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Verwendete Abklrzungen:

Ag Antigen

AD atopische Dermatitis

APZ antigenprésentierende Zellen

AR allergische Rhinokonjunktivitis
BHR bronchiale Hyperreagilibilitat
NBMZ Nabelschnurblut Mononukleére Zellen
CD Cluster of Differentiation

DZ dendritische Zellen

FA Familienanamnese

IgE Immunglobulin E

IL Interleukin

INF Interferon

LPS Lipopolysaccharid

NK-Zellen naturliche Killerzellen

MHC Major Histocompatibility Complex
Pl Phorbol-12-Myristat-13-Acetat und lonomycin
PBMZ periphere Blut Mononukleére Zellen
SEB Staphylokokken Enterotoxin B
Tc-Zellen zytotoxische T-Zellen

TZR T-Zell-Rezeptor

TGF Transforming Growth Factor
Th-Zellen T-Helferzellen

TNF Tumornekrosefaktor

Treg regulatorische T-Zellen



1 Einleitung
1.1  Beschreibung und Entstehung allergischer Erkrankungen

1.1.1 Definition und Zusammenhang zwischen Allergie und Atopie

Der Begriff Allergie wurde zum ersten Mal von Pirquet 1906 beschrieben [77]. Er
definierte darunter eine veranderte, uberschiefende Immunreaktion beim zweiten oder
folgenden Kontakt mit einem harmlosen Allergen. Beim Erstkontakt mit dem Allergen
kommt es zundchst zur Sensibilisierung und erst bei erneuter Allergenexposition erfolgt
dann die allergische Reaktion. Heute wird eine Typ-I-Uberempfindlichkeitsreaktion
(Allergische Reaktion vom Soforttyp nach Coombs und Gell [19]) als Allergie
bezeichnet. Hierbei kommt es zu einer Uberschiefenden Produktion von spezifischen
IgE-Antikorpern gegen harmlose nicht pathologische Antigene. Durch die Vernetzung
Mastzellgebundener IgE-Antikérper mit Antigenen, werden aus den Mastzellen
Mediatoren freigesetzt, die dann zu den allergischen Symptomen fiihren [53]. Zu den
klinischen Manifestationen zéhlen zum Beispiel das Asthma bronchiale, die atopische

Dermatitis und die allergische Rhinokonjunktivitis [53].

Der Begriff Atopie wurde erstmalig 1923 von Coca und Cooce verwendet [19]. Atopie
bezeichnet die genetische Veranlagung, d.h. die Neigung eines Menschen zur Typ-I-

Uberempfindlichkeitsreaktion.

1.1.2 Epidemiologie und Pravalenz allergischer Erkrankungen

Im Laufe der letzten Jahrzehnte ist die Pravalenz von Asthma, atopischer Dermatitis
und allergischer Rhinokonjunktivitis in den westlichen Industrieldndern stark
angestiegen [13]. Zur Zeit scheint jedoch ein Plateau erreicht zu sein [161]. So leiden
nach Schatzungen der WHO (World Health Organisation) ca. 300 Millionen Menschen
weltweit an Asthma und im Jahr 2005 sind daran 255 000 Menschen verstorben [3].
Allein in Deutschland wird bei Erwachsenen die Pravalenz von Asthma auf ca. 5-9%
geschétzt, bei Neurodermitis liegt der Anteil der Betroffenen zwischen 9% und 12%
und bei allergischem Schnupfen zwischen 18% und 25%. Bei allen drei Krankheiten
nimmt die Prévalenz mit dem Alter ab [30]. Auch in anderen Studien zeigte sich
deutlich der bedrohliche Anstieg in der Prévalenz allergischer Erkrankungen. So konnte
in einer Studie eine Verdoppelung der Prdvalenz von Asthma, allergischer
Rhinokonjunktivitis und atopischer Dermatitis bei schwedischen Schulkindern zwischen
1979 und 1991 nachgewiesen werden [5]. Laut einer finnischen Studie verdreifachte
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sich sogar die Prdvalenz von Asthma und allergischer Rhinokonjunktivitis bei
Erwachsenen von 1977 bis 1991 [114]. Die ISAAC-Studie (International Study of
Asthma and Allergies in Childhood) war die erste weltweit durchgefiihrte Studie mit
einem einheitlichen, standardisierten Fragebogen, die eine bessere Vergleichbarkeit und
allgemeine Aussagen ermoglichte. Anhand dieser Studie wurden groRe regionale
Unterschiede in der Pravalenz von allergischen Krankheiten bei Kindern deutlich [1].
Daruber hinaus zeigte sich auch hier deutlich, dass Asthma inzwischen zu der
haufigsten chronischen Erkrankung im Kindesalter geworden ist. So liegt weltweit die
Hé&ufigkeit von kindlichem Asthma im Mittel bei 14%, wobei Australien, Neuseeland,
USA, Kanada und einzelne europdische Lander die héchsten Anteile mit bis zu 36%
aufweisen [1].

1.1.3 Beschreibung, Ursachen und Auswirkungen allergischer Erkrankungen

Das Asthma bronchiale ist eine chronisch-entziindliche Erkrankung der Atemwege.
Durch die Entziindung kommt es zu rezidivierenden Episoden mit Husten, Giemen,
Dyspnoe und Engegefiihl in der Brust, insbesondere nachts und frihmorgens.
Aullerdem besteht eine bronchiale Hyperreaktivitat gegenlber verschiedenen Stimuli
[2]. Die Einteilung erfolgt nach pathogenetischen Kriterien (extrinsic versus intrinsic
Asthma) und nach klinischem Schweregrad (leicht, mittel, schwer), abhangig von der
Anzahl der Anfélle und dem Medikamentenbedarf [2]. Im Kindesalter, meist zwischen
dem 3. und 10. Lebensjahr, ist die extrinsische allergische Genese mit Gber 90% am
haufigsten [33]. Dennoch missen primér anatomisch-strukturelle Besonderheiten
vorliegen, damit eine Inhalationssensibilisierung durch Allergene zum Asthma flhrt
[17]. Daraus lasst sich schliel3en, dass die asthmatische Reaktion genetisch determiniert
ist und Asthmaanfalle lediglich durch Sensibilisierung und allergische Entzindung
getriggert werden. Dies zeigte sich in einer danischen Zwillingspaarstudie, in welcher
73% der Asthmaerkrankungen genetisch bedingt waren [130]. Im Erwachsenenalter
nimmt die intrinsische nicht-allergische Form mit ca. 30-50% an Bedeutung zu. Hier
sind die Ausldser meist virale oder bakterielle Infekte [33]. Aber auch im Kindesalter
kdénnen zum Beispiel RSV-Infekte zu einer Sensibilisierung gegentiber Luftallergenen
fuhren und damit zu einem erhohten Risiko fur die Entstehung von Asthma [34;134].

Die atopische Dermatitis (AD), auch Neurodermitis genannt, ist eine chronisch -
rezidivierende, juckende und entzundliche Hauterkrankung. Sie ist gekennzeichnet

durch unscharf begrenzte Erytheme, meist an den Armbeugen und Kniekehlen, mit



Schuppenbildung, Papulovesikeln und quélendem Pruritus [155]. Auch hier werden eine
extrinsische Form, die 80% der Erkrankten betrifft, und eine intrinsische Form
unterschieden. Meist tritt die Erkrankung schon im S&uglings- und Kindesalter auf.
Dabei treten 60% der Erkrankungen bis zum 1. Lebensjahr auf, weitere 25% bis zum 5.
Lebensjahr. [155]. Eine genetische Disposition konnte ebenfalls nachgewiesen werden

durch eine Konkordanz bei monozygoten Zwillingen von 72% [124].

Die allergische Rhinokonjunktivitis (AR) oder auch Heuschnupfen ist eine heterogene
Stérung in Folge einer allergischen Entzindung der oberen Atemwege nach
Allergenexposition. lhre Symptome sind Niesen, Rhinorrhoe und Pruritus [7]. Man
unterscheidet einerseits zwischen einer saisonalen, perennialen oder berufsbedingten
Form. Dariber hinaus hat die WHO eine neue Klassifizierung nach Dauer, Starke und
Belastung der Symptomatik vorgeschlagen [7]. Die AR hat eine hohe Komorbiditat mit
anderen allergischen Erkrankungen. So ist zum Beispiel das Risiko eines Asthmaleidens

bei AR-Patienten 3,2 mal hoher als in der Normalbevélkerung [8].

1.2 Die Immunologie allergischer Erkrankungen

1.2.1 Die Reaktionsmechanismen von T-Zellen im Thl- und Th2-Modell

Das Immunsystem hat verschiedene Mdglichkeiten auf eingedrungene Antigene zu
reagieren. Durch die humorale und die zellulare Immunitat bzw. die unspezifische und
die spezifische Abwehr. Im Rahmen der spezifischen Abwehr bekampft das
Immunsystem mit Hilfe von T- und B-Lymphozyten, Plasmazellen und Antikorpern
eingedrungene Antigene [53].

Die T-Zellen reifen im Thymus, wo ihr T-Zell-Rezeptor (TZR) entsteht. Dieser erkennt
jeweils ein spezifisches Antigen. Dieses ist an den Major Histocompatibility Complex
(MHC) von korpereigenen antigenprasentierenden Zellen (APZ) gebunden und wird
somit auf deren Oberflache prasentiert. Die T-Zellen werden anhand ihres Membran-
Markers (Cluster Determinante CD) in T-Helferzellen (CD4) und zytotoxische Zellen
(CD8) unterschieden. Naive CD4-T-Zellen kénnen nach ihrer Aktivierung abhangig
vom Zytokinmilieu entweder zu Thl- oder Th2-Zellen differenzieren (Abb.1). Diese
konnen anhand ihres sezernierten Zytokinmusters unterschieden werden [93]. Thi-
Zellen sind charakterisiert durch die Produktion der Interleukine IL-2 und IL-12, des
Interferons IFN-y und des Tumornekosefaktors TNF-o, wiahrend Th2-Zellen die
Interleukine IL-4, IL-5, IL-9, und IL-13 sezernieren [116]. Hauptaufgabe der Thl-



Zellen ist die zellulare Immunantwort zur Infektabwehr von Bakterien, Viren, Pilzen
und die Krebsbekdmpfung durch Aktivierung von Makrophagen, natirlichen
Killerzellen und zytotoxischen T-Zellen [27]. Th2-Zellen sind fur die humorale Antwort
der B-Zellen verantwortlich, indem sie gemeinsam mit weiteren kostimulatorischen
Signalen den Isotypswitch der Antikdrpersynthese zu IgE induzieren [37;111]. Dies
spielt eine zentrale Rolle in der Pathogenese allergischer Erkrankungen [27]. Dartber
hinaus aktivieren sie Mastzellen und induzieren die Ausreifung von eosinophilen und
basophilen Granulozyten zur Bekdmpfung von Parasiten und Wirmern [4]. Sie werden
in ihrer Aktivitdt und Differenzierung bzw. Ausreifung durch IFN-y der Thi-Zellen
gehemmt, weshalb Th2-Zellen eine eher allergieférdernde Rolle haben. Im Gegenzug
unterdriicken Th2-Zellen tber IL-4 die Aktivierung von Thl-Zellen [116] (Abb. 1). Ob
sich T-Helferzellen eher zu allergieprotektiven Thl-Zellen oder zu allergieférdernden
Th2-Zellen differenzieren, hangt u.a. vom Zytokinmilieu zum Zeitpunkt der T-
Zelldifferenzierung ab. So entwickeln sich in der Gegenwart von IL-12 und IFN-y
Th1-Zellen, wahrend IL-4 die Entstehung von Th2-Zellen fordert [131] (Abb. 1). Aber
auch die Konzentration des Antigens ist entscheidend fur die T-Zell-Pragung [27]. Man
nimmt an, dass niedrige Ag-Konzentrationen eher eine Thl-Antwort und hohe
Konzentrationen eine Th2-Antwort fordern [52]. Einen wesentlichen Einfluss auf das
Verhaltnis zwischen Thl- und Th2-Zellen haben die sogenannten regulatorischen T-
Zellen. Diese erstmals in der Mitte der 90er Jahre beschriebene Population der Th3-
oder regulatorischen T-Zellen (Treg) bzw. Supressor-T-Zellen ist durch die
Sezernierung von IL-10 und den Transforming Growth Faktor TGF-B gekennzeichnet
[154]. Sie tragen neben dem CD4-Rezeptor noch weitere Oberflachen-Marker (CD25,
CTLA-4, GITR). Darlber hinaus exprimieren sie den Transkriptionsfaktor FOXP3, der
entscheidend zur Bildung von Tregs beitragt. Sein Funktionsverlust fiihrt zu einer
autoaggressiven Lymphoproliferation und ist ursachlich an der Entstehung seltener X-
chromosomal vererbter Krankheiten wie IPEX (Immundysregulation, Polyendokrino-
pathie, Enteropathie, X-chromosomal) und XLAAD (X-chromosomale Autoimmunitét,
allergische Dysregulation) beteiligt [15]. Die Wirkungsmechanismen der Tregs sind
noch nicht vollstandig aufgeklart, wahrscheinlich spielen Zell-Zell-Kontakt abhangige
Mechanismen und die Zytokine IL-10 und TGF-B eine Rolle. So tragen Tregs
entscheidend zu Induktion von Toleranz gegeniber Selbst- und Fremd-Antigenen bei,
indem sie die Aktivierung und Expansion von autoreaktiven T-Zellen unterdriicken
[154]. Daruber hinaus unterdriicken sie Basophile, Eosinophile, Mastzellen sowie

antigenprésentierende Zellen und verhindern dadurch die (berschieRende Erzeugung
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von Effektor Th1l- und Th2-Zellen [6]. Eine weitere F&higkeit besteht in der Steuerung
von B-Zellen. Hierbei inhibieren sie mit Hilfe von Zytokinen die Bildung von
spezifischen IgE und induzieren 1gG4 und IgA [6]. Die Tregs lassen sich in natlrlich
vorkommende Tregs und in adaptive/induzierte Tregs unterscheiden [15]. Durch
Defekte in der Entwicklung und Funktion der Tregs kann es zu einem funktionellen
Ungleichgewicht zwischen Thl- und Th2-Zellen kommen. Durch die Dominanz der
Thl-Antwort ist das Risiko fir die Entstehung von Autoimmunkrankheiten,
chronischen Entziindungen und Kontaktdermatitis deutlich erhéht [15]. Andererseits
fiihrt ein Ubergewicht der Th2-Zellen zu allergischen Erkrankungen [143].

Abbildung 1: Zytokinabhangige T-Zelldifferenzierung

zellulare
IL-2, IL-12, Immunantwort
IFN-y, TNF-a. pat. Auto-
Immunerkrankung

A
[}
1 IL-4 IEN-
APZ L2 ! !
]
humorale
IL-4 ! - - §
— L — | LA IL9, b munantwort
IL-13 .
pat. Atopie

. \
Naive CD4-T-Zelle

———-->

Induktion von

- - - —_—
IL-10, TGF-p Toleranz

Abb. 1: Differenzierung der naiven CD4-T-Zelle in Thl-, Th2- und Th3/Treg-Zellen in
Abhangigkeit von der Einwirkung der von den APZ produzierten Zytokine 1L-12 bzw.
IL-4. Der Mechanismus der Th3/Treg-Zellentstehung ist nicht vollstandig aufgekléart.
Regulatorische Funktion der Th3/Treg-Zellen auf die Th1/Th2-Zellentstehung.
Hemmung der Thl-Differenzierung durch IL-4 der Th2-Zellen bzw. der Th2-
Differenzierung durch INF- y der Th1-Zellen. Zyokinproduktion der Th-Zellen und die
Auswirkung auf das Immunsystem.

1.2.2 Bildung der IgE-Antik6rper und die allergische Entziindungsreaktion

Fir die Entstehung von allergischen Erkrankungen ist eine gesteigerte Immunglobulin E
(IgE) Produktion verantwortlich. Hierfir ist der Isotypswitch der B-Lymphozyten
notwendig (Abb. 2). Diese wandeln sich nach wiederholtem Allergenkontakt in
Abhéngigkeit vom Zytokinmilieu von IgM zu IgE oder IgG produzierenden B-Zellen
um. Bei einem Uberwiegenden IFN-y Milieu kommt es zu einer Differenzierung in
Richtung 1gG produzierende B-Zellen, wahrend ein IL-4 oder IL-13-Milieu zu IgE-
produzierenden B-Zellen flihrt [32;38]. IgE bindet an den Fc-Rezeptor auf Mastzellen,
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Basophilen und Eosinophilen. Bei einem zweiten Allergenkontakt kommt es durch
Quervernetzung zwischen spezifischem Antigen und zwei benachbarten IgE-Molekilen
(,,Bridging*) zur Degranulation von Mastzellen [63]. Die hierbei freigesetzten
Mediatoren wie Histamin, Serotonin und Prostaglandin, I6sen durch Interaktion mit
immunkompetenten Zellen sowie Gefal3- und Muskelzellen die allergischen Symptome
aus. So kommt es zum Beispiel im Bronchialsystem zur Vasodilatation mit
Schleimhautédem und zur Bronchokonstriktion, als Leitsymptome des allergischen
Asthmas [41]. Die von T-Zellen und Makrophagen gebildeten Zytokine sind fur weitere
immunologische Reaktionen verantwortlich, indem sie auf komplexe Weise mit den
Immunzellen interagieren. So fordert IL-4 die Antigenprasentation, indem es die
Expression des CD23-Rezeptors (niedrig-affiner IgE-Rezeptor) auf aktivierten B-
Lymphozyten induziert [162]. Durch antigenprésentierende B-Zellen wird nun
wiederum die Th2-Immunantwort gefordert. Ferner ist IL-4 ein wichtiger
Vermehrungsfaktor fir bereits existierende Th2-Zellen und inhibiert die Th1-Immunitat
[116]. Ein weiteres wichtiges Zytokin ist IL-5, das ebenfalls von Th2-Zellen produziert
wird. Es begunstigt die Reifung und die Rekrutierung der eosinophilen Granulozyten
ins entziindliche Gewebe und verlangert gleichzeitig inr Uberleben durch Hemmung der
Apoptose [127].

Abbildung 2: Isotypswitch der B-Lymphozyten

IFN-y_y 1gG
B-Zelle Degranulation bei IgE-
‘ Vernetzung duch Antigen
Histamin
|m IgE — — Serotonin
IL-13

Prostaglandin

Abb. 2: Differenzierung der B-Zelle in IgG und IgE-produzierende B-Zellen unter dem
Einful eines IFN-y bzw. IL-4, IL-13 Milieus. Mastzelldegranulation bei
Quervernetzung mastzellstandiger IgE-Molekiile durch Antigene. Freisetzung von
Mediatoren.

