glutathione S-transferase omega-1
orange RAP1A 2.5021 0.409 -0.1120 Ras-related protein Rap-1A

orange PNP 2.4188 0.3976 -0.0711 Purine nucleoside phosphorylase
orange HPX 2.3673 0.368 0.1566 Hemopexin

orange MSN 2.3553 0.3303 -0.0943 Moesin

orange RUVBL2 2.1983 0.4025 -0.0803 RuvB-like 2

orange UBAC1 2.1671 0.3871 -0.1225 Ubiquitin-associated domain-containing protein 1
orange SERPINA7 2.1037 0.414 0.1284 Thyroxine-binding globulin

blau PTGER3 1.1117 0.6145 0.223 Prostaglandin E2 receptor EP3 subtype

Tabelle 22 Student's t-Test (K vs. Asthma bronchiale) mit farblicher Zugehorigkeit zu Abbildung 19, Bezeichnung des
zugehorigen Genes, zugehorigem p- sowie g-Wert und einer Kurzbeschreibung der Proteinaufgaben

Bei einem Auflésen zu beiden Seiten zeigt sich ein &hnliches Ergebnis. Bei einem Vergleich
von der Kontrollgruppe zu Kindern mit positiver Anamnese auf Asthma bronchiale nur der
Mutter (Asthma.Mutter) zeigte sich beziglich LCP1 mit einem p-Wert von 0,0043 ein &hnliches
Bild. MSN verschwindet jedoch aus dem interessanten Bereich, wohingegen PFN1 mit einem
p-Wert von 0,0012 an Bedeutung gewinnt. PTGERS rutscht bei SO-Verwendung mit einem p-

Wert von 0,02 und einer Differenz von 0,356 ebenfalls wieder an die Signifikanzgrenze.
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Abbildung 20 Student's t-Test (K vs. Asthma bronchiale Mutter) mit biostatistischem Parameter SO. Aufgezeichnet sind
der -log(p) auf der Y-Achse gegen die gemessene Intensitatsdifferenz auf der X-Achse. Orange entspricht p<0,01 und blau
entspricht einer Naherung an SO

Farbe Genes Name -log(p) (g-value Difference Protein Descriptions

orange TAGLN2 2.9345 0.716 -0.0947 Transgelin-2

orange PFN1 2.9322 0.358 -0.0913 Profilin-1

orange PSMD4 2.7112 0.4133 -0.1102 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 4
orange UGP2 2.5123 0.501 -0.0722 UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase
orange LCP1 2.3649 0.5552 -0.0595 Plastin-2

orange GSTO1 2.3207 0.51 -0.1137 Glutathione S-transferase omega-1

orange PNP 2.1362 0.6577 -0.0786 Purine nucleoside phosphorylase

orange AK1 2.0409 0.7085 -0.0847 Adenylate kinase isoenzyme 1

orange ABHD14B 2.0311 0.6422 -0.0847 Protein ABHD14B

orange MYL4 2.0119 0.604 -0.0794 Myosin light chain 4 (Fragment)

blau PTGER3 1.6958 0.6308 0.356 Prostaglandin E2 receptor EP3 subtype

Tabelle 23 Student's t-Test (K vs. Asthma bronchiale Mutter) mit farblicher Zugehérigkeit zu Abbildung 20, Bezeichnung des
zugehorigen Genes, zugehorigem p- sowie g-Wert und einer Kurzbeschreibung der Proteinaufgaben

Bei einem Vergleich der Kontrollgruppe zu Kindern mit einer positiven Anamnese des Vaters
(Asthma.Vater) zeigt sich ein anderes Ergebnis, wobei LPC1 mit einem p-Wert von 0,006
ebenfalls in der betroffenen Gruppe erhoéht ist. Durch die Verwendung von SO gewinnt HSPA9
mit einem p-Wert von 0,0224 und einer Differenz von -0,395 an Bedeutung, da es sich an der

Signifikanzgrenze zeigt.
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Abbildung 21 Student's t-Test (K vs. Asthma bronchiale Vater) mit biostatistischem Parameter SO. Aufgezeichnet sind der
-log(p) auf der Y-Achse gegen die gemessene Intensitatsdiffernz auf der X-Achse. Orange entspricht p<0,01 und blau
entspricht einer Naherung an SO

Farbe Genes Name -log(p) g-value Difference Protein Descriptions

orange CCT5 2.5524 1 -0.1165 T-complex protein 1 subunit epsilon
orange TBCA 2.4937 0.922 -0.1232 Tubulin-specific chaperone A
orange SERPINA7 2.3202 0.9573 0.1733 Thyroxine-binding globulin

orange LCP1 2.2188 0.897 -0.0586 Plastin-2

orange VTN 2.1996 0.7472 0.1131 Vitronectin

orange HPX 2.0249 0.9253 0.176 Hemopexin

blau HSPA9 1.6497 0.7951 -0.3095 Stress-70 protein, mitochondrial

Tabelle 24 Student's t-Test (K vs. Asthma bronchiale Vater) mit farblicher Zugehorigkeit zu Abbildung 21, Bezeichnung des
zugehorigen Genes, zugehorigem p- sowie g-Wert und einer Kurzbeschreibung der Proteinaufgaben

4.2.3.3 Atopisches Ekzem
Auch die Anzahl an Kindern, die eine positive Anamnese bezuglich atopischen Ekzems in der

Familie aufweisen, halten sich gering.

ein Elternteil (geschelchterunabhdngig) Mutter Vater

Atopisches Ekzem 84 57 32

Tabelle 25 Fallzahlen atopisches Ekzem

Bei einem Vergleich der Kontrollgruppe mit Kindern, die eine beidseitige positive Anamnese
auf atopisches Ekzem (Ekzem) zeigten, fallen 18 Proteinfragmente mit einem p-Wert unter
0,01 auf. Darunter sind die schon bekannten Proteine LPC1 mit einem p-Wert von 0,00096,
PFEN1 mit einem p-Wert von 0,00495 und RAP1B mit einem p-Wert von 0,0053. Unter
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Verwendung des biostatistischen Parameters SO zeigt sich PTGER3 mit einem p-Wert von

0,04 und einer Differenz von 0,2558 erneut an der Signifikanzgrenze.
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Abbildung 22 Student's t-Test (K vs. atopisches Ekzem) mit biostatistischem Parameter SO. Aufgezeichnet sind der -log(p)
auf der Y-Achse gegen die gemessene Intensitatsdiffernz auf der X-Achse. Orange entspricht p<0,01 und blau entspricht
einer Ndherung an SO

Farbe Genes Name -log(p) g-value Difference Protein Description

orange LCP1 3.0194 0.6 -0.0588 Plastin-2

orange PKLR 2.629 0.734 -0.0674 Pyruvate kinase PKLR

orange PLG 2.3376 0.928 0.1 Plasminogen

orange DNAJB2 2.3174 0.73 -0.1749 Dnal homolog subfamily B member 2 (Fragment)
orange PFN1 2.3051 0.6064 -0.0603 Profilin-1

orange RAP1B 2.2717 0.5433 -0.0943 Ras-related protein Rap-1b

orange HSPB1 2.2651 0.4732 -0.0941 Heat shock protein beta-1

orange TAGLN2 2.2304 0.4445 -0.0582 Transgelin-2

orange FTL 2.1977 0.4289 -0.1085 Ferritin light chain

orange ENO1 2.1894 0.3936 -0.0619 Alpha-enolase

orange PRDX6 2.1775 0.3716 -0.0581 Peroxiredoxin-6

orange TKT 2.15 0.367 -0.0563 Transketolase

orange GSTO1 2.1446 0.3428 -0.0808 Glutathione S-transferase omega-1

orange ITGB3 2.1098 0.3414 -0.1124 Integrin beta-3

orange EIF2S2 2.1087 0.3205 -0.0581 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 2
orange LTF 2.0745 0.3225 -0.0947 Lactotransferrin (Fragment(

orange FERMT3 2.0722 0.3052 -0.058 Fermitin family homolog 3

orange AK1 2.0689 0.2904 -0.0682 Adenylate kinase isoenzyme 1

blau PTGER3 1.3974 0.4514 0.256 Prostaglandin E2 receptor EP3 subtype

Tabelle 26 Student's t-Test (K vs. atopisches Ekzem) mit farblicher Zugehorigkeit zu Abbildung 22, Bezeichnung des
zugehorigen Genes, zugehorigem p- sowie g-Wert und einer Kurzbeschreibung der Proteinaufgaben

49



Auch bei einem Vergleich der Kontrollgruppe zu Kindern mit positiver Anamnese der Mutter

zeigt sich LCP1 mit einem p-Wert von 0,003. Bei Verwendung von SO ist wiederum PTGER3

mit einem P-Wert von 0,021 und einer Differenz von 0,3234 an der Signifikanzgrenze.

-Logp

Diﬁeren;e (K - Ekzem.Mutter) [1e-1]

Abbildung 23 Student's t-Test (K vs. atopisches Ekzem Mutter) mit biostatistischem Parameter SO. Aufgezeichnet sind der
-log(p) auf der Y-Achse gegen die gemessene Intensitadtsdiffernz auf der X-Achse. Orange entspricht p<0,01 und blau
entspricht einer Naherung an SO

T
1 2 3

Farbe Genes Name -log(p) g-value Difference Protein Description

orange LCP1 2.5216 1 -0.0508 Plastin-2

orange DNAJB2 2.455 0.88 -0.2052 Dnal homolog subfamily B member 2 (Fragment)
orange PLG 2.3767 0.696 0.1149 Plasminogen

orange ITGB3 2.2927 0.652 -0.1309 Integrin beta-3

orange C4BPA 2.1951 0.68 0.1541 C4b-binding protein alpha chain

orange PRDX6 2.0654 0.7773 -0.0615 Peroxiredoxin-6

blau PTGER3 1.6827 0.7058 0.3234 Prostaglandin E2 receptor EP3 subtype

Tabelle 27 Student's t-Test (K vs. atopisches Ekzem Mutter) mit farblicher Zugehorigkeit zu Abbildung 23, Bezeichnung des
zugehorigen Genes, zugehorigem p- sowie g-Wert und einer Kurzbeschreibung der Proteinaufgaben

Beim Vergleich der Kontrollgruppe zu Kindern mit positiver Anamnese des Vaters

(Ekzem.Vater) zeigen sich zwar 27 Proteinfragmete veréndert nachweisbar, aber nur RAP1B

mit einem p-Wert von 0,0043 und LPC1 mit einem p-Wert von 0,0076 sind Proteine, die in

anderen Analysen bereits Bedeutung gezeigt haben. Zusatzlich zeigt sich FTL, nicht nur mit

einem p-Wert von 0,0013, sondern bei einer Differenz von -0,1737 bei der Verwendung von

S0 auch an der Signifikanzgrenze zugunsten der Gruppe mit positiver Familienanamnese.
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Abbildung 24 Student's t-Test (K vs. atopisches Ekzem Vater) mit biostatistischem Parameter SO. Aufgezeichnet sind der
-log(p) auf der Y-Achse gegen die gemessene Intensitatsdiffernz auf der X-Achse. Orange entspricht p<0,01

Farbe Genes Name -log(p) q-value Difference Protein Descriptions

orange  ARHGDIA 3.0917 0.66 -0.071 Rho GDP-dissociation inhibitor 1

orange  HSP90AA1 2.9784 0.412 -0.0789 Heat shock protein HSP 90-alpha

orange  FTL 2.8863 0.34 -0.1737 Ferritin light chain

orange  NAP1L4 2.735 0.352 -0.1553 Isoform 2 of Nucleosome assembly protein 1-like 4
orange ETF1 2.6237 0.3632 -0.0929 Isoform 2 of Eukaryotic peptide chain release factor subunit 1
orange  PFDN2 2.4778 0.424 -0.083 Prefoldin subunit 2

orange  PIP4K2A 2.4517 0.3817 -0.0655 Phosphatidylinositol 5-phosphate 4-kinase type-2 alpha
orange  PSMD6 2.418 0.355 -0.096 26S proteasome non-ATPase regulatory subunit 6
orange  PSMA3 2.4045 0.3267 -0.0858 Proteasome subunit alpha type-3

orange  RAP1B 2.3666 0.3196 -0.1274 Ras-related protein Rap-1b

orange  PKLR 2.3541 0.2975 -0.0898 Pyruvate kinase PKLR

orange  PAICS 2.3462 0.2777 -0.067 Multifunctional protein ADE2

orange  RAD23A 2.3218 0.2695 0.1594 Isoform 3 of UV excision repair protein RAD23 homolog A
orange  AHCY 2.2911 0.2709 -0.1363 Adenosylhomocysteinase

orange DDI2 2.2369 0.2864 -0.0664 Protein DDI1 homolog 2

orange ARG1 2.2057 0.2883 -0.1133 Arginase-1

orange  DSP 2.2006 0.2732 -0.1518 Desmoplakin

orange  MPST 2.198 0.2589 -0.1604 3-mercaptopyruvate sulfurtransferase

orange ENO1 2.1921 0.2474 -0.0859 Alpha-enolase

orange  EIF2S2 2.1904 0.2358 -0.0842 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 2
orange CORO1A 2.1778 0.2305 -0.1049 Coronin-1A

orange  PSMB2 2.1531 0.2331 0.1048 Proteasome subunit beta type-2

orange LCP1 2.118 0.2402 -0.0675 Plastin-2

orange  GCLC 2.0754 0.2563 -0.0779 Glutamate--cysteine ligase catalytic subunit

orange PLG 2.073 0.2466 0.1216 Plasminogen

orange SPTAl 2.0556 0.2477 -0.0676 Spectrin alpha chain, erythrocytic 1

orange AGO2 2.0387 0.2476 -0.1367 Protein argonaute-2

Tabelle 28 Student's t-Test (K vs. atopisches Ekzem Vater) mit farblicher Zugehorigkeit zu Abbildung 24, Bezeichnung des
zugehorigen Genes, zugehorigem p- sowie g-Wert und einer Kurzbeschreibung der Proteinaufgaben
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4.2.3.4 Allergische Rhinokonjunktivitis

Etwas mehr als ein Drittel der Kinder weist mindestens ein Elternteil mit einer allergischen
Rhinokonjunktivitis auf. Durch die hohe Pravalenz von allergischer Rhinokonjunktivitis haben
immerhin 40 Individuen eine positive Anamnese beider Eltern. Dies entspricht etwa 9% der

Gesamtkohorte.

Beide Elternteile Mutter Vater

Allergische Rhinokonjunktivitis 40 119 134

Tabelle 29 Fallzahlen allergische Rhinokonjunktivitis

Bei einem Vergleich der der Kontrollgruppe mit Kindern einer beidseitigen positiven Anamnese
auf allergische Rhinokonjunktivitis (PFL.B) zeigen sich 16 Proteinfragmente mit einem p-Wert
kleiner 0,01. Dazu zéhlen LCP1, TAGLIN2, NAPRT, YAWHAZ, RAP1B, MSN und PFN1, die
sich auch in anderen Auswertungen finden lassen. Unter Verwendung des biostatistischen
Parameters SO gewinnt CTSG an Bedeutung, das mit einem p-Wert von 0,027 und einer
gemessenen Differenz von -0,1277 an der Signifikanzgrenze zugunsten der Kinder mit

positiver Familienanamnese liegt.
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Abbildung 25 Student's t-Test (K vs. allergische Rhinokonjunktivitis beidseits) mit biostatistischem Parameter SO.
Aufgezeichnet sind der -log(p) auf der Y-Achse gegen die gemessene Intensitdtsdiffernz auf der X-Achse. Orange
entspricht p<0,01 und blau entspricht einer Ndherung an SO

Farbe Genes Name -log (p) g-value Difference Protein Descriptions

orange LCP1 3.8236 0.1 -0.0885 Plastin-2

orange TAGLN2 3.0747 0.326 -0.0917 Transgelin-2

orange GOT1 3.0377 0.2413 -0.1069 Aspartate aminotransferase, cytoplasmic
orange TUBB1 2.9181 0.242 -0.1496 Tubulin beta-1 chain
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orange NAPRT 2.6602 0.3368 -0.133 Nicotinate phosphoribosyltransferase

orange YWHAZ 2.5727 0.34 -0.08 14-3-3 protein zeta/delta

orange RAP1B 2.5411 0.3114 -0.1176 Ras-related protein Rap-1b

orange ITGB3 2.4864 0.3105 -0.1719 Integrin beta-3

orange LTA4H 2.4739 0.2853 -0.0966 Leukotriene A-4 hydrolase

orange PFKP 2.4332 0.2816 -0.1251 ATP-dependent 6-phosphofructokinase, platelet type
orange MSN 2.3712 0.3033 -0.1168 Moesin

orange SERPINB1 2.3549 0.2903 -0.0992 Leukocyte elastase inhibitor

orange EPX 2.3284 0.2855 -0.1413 Eosinophil peroxidase

orange PFN1 2.2656 0.3066 -0.0726 Profilin-1

orange UBE20 2.006 0.5016 -0.0711 (E3-independent) E2 ubiquitin-conjugating enzyme
orange TNPO1 2.0026 0.4745 -0.0928 Transportin-1

blau CTSG 1.5715 0.4584 -0.2177 Cathepsin G

Tabelle 30 Student's t-Test (K vs. allergische Rhinokonjunktivitis beidseits) mit farblicher Zugehorigkeit zu Abbildung 25,
Bezeichnung des zugehorigen Genes, zugehdrigem p- sowie g-Wert und einer Kurzbeschreibung der Proteinaufgaben

Beim Vergleich der Kontrollgruppe mit Kindern, deren Mdutter eine allergische
Rhinokonjunktivitis aufweisen (PFL.M), zeigen sich acht Proteinfragmente mit einem p-Wert
von unter 0,01. RAP1B ist hierbei mit einem p-Wert von 0,0082 auffallig. Bei Verwendung des
biostatistischen Parameters SO zeigt sich PTGER3 in diesem Vergleich mit einem p-Wert von

