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2 Einleitung

2.1 Priavalenz atopischer Erkrankungen

Allergische Erkrankungen stellen eines der grofften gesundheitlichen Probleme in den
westlichen Industrieldndern dar. Dies gilt sowohl fiir Erwachsene als auch in noch stirkerem
AusmaB fiir Kinder.

Die weltweit umfassendste Studie, die die Haufigkeit atopischer Erkrankungen untersuchte,
ist die ,,International Study of Asthma and Allergy in Childhood* (ISAAC 1998). Diese bei
iiber einer halben Million 6- bis 7-jdhriger und 13- bis 14-jdhriger Kinder durchgefiihrte
Querschnittsstudie zeigte, dass die Prdvalenzen sehr stark zwischen den einzelnen Léndern
bzw. Regionen variieren (Asher et al., 1995). Tendenziell sind Allergien am seltensten in
Entwicklungsldndern und in Lindern des ehemaligen Ostblocks und am haufigsten in den
westlichen Industrienationen. In einer Fortfilhrung der ISAAC-Studie wurde die Privalenz
atopischer Erkrankungen 2002 bis 2003 nach durchschnittlich sieben Jahren unter gleichen
Bedingungen erneut untersucht (ISAAC III). Man fand heraus, dass in Deutschland der Anteil
der sechs- bis siebenjéhrigen Kinder mit Asthma-Symptomen innerhalb von fiinf Jahren von
9,6 auf 12,8 %, der Anteil von Kindern mit allergischer Rhinokonjunktivitis auf 6,9 % (vorher
5,4) und derjenigen mit Neurodermitis auf 7,9 % (vorher 6,7) gestiegen war (Asher et al.,

2006).

2.2 Risikofaktoren fiir die Entwicklung atopischer Erkrankungen

2.2.1 Genetische Faktoren

Trotz intensiver Forschung sind die Entstehungsmechanismen allergischer Erkrankungen
nicht vollstindig geklart. Es spielen sowohl endogene (genetisch bedingte) als auch exogene
Faktoren im intrauterinen und postnatalen Umfeld des Kindes (z.B. Allergene,
Mikroorganismen) eine wichtige Rolle.

Bekanntermafen erhoht eine familidre Disposition das Risiko fiir atopische Erkrankungen. Je
mehr Familienmitglieder betroffen sind, desto hoher ist das Risiko des Kindes, eine atopische
Erkrankung zu entwickeln. So ist nach Litonjua das Risiko des Kindes, Asthma zu
entwickeln, dreifach erhoht, wenn eines der Elternteile asthmatisch ist, und sechsfach, wenn
beide Elternteile an Asthma leiden (Litonjua et al., 1998).

Zwillingsstudien haben gezeigt, dass die Konkordanz allergischer Krankheiten zwischen
monozygoten Zwillingen relativ gering ist im Vergleich zu anderen genetisch determinierten

Krankheiten, jedoch hoher als bei Heterozygoten (Strachan et al., 2001).
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2.2.2 Umwelt - und Sozialfaktoren; Hygienehypothese

Die genetische Pridisposition alleine kann nicht den Anstieg in der Prdvalenz allergischer
Krankheiten erklaren. Dies wurde offensichtlich durch die Veroffentlichung von Studien, die
die Haiufigkeit allergischer Erkrankungen in West- und Ostdeutschland nach der
Wiedervereinigung verglichen. Es handelte sich dabei um Bevolkerungen mit dhnlichem
genetischen Hintergrund und geographischer Lage, die 40 Jahre lang unter vollig
unterschiedlichen Bedingungen lebten. Die Privalenz von allergischen Erkrankungen war in
Westdeutschland signifikant hoher als in Ostdeutschland (von Mutius et al., 1992).

Die erstmals 1989 von David Strachan vorgeschlagene ,,Hygiene“-Hypothese besagt, dass
frithkindliche Infektionen der Entstehung einer atopischen Sensibilisierung und der
Manifestation allergischer Erkrankungen vorbeugen konnten (Strachan, 1989).

Die Hygiene-Hypothese wird durch Ergebnisse aus zahlreichen epidemiologischen
Beobachtungsstudien gestiitzt. So konnte in Ostdeutschland gezeigt werden, dass der Besuch
einer Kindertagesstitte vor dem ersten Lebensjahr der Entwicklung von Asthma und
Allergien vorbeugte (Krdmer et al., 1999). Es wurde postuliert, dass der protektive Effekt
wahrscheinlich durch die Ubertragung hiufiger viraler Infektionen durch andere Kinder
zustande kommt, was auch in der MAS-Studie (Multizentrische Allergiestudie) bestitigt
wurde: Bei Kindern mit hiufigen Episoden einer ,laufenden Nase® im ersten Lebensjahr
wurde im Alter von 7 Jahren seltener Asthma diagnostiziert (Illi et al., 2001). Auch andere
Arten von Infektionen wie Masern (Shaheen et al., 1996) und orofdkale Infektionen wie
Hepatitis A (Matricardi et al., 2000) wurden mit der Vorbeugung atopischer Erkrankungen in
Zusammenhang gebracht.

In verschiedenen Studien wurde beobachtet, dass eine bduerliche Umgebung vor der
Entstehung von Asthma, Heuschnupfen und atopischen Sensibilisierungen schiitzt (Braun-
Fahrlinder et al., 1999; Ernst und Cormier, 2000; Kilpelainen et al., 2000; Riedler et al.,
2000). Insbesondere der regelméBige Kontakt mit Vieh scheint dabei zu dem protektiven
Effekt beizutragen. In der ALEX (Allergie und Endotoxine)-Studie, einer Querschnittsstudie
an 812 Schulkindern aus lindlichen Gebieten Bayerns, Osterreichs und der Schweiz, fand
man heraus, dass die Exposition gegeniiber mikrobiellen Bestandteilen bereits im frithen
Kindesalter erfolgen muss, um das Risiko fiir allergische Erkrankungen zu reduzieren: So
waren Stallaufenthalte und der Konsum nicht-abgekochter Milch im Kindesalter von unter
einem Jahr — im Vergleich mit einer Exposition im Alter von 1-5 Jahren — mit geringeren

Haufigkeiten an Asthma, Heuschnupfen und atopischen Sensibilisierungen assoziiert.
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Stallaufenthalte und der Konsum nicht-abgekochter Milch schienen dabei einen additiven
Effekt zu haben (Riedler et al., 2001). Das erste Lebensjahr scheint demnach eine besonders

sensible Phase fiir die Allergieentstehung zu sein.

2.3 Die PASTURE-Studie

Die PASTURE (Protection against Allergy: Study in Rural Environment)-Studie, die in den
deutschsprachigen Landern auch LUKAS-Studie (Landliche Umgebung und Kinder - Allergie
Studie) genannt wird, ist eine multizentrische, europaweite Geburtskohortenstudie
(5. Forschungsprogramm der EU; Vertragsnummer QLK 4-2001-00250) mit dem Ziel,
festzustellen, ob eine erhohte Exposition gegeniiber mikrobiellen Bestandteilen einen Effekt
auf die Entwicklung kindlicher Allergien zeigt. Sie untersucht, wie immunologische und
genetische Mechanismen die individuellen Reaktionen auf diese Umwelteinfliisse bestimmen
(von Mutius und Schmid, 2006).

Im Gegensatz zu vielen frither an Bauernkindern durchgefiihrten Querschnittsstudien, bei
denen die Exposition gegeniiber mikrobiellen Bestandteilen retrospektiv untersucht wurde,
handelt es sich bei PASTURE um eine Longitudinalstudie. Die Kinder werden vom Zeitpunkt
der Geburt liber mehrere Jahre hinweg verfolgt. Dadurch ist eine Beobachtung der natiirlichen
Entwicklung der Krankheitsbilder moglich. AuBerdem entfdllt das haufig bei
Querschnittsstudien auftretende Problem, dass Eltern zu einem lange zuriickliegenden

Zeitraum befragt werden, an den sie sich nicht mehr genau erinnern kénnen (,,recall bias®).

2.4 Immunologische Grundlagen

2.4.1 Th1/Th2-Modell

Die Hygiene-Hypothese wird derzeit aus immunologischer Sicht folgendermallen erklart: Im
Verlauf gewohnlicher viraler Infektionen wird u.a. IFNy gebildet und damit eine starke Th1-
Immunantwort induziert. Diese Th1-Antwort kann Viren effektiver eliminieren als die Th2-
Immunantwort, die durch die Produktion von IL-4, -5 und -13 charakterisiert ist und die IgE-
Produktion, Eosinophilie und Atopie fordert. Kinder werden zundchst mit einer
vorherrschenden Th2-Immunitét geboren, jedoch reift wiahrend des ersten Lebensjahres unter
dem Einfluss von Umwelteinfliissen, vor allem gewdhnlichen Kindesinfektionen, die Thl-
Antwort heran. Bei Kindern mit spéterer Atopie scheint dieser ,,Shift” langsamer vonstatten
zu gehen als bei Kindern von nicht-atopischen Eltern (Prescott et al., 1999).

Gegen dieses vereinfachte Modell des mangelnden Shifts von der Thl- zur Th2
Immunantwort sprechen jedoch folgende epidemiologische Beobachtungen: Nicht nur die

Priavalenz allergischer Erkrankungen (Th2-assoziierte Erkrankungen), sondern parallel auch
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von Autoimmunerkrankungen wie Multipler Sklerose und Typ-1 Diabetes (Thl-assoziierten
Erkrankungen) stieg in den letzten Jahrzehnten an (Bach, 2002). Dariiber hinaus gibt es in
Liandern mit chronischen Helminthen-Infektionen, die eine starke Th2-Immunantwort
induzieren, eine geringe Privalenz an allergischen Erkrankungen (Yazdanbakhsh et al., 2002).
AuBerdem wird die Th1/Th2-Dichotomie dadurch in Frage gestellt, dass in verschiedenen
Studien eine generell abgeschwichte Thl- und Th2-Cytokinproduktion im Nabelschnurblut
gefunden wurde (Neaville et al., 2003; Prescott et al., 2003).

Heute weil man, dass die Thl-/Th2-Balance durch ein Netzwerk an regulatorischen
Immunzellen, vor allem regulatorischen T-Zellen, kontrolliert wird. Man vermutet, dass die
mangelnde Exposition gegeniiber mikrobiellen Bestandteilen zu einer reduzierten Aktivitét
regulatorischer T-Zellen flihrt (Romagnani, 2004). Die daraus resultierende generell stiarkere
Immunantwort auf Allergene konnte die steigende Prévalenz sowohl von atopischen

Erkrankungen als auch von Autoimmunerkrankungen erkliren (siche Abbildung 1).

Weniger PAMPs Reduzierte Stimulation
und Pathogene n— von Trea

PAMP oder \

D oathogen

Pathogen TLR

Dendrmsche
Zelle

Mehr Allergien und Verstarkte Th1- und
Autoimmunerkrankungen <= Th> Immunantwort

Abbildung 1. Hypothese der mangelnden Immunsuppression als Erkliarung fiir die gestiegene Privalenz
von allergischen Erkrankungen

Pathogene bzw. Bestandteile von Pathogenen, sogenannte PAMPs (,,pathogen associated molecular patterns®)
binden an PRRs (,,pattern recognition receptors®) auf dendritschen Zellen. Ein Beispiel fiir PRRs sind Toll like
Rezeptoren (TLR). Darauthin werden Signale in den Zellkern vermittelt, wodurch MHC-II-Molekiile und
kostimulatorische Molekiile wie CD80/86 auf DCs verstirkt exprimiert werden. Uber die Bindung an den T-
Zellrezeptor wird die naive T-Zelle aktiviert und differenziert in Thl- und Th2-Zellen mit entsprechender
Zytokinproduktion. Das Thl-/Th2-Gleichgewicht wird durch verschiedene Populationen regulatorischer T-
Zellen kontrolliert. Sind weniger Pathogene vorhanden, so werden auch T, in geringerem Maf3e stimuliert und
das Thl-/Th2-Gleichgewicht kann sich zugunsten einer der beiden Immunantworten mit pathologischen
Auswirkungen verschieben (Romagnani, 2004).
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2.4.2 Mechanismen der Toleranz

T-Zellen erkennen Antigene liber einen T-Zell Rezeptor, der spezifisch antigene Peptide in
Assoziation mit einem MHC-Molekiil erkennt. Peptide, die an Klasse I bzw. Klasse I MHC
Molekiile auf der Oberflache von antigenprasentierenden Zellen (APC) gebunden sind, stellen
die Liganden fiir den T-Zell Rezeptor von CD8" bzw. CD4" Zellen dar.
Die T-Zell Aktivierung durch Selbst-Antigene im Thymus und in der Peripherie sowie die
Aktivierung von peripheren T-Zellen durch fremde Antigene werden streng kontrolliert. Die
Kontrolle findet im Wesentlichen durch 3 Mechanismen statt:

1. Deletion von antigenspezifischen T-Zellen

2. Anergie, d.h. Nicht-Reaktivitit

3. Suppression, d.h. Inhibierung der T-Zellfunktion durch andere Zellen
Eine Homoostase zwischen aktivierenden Effektor-T-Zellen und regulatorischen Immunzellen
sorgt fiir ein ausgeglichenes Verhiltnis zwischen Toleranz gegeniiber eigenem Gewebe und

Immunitét gegentiber Pathogenen.

2.5 Regulatorische T-Zellen (T ¢)

2.5.1 Populationen von regulatorischen T-Zellen

Vor ca. 10 Jahren machten Sakaguchi und Mitarbeiter die Beobachtung, dass die Depletion
von CD25'-Zellen in Miusen Autoimmunerkrankungen wie Thyroiditis, Gastritis und
Polyarthritis verursachte (Sakaguchi et al., 1995).

Diese natiirlich auftretenden CD4 CD25"-Zellen werden im Thymus produziert und stellen
ca. 5-10% der CD4" T-Zellen in der Peripherie dar. Sie exprimieren die a-Kette des IL-2
Rezeptors (CD25"), das kostimulatorische Molekiil CTLA-4 (intrazellulires zytotoxisches T-
Lymphozyten-assoziiertes Antigen 4), GITR (,,glucocorticoid-inducible TNF-receptor like
molecule) sowie den Transkriptionsfaktor FOXP3 (Sakaguchi, 2005). Diese Zellen
expandieren nach antigener Stimulation nicht und unterdriicken die Aktivierung und
Proliferation von CD4'CD25 oder CDS8" T-Zellen Antigen-unabhiingig durch T-Zell-T-
Zellkontakt. Dariiber hinaus produzieren sie offenbar kein IL-2, IL-4 oder TGF-f, sondern
lediglich IL-10.

Wihrend die natiirlichen Ty, im Thymus nach der Begegnung mit Selbst-Antigenen positiv
selektiert werden, scheinen die allergenspezifischen adaptiven Ti-Zellen sich nach
Begegnung mit exogenen Allergenen in der Peripherie zu entwickeln.

Trl-Zellen entstehen nach chronischer Aktivierung von humanen und murinen CD4" Zellen

in der Anwesenheit von IL-10 (Groux et al., 1997). Sie produzieren hohe Mengen an IL-10,
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geringe Mengen an IL-2 und kein IL-4 und zeigen ein geringes Maf3 an Proliferation. Diese
antigenspezifischen T-Zellen unterdriicken die Proliferation von CD4" T-Zellen und kénnen
die Entwicklung von experimentell induzierter Colitis in SCID (severe combined
immunodeficiency)-Méiusen verhindern (Groux et al., 1997).

Th3-Zellen stellen eine weitere Untergruppe regulatorischer T-Zellen dar. Chen et al.
beschrieben Th3-Zellen als CD4" T-Zellen, die durch orale Antigene in den Mesenterial-
Lymphknoten induziert werden konnen (Chen et al., 1994). Sie produzieren TGF- und
variable Mengen von IL-4 und IL-10.

Dariiber hinaus existieren verschiedene andere Populationen von regulatorischen T-Zellen,
z.B. die T Suppressor Zellen (CD8"CD28" Zellen) sowie andere regulatorische Immunzellen

wie natiirliche Killer T-Zellen und regulatorische dendritische Zellen.

2.5.2 Regulatorische T-Zellen und allergische Erkrankungen

Dass regulatorische T-Zellpopulationen bei der Entwicklung von allergischen Erkrankungen
eine wichtige Rolle spielen, konnte hinreichend belegt werden.

Bellinghausen und Mitarbeiter fanden heraus, dass die meisten atopischen Patienten normal
funktionierende CD4'CD25" Tre besitzen und dass diese sowohl Thl- als auch Th2-
Immunantworten inhibieren kdnnen, wihrend bei einigen Patienten nur die IFN-y Produktion
supprimiert war (Bellinghausen et al., 2003).

Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass die CD4 CD25"-Zellen von Allergikern im Vergleich zu
Nicht-Allergikern wihrend der Birkenpollen-Saison die von Birkenpollen induzierte 1L-13
und IL-5 Produktion nicht unterdriicken konnten, wéhrend die Féhigkeit, IFN-y zu
unterdriicken, erhalten blieb. AuBerhalb der Pollensaison jedoch konnten sowohl die
regulatorischen Zellen von Allergikern als auch von Nicht-Allergikern die Produktion von
Th2-Zytokinen inhibieren (Grindebacke et al., 2004).

In dhnlicher Weise beobachteten Ling und Mitarbeiter, dass bei Atopikern die Eigenschaft der
CD4°CD25"-Zellen, die Proliferation und IL-5-Produktion ihrer eigenen Allergen-
stimulierten CD4 CD25-Zellen zu unterdriicken, deutlich reduziert war im Vergleich zu
Nicht-Atopikern. Der Verlust dieser inhibitorischen Aktivitit war besonders ausgeprigt
wihrend der Pollensaison (Ling et al., 2004).

Desweiteren zeigten Gesunde nach Depletion der CD4'CD25 -Zellen aus dem peripheren
Blut erhohte proliferative Antworten auf verschiedene Allergene wie Milch, Nickel und Gras
und eine erhdhte Produktion von Th2-assoziierten Zytokinen (Taams et al., 2002; Cavani et

al., 2003; Ling et al., 2004).
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Kinder, die ihre Kuhmilch-Allergie ,,ausgewachsen* hatten, d.h. gegeniiber Kuhmilch tolerant
geworden waren, besaBlen einen hoheren Anteil an zirkulierenden CD4 CD25"-Zellen und
erniedrigte proliferative Antworten auf bovines B-Lactoglobulin in ithren PBMCs verglichen
mit Kindern mit klinisch aktiver Allergie (Karlsson et al., 2004).

Im Folgenden werden Gene beschrieben, die mit regulatorischen T-Zellen assoziiert sind und

eine Bedeutung bei der Aufrechterhaltung der peripheren Toleranz haben.

2.5.3 Forkhead Box P3 (FOXP3)

Forkhead Box P3 (FOXP3) ist einer von mehr als 100 Transkriptionsfaktoren der
forkhead/winged-helix (FOX) Familie. Die FOX Proteine besitzen eine ,,winged-helix*“ DNA-
Bindungsdoméne, die auch als Forkhead-Doméine bezeichnet wird (siehe Abbildung 2B). Sie
haben eine wichtige Bedeutung in der Embryonalentwicklung, dem Metabolismus, der
Tumorenstehung sowie dem Alterungsprozess (Carlsson und Mahlapuu, 2002). Das X-
chromosomale FOXP3-Gen gilt aus immunologischer Sicht derzeit als wichtigster Vertreter

der FOX-Familie.

A

FOXP3
Nem@ =—OO~-O—8 -c
Repressor Zink  Leucin Forkhead
Domane Finger Zipper Domane

Abbildung 2 Struktur des Forkhead Box Proteins FOXP3.

(A) Graphische Darstellung der wichtigsten Proteindoménen, modifiziert
nach (Coffer and Burgering, 2004). (B) Kristallstruktur der Forkhead (FKH)
DNA Bindungsdomiéine, (van Dongen et al., 2000). (C) Kristallstruktur des
FOXP2 : NFAT1 : DNA Komplexes, (Wu et al., 2006).

NFAT = nuclear factor of activated T cells
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Bei der natiirlich aufgetretenen Mausmutante ,,Scurfy* fithrt eine Mutation im Foxp3 Gen zur
Deletion der Forkhead-Domine. Die Scurfy Maus stirbt 3 bis 4 Wochen nach der Geburt an
Multiorganversagen, verursacht durch massive Autoimmureaktionen (Brunkow et al., 2001).
Beim Menschen fiihren Mutationen im FOXP3 Gen zur Ausbildung eines seltenen
Autoimmunsyndroms, das als IPEX (immunodysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy,
X-linked syndrome) bezeichnet wird und charakterisiert ist durch Typ I Diabetes, Thyroiditis,
lymphproliferative Endokrinopathie und, in einigen Féllen, schwerer Atopie und
Nahrungsmittelallergie (Hori et al., 2003; Khattri et al., 2003; Coffer und Burgering, 2004).
Die ektope Expression von FOXP3 in nicht-regulatorischen CD4" T-Zellen induziert die
Differenzierung dieser Zellen zu regulatorischen T-Zellen (Yagi et al., 2004). Seit kurzem
weiB man, dass dies iiber eine Interaktion von FOXP3 mit dem Ca* -abhingigen
Transkriptionsfaktor NFAT geschieht (Abbildung 1C) (Wu et al., 2006). Letztlich fiihrt dies
zu einer Unterdriickung der IL-2-Expression und einer Aktivierung der CTLA-4- und CD25-
Expression in CD4" T-Zellen, die durch die Interaktion von FOXP3 mit einem weiteren
Transkriptionsfaktor, AML1 (acute myeloid leukaemia 1, auch Runxl genannt) gesteuert
wird. AML bindet an die Promotoren von IL-2 and IFN-y und aktiviert so deren
Genexpression in CD4" T-Zellen. Durch die Bindung an AMLI1 verhindert FOXP3 die
Produktion von IL-2 und IFN-y, induziert die Expression T.-assoziierte Gene und fiihrt
letztlich zur Suppression der Immunantwort (Ono et al., 2007).

FOXP3 wird in natiirlich auftretenden T, sowie in adaptiven T, und weiteren T-Zell-
Populationen mit regulatorischer Funktion exprimiert und ist essenziell fiir deren Funktion
(Ziegler, 2006). Die Expression von FOXP3 ist daher ein wichtiger intrazellularer Marker fiir
Tree. Kiirzlich wurde die Beobachtung gemacht, dass Zellen, die FOXP3 exprimieren, stets
mit einer abgeschwichten Proliferation und Zytokinproduktion reagieren, aber nicht
notwendigerweise suppressiv wirken. FOXP3 wird auch in aktivierten T-Zellen ohne
supprimierende Funktionen exprimiert, wenn auch nur voriibergehend (Wang et al., 2007).

Dabher stellt FOXP3 keinen, wie man bisher vermutete, spezifischen Marker fiir T, dar.

2.5.4 Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO)

T-Zellen reagieren sensibel auf Schwankungen in der Konzentration der essentiellen
Aminosdure Tryptophan. Eine Erniedrigung der Tryptophankonzentration fiihrt zu einer

Unterdriickung der T-Zellproliferation.
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Indolamin 2,3-dioxygenase (IDO), auch INDO genannt, ist ein Enzym, das in den
Katabolismus von Tryptophan involviert ist (von Bubnoff et al., 2002). Es vermittelt die
oxidative Spaltung des Pyrrolringes von Tryptophan (Daley-Yates et al., 1988) und stellt
auBerhalb der Leber das geschwindigkeitsbestimmende Enzym des sogenannten
Kynureninweges dar (Moffett und Namboodiri, 2003). Daneben ist Tryptophan die
Ausgangssubstanz fiir die Serotonin- und Melatonin-Synthese (Abbildung 3).

L-Tryptophan
<5
5-Hydroxytryptophan ) :
(5-HTP) N-Formylkynurenin
l FORl
Serotonin .
(5-HT) Kynurenin

| Y\

Anthranilsdaure 3-OH-Kynurenin
N-Acetylserotonin

(NAS) ¢ V4

l 3-OH-Anthranilsaure
Melatonin l

Quinolinsaure

v

FOR = Formamidase + +
TPH = Tryptophanhydroxylase NAD

Abbildung 3 L-Tryptophan als Ausgangsstoff fiir die Serotonin- und Melatoninsynthese bzw. fiir die
Synthese von Kynureninen iiber das Enzym IDO

Obwohl INF-y der starkste Induktor von IDO ist, konnen wahrscheinlich auch andere Zytokine, entweder alleine

oder in Kombination mit IFN-y die Expression des Enzyms fordern (z.B. IFN-a, IL-1a oder TNF-a) (Grohmann
et al., 2003).

IDO wurde erstmals 1967 von Hayaishi und Mitarbeitern aus Kaninchendarm isoliert
(Higuchi und Hayaishi, 1967; Yamamoto und Hayaishi, 1967); das humane Enzym wurde
mehr als 20 Jahre spiter kloniert (Dai und Gupta, 1990). Es handelt sich um ein Ham-
tragendes Enzym mit einem Molekulargewicht von 45 kDa (Abbildung 4).
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Abbildung 4 Kristallstruktur von IDO. Es
besteht aus einer Him-Gruppe (gelb
dargestellt) sowie zwei Proteindoménen (blau
und griin) mit einer langen die beiden
Doméinen verbinden Schleife (,,Loop*) (rot)
(Sugimoto et al., 2006).

kleine
Domane

Domane

IDO wird in verschiedenen Zelltypen und Geweben exprimiert, vor allem in den
antigenprasentierenden Zellen, wie Makrophagen und dendritischen Zellen, sowie der
Plazenta (Babcock und Carlin, 2000; Mellor und Munn, 2001).

Durch Modulation der maternalen T-Zellimmunitét spielt IDO eine wichtige Rolle bei der
Aufrechterhaltung der Schwangerschaft. Der Fotus wird vermutlich durch die Inhibition
alloreaktiver T-Zellen vor AbstoBung geschiitzt. Munn und Mitarbeiter zeigten, dass die
Inhibition von IDO in trachtigen Mdusen zu einer T-Zell vermittelten AbstoBung allogener,
nicht aber syngener Feten fithrt (Munn et al., 1998). Daraus kann man schlieBen, dass IDO
essenziell fiir die Aufrechterhaltung der Immuntoleranz ist.

Seine regulatorische Funktion kommt sowohl durch die Erniedrigung der Tryptophan
Konzentration als auch durch die Anhdufung von Tryptophanmetaboliten zustande (Terness et
al., 2002; Grohmann et al., 2003).