1.2.3 Entstehung von Zytokinen und ihre Auswirkungen auf das Immunsystem

Zytokine sind eine heterogene Gruppe von Proteinhormonen, die von einer Vielzahl von
Zellen produziert werden und als Vermittler der eigentlichen Effektorfunktion der
Zellen und der Kommunikation zwischen den Zellpopulationen dienen. Zu ihnen zéhlen
unter u.a. Interleukine (IL), Interferone (IFN), Tumornekrosefaktoren (TNF).
Kennzeichnend fir sie ist, dass sie sowohl autokrin, parakrin und endokrin wirken
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kdnnen. Sie haben die verschiedensten Effekte auf ihre Zielzellen, wie Zellwachstum,
Differenzierung, Aktivierung, Proliferation, Chemotaxis und Apoptose. Daruiber hinaus
kdnnen sie die Wirkung anderer Zytokine verstarken, tberlagern oder aufheben und
deren Synthese fordern oder hemmen. Gleiche Zytokine kodnnen von vielen Zellen
produziert werden (keine Spezifitat der Produktion) und auf verschiedene Zellen wirken
(Pleiotropismus: keine Spezifitdt der Wirkung). Sie werden von Zellen kurz und
selbstlimitierend sekretiert und bendtigen nur geringe Mengen fir ihre Wirkung [53].
Wie in Kapitel 1.2.1 bereits gezeigt wurde, spielen Zytokine eine wichtige Rolle in der
T- und B-Zell-Differenzierung, dem Verhéltnis der Thl- und Th2-Zellen und in der
Entstehung von allergischen Erkrankungen.

In der vorliegenden Arbeit wurden funf Zytokine untersucht, deren Funktionen im
Folgenden genauer beschrieben werden.

1. IL-5 wird hauptsdchlich von Th2-Zellen aber auch von aktivierten Mastzellen und
Eosinophilen produziert. Seine Funktion besteht in der Stimulation, Produktion und
Differenzierung von Eosinophilen, auf die es auch chemotaktisch und lebens-
verlangernd wirkt [18;157]. Weiterhin ist IL-5 Kostimulator fur das Wachstum und die
Differenzierung aktivierter B-Zellen [69]. Zusammen mit IL-2 und IL-4 fordert es den
Isotypswitch der B-Zellen und leistet somit einen entscheidenden Beitrag zur Th2-
vermittelten allergischen Reaktion [110].

2. 1L-10 wird von Treg-, Thl- und Th2-Zellen, Tc-Zellen, aktivierten B-Zellen,
Makrophagen und von nicht-lymphozytéren Zellen, wie Kerationozyten produziert
[132]. Es spielt eine wichtige Rolle in der Regulation der Immunreaktion, indem es
Makrophagen, T-Zellen, B-Zellen und natirliche Killerzellen hemmt und deren
Zytokin- und Chemokinproduktion verlangsamt [122;132]. Weiterhin inhibiert es die
Proliferation von antigenspezifischen Th-Zellen, durch Herunterregulation der MHC-II
Antigene auf Monozyten und damit der Antigen-Prasentationsfahigkeit [26;132].
AuRerdem vermindert es die Uberlebensdauer von Eosinophilen und die Umwandlung
von B-Zellen in IgE sezernierende Zellen. Andererseits erhoht es die IgE- und 1gG-
Produktion bereits umgewandelter B-Zellen [54]. Somit wirkt es sowohl
immunsuppressiv, als auch immunstimmulierend.

3. 1L-12 ist ein wichtiges Zytokin der frihen Thl-Antwort, es wird aber auch von
aktivierten B-Zellen, Monozyten, Makrophagen und dendritischen Zellen sezerniert
[142]. Seine Hauptaufgabe besteht in der Aktivierung und Differenzierung der NK- und
Th1-Zellen. Dadurch fordert es letztendlich die Thl-Zytokinproduktion [80;142]. Im
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Gegenzug hemmt es die Th2-Zellen, deren Zytokinproduktion und damit die IL-4
abhangige IgE-Produktion [85].

4. IFN-y stellt ein wichtiges Zytokin der spaten Phase der Thl-Antwort dar. Darlber
hinaus wird es von aktivierten B-Zellen und natirlichen Killerzellen produziert [23].
IL-2 und IL-12 wirken dabei als Verstarker [142]. IFN-y hemmt Th2-Zellen und damit
auch die IL-4 induzierte IgE-Produktion von B-Zellen, fordert aber im Gegenzug die
Th1-Differenzierung [83]. Auflerdem aktiviert es Makrophagen und deren TNF-a
Produktion, Neutrophile und die Zytotoxizitat von NK-Zellen [25]. Es hat weiter eine
proinflammatorische Wirkung, indem es die Produktion von IL-1 fordert und
gleichzeitig die IL-10-Produktion von Monozyten hemmt [16].

5. TNF-a wird vorwiegend von aktivierten Monozyten und Makrophagen gebildet, aber
auch von aktivierten T-Zellen und Eosinophilen [20]. Es steigert die Phagozytose und
die Zytotoxizitat von Neutrophilen und Makrophagen. Dariiber hinaus fordert es die
MHC-I1 Expression, die IL-2 Synthese und die Aktivierung von T-Zellen [123]. TNF-a

verstarkt ferner die chronische Entziindungsreaktion der Atemwege beim Asthma [126].

1.2.4 Besonderheiten des neonatalen Immunsystems

In der Schwangerschaft liegt in der uteroplazentaren Einheit und somit auch im Fetus
physiologischerweise eine Th2-Polarisierung vor. Ziel ist es, durch die Unterdrickung
der Thl-Reaktion, eine Abstollung des semiallogenen fetalen Gewebes zu verhindern
[153]. Darlber hinaus wird der mdtterliche Organismus vor dem plazenta-toxischen
IFN-y der Thl-Zellen geschitzt. Auch in Neugeborenen findet man dieses
Ungleichgewicht zwischen Thl- und Th2-Zellen [106]. Das neonatale Immunsystem ist
bereits bei Geburt zu einer positiven Proliferationsantwort gegentiber Allergenen fahig
[57]. Dennoch sind die Funktionen des kindlichen Immunsystems noch unreif. So
zeigen sich quantitative und funktionelle Unterschiede bezuglich verschiedener
Zelltypen, wie APZ, NK-Zellen und B-Zellen, im Vergleich zum erwachsenen
Immunsystem. Die T-Zell-Funktion ist vermindert, besonders die Produktionskapazitat
von IL-4 und IFN-y. Aber auch die Antikorper-Synthese ist herabgesetzt [67]. Man
nimmt an, dass wéhrend der friihen Kindheit mikrobielle Stimuli zu einer Ausreifung
des Immunsystems fuhren und somit der Th1-Arm der Immunantwort ansteigt. Bei
Kindern, die spéter eine Allergie entwickelten, konnte hingegen weiterhin eine Th2-
dominierte Immunantwort gezeigt werden [82]. Man nimmt an, dass diese mangelnde

Ausreifung der Thl-Immunitdt im Zusammenhang steht mit der Empfindlichkeit von
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Neugeborenen gegeniber einer allergischen Sensibilisierung. Somit stellt die

Neonatalperiode ein kritisches Zeitfenster fur die Entstehung von Allergien dar [51].

1.3  Risikofaktoren fir die Entwicklung allergischer Erkrankungen

Zahlreiche Faktoren haben einen Einfluss auf die Entstehung von allergischen
Erkrankungen. Im Folgenden werden einige Wesentliche erlautert.

1.3.1 Einfluss von Umwelt- und Sozialfaktoren

Eine mogliche Erklarung fir die Zunahme allergischer Erkrankungen bietet die
,Hygiene Hypothese* [146]. In diesem Model beschrieb Strachan zum ersten Mal, dass
die Anzahl der alteren Geschwister einen protektiven Effekt hat. Spater wurde hieraus
abgeleitet, dass die verbesserten hygienischen Bedingungen eines ,,westlichen
Lebensstils“ zu einer verminderten Interaktion des frihkindlichen Organismus mit
Mikroorganismen und damit zu weniger bakteriellen und viralen Infektionen fihrt.
Dadurch wird die Th1-Antwort seltener stimuliert und es kommt zu einer Verschiebung
des Gleichgewichts der Immunantwort in Richtung Th2 [89]. So konnte in mehreren
Studien eine inverse Korrelation zwischen verschiedenen Infektionen und allergischen
Erkrankungen bestatigt werden [58;90;148]. Auch die Konfrontation des friihkindlichen
Verdauungstraktes mit bakteriellen Antigenen stimuliert die Thl-Antwort und die
Toleranzentwicklung gegentber diesen Antigenen und vermindert somit das
Allergierisiko [60]. Eine wichtige Rolle spielt auch die friihe Exposition mit
Endotoxinen und Lipopolysacchariden, deren protektiver Effekt in vielen Studien
diskutiert wurde [12;147]. So konnte eine verminderte Prévalenz allergischer
Erkrankungen bei Kindern von Bauern im Vergleich zu Nicht-Bauern nachgewiesen
werden [11;145], wobei hier vor allem der regelmaRige Kontakt zu landwirtschaftlichen
Nutztieren protektiv zu sein scheint [152]. Der Einfluss des Lebensstilfaktors auf die
Allergiepréavalenz  wird deutlich in  Vergleichsstudien zwischen Ost- und
Westdeutschland. Hier zeigten Kinder in Westdeutschland hdaufiger eine
Sensibilisierung gegenuber Luftallergenen. Dies erklart die Unterschiede in der
Prévalenz von Asthma und allergischer Rhinkonjunktivitis [74;150]. Auch ein héherer
Sozialstatus ist assoziiert mit der Entstehung von Allergien [44]. Bestimmt wird er
durch verschiedene Faktoren, wie dem hohen Bildungsgrad der Eltern, der geringeren
Zahl alterer Geschwister [149], dem spéteren Besuch von Kindertagesstétten [70], sowie
dem besseren Impfstatus und dem hdaufigeren Einsatz von antimikrobiellen Therapien

14



[98]. Dies konnte jedoch nicht fir die atopische Dermatitis nachgewiesen werden [158].
Daneben gibt es eine Vielzahl von Triggerfaktoren fur allergische Reaktionen, wie
verkehrsbedingte Luftschadstoffe [48], Tabakrauch [71] und Schadstoffe in der

Innenraumluft [45].

1.3.2 Einfluss von genetischen Faktoren

Seit langem ist bekannt, dass genetische Einfllisse wichtige Belastungsfaktoren fir die
Entstehung von allergischen Erkrankungen sind. So schétzte eine dénische
Zwillingsstudie, dass 73% der Asthmaerkrankungen genetisch bedingt sind [130]. Eine
andere Untersuchung zeigte ein Risiko von 10% fir eine allergische Erkrankung ohne
familidre Belastung, welches sich auf 20-30% erhohte, wenn ein Elternteil betroffen
war, und auf ungefdhr 60%, wenn beide Eltern unter Allergien litten [9]. In einer
weiteren Studie zeigte sich, dass das Risiko einer Vererbung durch die Mutter hoher ist
als durch den Vater [118]. Allergische Erkrankungen folgen jedoch nicht den
klassischen Mendelschen Erbgéngen (autosomal rezessiv und dominant), sondern sind
komplexe genetische Merkmale, die durch verschiedenste vererbte Komponenten
bestimmt werden [87]. Die genetische Analyse komplexer Erbgénge wird durch einige
Grundprobleme erschwert. So koénnen Individuen, obwohl sie ein pradisponierendes
Gen geerbt haben, nicht erkranken (inkomplette Penetranz), wohingegen andere, die
dieses Gen nicht besitzen, trotzdem auf Grund von Umweltfaktoren erkranken
(Phénokopie). Die genetische Heterogenitét besagt, dass verschiedene Mutationen den
identischen Phanotyp und damit dieselbe Krankheit zur Folge haben konnen.
Gleichzeitig miissen aber verschiedene Genmutationen vorliegen, um die Krankheit
auszuldésen (polygene Vererbung) [73]. Die genetische Komplexitét spiegelt sich in der
stéandig steigenden Zahl gekoppelter chromosomaler Regionen und Polymorphismen. Es
wurden bereits zahlreiche Kopplungsstudien genomweit und in Kandidatengenen
durchgefiihrt, um , Atopiegene” =zu lokalisieren. Dabei konnten in folgenden
chromosomalen Regionen wiederholt eine Kopplung mit Atopie assoziierten
Phénotypen aufwiesen werden: Chromosom 5¢23-33, 6921-23, 11913, 12q14-24 und
13911-32 [125]. Diese enthalten zahlreiche Gene, die an verschiedenen allergischen

Entziindungen beteiligt sind (Tab. 1).
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Tabelle 1: Chromosomale Regionen mit Hinweis auf Kopplung mit Atopie
assoziierten Phénotypen in > 3 unabhdngigen Studienpopulationen [125].

Chromosomale
Region

Kandidatengene

Phénotyp

5q23-33

6p21-23
11913

12q14-24

13q11-32

IL-4, IL-13, IL-3, IL-5, IL-9,
GMCSF, CD14, SPINKS5,
ADRB2, GR

HLAII, TNFA
FCER1B, GSTP1, CC16

IFNG, MMP19, IL-22, IL-26,
BTL1, KIT-ligand, LTA4
Hydrolase, NFYB, IGF1, PLA2

HMGP1

HRF

Asthma, BHR, Atopie, Gesamt-
und spezifisches IgE, AD,
Eosinophilie

Spezifisches IgE, Gesamt-IgE,
Asthma, allergisches Asthma
Asthma, BHR, Atopie, Gesamt-
und spezifisches Igg, AD
Gesamt-IgE, Asthma, BHR,
Atopie, Eosinophilen-
Konzentration

Asthma, allergisches Asthma,
Atopie, AD, spezisches IgE,
Eosinophilen-Konzentration
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2 Zielsetzung und zentrale Fragestellungen

Mehrere Zwillings- und Familienstudien belegen, dass die Vererbung eine
entscheidende Rolle bei der Entstehung von allergischen Krankheiten spielt [120;130].
Dabei hat in Bezug auf eine allergische Anamnese, der mitterliche Einfluss eine sehr
viel groRere Rolle als der Einfluss des Vaters [118]. Man nimmt an, dass Grundsteine
flr eine allergische Préagung bereits prénatal und postnatal in den ersten Lebensmonaten,
gelegt werden. Daraus lasst sich die Hypothese ableiten, dass es besondere
Immunmechanismen zwischen Mutter und Kind geben muss, die wéhrend der
Schwangerschaft und der Stillzeit die Entstehung von Allergien beeinflussen. Uber

diese Mechanismen ist aber bisher noch wenig bekannt.

Ziel dieser Arbeit ist es deshalb, im Rahmen einer multizentrischen, europaweiten
Studie die Zusammenhange zwischen dem Allergiestatus der Mutter und dem
Immunstatus des Neugeborenen unter besonderer Berlicksichtigung des Bauernstatus zu
untersuchen. Hierflr wurden allein die deutschen Probanden der sog. PASTURE-Studie

untersucht.
Dabei wird folgende Hypothese aufgestellt:

Der Allergiestatus der Mutter beeinflusst im Nabelschnurblut von Neugeborenen das

Expressionsmuster von Zytokinen.
Im Einzelnen wurden folgende Fragen gestellt:

1. a) Konnen in den Uberstanden von Nabelschnurblutzellen (NBMC), die mit
LPS, SEB und PI stimuliert wurden, die mit der Pathogenese von Allergien in
Zusammenhang stehenden Zytokine IL-5, IL-10, IL-12, IFN-y und TNF-a

nachgewiesen werden?

b) Unterscheiden sich die Zytokinmuster nach einer 24 Stunden Stimulation

gegenuber einer 48 Stunden Stimulation?

2. Zeigen NBMC nach Stimulation mit LPS, SEB und PI eher eine Thl oder Th2

assoziierte Zytokinproduktion?

3. Kaorrelieren der mutterliche Allergiestatus und die mdtterliche Sensibilisierung
gegen verschiedene Inhalations- und Nahrungsmittelallergene mit dem

Bauernstatus der Mutter?
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4. Unterscheidet sich die Zytokinproduktion bei Neugeborenen von Muttern mit
positiver Allergieanamnese gegeniiber Neugeborenen, deren Mautter eine

negative Allergieanamnese haben?

5. Welche Unterschiede treten in der Zytokinproduktion bei Neugeborenen von

Muittern mit und ohne allergische Sensibilisierung auf?

6. Hat der Bauernstatus einen Einfluss auf die unter 4. und 5. beschriebenen

Zusammenhange?
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3 Material und Methoden — Beschreibung der PASTURE-Studie

3.1  Zielsetzung und Beteiligte der PASTURE-Studie

Die PASTURE-Studie ist eine prospektive Geburtskohorten-Studie, die in funf
Europaischen Landern (Deutschland, Osterreich, Frankreich, Finnland, Schweiz) in
uberwiegend l&ndlichen Gebieten durchgefiihrt wurde. In Deutschland lief ,,PASTURE
— Protection against Allergy: Study in Rural Environments” unter dem Namen ,,LUKAS
— léndliche Umgebung und Kinder: Allergiestudie”. Ziel der Studie war es,
Risikofaktoren bei der Entstehung allergischer Erkrankungen im Kindesalter zu
untersuchen. Hierbei lag der Schwerpunkt auf der b&uerlichen Lebensweise, um
mdogliche protektive Faktoren, wie Innenraum-Exposition gegeniber mikrobiellen
Bestandteilen, zu identifizieren. Weiterhin sollte der Einfluss immunologischer und
genetischer Mechanismen auf die Allergieentstehung untersucht werden. Die an der
PASTURE-Studie beteiligten Partner und die Studienzentren sind in Tabelle 2

aufgefiihrt.