0,081 und einer Differenz von -0,2135 auch hier zu Gunsten der Kontrollgruppe erhoht.
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Abbildung 26 Student's t-Test (K vs. allergische Rhinokonjunktivitis Mutter) mit biostatistischem Parameter SO.
Aufgezeichnet sind der -log(p) auf der Y-Achse gegen die gemessene Intensitdtsdiffernz auf der X-Achse. Orange entspricht
p<0,01 und blau entspricht einer Naherung an SO

Farbe Genes Name -log(p) g-value Difference Protein Descriptions

orange VTN 2.3385 1 -0.0832 Vitronectin

orange HPX 2.235 1 -0.1226 Hemopexin

orange CCT5 2.2326 1 0.0724 T-complex protein 1 subunit epsilon
orange TTR 2.2027 0.98 -0.0776 Transthyretin
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orange LCP1 2.1457 0.8992 0.0478 Plastin-2

orange EIF2S2 2.143 0.7507 0.0556 Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit 2
orange RAP1B 2.0889 0.7337 0.0806 Ras-related protein Rap-1b

orange TPT1 2.0702 0.67 0.0971 Translationally-controlled tumor protein

blau PTGER3 1.0928 0.7524 0.2135 Prostaglandin E2 receptor EP3 subtype

Tabelle 31 Student's t-Test (K vs. allergische Rhinokonjunktivitis Mutter) mit farblicher Zugehorigkeit zu Abbildung 26,
Bezeichnung des zugehorigen Genes, zugehorigem p- sowie g-Wert und einer Kurzbeschreibung der Proteinaufgaben

Bei einem Vergleich der Kontrollgruppe zu Kindern, deren Vater an allergischer
Rhinokonjunktivitis leiden, zeigen sich ebenfalls zehn Proteinfragmente mit einem p-Wert unter
0,01. Dabei sind erneut NAPRT, RAP1B, PFN1, MSN und ANXA7 vertreten. Unter
Bertcksichtigung des biostatistischen Parameters SO gewinnt in diesem Vergleich PPA1 an
Bedeutung. Mit einem p-Wert von 0,118 und einer Differenz von 0,2007 ist dieses zu Gunsten
erhoht.
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Abbildung 27 Student's t-Test (K vs. allergische Rhinokonjunktivitis Vater) mit biostatistischem Parameter SO. Aufgezeichnet
sind der -log(p) auf der Y-Achse gegen die gemessene Intensitatsdiffernz auf der X-Achse. Orange entspricht p<0,01 und blau
entspricht einer Naherung an SO
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Farbe Genes Name -log(p) qg-value Difference Protein Descriptions

orange NAPRT 2.8519 0.676 -0.1024 Nicotinate phosphoribosyltransferase
orange NPEPPS 2.4778 0.898 -0.0763 Puromycin-sensitive aminopeptidase
orange CAPZA2 2.4257 0.7093 -0.1123 F-actin-capping protein subunit alpha-2
orange EPX 2.2684 0.768 -0.0996 Eosinophil peroxidase

orange PFN1 2.1004 0.908 -0.0508 Profilin-1

orange RAP1B 2.0992 0.7573 -0.0848 Ras-related protein Rap-1b

orange TAGLN2 2.0004 0.8291 -0.0504 Transgelin-2

blau PPA1 1.1664 0.7378 0.2455 Inorganic pyrophosphatase

Tabelle 32 Student's t-Test (K vs. Allergische Rhinokonjunktivitis Vater) mit farblicher Zugehorigkeit zu Abbildung 27,
Bezeichnung des zugehorigen Genes, zugehorigem p- sowie g-Wert und einer Kurzbeschreibung der Proteinaufgaben
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4.2.3.5 Allergie Typ |

Unter dem Begriff Allergie Typ | sind im Folgenden die Erkrankungen Asthma bronchiale,
atopisches Ekzem und allergische Rhinokonjunktivitis zusammengefasst, da durch die
Annahme, dass diesen drei Krankheitskomplexen der atopischen Erkrankungen ein stark
ahnlicher Pathomechanismus zugrunde liegt, sich dies entsprechend auch in der
Proteinauspragung im Blut zeigen kénnte. So wurden die Kinder in diese Gruppe eingeteilt,

sobald eine der drei Erkrankungen in der Anamnese der Eltern vorhanden war.

Beide Elternteile Mutter Vater

Allergie Typ | * 66 177 169

Tabelle 33 Fallzahlen Allergie Typ | *Asthma bronchiale/atopische Dermatitis/allergische Rhinokonjunktivitis

Bei einem Vergleich von Kindern der Gruppe Allergie Typ | (All.Typl.E+) zur Kontrollgruppe
zeigen sich zwolf Proteinfragmente mit einem p-Wert kleiner 0,01. PFN1 grenzt mit einem p-
Wert von 0,0042 und einer Differenz von -0,0631 unter Verwendung des biostatistischen

Parameters SO zugunsten der Kinder mit positiver Anamnese an der Signifikanzgrenze.
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Abbildung 28 Student's t-Test (K vs. Allergie Typ | beidseits) mit biostatistischem Parameter SO. Aufgezeichnet sind der -
log(p) auf der Y-Achse gegen die gemessene Intensitatsdiffernz auf der X-Achse. Orange entspricht p<0,01

Farbe Genes Name -log(p) g-value Difference Protein Descriptions

orange RAP1B 3.3107 0.276 -0.1254 Ras-related protein Rap-1b

orange LCP1 3.1584 0.184 -0.0677 Plastin-2

orange MSN 2.9935 0.1747 -0.1151 Moesin

orange NAPRT 2.8514 0.178 -0.1175 Nicotinate phosphoribosyltransferase
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orange
orange
orange
orange
orange
orange
orange
orange

orange

ITGB3 2.8039 0.1528 -0.1562 Integrin beta-3

YWHAZ 2.6396 0.2053 -0.066 14-3-3 protein zeta/delta
TUBB1 2.563 0.2086 -0.124 Tubulin beta-1 chain
PFN1 2.3778 0.2875 -0.0631 Profilin-1

ANXA7 2.355 0.2707 -0.0732 Annexin A7

EPX 2.3428 0.25 -0.1222 Eosinophil peroxidase
HIST1H2B* 2.1 0.4015 -0.1166 Histone H2B type
TAGLN2 2.0371 0.434 -0.0629 Transgelin-2

HIST1H1B 2.007 0.432 -0.0846 Histone H1.5

Tabelle 34 Student's t-Test (K vs. Allergie Typ | beidseits) mit farblicher Zugehérigkeit zu Abbildung 28, Bezeichnung des
zugehorigen Genes, zugehorigem p- sowie g-Wert und einer Kurzbeschreibung der Proteinaufgaben

Auch ein Vergleich der Kontrollgruppe mit Kindern, deren Mdutter an einer der drei

Erkrankungen des atopischen Formenkreises leiden (All. Typ1.M+), zeigt ahnliche Ergebnisse.
Besonders RAP1B, LPC1, PFN1, NAPRT und PTGERS3 stechen hier mit Blick auf die anderen

Analysen ins Auge.
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Abbildung 29 Student's t-Test (K vs. Allergie Typ | Mutter) mit biostatistischem Parameter SO. Aufgezeichnet sind der -log(p)
auf der Y-Achse gegen die gemessene Intensitdtsdiffernz auf der X-Achse. Orange entspricht p<0,01 und blau entspricht
einer Naherung an SO

Farbe Genes Name -log(p) g-value Difference Protein Descriptions

orange RAP1B 2.2037 1 -0.0782 Ras-related protein Rap-1b

orange LCP1 2.1811 1 -0.0431 Plastin-2

orange ITGB3 2.1264 1 -0.1041 Integrin beta-3

orange PFN1 2.0698 1 -0.0501 Profilin-1

orange TAGLN2 2.0146 1 -0.0508 Transgelin-2

blau PTGER3 1.1521 0.7385 0.2098 Prostaglandin E2 receptor EP3 subtype

Tabelle 35 Student's t-Test (K vs. Allergie Typ | Mutter) mit farblicher Zugehorigkeit zu Abbildung 29, Bezeichnung des
zugehorigen Genes, zugehorigem p- sowie g-Wert und einer Kurzbeschreibung der Proteinaufgaben
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Bei einem Vergleich der Kontrollgruppe mit Kindern, deren Vater eine der drei Erkrankungen
aufweisen (All.Typl.V+), kommt neben RAP1B, PFN1, NAPRT auch TAGLN2 auf einen p-

Wert unter 0,01. Unter Verwendung des biostatistischen Parameters SO liegt auch hier PPA1

zugunsten der Kontrollgruppe mit einem p-Wert von 0,0681 und einer Differenz von 0,2445 im

interessanten Bereich.
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Abbildung 30 Student's t-Test (K vs. Allergie Typ | Vater) mit biostatistischem Parameter SO. Aufgezeichnet sind der -log(p)
auf der Y-Achse gegen die gemessene Intensitatsdiffernz auf der X-Achse. Orange entspricht p<0,01 und blau entspricht
einer Naherung an SO

Farbe Genes Name -log(p) g-value Difference Protein Descriptions

orange NAPRT 2.8519 0.676 -0.1024 Nicotinate phosphoribosyltransferase
orange NPEPPS 2.4778 0.898 -0.0763 Puromycin-sensitive aminopeptidase
orange CAPZA2 2.4257 0.7093 -0.1123 F-actin-capping protein subunit alpha-2
orange EPX 2.2684 0.768 -0.0996 Eosinophil peroxidase

orange PFN1 2.1004 0.908 -0.0508 Profilin-1

orange RAP1B 2.0992 0.7573 -0.0848 Ras-related protein Rap-1b

orange TAGLN2 2.0004 0.8291 -0.0504 Transgelin-2

blau PPAl 1.1664 0.7378 0.2455 Inorganic pyrophosphatase

Tabelle 36 Student's t-Test (K vs. Allergie Typ | Vater) mit farblicher Zugehdrigkeit zu Abbildung 30, Bezeichnung des
zugehorigen Genes, zugehorigem p- sowie g-Wert und einer Kurzbeschreibung der Proteinaufgaben
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5 Diskussion

5.1 Frage |

Gibt es zum Zeitpunkt der Geburt einen messbaren Unterschied im Proteinprofil von reifen
Neugeborenen ohne eine anamnestisch erfasste allergische Pradisposition gegentiber reifen
Neugeborenen mit anamnestisch allergischer Pradisposition in Abhangigkeit von der in der

Familie vorerkrankten Personen?

Die gemessenen Proteinniveaus variieren je nach Verwandtschaftsgrad der Person, die in der
Anamnese eine allergische Erkrankung aufweist. Obwohl AM die gréRte Teilnehmerzahl
beinhaltet, ist der gemessene Unterschied in AE am deutlichsten. Dies erscheint schlissig, da
statistisch die Wahrscheinlichkeit, eine genetische Préadisposition geerbt zu haben, bei
beidseitig positiver Anamnese am hdchsten ist. So ist in dieser Gruppe auch am ehesten von
einem Einfluss auf das Proteom auszugehen.

Besonders die in der Vergangenheit bereits mit allergischen Erkrankungen in Zusammenhang
gebrachten Proteine erwecken dabei die Aufmerksamekeit.

Der Genlokus MSN kodiert fur das Protein Moesin. Es gehort zur Familie der Ezrin-Radixin-
Moesin (ERM) gebundenen Proteine und verlinkt das Zytoskelett, indem es Aktin an die
Plasmamembran bindet. In phosphorylierungsabhangigen Aktivierungsphasen interagiert
Moesin mit seinem C-terminalen Ende mit F-Actin, sodass eine reversible Bindung stattfindet.
Dieses wird fir die Zellform und -migration, Signaltransduktion und den Membrantransport
bendtigt [60]. Die Proteine der ERM-Familie werden in einer Vielzahl von menschlichen Zellen
ausgebildet, wobei Moesin in den Lymphozyten am haufigsten vertreten ist (Coexpression mit
Radixin) [61].

Bisher konnte gezeigt werden, dass Moesin eine entscheidende Rolle der immunologischen
Achse einnimmt. Es ist mal3geblich an der immunologischen Antwort von T- und B-Zellen
beteiligt, tragt zum Erhalt der Toleranz bei und ist an der Freisetzung von Immunzellen aus
lymphozytdrem Gewebe beteiligt. Eine besondere Rolle spielt es auch in der Zellpolaritat und
Fortbewegung von T-Lymphozyten, indem es das Ende des Zellgeristes (engl. ,Uropod®) an
der Zellmembran befestigt. Dieses wird unter anderem durch Zytokine induziert und sorgt bei
Aktivierung der Lymphozyten fir eine Ausbildung der Zellpolarisation [62, 63].

Moesin, besonders in seiner O-glykosylierten Form als O-Moesin, spielt eine direkte Rolle bei
der Aktivierung von CD8+ und CD4+ T-Zellen, unabhangig von der Interaktion mit MHC-
Molekulen [64]. Durch diesen Mechanismus ist Moesin offenbar grundlegend fir die korrekte

Funktionsweise der immunologischen Synapse [65].
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In den vorliegenden Daten zeigt sich eine signifikante Zunahme von MSN in AE im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Bei AM und AV gegeniiber der Kontrollgruppe ist dieser Anstieg eher nur
als Tendenz zu erkennen. Zwischen AM und AV selbst gibt es keinen signifikanten
Unterschied. Vergleich man jedoch die Gruppen mit beidseitig positiver zu einseitig positiver
Allergieanamnese, so zeigt sich ein signifikanter Unterschied zwischen AE und AM sowie AE
Zu AV (p<0,01). Bei einer beidseitig positiven Allergieanamnese ist der Einfluss auf das

Proteom also deutlicher.
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Abbildung 31 Student’s t-Test MSN in verschiedenen Vergleichen. MSN in der Kontrollgruppe vermindert nachweisbar
bei Vergleichen mit AE/AM/AV/AA. Zusitzlich vermehrt nachweisbar in AE (beidseitige Allergieananmense) im Vergleich
zu AM/AV (einseitige Allergieanamnese).

Es lasst sich vermuten, dass eine positive allergische Anamnese mit einer Erhéhung von
Moesin im Blut korreliert. Beispielsweise konnte eine Kommunikation der immunologisch
beteiligten Zellen bei der Allergenexposition stabilisiert werden und dies eine Sensibilisierung
durch Zellaktivierung ermdglichen, was das Auftreten einer allergischen Erkrankung

beginstigen wirde.
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Zu bedenken ist hierbei, dass Moesin als einziger Vertreter der ERM-Familie in Thrombozyten
nachgewiesen wurde [61]. Da in der vorliegenden Studie Vollblut auf Trockenkarten als
Material verwendet wurde, lasst sich nicht ausschliel3en, dass durch dieses Verfahren eine
Verzerrung der Ergebnisse stattgefunden hat. Gleichzeitig ist jedoch die Rolle von
Thrombozyten in der Allergogenese Gegenstand aktueller Forschung. Bei allergischen
Erkrankungen kann durch den erhdhten Verbrauch und die erhthte Aktivierung von
Thrombozyten sogar eine passagere Thrombozytopenie bestehen [66]. Eine vermehrte
Messbarkeit von MSN kénnte deshalb auch durch den gesteigerten Turnover bedingt sein und

damit eine potenzielle Funktion als Biomarker der allergischen Aktivitat haben.

Der Genlokus RAP1B kodiert fir das Ras-gebundene Protein Rap1B, was in verschiedenen
Teilen der menschlichen Zelle benétigt wird. Es zahlt zu den GTP bindenden Proteinen und
enthdlt eine intrinsische GTPase. Dies spielt unter anderem eine Rolle in der
Signaltransduktion, der Ausbildung und Erhaltung der Zellpolaritdt und der endothelialen
Barrierefunktion [67].

So ist RAP1B ein wichtiger Regulator der Immunantwort, indem es maf3geblich die Adh&sion
von Immunzellen reguliert. RAP1B ist verantwortlich fur die Funktion von Integrinen auf der
Zelloberflache, welche die Interaktion der zu migrierenden Zellen und den Endothelzellen
regelt [68, 69]. Obwohl dieser keinen direkten Einfluss auf die Reifung von Immunzellen hat —
weder T-Lymphozyten noch B-Lymphozyten im Knochenmark — unterstreicht dieser
Mechanismus die zentrale Rolle im Immunsystem. Interessanterweise zeigen RAP1-Knock-
Out-Mausen eine erhdhte Migration von Neutrophilen, was kontraintuitiv erscheint. Bei diesen
Mausen ist der Anteil peripherer T- und B-Zellen sowie die T-Zell abhangige Immunantwort
reduziert [70]. RAP1B scheint lber sein Effektorprotein RIAM die Integrine zu regulieren und
damit nicht nur die Zellmigration insgesamt, sondern auch je nach Zelltyp spezifische,
innerhalb der lymphozytdren Organe (Lymphknoten, Thymus, Milz und Knochenmark)
unterschiedlichen Effekten zu regulieren [71].

Die GTPase-Aktivitat von RAP1B ist zudem essenziell fir eine adaquate Funktionsweise der
Thrombozyten. Bei einem Fehlen konnte deshalb in Knock-Out Mausen ein erhohtes

Blutungsrisiko gezeigt werden [72, 73].