Ein moéglicher Mechanismus der IDO-vermittelten Toleranz ist in Abbildung 5 dargestellt:
Das kostimulatorische Molekiil CTLA-4, das von aktivierten T-Zellen exprimiert wird, agiert
als Ligand fiir B7-Rezeptor Molekiile (CD80, CD86) auf der Oberfliche von dendritischen
Zellen. Die dendritische Zelle produziert daraufthin verstirkt IFN-y, das die Expression von
IDO induziert. IDO fiihrt lokal zur Erniedrigung der Tryptophankonzentration und Erh6hung
von proapoptotischen Kynureninen (Tryptophanmetaboliten), wodurch es zur Inhibition der

klonalen Expansion und erhdhter Apoptose von T-Zellen kommt (Grohmann et al., 2003).
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T Zellen

©

Inhibition der
Proliferation

-~ Tryptophan j
Denditische Zelle ™ Kynurenine

CTLA-4

Treg Apoptose

Abbildung 5 Vermuteter Mechanismus der IDO-vermittelten Toleranz; modifiziert nach Grohmann et al.
(2003).

Dendritische Zellen konnen somit durch IDO wirksam T-Zell Antworten unterdriicken und
systemische Toleranz férdern. Mellor und Munn postulieren dariiber hinaus, dass in einer
Population von regulatorischen T-Zellen die Expression von IDO induziert werden kann. Die
Induktion von IDO in Ty, konnte ein Mechanismus sein, iiber den regulatorische T-Zellen
ihre inhibitorischen Effekte vermitteln (Mellor und Munn, 2004).

Interessanterweise besallen asymptomatische Atopiker wihrend der Pollensaison eine erhohte
Aktivitdit von IDO sowie eine erhohte IL-10 Produktion im Vergleich zu den
symptomatischen Atopikern wie auch zu Nicht-Atopikern (von Bubnoff et al., 2004).

Vor kurzem wurde auch beschrieben, dass die Aktivitit von IDO bei Atopikern im Vergleich
zu Nicht-Atopikern erniedrigt ist (Raitala et al., 2006). Die Aktivitdit von IDO wurde dabei
indirekt {iber das Verhéltnis von Tryptophan zu Kynurenin gemessen. Die Tryptophan-
Kynurenin-Ratio ist indirekt proportional zur Aktivitit von IDO.

IDO kann, wie in Abbildung 5 gezeigt, durch IFN-y in antigenprdsentierenden Zellen
induziert werden, wobei eine zusdtzliche Stimulation mit Lipopolysaccharid (LPS) oder TNF-
a die Enzymexpression synergistisch steigert (Carlin et al., 1989; Robinson et al., 2003).
Toll-like-Rezeptoren (TLRs) gehoren zu den Rezeptoren des angeborenen Immunsystems, die
die Erkennung von Pathogenen vermitteln und deshalb als ,,pathogen recognition receptors
(PRRs) bezeichnet werden (Medzhitov, 2001; Janeway und Medzhitov, 2002). Sie erkennen
molekulare Muster oder Molekiile von Mikroorganismen (,,pathogen associated molecular
patterns®, PAMPs). PAMPs sind vielen Bakterienarten gemeinsame Strukturen wie
Lipopolysaccharide, Peptidoglykane oder bakterielle DNA, wie auch virale RNA.

Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten, dass bestimmte Toll-like Rezeptor Liganden wie
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bakterielle DNA (TLRY Ligand) und LPS (TLR4 Ligand) die Expression von IDO in vivo und
in vitro induzieren konnen (Hissong et al., 1995; Hayashi et al., 2001)

Untersuchungen von Hayashi et al. deuten auflerdem auf eine wichtige Rolle von IDO im
respiratorischen Epithel hin. Die Induktion von IDO durch bakterielle DNA (synthetische
immunstimulatorische Oligonukleotide) in Epithelzellen der Mauslunge konnte die Th2-

vermittelte Entziindung und experimentelles Asthma verhindern (Hayashi et al., 2004).

2.5.5 Immunoglobulin-dhnliche Transkripte (ILT)

Immunoglobulin-dhnliche Transkripte (ILT), auch Leukozyten Immunoglobulin-dhnliche
Rezeptoren (LILR) genannt, sind eine Familie von stimulierenden und inhibitorischen
Zelloberflachenrezeptoren (Cosman et al., 1997; Brown et al., 2004). Sie werden von einem
Multigenkomplex kodiert, dem ,,Leukocyte Receptor Complex* (LRC), der bei Primaten und
Maiusen identifiziert werden konnte (Wende et al.,, 1999). ILTs sind strukturell und
funktionell mit den ebenfalls im LRC kodierten Killerzell-inhibierenden Rezeptoren (KIR)
verwandt. Wie die KIRs gehdren sie zur Immunglobulin-Superfamilie. Sie werden vor allem
von Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert; einige werden auch von

Subpopulationen von B-, T- und NK-Zellen exprimiert (Colonna et al., 2000).

ILT4
LILRA1a LILRAZ2 ILT7 ILT8 LILRA3 LILRB1(LILRB2) LILRB3 LILRB5S
ILT3
LILRA1b ILT11m ILT11s (LILRB4)

i 2 ? Extrazellular

(R R (R (R R (R Membran

I l I I I | Léslich .
Intrazellular

Aktivierend
'R) Arginin-Rest Inhibierend M| ITIM

Abbildung 6 ILT Rezeptor Familie

Die Rezeptoren werden aufgrund verschiedener transmembraniirer und zytoplasmatischer Doménen in
drei Gruppen eingeteilt: Inhibitorische Rezeptoren (mit zytoplasmatischen I'TIMs); aktivierende
Rezeptoren; losliche Rezeptoren ohne transmembranére und zytoplasmatische Doménen

(modifiziert nach Brown et al., 2004).

Fiir die Signaltransduktion der inhibitorischen Rezeptoren, zu denen ILT3 und ILT4 gehoren
(siche Abbildung 6), sind ,Immunrezeptor Tyrosin-basierende Inhibitorische Motive*

(ITIMs) im zytoplasmatischen Teil ihrer Polypeptidkette verantwortlich. Wenn der
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zugehorige Ligand vorhanden ist, werden die ITIMs phosphoryliert und die SH2-Dominen
enthaltende Tyrosin-Phosphatase SHP-1 wird gebunden. Die Phosphatase vermittelt dann ein
inhibierendes Signal (Burshtyn et al.,, 1996; Fry et al., 1996). SH2-Doménen sind
Proteindoménen, die spezifische Proteininteraktionen vermitteln; die Abkiirzung SH2 steht
fiir Src-homology 2.

Bei den meisten der erst 1997 entdeckten Rezeptoren ist der Ligand unbekannt,
beispielsweise bei ILT3. ILT2 und ILT4 binden an die stark konservierte a3 Doméne des
MHC I Molekiils und konnen somit verschiedene HLA Subklassen, wie HLA-A, -B und -G
binden (Martin et al., 2002).

Suciu-Foca und Mitarbeiter beschrieben eine neue Gruppe von regulatorischen T-Zellen, die
in vitro und in vivo durch chronische antigene Stimulation erzeugt werden konnen (Liu et al.,
1998). Diese T Suppressor Zellen (CD8'CD28" Zellen, Ts-Zellen) exprimieren wie die oben
beschriebenen CD4'CD25"-Zellen FOXP3; sie sind jedoch im Gegensatz zu diesen
antigenspezifisch und MHC-Klasse-I-restringiert. Sie unterdriicken antigen-spezifische CD4"
T Helfer (Th) Zell-Antworten und hemmen die Fahigkeit der Th Zellen, IL-2 zu produzieren.
Ihre inhibitorische Funktion iiben sie dadurch aus, dass antigenprisentierende Zellen, die mit
Ts Zellen in Kontakt kommen, keine T-Zell Alloreaktivitdt mehr stimulieren kénnen, sondern
stattdessen in Th-Zellen den Zustand der Anergie hervorrufen. Alloreaktivitét ist ein Begriff
aus der Transplantationsimmunologie und beschreibt die Stimulierung von T-Zellen durch
Nicht-Selbst-MHC Molekiile. Die Untersuchungen von Suciu-Foca et al. wurden an einem
Transplantationsmodell durchgefiihrt. Unter Anergie versteht man die fehlende Reaktivitit
der T-Zelle auf ihr spezifisches Antigen (Macian et al., 2004). Suciu-Foca und Mitarbeiter
fanden heraus, dass Ts Zellen in APCs die Hochregulierung der inhibitorischen Rezeptoren
ILT3 und ILT4 induzieren und die antigenpréasentierende Zellen dadurch ,,tolerogen machen
(sieche Abbildung 7) Diese ,tolerogenen* antigenprasentierenden Zellen fordern die
Entstehung von regulatorischen CD4"CD25" T-Zellen aus allospezifischen CD4" T-Helfer-
Zellen, die wiederum neue antigenprisentierende Zellen anergisieren. Es wird eine
immunregulatorische Kaskade in Gang gesetzt, in der die antigenpriasentierenden Zellen eine
zentrale Rolle einnehmen.

In einer weiteren Untersuchung wurden unreife dendritische Zellen mit IL-10, IFN-a und/oder
Vitamin D3 inkubiert und es zeigte sich, dass die Expression von ILT3 und ILT4 induziert
wurde. Die Hochregulierung von ILT3 und ILT4 in dendritischen Zellen wird also nicht nur
durch Ts-Zellen induziert, sondern scheint eine allgemeine Eigenschaft von tolerogenen

dendritischen Zellen zu sein (Manavalan et al., 2003; Suciu-Foca et al., 2003).
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CD8* Tg
APC o Tolerogene APC
CD4* T, Anerge CD4™ Ty
Tolerogene APC
¥ ILT3
¥ ILT4 CD4* T, Anerge CD4* Ty

Abbildung 7 Die T Suppressor Zellkaskade (modifiziert nach Suciu-Foca et al., 2003)

Es stellt sich die Frage, wodurch dendritische Zellen ,,tolerogen* werden. Zur vollstindigen
Aktivierung bendtigen T-Zellen drei Signale: Antigene Peptide, die von MHC-Molekiilen
prasentiert werden, Signale durch Zytokine sowie kostimulatorische Signale, die z.B. durch
CD40 auf der Oberfliche von antigenprisentierenden Zellen vermittelt werden. Die
Interaktion zwischen CD40 und CD40L auf der T-Zelle stimuliert die Expression der
kostimulatorischen Molekiile CD80 und CDS86 auf antigenprdsentierenden Zellen. Fehlen
kostimulatorische Signale, so teilt sich die T-Zelle nicht und wird anerg. Es wurde gezeigt,
dass antigenprasentierende Zellen, die ILT3 und ILT4 hoch exprimieren, nur geringe Mengen

an kostimulatorischen Molekiilen besitzen (Chang et al., 2002).

Die Bedeutung von ILT3 und ILT4 bei der Entstehung allergischer Erkrankungen ist noch
ungekldart. Heinzmann und Mitarbeiter beschrieben, dass héufige Polymorphismen und
Spleivarianten im ILT3 Gen nicht mit einem atopischen Phénotyp assoziiert waren

(Heinzmann et al., 2000).

2.5.6 Regulator of G-protein signalling 1 (RGS1)

G-Protein vermittelte Signalwege werden u.a. durch Molekiile reguliert, die man als
Regulator of G-protein signalling (RGS) bezeichnet. Die mehr als 25 Vertreter dieser
Proteinfamilie verfiigen iiber eine etwa 120 Aminosduren umfassende RGS-Doméne, die die

intrinsische GTPase Aktivitidt von G-Proteinen stimulieren kann (Jean-Baptiste et al., 2006).

19



Einleitung

RGS Proteine sind somit in der Lage, G-Protein-vermittelte Signalwege zu inhibieren. Das
erste RGS-Protein in Sdugetieren wurde 1995 identifiziert und ist heute als RGS19 bekannt
(De Vries et al., 1995).

Eine der wichtigsten Klasse von G-Protein gekoppelten Rezeptoren in Lymphozyten ist die
der Chemokinrezeptoren. Chemokine werden einerseits konstitutiv exprimiert und
kontrollieren die homdoostatische Zellmigration zwischen und innerhalb der lymphatischen
Gewebe. Andererseits werden sie bei entziindlichen Reaktionen synthetisiert und
kontrollieren die Migration verschiedener Leukozytenpopulationen iiber das Endothel in den

Entziindungsherd.

Regulatorische T-Zellen exprimieren hohere Konzentrationen von RGS1, RGS9 und RGS16
als naive Zellen. Hochregulierung von RGS Molekiilen in T, desensibilisiert ihre
Chemokinrezeptoren und limitiert ihre Migrationsfahigkeit. Es wurde beschrieben, dass
sowohl bei naiven als auch bei regulatorischen T-Zellen eine inverse Korrelation zwischen
der Fahigkeit zur Migration und den Konzentrationen an RGS1, RGS9 and RGS16 besteht
(Agenes et al., 2005).

RGSI1 spielt eine wichtige Rolle bei der negativen Regulation der Chemotaxis von B-Zellen
(Moratz et al., 2000; Reif und Cyster, 2000). So ergaben Untersuchungen an RGSI-
defizienten Méausen, dass deren B-Zellen auf die Chemokine CXCL12 und CXCL13 mit einer

exzessiven Migration antworteten (Moratz et al., 2004).

Auch in dendritischen Zellen modulieren RGS-Molekiile die Antwort auf Chemokine. Signale
durch die Toll-like Rezeptoren TLR3 und TLR4 verursachten eine stark erh6hte Expression
von RGS1, RGS16 und RGS20 in DCs (Shi et al., 2004). RGS-Molekiile stellen also einen
Mechanismus dar, mit dem Toll-like Rezeptoren die Signale durch Chemokin Rezeptoren und

andere G-Protein gekoppelte Rezeptoren regulieren konnen.
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3  Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit war, mogliche Expressionsunterschiede von Molekiilen, die
charakteristisch sind fiir verschiedene Subpopulationen regulatorischer Immunzellen,
zwischen einer Population mit niedrigem Risiko fiir allergische Erkrankungen (Bauern) und
einer Population mit durchschnittlichem Risiko fiir allergische Erkrankungen (Nicht-Bauern)
zu ermitteln. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass diese Molekiile in der ,low risk*
Population hoéher exprimiert sind als in der Kontrollgruppe. Hierfiir sollte eine
Genexpressionsanalyse auf mRNA-Ebene mittels Real time RT-PCR im Nabelschnurblut
durchgefiihrt werden. Die Blutproben wurden im Rahmen der PASTURE-Studie gewonnen.
Im Einzelnen wurden folgende Fragen gestellt:

e Sind die gewidhlten Molekiile IDO, ILT3, ILT4, FOXP3 sowie RGSI im
Nabelschnurblut mittels Real time RT-PCR nachweisbar?

o Besteht ein signifikanter Unterschied zwischen Bauern und Nicht-Bauern im Hinblick
auf die Genexpression dieser Molekiile in Nabelschnurblut? Falls ja, welche Faktoren
erkldren den ,,Bauerneffekt*?

e @Gibt es in den fiinf verschiedenen Landern Unterschiede in der Genexpression?

o Welche Storfaktoren gibt es, die den Einfluss des Bauernstatus auf die Expression der
Gene im Nabelschnurblut signifikant modifizieren? Wie grof} ist deren Einfluss?

e Wie sehr unterscheiden sich die fiir die Storfaktoren korrigierten (,,adjustierten‘)

Ergebnisse von den nicht-adjustierten Ergebnissen?
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4 Material und Methoden

4.1 Studiendesign und Studienpopulation

Die PASTURE Studie ist eine multizentrische, prospektive Geburtskohortenstudie, die in
landlichen Gegenden fiinf europédischer Léander durchgefiihrt wurde: Deutschland
(Oberbayern), Osterreich (Salzburger Land), Schweiz (Kanton St. Gallen), Finnland
(Zentralfinnland, Umgebung von Kuopio) und Frankreich (Umgebung von Besangon).

In jedem der teilnehmenden Linder sollten etwa 100 Biuerinnen und 100 Nicht-Bauerinnen
wihrend des dritten Trimenons der Schwangerschaft rekrutiert werden.

Vor Studienbeginn wurde eine Fallzahlschiatzung durchgefiihrt, wobei man von folgenden
Annahmen ausging: Es werden in jedem der beiden Arme (Bauern- bzw. Nicht-Bauernkinder)
etwa 340 Studienteilnehmer benétigt, um einen Unterschied in der atopischen
Sensibilisierung im Alter von einem Jahr von 12% in der Kontrollgruppe gegeniiber 6% bei
den Bauernkindern feststellen zu kdnnen. Die Schitzung einer Priavalenz von 12% stammt aus
der ,,non-risk* Population einer groBen européischen, multizentrischen Geburtskohortenstudie
(AMICS, Asthma Multicenter Infant Cohort Study). Unter der Annahme, dass etwa 20% der
Teilnehmer die Studie vorzeitig abbrechen, miissen in jedem Arm ca. 400 Kinder rekrutiert
werden.

Die Rekrutierung begann im August 2002 und dauerte bis Mérz 2005.

Dabei wurden ,,Bduerinnen® definiert als Frauen, die auf einem Bauerhof, auf dem Tiere
gehalten werden, leben. Es wurde nicht zwischen Voll- und Teilzeitbauern unterschieden.
,»Nicht-Bauerinnen* waren definitionsgemall Frauen, die in der gleichen ldndlichen Gegend
leben und im gleichen Krankenhaus entbinden wie die Béduerinnen, jedoch nicht auf einem
Bauernhof leben. Frauen aus Stidten mit mehr als 30.000 Einwohnern oder aus
Industriestandorten wurden ausgeschlossen.

Als allgemeine Ausschlusskriterien wurden festgelegt: Frauen unter 18 Jahren,
Zwillingsschwangerschaften, Kinder mit Geschwistern, die bereits an der Studie teilnahmen,
geplanter Umzug vor Studienende, Familien ohne Telefon oder mit mangelnden Kenntnissen
der deutschen Sprache sowie Familien, in denen mindestens ein Elternteil tdglich in die Stadt
pendelt. Ausschlusskriterien nach der Geburt stellten Frithgeburten vor der 37.
Schwangerschaftswoche und schwerwiegende genetische Erkrankungen des Kindes dar.

Die Rekrutierung fand in Schwangerschaftskursen und durch Hebammen bei der Vorstellung
der Schwangeren in den Kliniken statt. Jede Schwangere wurde iiber die Studie informiert

und gebeten, einen kurzen demographischen Fragebogen auszufiillen. Nach Uberpriifung der
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Ein- und Ausschlusskriterien wurde von jeder teilnehmenden Familie eine Einverstdndnis-
erklarung unterschrieben.

Vor Studienbeginn wurde das Projekt von der Ethikkommission der Bayerischen
Landesdrztekammer begutachtet und positiv beurteilt. In allen anderen Lindern wurde vor

Studienbeginn das Votum der jeweils zustidndigen Ethikkommission eingeholt.

4.2 Fragebogen

Die PASTURE-Fragebogen und Interviews wurden innerhalb des Studienteams auf
Grundlage von Fragen aus den Fragebogen der ISAAC (International Study on Asthma and
Atopy in Childhood), der ALEX (Allergy and Endotoxin Study) sowie der PARSIFAL
(Prevention of Allergy — Risk facors for Sensitization in Children Related to Farming and
Anthroposophic Life Style)-Studie entwickelt (Asher et al., 1995). Fragen zu den elterlichen
Atemwegserkrankungen stammen auflerdem aus dem Fragebogen der American Thoracic
Society (ATS) (Ferris, 1978).

Bis zum Ende des ersten Lebensjahres des Kindes wurden Daten in drei standardisierten
Fragebdgen sowie wochentlichen Tagebiichern erhoben: Wéhrend der letzten vier Wochen
der Schwangerschaft wurde vom Studienpersonal ein Hausbesuch durchgefiihrt. In einem
ausfiihrlichen Interview sollte insbesondere der Kontakt zu Stédllen und Vieh wihrend der
Schwangerschaft, atopische Erkrankungen der Mutter sowie allgemeine Lebensumstéinde,
z.B. Familiengrof3e, Haustiere und Rauchgewohnheiten dokumentiert werden. Als das Kind
zwel Monate alt war, wurde ein zweites standardisiertes Interview im Haus der Familie
durchgefiihrt. Dabei wurden Fragen zu den ersten Lebenswochen des Kindes, zu den
Stillgewohnheiten usw. gestellt. Zusétzlich wurde dem Vater wéhrend der ersten beiden
Lebensmonate des Kindes ein selbst-auszufiillender Fragebogen zugeschickt, den das
Studienpersonal beim Hausbesuch einsammelte. Wihrend des gesamten ersten Lebensjahres
fiillte die Mutter wochentlich ein Tagebuch aus, in dem Gesundheitszustand und Erndhrung
des Kindes sowie der Kontakt zum Stall und zu Tieren dokumentiert wurde.

Im Alter von einem Jahr erfolgte wihrend eines Klinikbesuchs eine drztliche Untersuchung,
bei der besonderes Augenmerk auf mdgliche Anzeichen einer atopischen Dermatitis gelegt
wurde. Auflerdem fand wéhrend des Besuchs ein drittes standardisiertes Interview statt, das

einen Uberblick iiber das erste Lebensjahr des Kindes geben sollte.

4.3 Sammlung von Staub-, Milch- und Stuhlproben

Wihrend des Zweimonatsinterviews wurden Staubproben vom Fuflboden und von der

Matratze des Kindes und der Mutter standardisiert gesammelt. Dariiber hinaus wurden
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Kuhmilchproben sowie eine Muttermilchprobe und eine Stuhlprobe des Kindes gesammelt.
Zum Klinikbesuch brachten die Eltern eine weitere kindliche Stuhlprobe mit. Zuvor waren
wieder Staubproben von Fuflboden und Matratze des Kindes standardisiert gesammelt

worden.

4.4 Blutabnahme und Lagerung

Falls die Mutter ihre Einwilligung zur Studienteilnahme gegeben hatte, wurde bei der Geburt
von einer Hebamme ca. 24 ml Nabelschnurblut abgenommen. Das Blut wurde der Reihe nach
in folgende Rohrchen gefiillt: 2,5 ml Lithium-Heparinblut fiir die Analyse von Zytokinen,
2,5 ml EDTA-Blut fiir ein Differential-Blutbild und DNA-Analysen, ca. 4 ml Serum zur
Bestimmung von IgE, zweimal 2,5 ml in ein PAXgene Rohrchen (siehe unten) fiir
Genexpressionsuntersuchungen sowie ca. 10 ml EDTA-Blut fiir die Isolierung von peripheren
mononukledren Zellen (PBMCs). Die Blutabnahme erfolgte nach festgelegter Rangfolge,
wobei die Analyse der Zytokine die hdchste Prioritit besal3. Diese Regelung war notig, da
nicht immer ausreichend Blut gewonnen werden konnte, um alle Bestimmungen
durchzufiihren.

Das Lithium-Heparinblut fiir die Zytokinmessung wurde innerhalb von 24 Stunden nach
Blutabnahme weiterverarbeitet. Das abzentrifugierte Serum wurde aliquotiert und bis zur
weiteren Analyse bei -20°C gelagert. Die PAXgene Rohrchen wurden bis zur weiteren
Verarbeitung bei -80°C gelagert. Uberschiissiges Lithium-Heparinblut bzw. EDTA-Blut
wurde im Verhiltnis von 1:4 mit Trizol gemischt, gevortext und ebenfalls bei -20°C
eingefroren. Bei der Geburt wurde auerdem vendses Blut der Mutter abgenommen.

Als das Kind ein Jahr alt war, wurde wihrend des Klinikbesuchs Blut von Kind und Vater
abgenommen. Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber Art und Zeitpunkt der Analysen im
kindlichen Blut und Blut der Eltern.

Art der Analyse Art der Blutprobe Zeitpunkt der Analyse
Zytokinmessung Lithium-Heparinblut Geburt, 1 Jahr (Kind)
Extraktion von DNA EDTA-Blut ??:Errt(% 1;;1), Mutter),
Extraktion von RNA PAXgene Rohrchen Geburt, 1 Jahr (Kind, Eltern)
Gesamt IgE, spezifisches IgE Serum Geburt, 1 Jahr (Kind, Eltern)
Isolierung von PBMC EDTA-Blut Geburt (Kind)

Tabelle 1 Uberblick iiber Blutproben und Analysen
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4.5 RNA-Isolation

Fiir die RNA-Isolation aus Nabelschnurblut wurden jeweils 2,5 ml direkt in PAXgene Blood
RNA Tubes (Fa. PreAnalytix / Qiagen, Hilden) abgenommen. Nach kurzem Mischen der
Rohrchen erfolgen die Lyse der Zellen und die Stabilisierung der intrazelluliren RNA. In
abgenommenem Blut ohne Zusétze wire die RNA begrenzt stabil und wiirde sehr schnell
durch RNasen abgebaut werden. Im immunologischen Labor der Kinderklinik in Ziirich
wurden die PAXgene Rohrchen aufgetaut und vor der RNA Isolierung mind. 2 Stunden bei
Raumtemperatur stehen gelassen.

Zur Isolierung wurde der kommerzielle PAXgene 96 Blood RNA Kit (Fa. PreAnalytix
/ Qiagen, Hilden) verwendet, mit dem aus 96 PAXgene Rohrchen gleichzeitig RNA isoliert
werden konnte.

Durchfiihrung:

Zu Beginn stand ein Zentrifugationsschritt (10 min bei 4000 g), der Uberstand wurde
dekantiert und verworfen. Das Pellet wurde mit RNase-freiem Wasser gewaschen,
resuspendiert und erneut durch Zentrifugieren (10 min bei 4000 g) pelletiert. Nach Verwerfen
des Uberstandes wurde das Pellet in Puffer BRI resuspendiert und anschlieBend mit
Proteinase K und Puffer BR2 fiir 30 Minuten bei 65°C inkubiert, um Proteine zu verdauen.
Um iibrigen Zelldebris zu entfernen, wurden die Lysate auf eine 96er PAXgene Filterplatte
appliziert und zentrifugiert (10 min bei 5600 g). Die RNA wurde mit absolutem Ethanol
prézipitiert und an ein Paxgene-Séaulchen gebunden. Danach wurde der Waschpuffer BR3 auf
die Saule pipettiert und die Fliissigkeit mit einer Vakuum-Pumpe abgesaugt.

Um Kontaminationen der RNA mit genomischer DNA zu vermeiden, wurde eine DNasel-
Behandlung durchgefiihrt. Der DNasel Inkubations-Mix wurde direkt auf die Membran
pipettiert und 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Zum Waschen der gebundenen RNA wurde Puffer BR3 auf die Sdule pipettiert und mit der
Vakuum-Pumpe abgesaugt. Es folgten zwei Waschschritte mit ethanolhaltigem Puffer BR4,
um noch vorhandene Salze und Proteine zu entfernen. Die RNA wurde mit Puffer BRS5
eluiert. Eine abschlieBende Denaturierung bei 80°C fiir 10 Minuten entfernt Tertidrstrukturen

der RNA. Nach dem Abkiihlen wurde die gereinigte RNA bei —20°C gelagert.