Tabelle 2: Partner und Studienzentren der PASTURE-Studie

Partner

Studienzentrum

Erika von Mutius (Koordinatorin)
Charlotte Braun-Fahrlander
Joseph Riedler

Juha Pekkanen

Bert Brunekreef

Roger Lauener

Udo Herz

Harald Renz

Michael Kabesch

Stephan Weiland (1)

Jean-Charles Dalphin

Haunersches Kinderspital, Minchen,
Deutschland

Institut fur Sozial- und Préaventivmedizin,
Basel, Schweiz

Kinderspital der LKA, Salzburg,
Osterreich

Unit of Environmental Epidemiology,
National Public Health Institut, Kuopio,
Finnland

Utrecht Universitat, Utrecht, Niederlande
Kinderspital Zurich, Schweiz
Philips-Universitat Marburg, Deutschland
Philips-Universitat Marburg, Deutschland
Haunersches Kinderspital Minchen,
Deutschland

Department fir Epidemiologie, Ulm,
Deutschland

Universitat von Franche Comte, Besancon,
Frankreich

Verantwortliche fir die Feldarbeit

Erika von Mutius

Juha Pekkanen

Joseph Riedler

Charlotte Braun-Fahrlander
Domique Vuitton

Miinchen, Deutschland
Kuopio, Finnland
Salzburg, Osterreich
Basel, Schweiz
Besancon, Frankreich
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In Deutschland fand die Rekrutierung der Familien in den sudbayerischen
Krankenh&usern PeilRenberg, Penzberg, Bad To6lz und Wolfratshausen statt. Der
zeitliche Ablauf der Untersuchungen ist in Abbildung 3 dargestellt. Die flr diese Arbeit

relevanten Untersuchungen werden im Folgenden genauer beschrieben.

Abbildung 3: Zeitlicher Ablauf der Untersuchungen

Nabelschnurblut
vendses Blut Mutter

2-Monats-Fragebogen
Vater-Fragebogen 1-Jahres-Fragebogen
Rekrutierung Staub/Kuh- und vendses Blut
SS-Fragebogen Muttermilch/Stuhl Tagebiicher (Kind, Mutter, Vater)
| _ | f
| 3. Trimenon | |
Geburt 2. Monat 12. Monat

3.2 Rekrutierung der Studienpopulation

Die Rekrutierung in den vier Krankenhdusern in Sldbayern fand im Rahmen von
Schwangerschaftskursen, der Erstvorstellung der Mdtter in der Geburtsklinik und den
regelméBigen Treffen der ,,Ortsbduerinnen® statt. Jede Schwangere wurde iiber die
Studie informiert und gebeten, einen Fragebogen zur Erhebung demographischer Daten
auszufullen. Bei Erfullung der Einschlusskriterien, wurden sie anschlieRend telefonisch
um die Teilnahme an der Studie gebeten. Die Einteilung der rekrutierten Schwangeren
erfolgte jeweils in die entsprechende Gruppe ,,Bauerinnen* oder ,,Nicht-Bauerinnen®.

Definition ,.Biuerin®: Jede Frau, die auf einem Bauernhof lebt auf dem Tierhaltung

betrieben wird. Dabei wird nicht zwischen Voll- und Teilzeitbauern unterschieden.

Definition ,.Nicht-Bauerin“: Frauen, die in der gleichen Gegend, aber nicht auf einem

Bauernhof mit Tierhaltung leben und im gleichen Krankenhaus rekrutiert wurden, wie
die Bdauerinnen. Frauen aus Staddten mit mehr als 30.000 Einwohnern oder aus
Industriestandorten wurden ausgeschlossen.

Einschlusskriterien:

e Schwanger im 3. Trimenon
e Wohnort im Einzugsgebiet eines der vier Krankenh&user

Allgemeine Ausschlusskriterien:

e Frauen unter 18 Jahren
e Zwillingsschwangerschaften
e Geschwister, die bereits an der Studie teilnehmen

e Hausgeburten (auf3er in Munchen)
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e Geplanter Wegzug aus dem Studiengebiet
e Familien ohne Telefon oder mit mangelnden Kenntnissen der deutschen Sprache
e Familien, in denen ein Elternteil taglich in die Stadt pendelt

Ausschlusskriterien nach der Geburt:

e Friihgeburten vor der 37. Schwangerschaftswoche

e Schwerwiegende Erkrankungen des Kindes

3.3  Materialgewinnung und Datenerhebung

3.3.1 Blutentnahme und Analyse Typ

Falls die Eltern ihre Einwilligung zur Studienteilnahme gegeben hatten, wurden bei der
Geburt von der Hebamme ca. 24 ml plazentares Nabelschnurblut und vendses Blut der
Mutter abgenommen. Des Weiteren wurde im Rahmen des 1-Jahres-Interviews jeweils
ca. 15ml vendses Blut vom Kind und beiden Eltern entnommen. Alle Blutproben
wurden der Reihe nach in Blutréhrchen gefillt und unter gleichen Transport-
bedingungen bei 4°C in Kiihlboxen in das Dr. von Haunersche Kinderspital
transportiert. Dort war die Arbeitsgruppe von Dr. med. Susanne Krauss-Etschmann u.a.
fir folgende Aufgaben verantwortlich:

e Stimulationsansatz zur spateren Zytokinbestimmung

e Gewinnung von Serum fiir die IgE-Bestimmung

e Blutbild zur Bestimmung der Leukozyten/Lymphozytenzahl
In der Arbeitsgruppe von PD Dr. Michael Kabesch wurden die DNA-Analysen
durchgefihrt.
Unter Leitung von Prof. Dr. med. Harald Renz und PD Dr. med. Udo Herz wurden in
Marburg (Department fiir Klinische Chemie und Molekulare Diagnostik) die Zytokine
in Nabelschnurblut und die IgE-Werte im Serum bestimmt. Die Dateneingabe erfolgte
in Ulm (Department fiir Epidemiologie) unter der Leitung von Prof. Dr. med. Stephan
Weiland.
Tabelle 3 zeigt eine Ubersicht der bendtigten Blutproben und deren Analyse.

Tabelle 3: Blutproben und Analyse Typ

Blutprobe Analyse Typ Zeitpunkt der Analyse

Lithium-Heparin-Blut 2,5ml Zytokinmessung Geburt und 1 Jahr

EDTA-Blut 2,5ml Differentialblutbild und die  Geburt, Mutter, Vater
DNA-Analysen

Serum 4ml Gesamt IgE, Spezifisches 1 Jahr, Mutter, Vater
IgE
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PAXgene 2,5ml Extraktion von mRNA Geburt, 1 Jahr, Multter,

Vater
EDTA-Blut 10ml Isolierung von peripheren  Geburt
mononukleédren Zellen
(PBMC)

Die Blutabnahme erfolgte nach einer festgelegten Reihenfolge, wobei der
Stimulationsansatz die hdchste Prioritat besal3. Die Regelung war nétig, da nicht immer

ausreichend Blut gewonnen werden konnte, um alle Bestimmungen durchzuftihren.

3.3.2 Erhebung epidemiologischer Daten

a) Schwangerschafts-Fragebogen

Vor der Geburt wurde ein 1. Interview durchgefiihrt, mit dem Ziel, die Lebensumstande
der Mutter und ihre Exposition wéhrend der Schwangerschaft abzufragen. Der
Fragebogen basiert auf einem international standardisierten Fragebogen der ISAAC-

Studie. Die Fragen betrafen folgende Punke:

1. Allgemeine Angaben zur Mutter (GroRe, Gewicht, Geburtsdatum etc.)

2. Gesundheit der Mutter, der Eltern der Mutter, der Geschwister des Kindes (v.a.
beziiglich Asthma, Neurodermitis und Heuschnupfen) und Erkrankungen der Mutter
wahrend der Schwangerschaft (v.a. Infektionen)

Lebenssituation (Fragen zum Leben auf dem Bauernhof, Tierhaltung, Rauchen etc.)

4. Ernghrungsfragen (Lebensmittel, Milch aus eigener Erzeugung oder industriell
erzeugte Milch)

5. Weitere soziale und wirtschaftliche Angaben (Familien- und Bildungsstand etc.)

b) Vater-Fragebogen

Kurz vor dem né&chsten Interview wurde ein selbst auszufiillender Fragebogen beziiglich
der Gesundheit und Lebenssituation des Vaters an die Familie verschickt. Dieser wurde

anschliefend im Rahmen des 2. Interviews eingesammelt.

c) 2-Monats-Fragebogen

Das 2. Interview erfolgte im Kindesalter von 2 Monaten. Hier wurden die
Lebensumstande des Kindes, seine Erndhrung und andere Umweltfaktoren abgefragt.
Zudem wurden hierbei Daten aus dem Mutterpass und dem Kinderuntersuchungsheft

Ubernommen.
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d) 1-Jahres-Fragebogen

Im Alter von 1 Jahr fand ein 3. Interview statt, bei dem u.a. die Symptome von

allergischen Erkrankungen des Kindes erhoben wurden.

e) Tagebtcher

Ab einem Kindesalter von 2 Monaten bis zum 1. Jahr wurden die Eltern gebeten,
wdchentlich ein Tagebuch auszufillen. Hier standen die Gesundheit des Kindes, sein

Kontakt mit Stall und Tieren sowie die Erndhrung im Mittelpunkt der Fragen.

3.4 Methoden
3.4.1 Zytokinbestimmung durch Stimulation

Die Bestimmung der Zytokinsekretionsmuster erfolgte im Vollblut. Dabei wurden die
bakteriellen Stimuli Lipopolysaccharid (LPS) und Staphylokokken Enterotoxin B (SEB)
sowie die Mitogene Phorbol-12-Myristat-13-Acetat und lonomycin (PI) verwendet. Mit
Hilfe von Qualitatskontrollen wurde in Vorversuchen die Reproduzierbarkeit dieser
Methode gepruft. Die Stimulation erfolgte mit Lithium-Heparin-Blut, das innerhalb von
24 Stunden nach Abnahme verarbeitet werden musste. Die Zeit zwischen Blutentnahme
und Verarbeitungsbeginn wurde dokumentiert. Die Stimulation wurde fur zwei
Inkubationszeiten (24 Std./48 Std.) in Duplikaten durchgefuhrt. Zunéchst wurde 2,5 ml
Blut mit 7,5 ml Medium im Verhaltnis 1:4 verdinnt. Der Stimulationsansatz erfolgte in
einer 24-Well-Platte (Tab. 4). Hierfiir wurden in die Wells der Spalten 2 bis 5 zunachst
je 500 pl Medium gegeben. In die Wells der Spalten 1 und 6 wurden je 1000 pl PBS
pipettiert, um anndhernd gleiche Bedingungen fir alle Wells zu schaffen. In die mit
Medium geflllten Wells wurden nun die Stimulantien nach unten aufgefiihrtem Schema
(Tab. 4) dazu pipettiert.

Tabelle 4: Stimulationsschema

1 2 3 4 5 6
A 24h 1000 pl nur500 pl | 10 Wl LPS |10l P+ |4l SEB | 1000 pl
’ PBS Medium 5ull PBS
B. 24h 1000 pl nur 500 pl | 20 Wl LPS | 10l P+ | 4 pl SEB | 1000 pl
' PBS Medium 5ull PBS
C. 48h 1000 pl nur500 pl | 10 Wl LPS |10l P+ |4l SEB | 1000 pl
’ PBS Medium 5ull PBS
D 48h 1000 pl nur500 pl | 10 Wl LPS |10l P+ |4l SEB | 1000 pl
’ PBS Medium 5ull PBS
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AnschlieBend wurden die Spalten 2 bis 5 mit je 500 ul des vorher verdinnten Blutes
aufgefillt. Wenn weniger als 2,5 ml unverdiinntes Blut vorlagen, wurde dabei wie folgt
vorgegangen. Zunéchst wurden die Reihen B und C befillt, angefangen mit Medium
(Negativkontrolle), dann LPS, SEB und zuletzt PI. Hier lagen die besten Bedingungen
vor, da jedes Well von anderen Wells umgeben war, die entweder mit Medium oder
PBS befullt waren. Dann erst wurden die Duplikate in den Reihen A und D nach dem
gleichen Schema angelegt. Anschliefend wurden die Platten bei 37°C und 5% CO,-
befeuchteter Raumluft inkubiert. Nach 24 Stunden wurden die Ubersténde der Reihen A
und B, nach 48 Stunden die der Reihen C und D abgenommen. Dazu wurden die
Uberstande der einzelnen Wells in Eppendorf Tubes abpipettiert und bei 5000 rpm 3
Minuten zentrifugiert. Die zellfreien Uberstande hiervon wurden vorsichtig in
Eppendorf Tubes abpipettiert, die mit den ID-Nummern der jeweiligen Kinder versehen
wurden. Diese wurden bei -20°C bis zum Versand nach Marburg gelagert.
Gegebenenfalls wurde briges Lithium-Heparin-Blut im Verhaltnis von 1:4 mit Trizol
gemischt und bei -20°C eingefroren. In Marburg wurden dann die Kulturiiberstinde mit
Hilfe von automatischen und manuellen ELISA Techniken (Enzym-linked-immuno-
Assay) analysiert. Die folgenden Zytokine wurden dabei quantitativ gemessen: IL-5, IL-
10, IL-12, IFN-y und TNF-ca.

3.4.2 IgE-Bestimmung

Zur lgE-Bestimmung wurden 4ml Blut bei 3500 rpm 5 Minuten lang zentrifugiert.
AnschlieBend wurde das dabei gewonnene Serum in Eppendorf Tubes pipettiert und mit
der jeweiligen ID-Nummer versehen. Vom Kind wurde jeweils 500 pl Serum pro Tube
aliquotiert, bei der Mutter je 1000 pl pro Tube. Die mit ID-Nummern gekennzeichneten
Serum Tubes wurden bei -20° C bis zum weiteren Versand gelagert. In Marburg fand
dann die Analyse der spezifischen IgE-Werte mit Hilfe des neuen Allergie Screening
Systems (Mediwiss Analytic, Moers, Deutschland) statt [47]. Es wurden die
spezifischen IgE-Werte gegen insgesamt zwanzig verschiedene Inhalations- und
Nahrungsmittelallergene bestimmt. Zu den getesteten inhalativen Allergenen gehdrten
Erlen- und Birkenpollen, Haselnuss- und Graspollen, Weidelgras, BeifuB,
Spitzwegerich, Schimmelpilz und Hausstaubmilbe (2 Arten), Katze-, Hund-, und
Pferdehaare bzw. Epithel. Zu den Nahrungsmittelallergenen zéhlten Hduhnereier,

Kuhmilch, Erdnuss, Haselnuss, Karotte, Weizenmehl und Sojabohnen.
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3.4.3 Differenzialblutbild

Die Bestimmung des Differenzialblutbildes war notwendig zur Ermittlung des
prozentualen Anteils der Leukozyten/Lymphozyten fiir eine Standardisierung der
Zytokinproduktion. Hierfur wurde EDTA-Blut verwendet, das innerhalb von 24
Stunden bearbeitet werden musste. Es wurden 0,5 ml Blut in ein neues Roéhrchen
pipettiert. Die Erstellung des Differenzialblutbildes erfolgte mit dem Gerdt XT-1800i.
Das restliche Blut wurde mit ID-Nummern gekennzeichnet und bei -20°C fiir die

weitere DNA-Extraktion gelagert.

3.5  Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der gesamten Daten erfolgte mittels des Statistical Package
for Social Sciences (SPSS) fir Windows Version 14.0. Die Haufigkeiten der
Probandencharakteristika, der allergischen Diagnosen und Sensibilisierungen der
Mditter wurden zwischen Bauern und Nicht-Bauern verglichen. Hierfir wurde der Chi?-
Test nach Pearson eingesetzt. Die Zytokinwerte wurden als Median, 25. und 75.
Perzentile dargestellt. Auf Grund der unregelmaRigen Verteilung und der vielen Null-
Werte wurden die Zytokine zundchst in drei Kategorien (Kat. 0: Null-Werte; Kat. 1:
Positive Werte kleiner oder gleich dem jeweiligen Median; Kat. 2: Positive Werte iber
dem jeweiligen Median) und anschlieRend in zwei Kategorien (Kat. 0: Null-Werte; Kat.
1. Positive Werte) eingeteilt. Fir die weitere Analyse der Zytokinkategorien in
Abhéangigkeit der mitterlichen Allergien und Sensibilisierungen kam wieder der Chiz-
Test nach Pearson bzw. der exakte Test nach Fisher zur Anwendung. Als
Signifikanzniveau wurde jeweils p < 0,05 gewahlt. Zuletzt wurde mit dem Verfahren
der bindren logistischen Regression die Abhdangigkeit der dichotomen
Zytokinkategorien vom Allergie- und Sensibilisierungsstatus der Mutter untersucht.
Dabei wurden lediglich die Zusammenhéange dargestellt, bei denen der Chi2-Test nach
Pearson bzw. der exakte Test nach Fisher signifikant oder grenzwertig signifikant (P-
Wert < 0,069) waren. Bei nicht signifikanten Zusammenhangen konnte auch bei einer
Berechnung mit der binéren logistischen Regression keine weitere Signifikanz erwartet
werden. Potentielle Storfaktoren wurden auf ihre Signifikanz bezuglich der
Zytokinkategorien und der muditterlichen Allergien bzw. Sensibilisierungen Uberprift
(Chi2-Test fur nominalskalierte  Variablen und Mann-Whitney-U-Test  fir
verhaltnisskalierte Variablen). Hier wurde als Signifikanzniveau p < 0,069 gewéhlt, um

ein groReres Spektrum an Einflussfaktoren zu erfassen. Nur falls sie einen signifikanten
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Einfluss auf das Ergebnis und die Exposition hatten, wurden sie in das Modell mit

einbezogen. Diese Ergebnisse wurden als geometrisches Mittel mit einem 95%

Konfidenzintervall angegeben.