RAP1B wurde signifikant vermehrt in AE gegentber der Kontrollgruppe nachgewiesen. Dies
l&sst sich als Tendenz ebenso in Vergleichen mit einseitig positiver Allergieanamnese zeigen.
Es konnte dabei eine Funktionserhhung von RAP1B vorliegen, was zu einer veranderten
Zellmigration oder Zellpolaritat fihren kénnte. Dies wirde sich in einer veranderten Funktion
der betroffenen Immunzellen widerspiegeln, was Effekte auf die Pradisposition beziiglich

allergischer Erkrankungen haben konnte. Durch die Anwesenheit von Thrombozyten in den
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verwendeten Proben kdnnte dies aber auch hier zu

haben.

einer Verzerrung der Ergebnisse gefiihrt
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Abbildung 32 Student’s t-Test RAP1B in verschiedenen Vergleichen. RAP1B in der Kontrollgruppe vermindert nachweisbar
bei Vergleichen mit AE/AM/AV/AA. Zusatzlich vermehrt nachweisbar in AE (beidseitige Allergieananmense) im Vergleich
zu AM/AV (einseitige Allergieanamnese).
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Der Genlokus LCP1 kodiert fir das Protein Plastin-2. Es gehort ebenfalls zu den Aktin-

bindenden Proteinen und ist neben anderen Effektorproteinen durch seine Costimulation

malfdgeblich an der Aktivierung von T-Zellen beteiligt [74, 75]. So ist Plastin-2 fiir die Menge an

membranstandigem CD25 und CD69 verantwortlich, welche je nach Beschaffenheit des

Plastins unterschiedlich hoch ist. Da CD25 und CD69 zu den ersten Effektorproteinen der

Zellaktivierung gehoren, findet bei verringerter Menge an der Oberflache auch eine verringerte

Signaltransduktion der T-Zellen statt und ihre Aktivierung kann nicht vollstandig erfolgen [76].

Dies tragt zur Stabilisierung der immunologischen Synapse bei und findet sich im

Mechanismus der Leukozyten-Adhasion wieder. Auch die B-Zellreaktion zeigt eine starke
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Plastin-Abhangigkeit [77]. Hier wurde ein Zusammenhang mit malignen Erkrankungen, deren

Ausbildung, Metastasierung und Bekampfung festgestellt [78].

In den vorliegenden Daten zeigt LCP1 in der AE-Gruppe eine erhdhte Prasenz im Vergleich
zur Kontrollgruppe. Bei einem Vergleich mit einseitiger positiver Anamnese, unabhangig
davon, ob Mutter oder Vater betroffen sind, ist der Unterschied nicht signifikant, sondern nur

als Tendenz erkennbar.
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Abbildung 33 Student’s t-Test LCP1 in verschiedenen Vergleichen. LCP1 in der Kontrollgruppe vermindert nachweisbar
bei Vergleichen mit AE/AM/AV/AA. Zusatzlich vermehrt nachweisbar in AE (beidseitige Allergieanamnese) im Vergleich
zu AM/AV (einseitige Allergieanamnese).

Dabei lasst sich nicht sagen, in welchem Phosphorylierungszustand sich das vorliegende
Plastin-2 befindet, weshalb auch keine Ruckschlisse auf die Aktivitat gezogen werden
konnen. Bei einer erhohten Ausprégung der Oberflachenproteine konnte ebenfalls eine

Stabilisierung der immunologischen Synapse zu einer vereinfachten Sensibilisierung und
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damit einer Erkrankung des allergischen Formenkreises fiihren. Nichtsdestotrotz kann diese

Erhdhung als potenzieller Biomarker interpretiert werden.

Der Genlokus NAPRT kodiert fur die nikotinerge Phosphoribosyltransferase, welche den
ersten Schritt der NAD-Biosynthese aus Nikotinsdure katalysiert und im Zytosol lokalisiert ist
[79]. Gemeinsam mit der Nikotinamid-Phosphoribosyltransferase (NAMRT) bilden die beiden
Enzyme den Regulationsmechanismus aller NAD-abhangigen Reaktionen, da sie die
zytosolische Konzentration von NAD+ regulieren und damit die Aktivitdt der nachfolgenden
Reaktionen bestimmen. Diese Schlisselrolle scheint das Enzym besonders bei Inflammation
und Apoptose einzunehmen [80]. Da Allergien ebenfalls zum immunologischen Geschehen
zahlen und Entzindungsreaktionen fir ihre Symptomatik ursdchlich sind, ist hier eine
Korrelation durchaus denkbar.

Die im Blut gemessene Konzentration bezieht sich allerdings auf den extrazellularen Raum.
Obwohl NAPRT seiner physiologischen Bestimmung normalerweise intrazellular nachkommt,
dient es extrazellular als Signalprotein, das zu den sogenannten damage-associated
molecular patterns (DAMPs; Verletzungsassoziierte molekulare Muster) zahlt. So werden
kleinere intrazellulare Proteine bezeichnet, welche entweder gezielt ausgeschittet oder bei
Zellverletzung unkontrolliert aus dem Zellinneren freigesetzt werden, womit sie extrazellular
Signalwege anstol3en kénnen. NAPRT und dessen grof3es Geschwisterkind NAMRT, welches
in diesem Zusammenhang schon deutlich ausgiebiger erforscht worden ist, wurden
beispielsweise bei chronischer Inflammation im kardiovaskularen System erhdht im Plasma
nachgewiesen. So lie3en sich auch unterschiedliche Konzentrationen in septischen Patienten
nachweisen, wobei die Gruppe der Patienten, die an ihrer Sepsis verstorben waren, im
Vergleich eine deutlich erhdhte Konzentration von NAPRT im Plasma aufwiesen als Patienten,

welche die Sepsis Uberlebten [80].

In den Daten zeigt AE im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikante Intensitatserhéhung
mit einem p-Wert von p<0,0005. Wenn Kinder mit relevanter Diagnose aus der Kohorte
entfernt werden, verringert sich die Signifikanz zwar, bleibt aber mit einem p-Wert von 0,001
immer noch relevant. Beim Vergleich von Kindern mit positiver allergischer Anamnese von
entweder Mutter (AM) oder Vater (AV) ist die Erh6hung nicht mehr signifikant, folgt aber einer
logischen Tendenz. Ein direkter Vergleich von AE zu AM, zeigt in der AE-Gruppe signifikant
hohere NAPRT-Werte (p<0,01). Insgesamt gibt es eine abnehmende Tendenz in den
Intensitatsmessungen. Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass Kinder mit einer
allergischen Vorgeschichte beider Eltern die starksten Veréanderungen im Proteom zeigen.
Dies wird gefolgt von Kindern mit einer positiven Anamnese nur durch die Mutter. Bei einer

positiven Anamnese durch den Vater allein sind keine signifikanten Effekte erkennbar.
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Abbildung 34 Student’s t-Test NAPRT in verschiedenen Vergleichen. NAPRT in der Kontrollgruppe vermindert
nachweisbar bei Vergleichen mit AE/AM/AV/AA. Zusétzlich vermehrt nachweisbar in AE (beidseitige Allergieanamnese)

Der Genlokus PFN1 kodiert flir das Protein Profilin-1. Dies ist ebenfalls ein Aktin-bindendes

Protein. In Abhangigkeit von der Profilin-1-Konzentration hat es gegensatzliche Wirkung auf

das Zytoskelett. So verhindert eine hohe Konzentration die Polymerisation von Aktin, wahrend

eine geringe Konzentration diese fordert [81]. Zuséatzlich scheint es als Bindeglied zwischen

Zytoskelett und Signaltransduktion zu agieren, wodurch es eine zentrale Funktion in der

Zellkommunikation tbernimmt und Effekte auf das adaptive Immunsystem haben kann.

Profiline zahlen zudem als starke Allergene. Aufgrund ihrer geringen GroéRe und ihrer

Haufigkeit sind sie bei Nahrungsmittelallergien sowie allergischer Rhinokonjunktivitis durch

Baumpollen als Panallergenen bekannt und werden dort zur Diagnostik eingesetzt [82, 83].
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Auch in den vorliegenden Daten zeigt sich bei der Gruppe mit positiver allergischer Anamnese
eine vermehrte Nachweisbarkeit, wobei in AE ein signifikant erhéhtes Vorkommen von PFN
im Vergleich zur Kontrollgruppe festgestellt wird (p<0,001).

Bei Vergleichen mit den Gruppen, die eine einseitige positive Anamnese (AM, AV) aufweisen,
ist dieser Anstieg nicht eindeutig nachzuweisen. Es ist jedoch zu vermuten, dass bei gro3erer
Stichprobe diese Unterschiede deutlicher wiirden. Dies wird durch den geringen Unterschied

in der PFN1-Auspragung bei Vergleichen von AM oder AV zu AE unterstiitzt.
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Abbildung 35 Student’s t-Test PFN1 in verschiedenen Vergleichen. PFN1 in der Kontrollgruppe vermindert nachweisbar
bei Vergleichen mit AE/AM/AV/AA. Zusatzlich vermehrt nachweisbar in AE (beidseitige Allergieanamnese) im Vergleich
zu AM/AV (einseitige Allergieanamnese).

Profilinie sind nicht nur als eindringende Allergene wirksam, sondern auch als kdrpereigene
Proteine vorhanden. Dies macht es schwierig, die Bedeutung des aktuellen Fundes zu
bewerten. Moglicherweise findet bei Individuen mit einem erhéhten PFN-Spiegel eine

Sensibilisierung schon durch kérpereigenes Profilin statt, sodass eine sekundare Reaktion auf
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korperfremdes Profilin zu allergischen Symptomen fiihrt. Eine solche Reaktion musste jedoch

zusatzlich mit Symptomen von Autoimmunitat einhergehen.

Der Genlokus YAWHZ kodiert fir das Adapterprotein 14-3-3 delta/zeta. Dieses Protein spielt
eine zentrale Rolle in zahlreichen Signalwegen, wodurch es maRgeblich an Prozessen wie
Proteinbiosynthese, Stoffaustausch, Zellzyklusregulation und an Signaltransduktion-
Mechanismen beteiligt ist. Durch Bindung an Phosphoserin oder Phosphothreonin aktiviert
das Protein seinen Bindungspartner und initiiert damit eine Signaltransduktion. Im neonatalen
Stadium ist es in Neuronen fur die Wirbelsaulenentwicklung relevant [84].

Bisher wurden multiple Zusammenhéange in der Tumorgenese, Metastasierung [85] und der
Malignitat [86] nachgewiesen, welche Behandlungsansétze betroffener Tumorentitaten
freilegten [87]. Durch seine vielfaltige Einbettung in verschiedene Signaltransduktionswege,
konnten in den letzten Jahren auch andere Wirkorte identifiziert werden. So scheint YAWHZ
beispielsweise ebenso einen Einfluss auf das Uberleben der R-Zellen des Pankreas und damit
auf den Glukosehaushalt zu haben [88]. Auch in der Signaltransduktion der T-Zell-Rezeptoren
ist die Proteinfamilie der 14-3-3 Proteine vertreten [89]. Damit konnte ein direkter
Zusammenhang zu den T-Zellabhangigen Mechanismen der Allergogenese bestehen. Bei der
Ausbildung des Asthmas bronchiale ist der T-Zellrezeptor an der Erkennung der Antigene
beteiligt und sorgt mit seiner Interaktion fir die vermehrte Einwanderung von Eosinophilen und

weiteren Immunzellen.
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Abbildung 36 Student’s t-Test YWAHZ in verschiedenen Vergleichen. YWAHZ in der Kontrollgruppe vermindert
nachweisbar bei Vergleichen mit AE. Kein Unterschied zwischen AM und AV sowie K und AM/AV. Zusatzlich vermehrt
nachweisbar in AE (beidseitige Allergieanamnese) im Vergleich zu AM/AV (einseitige Allergieanamnese).

YAWHZ ist in den vorliegenden Daten in der AE-Gruppe signifikant erhéht im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Bei einem Vergleich zwischen der Kontrollgruppe und AM oder AV werden
keine signifikanten Unterschiede beobachtet. Jedoch zeigt ein direkter Vergleich von AE zu
AM oder AV, dass YWHAZ in der AE-Gruppe deutlich erhoht ist (jeweils p<0,001).

Eine veranderte Auspragung des Proteins ist offenbar nur bei beidseitiger positiver Anamnese
zu beobachten. Ob ein vermehrtes freies Vorkommen von YWHAZ tatsachlich eine erhohte
Signaltransduktion des T-Zell-Rezeptors reflektiert, kann aus den vorliegenden Daten nicht
abgeleitet werden, erscheint aber plausibel.

Der Genlokus ANXA7 kodiert fur das Protein Annexin A7. Dieses ist calcium- und
phospholipidabhéngig und sowohl bei der Exozytose als auch bei verschiedenen Formen der
Membranfusion beteiligt [90].

Bisher wurde Annexin A7 hauptsachlich mit verschiedenen Tumorentitaten, akuter
intrazerebraler Blutung und Arteriosklerose in Verbindung gebracht. Auch bei der
Praeklampsie scheint es eine wichtige Rolle zu spielen, denn in der Plazenta praeklamtischer
Schwangerer wurde eine signifikant verringerte Expression von ANXA7 nachgewiesen [91]. In
der vorliegenden Kohorte ist kein Kind einer praeklamtischen Schwangerschaft vertreten.

Mit Bezug auf allergische Erkrankungen konnte bisher nur Annexin Al verknipft werden.
Hierbei zeigte sich ein Einfluss unterschiedlicher Annexin-Al-Konzentrationen auf die
Mastzelldegranulation, wobei es als protektiver Faktor nachgewiesen werden konnte. Annexin
Al wird deshalb schon als rekombinanter Wirkstoff in pharmakologischen Studien untersucht.
Sein Wirkmechanismus &hnelt dem der Glukokortikoide, wobei diese eine Annexin-Al-
Freisetzung sowie gleichzeitig seine vermehrte Synthese induzieren. Annexin Al ist damit
mafigeblich an der Immunantwort des adaptiven Immunsystems und der T-Zellkommunikation

beteiligt [92, 93]. Diese Effekte konnten bisher nicht fir Annexin 7 gezeigt werden.
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In AE ist ANXA7 im Vergleich zur Kontrollgruppe erhdht nachweisbar (p<0,001). Mit seiner
Verbindung zur Exozytose kénnte es durchaus einen Zusammenhang zur Mediatorfreisetzung
bei allergischen Reaktionen geben. Durch den erhéhten Nachweis im Blut sind leider keine

Ruickschlisse auf seine Bedeutung und Funktion mdglich.
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Abbildung 37 Student’s t-Test ANXA7 in verschiedenen Vergleichen. ANXA7 in der Kontrollgruppe vermindert nachweisbar
bei Vergleichen mit AE/AM/AV/AA. Zusatzlich vermehrt nachweisbar in AE (beidseitige Allergieanamnese) im Vergleich zu
AM/AV (einseitige Allergieanamnese).

Der Genlokus TAGLN2 kodiert fur das Protein Transgelin 2. Auch dieses gehért zu den Aktin-
stabilisierenden Proteinen und ist demnach ebenso fur die Zellstruktur und Migration
verantwortlich [94]. Auch dieses Protein wurde mit der Stabilisierung der immunologischen
Synapse in Zusammenhang gebracht und ist damit genau wie MSN an der T-Zell-Aktivierung
beteiligt [95].

Bisher konnte es besonders in Zusammenhang mit Tumorerkrankungen gebracht werden und

auch als potenzielle Ansatzstelle von Therapiemdglichkeiten dieser Tumorentitaten
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angesehen werden, da es maf3geblich bei der Migration, Invasion und Proliferation beteiligt ist
[96]. Neben Transgelin 2 sind noch zwei weitere Isoformen 1 und 3 bekannt. Transgelin 2 ist
in glatten Muskelzellen vermehrt vertreten, weshalb es z.B. eine wichtige Rolle in den
Bronchien einnimmt [97]. So konnte ein Effekt von Trangsgelin auf die pulmonale Resistance
durch Transgelin-Knockout-Méause nachgewiesen werden [98]. In den Studien zeigte sich eine
hohe Interaktion und Coexpression mit Radizin, welches zum ERM-Komplex zu zahlen ist.
Dieses gehort genau wie Moesin zu den transmembrandsen Aktin-stabilisierenden Proteinen
[98] (siehe MSN S. 58).

In den Auswertungen zeigt sich TAGLNZ2 in AE gegentiber der Kontrollgruppe erhéht (p<0,005)
nachweisbar. Bezuglich AM und AV lassen sich erneut nur Tendenzen abschatzen.
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Abbildung 38 Student’s t-Test TAGLN2 in verschiedenen Vergleichen. TAGLN2 in der Kontrollgruppe vermindert
nachweisbar bei Vergleichen mit AE/AM/AV. Kein Unterschied zwischen AM und AV. Zusétzlich vermehrt nachweisbar in
AE (beidseitige Allergieanamnese) im Vergleich zu AM/AV (einseitige Allergieanamnese).
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Es ist moglich, dass &hnlich wie bei MSN, ein Effekt zur Stabilisierung der Zellkommunikation
vorliegt, der eine Sensibilisierung gegeniiber Antigenen erleichtern kénnte. Dies kann jedoch
aus den vorliegenden Daten nicht bestétigt werden. Bemerkenswert ist die parallele Erhéhung
von MSN und TAGLNZ2 unter denselben Bedingungen. Diese simultanen Befunde kénnten als

wechselseitige Verstarkung interpretiert werden.

Der Genlokus GP1BA kodiert fir das Thrombozyten-Glykoprotein Ib (Platelet glycoprotein
Ib alpha chain) auch CD42b genannt. Es ist ein Oberflachenprotein der Thrombozyten,
welches vornehmlich mit dem von-Willebrand-Faktor (vWF) des Endothels interagiert [99]. Der
transmembrantdse Anteil interagiert hingegen mit dem schon weiter oben beschriebenen
Adapterprotein YWHAZ (S. 66), durch das die Thrombozyten aktiviert werden [100]. Die Rolle
der Thrombozyten als Effektorzelle beziiglich der Genese chronisch entziindlicher Erkrankung
wie beispielsweise Krankheiten des atopischen Formenkreises ist gegenwartiger
Forschungsgegenstand. So zeigte sich in bioptischen Untersuchungen des Lungengewebes
von Patienten mit unterschiedlich stark ausgepragtem Asthma bronchiale eine deutliche
Vermehrung von CD42b-positiven Thrombozyten im Gewebe abhéngig nach
Krankheitsintensitat [101]. Bereits weiter oben ist beschrieben, dass in Individuen mit
allergischen Erkrankungen, besonders aber bei Asthma bronchiale, eine chronische

Aktivierung der Thrombozyten stattfindet [66].