4.6 Quantifizierung der RNA

RNA-Molekiile konnen UV-Licht der Wellenldnge 260 nm absorbieren. Diese Eigenschaft

kann zur spektralphotometrischen Bestimmung der Nukleinsduremenge genutzt werden. Bei
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Absorption von Licht der Wellenldnge 260 nm und einer Optischen Dichte (OD) von 1
betragt die Konzentration an einzelstréngiger RNA 40 pg/ml.

Zur Bestimmung der Reinheit der priparierten RNA wird zusdtzlich die Absorption bei
280 nm gemessen und der Quotient Aaeg / Azgo gebildet. Dieser liegt bei reiner RNA, d.h. bei
geringer Proteinkontamination, bei einem Wert von etwa 2,0.

Die Messung wurde mit dem NanoDrop ND-1000 UV/VIS-Spektralphotometer (Fa. PeqlLab
Biotechnologie GmbH, Erlangen) durchgefiihrt. Dieses UV/Vis-Spektralphotometer verfiigt
tiber ein Probehaltesystem, das im Gegensatz zu dem herkdmmlichen auf Kiivetten
basierenden Messverfahren, nur minimale Probenvolumina (ca. 1 pl) benétigt. Die Probe wird
dabei auf das Ende eines Glasfaserkabels aufgebracht und mit einem zweiten Glasfaserkabel
verbunden. Der Fliissigkeitstropfen wird dabei allein durch die Oberflichenspannung fixiert.
Durchfiihrung:

Zundchst wurde ein Leerwert mit dem RNA Elutionspuffer BRS gemessen. AnschlieBend
wurden jeweils 1,25 ul Probe auf die Messoberflache aufgetragen. Nach jeder Messung wurde
die Messoberfliche mit einem Papiertuch gereinigt. Proben, die eine RNA-Konzentration von
weniger als 10 ng/ul enthielten, wurden von der weiteren Verarbeitung ausgeschlossen. Lag
die Konzentration bei grofer als 200 ng/ul, wurde ein Verdiinnungsschritt (auf ca. 100 ng/ul)
mit Puffer BRS durchgefiihrt.

4.7 Reverse Transkription (RT)

Als néchster Schritt folgte die Umschreibung der mRNA in cDNA. Fiir diese Reaktion wird
die Reverse Transkriptase verwendet, eine RNA-abhidngige DNA-Polymerase, die RNA als
Matrize fiir die Synthese eines komplementiren DNA-Stranges beniitzt. Um mit der
Strangsynthese zu beginnen, bendtigt die Reverse Transkriptase (RT) kurze doppelstrangige
Nukleinsdurebereiche (Primer-RNA Hybride) an deren 3’-Ende die RT zum RNA-Strang
komplementire Nukleotide anbauen kann. Als Primer dienen willkiirlich zusammengesetzte
Hexanukleotid-Gemische (Random Hexamer Primer), die an zufélligen Positionen der RNA
binden. Alternativ konnen Oligo-dT-Primer verwendet werden, die an das Poly-A-Ende der
mRNAs binden und vom 3’-Ende beginnend die Strangsynthese ermdglichen.

Fir die cDNA Synthese wurden im Rahmen dieser Arbeit die ,,TagMan Reverse
Transcription Reagents” von Applied Biosystems (Weiterstadt) verwendet. Ein Kit enthilt
MultiScribe Reverse Transkriptase, RNase Inhibitor, deoxyNTP Mix, Random Hexamer
Primer, 10x RT Puffer und MgCl, Losung. Bei der MultiScribe Reverse Transkriptase handelt
es sich um eine rekombinante Reverse Transkriptase aus dem ,,Moloney Murine Leukemia

Virus®, die RNase H-Aktivitit besitzt. Das bedeutet, dass die RT den abgeschriebenen
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mRNA-Strang gleichzeitig verdaut, wodurch ein 1:1 Verhiltnis zwischen mRNA (Matrize)
und cDNA (Produkt) besteht.
Durchfiihrung:
Der gesamte Ansatz wurde auf Eis durchgefiihrt. Zuerst wurde ein gemeinsamer Mastermix
fiir 8 Proben angesetzt. Dieser Bestand je Probe aus

12 pl MgCl,-Losung

6 ul 10x PCR Puffer II

6 ul ANTP jeweils 10mM

3 pl Random Hexanukleotide

1,5 pul Rnase Inhibitor

2 ul MuLV

Als Template wurden 300 ng RNA eingesetzt. Das Volumen wurde mit RNAse-freiem
Wasser auf 29,5 pl eingestellt und in einem Reaktionsgefd3 vorgelegt. Nach Zugabe von
30,5 ul Mastermix wurde die Reaktion in einem Thermocycler Primus (MWG-Biotech AG,
Ebersberg) in drei Schritten durchgefiihrt: 10 min 25°C (Hexanukleotid-mRNA-
Hybridisierung), 40 min 42°C (Strangsynthese) und 5 min 95°C (Denaturierung).

4.8 Das Prinzip der Real-time TagMan PCR

Bei der Real time RT-PCR haben sich verschiedene Quantifizierungsmethoden etabliert, die
alle auf der Detektion eines Fluoreszenzsignals beruhen, das sich proportional zur Zunahme
des PCR-Produkts verhélt (Heid et al., 1996).

Die Real Time RT-PCR ist die geeignetste Methode fiir die Quantifizierung von mRNA, vor
allem wegen ihrer hohen Sensitivitit, der guten Reproduzierbarkeit und dem grof3en
Quantifizierungsbereich (Bustin, 2000).

Das élteste Quantifizierungsprinzip basiert auf interkalierenden Fluoreszenzfarbstoffen. Der
Hauptnachteil dieser Methode ist, dass der Fluoreszenzfarbstoff nicht zwischen spezifischem
und unspezifischem PCR-Produkt unterscheidet. Dies setzt einen groBen Aufwand fiir die
Etablierung der optimalen Reaktionsbedingungen (Primerspezifitit, Reaktionstemperaturen
etc.) voraus.

Holland et al. 16sten das Problem der mangelnden Spezifitit durch die Einfiihrung von
genspezifischen, radioaktiv-markierten Sonden, die die 5°-3"-Exonucleaseaktivitit der Tag-
Polymerase ausniitzen (Holland et al., 1991). Die Sonde wird dabei so gewdhlt, dass sie

zwischen den beiden Primern hybridisiert.
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Diese Methode wurde unter Verwendung des Prinzips des Fluoreszenz-Resonanz-Energie-
Transfers (fluorescence resonance energy transfer, FRET (Cardullo et al.,, 1988),
weiterentwickelt. Ein Fluoreszenzfarbstoff, der sich in rdumlicher Nihe eines zweiten
Fluoreszenzfarbstoffs befindet, dessen Anregungsspektrum dem Emissionsspektrum des
ersten Farbstoffs entspricht, absorbiert (,,quencht™) einen Teil der emittierten Energie und
fiihrt zu einem schwicheren Fluoreszenzsignal. Man unterscheidet dabei drei verschiedene
Nachweismethoden, das sog. ,,TagMan“-Prinzip (Livak et al., 1995), ,,molecular beacons”
und ,,hybridisation probes“. Im Folgenden soll nur auf die TagMan Sonden eingegangen
werden.

Die TagMan-Sonde ist ein Oligonukleotid mit einer Sequenz komplementir zum
amplifizierenden Fragment und ist an den Enden mit zwei Fluoreszenzfarbstoffen, einem
Reporter (R) und einem Quencher (Q), konjugiert (siche Abbildung 8). Der fluoreszierende
Reporterfarbstoff (ein Fluoreszein-Derivat) ist kovalent an das 5'-Ende und der Quencher-

Farbstoff (ein Rhodamin-Derivat) an das 3"-Ende der Sonde gebunden.
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5 T - - ===
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5

Rev-Primer
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Ende der %
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Abbildung 8 Das Prinzip der TagMan PCR
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Wenn die intakte Sonde bei einer spezifischen Wellenldnge von 488 nm zur Fluoreszenz
angeregt wird, wird die Fluoreszenz des Reporter-Farbstoffs aufgrund der raumlichen Néhe
zum Quencher unterdriickt. Wéhrend der PCR hybridisiert die Sonde mit den Primern
zundchst an den Matrizen-Strang. In der Extensionsphase trifft die Taq-Polymerase auf die
Sonde und setzt sie frei. Reporter und Quencher werden rdumlich getrennt und der Reporter
kann nun in vollem Malle fluoreszieren. Da in jedem Zyklus neue Reporter-Molekiile
freigesetzt werden, steigt die Fluoreszenz proportional zur Anzahl der synthetisierten PCR-
Produkte an. Diese ansteigende Fluoreszenzemission wird durch einen Sequenzdetektor ,,real

time*, d.h. wihrend des PCR-Laufs gemessen.

4.9 TaqMan Low Density Array

Der TagMan Low Density Array (Applied Biosystems, Weiterstadt) (Abbildung 9)
ermOglicht, bis zu 384 Gene fiir eine Probe in einer ,,microfluidic card* zu messen. Primer
und Sonde sind in getrockneter Form in einer Plastikkarte mit 384 Vertiefungen fixiert. Die
Reaktionskammern nehmen PCR Reaktionsvolumina von 1 pl auf und sind durch feine

Kanile miteinander verbunden.

1. Beladen 2. Zentrifugieren 3. Versiegeln 4. PCR

Abbildung 9 Arbeitsschritte beim TagMan Low Density Array (LDA)

Das Gemisch aus cDNA und PCR Mastermix wird manuell in die Einfiillkammern pipettiert;
anschlieBend werden die Karten in aufrechter Position zentrifugiert. Die Fliissigkeit wandert
entlang feiner Kanéle in die Reaktionskammern.

Der TagMan Low Density Array stellt ein ,,high-throughput* System fiir die real-time PCR
zur Anwendung mit dem AB 7900HT Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Weiterstadt) dar. Es werden nur geringe RNA-Mengen benétigt und die Zahl an
Pipettierschritten wird reduziert.

Primer und Sonden wurden aus der grolen Anzahl an TagMan Gene Expression Assays
ausgewidhlt, die optimierte Sets aus Primer und Sonde enthalten. Eine Liste der Assays ist in

Tabelle 2 aufgefiihrt.
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Assay ID Genname Genl.)ank- Amplikon
bezeichnung
Hs99999901 s1 |18S ribosomale RNA (18S) X03205 nt 609 - 795
Hs99999907 ml | Beta-2-Microglobulin (B2M) NM 004048 |nt410-484
Hs99999908 ml | Beta-Glucuronidase (GUSB) NM 000181 |nt 1816 - 1896
Hs01085831 gl |Forkhead box P3 (FOXP3) NM_014009 [nt 647 - 762
Hs00158027 ml ggg;amm'l)ym’l'm'Dloxygenase NM 002164 |nt207 - 306
Leukocyte immunoglobulin-like
receptor, subfamily B (with TM and i
Hs00275975 ml ITIM domains), member 2 (LILRB2: NM 005874 |nt 1448 - 1557
ILT4)
Leukocyte immunoglobulin-like
receptor, subfamily B (with TM and i
Hs00429000 m1 ITIM domains), member 4 (LILRB4: NM_006847 |nt 789 - 864
ILT3)
Hs00175260 m! ?Ifé‘glf;or of G-protein signalling 1 NM 002922 | nt 347 - 461

Tabelle 2 Verwendete TagMan Gene Expression Assays
nt = Nukleotid

4.10 Vorbereitung und Durchfiihrung der Real time RT-PCR

Fir den TagMan PCR-Ansatz wurde der vorgefertigte ,,2x TagMan Universal PCR-
Mastermix“ von Applied Biosystems (Weiterstadt) verwendet. Der Mastermix beinhaltet die
AmpliTag Gold DNA-Polymerase, AmpErase UNG (Uracil-N-Glykosylase), dNTPs mit
dUTP, eine passive Referenz und einen Reaktionspuffer mit Magnesiumchlorid.

Die AmpliTaq Gold DNA-Polymerase ist eine modifizierte Form der rekombinanten
AmpliTag-DNA-Polymerase. Sie zeigt bei Raumtemperatur keine Aktivitdt und muss zu ihrer
Aktivierung anfanglich fiir 10 Min. auf 95°C erhitzt werden. So wird die Bildung von Primer-
Dimeren verhindert. Dem Mastermix wurde aullerdem das Enzym UNG (Uracil-N-
Glykosylase) hinzugefiigt, das vor ,carryover“-Kontaminationen beim Pipettieren der
Ansitze schiitzt (Longo et al., 1990). Bei Verwendung von dUTPs in den PCR-Reaktionen
wird in die DNA von Kontaminationen eingebautes UTP durch die Glykosylase in einem
anfanglichen Schritt bei 50°C gespalten. Wahrend der darauffolgenden 10 Min. bei 95°C wird
das Enzym inaktiviert, um die anschlieBende PCR-Amplifikation nicht zu storen. Als passive

Referenz wurde der Farbstoff 6-Carboxy-X-rhodamin (Rox) hinzugegeben, der keinen
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Einfluss auf die PCR hat. Das Rox Fluoreszenzsignal wird zur Normalisierung der

Fluoreszenzsignale herangezogen, um Fluoreszenzfluktuationen auszugleichen.

Pipettierschema pro Probe:

20 ul cDNA

30 ul RNase freies Wasser

50 ul TagMan Universal PCR Master Mix

Der gesamte Ansatz wurde auf Eis pipettiert. Der Master Mix wurde vor Verwendung kurz
gevortext.

Die TagMan Low Density Arrays sind in verschiedenen Formaten erhiltlich. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde ein Format verwendet, mit dem man 8 Proben a 48 PCR-Reaktionen
messen kann. Jede der 8 Einfiillkammern ist mit 48 Reaktionskammern verbunden
(Abbildung 10). Aufgrund der sehr groBen Anzahl an Proben und der hohen Kosten der Low
Density Arrays wurde jeweils nur ein Replikat gemessen. In jede Einfiillkammer wurde
moglichst ohne Luftblasen 100 pl des Ansatzes pipettiert (Abbildung 9). Dies entspricht
100 ng totaler RNA, umgeschrieben zu cDNA. AnschlieBend wurde die Platte mit Folie
versiegelt, mit einem Spezialspachtel gut verschlossen und die Einfiillkammern
abgeschnitten. Die Platte wurde kurz bei Rautemperatur zentrifugiert (1500 rpm), in das AB
7900HT Gerit gestellt und gemidf folgendem Temperatur-Zeit-Programm inkubiert:

Schritt Dauer/Temperatur
Glykosylase-Verdau 2 Min./50°C

Aktivierung der AmpliTaq Gold Polymerase 10 Min./95°C

Denaturierung 30 Sek./95°C

Primer Annealing und Extension 1 Min./60°C } 45 Zvklen

Die Daten wurden mit der Software SDS (Sequence Detection Software) 2.1 (Applied

Biosystems) ausgewertet.
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Pr?l[;en Port

4 A
' B B

2 1121314516789 10CTL1T[12183 141516 17]18[19[20|21]22|23|C 2¢
24125(26|27]28]29|30|31]32|33[34|35|36|37|38|39]40]41(42|43]|44|45/46|47|D

3 1121345161789 10)CTL 1T {1213 1415|1617 |18[19[20|21]22|23|F 3¢
2412526 (271282930 |31|32|33|34|35|36|37|38|39[40)41[42|43]|44 (45|46 |47 |F

4 1121314151678 9 10)CTL 1T {12 181415161718 [19[20|21]22|23|6 4¢
2412526 (271282930 |31|32|33|34|35|36|37|38|39|40)41(42[43]|44(45|46|47|H

5 1121345161781 9 10CTL 1T {12 1314151617 118[19[20|21]22[23]] Eﬁ
24125262728 |29|30|31|32[33[34|35|36|37|36|39]40(41(42|43)|44|45|46(47]J

6 11213141516 7 [8 19 10)CTL 1T {12 1831415161718 [19[20|21]22]23|K Sﬁ
2412526 (271282930 |31|32|33|34|35|36|37|38|39|40)41[42[43]|44]45|46|47|L

7 1121341516 7 [8 19 10)CTL T {1218 1415161718 [19]20[21]22]23|M 7#
241252627128 |29|30|31|32|33|34|35|36|37|38|39]40)41[42[43]|44|45|46|47|N

8 11213141516 17819 10CTL 1T {12 131415161718 [19]20|21]22]23|0 8#
241252627128 |29|30|31[32|33|34|35]36|37|38/39[40)41[42(43]144145|46/47|P

1 2 4 b 6 7 8 9 mwm o1 o112 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

Abbildung 10 Verwendetes TagMan Low Density Array Format
(Port = Einfiillkammer)

4.11 Relative Quantifizierung

Jede PCR besitzt eine exponentielle Phase, eine lineare Phase und eine Plateauphase
(Abbildung 11). In der exponentiellen Phase wird die Menge des Startmaterials mit jedem
Zyklus verdoppelt. In der zweiten Phase verlangsamt sich der Prozess zu einem linearen
Wachstum, da Primer und aktives Enzym weniger werden und die Menge der Produkte
(DNA, Pyrophosphat, Monophosphatnukleotide) ansteigt, welche die PCR hemmen. Spiter

geht die Reaktion in eine Plateauphase iiber und kommt zum Stillstand.

< g
4
3 ¥
5 3 lineare Phase
=
n:. lineare Phase a
& : g
g exponentielle Phase = / exponentielle Phase
= » T Sl *
Anzahl der PCR-Zyklen Anzahl der PCR-Zyklen

Abbildung 11 Verlauf der PCR und Ermittlung des Cr-Wertes

In der Real time RT-PCR niitzt man die Tatsache aus, dass die Menge des PCR-Produkts in
der exponentiellen Phase proportional zur Ausgangstemplatemenge ist (Gibson et al., 1996;
Heid et al., 1996).

Um zu Beginn der exponentiellen Phase messen zu konnen, wird meist der Ct-Wert
(Threshold Cycle = "Schwellenwert-Zyklus") verwendet, der den Zyklus beschreibt, bei dem

die Fluoreszenz erstmalig signifikant {iber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt.
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Die relative Quantifizierung bestimmt die Verdnderungen in der mRNA-Menge bezogen auf
die Menge ecines internen Standards, meist ein sogenanntes Housekeeping Gen
(Haushaltsgen). Es werden Housekeeping Gene ausgewdhlt, die in den untersuchten Ansétzen
moglichst in einer konstanten Menge exprimiert werden. Hier wurden die Housekeeping Gene

18S rRNA, B-2-Microglobulin und B-Glucuronidase (GUSB) verwendet.

Die am hdufigsten verwendeten Berechnungsmethoden fiir die relative Quantifizierung sind
die Standardkurven-Methode und die komparative Ct-Methode.

Folgende mathematische Gleichung gilt, um die relative Quantifizierung eines Zielmolekiils
im Vergleich zu einem Housekeeping Gen zu bestimmen (Pfaffl, 2001).

: ACt (Kontrolle - Probe)
(Effizienz zicimolekil) ~ Zielmolekiil

Ratio =

: ACt (Kontrolle - Probe)
(Efﬁ21enz Housekeeping Gen) Housekeeping Gen

Unter Annahme optimaler und identischer Amplifizierung von Housekeeping Gen und
spezifischem Gen sowie einer Verdoppelung der eingesetzten Menge cDNA pro Zyklus kann
die obenstehende Gleichung gekiirzt werden (Effizienz zicimolekit = Effizienz wousekeeping Gen =2)
und die Ergebnisse konnen durch die Ratio 2ACt Zielmolekil - ACt Houscheeping Gen) 5,506 driickt
werden (Livak und Schmittgen, 2001).

Die von Applied Biosystems entwickelten und optimierten TagMan Gene Expression Assays
beinhalten Amplikons, die meist kleiner als 150 Basenpaare sind, und besitzen Amplifi-
kations-Effizienzen zwischen 90 und 110% (Applied Biosystems, User Bulletin No. 2, 2001).
Daher kann die komparative Ct-Methode angewendet werden. Eine Effizienzkorrektur ist

nicht notwendig.

Im ersten Schritt der Auswertung wurde der ACt-Wert berechnet, indem der Referenzwert
(Housekeeping Gen, z.B. 18S rRNA) vom zu untersuchenden Parameter subtrahiert wurde.
Dies wurde fiir simtliche Werte durchgefiihrt. AnschlieBend wurde der AACt-Wert berechnet,
indem die errechneten ACt-Werte auf einen Kalibrator bezogen wurden. Als Kalibrator wurde
eine willkiirlich gewéhlte Probe eines ,,Nicht-Bauernkindes* verwendet, dessen ACt-Wert von
allen anderen ACt-Werten abgezogen wurde. Im letzten Schritt, wurde die relative mRNA-
Menge errechnet, indem alle Werte mit einem negativen Vorzeichen versehen und potenziert

wurden.
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4.12 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Statistical Package for Social Sciences
(SPSS) fiir Windows, Version 14.0 (SPSS GmbH, Miinchen).

Zundchst wurde die Studienpopulation charakterisiert: Die Héufigkeiten von
demographischen (z.B. Geschlecht, Familienanamnese flir atopische Erkrankungen,
Schulbildung der Mutter) und anderen Eigenschaften von Bauernkinder und Kontrollkindern
wurden mittels Chi*-Test verglichen, da es sich hierbei um nominale bzw. ordinale Daten
handelt. Zum Vergleich stetiger Variablen (z.B. Alter, Body-Mass-Index der Mutter) diente
der Mann-Whitney-U-Test (Wilcoxon-Rangsummentest).

Korrelationen zwischen der Expression der verschiedenen Housekeeping Gene wurden mit
dem nicht-parametrischen Spearman-Rho-Test ermittelt.

Bei den Real time RT-PCR-Daten lag auch nach Logarithmieren der Daten keine Normal-
verteilung vor. Zur Deskription der stetigen Daten wurde daher der Median mit erstem und
vierten Quartil herangezogen. Zum Vergleich zweier unverbundener Stichproben (Bauern und
Nicht-Bauernkinder) hinsichtlich einer stetigen Zielvariablen (Expression der verschiedenen
Gene) wurde der Mann-Whitney-U-Test verwendet.

Um spiter eine logistische Regressionsanalyse durchfiihren zu konnen, wurden die Daten
dichotomisiert, und zwar in das untere Quartil und die iibrigen drei Quartile. Zum Vergleich
der Hiufigkeiten der beiden Kategorien wurde ebenfalls der Chi*-Test angewandt. Die
Ergebnisse wurden als Odds Ratio mit 95%-Konfidenzintervall ausgedriickt.

Bei den stratifizierten Analysen wurde zum Vergleich der Homogenitdt der Odds Ratios der
jeweiligen Subgruppen der Breslow-Day Test verwendet. Zum Vergleich der Héufigkeiten
der beiden Kategorien diente der Chi*-Test, der bei Vierfeldertafeln mit geringen
Stichprobenzahlen durch den exakten Test nach Fisher ersetzt wurde.

AnschlieBend wurden logistische Regressionsanalysen durchgefiihrt, die den Bauernstatus als
unabhingige Variable verwendeten. Es wurde fiir alle Confounder adjustiert, die einen
signifikanten Einfluss auf die Genexpression hatten. Bei der Adjustierung flir Lénder diente
Deutschland als Referenzland. Zuletzt wurden stratifizierte, multivariate Analysen
durchgefiihrt, bei denen nach der miitterliche Anamnese von atopischen Erkrankungen
(Asthma, allergische Rhinitis oder Neurodermitis) oder dem miitterlichen Rauchverhalten
stratifiziert wurde. Die Regressionen wurden mit der Methode ,,Einschluss® und ,,vorwérts
schrittweise (Likelihood-Quotient)* durchgefiihrt. Bei der Methode ,,Einschluss® werden alle
Variablen simultan ins Regressionsmodell aufgenommen. Bei der Methode ,,vorwirts

schrittweise (Likelihood-Quotient)* werden die Variablen bei jedem Schritt auf Aufnahme
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und Ausschluss gepriift, wobei als Wahrscheinlichkeit flir die Aufnahme ins Modell bei der
schrittweisen Methode 0,05 und als Wahrscheinlichkeit fiir den Ausschluss aus dem Modell

0,10 eingestellt wurde.
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5 Ergebnisse

5.1 Studienteilnahme

Insgesamt wurden 2871 Frauen in den fiinf Studienzentren (Finnland, Frankreich,
Deutschland, Osterreich, Schweiz) angesprochen, iiber die Studie informiert und gebeten,
einen kurzen Fragebdgen auszufiillen (siche Abbildung 12). Von diesen Frauen erfiillten 1036
nicht alle Ein- und Ausschlusskriterien oder gaben unzureichende Informationen ab. 1835
Frauen wurden um ihre Einwilligung zur Studienteilnahme gebeten. Die finale
Studienpopulation setzte sich letztlich aus 1133 Frauen zusammen, davon waren 530
Béuerinnen und 603 Nicht-Bduerinnen. Die Nicht-Bauernfamilien stammen jeweils aus
derselben ldndlichen Gegend wie die Bauernfamilien, leben aber nicht auf dem Bauernhof.
Wie im Methodenteil beschrieben, wurde das abgenommene Nabelschnurblut fiir
verschiedene Analysen verwendet. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden nur die RNA-
Proben analysiert. Von 126 Kindern war aus verschiedenen Griinden keine RNA-Probe
vorhanden: Einige Miitter zogen vor der Geburt ihre Einwilligung zur Studienteilnahme
zuriick (n=25). Die Abnahme des Nabelschnurbluts gelang nicht oder wurde vergessen
(n=66). In 35 Fillen reichte das abgenommene Blut nicht aus, um auch das RNA-RShrchen zu
fiillen.