3.6

3.6.1 Geréate

Tabelle 5: Gerate

Verbrauchsmaterialien und Geréte

Gerate

Hersteller

Eigener Laptop mit Windows XP Home,
SPSS V12, Reference Manager

Blutbild Geréat: XT-1800i

LaminAir HBB 2472

CO2-Inkubator BB6060

Tischzentrifuge 5415C

Ultrazentrifuge

Pipetten Research

(0-2 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl)
Vortex Genie 2

+ 4°C Kiihlschrank

- 20°C Gefrierschrank

- 20°C Gefrierschrank

Sysmex America, Inc. Mundelein, USA
Hereaus, Langenseslbold, Deutschland
Hereaus, Langenseslbold, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Heraeus, Osterode, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Scientific Industries, Bohemia, NY, USA
Gerlingen-Schillerhéhe, Deutschland
Siemens, Minchen, Deutschland
Kendro, Thermo Electron Corporation,
Langenselbold, Deutschland

3.6.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 6: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

Gewebekulturplatten, 24 Wells (steril)

ReaktionsgefaRe, 1,5 ml
Probenrohrchen Falcon, 15 ml, Polystyren

Probenrohrchen Falcon, 50 ml, Polystyren
Pipettenspitzen
Kryoréhrchen

Becton & Dickinson GmbH,
Heidelberg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Becton & Dickinson GmbH,
Heidelberg, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Nunc, Deutschland

Nunc, Deutschland

3.6.3 Reagenzien

Tabelle 7: Reagenzien

Kulturmedium

Hersteller

RPMI mit:

20% inaktiviertem fetalem Kalberserum (FCS)

Antibiotika/Antimykotika (100x)

Gibco, Karlsruhe, Deutschland
PAA, Colbe, Deutschland
Gibco, Karlsruhe, Deutschland
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Stimulantien

PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Acetat)
Stammldsung: 10 mg in 1 ml DMSO
(Dimethylsulfoxid, organisches Losungsmittel)
Endkonzentration: 5 pug/ml

lonomycin

Stammldsung : 1 mg in 200 ul DMSO
Endkonzentration : 1 pg/ml

LPS (Lipopolysaccharide)
Stammldsung : 1 mg in 4 ml RPMI
Endkonzentration : 0,1 pg/ml

SEB (Staphylokokken Enterotoxin B)
Stammldsung: 250 pg in 1 ml Medium
Endkonzentration: 0,1 pg/ml

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

freundlicher Weise zur Verfligung
gestellt von Prof. Otto Holst,
Forschungszentrum Borstel,
Deutschland

Sigma, Deisenhofen, Deutschland

LoOsungen

PBS (Phosphate Buffered Saline):
137 mM NaCl

2,7 mM KCI

4,3 mM NazHPO4

1,4 mM KH,PO,

pH auf 7,3 eingestellt
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4 Ergebnisse

4.1  Zusammensetzung der Studienpopulation und Sammlung der

Materialproben

Im Rahmen der PASTURE-Studie wurden in Sudbayern 1021 Frauen im 3.
Schwangerschaftsmonat kontaktiert (Abb. 4).

Abbildung 4: Zusammensetzung der Studienpopulation und gewonnenes Material

kontaktierte Probanden

n = 1021 ausgeschlossen
» n=557
Y
geeignete Probanden
n =464 Teilnahme
» abgelehnt
v n=210
rekrutierte und ausgefullte ausgefullte
Schwangerschafts-Frageb6gen [  Fragebégen
n =254 Viter n = 239
plazentares Nabelschnurblut mdtterliche Blutproben
Bearbeitung n=216 h=254

nicht moglich <+—————
n=233 -

stimuliertes Nabelschnurblut
nachtréglich n= 183

verworfen ‘—l v

n=36 Zytokin-Daten Kinder IgE-Daten Miitter
n=147 n =243

Es wurden zunédchst 557 Frauen ausgeschlossen, da sie entweder nicht die
Einschlusskriterien erflllten bzw. Ausschlusskriterien auf sie zutrafen oder keine
vollstandigen Informationen tber sie vorlagen. VVon den verbleibenden 464 geeigneten
Frauen waren 210 nicht daran interessiert, an der Studie teilzunehmen. So ergab sich
letztendlich eine Studienpopulation von 254 Familien, von denen im Rahmen des 1.
Interviews der Schwangerschafts-Fragebogen ausgefillt wurde. Von 239 Vétern wurden
Fragebdgen zum Zeitpunkt des 2. Interviews eingesammelt. Bei der Geburt konnte von
216 Kindern plazentares Nabelschnurblut und von 254 Mittern ventses Blut
entnommen werden. Anschliefend wurden 183 Lithium-Heparin-Blut Proben der
Kinder stimuliert und fur die Zytokinanalyse nach Marburg verschickt. Die restlichen

33 Proben konnten nicht bearbeitet werden, da einige bereits geronnen waren oder zu
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wenig Blut fiir einen Stimulationsansatz vorhanden war. Weitere 36 Proben wurden
nachtraglich verworfen. Grinde hierflir waren zum Beispiel eine verzdgerte Stimulation
(> 72 Std.) oder nicht plausible Leukozyten Zahlen. Von 243 Serumproben der Mutter
erfolgte die weitere Analyse der spezifischen IgE-Werte in Marburg. Nach der
Auswertung standen von 147 Kindern Zytokindaten und von 243 Mittern spezifische

IgE-Werte zur Verfugung.

4.2  Auswertung der Fragebtgen

4.2.1 Allgemeine Charakteristika der Studienpopulation

Die gesamte Studienpopulation von 254 Familien setzte sich aus 112 Bauernfamilien
(44%) und 142 Nicht-Bauernfamilien (56%) zusammen. lhre Darstellung findet sich im
Anhang (Tab. 8). Die Subpopulation von 147 Familien mit sowohl vollstdndigen
Zytokin- als auch IgE-Daten besteht aus 66 Bauernfamilien (45%) und 81 Nicht-
Bauernfamilien (55%). Diese wurde fiir die weitere Analyse der IgE-Werte der Mitter,
der Zytokinwerte der Kinder und flr die logistische Regressionsanalyse verwendet.

Dabei zeigten sich folgende signifikante Unterschiede (Tab. 9):
e Alter der Mutter
e Schulabschuss von Mutter und Vater
e Anzahl der Geschwister der Mutter und des Vaters
e Rauchgewohnheiten der Mutter
e Verzehr von Frischmilch wahrend der Schwangerschaft

e Diagnose Asthma und subjektive Aussagen Uber allergischen Schnupfen des

Vaters

e Besitz von Haustieren
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Tabelle 9: Populationsbeschreibung der Studienteilnehmer fur die Gruppe der Bauern
und Nicht-Bauern (Subpopulation mit Zytokindaten).

Mutter Nicht-Bauern Bauern P-Wert
[N] [%] [N] [%]
Total 81 55 66 45
Alter 0,034
< 25 Jahre 13 16 2 3,0
25-35 56 69 52 79
> 35 12 15 12 18
BMI 0,153
<18 0 0,0 0 0,0
18-25 64 57 43 65
25-30 13 16 19 29
>30 4 4,9 4 6,1
Schulabschluss 0,004
keiner 0 0,0 1 15
Hauptschule 15 19 22 33
Realschule 41 51 32 49
Abitur 7 8,6 9 14
Hochschule 18 22 2 3
Sonstige 0 0,0 0 0,0
Anzahl der Geschwister der Mutter 0,006
0 11 14 4 6,1
1 31 38 13 20
2 22 27 20 30
3 und mehr 17 21 29 44
Frischmilch wahrend SS 0,000
ja 17 21 50 76
nein 64 79 16 24
Wird Frischmilch abgekocht 0,840
ja, nur im Sommer 0 0,0 1 2,0
ja, immer 2 12 6 12
nein 15 88 43 86
Insges. > 5 Pack. Zigaretten im Leben 0,001
ja 37 46 13 20
nein 44 54 53 80
Rauchen wahrend SS, momentan 0,040
ja 5 6,0 0 0,0
nein 76 94 66 100
Anzahl Zigaretten pro Tag 0,040
<=10/d 5 6,2 0 0,0
keine 76 94 66 100
Rauchen aufgehort 32 13 0,031
in der SS 13 41 1 7,6
vor der SS 19 59 12 92
Haustiere 0,032
ja 41 51 45 68
nein 40 49 21 31
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Vater Nicht-Bauern Bauern P-Wert
[N] [%] [N] [%]
Total 79 55 65 45
Alter 0,657
< 25 Jahre 3 3,8 1 1,5
25-35 43 54 34 52
> 35 33 42 30 46
Schulabschluss 0,005
keiner 1 1,3 0 0,0
Hauptschule 29 37 44 68
Realschule 29 37 14 22
Abitur 5 6,3 3 4,6
Hochschule 15 19 4 6,2
Sonstige 0 0,0 0 0,0
Anzahl der Geschwister des Vaters 78 0,000
0 12 15 2 3,1
1 35 45 16 25
2 21 27 20 31
3 und mehr 10 13 27 42
Insges. > 5 Pack. Zigaretten im Leben 0,701
ja 39 49 30 46
nein 40 51 35 54
Rauchen derzeit 0,639
ja 23 59 16 53
nein 16 41 14 47
Asthma 0,391
ja 8 10 4 6,2
nein 71 90 61 94
Diagnose Asthma 0,028
ja 8 100 2 50
nein 0 0,0 2 50
Allergischer Schnupfen 0,002
ja 34 43 12 19
nein 45 57 53 81
Diagnose allergischer Schnupfen 0,65
ja 25 74 8 67
nein 9 26 4 33
Neurodermitis 0,239
ja 6 7,6 2 31
nein 73 92 63 97
Diagnose Neurodermitis 0,206
ja 3 50 2 100
nein 3 50 0 0,0
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Kinder Nicht-Bauern Bauern P-Wert

[N] [%] [N] [%]
Total 81 56 65 45
Geschlecht 0,517
Junge 38 47 34 52
Méadchen 43 53 31 48
Gewicht in Perzentilen/Madchen 0,035
2000 - 25009 (<3.Perz.) 0 0,0 1 3,2
2501 - 3300 (3.-50. Perz) 20 47 7 23
3301 - 4000 (>50-97.Perz) 22 51 18 58
4001 - 5000 (>97.Perz) 1 2,3 5 16
Gewicht in Perzentilen/Jungen 0,436
2000 - 23009 (<3.Perz.) 0 0,0 1 2,9
2301 - 3500 (3.-50. Perz) 19 50 12 35
3501 - 4300 (>50-97.Perz) 18 47 19 56
4301 - 5000 (>97.Perz) 1 2,6 2 5,9
Lange in Perzentilen/Madchen 0,562
40-46¢cm (<3.Perz) 0 0,0 0 0,0
47-50 (3.-50.Perz) 13 30 6 19
51-54 (50-97.Perz) 28 65 23 74
55-60 (>97.Perz) 2 4,7 2 6,5
Léange in Perzentilen/Jungen 0,449
40-46¢cm (<3.Perz) 0 0,0 0 0,0
47-50 (3.-50.Perz) 7 18 4 12
51-56 (50-97.Perz) 30 79 30 88
57-60 (>97.Perz) 1 2,6 0 0,0
Geburtsmodus 80 0,428
spontan 57 71 52 80
vaginale Operation 3 3,8 1 1,5
per Kaiserschnitt 20 25 12 19

Beschreibung der Studienpopulation mit Zytokindaten in Anzahl [N] und Prozentwerten
[%]. Der P-Wert wurde mit Hilfe des Chi2-Tests berechnet, als Signifikanzniveau wurde
p < 0,05 gewdhlt. Insgesamt standen Angaben von 147 Mdttern, 144 Vétern und 146
Kindern zur Verfiigung. Bei folgenden Variablen fehlten Angaben: Anzahl der
Geschwister des Vaters (n=1); Geburtsmodus (n=1).

In der Subpopulation der 147 Familien zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der
Altersstruktur der Mutter. Dabei lag das Alter der Bauerinnen haufiger Gber 25 Jahre.
Bezuglich des Bildungsniveaus wiesen die Eltern aus Bauernfamilien deutlich oOfter
einen Hauptschulabschluss vor, wahrend sie in Nicht-Bauernfamilien mehr
Hochschulabschliisse hatten. In Bauernfamilien wuchsen die Eltern hdufiger mit drei
und mehr Geschwistern auf, wogegen bei Nicht-Bauern meist nur ein Kind vorkam.
Unter den Nicht-Bduerinnen hatten deutlich mehr bereits einmal in ihrem Leben
geraucht und taten dies auch noch wéhrend der Schwangerschaft bzw. horten erst
wéhrend der Schwangerschaft auf. Bei den Vatern hingegen wurde kein signifikanter

Unterschied beziglich des Rauchverhaltens deutlich. Wahrend der Schwangerschaft
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tranken deutlich mehr B&uerinnen Frischmilch. In beiden Gruppen unterschied sich
jedoch die Anzahl der Mutter, die Frischmilch zuvor abkochten, kaum. In der Gruppe
der Nicht-Bauern lag bei den Vitern haufiger die Arztdiagnose ,,Asthma‘ vor. Ebenso
litten sie deutlich ofter unter allergischem Schnupfen, was aber nicht durch eine
arztliche Diagnose bestatigt werden konnte. Des Weiteren besalen Bauernfamilien

haufiger Haustiere.

Beziiglich Alter und Body-Mass-Index der Mutter und der Vater ergaben sich keine
signifikanten Unterschiede. Auch die Kinder unterschieden sich nicht in Bezug auf ihr
Geschlecht, ihre Geburtsgewicht und -lange. Nur bei den Mé&dchen zeigten die
Bauernkinder ein hoheres Gewicht. Hinsichtlich des Geburtsmodus war das Verhaltnis

zwischen Bauern- und Nicht-Bauernkindern anndhernd gleich.

In der gesamten Studienpopulation der 254 rekrutierten Familien konnten &hnliche
Unterschiede nachgewiesen werden. Die Signifikanz nahm dabei leicht zu. Nur
beziglich des Alters der Mitter, des Geburtsgewichtes der Maéadchen und der
Arztdiagnose ,,Asthma®“ bei den Vitern zeigten sich hier keine signifikanten
Zusammenhange mehr. Diese Verdnderungen sind auf die niedrigere Fallzahl und das

selektive Ausscheiden von Familien in der Subpopulation zurtlck zu fuhren.

4.2.2 Allergien der Mutter

Bei der Betrachtung der mitterlichen Allergien in der Subpopulation wurde sowohl die
subjektive Aussage der Mdtter als auch die Diagnose eines Arztes unterschieden
(Tab. 10). Hier zeigte sich ein nicht-signifikanter Trend hinsichtlich der Angabe der
Mitter zu allergischem Schnupfen. So gaben mehr Nicht-Béuerinnen an, unter
allergischem Schnupfen zu leiden. Dies wurde bestatigt durch mehr Nicht-Bauerinnen
mit einer Arztdiagnose ,,allergischer Schnupfen®. Bei der Prdvalenz von Asthma und
Neurodermitis ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen Bé&uerinnen und
Nicht-B&uerinnen. Ebenso unterschieden sich die Gruppen nicht hinsichtlich des

Auftretens von allergischen Symptomen wéhrend der Schwangerschaft.

33



Tabelle 10: Allergische Erkrankungen der Mutter fiir die Gruppe der Bauerinnen und
Nicht-Bauerinnen (Subpopulation mit Zytokindaten).

Mutter Nicht-Bauerinnen Bauerinnen P-Wert
[N] [%] [N] [%]
Total 81 55 66 45
Asthma 0,211
ja 13 16 6 9,0
nein 68 84 60 91
Diagnose Asthma 0,310
ja 11 85 6 100
nein 2 15 0 0,0
Asthmain SS 0,793
ja 3 18 2 33
nein 8 72 4 67
Allergischer Schnupfen 0,079
ja 32 40 17 26
nein 49 60 49 74
Diagnose allerg. Schnupfen 0,025
ja 31 96 13 77
nein 1 31 4 23
Allerg. Schnupfen in SS 0,426
ja 16 52 5 39
nein 15 48 8 61
Hautausschlag > 6 Monate 0,972
ja 28 35 23 35
nein 53 65 43 65
Neurodermitis 0,691
ja 10 35,7 7 30
nein 18 64,3 16 70
Diagnose Neurodermitis
ja 10 100 7 100
nein 0 0,0 0 0,0
Neurodermitis in SS 0,585
ja 3 30 3 43
nein 7 70 4 57

Beschreibung der allergischen Erkrankungen der Mutter mit Zytokindaten in Anzahl
[N] und Prozentwerten [%]. Der P-Wert wurde mit Hilfe des Chi2-Tests berechnet, als

Signifikanzniveau wurde p < 0,05 gewéhlt. Insgesamt standen Angaben von 147
Mattern zur Verfligung.

Die Darstellung der gesamten Studienpopulation erfolgt im Anhang (Tab. 11). Hier
zeigte sich lediglich ein nicht-signifikanter Trend in Bezug auf die Arztdiagnose
»allergischer Schnupfen®. Dafiir gaben hier mehr Nicht-Béuerinnen an unter Asthma zu
leiden. Dieser Zusammenhang konnte aber nicht durch eine arztliche Diagnose bestéatigt
werden. Weitere Unterschiede zwischen der Gesamtpopulation und der Subpopulation,

die Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist, wurden nicht gefunden.
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4.3  Analyse der IgE-Werte der Mutter

Anhand von spezifischen Serum-IgE-Werten fir die haufigsten inhalativen- und
nutritiven Allergene wurde der mutterliche Sensibilisierungsstatus ermittelt. Dabei

wurden die spezifischen IgE-Werte in die folgenden drei Kategorien unterteilt:

0,00 - 0,19 kU/I : Kat. 1, keine Sensibilisierung
0,20 - 0,34 kU/I : Kat. 2, Sensibilisierung
>0,35 kU/l  : Kat. 3, Atopie (> RAST-Klasse I; Radio-Allergo-Sorbent-Assay)

In Tabelle 12 sind die Haufigkeiten und die Prozentwerte der einzelnen Allergene nach
Kategorien bei Bduerinnen und Nicht-Bduerinnen der Subpopulation dargestellt.
Lediglich die Verteilung der Kategorien bei Spitzwegerich und Pferdehaar ergaben
signifikante Unterschiede. So zeigten deutlich mehr Bauerinnen IgE-Werte der

Kategorie 3 gegeniiber beiden Allergenen.

Tabelle 12: Darstellung der Allergene in Kategorien flr die Gruppe der Bauerinnen und
Nicht-Béauerinnen (Subpopulation mit Zytokindaten).