GP1BA zeigt eine erhohte Expression in der AE-Gruppe gegentber K. Dies zeigt sich
ebenfalls in den Vergleichen von AE zu AM und AE zu AV. Ein messbarer Unterschied
zwischen AM und AV scheint jedoch nicht vorzuliegen. Angesichts dieses anerkannten
Zusammenhangs zwischen Thrombozytenprasenz und -aktivierung bei allergischen

Erkrankungen, ist dieses Ergebnis konsistent mit den Erwartungen.
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Abbildung 39 Student’s t-Test GP1BA in verschiedenen Vergleichen. GP1BA in der Kontrollgruppe vermindert nachweisbar
bei Vergleichen mit AE. Kein Unterschied zwischen AM und AV sowie K und AM/AV. Zusatzlich vermehrt nachweisbar in
AE (beidseitige Allergieanamnese) im Vergleich zu AM/AV (einseitige Allergieanamnese).

Der Genlokus SERPINB1 kodiert fir das Protein des Leukozyten-Elastase-Inhibitors
(urspriinglich Serin-Protease-Inhibitor) [102]. Dieses spielt vor allem im Bereich des
angeborenen Immunsystems, der Zellhomoostase sowie bei Entziindungsgeschehen eine
wichtige inhibitorische Rolle. In SERPINB1-Knock-Out-Mausen konnte ein vermehrtes
Differenzieren von CD4+ Zellen zu TH17-Zellen gemessen werden, welches eine vermehrte
Freisetzung von Interleukin 17 (IL-17) nach sich zieht [103]. TH17 Zellen wurden um die
Jahrtausendwende neben TH1- und TH2-Zellen als die dritte Gruppe der T-Helferzellen
identifiziert. Insbesondere bei nicht atopischem Asthma und im Allgemeinen bei allergischen
Erkrankungen wurde ein signifikanter Zusammenhang festgestellt. So zeigte sich in der
bronchoalveolaren Lavage von Asthmatikern ein erhghtes Level an IL-17 [104].

Aulerdem ist SERPINB1 nicht nur an der Zellmigration beteiligt, sondern spielt eine wichtige
Rolle in chronisch entzindlichen Erkrankungen. Auch in der Lunge konnte durch die
Interaktion mit anderen Proteasen ein Fehlen der organeigenen Clearance und damit des

Abwehrmechanismus gezeigt werden [105].

In den aktuellen Daten ist SERPINB1 in AE im Vergleich zur AM signifikant erhéht. Im
Vergleich von AE zur Kontrollgruppe ist SERPINB1 in AE mit einem p<0,01 vermehrt
nachweisbar. Der genaue Zusammenhang bleibt jedoch unbestimmt. Intuitiv kbnnte man

annehmen, dass eine Erhéhung eines Inhibitors eine vermehrte Suppression zur Folge hat.
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Doch aufgrund der Komplexitat des Immunsystems kann eine solche direkte Schlussfolgerung

nicht ohne Weiteres getroffen werden
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Abbildung 40 Student’s t-Test SERPINB1 in verschiedenen Vergleichen. SERPINB1 in der Kontrollgruppe vermindert
nachweisbar bei Vergleichen mit AE/AV. Vermehrt in AM gegeniber AV. Zusitzlich deutlich vermehrt nachweisbar in AE
(beidseitige Allergieanamnese) im Vergleich zu AM und etwas vermehrt nachweisbar in AE im Vergleich zu AV (einseitige
Allergieanamnese).

Der Genlokus PPA1 kodiert fur die anorganische Pyrophosphatase, welche sich im
Zytoplasma befindet [106]. Durch ihre essenzielle Aufgabe, den Pyrophosphatspiegel im
Zytosol gering zu halten, um einen reibungslosen Energiekreislauf (Wiederherstellung des
ATPs, Recycling von Phosphat) zu ermdglichen, wird das Gen in der Literatur auch als
.,Housekeeping Gene* bezeichnet. Ein direkter und exklusiver Zusammenhang zum
Immunsystem ist aber bisher nicht nachgewiesen worden. Allerdings ist es selbstverstandlich,
dass alle immunologische Prozesse auf eine angemessene Energiebereitstellung angewiesen
sind.
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Bisher wurde PPA1 zwar mit immunologischen Prozessen in Verbindung gebracht, diese
Ergebnisse stammen jedoch aus der Tumorforschung und stitzen sich weitestgehend auf
seine immunmodulatorische Wirkung bei der Tumortherapie [107], die Verwendung als
Prognoseparameter in tumordsen Erkrankungen [108] oder als potenzieller Biomarker
einzelner Tumorentitaten [109].
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Abbildung 41 Student’s t-Test PPA1 in verschiedenen Vergleichen. PPA1 in der Kontrollgruppe vermehrt nachweisbar bei
Vergleichen mit AE/AM/AA, nicht jedoch bei AV. Zusatzlich vermindert nachweisbar in AE (beidseitige
Allergieananmense) im Vergleich zu AM/AV (einseitige Allergieanamnese).

Besonders beim Vergleich zwischen AE mit der Kontrollgruppe zeigt sich, dass die
Konzentration von PPAL in der AE-Gruppe signifikant vermindert ist. Beim Vergleich AE zu
AM und AV ist ebenfalls eine merkliche Reduktion der PPA1 Konzentration in AE festzustellen.
Dies konnte auf einen protektiven Faktor hinweisen. Da auch im Vergleich von Kindern mit

positiver allergischer Anamnese nur entfernter Verwandter (AA) und der Kontrollgruppe eine
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signifikante Konzentrationsverminderung von PPAL1 in AA besteht, stellt dies die Eindeutigkeit

dieser Messung in Frage.

Der Genlokus PTGERS kodiert fur den membranstandigen Prostaglandin-E2-Rezeptor des
Subtypes 3. Insgesamt sind vier Subklassen von PTGER1-4 bekannt, die allesamt auf
Prostaglandin E2 reagieren [110]. AusschlieBlich durch die Aktivierung des Rezeptors
Subklasse 3 findet eine Suppression der Inflammation durch verminderte Mediatorfreisetzung
und verminderte Transkription von einer Vielzahl von proinflammatorischen Genen statt,
sodass die protektive Wirkung einer erhdhten PTGER3-Aktivitdt gegentber allergischen
Erkrankungen erfasst werden konnte. Zuerst wurde dieser positive Effekt im Mausmodell
isoliert und anschlieRend der therapeutische Ansatz durch einen PTGER3-Agonisten am
Menschen untersucht. Bei Allergenexposition zeigte sich in der mit PTGER3-Agonisten
behandelten Patientenkohorte eine signifikant verringerte Infiltration des Gewebes mit
Immunzellen wie Eosinophilen, Neutrophilen und Lymphozyten [111]. Ebenso zeigten
PTGER3-Knockout-Mausen ein vermehrtes Auftreten von Asthma bronchiale, was einen
direkten Zusammenhang vermuten lasst.

Die unterschiedlichen genetischen Variationen des PTGER3 sorgen fuir ein unterschiedliches
Outcome von Asthmatikern. So ist eine starke Korrelation von einzelnen genetischen
Variationen des PTGER3 zu mildem Asthma vorhanden. Tendenziell zeigten die Trager der
isolierten genetischen Variationen eine mildere Symptomatik des diagnostizierten Asthmas
bronchiale als die Trager der anderen PTGER3-Varianten [112], womit seine Auspragung
direkten Einfluss auf die Krankheitsgenese haben muss. Uber den genetischen Status lasst
sich bei dieser Auswertung keine Aussage treffen. Trotzdem bleibt der antiinflammatorische

Effekt des Prostaglandin-Rezeptor 3 nachweisbar.

Fur die Auswertung der vorliegenden Daten ist der Vergleich der Kontrollgruppe mit AM von
entscheidender Bedeutung. Hierbei zeigt sich PTGER3 in der AM-Gruppe deutlich vermindert.
Im direkten Vergleich zwischen AE mit der Kontrollgruppe konnte keine signifikante Differenz
nachgewiesen werden.

Beim Vergleich von K und AV ist die Differenz sogar noch geringer. Es lasst sich erganzend
zeigen, dass PTGER3 auch im Vergleich von AM mit AE vermindert nachzuweisen ist,
wahrend dies im Vergleich mit AV nicht der Fall ist. Dies passt in das gezeichnete Bild. Die
niedrigste Konzentration von PTGER3 ist in AM vorhanden, gefolgt von AE, wo sich neben
den Mittern mit positiver Anamnese auch die Vater mit positiver Anamnese befinden. Da in
AV im Vergleich zur Kontrollgruppe keine Verminderung gezeigt werden konnte, gleichen die
Werte der Vater den gemessenen Unterschied in AE zum Teil aus, sodass dort kein

signifikantes Ergebnis mehr nachweisbar ist.
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Abbildung 42 Student’s t-Test PTGER3 in verschiedenen Vergleichen. PTGER3 in der Kontrollgruppe vermehrt
nachweisbar besonders gegenliber AM, nicht jedoch bei AV. In Kontrollgruppe gegeniiber AE nur etwas vermehrt
nachweisbar. Deutlich vermehrt nachweisbar in AV gegeniiber AM. Zusétzlich vermindert nachweisbar in AM gegentiber
AE. Anndhernd kein Unterschied zwischen AE und AV

Dieses Phanomen tritt ausschlie3lich bei einer positiven Anamnese seitens der Mutter auf.
Dies deutet darauf hin, dass der miutterliche Stoffwechsel deutlichen Einfluss auf die
Proteinausprdgung des Kindes ausibt. Wahrend der Schwangerschaft findet der
Stoffaustausch Uber die Plazenta statt. Mit einer GroRe von ca. 40-47 kDa ist der
Prostaglandin-E2-Rezeptor als potenziell plazentagangig einzustufen [113]. Der diaplazentare
Stoffaustausch basiert allerdings nicht nur auf der reinen Proteingrof3e, sondern unterliegt
proteinindividuellen Regeln, die auch von der Wasserloslichkeit, Ladung und Struktur des

Makromolekuls abh&ngen.
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Zusatzlich haben alle Kinder im Blutentnahmezeitraum bereits Kollostrum erhalten, was bei
der unreifen Blut-Darm-Schranke des neonatalen Darms bis zu 24 Stunden lang die Aufnahme

auch groRerer Proteine ermoglicht.

Es ist also nicht auszuschlie3en, dass der gemessene Konzentrationsunterschied durch den
Gesundheitszustand der Mutter und den Messzeitpunkt von 36 bis 72 Lebensstunden
zustande kommt. Es ist bisher nicht bekannt, wie die physiologische PTGER3-Expression bei
Geburt aussieht. Es ist also méglich, dass die kindliche Proteinsynthese noch nicht ausreicht
und damit die Mutter der Kontrollgruppe deutlich mehr PTGER3 auf das Kind Ubertragen als
die Mutter aus der AM-Gruppe. Je nach Halbwertszeit (zwischen 25 — 45 Tagen) kdnnen
mutterliche Proteine im Blut des Neugeborenen bis zu 6 Monate nach Geburt nachgewiesen
werden [114], sodass man mit einem Nestschutz durch tbertragene Immunglobuline fur bis zu
25 Wochen rechnet [115].

Zur abschlieBenden Untersuchung, ob die verminderte Konzentration von PTGER3 in der
Allergie-Gruppe ein kindeseigenes oder mutterliches Phanomen ist, fehlt dieser Studie eine
Analyse des mutterlichen Blutes sowie eine zweite kindliche Blutentnahme in geeignetem
zeitlichem Abstand.

Dennoch bekréftigt diese Messung den bestehenden Zusammenhang zwischen allergischen
Erkrankungen und dem Prostaglandin-E2-Rezeptor des Subtyps 3. Dieser Zusammenhang
hat bereits in friiheren Studien zu ersten therapeutischen Ansatzen geflihrt. Auch bei einer
spezifischen Immuntherapie scheint der PTGER3 eine entscheidende Rolle zu spielen, denn
es konnte gezeigt werden, dass die Expression dieser Rezeptoren nach einer spezifischen
Immuntherapie im Vergleich zur unbehandelten Patientengruppe vermindert ist [116]. Wie
diese Beobachtung im Zusammenhang zu werten ist, ist noch unklar, da die Mechanismen auf
den ersten Blick gegensatzlich wirken. So hat eine Aktivierung des PTGERS3 eine verringerte
Immunantwort und damit ein verringertes Entziindungsgeschehen zur Folge, gleichzeitig wird
bei einer spezifischen Immuntherapie die Menge der verfigbaren Rezeptoren verringert. Dies
konnte moglicherweise aber auch eine Verringerung des Liganden Prostaglandin E2 (PGE2)
zur Ursache haben, denn in der Patientengruppe, welche eine spezifische Immuntherapie

erhalten hatte, war die PGE2 Konzentration signifikant vermindert gemessen worden [116].

Der Genlokus APOB kodiert fir das Apolopoprotein B-100. Dieses ist malRgeblich bei der
Bildung von Lipoproteinen insbesondere der Chylomikronen, LDL (Low Density Lipoprotein)
und VLDL (Very Low Densitiy Lipoprotein) beteiligt. Es sorgt fur die Bindung an und
Internalisierung in Zellen [117]. Zusatzlich zu diesen strukturellen Aufgaben tbernimmt APOB
verschiedene Aufgaben in zellularen Prozessen insbesondere im Bereich des

Lipidmetabolismus, der Immunreaktion und Zellwachstum. So konnten nicht nur
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Konzentrationsanderungen von APOB bei viralen Infektionen, sondern auch ein direkter
Zusammenhang mit Asthma bronchiale nachgewiesen werden. Uber das Effektorprotein PAF
(Platelet Activating Factor oder Thrombozytenaktivierendes Protein) konnte APOB als
Kandidat fur einen potenziellen Biomarker sowie als Zielstruktur in therapeutischen Ansétzen
identifiziert werden [118]. Es zeigte sich eine positive Korrelation zwischen Asthma bronchiale
und der plasmatischen APOB-Konzentration, sodass héhere Levels in Patienten mit Asthma
nachgewiesen wurden [119]. Bei padiatrischen Patienten konnte gezeigt werden, dass PAF-
AH (Platelet Activator Factor Acetylhydrolase Activity) und APOB-Konzentrationen positiv
miteinander korrelieren, wobei ein geringes Level bei Kindern mit hohem anaphylaktischem
Risiko nachgewiesen werden konnten. Erhdhte APOB-Konzentrationen kdnnten damit einen
protektiven Effekt beziglich der Anaphylaxie aufweisen. Die APOB-Konzentration lasst sich
durch diatische MalRBnahmen veréndern [118].
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Abbildung 43 Student’s t-Test APOB in verschiedenen Vergleichen. APOB in der Kontrollgruppe vermindert nachweisbar
bei Vergleichen mit AE/AM/AV. Vermehrt nachweisbar in AV und AE gegenlUber AM. Kein Unterschied zwischen AE und
AV
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Die Auswertung der vorliegenden Daten korreliert mit diesen Erkenntnissen. Es wurde
festgestellt, dass APOB in der AV-Gruppe im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhéht
ist (p<0,01). Es zeigt sich eine Tendenz zur erhéhten Nachweisbarkeit von APOB in allen
Gruppen mit positiver allergischer Anamnese. Diese Ergebnisse stimmen mit den Daten aus

vorherigen Studien Uberein.
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5.2 Frage ll

Gibt es einen messbaren Unterschied im Proteinprofil abhangig von der Art der Allergie der

Eltern?

Die Klassifikation von Patienten in spezifische Untergruppen basierend auf der allergischen
Erkrankung ermoglicht eine detaillierte Darstellung der Prozesse. Trotz signifikanter
Uberschneidungen in den Mechanismen der atopischen Erkrankungen, ist eine differenzierte
Betrachtung essenziell. SchlieBlich sind nicht alle Patienten von der Atopie in ihrer
Vollauspragung betroffen, vielmehr zeigt sich héufig auch nur eine der Erkrankungen, wobei
die allergische Rhinokonjunktivitis vorherrschend ist.

In der Auswertung beziglich der verschiedenen Untergruppen zeigten sich neben den bereits
bekannten Proteinen aus Frage 1 auch andere veréndert. Durch eine verringerte Power bei
geringerer Teilnehmendenzahl blieben die signifikanten Treffer aus. Nichtsdestotrotz zeigen
sich einige sowohl interessante Kandidaten, die bereits in Frage eins diskutiert wurden, als

auch neue.

So zeigt beispielsweise MSN auch in einem Vergleich von Kindern mit Atopie im Allgemeinen
(p<0,0005), mdutterlicher- oder vaterlicherseits (jeweils p<0,005) eine vermehrte
Nachweisbarkeit gegenuber der Kontrollgruppe. Dies gilt ebenso flr eine positive
Familienanamnese beziiglich Asthmas bronchiale im Allgemeinen (p<0,005). Der Effekt zeigt
sich jedoch nicht bei einer weiteren Unterteilung, bei der nur ein Elternteil ein Asthma
bronchiale hatte, was durch die verringerte Power zu begriinden sein wird. Bei einem Vergleich
bezlglich positiver Anamnese mit allergischer Rhinokonjunktivitis ist MSN in der Gruppe mit
beidseitig positiver Anamnese (AE) gegentber der Kontrollgruppe vermehrt nachweisbar
(p<0,005). Unterstutzend dazu ist MSN auch beim Vergleich beziiglich Allergie Typ | in der
betroffenen Gruppe erhoht (p<0,005).