Von den 1007 vorhandenen Nabelschnurblut RNA-Proben mussten 69 Proben ausgeschlossen
werden, da entweder die Blutmenge im RNA-Rohrchen nicht ausreichte oder Probleme bei
der Umschreibung in cDNA oder bei der Real time RT-PCR auftraten. Insgesamt liegen von
938 Proben Genexpressionsdaten zur statistischen Auswertung vor, von denen 446 von
Bauern- und 492 von Nicht-Bauernkindern sind. Einen Uberblick iiber die Verteilung von
Bauern- und Nicht-Bauernkindern in den einzelnen Léndern gibt Abbildung 13. Die Anzahl
der analysierten Nabelschnurproben liegt zwischen 175 (Osterreich) und 203 (Schweiz). Der
prozentuale Anteil der Bauernkinder ist in Frankreich und Deutschland mit jeweils 45% am
niedrigsten, in Finnland mit 53% am hdochsten. In Abbildung 12 wird die Rekrutierung der
Miitter und das Zustandekommen der endgiiltigen Anzahl an RNA-Proben grafisch
dargestellt.
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Abbildung 12 Rekrutierung der Studienteilnehmer und Zustandekommen der endgiiltigen Probenanzahl

B = Anzahl der Bauern, NB = Anzahl der Nicht-Bauern
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O Bauernkinder
O Nicht-Bauernkinder
O Gesamtanzahl

Anzahl der Kinder

Abbildung 13 Verteilung der analysierten Nabelschnurblutproben von Bauernkindern und Nicht-
Bauernkindern in den einzelnen Lindern (n=938)

A = Osterreich, C = Schweiz, F = Frankreich, G = Deutschland, S = Finnland

5.2 Charakterisierung der Studienpopulation

Zur Charakterisierung der Studienpopulation, stratifiziert nach Farmerstatus, wurden folgende
Fragebdgen ausgewertet (siche Material und Methoden, 4.2): Fiir die Daten der Mutter wurde
der Schwangerschaftsfragebogen herangezogen. Die Befragung der Mutter fand im letzten
Trimenon der Schwangerschaft wihrend eines Hausbesuchs der Feldarbeiterin statt. Fiir die
viterlichen Daten wurde ein selbst-auszufiillender Fragebogen ausgewertet, der dem Vater
wiahrend der ersten Lebensmonate des Kindes zugeschickt wurde. Die Daten des Kindes
stammen aus dem Fragebogen, den die Feldarbeiterin wéhrend des 2-Monatsbesuchs
ausgeflillt hatte.

Die Tabellen 3 bis 5 geben einen Uberblick iiber die Studienpopulation, getrennt nach Mutter,
Vater und Kind. Fiir die Anamnese atopischer Erkrankungen wurden folgende Fragen aus den
Fragebogen ausgewertet: ,,Hatten Sie jemals Asthma / allergischen Schnupfen, z.B.
Heuschnupfen / Neurodermitis, auch endogenes oder atopisches Ekzem genannt?* sowie
»Wurde die Erkrankung von einem Arzt diagnostiziert?*.

Bei vielen Charakteristika bestand ein signifikanter Unterschied zwischen Bauernkindern und
Kontrollkindern, wie z.B. bei der Anzahl der Geschwister des Neugeborenen, den Haustieren
und dem Konsum von Frischmilch wédhrend der Schwangerschaft. Diese Faktoren sind

potentielle StorgroBen (Confounder), die den Einfluss des Farmerstatus auf die Expression der
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untersuchten Gene modifizieren konnen und die spdter in den multivariaten Analysen
untersucht wurden.

Wie Tabelle 3 veranschaulicht, gibt es 70 Familien, die als ,,Bauern® gelten, jedoch nicht auf
einem Bauernhof leben. Vor allem in Frankreich trifft es 6fters zu, dass Familien einen
Bauernhof bewirtschaften, aber nicht auf dem Hof leben (N=59).

Die Population der Kinder, von denen Real time RT-PCR-Daten vorliegen, ist aus den oben
genannten Griinden kleiner als die finale Studienpopulation (sieche Abbildung 12). Deshalb
wurde iberpriift, ob sich diese Subpopulation von der Gesamtpopulation in Bezug auf die
untersuchten Charakteristika unterscheidet. Wie den Tabellen 19 bis 21 im Anhang zu

entnehmen ist, ergaben sich keine nennenswerten Unterschiede.
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Tabelle 3 Charakterisierung der Studienpopulation: Mutter

Nicht-Bauern

n/N
Alter der Mutter
n=1133 603
18-25 101
26-35 438
35-45 64
liber 45 0
BMI der Mutter
Median (Min .- Max.) 22,5
Gestationsalter (SSW)
Median (Min .- Max.) 40,0
Schulabschluss
n=1133 603
kein 6
Hauptschule 80
Realschule 253
(Fach-)Abitur/Hochschule 264
Asthma
n=1133 603
61
Diagnose Asthma
n=1131 602
fehlend: 2 55
Allerg Rhinitis
n=1132 603
fehlend: 1 196
Diagnose allerg. Rhinitis
n=1132 603
131
Neurodermitis
n=1133 603
57
Diagnose Neurodermitis
n=1132 602
fehlend: 1 52

%

16,8
72,6
10,6

0,0

(16,1 - 43,5)

(37-43)

1,0
13,3
42,0
43,8

10,1

9,1

32,5

21,7

9,5

8,6

Bauern
n/N

530
73
368
88

23,4

40,0

530

11
105
234
180

530
38

529
31

529
108

529
71

530
41

530
38

%

13,8
69,4
16,6

0,2

(16,1 - 48,3)

(37-43)

2,1
19,8
44,2
34,0

7,2

59

20,4

13,4

7,7

7,2

p-Wert*

0,013

<0,001

0,729

0,001

0,080

0,091

<0,001

<0,001

0,305

0,367
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Fortsetzung von Tabelle 3

Nicht-Bauern
n/N

Mutter aktiv an Bewirtschaftung beteiligt
n=1132 603
fehlend: 1 1

Rauchen wihrend der Schwangerschaft
n=1133 603
46

Frischmilch wihrend der Schwangerschaft
n=1086 603
98

Wird die Milch abgekocht?

n=1130

fehlend: 3 602

ja, im Sommer 1

ja, immer 27

nein 69

Haustiere

n=1133 603
279

Katzen

n=1132 603

fehlend: 1 146

Hunde

n=1129 602

fehlend: 4 115

%

0,2

7,6

16,3

0,2
4,5
11,5

46,3

24,2

19,1

Bauern
n/N

529
412

530
28

530
406

528
94
301

530
437

529
366

527
250

%

77,9

53

76,6

1,7
17,8
57,0

82,5

69,2

474

p-Wert*

<0,001

0,624

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

0,005

*Chi*-Test bei nominal- bzw. ordinalskalierten Daten, Mann-Whitney-U-Test bei metrischen Daten
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Tabelle 4 Charakterisierung der Studienpopulation: Vater

Nicht-Bauern

n/N
Alter des Vaters
n=1082 566
bis 25 45
26 -35 342
iiber 35 169
Asthma
n=1082 566
43
Diagnose Asthma
n=1078 563
fehlend: 4 33
Allergische Rhinitis
n=1082 566
188
Diagnose allerg. Rhinitis
n=1080 565
fehlend: 2 120
Neurodermitis
n=1082 566
48
Diagnose Neurodermitis
n=1080 565
fehlend: 2 32
Leben auf Bauernhof mit Viehhaltung
n=1082 566
5
Vater aktiv an Bewirtschaftung beteiligt
n=1082 566
1
Rauchen
n=1079 564
fehlend: 3 167
Schulabschluss
n=1082 566
kein 30
Hauptschule 113
Realschule 211
Abitur/Hochschule 209
Sonstige 3

%

8,0
60,4
31,6

7,6

5,9

33,2

21,2

8,5

5,7

0,9

0,2

29,6

5,3
20,0
37,3
36,9

0,5

Bauern
n/N

516

22
290
204

516
28

515
25

516
83

515
30

516
42

515
33

516
494

516
473

515
118

516
15
169
215
108
9

%

4,3
56,2
39,5

5,4

4,9

16,1

5,8

8,1

6,4

95,7

91,7

22,9

2,9
32,8
41,7
20,9

1,7

p-Wert*

0,006

0,150

0,235

<0,001

<0,001

0,839

0,187

<0,001

<0,001

0,569

<0,001

*Chi’-Test bei nominal- bzw. ordinalskalierten Daten, Mann-Whitney-U-Test bei metrischen Daten
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Tabelle 5 Charakterisierung der Studienpopulation: Kind

Nicht-Bauern Bauern
n/N % n/N

Geschlecht
n=1090 572 518
Junge 294 514 266
Maidchen 278 48,6 252
Anzahl der Geschwister
n=1133 603 530
keine 279 46,3 134
1 200 33,2 141
2 97 16,1 166
3 und mehr 27 4.5 89
Entbindung
n=1090 572 518
stationdr 551 96,3 510
ambulant 21 3,7 8
Geburtsmodus
n=1082
fehlend: 8 568 514
spontan 428 74,8 409
vaginale Operation 35 6,1 18
Sectio 105 18,4 87
Wurde jemals gestillt?
n=1090 572 518
ja 531 92,8 474
nein 41 7,2 44

Wird zur Zeit gestillt? (Alter ca. 2 Monate)

n=1089 571 518
fehlend: 1

ausschlief3lich 353 61,8 305
nicht ausschlieBlich 69 12,1 87
nein 108 18,9 82

%

51,4
48,7

25,3
26,6
31,3
16,8

98,5
1,5

79,0
3,5
16,8

91,5
8,5

58,9
16,8
15,8

p-Wert*

0,988

<0,001

0,029

0,087

0,415

0,082

*Chi’-Test bei nominal- bzw. ordinalskalierten Daten, Mann-Whitney-U-Test bei metrischen Daten
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5.3 Korrelation der Haushaltshaltsgene

Zunichst sollte bestimmt werden, wie stark der Zusammenhang zwischen der Expression der
drei Housekeeping Gene 18S rRNA, Beta-2-Microglobulin und Beta-Glucuronidase ist. Da
die gemessenen Ct-Werte nicht normalverteilt waren, wurde die Rangkorrelation nach
Spearman angewandt. Bei dieser Methode werden den einzelnen Werten Rangplitze
zugeordnet. Die Korrelationskoeffizienten (siehe Tabelle 6) bewegen sich im Bereich von

0,799 bis 0,903, somit besteht eine relativ hohe Korrelation der Expression der drei

Housekeeping Gene.
Tabelle 6 Rangkorrelationskoeffizienten der Housekeeping Gene nach Spearman
18S rRNA Beta-2-Microglobulin | Beta-Glucuronidase

18S rRNA Korrelations- 1,000 0,856 0,799

koeffizient

Sign. (zweiseitig) | - <0,001 <0,001
Beta-2- Korrelations-
Microglobulin koeffizient 1,000 0,903

Sign. (zweiseitig) - <0,001

Anzahl der analysierten Proben n=938

Alle folgenden Berechnungen wurden zunichst mit den drei Housekeeping Genen 18S, Beta-
2-Microglobulin, Beta-Glucuronidase sowie mit deren geometrischem Mittelwert durch-
gefiihrt. In der vorliegenden Arbeit sind aus Griinden der Ubersichtlichkeit die Ct-Werte auf
18S rRNA bezogen, da dieses Housekeeping Gen sehr hiufig verwendet wird und stabile
Expressionsraten zeigt (Thellin et al., 1999; Bas et al., 2004).

5.4 Berechnungen mit den nicht-adjustierten Genexpressionsdaten

5.4.1 Explorative Datenanalyse

Zundchst wurde, wie im Methodenteil in 4.11 beschrieben, aus den gemessenen Ct-Werten
der delta delta Ct-Wert berechnet. Die anschlieBende explorative Datenanalyse wurde fiir die
Gesamtpopulation und fiir jedes Land stratifiziert nach Bauern- und Nicht-Bauernkindern
durchgefiihrt. Der Normalverteilungstest nach Kolmogorov-Smirnov ergab, dass die Daten
nicht-normalverteilt sind. Auch eine Logarithmierung der Daten fiihrte nicht zu einer
Normalverteilung. Daher wurden zur Deskription der Daten der Median mit erstem und
vierten Quartil herangezogen und nicht-parametrische Tests angewandt.

Abbildung 14 zeigt die relative Expression der untersuchten Gene in der Gesamtpopulation,
getrennt nach Bauern- und Nicht-Bauernkindern. RGS1 ist hdher exprimiert als die vier

anderen Gene und deshalb auf der rechten Seite separat dargestellt. Zunichst erkennt man,
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dass die Fehlerbalken, die den groften und kleinsten Wert (sofern keine Ausreifler) darstellen,
relativ grof3 sind. Nach unten hin wird der Fehlerbalken durch die Null begrenzt, da es keine
negativen Werte gibt. Aus Abbildung 14 geht ebenfalls hervor, dass fiir IDO, ILT3, ILT4 und
FOXP3 der Median in der Gesamtpopulation bei den Bauernkindern héher als bei den Nicht-
Bauernkindern ist. RGS1 dagegen ist bei den Bauern niedriger exprimiert.

Die Boxplots in Abbildung 15 veranschaulichen die Expression der Gene in den einzelnen
Landern. In Osterreich, Frankreich, Deutschland und Finnland ist der Median bei den Bauern
fir IDO, ILT3, ILT4 und FOXP3 hoher. Die Schweiz stellt eine Ausnahme dar, denn hier
sind die vier genannten Gene bei den Bauern niedriger exprimiert als bei den Nicht-Bauern.
Fir RGS1 ist der Median bei den Bauern in allen Landern aufler in Deutschland und in

Finnland niedriger als bei den Nicht-Bauern.

0,4
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Relative Genexpression von IDO, ILT3, ILT4 und FOXP3 Relative Genexpression
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Abbildung 14 Relative Genexpression von IDO, ILT3, ILT4, FOXP3 und RGS1 in der Gesamtpopulation
der Kinder stratifiziert nach dem Bauernstatus

Der Querbalken, der die Box (farbiger Bereich) teilt, stellt den Median dar. Insgesamt 50% der Fille liegen in
der Box: der obere Rand der Box entspricht dem 75. Perzentil, der untere Rand dem 25. Perzentil. Die kleinen
Kreise zeigen Ausreiler an, d.h. Werte, die mehr als 1,5 Box-Lingen vom 75. Perzentil entfernt liegen.
Extremwerte werden als Sternchen dargestellt. Diese liegen mehr als drei Box-Lingen vom 75. bzw. 25.
Perzentil entfernt. Die Fehlerbalken zeigen die hochsten bzw. niedrigsten Werte, die keine Ausreif3er sind.
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5.4.2 Analyse der nicht-adjustierten, stetigen Genexpressionsdaten

Im Anschluss an die explorative Datenanalyse wurden mittels Mann-Whitney-U potentielle
Unterschiede in der Genexpression zwischen Bauern- und Nicht-Bauernkindern getestet.
Tabelle 7 zeigt, dass in der Gesamtpopulation bei ILT3 und ILT4 ein signifikanter
Unterschied besteht. Auf der Ebene der einzelnen Lander ergeben sich weitere Unterschiede:
So waren IDO, ILT3, ILT4 und RGS1 bei den Schweizer Bauernkinder signifikant niedriger
exprimiert als bei den Nicht-Bauernkindern. Im Gegensatz dazu waren die drei Gene IDO,
ILT3, ILT4 in allen anderen Léndern bei den Bauernkindern hoher exprimiert. Aus diesem
Grund wurden alle Lander nochmal gesondert unter Ausschluss der Schweiz untersucht.
Interessanterweise ergaben sich nun fiir IDO und FOXP signifikante und fiir ILT3 und ILT4
hochsignifikante Unterschiede zwischen den Bauernkindern und den Kontrollen.

Zusitzlich zu den Medianen wurden auch die Rangsummen, die der Mann-Whitney-U Test
berechnet, verglichen. Die Rangsummen verhielten sich wie die Mediane (nicht gezeigt).
Beim Mann-Whitney-U Test sollten ,,Ausreier das Ergebnis nicht beeinflussen, da jedem
Wert lediglich ein bestimmter Rang zugeteilt wird. Trotzdem wurde iiberpriift, ob sich die
Ergebnisse verdndern, wenn Proben mit delta delta Ct-Werten gréBer als 100 aus der Analyse
ausgeschlossen werden und es zeigte sich, dass signifikante Unterschiede erhalten blieben

(nicht gezeigt).
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Tabelle 7 Nicht-adjustierte, stetige Genexpressionsdaten von IDO, ILT3, ILT4, RGS1 und FOXP3 in der
Gesamtpopulation der Kinder und in den einzelnen Lindern

IDO ILT3 ILT4 RGS1 FOXP3

alle Lander

NB=492/B=446 p-Wert 0,241 0,037 0,050 0,198 0,055
Median NB 0,041 0,166 0,277 1,070 0,112
Median B 0,046 0,182 0,291 1,001 0,117

alle Lander ohne C

NB=383/B=352 p-Wert 0,019 0,001 0,001 0,826 0,010
Median NB 0,041 0,160 0,265 1,038 0,107
Median B 0,050 0,187 0,306 1,002 0,120

A

NB=90/B=85 p-Wert 0,096 0,246 0,124 0,539 0,061
Median NB 0,025 0,160 0,268 1,003 0,091
Median B 0,043 0,180 0,272 0,949 0,106

C

NB=109/B=94 p-Wert 0,046 0,046 0,018 0,023 0,403
Median NB 0,044 0,196 0,330 1,249 0,118
Median B 0,032 0,158 0,248 0,934 0,113

F

NB=99/B=80 p-Wert 0,298 0,230 0,413 0,046 0,728
Median NB 0,046 0,141 0,209 0,966 0,103
Median B 0,051 0,160 0,229 0,717 0,111

G

NB=106/B=86 p-Wert 0,339 0,001 0,009 0,068 0,149
Median NB 0,032 0,166 0,250 1,201 0,114
Median B 0,045 0,249 0,355 1,469 0,141

S

NB=88/B=101 p-Wert 0,432 0,601 0,333 0,810 0,101
Median NB 0,055 0,176 0,318 1,077 0,118
Median B 0,057 0,190 0,363 1,078 0,124

Relative Genexpression, delta delta Ct-Werte bezogen auf 18S; Mann-Whitney-U Test
NB = Anzahl der Nicht-Bauern; B = Anzahl der Bauern; A = Osterreich, C = Schweiz, F = Frankreich, G = Deutschland,
S = Finnland
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5.4.3 Analyse der nicht-adjustierten, kategorisierten Daten

Da die vorliegenden Genexpressionsdaten keine Normalverteilung aufwiesen, waren sie nicht
fiir lineare Regressionsanalysen geeignet. Man kann dieses Problem umgehen, indem man die
Daten dichotomisiert, da Daten mit bindrem Endpunkt eine logistische Regression
ermoglichen. Es wurden verschiedene Arten der Dichotomisierung getestet: die Einteilung in
Werte oberhalb bzw. unterhalb des Medians, in Werte des unteren (ersten) Quartils und der
anderen Quartile sowie in Werte des oberen (vierten) Quartils und der anderen Quartile.
Abbildung 16 stellt den Anteil der Kinder dar, deren Genexpression fiir das jeweilige Gen im
ersten bzw. den anderen Quartilen liegt. Dies ist getrennt nach Bauern- und Nicht-
Bauernkindern fiir die Gesamtpopulation ohne die Schweiz sowie die einzelnen Lander
dargestellt.

Im linken Teil der Abbildung erkennt man, dass bei IDO, ILT3, ILT4 und FOXP3 mehr
Bauernkinder als Nicht-Bauernkinder eine Genexpression im zweiten bis vierten Quartil
haben. Wenn man die einzelnen Lander betrachtet, fallt bei ILT4 auf, dass der Anteil der
Kinder mit einer Genexpression in den hoéheren Quartilen bei allen Ladndern grofer ist mit
Ausnahme der Schweiz. Gleiches gilt fiir FOXP3, auller, dass die Expression von FOXP3 in
Frankreich bei Bauern- und Kontrollkindern etwa gleich ist. Diese Beobachtungen stimmen
mit den Ergebnissen der explorativen Datenanalyse (Tabelle 7) tiberein. IDO bzw. ILT3
weichen etwas davon ab, da hier nicht nur in der Schweiz, sondern auch in Frankreich bzw. in

Finnland der Anteil der Genexpression im ersten Quartil bei den Bauernkindern groBer ist.
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Abbildung 16 Anteil der Studienteilnehmer in beiden Kategorien (relative Genexpression im ersten
Quartil und den anderen Quartilen)

Linke Seite: Gesamtpopulation ohne Schweiz, rechte Seite: nach Landern getrennt;
A = Osterreich, C = Schweiz, F = Frankreich, G = Deutschland, S = Finnland

Das Verhiltnis der Wahrscheinlichkeit p, dass ein Ereignis (hier die Genexpression im
unteren oder den anderen Quartilen) eintritt, zur Wahrscheinlichkeit 1-p, dass das Ereignis
nicht eintritt, nennt man “Odds” (Chance). Das Odds Ratio ist das Verhiltnis der Chancen
zweier Gruppen, dass ein Ereignis eintritt. Das Odds Ratio wird hiufig im Rahmen von

epidemiologischen Studien berechnet und ist dort ein wichtiges Mal3 fiir die Assoziation

zwischen Exposition und Erkrankung.
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Tabelle 8 gibt einen Uberblick iiber die Odds Ratios mit 95%-Konfidenzintervall sowie dem
jeweiligen p-Wert des Chi*-Tests. Im Vergleich zu den stetigen Daten (Tabelle 7) fillt auf,
dass einige signifikante Unterschiede zwischen Bauern- und Nicht-Bauernkindern nicht
erhalten bleiben, vor allem in der Schweiz und allen Landern ohne Schweiz.

In der Gesamtpopulation ist das Odds Ratio bei ILT3, ILT4 und FOXP3 gréBer als Eins, d.h.
das Bauernkind besitzt eine erhohte Wahrscheinlichkeit einer Genexpression in den oberen
drei Quartilen. Bei ILT3 betrdgt das OR 1,40 (95%-Konfidenzintervall 1,04-1,89), der Chi*-
Test ist signifikant; ebenso bei RGS1 (OR=0,74, KI 0,55-0,99, p=0,045).

Bei Betrachtung der einzelnen Linder ist das Ergebnis fiir ILT4 und FOXP3 in Osterreich
signifikant (OR=2,29, KI 1,11-4,74, p=0,023 bzw. OR=2,13, KI 1,13-3,99, p=0,018) sowie
fiir ILT4 in der Schweiz (OR=0,51, KI 0,27-0,97, p=0,038). Die RGS1-Expression ist in
Frankreich zwischen Bauern und Nicht-Bauern signifikant unterschiedlich (OR=0,452, KI
0,24-0,87, p=0,016) und die ILT3-Expression in Deutschland (OR=2,33, KI 1,17-4,65,
p=0,014).

In der Gesamtpopulation ohne die Schweiz ist der Bauernstatus positiv und signifikant mit der

ILT4- und FOXP3-Expression assoziiert.
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Tabelle 8 Nicht-adjustierte dichotomisierte Genexpressionsdaten von IDO, ILT3, ILT4, RGS1 und

FOXP3 in der Gesamtpopulation und nach Lindern getrennt

alle Lander
NB=492/B=446

alle Lander
ohne C

NB=383/B=352

A
NB=90/B=85

C
NB=109/B=94

F
NB=99/B=80

G
NB=106/B=86

S
NB=88/B=101

p-Werte

OR mit 95%-KI

p-Werte

OR mit 95%-KI

p-Werte

OR mit 95%-KI

p-Werte

OR mit 95%-KI

p-Werte

OR mit 95%-KI

p-Werte

OR mit 95%-KI

p-Werte

OR mit 95%-KI

IDO

0,968

0,99
(0,74-1,34)

0,452

1,14
(0,81-1,60)

0,466

1,27
(0,67-2,42)

0,144

0,64
(0,35-1,17)

0,607

0,82
(0,39-1,73)

0,583

1,19
(0,64-2,19)

0,897

1,06
(0,44-2,54)

ILT3

0,475

1,11
(0,83-1,50)

0,108

1,31
(0,94-1,83)

0,395

1,35
(0,67-2,72)

0,114

0,59
(0,30-1,14)

0,961

1,02
(0,55-1,88)

0,014

2,33
(1,17-4,65)

0,487

0,77
(0,36-1,63)

ILT4

0,026

1,40
(1,04-1,89)

0,000

1,87
(1,33-2,64)

0,023

2,29
(1,11-4,74)

0,038

0,51
(0,27-0,97)

0,162

1,57
(0,83-2,98)

0,111

1,71
(0,88-3,31)

0,111

1,86
(0,86-4,04)

RGS1

0,045

0,74
(0,55-0,99)

0,181

0,80
(0,57-1,11)

0,363

0,73
(0,38-1,43)

0,080

0,57
(0,31-1,07)

0,016

0,45
(0,24-0,87)

0,200

1,57
(0,79-3,14)

0,389

0,72
(0,34-1,52)

FOXP3

0,243
1,19
(0,89-1,61)
0,023

1,47
(1,05-2,05)

0,018

2,13
(1,13-3,98)

0,055

0,52
(0,26-1,02)

0,973

0,989
(0,51-1,91)

0,493

1,28
(0,63-2,60)

0,166

1,67
(0,81-3,44)

Einteilung in Werte des unteren und der anderen Quartile; Vergleich mittels Chi’-Test
NB = Anzahl Nicht-Bauern, B = Anz. Bauern; A = Osterreich, C = Schweiz, F = Frankreich, G = Deutschland, S = Finnland,

OR = Odds Ratio, 95%-KI = 95%-Konfidenzintervall
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5.4.4 Assoziation potentieller Storfaktoren mit der Genexpression

Im nédchsten Schritt wurde {iberpriift, ob die mdglichen Storfaktoren mit der Zielvariablen,
also der Genexpression assoziiert waren. Ein Confounder ist sowohl mit der zu
untersuchenden Exposition als auch mit dem ,,Outcome®, der Zielvariable assoziiert. Hierzu
wurde mittels Chi>-Test iiberpriift, ob beispielsweise zwischen Kindern, deren Miitter eine
atopische Erkrankung haben, und Kindern nicht-atopischer Miitter ein signifikanter
Unterschied im Hinblick auf die Genexpression (Genexpression im unteren oder den anderen
Quartilen) besteht. Es wurden verschiedene Einflussfaktoren auf ein potentielles Confounding
getestet. Alle Einflussfaktoren, die signifikant mit der jeweiligen Zielvariable assoziiert
waren, wurden in den multivariaten Analysen beriicksichtigt. Einen Uberblick iiber die
Ergebnisse geben die Tabellen 9 und 10. Es wurden erneut alle Lander ohne Schweiz (Tabelle
9) und die Schweiz (Tabelle 10) getrennt voneinander betrachtet.

In den Landern ohne die Schweiz zeigten sich folgende signifikante Zusammenhénge: Das
weibliche Geschlecht des Kindes war positiv mit IDO, ILT4 und FOXP3 assoziiert. Eine
miitterliche Diagnose fiir Asthma bzw. fiir allergische Rhinitis hatte einen negativen Einfluss
auf die Expression von ILT3. Die Expression von IDO, ILT4 und FOXP3 wurde durch den
Faktor ,altere Geschwister positiv beeinflusst, die von RGS1 negativ durch ,,mindestens
zwei Geschwister®. Das Halten von Haustieren war positiv mit ILT4, das Halten von Katzen
positiv mit ILT3 und ILT4 assoziiert. Das Alter der Mutter war signifikant mit der Expression
von RGSI1 assoziiert, die Schulbildung der Mutter mit der von IDO. Wenn man die
Exposition auf dem Bauernhof genauer untersuchte, wurde deutlich, dass ein haufiger Kontakt
zu Kiithen wihrend der Schwangerschaft einen positiven Einfluss auf die Expression von ILT4
hat, dagegen einen negativen Einfluss auf RGS1. ,Mutter arbeitet auf dem Bauernhof™ war
mit ILT3 und ILT4 positiv assoziiert.