Alleraen Béauerinnen Nicht-Bauerinnen Gesamt Chiz-Test

g Kat. [N] [%]  [N] %  [N]  [%] P-Wert

Hausstaubmilbe 1 1 52 79 59 73 111 76 0,260
2 0 0,0 3 3,7 3 2,0
3 14 21 19 24 33 22

Hausstaubmilbe 2 1 49 74 59 73 108 74 0,177
2 0 0,0 4 4.9 4 2,7
3 17 26 18 22 35 24

Erlenpollen 1 50 76 59 73 109 74 0,921
3 4.5 4 4.9 7 4.8
3 13 20 18 22 31 21

Birkenpollen 1 51 77 55 68 106 72 0,405
2 3,0 5 6,2 7 4.8
3 13 20 21 26 34 23

Haselnusspollen 1 44 67 56 69 100 68 0,202
2 6 9,1 2 2,5 8 54
3 16 24 23 28 39 27

Graspollen 1 45 68 51 63 96 65 0,661
2 5 7,6 5 6,2 10 6,8
3 16 24 25 31 41 28

Weidelgras 1 38 58 51 63 89 61 0,796
5 7,6 5 6,2 10 6,8
3 23 35 25 31 48 33
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Bauerinnen Nicht-Bauerinnen Gesamt Chi2-Test

Allergen

g Kat. [N]  [%]  [N] %6  [N]  [%] P-Wert

Beifuss 1 57 86 71 88 128 87 0,353
0 0,0 2 2,5 2 1,4
3 9 14 8 9,9 17 12

Spitzwegerich 1 59 89 80 99 139 95 0,043
2 1 1,5 0 0,0 1 0,7
3 6 9,1 1 1,2 7 4.8

Katzenhaare 1 55 83 71 88 126 86 0,276
2 4 6,1 1 1,2 5 34
3 7 11 9 11 16 11

Pferdehaare 1 60 91 79 98 139 95 0,039
2 1 15 2 2,5 3 2,0
3 5 7,6 0 0,0 5 34

Hundehaare 1 46 70 66 82 112 76 0,247
5 7,6 4 4,9 9 6,1
3 15 23 11 14 26 18

Schimmelpilz 1 65 99 79 98 144 98 0,684
3 1 15 2 2,5 3 2,0

Hihnerei 1 60 91 77 95 137 93 0,426
1 1,5 0 0,0 1 0,7
3 7,6 4 4,9 9 6,1

Kuhmilch 1 56 85 72 89 128 87 0,746
5 7,6 5 6,2 10 6,8
3 5 7,6 4 4,9 9 6,1

Erdnuss 1 56 85 72 89 128 87 0,617
2 2 3,0 3 3,7 5 3,4
3 8 12 6 7,4 14 9,5

Haselnuss 1 51 77 67 83 118 80 0,165
2 6 9,1 10 12 16 11
3 9 14 4 4,9 13 8,8

Karotte 1 51 77 72 89 123 84 0,112
4 6,1 1 12 5 3.4
3 11 17 8 9,9 19 13

Weizenmehl 1 58 88 74 91 132 90 0,581
1 1,5 2 2,5 3 2,0
3 11 6,2 12 8,2

Sojabohnen 1 58 88 70 86 128 87 0,120
2 2 3,0 8 9,9 10 6,8




Beschreibung der IgE-Kategorien flr alle getesteten inhalativen Allergene und
Nahrungsmittelallergene in Anzahl [N] und Prozentwerten [%]. Die Kategorien
entsprechen folgenden IgE-Werten: Kat.1: 0,00 — 0,19 kU/I; Kat.2: 0,20 — 0,34 kU/I;
Kat.3: > 0,35 kU/I. Der P-Wert wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests berechnet,
als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 gewahlt. Insgesamt standen Angaben von 147
Muittern, 66 Bauerinnen und 81 Nicht-Bauerinnen, zur Verfugung.

Die Gesamtpopulation ist im Anhang dargestellt (Tab. 13). Hier ergaben sich die
gleichen Unterschiede bezuglich Spitzwegerich und Pferdehaar, wobei diesmal ersterer
knapp nicht signifikant war. Dartber hinaus zeigte sich derselbe Zusammenhang flr das
Allergen Karotte. In Bezug auf die Ubrigen Allergene stimmten die Gesamt- und die

Subpopulation Gberein.

Die einzelnen Allergene kdnnen nach Art des Kontakts mit dem Allergen in zwei

Hauptgruppen unterteilt werden:

e Inhalative Allergene:
Saisonale inhalative Allergene: Erlen- und Birkenpollen, Haselnuss- und
Graspollen, Weidelgras, Beifuf3, Spitzwegerich, Schimmelpilz
Perenniale inhalative Allergene: Hausstaubmilbe (2 Arten), Katzen-,
Hunde- und Pferdehaare

e Nahrungsmittelallergene: Hihnerei, Kuhmilch, Erdnuss, Haselnuss, Karotte,

Weizenmehl, Sojabohnen

Fur die weiteren Berechnungen wurden die Kategorien 2 und 3 zusammengefasst, um
so deutlicher zwischen Sensibilisierung und Nicht-Sensibilisierung unterscheiden zu

kénnen. Es wurde folgende Einteilung gewahlt:

Spezifischer IgE-Wert < 0,19 kU/I : keine Sensibilisierung

Spezifischer IgE-Wert > 0,20 kU/I : Sensibilisierung
In der Tabelle 14 wird die Sensibilisierung gegenuber mindestens einem Allergen der
jeweiligen Gruppe von Bduerinnen und Nicht-Bauerinnen verglichen. Sowohl bei der

Subpopulation (Tab. 14), als auch bei der gesamten Studienpopulation (Tab. 15 im

Anhang) zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.
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Tabelle 14: Darstellung des Sensibilisierungsstatus der Mutter gegen Allergen-Gruppen
fur die Gruppe der Bduerinnen und Nicht-Béauerinnen (Subpopulation mit
Zytokindaten).

. Bauerinnen ..N'C.ht' Gesamt Chi2-Test
Allergen-Gruppen  Sensibilisiert Bauerinnen

(NI [%] [Nl [%] [N] [%] P-Wert

Inhalative Ja 47 71 53 65 100 68 0,455
Allergene Nein 19 29 28 35 47 32
Nahrungsmittel- Ja 30 46 34 42 64 44 0,672
allergene Nein 36 54 47 58 83 56
Saisonale inhalative Ja 32 49 41 51 73 50 0,797
Allergene Nein 34 51 40 49 74 50
Perenniale Ja 33 50 40 49 73 50 0,941
inhalative Allergene Nein 33 50 41 51 74 50
alle Allergene Ja 52 79 63 78 115 78 0,883
Nein 14 21 18 22 32 22

Beschreibung des Sensibilisierungsstatus der Mutter gegen die Gruppe aller Allergene,
der Nahrungsmittelallergene, der inhalativen Allergene und deren Untergruppen in
Anzahl [N] und Prozentwerten [%]. Ein positiver Sensibilisierungsstatus bedeutet eine
Sensibilisierung gegenuiber mindestens einem Allergen der jeweiligen Gruppe (IgE >
0,20 kU/I). Der P-Wert wurde mit Hilfe des Chi2-Tests berechnet, als Signifikanzniveau
wurde p < 0,05 gewdhlt. Insgesamt standen Angaben von 147 Mittern, 66 Bauerinnen
und 81 Nicht-B&uerinnen zur Verfligung.

4.4 Analyse der Zytokinwerte der Kinder

4.4.1 Deskription der Zytokinwerte der Subpopulation

Zur Deskription der Zytokinwerte werden zundchst die Mediane und die Interquartilen
Abstédnde der einzelnen Zytokine aller Kinder dargestellt. Die Darstellung erfolgt
getrennt nach den einzelnen Stimulantien (P1, LPS und SEB) in Tabelle 16.

Tabelle 16: Darstellung der Zytokinwerte der Subpopulation nach Stimulantien sortiert.

Pl 24h Pl 48h
Perzentile Perzentile
N 50. N 50.
25. 5 (Median) 25. 5 (Median)

IL-5 143 0,0 2,7 0,5 IL-5 140 0,0 3,5 0,9

IL-10 131 0,0 2,4 0,9 IL-10 130 0,0 1,8 0,0
IL-12 142 0,0 0,0 0,0 IL-12 138 0,0 0,0 0,0
IFN-y 135 0,0 149,2 27,4 IFN-y 138 0,0 169,7 43,0
TNF-ao 136 0,0 90,5 25,3 TNF-a 137 0,0 61,7 12,6
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LPS 24h LPS 48h

Perzentile Perzentile
N 50. N 50.
25. S (Median) 25. S (Median)
IL-5 142 0,0 0,0 0,0 IL-5 141 0,0 0,0 0,0
IL-10 132 57 35,6 18,2 IL-10 131 3,8 24,9 10,4
IL-12 143 0,0 0,0 0,0 IL-12 140 0,0 0,0 0,0
IFN-y 138 0,0 4,3 0,0 IFN-y 137 0,0 11,5 0,0
TNF-a 137 0,0 18,1 59 TNF-a 138 0,0 57 0,0
SEB 24h SEB 48h
Perzentile Perzentile
N 50. N 50.
25. 5 (Median) 25. 75 (Median)
IL-5 143 0,0 0,0 0,0 IL-5 140 0,0 0,0 0,0
IL-10 130 0,0 57 1,0 IL-10 131 0,0 6,5 1,4
IL-12 140 0,0 0,0 0,0 IL-12 138 0,0 0,0 0,0
IFN-y 137 0,0 17,2 0,0 IFN-y 138 0,0 64,1 54
TNF- 136 0,0 1,6 0,0 TNF-a« 137 0,0 2,0 0,0

Darstellung der Zytokinwerte [pg/ml] nach Stimulation mit PI, LPS und SEB (jeweils
24 und 48 Std. Stimulationsdauer). Angegeben ist die Anzahl der auswertbaren
Zytokine [N], der Median, die 25. und 75. Perzentilen.

Alle fiinf Zytokine konnten in den Uberstanden nachgewiesen werden. Es zeigten sich
jedoch deutliche Unterschiede in den Konzentrationen beziglich der Zytokine
untereinander und der verwendeten Stimulantien. So betrug zum Beispiel die 1L-12
Konzentration im Median bei allen drei Stimulantien 0 pg/ml. Der Median der INF-y
Konzentration hingegen lag nach PI-Stimulation (24 Std.) bei 27,4 pg/ml. Nach LPS-
und SEB-Stimulation (24 Std.) zeigte sich aber auch hier ein Median von 0 pg/ml.
Ebenso ergab der Median der IL-5 Konzentration nur nach PI-Stimulation einen Wert
groler Null. Auch beim Vergleich zwischen 24-stlindiger und 48-stiindiger Stimulation
konnten unterschiedliche Zytokinkonzentrationen nachgewiesen werden. So war der
Median der INF-y Konzentration nach 48-stlindiger PI-Stimulation erhéht, wohingegen
der Median der TNF-o. Konzentration niedriger war. Insgesamt waren die
Zytokinkonzentrationen sehr unregelmaliig mit einer breiten Streuung verteilt und ein

Groliteil der Werte betrug 0 pg/ml.

Auf Grund dieser Verteilung der Zytokinkonzentrationen erfolgte fur die weitere
Berechnung zuné&chst eine Einteilung in folgende drei Kategorien:

Kat. 0: Null-Werte

Kat. 1: Positive Werte kleiner oder gleich dem jeweiligen Median

Kat. 2: Positive Werte iber dem jeweiligen Median
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4.4.2 Vergleich der Zytokinkategorien der Kinder in Abhangigkeit vom

mutterlichen Allergiestatus

Darstellung der drei Zytokinkategorien (Kat. 0, 1, 2)

Der mutterliche Allergiestatus wurde anhand der vom Arzt gestellten Diagnose Asthma,
allergischer Schnupfen oder Neurodermitis bestimmt. Darliber hinaus bedeutet die
Diagnose ,,Allergie”, dass mindestens eine Diagnose vom Arzt als positiv bestitigt
wurde. Im Folgenden wurden zunéchst die drei Zytokinkategorien aller Kinder in
Abhéngigkeit vom mutterlichen Allergiestatus dargestellt. Anschliefend wurden
Bauern- und Nicht-Bauernkinder getrennt untersucht. In den Tabellen 17-19 sind

lediglich die signifikanten Ergebnisse bzw. knapp signifikanteTrends dargestellt.

Tabelle 17: Darstellung der Zytokinkategorien (Kat. 0, 1, 2) aller Kinder in
Abhangigkeit vom mutterlichen Allergiestatus (nur signifikante bzw. grenzwertig
signifikante Ergebnisse dargestellt).

Zvt. [N Diagnose P-Wert
K);t- [[%]] Gesamt Ja Nein Chi2-Test
Diagnose Asthma
IN] 89 14 75 0,088
IFN-y (LPS 48h) ° % & 8 62
L [N] 24 2 22
% 18 13 18
) IN] 24 0 24
% 18 0,0 20
TNF-o. (LPS 24h) o M 45 3 42 0,072
% 33 20 34
L [N] 46 9 37
% 34 60 30
, NN 46 3 43
% 34 20 35
IL-10 (PI 24h) 0 [N] 54 10 44 0,067
% 41 63 38
L IN] 38 5 33
% 29 31 29
) [N] 39 1 38
% 30 6,3 33
Diagnose Neurodermitis
IN] 13 1 12 0,046
IL-10 (LPS 48h) 0 o 10 77 10
L [N] 59 2 57
% 45 15 48
) [N] 59 10 49
% 45 77 42
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Zyt. [N] Diagnose P-Wert

Kat. [%] Gesamt Nein  Chiz-Test
Diagnose ,,Allergie*

IN] 14 31 45 0,073

TNF-a (LPS 24h) O % 29 35 33

., N 22 24 46

% 46 27 34

IN] 12 34 46

2 % 25 38 34

Darstellung der Zytokinkategorien: Kat. 0: Null-Werte; Kat. 1: Positive Werte <
Median; Kat. 2: Positive Werte > Median. Angegeben sind die Anzahl der gemessenen
Zytokine [N] und der Prozentsatz [%]. Die Berechung des Zusammenhanges zwischen
erkrankten und gesunden Mauttern erfolgte mit Hilfe des Chi2-Tests, als
Signifikanzniveau wurde p < 0,05 gewahlt.

Tabelle 18: Darstellung der Zytokinkategorien (Kat. 0, 1, 2) der Bauernkinder in
Abhangigkeit vom mutterlichen Allergiestatus (nur signifikante bzw. grenzwertig
signifikante Ergebnisse dargestellt).

Zyt. [N] Gesamt Diagnose. P-_Wert
Kat. [%] Ja Nein Chi2-Test
Diagnose Asthma
[N] 54 4 50 0,002
IL-12 (PI 24h) O % e 67 86
1 [N] 3 2 1
% 4.7 33 1,7
) [N] 7 0 7
% 11 0,0 12
IL-12 (LPS 24h) o M 60 5 55 0,007
% 94 83 95
L [N] 1 1 0
% 1,6 17 0,0
, [N 3 0 3
% 4,7 0,0 5,2
IL-10 (PI 24h) o M 31 6 25 0,067
% 55 100 50
. N 12 0 12
% 21 0,0 24
, [N 13 0 13
% 23 0,0 26
Diagnose allerg. Schnupfen
IN] 60 12 48 0,096
IL-12 (LPS 24h) O % s 92 94
. N 1 1 0
% 1,6 7,7 0,0
, N 3 0 3
% 4.7 0,0 5,9
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Zyt. [N] Gesamt Diagnose P-Wert
Kat. [%] Ja Nein Chi2-Test
IL-12 (LPS 48h) 0 [N] 59 11 48 0,018
% 95 85 98
L [N] 2 2 0
% 3,2 15 0,0
) [N] 1 0 1
% 1,6 0,0 2,0
Diagnose Neurodermitis
[N] 21 0 21 0,072
TNF-a (LPS 24h) O 9 33 0.0 38
L [N] 23 5 18
% 37 71 32
) [N] 19 2 17
% 30 29 30
IL-5 (LPS 24h) o IN 62 6 56 0,015
% 97 86 98
L [N] 1 0 1
% 1,6 0,0 1,8
5 [N] 1 1 0
% 1,6 14 0,0
Diagnose ,,Allergie“
[N] 59 15 44 0,055
IL-12 (LPS 48h) 0 o o5 88 98
L [N] 2 2 0
% 3,2 12 0,0
5 [N] 1 0 1
% 1,6 0,0 2,2
IFN-y (LPS 48h) 0 [N] 42 12 30 0,059
% 67 71 65
L [N] 11 5 6
% 17 29 13
5 [N] 10 0 10
% 16 0,0 22
TNF-a, (LPS 24h) 0 [N] 21 4 17 0,080
% 33 24 37
L [N] 23 10 13
% 37 58 28
) [N] 19 3 16
% 30 18 35

Darstellung der Zytokinkategorien: Kat. 0: Null-Werte; Kat. 1: Positive Werte <
Median; Kat. 2: Positive Werte > Median. Angegeben sind die Anzahl der gemessenen
Zytokine [N] und der Prozentsatz [%]. Die Berechung des Zusammenhanges zwischen
erkrankten und gesunden Miuttern erfolgte mit Hilfe des Chi2-Tests, als
Signifikanzniveau wurde p < 0,05 gewdhlt.
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Tabelle 19: Darstellung der Zytokinkategorien (Kat. 0, 1, 2) der Nicht-Bauernkinder
in Abhé&ngigkeit vom mutterlichen Allergiestatus (nur signifikante bzw. grenzwertig
signifikante Ergebnisse dargestellt).

Zvt. [N Diagnhose P-Wert
<at [[%]] Gesamt ;. " Nein  Chix-Test
Diagnose Asthma
[N] 38 9 29 0,029
IFN-y (SEB 24h) © % 51 90 4
., N 22 1 21
% 30 10 33
) [N] 14 0 14
% 19 0,0 22
IFN-y (LPS 48h) 0 [N] 47 10 37 0,036
% 64 100 58
. N 13 0 13
% 17 0,0 20
) IN] 14 0 14
% 19 0,0 22
TNF-o. (Pl 24h) o I 16 1 15 0,070
% 22 11 23
. N 24 6 18
% 33 67 28
, [N 33 2 31
% 45 22 48
IL-5 (LPS 24h) 0 [N] 75 9 66 0,028
% 96 90 97
. N 1 1 0
% 1,3 10 0,0
, [N 2 0 2
% 2,6 0,0 2,9
IL-10 (SEB 48h) o M 23 5 18 0,077
% 31 45 28
L IN] 22 5 17
% 29 45 27
) IN] 30 1 29
% 40 9,1 45
Diagnose allerg. Schnupfen
IN] 69 29 40 0,093
IL-12 (P1 48h) 0 91 100 85
. N 3 0 3
% 4,0 0,0 6,4
) IN] 4 0 4
% 5,3 0,0 8,5
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Zyt. [N] Diagnose P-Wert

Kat. [%] Gesamt Ja Nein Chi2-Test
Diagnose ,,Allergie*

IN] 69 33 36 0,052

IL-12 (PI 48h) © % o0 10 4

L, N 3 0 3

% 4,0 0,0 7,0

, N 4 0 4

% 5,3 0,0 9,3

Darstellung der Zytokinkategorien: Kat. 0: Null-Werte; Kat. 1: Positive Werte <
Median; Kat. 2: Positive Werte > Median. Angegeben sind die Anzahl der gemessenen
Zytokine [N] und der Prozentsatz [%]. Die Berechung des Zusammenhanges zwischen
erkrankten und gesunden Mauttern erfolgte mit Hilfe des Chi2-Tests, als
Signifikanzniveau wurde p < 0,05 gewahlt.