Daraus ergibt sich, dass eine spezifische Zuordnung von MSN zu einer der getesteten

Untergruppen nicht eindeutig mdéglich ist.

Auch LCPL1 lasst sich in verschiedenen Vergleichen der Untergruppen vermehrt nachweisen.
Bei einem Vergleich beziglich positiver Anamnese auf eine Atopie eines Elternteils (p<0,0005;
unabhangig ob Mutter (p<0,0005) oder Vater p<0,001) ist LCP1 am deutlichsten veréndert und
in der betroffenen Gruppe gegentber der Kontrollgruppe vermehrt nachweisbar. Annahernd
dasselbe gilt fir eine Betrachtung beziglich Asthmas bronchiale, Atopisches Ekzem,

allergische Rhinokonjunktivitis und Allergie Typ | (p<0,01 bis p<0,001). Dies untermalt den
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bereits in Frage 1 erarbeiteten potenziellen Zusammenhang zwischen LCP1 und einer

allergischen Préadisposition.

Bei einer weiteren Unterteilung lasst sich NAPRT nur in den Gruppen bezuglich allergischer
Rhinokonjunktivitis und Allergie Typ | vermehrt in betroffener Gruppe nachweisen (p<0,005).
Da der grofite Anteil an angegeben Allergien dieses Ursprungs ist, spiegelt sich dies in der
Bedeutsamkeit von NAPRT im Vergleich AE zur Kontrollgruppe (siehe S. 63) wider. Im
Verhéltnis besteht ein hoher Teil der hier detektierten Allergien aus einer allergischen

Rhinokonjunktivitis.

YWHAZ lasst sich nicht flachendeckend in allen Vergleichen der Untergruppen vermehrt
nachweisen, sondern hauptsachlich bei positiver Anamnese bezlglich allergischer
Rhinokonjunktivitis sowie Allergie Typ | (p<0,005). Das Bild entspricht dem von NAPRT.

Auch RAP1B zeigt sich erneut in verschiedenen Gruppen vermehrt nachweisbar. Bei positiver
Anamnese bezuglich allergischer Rhinokonjunktivitis beidseits (p<0.005) und auch einseitig
positiver Anamnese (Mutter und Vater jeweils p<0,01) ist dieses in den betroffenen Gruppen
vermehrt messbar. Dies gilt ebenso fir die Gruppen mit einer positiven Anamnese beziiglich
Allergie Typ | geschlechterunabhéngig (p<0,001 bis p<0,01). Genau wie bei YWHAZ zeigt sich
der grof3e Einfluss der allergischen Rhinokonjunktivitis als Allergie des Soforttyps (Typ I) durch
ihr zahlenmallig gréites Vorhandensein. Ein postulierter Zusammenhang mit der
Pathogenese einer Typ-I-Allergie erscheint plausibel, inshesondere da in Vergleichen
bezlglich anderer Erkrankungen des atopischen Formenkreises keine messbaren
Unterschiede beobachtet werden konnten. Gleichzeitig kann dies aber auch eine Folge der

verringerten statistischen Power zu werten sein.

Neben RAP1B fallt nun auch RAP1A auf. Der Genlokus kodiert ebenfalls fur ein Ras-
gebundenes Protein (1A) [120]. Genau wie RAP1B spielt es eine entscheidende Rolle in der
Zellkommunikation bei Leukozytenaktivierung [121] sowie der Zellpolaritat und -adh&sion
(siehe RAP1B, S. 60). Bei Vergleichen der Untergruppen konnte RAP1A vermehrt
ausschlieBlich in den Gruppen mit positiver Anamnese bezlglich Atopie der Eltern und des

Vaters (p<0,01) gezeigt werden.

Auch PTGERS3 liefert messbare Unterschiede im Vergleich bezlglich der Untergruppen.
In der Gruppe mit positiver Atopie-Anamnese der Mutter ist PTGERS3 signifikant vermindert in
der betroffenen Gruppe nachweisbar (p<0,01). Wie zu erwarten wird der Effekt durch die

miteingeschlossenen Vater in der allgemeinen Atopie-Betrachtung abgeflacht, sodass bei
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einer geschlechterunabhangigen Betrachtung der Atopie-Anamnese der messbare
Unterschied verringert wird.

Die Auswertungen bezlglich Asthmas bronchiale, atopisches Ekzem, allergische
Rhinokonjunktivitis und Allergie Typ | zeigen diese Tendenz besonders bei positiver
Anamnese der Mutter und in keinem Fall bei alleiniger positiver Anamnese des Vaters. Dies
passt zu dem bisherigen Bild. Eine Zuordnung zu einer Erkrankung des atopischen

Formenkreises ist nicht méglich.

Der Genlokus HSPB1 kodiert fir ein kleines Hitzeschockprotein aus der Gruppe der
Chaperone. Es ist sowohl in zellularen Stressreaktionen als auch in der Aktinpolymerisation
und im axonalen Transport von Transmittern beteiligt [122].

Es konnte bereits ein Zusammenhang zwischen einem veranderten HSPB1-Expressionslevel
und Asthma bronchiale nachweisen werden. So zeigte sich in Probanden mit exazerbiertem
Asthma bronchiale und einer verringerten Vitalkapazitéat der Lunge eine Erhdhung der
Genexpression von HSPB1 und weiteren [123].

In den vorliegenden Daten lasst sich diese Erhéhung bei einer gesonderten Auswertung der
Probanden mit elterlichem Asthma nicht nachweisen, wobei die Probanden selbst auch noch
nicht von einem Asthma bronchiale betroffen sind und die Schwere der elterlichen Erkrankung
nicht bekannt ist. Nichtsdestotrotz kann HSPB1 sowohl in AE als auch in der Gruppe mit einem
elterlichen atopischen Ekzem vermehrt nachgewiesen werden. Das atopische Ekzem z&hlt
unbestritten zu den Erkrankungen des atopischen Formenkreises genau wie das allergische
Asthma bronchiale, sodass nicht nur ein Zusammenhang mit Asthma bronchiale, sondern

ebenso mit den anderen Krankheiten des atopischen Formenkreises bestehen kénnte.

Der Genlokus HSP90AA1 codiert ebenfalls fur ein Hitzeschockprotein aus der Gruppe der
Chaperone. Neben der richtigen Faltung von Proteinen und dem Erhalt der Proteinstruktur hat
es eine transskriptionsregulierende Wirkung. [124]

Neben der reinen Basenauspragung des genetischen Merkmals birgt das Phdnomen der DNA
Methylierung eine Mdoglichkeit der Phanotypenauspréagung. Es konnte gezeigt werden, dass
unterschiedliche Methylierungszustande von HSP90AA1 bei einem Vergleich von Kindern vor
und nach SIT vorlagen [125]. Wenn auch keine veranderte Konzentration nachgewiesen
wurde, so zeigt dieses deutlich, dass dieses Protein mit seinem veranderten Auspragungslevel
einen Einfluss auf den Pathomechanismus hinter einer allergischen Reaktion hat. Mit der
vorliegenden Methode lasst sich der Methylierungszustand nicht bestimmen, weshalb auch
keine Ruckschlisse Uber die Aktivitat oder Auspragung moglich sind.

HSP90AAL1 findet sich in nur in einem Vergleich bezlglich Atopie des Vaters erhoht.
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Der Genlokus GSTO1 kodiert fur die Glutathion-S-Transferase omega-1, welche zu den
antioxidativen Enzymen gezahlt wird. Bei oxidativem Stress wird die Glutathion-S-Tarnsferase
Omega 1 vermehrt gebildet, um das Gewebe Uber verschiedene Mechanismen vor den
schadlichen Wirkungen der Sauerstoffradikale zu schiitzen [126]. Zuletzt kam die Hypothese
auf, dass eine Ursache fur die spezifische Symptomatik eines Asthmas bronchiale eine
Erh6hung des oxidativen Stresses im Lungengewese sei. Dabei zeigte sich im Lungengewese
von Individuen mit Asthma bronchiale eine Erh6hung der antioxidativen Enzyme wie der
Glutathion-S-Transferase Omega 1 [127]. Je nach Ausmal} des oxidativen Stresses und damit
der Menge an Enzyminduktion kann GSTOL ein protektiver und spater ein zellzerstérender

Faktor durch Apoptose und Nekrose sein [127].

Wahrend GSTOL1 in einem Vergleich von AE zu K keinen signifikanten Unterschied zeigt, lasst
es sich bei einer Aufteilung in Untergruppen in unterschiedlichem MalRe nachweisen. So
zeigen die Auswertungen bezuglich eines Asthmas bronchiale, atopischem Ekzem und Atopie
jeweils bei der Gruppe mit positiver Familienanamnese eine vermehrte Nachweisbarkeit von
GSTO1 im Vergleich zur Kontrollgruppe. Dies zeigt sich synergistisch zu den bisherigen
wissenschaftlichen Erkenntnissen. Bei einer Betrachtung bezlglich allergischer Rhinitis ist
dieser Effekt nicht zu erkennen. Die fehlende Signifikanz in der Auswertung zwischen AE und
K lasst sich damit erklaren, dass der grofdte Anteil an detektierten allergischen Erkrankungen
eine allergische Rhinokonjunktivitis ist. Die vorliegenden Ergebnisse unterstiitzen konsequent
die Hypothese, dass bei Individuen mit allergischer Pradisposition ein erhéhtes Niveau an

oxidativem Stress vorliegen kénnte.

Zusatzlich fallt auf, dass dieser Effekt nicht bei einer positiven Anamnese des Vaters, sondern
hauptséachlich bei positiver Anamnese der Mutter nachzuweisen ist. Mit einer ProteingréRe von
ca. 25 kDA ist die Glutathion-S-Transferase ebenfalls als potentiell plazentagangig einzustufen
[128]. Es entsteht dieselbe Problematik wie schon bei der Auswertung beziiglich PTGER3
diskutiert (siehe S. 74).

Durch die unterschiedliche Wirkung je nach Konzentration konnte durch eine GSTOL1-
Defizienz bereits eine Zunahme der Inflammation nachgewiesen werden. Es ergibt sich also
ein gegensatzlicher Effekt, welcher es umso unvorhersehbarer macht, inwieweit sich die
Glutathion-S-Transferase als Target fur eine antiinflammatorische Therapie eignen wird [129].
Die gemessene Erhoéhung ist wohl die Folge eines erhdhten Entziindungslevels, das primar
als protektive Reaktion des Korpers zu deuten ist und erst in besonders hoher Konzentration
gewebeschadigend wirkt, sodass ein therapeutisches oder praventives Ausschalten primér

kontraproduktiv erscheint.
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Der Genlokus ITGB3 kodiert fur das Integrin Beta 3, welches gemeinsam mit dem Integrin
alpha 2 einen Rezeptorkomplex bildet sowie weitere Komplexe mit Integrin V [130]. Beide
Komplexe sind an der Bindung von Gerinnungsfaktoren und damit der Aktivierung von
Thrombozyten beteiligt. Neben der direkten Rolle in der Thrombozytenaktivierung konnten
genetische Variationen von ITGB3 bereits mit Erkrankungen des atopischen Formenkreises
verknUpft werden. So korrelierten verschiedene Genotypen mit unterschiedlichen Phanotypen
eines Asthmas bronchiale und Erkrankungen des atopischen Formenkreises [131].

ITGB3 kann nicht in einem allgemeinen Vergleich von AE zu K signifikant verandert
nachgewiesen werden. Es befindet sich aber jeweils in den Untergruppen Ekzem und Allergie
Typ | bei einem Elternteil sowie bei allergischer Rhinokonjunktivitis beider Eltern vermehrt. Es
fallt die starke Korrelation zu diesen beiden Gruppen auf, sodass eine spezifische
Nachweisbarkeit bei diesen Formen der Allergie (Soforttyp) vermutet werden kann.
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5.3 Proteinfamilien

In Enrichment-Analysen werden Proteingruppen identifiziert, die kollektiv eine Verschiebung
zugunsten einer Vergleichsgruppe aufweisen. Auch wenn einzelne Proteinfragmente nicht
zwingend signifikante Veranderung aufweisen, ermdglichen diese Analysen eine
Einschatzung allgemeiner Regulationstrends. Besonders aufschlussreich erscheint hierbei der
Vergleich von Kindern mit positiver Familienanamnese zu der Kontrollgruppe.

Die Auswertung wurde mit Annotationen der Datenbanken GOBP (Gene Ontology biological
process), GOCC (Gene Ontology Cellular Component), KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes) und Keywords vorgenommen. Hierbei ergaben sich 52 erhohte
Subgruppenkorrelationen.

In der Analyse der einzelnen Proteine konnte knapp die Halfte als an dem Aufbau des
Zytoskeletts beteiligt eingestuft werden. Es konnte weitestgehend von einer vermehrten
Nachweisbarkeit in der Gruppe mit positiver Anamnese (verallgemeinert unabhangig des
Geschlechtes des Elternteils) ausgegangen werden. Dort finden sich in mehreren
Annotationen die dem Zytoskelett zugehdrigen Produkte vermehrt nachweisbar.

Dies legt nahe, dass eine beeintrachtigte Zellmigration starke Auswirkungen auf die
Reagibilitdit und Regulation des Immunsystems haben. Ebenso scheint die Zellpolaritat,
welche durch Formerhalt der Zelle unweigerlich mit dem Aufbau des Zytoskelettes verbunden
ist, eine elementare Rolle zu spielen. Sie ist mitverantwortlich fiir eine suffiziente Bindung und
Aktivierung der miteinander kommunizierenden Zellen.

Counts
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Abbildung 44 Histogramm mit Annotation Cytosceletal parts in GOCC. Verteilung der angereicherten
Proteinfragmentgruppen nach Funktion. Sichtbar ist eine Verschiebung zur Gruppe mit positiver Familienanamnese.
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Abbildung 45 Histogramm mit Annotation Cytoskeleton in keywords. Verteilung der angereicherten
Proteinfragmentgruppen nach Funktion. Sichtbar ist eine Verschiebung zur Gruppe mit positiver Familienanamnese.

Im Gegensatz dazu zeigt sich eine Erhéhung verschiedener immunologischer Prozesse nur in
der Kontrollgruppe. So scheint trotz der fehlenden Hemmung durch TH2-Zellen im Falle einer
Allergie insgesamt das immunologische Geschehen nicht zu einem vermehrten Anfluten von
beteiligten Stoffen zu fuhren, was auf den ersten Blick auch eine vermehrte Aktivitat des
Immunsystems nahelegen wirde und damit ebenso eine vermehrte Messbarkeit bestimmter
immunologisch gekoppelter Genprodukte und Prozesse bedeuten musste. Umgekehrt zeigt
sich aber in den Enrichment-Analysen eine vermehrte Messbarkeit von Proteinfragmenten in
der Kontrollgruppe, die sich in immunologische Prozesse wie das Komplementsystem und das
angeborene oder erworbene Immunsystem einordnen lassen. Da nicht bekannt ist wie hoch
die ,normale”“ Nachweisbarkeit dessen ist, kann sowohl von einer Verminderung in der
Allergie-Gruppe als auch einer Erhéhung der Kontrollgruppe gesprochen werden. Durch die
Annahme, dass sowohl bei Autoimmunitdt als auch allergischen Erkrankungen eine
veranderte immunologische Toleranz durch verminderte Apoptose falschlich sensibilisierter T-
Zellen zustande kommt, erscheint ein Einfluss der veranderten Komplementsystem-Aktivitat,
der humoralen Immunantwort sowie der Regulation der akuten Immunantwort durchaus
schlissig. So kann beispielsweise das Komplementsystem durch verschiedene Mechanismen
durch Zelllyse und Porenbildung fur Zelluntergang korperschadlicher Zellen sorgen. Damit
konnte ein Mechanismus, welcher die ,ubersensiblen® T-Zellen eliminiert nur vermindert

stattfinden, was fehl gerichtete Immunreaktionen zur Folge haben kdnnte.
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Abbildung 46 Histogramm mit Annotation Immunitiy. Verteilung der angereicherten Proteinfragmentgruppen nach
Funktion. Sichtbar eine Verschiebung in die Kontrollgruppe.

Abbildung 47
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Histogramm mit Annotation complement activation. Verteilung der angereicherten

Proteinfragmentgruppen nach Funktion. Sichtbar eine Verschiebung in die Kontrollgruppe.
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Abbildung 48 Histogramm mit Annotation regulation of hummoral immune response. Verteilung der angereicherten
Proteinfragmentgruppen nach Funktion. Sichtbar eine Verschiebung in die Kontrollgruppe.
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Abbildung 49 Histogramm mit Annotation regulation of acute inflammatory response. Verteilung der angereicherten
Proteinfragmentgruppen nach Funktion. Sichtbar eine Verschiebung in die Kontrollgruppe.