Fiir die Schweiz ergab sich folgendes Bild: Die miitterliche Diagnose flir Neurodermitis war
signifikant und invers mit FOXP3 assoziiert. Der Einflussfaktor ,,dltere Geschwister war
invers mit ILT4 assoziiert sowie ,,mindestens zwei Geschwister mit ILT3, ILT4 und RGSI.
Das Halten von Haustieren allgemein hatte einen negativen Einfluss auf FOXP3 sowie Katzen
auf IDO und ILT4. AuBBerdem war das Alter der Mutter signifikant mit der Genexpression von
IDO sowie die Schulbildung der Mutter mit der Genexpression von ILT3 assoziiert. Rauchen
wihrend der Schwangerschaft war negativ mit RGS1 assoziiert.

Der Konsum von Frischmilch wihrend der Schwangerschaft war invers mit der Expression

von IDO, ILT3 und ILT4 assoziiert. Trinken von nicht abgekochter, roher Milch war lediglich
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mit ILT3 invers assoziiert. Bei Ersterem wurde gefragt, ob die Frau wihrend der
Schwangerschaft Frischmilch direkt vom Bauernhof getrunken hat, bei der zweiten Frage
hingegen wurde spezifiziert, ob die Milch vor dem Trinken abgekocht wurde.

Dariiber hinaus besall die Variable ,,Mutter arbeitet auf dem Bauernhof* einen negativen
Einfluss auf die Genexpression von ILT4; ebenfalls hatte der hdufige Kontakt zu Kiihen

wihrend der Schwangerschaft einen negativen Einfluss auf ILT4.
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Tabelle 9 Assoziation verschiedener Confounder mit der Genexpression von IDO, ILT3, ILT4,
RGS1 und FOXP3 (alle Lénder ohne Schweiz)

IDO ILT3 ILT4 RGS1 FOXP3
Weibliches Geschlecht
p-Werte 0,038 0,067 0,035 0,481 0,006
OR mit 95%-KI 1,44 1,37 1,44 0,89 1,60

(1,02-2,02)  (0,98-1,91)  (1,03-2,01)  (0,63-1,24)  (1,14-2,23)

Diagnose Asthma
p-Werte 0,370 0,002 0,517 0,817 0,887

OR mit 95%-KI 0,76 0,43 1,24 1,08 0,96
(0,41-139)  (0,25-0,75)  (0,64-2,41)  (0,57-2,06)  (0,52-1,77)

Diagnose allerg. Rhinitis
p-Werte 0,575 0,018 0,088 0,214 0,594

OR mit 95%-KI 1,14 0,62 0,70 1,34 0,90
(0,72-1,79)  (0,41-0,92)  (0,46-1,06)  (0,84-2,12)  (0,59-1,36)

Diagnose Neurodermitis
p-Werte 0,906 0,116 0,827 0,237 0,357

OR mit 95%-KI 1,04 0,65 0,94 1,48 0,77
(0,57-1,90)  (0,38-1,12)  (0,53-1,68)  (0,77-2.83)  (0,44-134)

Altere Geschwister
p-Werte 0,011 0,325 0,028 0,202 0,001

OR mit 95%-KI 1,56 1,19 1,47 0,79 1,81
(1,11221)  (0,84-1,67)  (1,04-2,06)  (0,56-1,13)  (1,29-2,53)

Mindestens zwei Geschwister
p-Werte 0,106 0,894 0,460 0,009 0,063

OR mit 95%-KI 1,36 1,02 1,15 0,63 1,41
(0,94-197)  (0,72-1,46)  (0,80-1,64)  (0,45-0,90)  (0,98-2,02)

Haustiere

p-Werte 0,516 0,060 0,010 0,995 0,081

OR mit 95%-KI 1,12 1,38 1,56 1,00 1,35
(0,79-1,60) (0,99-1,94) (1,11-2,19)  (0,71-1,42)  (0,96-1,89)

Katzen

p-Werte 0,623 0,024 0,015 0,916 0,596

OR mit 95%-KI 1,09 1,48 1,53 0,98 1,09
(0,77-1,54) (1,05-2,08) (1,08-2,16)  (0,70-1,38)  (0,78-1,53)

Alter der Mutter*

p-Werte (3 Kategorien) 0,403 0,096 0,168 0,013 0,121
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Fortsetzung von Tabelle 9

IDO ILT3 ILT4 RGS1 FOXP3

Schulabschluss der Mutter*

p-Werte (3 Kategorien) 0,026 0,695 0,993 0,701 0,583

Rauchen wihrend der Schwangerschaft

p-Werte 0,823 0,112 0,170 0,666 0,858

OR mit 95%-KI 0,93 0,61 0,65 0,87 0,94
(0,47-1,82) (0,33-1,13) (0,35-1,21)  (0,45-1,67)  (0,49-1,82)

Jemals mehr als 5 Schachteln geraucht

p-Werte 0,349 0,168 0,114 0,467 0,081

OR mit 95%-KI 0,85 0,79 0,76 1,14 0,75
(0,60-1,20) (0,57-1,10) (0,55-1,07)  (0,81-1,60)  (0,53-1,04)

Exposition auf dem Bauernhof:

Frischmilch wihrend der Schwangerschaft

p-Werte 0,582 0,470 0,163 0,136 0,122

OR mit 95%-KI 0,91 1,13 1,28 0,77 1,31
(0,64-1,28) (0,81-1,59) (0,91-1,80)  (0,55-1,09)  (0,93-1,83)

Rohe Milch

p-Werte 0,792 0,326 0,074 0,317 0,359

OR mit 95%-KI 0,95 1,20 1,40 0,84 1,18
(0,66-1,37) (0,84-1,72) (0,97-2,02)  (0,59-1,19)  (0,83-1,69)

Abgekochte Milch

p-Werte 0,620 0,716 0,614 0,228 0,398

OR mit 95%-KI 0,87 0,90 0,87 0,72 1,29
(0,49-1,53) (0,52-1,57) (0,50-1,51)  (0,42-1,23)  (0,71-2,35)

Mutter arbeitet auf dem Bauernhof

p-Werte 0,592 0,045 0,000 0,221 0,284

OR mit 95%-KI 1,10 1,44 1,99 0,87 1,21
(0,77-1,58) (1,01-2,05) (1,37-2,90)  (0,57-1,14)  (0,85-1,71)

Zeit im Stall (Std. pro Monat)

p-Werte (stetig) 0,707 0,393 0,001 0,057 0,113

p-Werte (3 Kategorien)* 0,700 0,511 0,006 0,141 0,097

Zeit in der Scheune (Std. pro Monat)

p-Werte (stetig) 0,978 0,743 0,057 0,074 0,188

p-Werte (3 Kategorien)* 0,575 0,974 0,354 0,091 0,529

Hiufiger Kontakt zu Kiihen w. d. Schwangerschaft

p-Werte 0,660 0,995 0,038 0,043 0,454

OR mit 95%-KI 1,08 1,00 1,43 0,71 1,14
(0,77-1,52) (0,72-1,40) (1,02-2,02)  (0,50-0,99) (0,81-1,59)
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n=735 (Lénder ohne Schweiz); kategorisierte Genexpressionsdaten (unteres Quartil und andere Quartile),
Vergleich mittels Chi*-Test (bzw. Mann Whitney U bei stetigen Daten), Angabe der Odds Ratios mit 95%-
Konfidenzintervall;

* Schulabschluss, Alter und Zeit in Stall/Scheune wurden in mehr als zwei Kategorien eingeteilt. Da das Odds
Ratio ein Zusammenhangsma@ fiir 2x2-Tabellen ist, wird in SPSS kein Wert angegeben. Es wird lediglich der p-
Wert des Chi*-Tests aufgefiihrt.
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Tabelle 10 Assoziation verschiedener Confounder mit der Genexpression von IDO, ILT3, ILT4,
RGS1 und FOXP3 (nur Schweiz)

Weibliches Geschlecht
p-Werte

OR mit 95%-KI
Diagnose Asthma
p-Werte

OR mit 95%-KI
Diagnose allerg. Rhinitis
p-Werte

OR mit 95%-KI
Diagnose Neurodermitis
p-Werte

OR mit 95%-KI

Altere Geschwister
p-Werte

OR mit 95%-KI

IDO
0,557

0,83
(0,46-1,53)

0,622

0,77
(0,27-2,19)

0,235

1,77
(0,68-4,60)

0,477

1,76
(0,36-8,55)

0,382

0,74
(0,38-1,45)

Mindestens zwei Geschwister

p-Werte

OR mit 95%-KI

Haustiere
p-Werte

OR mit 95%-KI
Katzen

p-Werte

OR mit 95%-KI

Alter der Mutter*
p-Werte (3 Kategorien)

0,125

0,62
(0,34-1,14)

0,115

0,59
(0,31-1,14)

0,013

0,46
(0,25-0,85)

0,041

ILT3
0,536

1,23
(0,63-2,40)

0,262

2,32
(0,51-10,56)

0,218

2,00
(0,66-6,04)

0,179

0,42
(0,11-1,55)

0,066

0,48
(0,22-1,06)

0,009

0,42
(0,21-0,81)

0,113

0,56
(0,27-1,16)

0,317

0,71
(0,37-1,39)

0,558

ILT4
0,935

1,03
(0,54-1,95)

0,458

1,62
(0,45-5,89)

0,290

1,73
(0,62-4,79)

0,266

0,48
(0,13-1,79)

0,008

0,34
(0,15-0,77)

0,011

0,44
(0,23-0,83)

0,143

0,60
(0,30-1,20)

0,039

0,50
(0,26-0,97)

0,392

RGS1
0,461

0,79
(0,43-1,47)

0,730

1,23
(0,38-3,94)

0,197

1,94
(0,70-5,36)

0,095

0,35
(0,10-1,26)

0,193

0,63
(0,31-1,27)

0,020

0,48
(0,25-0,90)

0,558

0,82
(0,43-1,58)

0,686

0,88
(0,47-1,64)

0,859

FOXP3
0,254

1,48
(0,75-2,92)

0,300

2,19
(0,48-9,95)

0,266

1,87
(0,61-5,68)

0,026

0,25
(0,07-0,92)

0,367

0,71
(0,33-1,51)

0,062

0,53
(0,27-1,04)

0,015

0,38
(0,17-0,85)

0,170

0,62
(0,31-1,23)

0,110
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Fortsetzung von Tabelle 10

IDO ILT3 ILT4 RGS1 FOXP3

Schulabschluss der Mutter*

p-Werte (3 Kategorien) 0,384 0,012 0,137 0,988 0,484

Rauchen wihrend der Schwangerschaft

p-Werte 0,156 0,570 0,702 0,048 0,512

OR mit 95%-KI 4,06 0,67 1,36 0,72 0,63
(0,50-32,77) (0,17-2,70)  (0,28-6,63)  (0,65-0,78)  (0,16-2,54)

Jemals mehr als 5 Schachteln geraucht

p-Werte 0,730 0,760 0,267 0,892 0,582

OR mit 95%-KI 1,14 1,14 1,61 0,95 1,27
(0,54-2,41)  (0,50-2,58)  (0,69-3,74) (0,45-2,02) (0,54-2,99)

Exposition auf dem Bauernhof:

Frischmilch wihrend der Schwangerschaft

p-Werte 0,026 0,034 0,032 0,083 0,249

OR mit 95%-KI 0,50 0,48 0,49 0,57 0,67
(0,27-0,93)  (0,24-0,95)  (0,25-0,95)  (0,30-1,08)  (0,34-1,33)

Rohe Milch

p-Werte 0,907 0,007 0,325 0,622 0,055

OR mit 95%-KI 0,96 0,40 0,72 0,85 0,52
(0,52-1,80)  (0,21-0,79)  (0,38-1,38)  (0,45-1,62)  (0,26-1,02)

Abgekochte Milch

p-Werte 0,032 0,706 0,114 0,698 0,471

OR mit 95%-KI 0,43 1,20 0,52 0,85 1,46
(0,19-0,94)  (0,46-3,15)  (0,23-1,18)  (0,36-1,98)  (0,52-4,05)

Mutter arbeitet auf dem Bauernhof

p-Werte 0,253 0,053 0,028 0,103 0,395

OR mit 95%-KI 0,70 0,52 0,49 0,60 0,75
(0,38-1,29)  (0,27-1,02)  (0,26-0,93)  (0,32-1,11)  (0,38-1,47)

Zeit im Stall (Std. pro Monat)

p-Werte (stetig) 0,046 0,027 0,073 0,075 0,278

p-Werte (3 Kategorien) 0,013 0,070 0,080 0,078 0,720

Zeit in der Scheune (Std. pro Monat)

p-Werte (stetig) 0,067 0,081 0,059 0,019 0,255

p-Werte (3 Kategorien)* 0,209 0,196 0,058 0,042 0,217

Hiufiger Kontakt zu Kiihen w. d. Schwangerschaft

p-Werte 0,173 0,158 0,014 0,079 0,148

OR mit 95%-KI 0,66 0,62 0,44 0,57 0,61
(0,36-1,21)  (0,32-1,21)  (0,23-0,85)  (0,30-1,07)  (0,31-1,20)
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N=203 (nur Schweiz); kategorisierte Genexpressionsdaten (unteres Quartil und andere Quartile); Vergleich
mittels Chi*-Test (bzw. Mann Whitney U bei stetigen Daten), Angabe der Odds Ratios mit 95%-
Konfidenzintervall

* Schulabschluss, Alter und Zeit in Stall/Scheune wurden in mehr als zwei Kategorien eingeteilt. Da das Odds
Ratio ein Zusammenhangsma@ fiir 2x2-Tabellen ist, wird in SPSS kein Wert angegeben. Es wird lediglich der p-
Wert des Chi*-Tests aufgefiihrt.
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5.5 Ergebnisse der multivariaten Analysen

5.5.1 Logistische Regressionsanalysen

Da bei bivariaten Analysen nicht ausgeschlossen werden kann, dass die gefundenen
Zusammenhédnge abhingig sind von anderen Faktoren (Confounding), wurde im letzen Schritt
multivariat analysiert. Hierzu wurde das Verfahren der logistischen Regression angewandt.
Die Regressionsanalysen wurden nur fiir die Gene gerechnet, bei denen in den bivariaten
Analysen signifikante Unterschiede in den jeweiligen Lédndern zu erkennen waren (siche
Tabelle 8). Es wurde fiir alle Confounder adjustiert, die einen signifikanten Einfluss auf die
Genexpression hatten. Bei den Berechnungen fiir alle Lénder (ohne Schweiz) wurde

zusitzlich fir Lander adjustiert, wobei Deutschland als Referenzland diente.

Multivariate Analysen fiir ILT4

Bei ILT4 hatten sich zuvor in der Gesamtpopulation ohne die Schweiz das Geschlecht des
Kindes, das Vorhandensein alterer Geschwister sowie Haustiere als Confounder
herausgestellt. Nach Adjustierung flir diese Variablen war der Farmerstatus weiterhin
signifikant und positiv mit der Expression von ILT4 assoziiert. Eine fast gleich starke positive
Assoziation mit der Genexpression wie der Bauernstatus besal3 das Kriterium ,,Mutter arbeitet
auf dem Bauernhof*. Dabei zeigte sich, dass die Methode der schrittweisen Vorwirtsselektion
von Confoundern jeweils stirkere Effekte ergab.

Das Trinken von Rohmilch bzw. abgekochter Milch schien keinen Einfluss auf die
Genexpression von ILT4 zu haben. Positiv mit ILT4 assoziiert war auflerdem der hdufige
Kontakt zu verschiedenen Bauernhoftieren, d.h. Kiihe, Pferde, Schweine, Schafe oder
Gefliigel wihrend der Schwangerschaft. Signifikant war dieser Einfluss jedoch nur bei der
Methode der Vorwirtsselektion. Eine weniger starke Assoziation als der Kontakt zu
Bauernhoftieren hatte der alleinige Kontakt zu Kiihen. AuBlerdem war die wihrend der
Schwangerschaft im Stall verbrachte Zeit mit der ILT4-Expression assoziiert.

Bei den multivariaten Analysen der Schweizer Blutproben wurde fiir das Vorhandensein
dlterer Geschwister und Katzen adjustiert. Zundchst fiel die negative Assoziation aller
Variablen mit der Genexpression auf. Der inverse Trend in der Schweiz wurde bereits bei den
bivariaten Analysen beobachtet. Nach Adjustierung fiir die genannten Confounder hatten
weder der Farmerstatus, ,Mutter arbeitet auf dem Bauernhof‘ noch der Konsum von
Frischmilch wéhrend der Schwangerschaft einen signifikanten Einfluss auf die Genexpression
von ILT4. Lediglich der hidufige Kontakt zu Kiihen wéhrend der Schwangerschaft war unter

Verwendung der Methode ,,Vorwirtsselektion* signifikant und invers mit IL T4 assoziiert.
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Da bei den bivariaten Analysen auch in Osterreich der Farmerstatus signifikant mit der ILT4-
Expression assoziiert war, wurden auch fiir die Osterreichischen Kinder Regressionsmodelle
gerechnet. Da sich hier nach Adjustierung fiir die entsprechenden Confounder keine
signifikanten Assoziationen mit der Exposition auf dem Bauernhof ergaben, wird auf eine
Darstellung der Ergebnisse verzichtet. Tabelle 11 fasst die Beobachtungen fiir ILT4 fiir die
Lander ohne die Schweiz und die Schweiz zusammen.

Wie oben beschrieben haben in den Lédndern ohne die Schweiz der Kontakt der Schwangeren
zu Bauernhoftieren sowie die im Stall verbrachte Zeit einen starken Einfluss auf die
Expression von ILT4 im Nabelschnurblut. Es hatte sich auch herausgestellt, dass der Kontakt
zu verschiedenen Tieren mehr Einfluss auf die ILT4-Expression hatte als der Kontakt nur zu
Kiithen. Daher wurde fiir ILT4 zusétzlich untersucht, wie sich das Odds Ratio bei jeder
zusitzlichen Tierspezies verdndert, zu der die Mutter wihrend der Schwangerschaft Kontakt
hatte. Hierfiir wurde eine Summenvariable aus dem Kontakt zu drei verschiedenen Tierarten
(Kiihe, Pferde und Schafe) gebildet (sieche Tabelle 12). Fiir jede zusétzliche Tierspezies ergab
sich ein signifikantes Odds Ratio von 1,34 (95%-KI 1,04-1,71). Nach Adjustierung fiir die
entsprechenden Confounder verdnderte sich das Odds Ratio nur geringfiigig. Ein dhnliches
Ergebnis erhielt man, wenn man eine Summenvariable aus vier verschiedenen

Bauernhoftieren (Kiihe, Pferde, Schafe und Schweine) bildete.
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Tabelle 11 Adjustierte Odds Ratios der Genexpressionsdaten von ILT4

ILT4: alle Linder ohne Schweiz (n=733, 2 fehlende Fille)

aOR* 95% KI p-Wert
Farmerstatus
Einschluss-Methode: 1,62 1,11-2,34 0,011
Methode Vorwirtsselektion: 1,81 1,28-2,57 0,001
Mutter arbeitet auf dem Bauernhof
Einschluss-Methode: 1,64 1,09-2,47 0,019
Methode Vorwirtsselektion: 1,86 1,27-2,73 0,002

Trinken von Rohmilch w. d. Schwangerschaft
Einschluss-Methode: 1,08 0,72-1,61 0,718

Trinken von abgekochter Milch w. d. Schwangerschaft
Einschluss-Methode: 1,10 0,61-1,97 0,758

Haufiger Kontakt zu Bauernhoftieren w. d. Schwangerschaft
Einschluss-Methode: 1,34 0,94-1,93 0,110

Methode Vorwirtsselektion: 1,52 1,08-2,14 0,018

Haufiger Kontakt zu Kiithen w. d. Schwangerschaft
Einschluss-Methode: 1,26 0,88-1,81 0,210

Zeit im Stall w. d. Schwangerschaft

(Stunden pro Monat)
Einschluss-Methode: 1,00 1,00-1,01 0,062
Methode Vorwirtsselektion: 1,01 1,00-1,01 0,009

* adjustiert fiir Lander, Geschlecht, édltere Geschwister, Haustiere

ILT4: nur Schweiz (n=203)

aOR* 95% KI p-Wert
Farmerstatus
Einschluss-Methode: 0,74 0,34-1,62 0,447
Mutter arbeitet auf dem Bauernhof
Einschluss-Methode: 0,69 0,32-1,49 0,349

Trinken von Frischmilch w. d. Schwangerschaft
Einschluss-Methode: 0,74 0,34-1,60 0,445

Haufiger Kontakt zu Kiithen w. d. Schwangerschaft
Einschluss-Methode: 0,59 0,29-1,20 0,141
Methode Vorwirtsselektion: 0,50 0,25-0,99 0,045

* adjustiert fiir dltere Geschwister, Katzen

aOR = adjustiertes Odds Ratio, 95% KI = 95% Konfidenzintervall; hdufiger Kontakt zu Kiihen w. d. Schwangerschaft =
Kontakt zu Kiihen mehrmals pro Monat oder héufiger wihrend der Schwangerschaft (1., 2. und 3. Trimenon);

Haufiger Kontakt zu Bauernhoftieren w. d. Schwangerschaft = Kontakt mehrmals pro Monat oder hiufiger wihrend der
Schwangerschaft (1., 2. und 3. Trimenon) zu Tieren auf dem Bauernhof (Kiihe, Pferde, Schweine, Schafe oder Gefliigel).
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Tabelle 12 Analyse des Kontakts zu verschiedenen Bauernhoftieren als Summenvariable (,,sum-score“
variable)

ILT4: Liander ohne Schweiz

Summenvariable, die drei verschiedene Tierspezies (Kiihe, Pferde, Schafe) einschlief3t:

Nicht adjustiert: OR pro Tierspezies 95% KI p-Wert
Kontakt zu Bauernhoftieren 1,34 1,04-1,71 0,021
(n=699, 36 fehlende Fille)

Adjustiert (Methode Vorwértsselektion): aOR* pro Tierspezies
Kontakt zu Bauernhoftieren 1,36 1,06-1,74 0,016
(n=696, 39 fehlende Fille)

* adjustiert fiir Lander, Geschlecht, édltere Geschwister, Haustiere

Summenvariable, die vier verschiedene Tierspezies (Kiihe, Pferde, Schweine, Schafe) einschlief3t:

Nicht adjustiert: OR pro Tierspezies 95% KI p-Wert
Kontakt zu Bauernhoftieren 1,28 1,03-1,61 0,030
(n=702, 33 fehlende Fille)

Adjustiert (Methode Vorwirtsselektion): aOR* pro Tierspezies
Kontakt zu Bauernhoftieren 1,30 1,04-1,64 0,023
(n=699, 36 fehlende Fille)

* adjustiert fiir Lander, Geschlecht, édltere Geschwister, Haustiere
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Multivariate Analysen fiir FOXP3

Wie in Tabelle 8 dargestellt ergab sich bei den bivariaten Analysen fiir die Liander ohne
Schweiz sowie fiir die Schweiz allein ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
Farmerstatus und der Genexpression von FOXP3. Sobald man jedoch fiir die zuvor
bestimmten Confounder Geschlecht und éltere Geschwister sowie fiir Lander adjustierte, war
der Farmerstatus nicht mehr signifikant mit der Genexpression von FOXP3 assoziiert
(aOR=1,36, KI 0,96-1,92, p=0,088; siche Tabelle 13). Bei genauerer Betrachtung der
Faktoren, die fiir die Exposition auf dem Bauernhof charakteristisch sind, wie z.B. der
Konsum von Frischmilch, der hiufige Kontakt zu Kiihen und die im Stall verbrachte Zeit
wihrend der Schwangerschaft, so bestand auch bei diesen nach Adjustierung kein
signifikanter Zusammenhang mehr mit der Genexpression von FOXP3.

Bei der Auswertung fiir die Schweiz war der Farmerstatus bei den bivariaten Analysen
signifikant, jedoch negativ mit FOXP3 assoziiert. Nach Adjustierung fiir eine miitterliche

Neurodermitis-Diagnose und fiir Haustiere war dieser Zusammenhang nicht mehr signifikant.

Tabelle 13 Adjustierte Odds Ratios der Genexpressionsdaten von FOXP3
FOXP3: Lander ohne Schweiz (n=733)

aOR* 95% KI p-Wert

Farmerstatus

Einschluss-Methode: 1,36 0,96-1,92 0,088
Mutter arbeitet auf dem Bauernhof

Einschluss-Methode: 1,14 0,78-1,64 0,503
Frischmilch wahrend der Schwangersch.

Einschluss-Methode: 1,25 0,87-1,79 0,222
Haufiger Kontakt zu Kiihen

Einschluss-Methode: 1,04 0,73-1,48 0,833

Zeit im Stall w. d. Schwangerschaft
(Stunden pro Monat)
Einschluss-Methode: 1,00 0,997-1,004 0,761

* adjustiert fiir Lander, Geschlecht, éltere Geschwister
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Fortsetzung von Tabelle 13

FOXP3: nur Schweiz (n=203)

aOR*

Farmerstatus

Einschluss-Methode: 0,77
Mutter arbeitet auf dem Bauernhof

Einschluss-Methode: 1,26
Frischmilch wéhrend der Schwangersch.

Einschluss-Methode: 0,89
Haufiger Kontakt zu Kiihen

Einschluss-Methode: 0,84

95% KI

0,35-1,70

0,59-2,71

0,41-1,93

0,40-1,74

p-Wert

0,521

0,553

0,770

0,631

* adjustiert fiir miitterliche Diagnose fiir Neurodermitis, Haustiere

aOR = adjustiertes Odds Ratio, 95% KI = 95% Konfidenzintervall; hdufiger Kontakt zu Kiihen w. d. Schwangerschaft =
Kontakt zu Kithen mehrmals pro Monat oder hiufiger wéhrend der Schwangerschaft (1., 2. und 3. Trimenon).

Multivariate Analysen fiir IDO, ILT3 und RGS1

Wie man der Tabelle 8 entnehmen kann, war bei den bivariaten Analysen der Bauernstatus in

einzelnen Lindern signifikant mit der Expression der iibrigen Gene IDO, ILT3 und RGSI1

assoziiert. So ergab sich in Deutschland ein signifikanter Zusammenhang des Farmerstatus

mit der ILT3-Expression, in Frankreich mit der RGS1-Expression und in Osterreich mit der

FOXP3-Expression. Nach Adjustierung fiir die jeweiligen, zuvor ermittelten Confounder

waren die Ergebnisse in den einzelnen Landern fiir die genannten Gene jedoch nicht mehr

signifikant (Ergebnisse nicht gezeigt).
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5.6 Subgruppenanalysen

Subgruppenanalysen konnen einen Hinweis auf Gruppen geben, bei denen die Exposition
moglicherweise besonders stark mit der Zielvariablen assoziiert ist. Da die Subgruppen
definitionsgemal kleiner sind als die gesamte Studienpopulation, fehlt hdufig die Power, um
Gruppenunterschiede aufzudecken.