Fur alle Kinder konnte nur in Abh&ngigkeit von der Diagnose Neurodermitis ein
signifikanter Zusammenhang gezeigt werden. Hier zeigten sich bei Mittern mit
Neurodermitis haufiger 1L-10 Werte oberhalb des Medians im plazentaren
Nabelschnurblut der Neugeborenen.

Bei der Betrachtung der Bauernkinder fanden sich fir drei Diagnosen (Asthma,
allergischer Schnupfen und Neurodermitis) signifikante Unterschiede. So zeigten sich
bei Muttern mit Asthma 6fter 1L-12 Konzentrationen unterhalb des Medians. Auch fur
die Diagnose allergischer Schnupfen wurden mehr 1L-12 Werte kleiner dem Median
gefunden. Im Gegensatz dazu lagen die IL-5 Konzentrationen h&ufiger tUber dem
Median, wenn die Mutter an Neurodermitis erkrankt waren.

Bei Nicht-Bauernkindern ergab sich nur fir Asthma ein signifikanter Unterschied. So
lagen die INF-y Konzentrationen bei Muttern ohne Asthma 6fter Gber dem Median. Bei

Mittern mit Asthma hingegen, zeigten sich mehr IL-5 Werte unterhalb des Medians.

Des Weiteren konnten folgende ,Borderline® Signifikanzen fiir alle Kinder
nachgewiesen werden. Waren die Miitter nicht an Asthma erkrankt, tendierten INF-y,
TNF-a und IL-10 zu mehr Werten tber dem Median. Dagegen fanden sich bei Mittern
mit einer Diagnose ,,Allergie” geringfiigig haufiger TNF-o. Konzentrationen oberhalb
des Medians.

Bauernkinder, deren Miitter gesund waren, zeigten im Folgenden tendenziell o6fter
Zytokinwerte oberhalb des Medians: 1L10 bei Asthma, IL-12 bei allergischem
Schnupfen, TNF-a bei Neurodermitis sowie IL-12, INF-y und TNF-a bei der Diagnose
»Allergie®.

44



Nicht-Bauernkinder, deren Miitter gesund waren, hatten tendenziell mehr Zytokinwerte
oberhalb des Medians, wie folgende Gegenuberstellungen zeigen: TNF-a und IL-10 bei
Asthma, IL-12 bei allergischem Schnupfen und Diagnose ,,Allergie®.

Bei allen Ergebnissen ist jedoch zu berlcksichtigen, dass die Werte mit
unterschiedlichen Stimulantien erhoben wurden.

Die Zusammenfassung der oben beschriebenen Ergebnisse zeigte, dass in den Gruppen
der gesunden Mutter die Thl Zytokine (IL-12, INF-y und TNF-a) mehrheitlich Werte
oberhalb des Medians aufwiesen. Eine Ausnahme dabei bildete TNF-o, das in der
Gruppe aller Kinder mit Miittern ohne Diagnose ,,Allergie* tendenziell weniger Werte
Uber dem Median zeigte.

Fur das Th2 Zytokin (IL-5) konnten einerseits bei B&uerinnen mit Neurodermitis,
andererseits bei Nicht-B&uerinnen ohne Asthma h&ufiger Werte oberhalb des Medians
nachgewiesen werden.

IL-10 zeigte bei Muttern mit Asthma groftenteils Werte unterhalb des Medians. Fir

Mitter mit Neurodermitis hingegen ergaben sich mehr Werte tiber dem Median.

Darstellung der zwei Zytokinkategorien (Kat. 0, 1)

Fur die Erstellung einer logistischen Regressionsanalyse war es noétig, die
Zytokinkonzentrationen in eine dichotome Variable umzuwandeln. Hierfiir wurden die

Kategorien 1 und 2 zusammengefasst und folgende Einteilung gewahlt:
Kat. 0: Null-Werte

Kat. 1: Positive Werte

In den Tabellen 20-22 sind die signifikanten Zusammenhénge bzw. die nicht
signifikanten Trends zwischen den zwei Zytokinkategorien und dem Allergiestatus der
Matter dargestellt. Da fur die Berechnung der logistischen Regressionsanalyse lediglich
die Ergebnisse verwendet wurden bei denen ein P-Wert < 0,069 vorlag, sind im

Folgenden auch nur diese Ergebnisse beschrieben.
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Tabelle 20: Darstellung der Zytokinkategorien (Kat. 0,1) aller Kinder in Abhangigkeit
vom mutterlichen Allergiestatus (nur signifikante bzw. grenzwertig signifikante

Ergebnisse dargestellt).

Zyt. [N] Diagnose P-Wert
Kat. [%] ®®5¥™ 33 Nein  ChizTest
Diagnose Asthma
N 54 10 44 0,065
IL-10 (PI 24h) O o a1 63 38
N 77 6 71
. % 59 37 62
IFN-y (LPS 48h) o, N8 14 75 0,044
% 65 88 62
1 N 48 2 46
% 35 12 38
Diagnose allerg. Schnupfen
N 52 11 41 0,098
IL-10 (SEB 24h) O o 40 29 45
L N 78 27 51
% 60 71 55
Diagnose ,,Allergie“
N 52 13 39 0,082
IL-10 (SEB 24h) O w 40 30 45
L N 78 31 47
% 60 70 55

Darstellung der Zytokinkategorien:

0,05 gewahlt.

Kat. 0: Null-Werte; Kat. 1: Positive Werte.
Angegeben sind die Anzahl der gemessenen Zytokine [N] und der Prozentsatz [%]. Die
Berechung des Zusammenhanges zwischen der Gruppe der erkrankten und der
gesunden Mutter erfolgte mit Hilfe des Chi2-Tests, als Signifikanzniveau wurde p <

Tabelle 21: Darstellung der Zytokinkategorien (Kat. 0,1) der Bauernkinder in
Abhéngigkeit vom mudtterlichen Allergiestatus (nur signifikante bzw. grenzwertig

signifikante Ergebnisse dargestellt).

Zyt. [N] Diagnose P-Wert
Gesamt . .
Kat. [%] Ja Nein Fisher Test
Diagnose Asthma

N 31 6 25 0,023
IL-10 (PI 24h) O & &5 100 50
1 N 25 0 25
% 45 0,0 50

IL-10 (P! 48h) N 34 6 28 0,041
0 % 61 100 56
N 22 0 22
! % 39 0,0 44
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Zyt. [N] Gesamt Diagnose P-Wert
Kat. [%] Ja Nein Fisher Test
Diagnose allerg. Schupfen
N 6 3 3 0,083
IL-10 (LPS 48h) O & 1 7 6.7
N 50 8 42
! % 89 73 93
Diagnose Neurodermitis
N 21 0 21 0,049
TNF-a (LPS 24h) O o 33 0.0 38
1 N 42 7 35
% 67 100 62
TNF-a (SEB 24h) o N % 3 42 0,095
% 71 43 75
1 N 18 4 14
% 29 57 25

Darstellung der Zytokinkategorien: Kat. 0: Null-Werte; Kat. 1: Positive Werte.
Angegeben sind die Anzahl der gemessenen Zytokine [N] und der Prozentsatz [%]. Die
Berechung des Zusammenhanges zwischen der Gruppe der erkrankten und der
gesunden Mutter erfolgte mit Hilfe des exakten Tests nach Fisher, als Signifikanzniveau

wurde p < 0,05 gewahlt.

Tabelle 22: Darstellung der Zytokinkategorien (Kat. 0,1) der Nicht-Bauernkinder in
Abhéngigkeit vom mudtterlichen Allergiestatus (nur signifikante bzw. grenzwertig

signifikante Ergebnisse dargestellt).

Zyt. [N] Diagnose P-Wert
Gesamt . :
Kat. [%] Ja Nein Fisher Test
Diagnose Asthma
N 38 9 29 0,009
IFN-y (SEB 24h) ° % s e 4
1 N 36 1 35
% 49 10 55
IFN-y (LPS 48h) 0 N a7 10 37 0,007
% 64 100 58
1 N 27 0 27
% 36 0,0 42
Diagnose allerg. Schnupfen
IL-5 (PI 48h) s N 35 10 25 0,070
% 45 33 53
1 N 42 20 22
% 54 67 47
IL-12 (PI 48h) N 69 29 40 0,029
0 % 91 100 85
1 N 7 0 7
% 9,2 0,0 15
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Zyt. [N] Diagnose P-Wert
Gesamt . .
Kat. [%] Ja Nein Fisher Test
Diagnose Neurodermitis
N 35 2 33 0,080
IL-5 (PI 48h) O % s 20 49
1 N 42 8 34
% 55 80 51
IFN-y (PI 48h) 0 N 20 5 15 0,084
% 27 50 23
1 N 55 5 50
% 73 50 77
TNF-a (LPS 48h) 0 N 44 3 41 0,052
% 59 30 63
1 N 31 7 24
% 41 70 37
Diagnose ,,Allergie
N 69 33 36 0,015
IL-12 (PI 48h) O % @ 100 84
1 N 7 0 7
% 9,2 0,0 16

Darstellung der Zytokinkategorien: Kat. 0: Null-Werte; Kat. 1: Positive Werte.
Angegeben sind die Anzahl der gemessenen Zytokine [N] und der Prozentsatz [%]. Die
Berechung des Zusammenhanges zwischen der Gruppe der erkrankten und der
gesunden Mutter erfolgte mit Hilfe des exakten Tests nach Fisher, als Signifikanzniveau
wurde p < 0,05 gewahlt.

Bei der Betrachtung aller Kinder zeigten sich bei Muttern mit Asthma signifikant
weniger positive IFN-y Werte und tendenziell (nicht signifikant) weniger positive 1L-10
Werte im Vergleich zu nicht an Asthma erkrankten Muttern.

Fur Bauernkinder konnten folgende signifikante Unterschiede festgestellt werden. Bei
Mdttern mit Asthma fanden sich deutlich weniger bzw. keine positiven 1L-10 Werte.
Hingegen zeigten sich bei Mittern mit Neurodermitis haufiger positive TNF-o Werte.
Bei Nicht-Bauernkindern, deren Mdtter an Asthma erkrankt waren, wurden signifikant
weniger positive IFN-y Werte nachgewiesen. Ebenso zeigten sich bei Mittern mit
allergischem Schnupfen bzw. einer Diagnose ,,Allergie* seltener bzw. keine positiven
IL-12 Werte. Im Gegensatz dazu fand sich bei Mittern mit Neurodermitis ein
tendenziell hoherer Anteil an positiven TNF-o Werten.

Auch hier ist wiederum zu beachten, dass die Werte mit unterschiedlichen Stimulantien

bestimmt wurden.
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Bei der Zusammenfassung der Ergebnisse zeigten auch hier die Thl Zytokine (IL-12
und IFN-y) in der Gruppe der gesunden Mutter deutlich haufiger positive Werte. Im
Gegensatz dazu wurden beim Th1 Zytokin TNF-a. sowohl bei B&uerinnen als auch bei
Nicht-Bauerinnen mit Neurodermitis grofitenteils positive Werte nachgewiesen.

Fur IL-10 konnten bei Mittern mit Asthma weniger positive Werte nachgewiesen

werden.

4.4.3 Vergleich der Zytokinkategorien der Kinder in Abhangigkeit vom

mutterlichen Sensibilisierungsstatus

Darstellung der drei Zytokinkategorien (Kat. 0, 1, 2)

Der Sensibilisierungsstatus der Mutter wurde anhand der spezifischen IgE-Werte gegen
die oben bereits erwéhnten inhalativen Allergene und Nahrungsmittelallergene
bestimmt. Wobei eine positive Sensibilisierung bedeutet, dass der spezifische IgE-Wert
fir mindestens ein Allergen mehr als 0,20 kU/l betrdagt. In Tabelle 23 sind die
signifikanten Ergebnisse bzw. die nicht signifikanten Trends der drei Zytokinkategorien
in Abhédngigkeit vom muitterlichen Sensibilisierungsstatus dargestellt. Zunéchst erfolgt
die Beschreibung aller Kinder und anschlieBend werden die beiden Gruppen der
Bauern- und Nicht-Bauernkinder getrennt dargestellt.

Tabelle 23: Darstellung der Zytokinkategorien (Kat. 0, 1, 2) in Abhangigkeit vom

mitterlichen Sensibilisierungsstatus fiir alle Kinder, Bauern- und Nicht-
Bauernkinder (nur signifikante bzw. grenzwertig signifikante Ergebnisse dargestellt).

o Zyt. [N Diagnose P-Wert
Sensibilisierung der Mutter K);t. [[%]] Gesamt Ja Nein Chiz-Test
Alle Kinder
[N] 60 45 15 0,069
IFN-y (SEB 48h) © % 4 a1 53
1 [N] 39 29 10
% 28 26 36
5 [N] 39 36 3
% 28 33 11
Bauernkinder
[N] 19 12 7 0,027
IFN-y (PI 48h) © % 30 23 e
. [N] 17 15 2
% 27 29 18
) [N] 27 25 2
% 43 48 18
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o Zvt. [N Diagnose P-Wert
Sensibilisierung der Mutter th. [[%]] Gesamt Ja Nein Chiz-Test
Nicht-Bauernkinder

[N] 38 32 6 0,028

IFN-y (SEB 24h) © % s s 35

L [N] 22 18 4

% 30 32 24

[N] 14 7 7

2 % 19 12 41

Darstellung der Zytokinkategorien: Kat. 0: Null-Werte; Kat. 1: Positive Werte <
Median; Kat. 2: Positive Werte > Median. Angegeben sind die Anzahl der gemessenen
Zytokine [N] und der Prozentsatz [%]. Die Berechung des Zusammenhanges zwischen
der Gruppe der sensibilisierten und der nicht sensibilisierten Mdtter erfolgte mit Hilfe
des Chi2-Tests, als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 gewahlt

Ein signifikanter Unterschied lag lediglich in den beiden Untergruppen Bauernkinder
und Nicht-Bauernkinder fur IFN-y vor. Bei sensibilisierten Bauerinnen zeigten sich
haufiger IFN-y Werte oberhalb des Medians. Hingegen lagen bei sensibilisierten Nicht-
B&uerinnen weniger IFN-y Werte Gber dem Median vor. Fur alle Kinder zusammen
konnten lediglich tendenziell mehr IFN-y Werte groRer dem Median bei den
sensibilisierten Muttern gezeigt werden. Auch hier ist zu beachten, dass
unterschiedliche Stimulantien verwendet wurden. Weitere signifikante Abhéngigkeiten
zwischen den  Zytokinkategorien der Kinder und dem  miitterlichen
Sensibilisierungsstatus konnten nicht gefunden werden.

Zusammenfassend zeigten sich bei sensibilisierten Mdttern mehrheitlich IFN-y (Thl

Zytokine) Konzentrationen oberhalb des Medians, aulRer bei den Nicht-Bauerinnen.

Darstellung der zwei Zytokinkategorien (Kat. 0, 1)

Wie zuvor wurden fir die Erstellung einer logistischen Regressionsanalyse die

Zytokinkonzentrationen in eine dichotome Variable umgewandelt:

Kat. 0: Null-Werte
Kat. 1: Positive Werte

Tabelle 24 zeigt die signifikanten Unterschiede bzw. die nicht signifikanten Trends der
zwei Zytokinkategorien in Abhangigkeit vom Sensibilisierungsstatus der Mutter. Zur
anschlielenden Berechnung der logistischen Regressionsanalyse wurden lediglich die
Ergebnisse verwendet, die einen P-Wert < 0,069 zeigten, welche im Folgenden

beschrieben werden.
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Tabelle 24: Darstellung der Zytokinkategorien (Kat. 0,1) der Bauernkinder in
Abhéngigkeit vom mautterlichen Sensibilisierungsstatus (nur signifikante bzw.
grenzwertig signifikante Ergebnisse dargestellt)

Sensibilisierung zyt. [N] ~ Diagnose. .P-Wert
der Mutter Kat. [%] Ja Nein Fisher Test
IL-5 (PI 48h) 0 N 26 19 7 0,097

% 41 37 64
1 N 37 33 4
% 59 63 36
IFN-y (LPS 24h) 0 N 46 33 13 0,053
% 73 67 93
1 N 17 16 1
% 27 33 7,0
IFN-y (P148h) = N 19 12 7 0,013
% 30 23 64
1 N 44 40 4
% 70 77 36

Darstellung der Zytokinkategorien: Kat. 0: Null-Werte; Kat. 1: Positive Werte.
Angegeben sind die Anzahl der gemessenen Zytokine [N] und der Prozentsatz [%]. Die
Berechung des Zusammenhanges zwischen der Gruppe der sensibilisierten und der
nicht sensibilisierten Mitter erfolgte mit Hilfe des exakten Tests nach Fisher, als
Signifikanzniveau wurde p < 0,05 gewdhlt.

Lediglich fir Bauernkinder konnte ein Zusammenhang nachgewiesen werden. Hier
lagen bei sensibilisierten B&uerinnen h&ufiger positive INF-y Werte vor. Weitere
signifikante Unterschiede fanden sich nicht.

Dieses Ergebnis zeigt, dass IFN-y (Thl Zytokine) bei sensibilisierten Miittern

uberwiegend positive Werte annimmt.

4.4.4 Storfaktoren fur die Zytokinkategorien in Abhéangigkeit vom Allergie- und

Sensibilisierungsstatus der Mutter

Zundchst wurde der Zusammenhang zwischen mdoglichen Stoérfaktoren und den in
Kapitel 4.4.2 und 4.4.3 beschriebenen Zytokinkategorien (Kat. 0, 1) untersucht (Tab. 25
im Anhang). AnschlieBend wurde der Einfluss dieser mdglichen Storfaktoren auf den
Allergiestatus (Diagnosen Asthma, allergischer Schnupfen, Neurodermitis und
Diagnose ,,Allergie) und den Sensibilisierungsstatus der Miitter tiberpriift (Tab. 26 im
Anhang).

Es zeigte sich, dass lediglich die in Tabelle 27 und 28 dargestellten Storfaktoren sowohl

den Allergie- bzw. den Sensibilisierungsstatus der Mitter als auch die
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Zytokinkategorien beeinflussten. Die Anzahl der Geschwister der Mutter korreliert mit
der Diagnose allergischer Schnupfen bzw. der Diagnose ,,Allergie” sowie mit den IL-12
Kategorien der Kinder. Dabei zeigten sich bei Mittern mit mehr Geschwistern haufiger
positive IL-12 Werte. Miitter mit allergischem Schnupfen bzw. der Diagnose ,,Allergie*
hatten jedoch weniger Geschwister. Weitere mogliche Storfaktoren sind der Konsum
von Frischmilch und der Nikotinabusus der Vater. Bei diesen bestand beziglich der
Diagnose Asthma und der INF-y Kategorien der Kinder eine signifikante Abhéngigkeit.
So fanden sich bei Mauttern, die Frischmilch wéhrend der Schwangerschaft
konsumierten, weniger positive INF-y Werte und sie litten seltener unter Asthma. Falls
die Vater jedoch mehr als 5 Packungen Zigaretten in ihrem Leben geraucht hatten,

zeigten sich mehr positive INF-y Werte und die Mutter hatten haufiger Asthma.