Zusatzlich zeigen sich die Bestandteile der Proteaseinhibitoren in der Kontrollgruppe vermehrt
nachweisbar. Dieses ist insofern erstaunlich, da SERPINBL1 zu dieser Gruppe gezahlt wird. Es
kodiert fir den Leukozyten Elastaseinhibitor. Dieser ist in den Analysen aber in der Gruppe
mit positiver Familienanamnese vermehrt gemessen worden, womit er wie in der Abbildung
50 sichtbar sehr exklusiv steht. Dies kdnnte auf seine besondere Rolle hinweisen, da sich
dieses Enzym anders verhdlt als die anderen Proteaseinhibitoren wie z.B. die
Pasmaproteasen, Heparin-Cofaktor oder Antithrombin 1ll. Die genaue Bedeutung dessen ist
noch unklar.
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Abbildung 50 Histogramm mit Annotation Proteaseinhibitor. Verteilung der angereicherten Proteinfragmentgruppen nach
Funktion. Sichtbar eine Verschiebung in die Kontrollgruppe.
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6 Limitation der Studie

Ein wesentlicher Limitationsfaktor der Studie ist die Generierung der klinischen Daten. Der
zugrundeliegende Fragebogen basiert rein auf Selbstangaben und reflektiert somit das
Laienverstandnis sowie das individuelle Mitteilungsbeduirfnis, ohne dass arztlich bestatigte
Diagnosen zugrunde liegen. Das Fehlen einer fachlichen Bewertung und diagnostischer Tests
erschwert eine homogene Klassifizierung der Kinder. Dies kann zu einer grof3eren Varianz in
den gemessenen Daten fihren, was wiederum die Identifikation statistischer Trends
erschwert. Insgesamt waren die gemessenen Intensitatsdifferenzen minimal, wodurch eine

grofRere Stichprobengrofl3e nétig ware, um aussagekraftigere Ergebnisse zu erzielen.

Im Fragebogen selbst gab es innerhalb des Befragungszeitraums eine Anderung des
Dokumentes. So wurden die ersten 250 Kandidaten nicht nach dem Haustierkontakt der Eltern
gefragt. Genauso fand keine explizite Erwahnung des anaphylaktischen Schocks statt, sodass
dieser nicht gesondert angegeben wurde. Es ist unklar wie viele anaphylaktische Reaktionen
unter den Eltern stattgefunden haben, wenn auch gerade in der Krankenakte der Mutter diese
vermehrt sein missten. Auch ist nicht nach dem Symptombeginn der Allergien gefragt worden.

Es bleibt unklar, wann welche Allergie aufgetreten ist.

Durch die Sprachbarriere ist unweigerlich ein ethnisches Bias entstanden. Kindern aus
anderen  Herkunftslandern als  Deutschland sind aufgrund der fehlenden
Kommunikationsméglichkeiten mit den Eltern vermindert vertreten. So sind Kinder mit
beispielsweise afroamerikanischem Hintergrund und dunkler Hautfarbe mindestens eines
Elternteils nur zu 2% unter den teilnehmenden Kindern vertreten. Das Ergebnis lasst sich also
nur bedingt auf alle ethnischen Gruppen Ubertragen. Dies gilt selbstverstéandlich fir jegliche
Ethnien und bildet einen flieRenden Ubergang innerhalb dieser. Fir eine flichendeckende

Aussagekraft ware eine ausgewogene Ethnien-Verteilung von Vorteil.

Die Analyse der Proteine erfolgte durch eine Vollblutanalyse, die mithilfe einer
Trockenblutkarte gewonnen wurde. Nicht nur durch die reine Anwesenheit von Blutzellen kann
eine Verzerrung des Ergebnisses stattfinden. Auch im Prozess der Probengewinnung,
Verarbeitung und Konservierung ist eine Zelllyse und damit eine Verzerrung der Ergebnisse
maglich. Intrazelluldare Proteine kdnnen damit falschlicherweise im Plasma nachgewiesen
werden. Dies legt eine verbesserte Analysentiefe und Genauigkeit bei der Analyse von

Plasmaproben nahe. So ist auch fraglich, wie sich die Menge an Thrombozyten-
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interagierenden Peptiden in einer Vollblutprobe im Verhdltnis zu einer Plasmaprobe in
Abwesenheit von Thrombozyten verhalt. Dies gilt ebenso fir die Leukozyten-interagierenden

Proteine.

Das Studiendesign hatte zum Zeitpunkt der Studienausfiihrung kein Follow Up vorgesehen.
Fur eine abschlieRende Beurteilung der Ergebnisse waren aber Folgeuntersuchungen der
Kinder mit einer zweizeitigen Blutenthahme unerlasslich. Die retrospektive Betrachtung der
Proteinauspragung von Kindern mit allergischer Erkrankung koénnte die gegeneinander
ausgewerteten Gruppen weiter kondensieren und eine Nachweisbarkeit der Signifikanz
erleichtern. Ebenso lie3e sich wie oben genannt klaren, ob die Verminderung von PTGER3 in
der Gruppe von Kindern mit einer positiven mutterlichen Allergieanamnese ein kindeseigenes

oder ein auf das Kind Ubertragenes miitterliches Phanomen ist.

Denn bei der Betrachtung der Proteinkonzentrationen im kindlichen Blut ist zu beachten, dass
sowohl in der Schwangerschatt trotz vorhandener Plazentaschranke als auch mit Beginn der
Laktation ein erheblicher Ubertritt von maternalen EiweiRen jeglicher Art erfolgt, die nicht aus
dem Stoffwechsel des Kindes stammen.

Die Plazentaschranke, die zwar maternales und fetales Blut trennt, ist beim Menschen im
Gegensatz zu den meisten anderen Saugetieren als ,Plazenta hamochorialis“ sehr diinn. Mit
dem Alter der Plazenta nimmt dabei die Lange der Diffusionsstrecke von sechs auf drei
Schichten ab und die Durchlassigkeit erheblich zu, was dem steigenden Bedarf des
wachsenden Fetus angepasst ist. Sie besteht im reifen Zustand an Trophoblasten, diesen
Stellen, wo die Zottenkapillaren des Fetalkreislaufs direkt an den Synzytiotrophoblasten ihrer
ZottenauRenschicht liegen, nur aus einer flachen Lage der vereinigten Basalmembran und den
Endothelzellen der Kapillaren, in denen das fetale Blut kreist. Die Zotten schwimmen im
maternalen Blut, werden somit direkt von ihm umspult und ermdglichen so ein Hochstmal3 an
Ubertritt von verschiedenen im Blut geldsten Substanzen.

Die dabei fir den passiven Stoffaustausch verwendeten Mechanismen sind Diffusion und
erleichterte Diffusion, wobei Gase und hydrophile Molekile mit dem Konzentrationsgefalle
durch die Trennschichten treten. Dagegen werden grof3ere oder hydrophobe Molekile wie
Aminosauren, Glucose, Proteine und Antikorper (IgG) aktiv durch transporter- oder
rezeptorvermittelte Transzytose (Pinozytose) durch die Synzytiotrophoblasten geschleust
[132]. Aufgrund der verschiedenen Ubertrittsmechanismen ist ohne eine gezielte
Untersuchung keine Aussage tiber den méglichen Ubertritt von Stoffen durch die Plazenta

maglich.
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Abbildung 51 Schaubild Plazentaschranke mit den einzelnen
Zellschichten. Zu sehen ist die Veranderung der Dicke im Laufe der
Schwangerschaft. (Quelle: Ulfig 2005) S. 37

Auch in der Phase direkt nach der Geburt werden, die im fetalen Blut vorkommenden Proteine
noch stark von der Mutter beeinflusst, da das Neugeborene beim Stillen mit der Kollostralmilch
uber die noch unreife Darmschranke ein weitgefachertes Spektrum an Eiweif3en bis hin zu
Immunglobulinen aufnehmen kann. Dies erfolgt nur in den ersten 12 — 24 Stunden und ist in
Menge und Qualitat individuell sehr unterschiedlich. Bei S&ugetieren ist dies vor allem vom
Allgemeinzustand und vom Zeitpunkt der Milchaufnahme abhangig [133]. Durch die Aufnahme
von Immunglobulinen und Laktose wird der Schluss der Darmschranke beschleunigt, wahrend
langeres Hungern eine Verlangerung des Intervalls bewirkt [134]. Dabei wird die Resorption
der Proteine kurz nach der Geburt durch unreife spezialisierte Zellen im gesamten Dinndarm

vorgenommen, die in der Lage sind, groRe Mengen unveranderter Proteine einzuschleusen
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[135]. Diese Aufgabe einer nichtselektiven Pinozytose Ubernehmen spezielle Zellen, die
intrazellulare Vakuolen bilden, in denen sich die aufgenommenen Makromolekile befinden
und die sie dann Uber Exostose in das Lymphsystem Ubertreten lassen. Im Folgenden werden
die immaturen, mit Vakuolen durchsetzen Darmzellen durch mature Epithelzellen ersetzt und
somit die anfangliche Resorptionsfahigkeit stark herabgesetzt [136]. Beim Fohlen z.B. endet
diese Fahigkeit nach 20-24 Stunden und der Dinndarm ist danach fur Makromolekile fast
undurchlassig (1%) [137].

Durch das hier durchgefiihrte Probenentnahmeintervall von 36-72 Stunden kdnnte also auch
das Stillen zu einer deutlichen Beeinflussung der kindlichen Proteinprofile beigetragen haben.
Denkbar wére ein Studiendesign mit Nabelschnurblut. Dementsprechend kommt auch die
bereits oben erwéhnte (weitere) Blutenthahme nach Ausscheidung und Verfall der

mutterlichen Eiweil3e im Blut der Kinder zur weiteren Differenzierung in Frage.

Zusétzlich kdnnte es einen geschlechterspezifischen Unterschied geben. So ist beispielsweise
bekannt, dass bis zur Pubertat Jungen von Asthma bronchiale vermehrt betroffen sind,
wahrend sich dies nach der Pubertat umkehrt und die jungen Frauen vermehrt erkranken
[138]. Dies lasst sich bei vorliegender Kohortengrof3e nicht nachweisen, kénnte jedoch durch
eine groRere Kohorte ermdglicht werden.
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7 Etische Uberlegungen

Neben der rein technischen Frage, ob wir es jemals schaffen werden, den individuellen
Gesundheitszustand der Kinder vorherzusagen, stellt sich die Frage, ob und warum wir uns
diese Information beschaffen sollten. Solange keine Heilung und auch keine
Handlungskonsequenz aus der Erkenntnis entsteht, lasst sich Uber den Nutzen dieses
Wissens streiten. Im seit 1969 in Deutschland flachendeckend durchgefiihrten Neugeborenen-
Screening wird explizit nicht auf Erkrankungen getestet, die bisher unbehandelbar sind. In
einem Zeitalter, in dem wir innerhalb von wenigen Stunden aus einer einzigen Zelle das
gesamte Genom entschliisseln kénnen [139], wird weiterhin ein gezieltes Screening beztglich
wenigen Erkrankungen vorgezogen [140]. Dies wurde unter der Annahme entschieden, dass
mit dem Wissen Uber die Erkrankung ohne beinflussbaren Outcome kein individueller Nutzen
entsteht, sondern lediglich eine Last, die zur Lebensqualitatseinschrénkung fihrt. Zuséatzlich
l&sst sich ein Missbrauch einer solchen Information nicht ganzlich ausschliel3en. Landen wir
dann in einer noch leistungsorientierteren Gesellschaft, dessen Kern nochmals mehr der
monetaren Motivation entspringt? Missen Menschen, die voraussichtlich kranker werden als
andere schon vor Eintreten der Krankheit mehr Versicherungsbeitrag zahlen? Oder enden wir
vielleicht sogar in einer Gesellschaft mit noch mehr Allergien durch angstliche Vermeidung
statt gezielter Exposition?

Im Falle von allergischen Erkrankungen ist bisher eine Heilung nicht mdglich. Selbst eine
suffiziente Pravention ist bisher Wunschdenken. Wir haben Uber Jahrzehnte Empfehlungen
besonders beziiglich der Nahrung im ersten Lebensjahr entwickelt, um das Risiko an einer
Erkrankung des allergischen Formenkreises zu senken. Es ist bekannt, dass das
ausschlieBRliche Stillen in den ersten Lebensmonaten protektiv wirkt, jedoch eine rechtzeitige
Einfuhrung potenter Antigene unerlasslich ist [31]. Die Erkenntnisse unterliegen stetigem
Wandel und eine Einhaltung der Empfehlungen schitzt nicht vor dem Auftreten einer
entsprechenden Erkrankung.

Trotzdem konnte aus dem Wissen uber eine allergische Pradisposition in Zukunft eine
Handlungskonsequenz entstehen, sodass beispielsweise bei potenziell gefahrlicher
Exposition von unter anderem Medikamenten mit hohem allergenen Potenzial eine
Pramedikation mit antiinflammatorischer Medikation erfolgen kdnnte, um eine gefahrliche
allergische Reaktion zu verhindern. Ob unter dieser Medikation auch eine Sensibilisierung
verhindert werden kann, scheint fraglich. Jedoch ware eine Reduktion von besonders erster
und damit unerwarteter geféhrlicher allergischer Reaktion mit anschlieRender Hospitalisierung

oder geschweige denn akuter letaler Bedrohung wiinschenswert.
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Zudem herrschen gezielte Empfehlungen fur Kinder mit erhéhtem allergischen Risiko wie
beispielsweise die gezielte Exposition gegentber Erdnuss bei Kindern mit atopischer
Dermatitis oder das Verwenden hydrolysierter Flaschen-Nahrung bei einer Notwendigkeit des
Zufltterns in den ersten Lebensmonaten [31]. So kdnnte ein Screening auf ein erhdhtes
allergisches Potential pradisponierte Kinder gezielter schitzen und die praventiven
Maflnahmen den vulnerablen Gruppen zuganglich machen.

Ebenso ist ein Fortschreiten der Identifikation von gangigen Antigenen und deren Bedeutung
als pradiktiver Faktor in Bezug auf spezifische Sensibilisierungen voranzutreiben, sodass
zumindest nach Erstereignis eine zuverlassige Ausldseridentifikation méglich ware. Dies kann
die Sekundarpravention erheblich steigern und zu einer Verbesserung der Lebensqualitat der
Betroffenen beitragen.

Solange das Wissen um eine Pradisposition nicht oder nur bedingt fur suffiziente Pravention
oder Heilung verwendet werden kann, sollte es wohl auch bei einer Moglichkeit der Testung
beziglich des allergischen Potenzials eine individuelle Entscheidung sein, dessen
Durchfiihrung stets kritisch hinterfragt werden sollte.
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8 Zusammenfassung

Allergische Erkrankungen stellen ein steigendes Problem im Gesundheitszustand der
Bevolkerung dar. Sie haben nicht nur essenzielle Auswirkungen auf die Lebensqualitat der
Individuen, sondern bilden gleichzeitig einen grof3en Kostenfaktor innerhalb des
Gesundheitssystems ab. Bisher ist es weder mdglich, die Erkrankungen des allergischen
Formenkreises zu heilen noch eine suffiziente Pravention zu betreiben. Fur die
Diagnosefindung existieren aktuell keine symptomunabhé&ngigen laborchemischen Parameter
und eine Einschatzung des individuellen Erkrankungsrisikos ist kaum moglich.

In der vorliegenden Studie wurde das Blut von Neugeborenen im Alter von 36-72
Lebensstunden im Rahmen der Blutentnahme fir das Neugeborenen-Screening
massenspektrometrisch untersucht. Eine Einteilung beziglich des allergischen Risikos wurde
anhand eines ausfiihrlichen Fragebogens mithilfe der Eltern ermittelt und die Teilnehmenden
so anhand des individuellen Risikos in funf Gruppen eingeteilt (AE, AM, AV, AA, K). Es fand
ein Vergleich der Gruppen gegen die Kontrollgruppe K ohne allergische Erkrankungen in der
Familienanamnese statt sowie von den Gruppen untereinander. Zusatzlich wurden die
unterschiedlichen Formen der allergischen Erkrankungen (Asthma bronchiale, allergische
Rhinokonjunktivitis, atopisches Ekzem, Allergie Typ |, Atopie) mit der Kontrollgruppe
verglichen. Es zeigten sich vereinzelte Proteine je nach Vergleich signifikant verandert, sowie
Trends beziglich Proteinauspragungen, die bereits mit der Entstehung und dem Nachweis
von Krankheiten des allergischen Formenkreises in Verbindung gebracht wurden.

Hierbei zeigt sich eine Erh6hung vereinzelter Proteine mit potenziell protektivem Faktor (PPAL,
PTGERS3) oder potenziell pradisponierendem Faktor (MSN, RAP1B, LCP1, NAPRT, PFN,
YWHAZ, ANXA7, TAGLN2, GP1BA, SERPINB1, APOB und weitere). Die Proteine mit
messbarem Unterschied gehdren hauptséchlich den biologisch wirksamen Gruppen beteiligt
an Zellmigration (Aktinpolymerisation) und Zellkommuniktaion (Lymphozytenaktivierung,
Rezeptorbestandteile) an. Eine Verschiebung der Messbarkeit von Proteinen beteiligt an
immunologischer Reaktion zeigt sich ebenfalls.

Perspektivisch bilden die vorliegenden Ergebnisse eine Grundlage zur weiteren Vertiefung des
pathophysiologischen Verstandnisses der Allergogenese, besonders in Bezug auf das
individuelle Ereignisrisiko. Auch wenn innerhalb dieser Studie aufgrund der zu geringen Power
keine eindeutigen neuen Biomarker gefunden werden konnten, lieRen sich verschiedene
Tendenzen zeigen, die durch vertiefte Analysen und gezielte Auswertungen mit modifiziertem
Studiendesign in der Zukunft erhartet werden konnten. Dies ist insofern beachtlich, da die

Kinder selbst noch keine Erkrankungen des allergischen Formenkreises aufweisen und die

94



Verédnderungen allein durch die genetischen Faktoren sowie Einflisse innerhalb der
Schwangerschaft und ersten Lebenstage, die zu Veranderungen im kindlichen Kdrper zu
gefuhrt haben, zu begrinden sind. Mit grof3flachigeren Analysen des Blutes von
Neugeborenen und gezielten follow-up-Studien, bevorzugt ebenfalls mit Blutanalysen,
koénnten sich durch die neue Dimension der longitudinalen Dynamik die Einflisse einzelner
Fragmente hervorheben und die standig wachsenden Erkenntnisse intensivieren lassen.