Es wurden stratifizierte Analysen fiir mogliche Confounder durchgefiihrt wie z.B. Geschlecht
des Kindes, Anzahl der Geschwister, atopische Erkrankungen der Mutter, Rauchen wihrend
der Schwangerschaft, Haustiere, Konsum von Frischmilch widhrend der Schwangerschatft,
Arbeiten auf dem Bauernhof, hdufiger Kontakt zu Kiihen oder Pferden wihrend der
Schwangerschaft.

Die Homogenitét der Untergruppen wurde nach der Methode von Breslow-Day gepriift. Der
Test vergleicht die Odds Ratios zweier Gruppen. Féllt er signifikant aus, so liegt
wahrscheinlich kein Storfaktor (Confounder) vor, sondern ein echter Effekt (Interaktion) und
man muss bei der weiteren Analyse stratifiziert vorgehen. Da zuvor gezeigt wurde, dass sich
die Genexpression in der Schweiz anders verhdlt als in den anderen Léndern, wurden die
Lander fiir die Subgruppenanalysen nicht ,,gepoolt®, sondern die Berechnungen getrennt fiir
die Schweiz und die anderen Lander durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 14 und 15
dargestellt.

Der Breslow-Day Test fiir alle Linder ohne die Schweiz ergab folgende signifikante
Unterschiede: Die Odds-Ratios der beiden Subgruppen ,,Heuschnupfen der Mutter ja/nein®
fiir die Genexpression von IDO waren nicht homogen. In der Subgruppe derjenigen Miitter,
bei denen eine drztliche Diagnose fiir allergische Rhinitis vorliegt, verhielt es sich ebenso. Fiir
IDO unterschieden sich auch die Odds-Ratios bei ,,Neurodermitis ja/nein“ und ,,Diagnose
Neurodermitis ja/nein® signifikant. Stratifizierte man nach dem Kriterium ,,Jemals mehr als
fiinf Schachteln geraucht”, so war der Breslow-Day Test fiir ILT3, ILT4 sowie FOXP3
signifikant. Die Odds Ratios der beiden Subgruppen ,,Einnahme von Antibiotika wéhrend der
Schwangerschaft ja/nein waren fiir die ILT3-Expression signifikant unterschiedlich.

Bei Subgruppenanalysen der Schweiz reduziert sich die Fallzahl sehr stark, daher wurde in
einigen Untergruppen anstelle des Chi*-Tests der exakte Test nach Fisher angewandt. Die
Odds Ratios der beiden Subgruppen ,,Asthma der Mutter ja/nein* und ,,Diagnose Asthma
ja/nein fiir die Genexpression von RGS1 waren signifikant unterschiedlich. AuBBerdem ergab
der Breslow-Day Test fiir IDO bei den Subgruppen ,iltere Geschwister ja/nein“ einen

signifikanten Unterschied.
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Bei IDO waren auch die Subgruppen ,,Konsum roher Milch wihrend der Schwangerschaft
ja/nein® nicht homogen. Stratifiziert man nach dem Halten von Haustieren, so ergab sich fiir
ILT4 ein signifikanter Breslow-Day Test. Bei ILT3 waren die Odds Ratios der Untergruppen
,Katzen ja/nein“ nicht homogen.

Bei den multivariaten Analysen wurden diese Ergebnisse beriicksichtigt und fiir das jeweilige
Gen auch stratifiziert betrachtet (Tabelle 16 und 17). Stratifizierte man nach der atopischen
Erkrankung der Mutter (drztliche Diagnose fiir Asthma oder Neurodermitis oder
Heuschnupfen), so zeigte sich deutlich, dass der positive, signifikante Zusammenhang der
Exposition auf dem Bauernhof mit der Genexpression von ILT4 nur im Nabelschnurblut der
nicht vorbelasteten Kinder bestand. Lag bei der Mutter eine Diagnose fiir mindestens eine der
atopischen Erkrankungen vor, so ergaben sich keine signifikanten Assoziationen zwischen der
Exposition und der ILT4-Expression.

Ahnliche Ergebnisse erhielt man, wenn nach dem Rauchverhalten der Mutter stratifiziert
wurde. Nur bei den Nichtraucherinnen war die Exposition auf dem Bauernhof (Farmerstatus
bzw. Mutter arbeitet auf dem Bauernhof) signifikant und positiv mit der Genexpression von
ILT4 assoziiert. Hatte die Mutter jemals mehr als fiinf Schachteln bzw. wiéhrend der
Schwangerschaft geraucht, gab es keinen signifikanten Zusammenhang zwischen verschieden
Expositionen auf dem Bauernhof und der ILT4-Expression.

Fiihrte man stratifizierte multivariate Analysen fiir die Genexpression von FOXP3 durch, so
waren die Ergebnisse tendenziell dhnlich, jedoch nicht so ausgeprigt wie bei ILT4. Auch hier
war nur bei den nicht vorbelasteten Kindern der Farmerstatus signifikant und positiv mit der
Genexpression von FOXP3 assoziiert. Der Konsum von Frischmilch wéhrend der
Schwangerschaft erreichte das Signifikanzniveau von p=0,05 bei Verwendung der Methode
,Vorwirtsselektion. Die anderen mit der Exposition auf dem Bauernhof
zusammenhdngenden Variablen, wie z.B. der héufige Kontakt zu Kiihen, waren im
Nabelschnurblut der nicht-vorbelasteten Kinder nicht signifikant.

Bei der getrennten Betrachtung von Miittern, die jemals mehr als fiinf Schachtel geraucht
hatten oder nicht, war der Farmerstatus nur bei den Nicht-Raucherinnen signifikant mit der
FOXP3-Expression assoziiert. Bei Stratifizierung nach Rauchen in der Schwangerschaft gab

es in keiner der beiden Gruppen eine signifikante Assoziation mit der Genexpression.
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Tabelle 14 Assoziation des Farmerstatus mit der Genexpression innerhalb verschiedener Subgruppen in
allen Lindern ohne Schweiz (n=735); Test auf Homogenitit der Odds Ratios

Anzahl der Kinder  p-Wert OR 95%-KI Breslow-Day
Heuschnupfen der Mutter
IDO
ja 189 (117 NB/72 B) 0,099 0,56 0,28-1,12 0,019
nein 546 (266 NB/280 B) 0,066 1,45 0,98-2,15
Diagnose Heuschnupfen
IDO
ja 133 (84 NB/49 B) 0,060 0,45 0,20-1,05 0,015
nein 602 (299 NB/303 B) 0,087 1,39 0,95-2,02

Neurodermitis der Mutter

IDO
ja 68 (408 NB/28 B) 0,008 7,00 1,44-33,92 0,010
nein 667 (343 NB/324 B) 0,946 0,99 0,69-1,42

Diagnose Neurodermitis

IDO
ja 65 (39 NB/26 B) 0,016 6,00 1,23-29,39 0,021
nein 670 (344 NB/326 B) 0,947 1,01 0,71-1,45

Jemals mehr als 5 Schachteln geraucht

ILT3

ja 307 (189 NB/118 B) 0,354 0,79 0,48-1,31 0,014
nein 428 (194 NB/234B) 0,007 1,84 1,18-2,89

ILT4

ja 307 (189 NB/118 B) 0,783 1,08 0,64-1,80 0,008
nein 428 (194 NB/234B) 0,000 2,73 1,71-4,37

FOXP3

ja 307 (189 NB/118B) 0,717 0,91 0,55-1,51 0,023
nein 428 (194 NB/234B) 0,003 2,00 1,27-3,14

Einnahme von Antibiotika wihrend der Schwangerschaft

ILT3
ja 185 (97 NB/88 B) 0,009 2,40 1,24-4,64 0,035
nein 538 (282 NB/256 B) 0,797 1,05 0,71-1,56

Dichotomisierte, nicht-adjustierte Genexpressionsdaten (unteres Quartil und andere Quartile), p-Wert des Chi’-Tests und
Angabe der Odds Ratios mit 95% Konfidenzintervall, Test auf Homogenitét der Odds Ratios mit Breslow-Day.
Es werden nur Ergebnisse der Subgruppen aufgefiihrt, fiir die der Breslow-Day Test signifikant ausfiel.
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Tabelle 15 Assoziation des Farmerstatus mit der Genexpression innerhalb verschiedener Subgruppen in
der Schweiz (n=203); Test auf Homogenitit der Odds Ratios

Anzahl der Kinder p-Wert OR 95%-KI Breslow-Day
Asthma der Mutter
RGS1
ja 21 (10 NB/11 B) 0,035% 1,83 1,07-3,14 0,040
nein 182 (99 NB/83 B) 0,286 1,10 0,92-1,33
Diagnose Asthma
RGS1
ja 17 (9 NB/8 B) 0,029%* 2,00 1,00-4,00 0,042
nein 186 (100 NB/86 B) 0,260 0,69 0,36-1,32
Altere Geschwister
IDO
ja 141 (69 NB/72 B) 0,030 0,45 0,22-0,93 0,047
nein 62 (40 NB/22 B) 0,375% 1,93 0,54-6,92
Trinken roher Milch wihrend der Schwangerschaft
IDO
ja 72 (15 NB/57 B) 0,368%* 1,71 0,52-5,58 0,029
nein 131 (94 NB/37 B) 0,011 0,36 0,16-0,80
Haustiere
ILT4
ja 130 (44 NB/86 B) 0,023 1,291 1,056-1,579 0,032
nein 73 (65 NB/8 B) 0,340%* 0,785 0,691-0,891
Katzen
ILT3
ja 106 (30 NB/76 B) 0,022 0,24 0,07-0,87 0,026
nein 97 (79 NB/18 B) 0,512* 2,19 0,46-10,49

Dichotomisierte, nicht-adjustierte Genexpressionsdaten (unteres Quartil und andere Quartile), p-Wert des Chi*-Tests bzw.

des exakten Tests nach Fisher (*) und Angabe der Odds Ratios mit 95% Konfidenzintervall, Test auf Homogenitét der Odds

Ratios mit Breslow-Day. Es werden nur Ergebnisse der Subgruppen aufgefiihrt, fiir die der Breslow-Day Test signifikant

ausfiel.
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Tabelle 16 Stratifizierte, multivariate Analysen fiir die Genexpression von ILT4 (Léinder ohne Schweiz)
a) stratifiziert nach atopischer Erkrankung der Mutter (Diagnose Asthma, Neurodermitis oder allerg. Rhinitis)

Atopische Erkrankung: ja (n=187, 1 fehlender Fall)

aOR* 95% KI p-Wert
Farmerstatus
Einschluss-Methode: 1,11 0,54-2,29 0,781
Mutter arbeitet auf dem Bauernhof
Einschluss-Methode: 1,23 0,56-2,70 0,604

Haufiger Kontakt zu Bauernhoftieren w. d. Schwangerschaft
Einschluss-Methode: 0,63 0,31-1,29 0,205

Haufiger Kontakt zu Kiihen w. d. Schwangerschaft
Einschluss-Methode: 0,60 0,30-1,24 0,167

Zeit im Stall (Std. pro Monat)
Einschluss-Methode: 1,00 0,99-1,01 0,849

Atopische Erkrankung: nein (n=545, 2 fehlende Fille)

aOR* 95% KI p-Wert
Farmerstatus
Einschluss-Methode: 1,89 1,21-2,94 0,005
Methode Vorwirtsselektion: 2,01 1,34-3,03 0,001
Mutter arbeitet auf dem Bauernhof
Einschluss-Methode: 1,87 1,14-3,07 0,013
Methode Vorwirtsselektion: 2,05 1,30-3,23 0,002

Haufiger Kontakt zu Bauernhoftieren w. d. Schwangerschaft
Einschluss-Methode: 1,82 1,18-2,81 0,007
Methode Vorwirtsselektion: 2,01 1,33-3,03 0,001

Haufiger Kontakt zu Kiihen w. d. Schwangerschaft
Einschluss-Methode: 1,65 1,07-2,54 0,023
Methode Vorwirtsselektion: 1,83 1,21-2,76 0,004

Zeit im Stall (Std. pro Monat)
Einschluss-Methode: 1,01 1,00-1,01 0,034
Methode Vorwirtsselektion: 1,01 1,00-1,01 0,009

* adjustiert fiir Lander, Geschlecht, édltere Geschwister, Haustiere
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Fortsetzung von Tabelle 16
b) stratifiziert nach dem Rauchverhalten der Mutter

,Jemals mehr als 5 Schachteln geraucht“: ja (n=306, 1 fehlender Fall)

aOR* 95% KI p-Wert
Farmer 0,81 0,45-1,45 0,477
Mutter arbeitet auf dem Bauernhof 0,85 0,44-1,63 0,621
Haufiger Kontakt zu Kiithen w. d.
Schwangerschaft (n=303) 0,88 0,50-1,54 0,644
Zeit im Stall (Std. pro Monat) 1,00 0,99-1,00 0,529
Frischmilch w. der Schwangerschaft 0,86 0,49-1,51 0,594

,jemals mehr als 5 Schachteln geraucht“: nein (n=426, 2 fehlende Fille)

aOR* 95% KI p-Wert

Farmer 2,56 1,55-4,25 0,000
Mutter arbeitet auf dem Bauernhof 2,52 1,45-4,39 0,001
Haufiger Kontakt zu Kiithen w. d. Schwangerschaft (n=425)

Einschluss-Methode: 1,56 0,96-2,54 0,074

Methode Vorwirtsselektion: 1,63 1,03-2,58 0,036
Zeit im Stall (Std. pro Monat) 1,01 1,00-1,02 0,010
Frischmilch w. der Schwangerschaft 1,28 0,78-2,10 0,325

Rauchen wihrend der Schwangerschaft: ja (n=47, 1 fehlender Fall):

aOR* 95% KI p-Wert
Farmer 0,29 0,05-1,77 0,179
Mutter arbeitet auf dem Bauernhof 0,24 0,04-1,46 0,122
Haufiger Kontakt zu Kiithen w. d.
Schwangerschaft (n=46) 0,82 0,18-3,77 0,795
Zeit im Stall (Std. pro Monat) 0,99 0,97-1,00 0,121
Frischmilch w. der Schwangerschaft 0,63 0,14-2,93 0,556

Rauchen wihrend der Schwangerschaft: nein (n=685, 2 fehlende Fille)

aOR* 95% KI p-Wert
Farmer 1,75 1,19-2,59 0,005
Mutter arbeitet auf dem Bauernhof 1,85 1,20-2,86 0,005
Haufiger Kontakt zu Kiithen w. d.
Schwangerschaft (n=682) 1,26 0,86-1,84 0,232
Zeit im Stall (Std. pro Monat) 1,01 1,00-1,01 0,029
Frischmilch w. der Schwangerschaft 1,13 0,77-1,66 0,520

* adjustiert fiir Lander, Geschlecht, éltere Geschwister, Haustiere; wenn nicht anders angegeben, wurde die
Methode ,,Einschluss® verwendet
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Tabelle 17 Stratifizierte, multivariate Analysen fiir die Genexpression von FOXP3 (Lander o. Schweiz)
a) stratifiziert nach atopischer Erkrankung der Mutter (Diagnose Asthma, Neurodermitis oder allerg. Rhinitis)

Atopische Erkrankung: ja (n=187, 1 fehlender Fall)

aOR* 95% KI p-Wert
Farmerstatus 0,92 0,45-1,86 0,812
Mutter arbeitet auf dem Bauernhof 0,81 0,38-1,72 0,582
Frischmilch w. d. Schwangerschaft 0,83 0,41-1,69 0,603
Haufiger Kontakt zu Kiithen w. d. 0,56 0,28-1,15 0,113
Schwangerschaft
Atopische Erkrankung: nein (n=546, 1 fehlender Fall)

aOR* 95% KI p-Wert
Farmerstatus 1,55 1,03-2,33 0,037
Mutter arbeitet auf dem Bauernhof 1,26 0,82-1,94 0,298
Frischmilch w. d. Schwangerschaft

Einschluss-Methode: 1,45 0,95-2,21 0,084
Methode Vorwirtsselektion: 1,57 1,05-2,36 0,029

Haufiger Kontakt zu Kiithen w. d. 1,26 0,83-1,90 0,279
Schwangerschaft (n=544)
b) stratifiziert nach dem Rauchverhalten der Mutter
Jjemals mehr als 5 Schachteln geraucht®: ja (n=306, 1 fehlender Fall)

aOR* 95% KI p-Wert
Farmerstatus 0,78 0,45-1,35 0,374
Mutter arbeitet auf dem Bauernhof 0,71 0,39-1,29 0,257
,Jemals mehr als 5 Schachteln geraucht“: nein (n=427, 1 fehlender Fall)

aOR* 95% KI p-Wert
Farmerstatus 1,97 1,23-3,16 0,005
Mutter arbeitet auf dem Bauernhof 1,54 0,94-2,51 0,088
Rauchen wihrend der Schwangerschaft: ja (n=47, 1 fehlender Fall)

aOR* 95% KI p-Wert
Farmerstatus 1,63 0,33-7,90 0,547
Mutter arbeitet auf dem Bauernhof 0,79 0,13-4,70 0,798
Rauchen wihrend der Schwangerschaft: nein (n=686, 1 fehlender Fall)

aOR* 95% KI p-Wert
Farmerstatus 1,34 0,94-1,92 0,111
Mutter arbeitet auf dem Bauernhof 1,16 0,79-1,70 0,443

* adjustiert fiir Lander, Geschlecht, édltere Geschwister; wenn nicht anders angegeben, wurde die Methode

,,Einschluss® verwendet
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6 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit sollten im Rahmen einer Bauernstudie die der Hygienehypothese
(siehe 2.2.2) zugrunde liegenden immunologischen Mechanismen genauer beleuchtet werden.
Der Grundstein fiir die Entwicklung von Toleranz wird bereits im Mutterleib gelegt. Wahrend
der Schwangerschaft kommt es bei Mutter und Kind zu einer Verschiebung der Th-
Zellpopulation in Richtung Th2- und Th3-Zellen (Wegmann et al., 1993; Raghupathy, 2001).
Dies ist essentiell fiir die Aufrechterhaltung der Schwangerschaft, da ein Uberwiegen der
Thl-Immunantwort zu erhohten Abortraten filhren kann (Reinhard et al., 1998). Aus
Proliferationsstudien weill man, dass das Immunsystem des Neugeborenen verschiedene
Allergene, z.B. Kuhmilchproteine, HiihnereiweiB3protein und Birkenpollen erkennt und
darauthin eine verdnderte T-Zellreaktivitit aufweist (Szepfalusi et al., 1997; Van Duren-
Schmidt et al., 1997). Bei den meisten Neugeborenen ist die Immunantwort zundchst durch
ein relatives Th2-Ubergewicht charakterisiert. Bei nicht-atopischen Kindern reift wihrend des
ersten Lebensjahres die Thl-Antwort aus. Bei Kindern, die Allergien entwickelten,
persistierte hingegen das initiale Th2-Ubergewicht iiber den 18. Lebensmonat hinaus (Prescott
et al., 1999). Dies weist darauf hin, dass bei spéteren Atopikern offenbar bereits bei der
Geburt eine veridnderte T-Zellreaktivitit besteht und pré- oder perinatal eine immunologische
Weichenstellung fiir die Entwicklung atopischer Erkrankungen erfolgt.

Damit stellt sich die Frage, welche regulatorischen Mechanismen fiir das Zustandekommen
des Th1/Th2-Gleichgewichts verantwortlich sind. Zundchst vermutete man, dass bei spéteren
Atopikern in einem sensiblen Zeitfenster spezifische Trigger fehlen, die eine Thl-
Immunantwort beglinstigen bzw. solche Trigger liberwiegen, die eine Th2-Immunantwort
fordern. Heute wei3 man, dass die Th1/Th2-Balance durch ein Netzwerk an regulatorischen
Immunzellen, wie z.B. regulatorischen T-Zellen, NKT-Zellen und regulatorischen
dendritischen Zellen, kontrolliert wird. Man geht davon aus, dass bei spiteren ,,Allergikern
regulatorische Mechanismen, die fiir die Th1/Th2-Immunbalance essentiell sind, defekt oder
abgeschwicht sind. Dies wurde auch ,,Gegenregulations (counter-regulation)-Hypothese
genannt (Wills-Karp et al., 2001). Man vermutet, dass mikrobielle Infektionen regulatorische
T-Zell Antworten induzieren, die Thl- und Th2-assoziierte Erkrankungen unterdriicken.
Dadurch konnte auch die niedrigere Privalenz allergischer Erkrankungen bei den
Bauernkindern erklért werden kann.

Fiir ein besseres Verstindnis dieser Regulationsmechanismen war es interessant, zu

untersuchen, ob bei Bauernkindern bereits zum Zeitpunkt der Geburt eine erhdhte Aktivitat
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regulatorischer Immunzellen zu erkennen ist. Man stellte die Hypothese auf, dass Molekiile,
die regulatorische Immunzellen aktivieren, in einer Population von Kindern mit erniedrigtem
Risiko fiir die Entwicklung allergischer Erkrankungen hoéher exprimiert sein sollten als in
Kindern mit durchschnittlichem Risiko. Hierfiir wurde in dieser Arbeit die Expression der
Gene IDO, ILT3, ILT4, RGS1 und FOXP3 im Nabelschnurblut von Bauern- und
Nichtbauernkindern untersucht.

Die Expression der genannten Gene wurde erstmals im Rahmen einer epidemiologischen
Bauernstudie bestimmt; zudem handelt es sich um die erste Untersuchung der Genexpression
von IDO, ILT3, ILT4 und RGS1 in Nabelschnurblut. Daher liegen keine Vergleichsdaten aus

der Literatur vor.

Studienpopulation

Insgesamt konnten im Rahmen dieser Studie Genexpressionsdaten von 938 Neugeborenen
(446 Bauern-, 492 Nicht-Bauernkinder) aus fiinf europdischen Léndern erhoben werden. In
vergleichbaren multizentrischen Studien wie der PARSIFAL- und der ALEX-Studie wurden
jeweils nur die Blutproben der Schweizer Teilnehmer auf Expressionsunterschiede von TLRs
und anderen Molekiilen getestet. Die untersuchte Population bestand in der PARSIFAL-
Studie aus 268 Kindern (150 Bauern und 118 Nicht-Bauernkindern) (Ege et al., 2007) und in
der ALEX-Studie aus 96 Kindern (25 Bauern und 71 Nicht-Bauern) (Lauener et al., 2002).

Die Kontrollpopulation der PASTURE—-Studie stammte aus der gleichen landlichen Gegend
wie die Bauern, wobei Familien aus Stidten mit mehr als 30.000 Einwohnern oder aus
Industriestandorten ausgeschlossen waren. Somit konnen Unterschiede, die zwischen ,,Stadt*-
und ,,Landkindern bestehen, wie z.B. eine unterschiedliche Wohnsituation, Larm und Luft-

verschmutzung als Storfaktoren vernachldssigt werden.

Methode

Die Qualitdt der RNA beeinflusst die Ergebnisse von Genexpressionsanalysen mal3geblich.
Besonders kritisch ist dabei eine Lagerung bei Raumtemperatur bzw. bei ca. 4°C wegen der
raschen Degradation der RNA. Von der Blutabnahme in der Klinik bis zum Einfrieren der
Proben bei -80°C im Labor vergingen in der PASTURE-Studie bis zu 24 Stunden. Um die
Stabilitdt der RNA wéhrend dieser kritischen Phase zu gewéhrleisten, wurde das PAXgene
Blutabnahmesystem verwendet. Dabei handelt es sich um ein einfach zu handhabendes
System, das die RNA durch eine in den Ro&hrchen vorgelegte Stabilisierungslosung

unmittelbar nach der Blutabnahme vor Degradation schiitzt. Aufgrund dessen ist es besonders
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fiir Verwendung in grofen Studien mit Zentrallabor geeignet (Rainen et al., 2002; Ovstebo et
al., 2007).

Die Lagerung bei -80°C bis zur Analyse ist weniger kritisch. In Vorversuchen am
Kinderspital Ziirich wurde nachgewiesen, dass die RNA in der Stabilisierungslosung des
PAXgene Rohrchens bei -80°C Lagerung iiber mehrere Jahre hinweg stabil bleibt. Bei der
photometrischen Quantifizierung konnte eine relativ gute Ausbeute und Reinheit der RNA
beobachtet werden.

Die Real time RT-PCR wurde unter Verwendung von TagMan Low Density Arrays
durchgefiihrt. Bei dieser relativ neuen Methode ist die Zahl der Pipettierschritte reduziert und
ermoglicht die simultane Bestimmung von bis zu 384 Genen auf einer Platte. Die Methode ist
daher besonders fiir die Verwendung in Studien mit einer gro3en Probenanzahl geeignet. Aus
finanziellen Griinden musste darauf verzichtet werden, die Bestimmungen in Duplikaten oder
Triplikaten durchzufiihren. Man kann aber davon ausgehen, dass bei der hohen Fallzahl
einzelne Fehler bei der Messung nicht so sehr ins Gewicht fallen.

Ein wichtiger Aspekt bei der relativen Quantifizierung ist die Auswahl eines geeigneten
internen Standards (Thellin et al., 1999). Das Housekeeping Gen sollte konstant exprimiert
und das Expressionsniveau nicht durch die Versuchsbedingungen beeinflusst werden (Karge
et al., 1998; Bustin, 2000).

Ein Vorteil der Verwendung von ribosomalen RNAs, wie der 18S rRNA, liegt darin, dass sie,
anders als andere interne Standards, nicht von der RNA-Polymerase 11, sondern von der RNA-
Polymerase I transkribiert werden. Im Gegensatz zur Polymerase Il wird die Polymerase I
weniger von dufleren Faktoren beeinflusst und unterliegt dadurch nicht so hohen
Transkriptionsschwankungen (Bustin, 2000).

Zwar korrelierte die Expression der drei verschiedenen Housekeeping Gene in hohem Malle
(siche Tabelle 6), dennoch variierten die Ergebnisse, je nachdem, auf welches Housekeeping
Gen das zu untersuchende Gen bezogen wurde. Wir entschieden uns schlieBlich fiir 18S
rRNA als internen Standard, da es ein sehr hédufig verwendetes Housekeeping Gen ist und
stabile Expressionsraten zeigt (Thellin et al., 1999; Bas et al., 2004). Zudem wird die
Vergleichbarkeit mit in vorangegangenen Bauernstudien durchgefiihrten Genexpressions-
analysen ermoglicht, die ebenfalls 18S rRNA verwendeten (Lauener et al., 2002; Ege et al.,
2007).
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Ergebnisse der bivariaten Analysen mit den stetigen Daten

Beim Vergleich der stetigen, nicht-adjustierten Genexpressionsdaten wurde deutlich, dass die
Gene ILT3 und ILT4 bei den Bauern signifikant hoher exprimiert waren als bei den Nicht-
Bauern. FOXP3, ebenfalls bei der Bauerngruppe hoéher exprimiert, verfehlte knapp die
Signifikanzgrenze.