Tabelle 27: Storfaktoren fur den Allergie- und Sensibilisierungsstatus der Mutter.

Ja Nein Gesamt P-Wert
Diagnose Asthma
. 14 66 80 0,014
Frischmilch vom Hof nein 829% 51% 54%
- 3 64 67
’ 18 % 49 % 46 %
. 5 70 75 0,046
Vater > 5 Pack. Zigaretten nein 29% 5506 5206
. 12 57 69
a
J 71% 45% 48%
Diagnose allergischer
Schnupfen
Anzahl 44 103 147 0,000
Geschwister der Mutter i
Mittlerer 55,4 81.9
Rang
Diagnose ,,Allergie*
Anzahl 52 95 147 0,001
Geschwister der Mutter i
Mlgtlerer 58.8 82.3
ang

Beschreibung der Storfaktoren flr den Allergie- und Sensibilisierungsstatus der Mutter.
Der P-Wert von nominalskalierten Variablen wurde mit dem Chi?-Test, von
verhaltnisskalierten Variablen mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet. Bei dem
Storfaktor Geschwister der Mutter kann nur der Mittlere Rang angegeben werden, da es
sich um eine verhéltnisskalierte Variable handelt. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05
gewahlt.
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Tabelle 28: Storfaktoren fir die signifikanten Zytokine der Kategorie (Kat. 0, 1).

Kat. 0 Kat. 1 Gesamt P-Wert
IL-12 (PI 48h)
Geschwister der Mutter Mggﬁ;er 67,5 90,4 0,051
IFN-y (SEB 24h)
Frischmilch vom Hof . 37 37 74 0,019
nein
46% 66% 54%
i 44 19 63
J 54% 34% 46%
Vater > 5 Pack. Zigaretten nein 47 23 70 0,053
|
59% 42% 52%
ia 33 32 65
! 41% 58% 48%

Beschreibung der Storfaktoren fir die signifikanten Zytokinkategorien (Kat. 0, 1). Der
P-Wert von nominalskalierten Variablen wurde mit dem Chi2-Test, von
verhaltnisskalierten Variablen mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet. Bei dem
Storfaktor Geschwister der Mutter kann nur der Mittlere Rang angegeben werden, da es
sich um eine verhéltnisskalierte Variable handelt. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,05
gewahlt.

4.4.5 Bindre logistische Regression: Abhangigkeit der dichotomen

Zytokinkategorien vom Allergie- und Sensibilisierungsstatus der Mutter

Tabelle 29 zeigt die Beziehung, positive bzw. negative Korrelation, zwischen den
dichotomen Zytokinkategorien (aus Kapitel 4.4.2 und 4.4.3 mit p < 0,069) und dem
Allergie- und Sensibilisierungsstatus der Mutter fur alle Kinder sowie die Gruppen
Bauern- und Nicht-Bauernkinder. Es wurden die oben genannten Stoérfaktoren mit
einbezogen, die sowohl das Ergebnis als auch die Exposition beeinflussten (mit p <
0,069). Im Folgenden werden nur die Ergebnisse erldutert, bei denen auch eine binare
logistische Regression mdglich war. Die anderen Abhangigkeiten wurden bereits in den
Kapiteln 4.4.2 und 4.4.3 dargestellt. Die logistische Regression ergab lediglich bei
Nicht-Bauernkindern fir Asthma und IFN-y und bei Bauernkindern fur Sensibilisierung
und IFN-y einen signifikanten Zusammenhang. Dabei korrelierte Asthma negativ
(OR<1) und die Sensibilisierung positiv (OR>1) mit IFN-y. Die Adjustierung flr
Frischmilchkonsum ergab fur Asthma und IFN-y eine Zunahme der Signifikanz.
Weitere Adjustierungen waren nicht méglich, da hier die Haufigkeit einer der beiden
Zielvariablen bereits 0% betrug. Des Weiteren konnten folgende Trends gezeigt werden.
Bei allen Kindern ergab sich fir Asthma und IL-10 bzw. IFN-y eine negative
Korrelation. Neurodermitis hingegen korrelierte positiv. mit TNF-o. bei Nicht-

Bauernkindern.
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Insgesamt bestatigten diese Ergebnisse die Zusammenhange, die bereits in den Kapiteln
4.4.2 und 4.4.3 beschrieben wurden. So zeigte IFN-y bei Mdttern mit Asthma deutlich
weniger, bei sensibilisierten Bauerinnen hingegen mehr positive Werte. Flir TNF-a
ergaben sich h&ufiger positive Werte bei Nicht-B&uerinnen, die unter Neurodermitis
litten. Bei Muttern mit Asthma fanden sich auerdem weniger positive 1L-10 Werte.

Nur fur 1L-12 konnte kein signifikanter Zusammenhang mehr gezeigt werden.

Tabelle 29: Bindre logistische Regression: Abhéngigkeit der dichotomen
Zytokinkategorien vom Allergie- und Sensibilisierungsstatus der Mutter

Alle Kinder Bauernkinder Nicht-Bauernkinder
OR 95%KI P-Wert OR 95% K| P-Wert OR 95% KI P-Wert
Asthma z z z | z z
IL-10 (PI 24h) 0,37} 0,13-1,10 | 0,073 050! 0,38-0,66 ' 0,023* 0,62 0,16-2,45 | 0,494
IL-10 (P! 48h) 0,42 0,14-1,28 | 0,129 0,56 0,44-072 |0,041* 0,71} 0,20-2,57 | 0,603

IFN-y (SEB 24h) 044! 0,14-145 | 0,178 2,35} 0,43-12,85 | 0,323 0,09 0,01-077 : 0,028
IFN-y (LPS 48h) 0,23 ! 0,05-1,07 : 0,061 1,00} 0,17-596 | 1,000 058 0,47-0,71 | 0,007*
(1)IFN-y (SEB 24h) 0,32 0,09-1,09 | 0,069 2,50 | 0,41-15.42 | 0,322 0,07 | 0,01-0,63 | 0,017

Allerg. Schnupfen | | | | | |
IL-12 (PI 48h) 0,43 0,09-2,05 | 0,290 2,79 0,41-18,76 : 0,292 0,85 0,76-0,96 : 0,029*

Neurodermitis . . . . . .
TNF-o (LPS 24h) 251! 0,68-9,24 ! 0,165 063! 0,51-0,77 :0,049* 1,14 0,27-4,86 : 0,860
TNF-o (LPS 48h) 1,60 0,58-4,43 ! 0,367 0,46: 0,08-2,58 : 0,379 3,99:0,94-16,88 | 0,060

Allergie | | | | | |
IL-12 (PI 48h) 0,33! 0,07-1,55 ! 0,158 1,87 ' 0,28-12,28 | 0,420 0,84 0,73-0,96 : 0,015*

Sensibilisiert | | | | | |
IFN-y (LPS 24h) 1,74 ! 0,07-4,42 | 0,245 6,30 0,76-52,50 | 0,089 0,97 0,31-3,00 | 0,965
IFN-y (LPS 48h) 1,66 0,68-4,04 | 0,262 583 1,46-23,36 | 0,013 0,57 0,14-2,26 | 0,424

Berechnung der Odds Ration (OR), des 95% Konfidenzintervalls (95% KI) und des P-
Werts mit binérer logistischer Regression. Bei den mit * gekennzeichneten P-Werten
war eine logistische Regression und eine Adjustierung nicht moglich, da in einer der
beiden Gruppen (Allergie- bzw. Sensibilisierungsstatus positiv oder negativ) keine
Zytokinmesswerte vorhanden waren. Hier wurden fir die Berechnung der Odds Ration
und des 95% Konfidenzintervalls Kreuztabellen und fir den P-Wert der exakte Test
nach Fisher verwendet. (1) Dieses Modell wurde adjustiert fir Frischmilchkonsum. Als
Signifikanzniveau wurde p < 0,05 gewahlt. Eine negative Korrelation liegt bei OR<1,
eine positive Korrelation bei OR>1 vor.
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5 Diskussion

Die starke Zunahme der Pravalenz von allergischen Erkrankungen im Kindesalter
verdeutlicht welchen gesundheitlichen und finanziellen Stellenwert Allergien in unserer
Gesellschaft einnehmen [1,3]. So wurden in den letzten Jahren bereits zahlreiche
Studien auf dem Gebiet der allergischen Krankheitsbilder durchgefihrt, mit dem Ziel
ihre Ursachen, Entstehungsmechanismen und ihren natlrlichen Verlauf besser zu
verstehen und somit neue therapeutische  Mdoglichkeiten zu  erdffnen
[36;40;88;104;117;128;138]. Besonders wichtig ist dabei eine effektive Pravention, die
jedoch eine genaue Kenntnis moglicher Risikofaktoren und Risikopopulationen
voraussetzt. So zeigten mehrere Studien, dass eine positive allergische Familien-
anamnese, insbesondere mutterlicherseits, das Risiko fiir Kinder ebenfalls eine Allergie
zu entwickeln deutlich erhoht [78;118]. Als Prédiktionsmarker fur die Entwicklung
einer allergischen Erkrankung wurde bei der Untersuchung Neugeborener immer wieder
ein erhohter Serum-IgE-Wert diskutiert [62]. Dieser besitzt zwar eine hohe Spezifitat,
dafir aber eine sehr geringe Sensitivitit und eignete sich somit nicht als
aussagekraftiger Pradiktionsmarker [62]. Aktuell wird das Augenmerk verstarkt auf die
Zytokinproduktion von Nabelschnurblutzellen gerichtet, da diese einen zentralen Anteil
am Pathomechanismus verschiedener allergischer Erkrankungen haben. So beschreiben
Kondo et al. 1992 zum ersten Mal, dass Nabelschnurblut von Neugeborenen zu einer
allergen-spezifischen  Proliferationsantwort ~ fahig ist [65]. Neben dieser
Lymphozytenproliferation, welche eindeutig auf fetale und nicht auf miitterliche T-
Zellen zuriickzufuhren ist, konnten Prescott et al. eine Thl/Th2 assoziierte
Zytokinproduktion nachweisen [106]. AuRerdem zeigte sich, wie bereits in der
Einleitung beschrieben, dass Zytokine als Immunmodulatoren eine zentrale Rolle bei
der Differenzierung der Lymphozyten in allergieférdernde Th2 oder allergiehemmende
Th1 Subpopulationen spielen. Durch diese Beobachtungen verstérkte sich in den letzten
Jahren das Interesse an der neonatalen Immunantwort im Zusammenhang mit einer

spateren Allergieentstehung.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb die Zusammenhénge zwischen dem Allergiestatus der
Mutter und dem Immunstatus des Neugeborenen unter besonderer Berlicksichtigung des
Bauernstatus zu untersuchen. Hierfur wurde zundchst der Allergiestatus der Mutter
anhand ihrer allergischen Anamnese und ihrer spezifischer Serum-IgE-Werte bestimmt.
Ferner sollte der Immunstatus des Neugeborenen anhand der Zytokinproduktion von

Nabelschnurblutzellen  nach  Stimulation mit  Lipopolysacchariden  (LPS),
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Staphylokokken Enterotoxin B (SEB) und Phorbol-12-Myristat-13-Acetat /lonomycin
(PI) untersucht werden, um daraus Riickschlisse auf den T-Zell-Effektorstatus ziehen
zu konnen. Gemessen wurde daftr IFN-y, TNF-a. und IL-12 als Thl-typische Zytokine,
IL-5 als Th2-typisches Zytokin und IL-10, welches zu den Treg Zytokinen zéhit.

5.1  Studiendesign und Probanden

Die Untersuchungsergebnisse dieser Arbeit basieren auf der Datenerhebung innerhalb
Deutschlands im Rahmen der PASTURE-Studie, einer prospektiven Geburtskohorten
Studie. Die Rekrutierung der schwangeren Frauen fand in vier Krankenhdusern in
landlichen Gebieten Stdbayerns statt. So war es moglich tGberwiegend Familien aus
einem &hnlichen Lebensraum in die Studie aufzunehmen. An Hand vorher festgelegter
Kriterien erfolgte die Einteilung der Schwangeren in die Gruppen ,,Béuerinnen* oder
»Nicht-Bduerinnen®. Das Studiendesign einer prospektiven Kohortenstudie eignet sich
gut, um die Haufigkeit des Auftretens einer Krankheit unter bestimmten Bedingungen
zu untersuchen [159]. So wurde in der vorliegenden Arbeit das
Zytokinexpressionsmuster im Nabelschnurblut von Neugeborenen untersucht, da dieses
einen zentralen Anteil am Pathomechanismus allergischer Erkrankungen hat.
AnschlieBend wurden Zusammenhédnge zwischen dem Zytokinexpressionsmuster und
dem Allergiestatus sowie dem Bauernstatus der Mutter Gberpruft, um eine mogliche
Kausalitaten festzustellen. Nachteilig bei prospektiven Kohortenstudien sind jedoch der
hohe Aufwand, die hohen Kosten und die lange Zeitdauer, welche zu Kohortenverlusten
fihren kann [159]. Um daher die langfristige Teilnahmebereitschaft der Probanden zu
sichern, zédhlten zu den Ausschlusskriterien ein geplanter Wegzug aus dem
Studiengebiet und eine mangelhafte telefonische Erreichbarkeit der Familien. Dennoch
konnten lediglich von 60% der Studienpopulation vollstdndige Daten erhoben werden.
So war die Beurteilung der Ergebnisse teilweise auf Grund geringer Fallzahlen nur
eingeschrankt moglich. Die gesamte Studienpopulation von 254 Familien stellt jedoch
eine mit anderen Studien gut vergleichbare Anzahl dar [36;40;107;148]. Beim
Vergleich der Subpopulation von 147 Familien, bei denen Zytokin- und IgE-Daten
vorhanden waren, mit der Gesamtpopulation zeigten sich kaum Unterschiede in den
allgemeinen Charakteristika der Studienpopulation. Lediglich bezuglich des Alters der
Mitter fand eine Selektion in Richtung alterer Mutter statt. Dies belegt trotz relativ
kleiner Fallzahlen den Charakter eines reprasentativen Normalkollektivs der
Subpopulation.
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5.2 Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurde das Zytokinsekretionsmuster im Vollblut bestimmt.
Dieses Verfahren erwies sich als besonders geeignet, da auf Grund der schnellen
Durchfuhrbarkeit die Zeitspanne zwischen Blutentnahme und Stimulation so kurz wie
moglich gehalten werden konnte. Im Gegensatz zur Dichtezentrifugation sind der
Zeitaufwand, die bendtigte Blutmenge und auch die Materialkosten deutlich geringer.
Die leichte technische Durchfiihrbarkeit gewahrleistet eine gute Reproduzierbarkeit.
Dies alles sind Vorraussetzungen fir die Durchfiihrbarkeit von groReren Studien [91].
Aullerdem stellt der Vollblutansatz ein in-vivo nahes Modell dar, bei dem sich
physiologische Verhaltnisse der Blutzellen und aller Faktoren, die fir die Aktivierung
der Immunzellen verantwortlich sind, finden. Allerdings bringt dies wiederum den
Nachteil mit sich, dass die genaue Zusammensetzung der stimulierten Zellen unbekannt
ist. Somit kann keine Zuordnung der stimulierten Zellen zu den von ihnen produzierten
Zytokinen vorgenommen werden. Nur ein Differenzialblutbild ermdglicht Riickschliisse
auf die Zusammensetzung der Blutkomponenten. Aber selbst die Ficoll-
Dichtezentrifugation bietet keine absolute Reinheit der mononukleédren Zellen [113].
Dies konnte nur durch mehrere Dichtezentrifugationsschritte erreicht werden, was aber
wiederum die Apoptoserate steigern wirde [49]. Ein weiterer Nachteil ist, dass es durch
die Separation von mononukledren Zellen zur Voraktivierung der Immunzellen
kommen kann [24]. So wurde nach Zellisolationsprozessen von PBMC eine Steigerung
der IL-2 und IL-6 beobachtet [24].

Zur Zellaktivierung wurden die Mitogene PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Acetat) und
lonomycin sowie die mikrobiellen Antigene LPS (Lipopolysaccharid) und SEB
(Staphylokokken Enterotoxin B) verwendet. PMA und lonomycin bewirken eine
nichtselektive, breite Lymphozytenaktivierung und gelten als verlassliche T-Zell-
Stimulantien. Beide wirken jedoch auf unterschiedliche Art und Weise auf die
verschiedenen T-Zell-Subpopulationen [42]. PMA aktiviert Proteinkinase C-abhéngige
Signalwege, wohingegen lonomycin ein Calcium-lonophor ist, das Calcium bindet und
durch biologische Membranen transportiert. Letztendlich interferieren beide Mitogene
mit intrazelluldren Signaltransduktionswegen und flihren somit zu einer Genaktivierung
[42]. Da PMA und lonomycin jedoch keine physiologischen Stimulantien sind, sind die
Ergebnisse ihrer Zellstimulation kritisch zu beurteilen. LPS wurde als Modellstimulans
fir gram-negative Bakterien und SEB fiir gram-positive Bakterien verwendet.

Bakterielle Stimuli bewirken eine Aktivierung von APC und fiihren in der Regel zu
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einer Thl geprégten Immunantwort. LPS als bakterielles Toxin bindet zusammen mit
dem Lipopolysaccharid bindendem Protein (LBP) an TLR4 und den Korezeptor CD 4
und MD 2 z. B. von Monozyten. Diese setzen dann im aktivierten Zustand Zytokine,
wie TNF-o oder IL-1 und IL-10 frei [21;141]. SEB, ein bakterielles Superantigen,
bewirkt uber eine Interaktion mit MHC-Klasse 11 Molekiilen die Aktivierung von APC
und T-Zellen. Diese produzieren dann wiederum Zytokine, wie TNF-a,, IL-12, und INFy
[64]. Die Stimulation mit LPS und SEB spiegelt somit ann&hernd physiologische
Bedingungen wieder. Dabei ist aber das Phidnomen der ,LPS Toleranz“ zu
bertcksichtigen [156]. Durch Préstimulation mit LPS oder durch Kreuzreaktion mit
anderen exogenen Stimulantien kommt es zu einer verminderten Zytokinproduktion. So
konnte eine geringe Konzentration von TNF-q, IL-10 und IL-12 nach LPS-Stimulation

gezeigt werden [156].