Die massenspekrometrische Analyse scheint hierfir geeignet zu sein, da die geringe
Probenmenge in Kombination mit den vielen messbaren Proteinfragmenten eine

vielversprechende Kombination darstellt.

Bisher ist die Datenlage zu diinn, um klinische Konsequenzen aus den herausgearbeiteten
Erkenntnissen zu ziehen. Klar ist jedoch, dass es einen Bedarf an dem verbessersten
Verstehen der Allergogenese gibt, der besonders auf das individuelle Krankheitsrisiko
eingehen sollte. Winschenswert ware eine Mdglichkeit der individuellen Risikoabschétzung,
die bei Exposition mit starken Allergenen beispielsweise eine praventive Medikation ergeben
kdnnte oder gar Expositionen gezielt vermeiden kdnnten. Es ware denkbar, in Zukunft in das
Entstehen der Allergie einzugreifen und eine Sensibilisierung des Individuums zu verhindern.
Aktuell scheint dieses noch utopisch, da es erstens zu viele verschiedene Mechanismen mit
unterschiedlichen biologischen Prozessen der Allergogenese gibt und zweitens ein
individuelles Abschatzen des allergenen Risikos durch das Fehlen zuverlassige Biomarker vor
Erkrankungsbeginn bisher nicht moglich ist. Eine Sensibilisierung lasst sich bisher nicht
vorhersagen, aktuell kbnnen wir nur den bereits stattgehabten und irreversiblen Prozess durch
die laborchemische Antikdrpertestung nachweisen. Doch selbst dies ist wie eingangs erwahnt
nicht beweisend fiir eine Allergie, da eine Sensibilisierung auch ohne Erkrankungsausbruch
gemessen werden kann. Von einer praventiven Testung sind wir also noch weit entfernt. Bei
einer Pravalenz von Allergien um etwa ein Viertel der Bevélkerung, sollte dies jedoch weiterhin

ein Ziel bleiben.

95



9 Anhang

9.1 Laborprotokoll

Zur Vorbereitung der Proben wurde eine standardisierte Flache der Trockenfilterkarte mit einer
14-Gauge Stanze ausgestanzt und anschlie3end in Eppendorf-Gefal3e auf einer 96 Wells
Platte Gberfihrt. Dort wurden die Proben mit 20 pg reinem Wasser in je einem Eppendorf-
Gefal angereichert, um die Probenbestandteile zu l6sen.

Die Probenverarbeitung fand nach dem in-Stage Tip protocol [141] statt, wobei 20 ug des
zweimaligen Lysepuffers (80 mM Chloracetmid, 20 mM TCEP, 200 mM Tris, 2 %
Glykocholsaure (w/v), pH 8,0) zu den Proben in die Eppendorf-Geféalie gegeben wurde. Zur
Reduktion von Disulfidbriicken, Cysteinalkylierung und Proteindenaturierung wurden die
Proben bei 95°C fir 10 min inkubiert. Die Proben wurden unter Verwendung eines Covaris
LE200-plus bei anschlieBender Digestion mit Trypsin und LysC (Verhaltnis 1:100 (ug Enzym
zu ug Probenprotein)) bei 37°C fiir 4 h behandelt. Die Proteinmenge pro Ausstanzung wurde
an Testproben auf ~200 pg vorbestimmt.

Der digestive Vorgang wurde mit 100 ul Puffer A (1 % FA in H 2 O) abgeschreckt und 500 ng
des Detergenz auf Evotips (Evosep, Odensee, Danemark) gemal dem Protokoll des

Herstellers aufgetragen.

Die Ausmessung der Proben fand unter Verwendung von LC-MS-Geraten, bestehend aus
einem Evosep One-Chromatographiesystem (Evosep, Odensee, Danemark), das mit einem
Exploris 480-Instrument (Thermo Fisher Scientific) mit FAIMS-Schnittstelle (Thermo Fisher
Scientific) unter Verwendung eines Nano-Elektrosprays gekoppelt mit einer lonenquelle
(Thermo Fisher Scientific), statt. Die Datenerfassung erfolgte mit einer neuartigen ,Phased-
Spectrum-Deconvolution-Methode” (PSDM) [142].

Eine hausintern verpackte 15 cm HPLC-Saule (ID: 150 um; verpackt in eine gezogene Spitze
mit ReproSil-Pur C18-AQ 1,9 um Harz (Dr. Maisch GmbH)) fanden in Kombination mit dem
bereitgestellten 44 min 30 SPD Gradienten vom Hersteller Anwendung. Die Saulentemperatur
wurde durch einen intern entwickelten Ofen mit einem Peltier-Element auf 60 °C gehalten, und
die Parameter wurden in Echtzeit von der SprayQC-Software tberwacht [143].

Zur Erfassung von MS-Daten wurde der Scanmodus Data-Independent Acquisition (DIA) fir
Single-Shot-Patientenproben verwendet, wahrend die fraktionierten Proben des AD-Pools und
Nicht-AD-Pools mit einem Top12 Data-Dependent Acquisition (DDA)-Scan erfasst wurden.
Alle Proben wurden mit dem an den MS-Eingang gekoppelten FAIMS-Gerét analysiert,

eingestellt auf eine Kompensationsspannung von —45 V, beide Erfassungsschemata wurden
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mit dem gleichen Flissigchromatographieverfahren kombiniert. Das Massenspektrometer
wurde mit der Xcalibur-Software (Thermo Fisher) betrieben. Die DDA-Scaneinstellungen auf
vollstindigem MS-Niveau umfassten eine automatische Zielvorgabe fir die
Verstarkungsregelung, die auf 300 % im Bereich von 300-1.400 m/z mit einer maximalen
Injektionszeit von 25 ms und einer Auflésung von 60.000 bei m/z 200 eingestellt war. An der
MS/MS Stufe betrug der Zielwert der automatischen Verstarkungsregelung 200 % bei einer
maximalen Injektionszeit von 22 ms und einer Auflésung von 15.000 bei m/z 200. Die
Fragmentierung wurde durch hochenergetische C-Trap-Dissoziation (HCD) durchgefihrt, die
auf 30 % eingestellt war. DIA wurde mit einem vollstandigen MS-Ereignis durchgefihrt, gefolgt
von 60 MS/MS-Fenstern in einem Zyklus. Die vollstandigen MS-Einstellungen umfassten
einen Zielwert fur die automatische Verstarkungsregelung, der auf 300 % im Bereich von 300—
1.650 m/z mit einer maximalen Injektionszeit von 50 ms und einer Aufldsung von 60.000 bei
m/z 200 eingestellt war. DIA-Vorlauferfenster reichten von 349,5 m /z (untere Grenze des
ersten Fensters) bis 1650,5 m/z (obere Grenze des 60. Fensters). Die MS/MS-Einstellungen
umfassten ein automatisches Verstarkungsregelungsziel, das fur das Vorlauferfenster auf
1000 % eingestellt war, mit einer Xcalibur-automatisierten maximalen Injektionszeit und einer
Auflésung von 15.000 bei m/z 200.

Aus den massenspektrometrischen Daten der fraktionierten Pools wurde mit der MaxQuant-
Software (Version 1.6.1.13) [144] eine DDA-Bibliothek erstellt. Die Spektrenbibliothek wurde
verwendet, um die MS-Daten der Single-Shot-Patientenproben in der Spectronaut-Software,
Version 14.9.201124.47784 (Biognosys AG), zur endgiltigen Proteinidentifizierung und -
quantifizierung zu durchsuchen. Alle Suchdurchlaufe wurden gegen das humane UniProt-
Referenzproteom kanonischer und isoformer Sequenzen mit 93.786 Eintradgen durchgefiihrt,
die im Marz 2018 heruntergeladen wurden. Die Suchen verwendeten Carbamidomethylierung
als feste Modifikation und Acetylierung des Protein-N-Terminus, Oxidation von Methioninen
und Desamidierung von Asparagin oder Glutamin als variable Modifikationen. Fir andere
Parameter wurden Standardeinstellungen verwendet. Kurz gesagt wurde eine Trypsin/P-
proteolytische Spaltungsregel verwendet, die maximal zwei Fehlspaltungen und eine

Peptidlange von 7-52 Aminosauren erlaubte.
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Informationsschrift und Einwilligungserklirung Eltern (NG FG) Saite 2 von 5

Sehr geehrte Eltern,

wir bitten Sie um die Teilnahme Ihres Kindes an der Proteom-Studie. Die folgenden Seiten sollen Sie
Uber unsere Studie informieren und dartber. was eine leilnahme fir Sie und Ihr Kind bedeuten
wiirde. Nachdem S5ie dieses Schreiben gelesen und mit Threm Partner besprochen haben, kénnen Sie
sich frei entecheiden, ob Sie teilnehmen mochten.

Warum interessieren wir uns fiir Proteine?

Proteine erfiillen im menschlichen Kérper die vielfiltigsten Funktionen. Es wird immer deutlicher,
dass unser Korper auf bestimmte Zustande oder Krankheiten sogar mit . Schutz-Proteinen” reagie-
ren kann. Zum Proteom von Neugeborenen lisgen aber noch kaum Daten vor

Warum fragen wir Sie?

Ziel unserer Studie 15t 35, Zusammenhange zwischen Erkrankungen — seien sie nun metabolischen,
neurologischen, allergischen oder sonstigen Ursprungs — und der Zusammensetzung der Proteine im
Blut von Neugeborenen zu finden Jedes Ergebnis soll mit der Blutrusammensetzung gesunder
Neugeborener bzw. Neugeborener ohne familidre Vorbelastung verglichen werden. Es werden da-
her sowchl gesunde wie weniger gesunde Kinder als Teilnehmer benétigt.

Die Teilnahme ist freiwillig!

Ihre Teilnahme und die Thres Kindes ist freiwillig. Sie kinnen jederzeit, auch ohne Angabe von
Grinden, die Teilnahme widerrufen, ohne dass Threm Kind oder Ihnen dadurch irgendwelche Nach-
teile fiir die weitere irztliche Versorgung entstehen wiirden Einen Widerruf der Einwilligung bzw.
den Riicktritt von der Studie miissten Sie nicht begriinden. Im Falle eines Widerrufes werden die bis
zu diesem Zeitpunkt erhobenen Daten irveversibel anonymisiert, sodass keine Riickschliisse auf Thr
Kind mehr méglich sind.

Wie liuft die Studie ab?

Im Rahmen der Studie erfolgen keine zusdtzlichen Blutentnahmen oder Interventionen. Es werden
lediglich im Rahmen von routinemifiigen Blutabnahmen 1-2 zusitzliche Blutstropfen entnommen.
Schon anhand dieser kleinen Menge Blut kann eine enorme Zahl an Proteinen im Blut Thres Kindes
bestimmt werden Dabei untersuchen wir:

1. Bei geswndden Newpeborenen: 1-2 Blugstropfen beim Neugeborenen-Screeing

2. Bei Frithgeborenen: 1-2 Blutstropfen im Ralomen dinisch notwendiger Blutabmalomen am 1. Lebenstag, beim Neuge-
boremenscreening und vor Entlassung

3. Bei Kindern mit Asphyxie: 1-2 Blutstropfent im Rafimen klinisch notwendiger Blutabnalonen am I wund 2. Lebenstag
4. B Eimderm rud Irgfzkﬁmm‘ 1-2 BI:dF!'rﬂF]’bl_ d:»gemm vor sowte 45k mach Eehmnﬁmgs.bzgiu o Rafmen
Hirisch nofwendiger Blutabmatmmen

Welche Daten werden erhoben?

Im Rahmen der Studie sollen auch Daten zum Gesundheitszustand Thres Kindes erhoben werden
Dies wiren u.a. die Diagnose, Laborwerte, sowie eben die Zusammensetzung der Blut-Proteine. Zu-
satzlich bitten wir Sie als Eltemn, sinige Fragen zu hrem eigenen Gesundheitszustand und dem von
engen Familienangehorigen zu beantworten. Diese Daten werden mit einer fortlaufenden Nummer
pseudonymisiert und in einer Datenbank gesammelt
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Gibt es irgendwelche Risiken?

Da es sich bei der Studie um eine reine Datenerfassung anhand der gesammelten Blutsiropfen han-
delt. bestehen keine studienspexzifischen Risiken. Zusitzliche Blutentnahmen nur zum Zwecke dieser
Studie wird es nicht geben, lediglich die Entnahme der je 1-2 zusitzlichen Blutstropfen bei chnehin
anstehenden Blutentnahmen

Gibt es irgendwelche Vorteile?

Sie oder Ihr Kind werden keinen unmittelbaren persénlichen Nutzen aus dieser Studie ziehen Die
Studie méchte dazu beitragen, im Allgemeinen mehr diber mégliche Schutzfunktionen von Proteinen
und deren Zusammenhang mit Erkrankungen unterschiedlicher Art herauszufinden. Dies kinnte
aber in Zukunft moglicherweise die Behandlung von Patienten mit vergleichbaren Erkrankungen

verbessern.

Wer kann die persfnlichen Daten [hres Kindes einsehen?

Die rusammengetragenen Studienergebnicse werden streng vertraulich behandelt Unsere Daten-
bank wird mur auf den geschiitzten Rechmern des Klinikums der Universitiat Miinchen gespeichert.
Ausschlieflich Studienbefugte, also Ihre behandelnden Arzte, die Studienleitung und die Doktoran-
den, haben Zugriff auf diese verschliisselten Daten.

Thre persénlichen Daten oder die Thres Kindes werden nie in irgendeiner Form verdffentlicht oder
weitergegeben werden. Diejenigen Daten, die keinen Riickschluss auf Thr Kind zulassen, werden
gemeinsam von der Studiengruppe ausgewertet. Im Falle eines Widerrufes Threr Einwilligungserkls-
rung wiirde eine frreversible Anonvmisierung aller Daten erfolgen, sodass definitiv keine Rick-
schliisse mehr auf Ihr Kind méglich sind — nicht einmal mehr flir die Mitglieder der Studiengruppe.

Wie lange werden die Daten Ihres Kindes aufgehoben?

Die Behandlungsakten Thres Kindes werden entsprechend der gesetzlichen Bestimmungen verwahrt,
unabhingig von einer Teilnahme an der Studie. Die Unterlagen speziell zu dieser Studie werden
nach Abschluss der Kohortenstudie 10 Jahre verwahrt und dann irreversibel anonymisiert.

Gibt es ein Follow-Up?

Bei unserer Studie gibt es kein klassisches Follow-Up. D.h.. dass es nach Ihrem Krankenhausaufent-
halt keine weiteren Termine, Untersuchungen, Blutentnahmen o.A. als Verlaufsbeobachtung geben
wird. Wir bitten Sie dennoch um Thre Erlaubnis, Sie unter Umstinden kontaktieren zu dirfen, um
Sie in knapper Form zur Entwicklung Ihres Kindes zu befragen.

Gibt es einen lpezie]l!n vﬂlidllnlllsllthutl?
Fiir die Studie besteht keine Fatientenversichsrung, da im Rahmen der Studie keine Intervention
erfolgt.

Bei offen gebliebenen Fragen kinnen Sie sich gerne jederzeit an uns wenden!
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Datenschutz

Bei dieser Studie werden die Vorschriften iber die drztliche Schweigepflicht und den Daten-
schutz eingehalten. Es werden personliche Daten erhoben, gespeichert und verschliisselt (pseu-
donymisiert) ausgewertet, d.h. weder der Name noch die Initialen oder das Geburtsdatum er-
scheinen im Verschliisselungscode.

Im Falle des Widerrufs Threr Einwilligung bzw. 10 Jahre nach Abschluss der Kohortenstudie
werden die gespeicherten Daten irreversibel anonymisiert und die Originalunterlagen vernich-
tet.

Eine Entschliisselung erfolgt lediglich in Fallen, in denen es die Sicherheit Thres Kindes erfordert
(nmedizinische Griinde”) oder falls es zu Andmmgm in der wissenschaftlichen Fragestellung
komamnt (, wissenschaftliche Grinde”).

Sie haben jederzeit die Moglichkeit, Auskunft {iber die Ihr Kind betreffenden personenbezoge-
nen Daten zu erhalten sowie ggf. deren Berichtigung oder Loschung zu verlangen.

Im Falle von Verdffentlichungen der Studienergebnisse bleibt die Vertraulichkeit der persdnli-
chen Daten gewahaleistet.

Bei Beschwerden bzgl. des Datenschutzes haben Sie die Maglichkeit, sich an die Datenschutz-
aufsichtsbehdrde zu wenden.

Datenschutzverantwortliche:

Datenschutzbeauftragter zentral: Datenschutzaufsichtsbehdrde:

Gerhard Mayer, Behérdlicher Prof. Dr. T. Petri, Bayerische Landesbeauftragte
Datenschutzbeauftragter, filr deni Datenschists

Pettenkoferstrasse 8, 80336 Miinchen Postfach 22 12 19, 80502 Miinchen

Tel. 089/4400-58454, Fax -58452 Wagmiillerstrafle 18, 80538 Miinchen
datenschutz@med. uni-muenchen.de Tel. 089 212672-0, Fax 069 212672-50

poststelle&datenschutz-bavern de
Datenschutzbeauftragter lokal:
Prof. Dr. Johannes Hiibner

Dr. von Haunersches Kinderspital
Johannes hiibner&med uni-muenchen. de
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Einwilligungserklirung
PROTEOM-Studie ber Neu- und Frﬁhgehorenen

Wir wurden gebeten, dass unser Find an der Proteom-Studhe zur Untersuchung emer méglichen Horrelation zw-
Zwack der Tedlnahme worde uns erklirt Wir wurden iber mogliche Vorteile und Risiken stner Talnzhme mfor-
roert. Wair hatten Gt'll!u:l'mr, Fragsn zu dem Pmﬂﬂﬂ: ru stellen und hzben auf diese zusrewchend Antwortan be-
h‘lm"l. “ r !Jﬂ ‘ans hm’t‘ d.“‘ unsares Tﬂ.]".\zhl!’.- E’ﬂ“ﬂlg 15t I.'I.T.\I:I. WJm-lt&n“ h!mﬂm &!I'lm.d.w
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Bei dieser Studie werden die Vorschriften iiber die frztliche Schweigepflicht und den Datenschutz einge-
halten. Ex werden personliche Daten und Befunde erhoben, gespeichert und in pseudo-nymisierter Form
nach Mafgabe der Patientenaufklirung ausgewertet.