Betrachtet man die Ergebnisse ldnderweise, so féllt auf, dass die Schweiz nicht mit den
anderen Lindern iibereinstimmte. Hier war die Genexpression von IDO, ILT3, ILT4 und
RGSI1 bei den Nicht-Bauern signifikant hoher als bei den Bauern. Analysierte man die vier
Lander ohne die Schweiz, so war nun IDO, ILT3, ILT4 und FOXP3 bei Bauernkindern
signifikant hoher exprimiert. Bei ILT3 und ILT4 ergaben sich hochsignifikante Unterschiede
zwischen Bauern- und Nicht-Bauernkindern. Aufgrund dieser lidnderspezifischen Unter-
schiede schien es nicht gerechtfertigt, alle Lander gemeinsam zu auszuwerten. Bei den
folgenden Auswertungen wurden die Lénder ohne die Schweiz und die Schweiz stets getrennt
voneinander analysiert. Mdgliche Griinde, warum die genannten Gene im Nabelschnurblut
der Schweizer Bauernkinder niedriger exprimiert sind, werden im spéteren Verlauf der
Diskussion erldutert.

Die anfangs aufgestellte Hypothese einer hoheren Expression der untersuchten Gene bei den
Bauernkindern bestitigte sich in der Gesamtpopulation ohne Schweiz fiir IDO, ILT3, ILT4
und FOXP3. Auf der Ebene der einzelnen Léander bestitigte sich die Vermutung fiir dieselben
Gene in Deutschland, Finnland, Osterreich und Frankreich. Diese Unterschiede zwischen
Bauernkindern und Kontrollen erreichen jedoch nicht immer das Signifikanzniveau von 0,05,

was wahrscheinlich auch an der geringeren Fallzahl der einzelnen Léander liegt.

Ergebnisse der bivariaten Analysen mit den kategorisierten Daten:

Nach Dichotomisierung der Genexpressionsdaten sind die Unterschiede zwischen den
Bauern- und Kontrollkindern weniger ausgepriagt. Man kann dies mit dem Informationsverlust
begriinden, den eine Einteilung von stetigen Daten in zwei Kategorien zur Folge hat. Der
Informationsgehalt der dichotomisierten Variablen beschrinkt sich nur auf das Vorhandensein
eines bestimmten Merkmals, z.B. ob die relative Genexpression im unteren Quartil liegt.
Wenn die Testvoraussetzungen fiir bestimmte Verfahren nicht erfiillt werden, bietet die
Dichotomisierung der Daten den Vorteil, dass entsprechende Tests fiir dichotome Variablen
angewendet werden konnen, die praktisch keine Anforderungen an die erhobenen Daten

stellen (z.B. eine Normalverteilung).
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Héufig findet der Median Verwendung als Schwellenwert fiir die Dichotomisierung. Dabei
wird angenommen, dass es ein ,,normales* Ausmal} der jeweils betrachteten Variable gibt. In
dieser Arbeit entschied man sich fiir die Einteilung in Werte des ersten Quartils und der
anderen Quartile, da die relativen Genexpressionsdaten groftenteils nahe bei Null lagen.

Es féllt auf, dass nach Dichotomisierung bei ILT3 die signifikanten Unterschiede zwischen
Farmern und Nicht-Farmern in allen fiinf Ldndern und den Léndern ohne Schweiz nicht mehr
bestehen. Auch bei IDO verschwinden die Signifikanzen in den Léndern ohne Schweiz; im
Gegensatz dazu bleiben bei ILT4 und FOXP3 die signifikanten Unterschiede erhalten. Bei
RGS1 ist im Gegensatz zu den stetigen Daten der Unterschied zwischen Bauern- und
Nichtbauern in der Gesamtpopulation nun signifikant.

Bei Betrachtung der einzelnen Lénder ergeben sich einige weitere Verschiebungen in den
Signifikanzen im Vergleich zu den stetigen Daten. In der Schweiz z.B. fillt der Chi*-Test nur

noch fiir ILT4 signifikant aus, fiir IDO, ILT3 sowie RGS1 dagegen nicht.

Ergebnisse der multivariaten Analysen

Die Regressionsanalysen wurden nur fiir die Linder gerechnet, in denen fiir die jeweiligen
Gene in den bivariaten Analysen bereits signifikante Unterschiede zu erkennen waren
(Tabelle 8). Es wurde fiir alle Confounder adjustiert, die einen signifikanten Einfluss auf die
Genexpression hatten (siche Tabellen 9 und 10).

ILT4

Bei ILT4 stellte sich heraus, dass das Vorhandensein dlterer Geschwister, Haustiere und das
Geschlecht ,,Confounder® darstellen, die den Einfluss des Farmerstatus auf die ILT4-
Expression modifizieren. Dies ist insofern interessant, da Strachan bereits 1989 einen inversen
Zusammenhang zwischen allergischer Rhinitis und der Anzahl der Geschwister sowie der
Geburtenreihenfolge in groBeren Familien fand (Strachan, 1989). Die Frage, ob Haustiere bei
Kindern das Risiko fiir eine Sensibilisierung gegeniiber Allergenen und fiir die Entwicklung
allergischer Erkrankungen erhohen oder erniedrigen, wird in der Literatur kontrovers
diskutiert (Anyo et al., 2002; Holscher et al., 2002; Lau et al., 2005; Waser et al., 2005). Dass
das Geschlecht einen Einfluss auf die Entwicklung kindlicher Atemwegserkrankungen hat, ist
seit langem bekannt. Beispielsweise zeigen Jungen wihrend der Kindheit héufiger ein
pfeifendes Atemgerdusch (,,wheezing®) als Méadchen (Dodge und Burrows, 1980); und es ist
bei den Jungen wahrscheinlicher, dass dieses Atemgerdusch persistiert (Martinez et al., 1995).
Auch weisen Jungen héufiger als Médchen erhdhte IgE-Werte bei der Geburt sowie wahrend
der Kindheit auf (Nickel et al., 2005).
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Bei den multivariaten Analysen blieb nach Adjustierung fiir Lénder, Geschlecht, dltere
Geschwister und Haustiere der Einfluss des Farmerstatus auf die Expression von ILT4
signifikant. Um den ,,Bauerneffekt genauer zu analysieren, wurden anschlieBend weitere
Faktoren getestet, die fiir die Exposition auf dem Bauernhof charakteristisch sind. Da einige
dieser Variablen stark kollinear sind, z.B. ,,Mutter arbeitet auf dem Bauernhof** und ,,hdufiger
Kontakt zu Kiihen, ist es nicht sinnvoll, diese gleichzeitig in ein Regressionsmodell
einzuschliefen. ,Mutter arbeitet auf dem Bauernhof*“ hingt fast genauso stark wie der
Farmerstatus mit der ILT4-Expression zusammen. ,,Mutter arbeitet auf dem Hof* untersucht,
welche Frauen aktiv an der Bewirtschaftung des Hofs beteiligt sind und somit einer héheren
mikrobiellen Exposition ausgesetzt sind. Die Frage aus dem Fragebogen bezieht sich nicht
explizit auf die Schwangerschaft, aber vermutlich arbeiten diese Frauen auch wéhrend der
Schwangerschaft auf dem Hof. Untersucht man speziell die Exposition gegeniiber Tieren
wiahrend der Schwangerschaft, so ist die wihrend der Schwangerschaft im Stall verbrachte
Zeit (in Stunden pro Monat) signifikant mit der Genexpression assoziiert, zumindest bei der
Methode der Vorwirtsselektion von Confoundern. Hierbei werden nur diejenigen Confounder
ins Modell einbezogen, die einen signifikanten Einfluss auf die Zielvariable haben. Im
Gegensatz dazu zwingt die Einschluss-Methode alle ausgewéhlten Variablen in die
Regressionsgleichung.

Ein haufiger Kontakt zu Bauernhoftieren in der Schwangerschaft war ebenfalls nur bei der
Vorwirtsselektion signifikant mit der ILT4-Expression assoziiert. Da der Kontakt zu Tieren
offensichtlich eine wichtige Rolle zu spielen scheint, wurde dariiber hinaus untersucht, wie
die Anzahl der Tierspezies, zu denen die Mutter wahrend der Schwangerschaft Kontakt hatte,
das Odds Ratio beeinflusst. Interessanterweise erhohte jede zusitzliche Tierspezies die
Expression von ILT4 um den Faktor von ca. 1,3. Es scheint demnach eine ,,Dosis-Wirkungs-
Beziehung zwischen der Anzahl der Tierspezies, zu denen die Mutter Kontakt hatte, und der
Hohe der ILT4-Expression in Nabelschnurblut zu bestehen.

Diese Beobachtung ldsst vermuten, dass der ,,Bauerneffekt™ auf die Genexpression von ILT4
vor allem durch den Kontakt zu den Bauernhoftieren (d.h. Kiihe, Schweine, Schafe, Pferde)
zustande kommt. Das Trinken roher Milch dagegen scheint keinen Einfluss auf die ILT4-
Expression zu haben. Da es sich bei der PASTURE-Studie um eine Langsschnittstudie
handelt, konnte man verfolgen, wie sich die ILT4-Expression in spiteren Lebensjahren des
Kindes entwickelt und ob die ,,Dosis-Wirkungs-Beziehung* weiterhin bestehen bleibt.
Insgesamt stiitzen die Ergebnisse die Hypothese, dass eine starke mikrobielle Exposition der

Mutter im Stall Auswirkungen auf die Regulation bestimmter Gene im Nabelschnurblut hat.
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Sie weisen weiter auf einen starken miitterlichen Einfluss auf die Entwicklung von
Toleranzmechanismen beim Kind in utero hin.

Im Nabelschnurblut der Schweizer Kinder unterschieden sich die Ergebnisse von denen der
anderen Lander vor allem darin, dass die Effekte in die entgegengesetzte Richtung weisen.
Die adjustierten Odds Ratios sind alle kleiner als Eins.Somit widersprechen die Ergebnisse in
der Schweiz der anfangs aufgestellten Hypothese. Einen signifikanten Einfluss auf die
Genexpression von ILT4 hat bei den Schweizer Kindern nur der haufige Kontakt zu Kiihen in
der Schwangerschaft. Der Farmerstatus, ,,Mutter arbeitet auf dem Bauernhof* und das
Trinken von Frischmilch wihrend der Schwangerschaft haben nach Adjustierung keinen
signifikanten Einfluss, was wahrscheinlich an der geringeren Fallzahl der Schweizer Proben
im Vergleich zur Gesamtpopulation liegt.

IDO, ILT3, RGS1 und FOXP3

Auch fiir IDO, ILT3 und RGSI1 erhielt man bei den multivariaten Analysen in einzelnen
Léandern keine signifikanten Ergebnisse. Die gleiche Beobachtung machte man fiir FOXP3 in
der Schweiz. Dartiber hinaus war der Einfluss des Farmerstatus auf die FOXP3-Expression
auch in allen Landern ohne die Schweiz nicht mehr signifikant, sobald fiir die entsprechenden

Confounder adjustiert wurde.

Stratifizierte Analysen fiir ILT4 und FOXP3

Stratifiziert nach den atopischen Erkrankungen der Mutter

Stratifiziert man nach dem Atopiestatus der Mutter (&rztliche Diagnose fiir Asthma,
Neurodermitis oder Heuschnupfen), so fallt auf, dass nur in der Gruppe der nicht
vorbelasteten Kinder der Farmerstatus signifikant mit der ILT4-Expression assoziiert ist.
Auch die Exposition gegeniiber Tieren bzw. dem Stall hat interessanterweise nur dann einen
Effekt auf ILT4, wenn bei der Mutter keine atopische Erkrankung vorlag.

Bei FOXP3 bestitigt sich, dass nur bei den nicht vorbelasteten Kindern der Bauernstatus
signifikant mit der Genexpression assoziiert ist. Auch das Trinken von Frischmilch wéhrend
der Schwangerschaft hatte in der vorliegenden Arbeit nur dann einen signifikanten Einfluss
auf die FOXP3-Expression, wenn bei der Mutter keine atopische Erkrankung vorlag. Aktuelle
Ergebnisse aus der PARSIFAL-Studie zeigen, dass das Trinken von Bauernhof-Milch beim
Schulkind invers mit Asthma, Rhinokonjunktivitis und der Sensibilisierung gegeniiber
verschiedenen Allergenen assoziiert war und der Effekt unabhédngig von anderen Bauernhof-

typischen Expositionen war (Waser et al, 2007). In dieser multizentrischen
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Querschnittsstudie wurden Schulkinder aus Bauernfamilien, Kinder, die eine Rudolf Steiner-
Schule besuchen, sowie Kinder aus jeweils einer Kontrollgruppe miteinander verglichen.
Stratifizierung nach dem Rauchverhalten der Mutter

Stratifizierte man nach ,,jemals mehr als 5 Schachteln geraucht* und ,,Rauchen wihrend der
Schwangerschaft“, so war nur bei Kindern, deren Miitter nicht geraucht haben, der
Farmerstatus signifikant und positiv mit der ILT4-Expression assoziiert. Ahnliches
beobachtete man auch fir FOXP3. Nur bei den Nichtraucherinnen bestand ein positiver,
signifikanter Zusammenhang zwischen Bauernstatus und Genexpression im Vergleich zu den
Miittern, die jemals mehr als flinf Schachteln geraucht hatten. Bei Stratifizierung nach
Rauchen in der Schwangerschaft bestand dieser Unterschied bei FOXP3 nicht. Kiirzlich
wurde beobachtet, dass die Zahl an Leukozyten, wie Lymphozyten und (myeloide)
dendritische Zellen im Nabelschnurblut von Kindern, deren Miitter in der Schwangerschaft
geraucht hatten, signifikant erniedrigt waren (Pachlopnik Schmid et al., 2007). Dariiber hinaus
zeigten Noakes und Mitarbeiter, dass Kinder von Raucherinnen im Vergleich zu Kindern von
Nicht-Raucherinnen deutlich abgeschwéichte TLR-vermittelte Immunantworten im
Nabelschnurblut aufwiesen (Noakes et al., 2006). Durch TLR-vermittelte Signale werden
auch regulatorische Immunantworten gefordert, die postnatal allergische Erkrankungen
verhindern koénnen. Es erscheint daher mdglich, dass eine erhohte Expression von
immunregulatorischen Molekiilen bei den Bauernkindern durch die negativen Auswirkungen

des Rauchens auf das kindliche Immunsystem aufgehoben bzw. gegenreguliert werden.

Mikrobielle Exposition auf dem Bauernhof und regulatorische T-Zellen

Kinder, die auf Bauernhofen aufwachsen, sind hoheren Konzentrationen an Endotoxinen
(LPS) ausgesetzt als Nicht-Bauernkinder. Der TLR4-Ligand Lipopolysaccharid (LPS) ist
Bestandteil der &uBeren Membran gramnegativer Bakterien und besteht aus einem
Polysaccharidanteil und einem Lipidanteil (Lipid A), der fiir die toxische Wirkung
verantwortlich ist.

Tulic und Mitarbeiter fiihrten Versuche an explantierter Mucosa von atopischen und nicht-
atopischen Kindern durch. Sie stellten fest, dass LPS Stimulation in der Mucosa von
atopischen Kindern eine allergen-induzierte Th2-vermittelte Entziindung verhindern konnte
und Th1-Zytokine hochregulieren konnte (Tulic et al., 2004). TLR4 kann, neben TLRS, TLR7
und TLR8 von CD4'CD25" T-Zellen exprimiert werden (Caramalho et al., 2003), und die
TLR4-Expression wird durch LPS erhoht (Tulic et al., 2004). In der ALEX-Studie war die
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mRNA-Expression von TLR2 und CD14 im peripheren Blut von Bauernkindern im Vergleich
zu den Kontrollkindern signifikant erhoht (Lauener et al., 2002).

Caramalho et al. beobachteten auBerdem, dass der TLR4-Ligand LPS in CD4'CD25" T-
Zellen die Hochregulierung verschiedener Aktivierungsmarker auf ihrer Zelloberfldche
induzierte, was das Uberleben und die Proliferation der Zellen forderte (Caramalho et al.,
2003). Die Behandlung der CD4'CD25" T-Zellen mit LPS konnte deren Suppressor-Aktivitit
in vitro um das Zehnfache steigern.

Zusammenfassend deuten diese Ergebnisse daraufhin, dass das angeborene Immunsystem auf
die mikrobielle Exposition in der Umwelt reagiert und Toleranzmechanismen aktiviert.

IDO

Erginzend zu diesen Untersuchungen wurde gezeigt, dass mikrobielle Produkte, ndmlich LPS
und synthetische Oligodesoxynukleotide, also immunstimulatorische Sequenzen aus
bakterieller DNA (TLR9 Liganden), die Expression des Enzyms IDO in vitro und in vivo
induzieren konnen (Hissong et al., 1995; Hayashi et al., 2001).

In einem tierexperimentellen Asthma-Modell konnte eine Induktion von IDO durch
bakterielle DNA die Lunge vor Thl- und Th2-vermittelter Entziindung schiitzen (Hayashi et
al., 2004). Die Autoren postulierten, dass das angeborene Immunsystem dabei einen
sofortigen protektiven Effekt durch die Induktion von IDO vermittelt. Eine erhohte Aktivitét
von IDO fiihrt dem Modell nach zum Zelltod von T-Helferzellen, bedingt durch Tryptophan-
Mangel und der Entstehung toxischer Tryptophan-Abbauprodukte. Ferner vermittelte IDO die
Entfernung von Sauerstoffradikalen, so dass Entziindungsreaktionen in der Lunge
abgeschwicht wurden. Andererseits gibt es nach Stimulation mit mikrobiellen Produkten tiber
IDO auch einen ,,Langzeitschutz*: Die Induktion der adaptiven Immunantwort geschieht {iber
IDO-produzierende dendritische Zellen, die eine regulatorische T-Zellantwort hervorrufen
(Mellor et al., 2003). Die Wirkung auf das adaptive Immunsystem wiirde auch im Einklang
mit epidemiologischen Studien stehen, die zeigen, dass die mikrobielle Exposition in der
frithen Kindheit einen langandauernden Schutz vor atopischen Erkrankungen bis ins
Erwachsenenalter gewéhrt (Riedler et al., 2001).

Die bei den Bauernkindern vermutete hohere Expression von IDO konnte im Rahmen dieser
Arbeit nur bei der Analyse der nicht-adjustierten Daten bestitigt werden. Der Median der
relativen Expression war bei den Bauernkindern im Vergleich zu den Nicht-Bauernkindern in

allen Lindern mit Ausnahme der Schweiz hoher.
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FOXP3

Wie oben beschrieben war nur bei Kindern von Miitter ohne atopische Erkrankung der
Bauernstatus signifikant mit der Genexpression von FOXP3 assoziiert. Der Einfluss der
miitterlichen Atopie auf die FOXP3-Expression im Nabelschnurblut steht im Einklang mit
einer anderen Studie: In mononukledren Zellen aus Nabelschnurblut von Kindern, deren
Miitter nicht atopisch waren, war die Expression von FOXP3 im Vergleich zu Kindern von
atopischen Miittern erhoht. Die durch den TLR2-Agonisten Peptidoglykan in vitro induzierte
IL-10 Produktion korrelierte dabei mit der FOXP3-Expression (Schaub et al., 2006). Auch
von Amoudruz et al. wurde postuliert, dass die Kapazitit, auf mikrobielle Stimuli zu
antworten, im Nabelschnurblut von Miittern mit Allergien reduziert ist: Die mononukledren
Zellen im Nabelschnurblut der Kinder von allergischen Miittern hatten eine deutlich
niedrigere Expression von TLR2 und TLR4 verglichen mit Zellen der Kinder von Miittern
ohne Allergien (Amoudruz et al., 2005).

Zusammenfassend sind bei Kindern mit erhohtem Atopierisiko Ty, assoziierte Gene wie
FOXP3 im Nabelschnurblut niedriger exprimiert als bei nicht-vorbelasteten Kindern. Diese
Kindere haben mdglicherweise eine reduzierte Féhigkeit, auf Mikroorganismen zu reagieren.
Dadurch konnte es, zusammen mit zusétzlichen Umwelteinfliissen, leichter zur Entstehung
atopischer Erkrankungen kommen.

In der bronchoalveoldren Lavage Fliissigkeit (BALF) asthmatischer Kinder war die Anzahl
der CD4'CD25" T-Zellen im Vergleich zu gesunden Kindern oder Kindern mit Husten
erniedrigt und deren Funktion eingeschrinkt. In gleicher Weise war die FOXP3 mRNA
Expression in der BALF und im peripheren Blut bei den Asthmatikern im Vergleich zu
beiden Kontrollgruppen niedriger (Hartl et al., 2007).

Auch Lee et al. konnten zeigen, dass Kinder mit allergischen Erkrankungen weniger
CD4'CD25" T-Zellen besitzen als Kontrollkinder. Uberraschenderweise fanden sie jedoch
heraus, dass die Anzahl an CD4'CD25" T-Zellen und die mRNA Expression von FOXP3 bei
Kindern mit persistierender allergischer Rhinitis oder schwerem Asthma im Vergleich zu
Kindern mit leichter allergischer Rhinitis oder leichtem Asthma erhdht war. Dies steht im
Widerspruch zu den bisherigen Beobachtungen, dass CD4'CD25" T-Zellen bei Kindern mit
allergischen Erkrankungen in ihrer Anzahl vermindert und funktionell eingeschrinkt sind. Die
Autoren vermuten, dass Ty, in Reaktion auf schwere atopische Erkrankungen moglicherweise

verstirkt gebildet werden (Lee et al., 2007).
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Die Rolle von FOXP3 in der Entwicklung des neonatalen Immunsystems ist noch nicht
abschlieBend gekldrt. In dieser Arbeit wurde erstmalig die FOXP3-Expression im Rahmen

einer epidemiologischen Bauernstudie untersucht.

ILT3 und ILT4

Humane Endothelzellen sind in der Lage, Antigene zu prisentieren und T-Zellen zu
aktivieren; sie werden daher auch semi-professionelle APC genannt. In einer aktuellen
Untersuchung wurden CD4" T-Zellen mit stimulierten Nabelvenen-Endothelzellen
kokultivert, worauthin die T-Zellen proliferierten. Es zeigte sich, dass eine Vorbehandlung
der Endothelzellen mit IL-10 zur Inhibierung der T-Zellproliferation fiithrte. Die IL-10-
Behandlung fiihrte neben der Hochregulierung von SOCS-3, einem negativen Regulator der
Zytokin-Sekretion, auch zu einer Induktion von ILT3 und ILT4 in den Endothelzellen. Die
Antikorpervermittelte Blockade von ILT3 und ILT4 resultierte in einer fast vollstindigen
Wiederherstellung der T-Zellproliferation (Gleissner et al., 2007). Dieser Effekt wurde jedoch
nicht durch eine Induktion von Ty, vermittelt. Daher wird vermutet, dass die Expression von
ILT3 und ILT4 in Endothelzellen direkt suppressiv auf T-Zellen wirkt und nicht {iber die
Modulation kostimulatorischer Molekiile oder die Induktion von Tre.

Die Arbeitsgruppe um Katz fiihrte eine Reihe von in vitro Experimenten durch, um die Rolle
von gp49B1 bei der Mastzell-abhdngigen anaphylaktischen Entziindungsreaktion zu
untersuchen. gp49B1 ist das Maus-Homolog des humanen ILT3; es wurde spéter als Mitglied
der LILRB-Familie identifiziert und in ILT3 umbenannt. Sie beobachteten, dass im gp49B1
Molekiil die beiden ITIM-Doménen (Immunrezeptor Tyrosin-basierende inhibitorische
Motive), die fiir eine Plasmamembranrekrutierung der SHP-1 Tyrosinphosphatase essentiell
sind, auch fiir die Hemmung der IgE-vermittelten Mastzellaktivierung verantwortlich sind
(Lu-Kuo et al., 1999). Auf molekularer Ebene geschieht dabei Folgendes auf der Mastzelle:
Nach Vernetzung von gp49B1 (ILT3) mit FceRI, dem hochaffinen Fc Rezeptor fiir IgE,
assoziiert SHP-1 voriibergehend mit ILT3. Darauthin werden der Austritt von Calcium aus
intrazelluldren Speichern und der Einstrom von extrazelluldirem Calcium gehemmt. Die
calciumabhédngige Exozytose aus den Mastzellen und damit die Freisetzung von
Entziindungsmediatoren wie Histamin, Prostaglandinen und Leukotrienen wird so verhindert.
Dies fiihrt dazu, dass die ILT3” Maus im Vergleich zur Wildtyp-Maus hohere Inzidenzen und
schwerere Auspragungen von IgE-vermittelten und Mastzell-abhéngigen anaphylaktischen

Entziindungsreaktionen aufweist (Daheshia et al., 2001).
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Aullerdem wurde beobachtet, dass inflammatorische Reaktionen, ausgelost durch LPS-
induzierte Aktivierung von Neutrophilen, bei der ILT3"" Maus stark erhoht war. Bei der
Wildtyp-Maus wurde ILT3 in Neutrophilen als Reaktion auf LPS hochreguliert (Zhou et al.,
2003). Dies deutet darauf hin, dass die Hochregulation von ILT3 auf Neutrophilen ein
angeborener Schutzmechanismus sein konnte, um pathologische Immunantworten auf
bakterielle Bestandteile zu verringern.

In der Maus findet man weitere Ig-dhnliche Rezeptoren, die sogenannten PIRs (paired Ig-like
receptors). Sie sind Maus-Verwandte/Orthologe zu den LILRs des Menschen und bestehen
aus zwei Isoformen, dem aktivierenden PIR-A und dem inhibitorischen PIR-B. Man vermutet
einen Einfluss von PIR-B auf allergische Reaktionen, da in der PIR-B” Maus die Th2-
Immunantwort verstarkt war, die durch eine erhohte IL-4 Produktion sowie eine erhOhte
Produktion von IgG1 und IgE charakterisiert war (Ujike et al., 2002).

Die oben genannten Studien wurden im Mausmodell durchgefiihrt. Sollten sich die
Ergebnisse an humanen Zellen bestitigen, so wiirde dies auf eine wichtige Rolle der
inhibitorischen Rezeptoren ILT3 und ILT4 bei der Entstehung allergischer Reaktionen
hinweisen.

Andere  Arbeitsgruppen untersuchten die Funktion von ILT3 wund ILT4 in
Antigenprasentierenden Zellen, wie dendritischen Zellen, in vitro: Suciu-Foca und Mitarbeiter
fanden heraus, dass T-Suppressor Zellen in antigenprdsentierenden Zellen die
Hochregulierung der inhibitorischen Rezeptoren ILT3 und ILT4 induzieren und die APCs
dadurch ,tolerogen machen. Diese tolerogenen antigenprisentierenden Zellen fordern die
Entstehung von regulatorischen CD4'CD25° T-Zellen. Sie postulieren, dass eine
immunregulatorische Kaskade in Gang gesetzt wird, in der stets neue Tr-Zellen entstehen
(Abbildung 7) (Manavalan et al., 2003; Suciu-Foca et al., 2003).

In der vorliegenden Arbeit wurde eine erhohte Expression vor allem von ILT4 im
Nabelschnurblut von Bauern- im Vergleich zu Nicht-Bauernkindern gefunden (mit Ausnahme
der Schweiz). In Anlehnung an die eben besprochenen Ergebnisse wire es moglich, dass eine
Hochregulierung dieser Rezeptoren auf dendritischen Zellen von Bauernkindern zu deren
hoherer Toleranz gegeniiber mikrobieller Stimulation beitrdgt. Um die These zu tiberpriifen,
konnte man z.B. mittels Durchflusszytometrie spezifizieren, welche Zellpopulation fiir die

Hochregulation dieser inhibitorischen Rezeptoren verantwortlich ist.
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RGS1

Fiir RGS1 ergibt sich insgesamt ein anderes Bild als fiir die restlichen vier untersuchten Gene:
RGS1 war tendenziell bei den Bauern niedriger exprimiert als bei den Nicht-Bauern. Dies
stimmte in allen Landern mit Ausnahme von Deutschland iiberein. Der Unterschied erreichte
jedoch beim Vergleich der nicht-adjustierten, stetigen Daten keine Signifikanz, wenn man alle
Linder gemeinsam analysierte. Nur in der Schweiz und in Frankreich war die Expression bei
den Bauernkindern signifikant niedriger als in der Kontrollgruppe. Nach Kategorisieren der
Daten fiel der Unterschied in der Gesamtpopulation und auf der Ebene einzelner Lander nur
noch fiir Frankreich signifikant aus.

Die Rolle von RGS1 bei der Entstehung allergischer Erkrankungen ist bisher noch ungeklért.
Es gibt Hinweise darauf, dass RGS Proteine die Funktion von Immunzellen regulieren. RGS1
und RGS3 sind vorwiegend auf Monozyten und B-Zellen exprimiert, wohingegen RGS2,
RGS3, RGS14, and RGS16 auf T Lymphozyten exprimiert sind (Denecke et al., 1999; Reif
und Cyster, 2000).

Shi et al. machten die Beobachtung, dass Signale durch die Toll-like Rezeptoren TLR3 und
TLR4 eine stark erhohte Expression von RGS1, RGS16 und RGS20 in DCs bewirkten (Shi et
al., 2004). Bauern-Kinder sind bekanntermaBlen héheren Konzentrationen an Endotoxinen
(LPS) ausgesetzt als Nicht-Bauernkinder. Somit sollten hohe Konzentrationen an LPS oder
auch viraler doppelstrangiger RNA durch die Stimulation des TLR4 bzw. TLR3 eine
Erhohung der RGS1-Expression verursachen. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit nicht
bestitigt werden, da RGS1 bei den Bauernkindern im Allgemeinen niedriger exprimiert war.
Allerdings wurden die Genexpressionsanalysen von Lee nach Stimulation mit TLR3 und
TLR4 Liganden an isolierten unreifen DCs durchgefiihrt; hier wurde unstimuliertes Vollblut
analysiert. Nur 0,2 bis 0,7% der im peripheren Blut vorhandenen Leukozyten sind DCs, im
Nabelschnurblut ist der Anteil etwas hoher (Szabolcs et al., 2003; Haller Hasskamp et al.,
2005). Da RGSI nicht nur in DCs, sondern auch in anderen Immunzellen wie B- und T-
Lymphozyten und NK-Zellen exprimiert wird, kann man nicht beurteilen, welche
Zellpopulation fiir die erniedrigte Expression bei den Bauern verantwortlich ist.

AuBlerdem ist bekannt, dass RGS1 und andere RGS-Vertreter die Migration von naiven und
regulatorischen T-Zellen sowie von B-Zellen negativ regulieren konnen (Moratz et al., 2004;
Agenes et al., 2005). In der vorliegenden Arbeit war die RGS1-Expression bei den Bauern im
Vergleich zur Kontrollgruppe erniedrigt. Im Anbetracht der eben besprochenen Ergebnisse

zeigen T- und B-Zellen der Bauernkinder im Vergleich zu den Nicht-Bauernkindern
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moglicherweise eine stirkere Antwort auf verschiedene Chemokine und eine verstirkte
Wanderung in lymphoide Gewebe.
Mit dem heutigen Wissenstand ist eine Einschidtzung der gefundenen Expressionsunterschiede

von RGS1 im Nabelschnurblut nicht moglich.

Heterogenitit der Schweiz im Vergleich zu den anderen Léindern

Wie in vielen multizentrischen epidemiologischen Studien stellt die Heterogenitit der
Studienzentren auch in der PASTURE-Studie eine Herausforderung dar. Beispielsweise war
in der PARSIFAL-Studie der Bauernstaus in Deutschland signifikant und invers mit der
Entstehung von Asthma assoziiert; in den anderen teilnehmenden Léndern war dies nicht der
Fall (Alfven et al., 2006).

In dieser Arbeit wurde bei der Betrachtung der einzelnen Lander deutlich, dass sich die
Genexpression der Schweizer Teilnehmer anders verhélt als die der anderen Lander. In der
Schweiz war der Median fiir die relative Expression von IDO, ILT3, ILT4 und FOXP3 bei
den Bauernkindern kleiner als bei den Nicht-Bauernkindern. Um eine mdogliche Erkldrung
dafiir zu finden, wurde die Studienpopulation auf verschiedene Charakteristika untersucht,
getrennt nach der Schweiz und den anderen Lindern. Zunichst fiel die unterschiedliche
Supplementation mit Mineral- oder Vitaminprdparaten wiahrend der Schwangerschaft auf:
Signifikant mehr Schweizer Miitter als Miitter aus den anderen vier Léndern nahmen
Multivitamin- und Magnesiumpriparate ein. Im Gegensatz dazu wurden in der Schweiz
seltener Calcium-, lodid-, Eisen-, Vitamin C- und Vitamin D-Priparate eingenommen. Diese
Unterschiede sind moglicherweise auf unterschiedliche Empfehlungen der Arzte an die
Schwangeren zuriickzufiihren, da die Erndhrungsgesellschaften Deutschlands, Osterreichs und
der Schweiz einheitliche Referenzwerte fiir die Néhrstoffzufuhr haben.

Deutlich weniger Schweizerinnen nahmen wihrend der Schwangerschaft Antibiotika ein.
Vergleicht man die Erndhrung wéhrend der Schwangerschatft, so fillt auf, dass die Schweizer
signifikant mehr Fleisch, Kése, Eier, Butter und Jogurt aus eigener Erzeugung (direkt vom
eigenen Hof oder von einem anderen Hof) aflen. Demzufolge aflen sie auch signifikant
weniger Kése, Jogurt, Margarine und Buttermilch, die sie im Lebensmittelgeschift gekauft
hatten. Auch der Anteil der Schwangeren, die Frischmilch direkt vom Bauernhof getrunken
haben, ist bei den Schweizern signifikant hoher.

Bei den Werten der spezifischen IgE-Antikorper im Nabelschnurblut fallen zwei signifikante
Unterschiede auf: Mehr Kinder aus der Schweiz hatten ein erhohtes IgE (> 0,2 kU/1) gegen
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Graspollen und Kuhmilch, jedoch konnte bei weniger Schweizer Kindern ein erhohtes IgE
gegen Haselnusspollen nachgewiesen werden.

In der Schweiz war in dieser Studienpopulation jeweils ein grofBerer Anteil der Frauen
verheiratet und mehr Miitter hatten zwei oder mehr Geschwister als in anderen Léndern.
Signifikant weniger Frauen waren erstgebédrend, hatten jemals geraucht und besaflen eine
mittlere oder hohe Schulbildung. Auflerdem hatten weniger Frauen aus der Schweiz wihrend
der letzten 12 Monate Ekzeme oder eine laufende Nase, ohne dass eine Erkéltung vorlag.
Auch bei den Vitern gab es signifikant weniger Schweizer, die in den letzten 12 Monaten
eine laufende Nase hatten, die mindestens zwei Jahre lang regelmiBig morgendlichen
Auswurf hatten oder die mindestens drei Monate des letzten Jahres Husten hatten.

Da die genannten Symptome von atopischen Erkrankungen bei Eltern aus der Schweiz
weniger haufig auftraten, wurden wahrscheinlich auch signifikant weniger Allergie-
vermeidende Mafinahmen vorgenommen, wie Haustiere abzuschaffen oder auf diese zu
verzichten, auf Teppiche und andere Staubfanger zu verzichten oder milbendichte Matratzen
zu kaufen.

Einen Uberblick iiber alle signifikant unterschiedlichen Variablen gibt Tabelle 18 im Anhang.
Inwiefern diese Unterschiede zwischen der Schweiz und den anderen Léndern fiir die

verdnderte Expression der hier untersuchten Gene verantwortlich sind, bleibt noch zu kléren.

Ausblick

Da es sich bei der PASTURE-Studie im Gegensatz zu den meisten bisher durchgefiihrten
Bauernstudien um eine Langsschnittstudie handelt, hat man die Moglichkeit zu untersuchen,
wie sich die Expression der hier untersuchten Gene in den spéteren Lebensjahren der Kinder
entwickelt. Es bleibt abzuwarten, ob sich die ,,Andersartigkeit™ der Schweizer Nabelschnur-
blutproben im Blut der einjdhrigen Kinder bestitigt. Bei den einjdhrigen Kindern kann man
die im ersten Lebensjahr aufgetretenen Symptome atopischer Erkrankungen mit der
Genexpression in Zusammenhang bringen und {iberpriifen, ob eine erhdhte Expression eines
oder mehrerer der untersuchten Gene im Nabelschnurblut eventuell eine pradiktive Aussage
fiir eine spdtere Allergieentwicklung ermoglicht.

Da es sich bei regulatorischen Immunzellen um eine sehr heterogene Population handelt, wére
es interessant, die Zelltypen genauer zu identifizieren, in denen die Expression der

untersuchten Gene erhoht ist.
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7 Zusammenfassung

Epidemiologische Studien zeigen, dass das Heranwachsen auf einem Bauernhof vor
allergischer Sensibilisierung und der Entstehung atopischer Erkrankungen im Kindesalter
schiitzt. Man vermutet, dass die Exposition gegeniiber mikrobiellen Produkten in friihester
Kindheit bzw. prinatal eine entscheidende Rolle bei der Toleranzentwicklung gegeniiber
ubiquitidr vorkommenden Allergenen haben konnte.

Derzeit wird die Theorie diskutiert, dass hidufige mikrobielle Infektionen regulatorische T-Zell
Antworten induzieren, die Thl- und Th2-assoziierte Immunantworten unterdriicken. In der
vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, dass Molekiile, die mit regulatorischen
Immunzellen assoziiert sind, bei den Bauernkindern héher exprimiert sein sollten.

Um diese Hypothese zu tliberpriifen, wurden mittels Real time RT-PCR Expressionsanalysen
der Gene IDO, ILT3, ILT4, RGS1 und FOXP3 im Nabelschnurblut von 938 Kindern (446
Bauern- und 492 Nicht-Bauernkinder) durchgefiihrt. Die Blutproben wurden in flinf
europiischen Lindern (Osterreich, Schweiz, Deutschland, Frankreich und Finnland) im
Rahmen der PASTURE-Studie gewonnen. Zur Berechnung der relativen Genexpression
wurde die komparative Ct-Methode verwendet.

In der Gesamtpopulation aller Lander zeigte sich beim Vergleich der relativen Genexpression,
dass die inhibitorischen Ig-dhnlichen Rezeptoren ILT3 und ILT4 im Nabelschnurblut der
Bauernkinder signifikant hoher exprimiert waren. Es fiel auf, dass die Expression bei IDO,
ILT3, ILT4 und FOXP3 in allen Landern mit Ausnahme der Schweiz bei den Bauern
tendenziell hoher war als bei den Nicht-Bauern. Wenn man die Ergebnisse in den Landern
ohne die Schweiz betrachtete, so ergab sich ein signifikanter Unterschied fiir IDO, ILT3,
ILT4 und FOXP3. Die anfangs aufgestellte Hypothese bestitigte sich somit bei den nicht-
adjustierten Daten in Deutschland, Osterreich, Frankreich und Finnland.

Nach Dichotomisierung der Daten in das erste Quartil und die anderen Quartile wurden
logistische Regressionsanalysen durchgefiihrt, bei denen flir die jeweiligen, zuvor
festgestellten Confounder adjustiert wurde. Dabei zeigte sich bei ILT4, dass in allen Lédndern
ohne die Schweiz vor allem die miitterliche Exposition gegeniiber Bauernhoftieren sowie die
im Stall verbrachte Zeit signifikant und positiv mit der ILT4-Expression assoziiert waren. Es
scheint auBBerdem eine ,,Dosis-Wirkungs-Beziehung* zwischen der Anzahl der Tierspezies, zu
der die Mutter wihrend der Schwangerschaft Kontakt hatte, und der Hohe der ILT4-

Expression in Nabelschnurblut zu bestehen.
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Zusammenfassung

Interessanterweise bestand die Assoziation zwischen Farmerstatus und ILT4-Expression
nicht, wenn man die Subgruppe der Miitter betrachtet, bei denen Asthma, Neurodermitis oder
Heuschnupfen diagnostiziert wurde oder die jemals bzw. wéhrend der Schwangerschaft
geraucht hatten.

Zusammengefasst weisen die vorliegenden Ergebnisse darauf hin, dass eine starke mikrobielle
Exposition der Mutter wihrend der Schwangerschaft zu einer erhdhten Expression von
Genen, die mit der Funktion regulatorischer Immunzellen in Zusammenhang stehen, im
Nabelschnurblut fiihrt. Sie deuten auf einen starken miitterlichen Einfluss auf die Entwicklung

von Toleranzmechanismen beim Kind in utero hin.
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8 Anhang

Tabelle 18 Signifikante Unterschiede zwischen den Studienteilnehmern aus der Schweiz und den anderen

Lindern

Schweizer | Teilnehmer | p-Wert
Teilnehmer | der
N (%) anderen
Léinder
N (%)
Vitamin- und Multivitaminpréparate 135 (69) 255 (35) <0,001
Mineralstoffsupplementation | Vitamin C 5(3) 62 (9) <0,001
withrend der Vitamin D 3(2) 92 (13) <0,001
Schwangerschaft: Todid 2(1) 124 (17) <0,001
Magnesium 123 (62) 308 (42) <0,001
Calcium 12 (6) 108 (15) <0,001
Eisen 95 (48) 421 (58) <0,05
Exposition wihrend der Hund im Haus 14 (7) 133 (18) <0,001
Schwangerschaft: Hund im Schlafzimmer 2(D 49 (7) <0,001
Katze im Haus 30 (15) 165 (23) <0,05
Feuchtigkeitsflecken/Schimmel in der 32 (16) 189 (26) <0,001
Wohnung wihrend des letzen Jahres
Aufenthalt in der Scheune 97 (52) 290 (42) <0,05
Kontakt zu Schweinen mind. mehrmals pro | 26 (13) 53(7) <0,05
Woche
Kontakt zu Hasen mind. mehrmals pro 41 (21) 104 (15) <0,05
Woche
Medikamente bzw. Antibiotika im 1., 2. oder 3. Trimenon 29 (15) 182 (25) <0,001
Erkrankungen wihrend der | Medikamente zur Lungenreifung vor der 10 (5) 10 (1) <0,001
Schwangerschaft: Geburt
Atemwegserkrankung mit Fieber wahrend | 13 (7) 84 (11) <0,05
der Schwangerschaft
vor Geburt im Krankenhaus aufgrund 20 (10) 40 (6) <0,05
vorzeitiger Wehen/Blutungen
Odeme wihrend der Schwangerschaft 66 (34) 303 (42) <0,05
Medikamente bzw. Gelbsucht innerhalb der ersten 43 (22) 227 (31) <0,05
Erkrankungen des Lebenswoche
Neugeborenen: Antibiotika innerhalb der ersten 1(D) 27 (4) <0,05
Lebenswoche
Diarrhoe innerhalb der ersten 0(0) 16 (2) <0,05
Lebenswoche
Erzeugnisse vom eigenen Kése 50 (25) 47 (6) <0,001
oder einem anderen Hof Jogurt 33(17) 23 (3) <0,001
wihrend der Dickmilch 2(1) 65 (9) <0,001
Schwangerschaft: Eier 114 (58) 305 (41) <0,001
gekochtes Obst/Beeren 38 (19) 293 (40) <0,001
gefrorenes Obst/Beeren 21 (11) 143 (20) <0,001
Butter 32 (16) 35(5) <0,001
Fleisch 101 (51) 297 (40) <0,001
Kartoffeln 72 (37) 350 (48) <0,001
gefrorenes Gemiise 54 (27) 123 (18) <0,001
Frischmilch vom Bauernhof 102 (52) 303 (41) <0,001
Nahrungsmittel aus dem Kése 135 (69) 648 (88) <0,001
Lebensmittelgeschift: Margarine 37 (19) 274 (39) <0,001
Buttermilch 312 64 (9) <0,001
Jogurt 155 (79) 656 (89) <0,001
Quark 35(18) 199 (27) <0,001
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Mutter: verheiratet 183 (93) 514 (70) <0,001
erstgebdrend 48 (24) 237 (32) <0,05
2 oder mehr Geschwister 163 (83) 456 (62) <0,001
jemals geraucht 45 (23) 312 (42) <0,001
Realschulabschluss oder hoherer 142 (72) 633 (86) <0,001
Schulabschluss
Nationalitdt des jeweiligen 181 (92) 718 (98) <0,001
Studienzentrums
Ekzeme jemals 30 (15) 185 (25) <0,001
Ekzeme in den letzten 12 Monaten 12 (6) 98 (13) <0,001
laufende Nase ohne Erkéltung in den 69 (35) 317 (43) <0,05
letzten 12 Monaten
zwischen dem 10. und 18. Lebensjahr beim | 147 (75) 478 (65) <0,05
Heuen geholfen
Auf dem Hof, auf dem Mutter als Kind 1 (1) 34 (5) <0,001
lebte, wurden andere Tiere aufler Kiihe
oder Schweine gehalten
Vater: Realschulabschluss oder hoherer 104 (55) 529 (75) <0,001
Schulabschluss
Nationalitit des jeweiligen 178 (93) 706 (99) <0,001
Studienzentrums
2 oder mehr Geschwister 158 (82) 483 (68) <0,001
Schweine auf dem Bauernhof, auf dem 25(13) 32 (5) <0,001
Vater als Kind lebte
jemals geraucht 77 (40) 400 (56) <0,001
Auswurf an d. meisten Tagen mind. 3 8(4) 88 (12) <0,001
Monate pro Jahr
Husten an d. meisten Tagen mind. 3 4(2) 60 (9) <0,001
Monate pro Jahr mind. 2 Jahre lang
Auswurf an d. meisten Tagen mind. 3 7(4) 73 (10) <0,001
Monate pro Jahr mind. 2 Jahre lang
Husten an d. meisten Tagen mind. 3 7 (4) 68 (10) <0,001
Monate pro Jahr
laufende Nase in den letzten 12 Monaten | 56 (29) 286 (40) <0,001
ohne Erkiltung
COPD 32 36 (5) <0,05
Katze wahrend des ersten Lebensjahres des | 117 (63) 366 (54) <0,05
Vaters
Allergievermeidende Allergievermeidende MaBnahmen 17 (9) 143 (19) <0,001
MaBnahmen/Veridnderungen | Verzicht auf Teppiche 10 (5) 96 (13) <0,001
im Kinderzimmer: milbendichte Matratzen/Betten 4(2) 55 (8) <0,001
Haustiere vermieden/abgeschafft 8(4) 74 (10) <0,001
neuer Teppich im Kinderzimmer wéhrend | 10 (5) 9(1) <0,001
des letzten Jahres
neue Tapete im Kinderzimmer 32 49 (7) <0,001
IgE im Nabelschnurblut: Gras IgE 16 (8) 20 (3) <0,001
Kuhmilch IgE 25(13) 46 (6) <0,001
Haselnusspollen IgE 1(1) 32 (4) <0,001
Sonstiges: Entfernung zum nichsten Haus hochstens | 31 (16) 165 (23) <0,001
100 Meter
Felder in der Néhe werden regelmafBig 175 (89) 553 (76) <0,001
geodelt
Komposthaufen auf dem Grundstiick 136 (69) 241 (33) <0,001

N: absolute Anzahl, %: Anteil der Teilnehmer aus der Schweiz bzw. den anderen Léndern in %; p-Wert des

Chi*-Test
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Tabelle 19 Charakterisierung der Studienpopulation: Miitter mit Nabelschnurblut RNA-Proben

Nicht-Farmer Farmer
n/N % n/N % p-Wert* p-Wert*
nur RNA Gesamtpop.
Alter der Mutter
n=938 492 446
18-25 78 15,9 59 13,2 0,025 0,013
26-35 361 73,4 310 69,5
35-45 53 10,8 76 17,0
tiber 45 0 0,0 1 0,2
BMI der Mutter
Median (Min-Max) 224 (16,1-43)5) 23,3 (16,1 -48,3) <0,001 <0,001
Gestationsalter (SSW)
Median (Min-Max) 40,0 (37-43) 40,0 (37-43) 0,460 0,729
Schulabschluss
n=938 492 446
keiner 4 0,8 7 1,6 0,008 0,001
Hauptschule 68 13,8 90 20,2
Realschule 202 41,1 192 43,0
(Fach)Abitur/Hochsch. 218 443 157 35,2
Asthma
n=938 492 446
51 10,4 32 7,2 0,086 0,080
Diagnose Asthma
n=936 491 445
fehlend: 2 45 9,2 28 6,3 0,102 0,091
Allergische Rhinitis
n=938 492 446
157 31,9 90 20,2 <0,001 <0,001
Diagnose allerg. Rhinitis
n=938 492 446
103 20,9 59 12,0 0,002 <0,001
Neurodermitis
n=938 492 446
48 9,8 33 7,4 0,199 0,305
Diagnose Neurodermitis
n=938 492 446
45 9,1 30 6,7 0,172 0,367
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Fortsetzung von Tabelle 19

Mutter arbeitet aktiv auf dem Bauernhof
n=937 492
fehlend: 1 1

Rauchen wihrend der Schwangerschaft
n=938 492
34

Frischmilch wihrend der Schwangerschaft
n=938 492
76

Wird die Milch abgekocht?

n=937 492

ja, im Sommer 1

ja, immer 21

nein 470

Haustiere

n=938 492
227

Katzen

n=937 492

fehlend: 1 116

Hunde

n=935 491

fehlend: 3 94

0,2

6,9

15,4

0,2
43
95,5

46,1

23,6

19,1

445
344

446
24

446

345

445

78

358

446
369

445
306

444
207

77,3

5,4

77,4

2,0
17,5
80,4

82,7

62,2

46,6

<0,001

0,331

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

0,624

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

0,005

*Chi-Quadrat-Test bei nominal- bzw. ordinalskalierten Daten, Mann-Whitney-U-Test bei metrischen Daten
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Tabelle 20 Charakterisierung der Studienpopulation: Viter von Kindern mit Nabelschnurblut RNA-
Proben

Nicht-Farmer Farmer p-Wert* p-Wert*
n/N % n/N %  nur RNA Gesamtpop.
Alter des Vaters
n=915 475 440
bis 25 36 7,6 17 3,9 0,018 0,006
26 -35 288 60,6 252 57,3
iiber 35 151 31,8 171 38,9
Asthma
n=915 475 440
36 7,6 24 24,0 0,195 0,150
Diagnose Asthma
n=912 473 439 0,133 0,235
fehlend: 3 28 5,9 22 5,0
Allergische Rhinitis
n=915 475 440
158 33,3 73 16,6 <0,001 <0,001

Diagnose allerg. Rhinitis

n=914 475 439 <0,001 <0,001
fehlend: 1 97 20,4 27 6,2
Neurodermitis
n=915 475 440
42 8,8 35 8,0 0,629 0,839

Diagnose Neurodermitis
n=913 474 439
fehlend: 2 27 5,7 29 6,6 0,054 0,187

Leben auf Bauernhof mit Viehhaltung
n=915 475 440
4 0,8 422 95,9 <0,001 <0,001

Vater aktiv auf Bauernhof

n=915 475 440
1 02 403 91,6 <0,001 <0,001
Rauchen
n=913 474 439 0,159 0,569
fehlend: 2 132 27,8 110 25,1
Schulabschluss
n=915 475 440 <0,001 <0,001
kein 27 5,7 13 3,0
Hauptschule 89 18,7 139 31,6
Realschule 182 38,3 186 42,3
(Fach-)Abitur/Hochs. 174 36,6 95 21,6
Sonstige 3 0,6 7 1,6
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Tabelle 21 Charakterisierung der Studienpopulation: Kinder mit Nabelschnurblut RNA-Proben

Nicht-Farmer Farmer
n/N % n/N % p-Wert* p-Wert*
nur RNA Gesamtpop.
Geschlecht
n=927 484 443
Junge 246 50,8 223 50,3 0,882 0,988
Maédchen 238 49,2 220 49,7
Anzahl der Geschwister
n=938 492 446
keine 214 43,5 114 25,6 <0,001 <0,001
1 170 34,6 119 26,7
2 83 16,9 139 31,2
3 und mehr 25 5,1 74 16,6
Entbindung
n=927 484 443
stationér 467 96,5 437 98,6 0,035 0,029
ambulant 17 3,5 6 1,4
Geburtsmodus
n=920 480 440 0,384 0,087
spontan 375 78,1 359 81,6
vaginale Op. 25 5,2 17 3,9
Sectio 80 16,7 64 14,5
Wurde jemals gestillt?
n=927 484 443
Jja 448 92,6 403 91,0 0,378 0,415
nein 36 7.4 40 9,0
Wird zur Zeit gestillt? (Alter ca. 2 Monate)
n=926 483 443 0,209 0,082
ausschlieBlich 296 61,3 258 58,2
nicht ausschlieBlich 61 12,6 74 16,7
nein 126 26,1 111 25,1
Geburtsgewicht (g)
Median (Min-Max) 3450 (1990 - 5450) 3545 (1900 - 5100) <0,001 <0,001

*Chi-Quadrat-Test bei nominal- bzw. ordinalskalierten Daten, Mann-Whitney-U-Test bei metrischen Daten
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