Wir/Ich, (Name. n)

D Mhﬁtdﬂﬂhﬁmgmﬂ"ﬂm&aﬂgmﬁdﬁ:hﬂhtmnﬂdmmnﬂmw
der Patienteninformation einverstanden und nehme 'n an der Studie tedl.

[[]  lehoe/n die Teiluahme ab.

Wame de: Findes
Geburtsdanum T | ) | in
Yame der Mutter Lrntersehrift der Mwtter

Distusm (heute) T X i) T
Wuma des Vaters Unéerachret das Vaters

Datue (kewte] (T) | ) iy,
Nasne der Persas doe dis Avdllirongs pespries gefikee by [ kit der mflilisemden Persaa

Datum (hewte) [T) | W bl
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9.3 Fragebogen

K L I N I K U M CAMPUS INNENSTADT | PERINATALZENTRUM

I_IVI u NEONATOLOGIE DER KINDERKLINIK
" - AN DER FRAUENKLINIK MAISTRASSE
DER UNIVERSITAT MUNCHEN

Vorwort

Vielen Dank, dass Sie sich die Zeit nehmen, folgenden Fragebogen zu unserer Proteom-Studie bei Neu- und
Frihgeborenen auszufillen. Sie werden dafir lediglich etwa 5-15 Minuten bendotigen.

Zum Zwecke der Vollstandigkeit unserer Datenerhebung mochten wir Sie darum bitten, auch bei nicht-
zutreffenden Sachverhalten die freien Felder durchzustreichen bzw. ,Nein“ anzukreuzen. Dadurch kénnen wir
diejenigen Dinge, die nicht zutreffen, besser von jenen unterscheiden, zu denen Sie tatséchlich keine Angaben
machen konnten oder wollten.

In unsere finale Datenauswertung werden alle Ihre Angaben ausschlieBlich in streng pseudonymisierter Form
eingehen. Alles, was Sie uns im Rahmen der Studie mitteilen, unterliegt der &rztlichen Schweigepflicht.

Bei Fragen stehen wir Ihnen gerne zur Verfiigung.

Angaben zur Person (Mutter)

Name, Vorname Geburtsdatum

Gesundheit von Mutter und Vater

1. Ist bei lhnen, der Mutter des Babys bzw. dem (leiblichen) Vater, jemals eine der folgenden
Erkrankungen von einem Arzt diagnostiziert worden? Wenn ja welche?

Mutter Vater
- Herzkreislauf-Erkrankungen i e
- Diabetes mellitus Typ1O 20 Nein@O 1020 Nein O
- Schilddrisenerkrankungen e
=Gerinnungsstorungen = icneseoonssess s
- Herpes simplex (z.B. Lippenherpes) Ja OO Nein O Ja O Nein O

- Autoimmunerkrankungen (z.B. Rheumatoide Arthritis)  ovvviiiviiiiiis e
- Magen-Darmerkrankungen (M. Crohn, ulzerative COlitiS)  .ovvvviveviiieieiiiis e

- Erbkrankheiten s e
Falls eine Erbkrankheit vorliegt: Sind Sie mit dem Vater des Kindes verwandt?

Nein O Ja O Wie? (z.B. Cousin 3. Grades) .....ccceveeeeveevevereeneevenneenene s

- Sonstige Erkrankungen (z.B. Stoffwechsel-/neurolog. Erkr.) ........cccoevvevererreenne

2.  Wourde jemals eine der folgenden Erkrankungen bei Ihnen oder dem Vater des Kindes von einem Arzt
diagnostiziert?

Mutter Vater
Allergisches Asthma JaO Nein O JaO Nein O
Ekzem/Neurodermitis Ja OO Nein O Ja O Nein O
Heuschnupfen Ja OO Nein O Ja O Nein O
Welches AlIErgen? ....ecvivvivvne e eeises
Sonstige bekannte Allergien / Ja O Nein O Ja O Nein O

Unvertraglichkeiten WEICE? i s
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Falls Sie, die Mutter, an einer allergischen Erkrankung leiden (Heuschnupfen, allergisches Asthma

bronchiale, Neurodermitis/atopische Dermatitis/endogenes Ekzem), waren die Symptome wahrend

der Schwangerschaft verandert?

Nein, gleich [
Keine Allergie (0.A.) O

Krankheiten in der Familie

1.

Weniger/schwéchere Symptome [

Mehr/starkere Symptome [

Wurde bei einem lhrer Verwandten (Verwandte der Mutter) eine der folgenden Erkrankungen von

einem Arzt diagnostiziert? (Eltern, Geschwister)

Allergie / Ja
Unvertraglichkeit
Nein
Allergisches Asthma Ja
Nein
Neurodermitis Ja
Nein
Diabetes Ja
Nein
Erbkrankheiten Ja
Nein
Andere Ja
Nein

O

oo oo oo o

o o o 0o

Welche?
Bei wem?

Bei wem?

Bei wem?

Typ 1l
Typ 2
(=, Altersdiabetes”)

Welche?
Bei wem?

Welche?
Bei wem?

Bei Wem? ....ccovceeevneviiree e
Bei Wem? ....ccovceeevneniireeeies

Wourde bei einem Verwandten des Vaters des Kindes eine der folgenden Erkrankungen von einem Arzt

diagnostiziert? (Eltern, Geschwister)

Allergie / Ja
Unvertraglichkeit
Nein
Allergisches Asthma Ja
Nein
Neurodermitis Ja
Nein
Diabetes Ja
Nein
Erbkrankheiten Ja
Nein
Andere Ja
Nein

oo oo oo o o

O 0o o 0o

Welche?
Bei wem?

Bei wem?

Bei wem?

Typ 1
Typ 2

(= ,Altersdiabetes”)

Welche?
Bei wem?

Welche?
Bei wem?
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Gynakologische Fragen

1. Wieviel haben Sie vor Beginn der Schwangerschaft gewogen? e kg
2. In welchem Alter hatten Sie das erste Mal Ihre Menstruationsblutung? — .iiiviinnenee Jahre

3. Wielange dauert Ihr durchschnittlicher Zyklus (vom 1. Tag lhrer
Regelblutung bis zum 1. Tag der nachsten Regelblutung)? s Tage
4. Haben Sie die Pille eingenommen?
Ja O Firwielange? Jahre

Einnahme wurde beendet vor: Jahr(en)

Nein O Name des zuletzt verwendeten Praparats: .........o.ocoeeneeneneceninne
5. Haben Sie andere hormonelle oder pharmakologische Verhitungsmafnahmen angewendet?

Ja O Furwielange? s Jahre

Art der VerhlGtungsmethode e
Nein O

6. Hatten Sie bereits relevante gyndkologische Voroperationen?

Ja O Welche?
Wie viele?

Nein O

DasJahr VOR der Schwangerschaft

1. Wurden Sie im Jahr vor Ihrer Schwangerschaft geimpft?

Ja O Welche Impfung(en)? et
Nein O

2. Haben Sie im Jahr vor Ihrer Schwangerschaft Medikamente eingenommen, darunter evtl. Schmerz-
oder Schlafmittel, Vitamine oder Mineralstoffe? Wenn ja, welche? (Name des Préparats, falls moglich)

Ja O Medikamente
Schmerzmittel
Schlafmittel
Vitaminprdparate
Folsdure
Mineralstoffe

Nein O
3. Hatten Sie im Jahr vor Ihrer Schwangerschaft Operationen jeglicher Art?

Ja O WEIChE? ettt v sttt
Nein O

4. Haben Sie im Jahr vor lhrer Schwangerschaft eine groRere Reise ins Ausland unternommen?

Ja O WORIN? ettt snaess s e

Nein O Wann? Wie viele Monate etwa vor Beginn der Schw.? ..........

[3]
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Schwangerschaftsverlauf

1. Wurden Sie wahrend lhrer Schwangerschaft geimpft?

Ja O Welche Impfung(en)? e e
Nein O

2. Haben Sie wahrend lhrer Schwangerschaft Medikamente eingenommen, darunter evtl. Schmerz- oder
Schlafmittel, Vitamine oder Mineralstoffe? Wenn ja, welche? (Name des Praparats, falls moglich)

Ja O Medikamente
Schmerzmittel
Schlafmittel
Vitaminpraparate
Folsdure
Mineralstoffe e

Nein O

3. Hatten Sie wahrend lhrer Schwangerschaft (Uber die tGblichen Vorsorgeuntersuchungen hinaus)
irgendwelche medizinischen Eingriffe?

Ja O WEIChE? et et e
Nein O

4. Mussten Sie wahrend lhrer Schwangerschaft stationar in einem Krankenhaus aufgenommen werden?

Ja O Ursache? ettt e e
Nein O

5. Haben Sie wdhrend der Schwangerschaft in stadtischem oder landlichem Umfeld gelebt?
stadtisch OJ landlich O gemischt [J

Seit wie vielen Jahren leben Sie bereits in dieser Umgebung? ........... Jahre

6. Haben Sie wahrend lhrer Schwangerschaft eine groRere Reise ins Ausland unternommen?

Ja O WORINEY i ienini sonseensiinsivasingasinsiienssssinsshuthnsnstnsinssanmasivoss

Nein O Wann? 1. Drittel 0 2. Drittel 0 3. Drittel 0  der Schw.

Uberblick Schwangerschaften

1. Waren unter allen lhren bisherigen Schwangerschaften auch Zwillings- bzw. Drillings oder Vierlings-

Geburten?
Ja I Zwillingsgeburt  ............ Drillingsgeburt  ............ Vierlingsgeburt
Nein O

2. Wie viele lhrer Kinder kamen zu friih auf die Welt (vor der 37. Schwangerschaftswoche,
einschlieRlich Ihres gerade geborenen Kindes)?

........................... Frihgeburten Keine O
3. Wie haben Sie Ihre Kinder geboren (einschlieRlich Ihres gerade geborenen Kindes)?

Anzahl Spontangeburten ............ Zangengeburten/Vakuumextraktionen .......... Kaiserschnitte ...........

[4]
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4. Hatten Sie bereits einen Abort, eine stille Geburt oder eine Bauchhohlenschwangerschaft?

Ja O Anzahl ... Abort ... Stille Geburt  ........ Bauchhdhlenschw.
Nein O
5. Falls es leibliche Geschwister gibt, wie viele? ... Méadchen ... Jungen

1 . .
6. Leidet eines bzw. mehrere dieser Geschwister an einer von einem Arzt diagnostizierten 1 (Wenn keine Geschwister,

tiberspringen Sie Frage 6)

1
Grunderkrankung? Lo R R
Allergie / Ja O WEICRE? it iosesssenasiossinssoiveasionsassussesassasasusss
Unvertraglichkeit BEILWEIM? i iieeesasiiusssssnistasissnssainnnssssssanisnsse
Nein O
Asthma Ja O BEI WEM? e et
Nein O
Neurodermitis Ja O BEI WEM? e s
Nein O
Diabetes Ja O Typl O Bei WEM? .. s
Nein O Typ2 O
Erbkrankheiten Ja O Welche?
Bei wem?
Nein O
Andere Ja O Welche? s
BEI WEM? e et s
Nein O

Reproduktionsmedizin

1. Haben Sie bei diesem Kind medizinische Hilfe in Anspruch genommen, um schwanger zu werden?

Nein O i (Wenn nein, kénnen Sie dieses Kapitel iiberspringen) 1
1 1

Gesamtzahl Versuche/eingesetzte Embryonen

Ja O O AusschlieRlich Hormontherapie
O In-vitro- Fertilisation (IVF)
O Intra-zytoplasmatische Spermieninjektion (ICSI) ....
O Testikuldre Spermienextraktion mit ICSI (TESE)  ..ccovevevenveneeee Y [
O Mikrochir. epididymale Spermatozoenaspiration mit ICSI (MESA) ...

2. Falls eine Form der kiinstlichen Befruchtung stattgefunden hat, stammte der Samen von lhrem Mann?
Ja O Nein, von einem Spender O Keine kiinstliche Befr. [

3. Haben Sie im Rahmen der MaRnahmen eine Hormontherapie erhalten?

Ja O Welche? / Name des Praparats ........ccceeeoeeoneeriiessesssessssesssssssss s sssssssssssssssenes
Nein O

4. Hat der Vater des Kindes im Rahmen der MaRnahmen eine Hormontherapie erhalten?
Ja O Welche? / Name des Praparats ........cccceeevevennreniiessesssesssessssssessssssssenes
Nein O

[5]
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Konsumverhalten

1. Sind Sie oder Inr Mann Raucher? ,
1
Nicht-Raucher Mutter O Vater O ! (Sollten Sie beide schon immer H
Ehemaliger Raucher Mutter O Vater O | Nicht-Raucher gewesen sein, E
Raucher Mutter O Vater O . springen Sie zu Frage 6) !
R |
2. Haben Sie, die Mutter, (jemals) vor der Schwangerschaft geraucht?
Ja O Wie viele Zigaretten? ........c.ccce.... pro Tag / ....cceeuu... pro Woche
Wie viele Jahre haben Sie geraucht? ..........cccevvveeeeneeiniincene Jahre
Ggf.: Wann haben Sie mit dem Rauchen aufgehort? Vor ....... Jahren
Nein O
3. Haben Sie, die Mutter, wahrend der Schwangerschaft geraucht?
Ja O Wie viele Zigaretten pro Tag?  ......... proTag / ... pro Woche
Nein O
4. Wourde in Ihrer Wohnung / Ihrem Haus in den letzten 12 Monaten geraucht?
Zigaretten die auf dem Balkon / der Terasse geraucht wurden, sollen nicht mitgezdhlt werden.
Ja O Anzahl der Zigaretten proTag  .ccceviveenee pro Tag
Davon Mutter L pro Tag
Davon Partner ... proTag
Davon andere ... proTag
Nein O
5. Wurde zuvor in lhrer Wohnung / Ihrem Haus geraucht, in den letzten 12 Monaten jedoch nicht mehr?
Ja, bis vor 12 Monaten wurde im Haushalt geraucht (]
Nein, es wurde auch in den letzten 12 Monaten geraucht O
Ich/wir habe/n nie in der Wohnung / im Haus geraucht O
6. Haben Sie vor Beginn der Schwangerschaft regelmaRig Alkohol konsumiert?
Ja O Anzahl der alkoholischen Getranke ... proTag / ... pro Woche
Nein O
7. Haben Sie wahrend der Schwangerschaft regelmaRig Alkohol konsumiert?
Ja O Anzahl der alkoholischen Getranke ... proTag / ... pro Woche
Nein O
Tierkontakte
1. Sind Sie zeitweise mit Haustieren / engem Tierkontakt aufgewachsen? Mutter [0 Vater [0 Nein O
2. Gabesim Jahr vor der Schw. ein Haustier in lhrem Haushalt? ..o
3. Gab es wdhrend der Schw. ein Haustier in Threm Haushalt? .........cccccconninnine s e s
4. Haben Sie, die Mutter, beruflich oder in lhrer Freizeit mit Tieren zu tun? .......coeveveveeecrreeeeeee e eeeenes
5. Hat der Vater beruflich oder in seiner Freizeit mit TIEren zu tUN? .....cccoeeeieenernineenece e

Ggf.: Inr Kommentar zum Thema TierkONTAKEE: .......ccceruerereiriireserenes ettt ettt e s e ses e ses e s sesenenne

[6]
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Allgemeine Fragen

1. Inwelchem Land wurden Sie geboren? MULEET oot e

2. In welchem Land wurden lhre Eltern geboren? GroBMULLET soveamismaissssmrmensinns
GroBVALEr ..couevevie vttt

3. Inwelchem Land wurde der Vater des Kindes geboren? VALEI ottt st en e

4. In welchem Land wurden die Eltern des Vaters geboren? GroBMULLEN ..ceeeeveiecricricie et

GrOBVALET ..vcveevcveceeseretee e seescaesneene

5. Was sind Sie von Beruf?

IMUTEET e e VAeI ittt e s
6. Welchen Bildungsweg haben Sie genommen?

Mutter Vater

Kein Schulabschluss O O

Mittelschule O O

Mittlere Reife O O

(Fach-)Abitur O O

(Fach-)Hochschule, Universitat O O

Anderer Bildungsweg O O

Fragen zum Vater

1. GroRe des Vaters ... ) eeereeeennes m
2. Gewicht des Vaters ... kg
3. Alter des Vaters .......ooveineennne Jahre

Abschlussfrage

Wenn Sie die hinter Ihnen liegende Schwangerschaft auf einer Skala von 1 (,keine Belastung”) bis 10
(,unertragliche Belastung”) bewerten mussten, welche Punktzahl wiirden Sie vergeben?

Nachwort

Wir mochten uns herzlich fir Ihre Geduld und Gewissenhaftigkeit bei der Beantwortung unseres Fragebogens
bedanken. lhnen und Ihrem neuen Familienmitglied wiinschen wir von Herzen alles Gute fir lhre gemeinsame
Zukunft!

Optional: Ihre E-mail-Adresse flir evtl. RUCKITAEN: ....co.iiiiiiiiicii e e

Maochten Sie in ca. 2 Jahren per E-Mail Giber Ergebnisse unserer Studie informiert werden? Ja [0 Nein O

[71
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