Die Konzentration der Stimulantien und die Inkubationszeit wurden anhand von bereits
durchgefuhrten Versuchsreihen innerhalb der ALEX-Studie ermittelt, um eine optimale
Zytokinproduktion zu gewadhrleisten [152]. Des Weiteren wurden die Analysen nach
dem empfohlenen Prinzip als Doppelbestimmungen unter einheitlichen und
reproduzierbaren Bedingungen durchgefihrt.

Die Zytokinbestimmung erfolgte mit Hilfe des ELISA-Tests (Enzyme-linked
immunosorbent assay). Diese Methode ermdglicht es Zytokine im Zelliberstand einer
Kultur mittels Zytokin-spezifischer Antikérper zu messen [31]. Somit konnen
quantitative Aussagen uber die Zytokinproduktion, jedoch nicht (ber die
zytokinproduzierenden Zelltypen gemacht werden. So stellen zum Beispiel PMA und
lonomycin keine T-Zell-spezifischen Stimulantien dar und induzieren damit auch die
Zytokinproduktion von Monozyten, dendritischen Zellen und NK-Zellen. Auf diese
Weise konnen durch die unterschiedliche Anzahl von anderen zytokinproduzierenden
Zellen der einzelnen Probanden die Ergebnisse verfélscht werden.
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5.3  Ergebnisse

5.3.1 Allergien der Mutter

Bisher wurde fur die Bestimmung des Allergierisikos bei Neugeborenen in erster Linie
die allergische Belastung erstgradiger Verwandter berticksichtigt. In mehreren Studien
konnte jedoch gezeigt werden, dass eine positive Familienanamnese von Seiten der
Mutter ein deutlich groReres Risiko darstellt, als eine Belastung véterlicherseits
[78;118]. Aus diesem Grund wurde bei der Auswertung zunachst nur der Einfluss des
Allergiestatus der Mutter auf die Zytokinproduktion bei den Neugeborenen untersucht.
Die Befragung der Mutter bezuglich Asthma, allergischem Schnupfen und
Neurodermitis erfolgte mit Hilfe eines Fragebogens, der auf dem international
standardisierten und validierten Fragebogen der ISAAC-Studie basierte [1]. Zunachst
wurde die subjektive Aussage der Mutter mit der objektiven Diagnose eines Arztes
verglichen. Es zeigte sich eine weitgehende Ubereinstimmung, nur in Bezug auf
allergischen Schnupfen ergab sich ein Unterschied. So konnte bei einem Teil der
Bauernmutter die Diagnose nicht vom Arzt bestatigt werden. Auf Grund dieser
Differenz und der objektiveren und damit besser vergleichbaren Aussage eines Arztes
wurde fur die Definition des Allergiestatus nur noch die Diagnose verwendet. Der
Bauernstatus zeigte hier lediglich in Bezug auf die Diagnose allergischer Schnupfen
einen Einfluss, mit signifikant mehr erkrankten Nicht-Bauern Miuttern. Insgesamt
stimmten die Haufigkeiten der einzelnen Diagnosen Asthma (12%), allergischer
Schnupfen (30%) und Neurodermitis (12%) der Subpopulation (N = 147) mit denen der
gesamten Studienpopulation (N = 254) uUberein. Dies steht im Einklang zu den
Ergebnissen des ,,Gesundheitssurvey des Robert-Koch-Instituts [30]. Die
Studienpopulation enthielt jedoch tendenziell mehr allergische Mautter, als die
Gesamtbevolkerung. Dennoch wird auch hier der reprasentative Charakter der

untersuchten Studienpopulation deutlich.

5.3.2 IgE-Werte der Mtter

Fur die Bestimmung des Allergiestatus der Mutter wurden als ein weiterer objektiver
Marker die spezifischen IgE-Werte gegenuber 20 verschiedenen inhalativen- und
nutritiven Allergenen gemessen. Diese spiegeln den Sensibilisierungsstatus der Mutter
gegenuber den gangigsten Allergenen wieder. Daruber hinaus konnte ein
Zusammenhang zwischen IgE-Antikorpern und klinisch relevanten allergischen

Symptomen gezeigt werden [99;119]. Flr die Messung der spezifischen IgE-Werte
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wurde ein neues Allergie Screening System angewandt. Dieses zeigte im Vergleich zu
dem bereits etablierten Pharmacia CAP System und dem Pricktest eine sehr gute
Ubereinstimmung und Sensitivitait [47]. Der Cut-off-Wert fir eine positive
Sensibilisierung wurde auf 0,2 kU/I gesenkt. Diese erschwerte insgesamt die
Vergleichbarkeit mit anderen Studien, da dieser Wert nicht dem Standard (0,35 kU/I)
fir epidemiologische Studien entspricht. Dennoch erwies sich dieser niedrige Cut-off-
wert als sinnvoll, da er in dieser Arbeit lediglich als Marker flr eine positive
Sensibilisierung, nicht aber fur eine allergische Erkrankung mit Symptomen, eingesetzt
wurde. Zunéchst wurden die IgE-Werte in folgende Kategorien eingeteilt: Kat.1: keine
Sensibilisierung (0,00 — 0,19 kU/I), Kat.2: Sensibilisierung (0,20 — 0,34 kU/l) und
Kat.3: Atopie (=0,35 kU/I; > RAST-KIasse I). Beim Vergleich mit den MONIKA- und
KORA-Surveys, zweier im Raum Augsburg angesiedelter epidemiologischer
Studienplattformen, zeigte sich in der PASTURE-Studie ein hoherer Prozentsatz an
IgE-Werten der Kategorie 3 gegentber verschiedenen Nahrungsmittel- und
Aeroallergenen [121]. Dies ist zum Teil auf unterschiedliche Untersuchungsmethoden
zuruckzufiihren. So wurde in der KORA-Studie ein Lanzetten-Pricktest mit 9 Aero- und
10 Nahrungsmittelallergenen durchgefuhrt. Die MONIKA-Studie hingegen wertete
spezifische Ige-Werte > 0,35 kU/I als eine positive Sensibilisierung, wobei aber im
Vergleich zur PASTURE-Studie nur ein Teil der Allergene getestet wurde. Andererseits
muss sowohl beim Sensibilisierungs- als auch beim Allergiestatus der Mutter davon
ausgegangen werden, dass der Prozentsatz an betroffenen Muttern in der PASTURE-
Studie hoher ist als in der Normalbevolkerung [133]. Dies ist darauf zurtickzufiihren,
dass erkrankte Personen in der Regel ein groéReres Interresse an der Teilnahme an

Gesundheitsstudien haben.

5.3.3 Zytokinwerte der Kinder

Darstellung der Zytokinwerte aller Kinder

Die Darstellung der Zytokinwerte aller Kinder zeigt, dass alle Zytokine nach
Stimulation mit PI, LPS und SEB nachweisbar waren. Es fanden sich jedoch deutliche
Unterschiede in den Konzentrationen der Zytokine untereinander und ein und desselben
Zytokins je nach verwendetem Stimulus. Die Messwerte von IL-5 und IL-12 lagen sehr
oft unterhalb der Nachweisgrenze, was bei der folgenden Bewertung der Ergebnisse
berucksichtigt werden muss. Lediglich eine Stimulation mit Pl verbesserte die
Messbarkeit. Dies galt auch fir die anderen Zytokine mit Ausnahme von IL-10, welches
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die héchsten Konzentrationen nach LPS-Stimulation zeigte. Diese Unterschiede zeigen,
dass es sinnvoll war drei verschiedene Stimulantien zu verwenden um eine optimale
Messbarkeit der Zytokine zu erreichen. Dennoch muss beachtet werden, dass Pl keine
in-vivo Stimulation wiederspiegelt, und urspringlich auch nur als Positiv-Kontrolle
gedacht war. Fur die zwei Stimulationszeiten ergaben sich ebenfalls Unterschiede. So
fand sich zum Beispiel fur IFN-y ein Anstieg der Konzentration nach 48 Stunden, bei
TNF-o hingegen ein Abfall. Dies lasst sich durch die unterschiedliche Kinetik der
einzelnen Zytokine erklaren und machte den Einsatz verschiedener Stimulationszeiten
sinnvoll. Insgesamt erwiesen sich die stetigen Zahlen jedoch auf Grund ihrer starken

Streuung als nicht sehr aussagekréftig.

Trotz der Anpassung der Versuchsbedingungen lag ein Grossteil der Messwerte
unterhalb der Nachweisgrenze. So war eine Einteilung der Zytokine in Kategorien
notig, um eine besserte Vergleichbarkeit zwischen Gruppen zu ermdglichen. Da es flr
Zytokinkonzentrationen im Nabelschnurblut bis jetzt noch keine optimale

Auswertestrategie gibt, wurden zwei Modelle verwendet.

1. Modell: Kat. 0: Null-Werte
Kat. 1: Positive Werte kleiner oder gleich dem jeweiligen Median
Kat. 2: Positive Werte (iber dem jeweiligen Median

2. Modell: Kat. 0: Null-Werte
Kat. 1: Positive Werte

Beide Modelle erscheinen sinnvoll vor dem Hintergrund lediglich die Kapazitat der
Zytokinantwort zu bestimmen. Zum jetztigen Zeitpunkt gibt es jedoch noch keine
Erkenntnisse darlber, ob allein das Vorhandensein von bestimmten Zytokinen oder
deren Konzentration entscheidend fir die Allergieentstehung ist. Demnach werden in
der folgenden Diskussion die Ergebnisse beider Modelle berlicksichtigt und bezlglich

ihrer Sensitivitat und Ubereinstimmung verglichen.

Zusammenhang mit dem Allergiestatus der Mutter

IFN-y
IFN-y wird als klassisches Th1-Zytokin angesehen. Da es die IgE-Synthese hemmt,
wurde bisher angenommen, dass ein vermindertes IFN-y tber konsekutiv erhohte IgE-

Spiegel entscheidend zur Manifestation von allergischen Krankheitsbildern beitragt
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[100]. So beschreiben viele Autoren eine Korrelation von Allergien und einer
erniedrigten IFN-y Produktion nach Stimulation von PBMC [59;88].

Daraus ergibt sich die Frage, ob bei Neugeborenen mit einem erhdhten Allergierisiko

ebenfalls die IFN-y Antwort verringert ist.

Es zeigte sich bei den vorliegenden Untersuchungen, dass bei Mittern mit Asthma alle
Neugeborenen, unabhéngig vom Bauernstatus, eine verminderte IFN-y (LPS, 48 Std.)
Produktionskapazitat aufwiesen (2. Modell). Dies konnte durch einen nicht
signifikanten Trend innerhalb des 1. Modells bestétigt werden. In beiden Modellen
wurde bei den Nicht-Bauernkindern der gleiche Effekt beobachtet (LPS, 48 Std. und
SEB, 24 Std.).

Dieses Ergebnis steht im Einklang mit zahlreichen Studien, die ebenfalls eine
verminderte IFN-y Produktion von NBMC bei Kindern mit einer allergischen
Familienanamnese, gegeniiber Neugeborenen ohne erhéhtes Risiko beobachteten
[36;51;75;103;104;115]. Beim Vergleich dieser Studien fallt die Heterogenitat der
eingesetzten Methoden zur Messung der Zytokine auf. Lediglich Pohl et al.
verwendeten die mikrobiellen Antigene LPS und SEB plus die Mitogene PMA und
lonomycin zur Restimulation. Hier zeigte sich jedoch nur bei einer Kombination von
LPS und SEB ein Unterschied zwischen Neugeborenen mit hohem und niedrigem
Allergierisiko [103]. In den meisten anderen Studien wurden entweder Mitogene oder
Allergene zur Stimulation verwendet. Beim Vergleich mit unseren Ergebnissen muss
betont werden, dass bei vielen Untersuchungen die Definition fur ein hohes
Allergierisiko ,,mindestens ein Elternteil mit Allergie® ist. Nur wenige Studien
betrachteten gesondert den Allergiestatus der Mutter. Prescott et al. fanden jedoch
ebenfalls eine inverse Korrelation zwischen der mutterlichen Allergieanamnese und der
IFN-y Produktion [104]. Gabrielsson et al. hingegen unterschieden zwischen einer
doppelten (dh), einer mutterlichen (mh) und keiner allergischen Vererbung (nh). Sie
stellten zun&chst weniger IFN-y produzierende Zellen in der ,,mh* Gruppe im Vergleich
zur ,,dh* Gruppe fest. Aber beim Vergleich des Verhiltnisses von IL-4/IFN-y
produzierenden Zellen zeigte sich in der ,,dh* Gruppe der groBte Th2/Th1-Anteil [36].
Diesem Ergebnis zufolge hat sowohl die Mutter als auch der Vater einen genetischen
Einfluss auf die Zytokinproduktion. Andererseits darf man auch nicht die Arbeiten
aufller Acht lassen, die keinen Zusammenhang zwischen der Zytokinproduktion und dem
genetischen Risiko fanden [40]. Dies ist eventuell auf die differierenden Definitionen
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eines hohen Allergierisikos zuriickzufuhren. Bei Hagendorens et al. bedeutete ein hohes
Risiko, dass ein oder beide Elternteile eine positive Allergieanamnese und gleichzeitig
erhohte spezifische IgE-Werte hatten [40].

Dennoch stellt sich die Frage, ob eine erniedrigte IFN-y Produktion der NBMC nicht
unabhéngig vom Allergiestatus der Eltern auftritt. Zahlreiche Studien belegen, dass die
NBMC nach Stimulation vermehrt Th2 Zytokine produzieren bei einer verminderten
IFN-y Synthese [50;57;139]. Dies ist zum einen auf die unreife Produktionskapazitat der
neonatalen Zellen zurtickzufiihren. So sind die Makrophagen noch nicht ausgereift und
damit ist die IFN-y Synthese herabgesetzt [139]. Andererseits liegt wéhrend der
Schwangerschaft in der uteroplazentaren Einheit und somit auch im Fetus
physiologischerweise eine Th2-Polarisierung vor. Diese soll eine Abstol3ung des Fetus
durch eine Thl-Reaktion verhindern und die mutterliche Plazenta vor toxischem IFN-y
schutzen [76;153]. Dartiber hinaus fuhrt mdoglicherweise bereits eine préanatale
Exposition gegenlber Allergenen zu einer positiven Th2-Antwort bei der Geburt.
[57;106]. In diesen Studien wurde jedoch nicht der Zusammenhang mit dem
Allergiestatus der Eltern berticksichtigt.

Einige weitere prospektive Studien beschaftigen sich [66;88;138;151] mit der Frage, ob
nun diese eingeschrankte IFN-y Produktion der NBMC auch das Risiko einer
allergischen Erkrankung erhéht und somit ursachlich durch eine positive
Familienanamnese begrindet ist. Tang et al. beobachteten eine geringere Mitogen
stimulierte IFN-y Synthese bei Neugeborenen, die mit 1 Jahr Symptome einer
atopischen Dermatitis zeigten, im Vergleich zu Gesunden [138]. Martinez et al.
hingegen fanden erst nach 9 Monaten und nicht bei der Geburt einen inversen
Zusammenhang zwischen IFN-y und einem positiven Prick-Test nach 6 Jahren [88].
Gleichzeitig fanden beide Studien aber denselben prozentualen Anteil an IFN-y
produzierenden Zellen in den Gruppen der gesunden und kranken Kinder. Dies legt
nahe, dass bei Kindern mit einer Allergie die verminderten IFN-y Werte nicht in einem
Mangel an synthetisierenden Zellen, sondern wohl eher in einem Defekt in der
Sekretion begrindet sind. Warner et al. beschreiben ebenfalls eine gestorte IFN-y
Produktion, falls die Kinder im Laufe des 1. Jahres ein nahrungsmittelbedingtes Ekzem
entwickelten [151]. Kondo et al. konnten dies fiir die Entstehung einer allergischen
Erkrankung innerhalb von 6 Jahren bestatigen [66]. In beiden Studien zeigte sich diese

verminderte IFN-y Produktion nur bei Stimulation mit Nahrungsmittelallergenen, nicht
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aber bei anderen Allergenen, wie z. B. von Katzenhaaren. In weiteren Studien ergab
sich sogar ein direkter Zusammenhang zwischen einer allergischen Familienanamnese,
einer verminderten IFN-y Produktion von NBMC und spéaterer Allergieentstehung
[105;107;144]. So stellten Prescott et al. eine erniedrigte IFN-y Antwort Dbei
Neugeborenen fest, die eine positive Allergie Familienanamnese hatten und gleichzeitig
innerhalb von 2 Jahren eine Allergie entwickelten [107;139]. Bei Van der Velden et al.
hingegen zeigte sich diese Korrelation nur nach Stimulation mit Allergenen. Nach
polyklonaler Stimulation waren die IFN-y Konzentrationen vergleichbar fir Kinder mit
und ohne einer Allergie nach 1 Jahr [144]. Die Ursache hierfir liegt moglicherweise
wiederum in der Unreife der APC [139]. Weitere Ergebnisse von Prescott et al.
beschreiben zwar einen Zusammenhang zwischen dem genetischen Risiko und einer
schwécheren IFN-y Antwort der NBMC. Als sensitiver Pradiktionsmarker fir eine
allergische Sensibilisierung mit 6 Jahren zeigt sich hier aber nur eine positive
Familienanamnese, das neonatale IFN-y hingegen tendierte lediglich zu einer geringeren

Produktion bei einer allergischen Erkrankung [105;139].

Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit l&sst sich nun vermuten, dass es tatséchlich einen
Zusammenhang zwischen einem erhdéhten familiaren Allergierisiko, einer verminderten
IFN-y Produktionskapazitdt der NBMC und der spateren Allergieentstehung bei
Kindern gibt. Eine Weiterflhrung dieser Studie wird es ermdglichen die Entwicklung
des Zytokinmusters und des Allergiestatuses der Kinder zu beobachten, um dann die

pradikative Aussagekraft der IFN-y Produktion zu tberpriifen.

Es darf jedoch nicht auBer Acht gelassen werden, dass lediglich die Nicht-
Bauernkinder, nicht jedoch die Bauernkinder, eine signifikant erniedrigte IFN-y
Produktion zeigten. Dies kdnnte eventuell darauf hinweisen, dass bei Miittern, die auf
einem Bauernhof leben, der Allergiestatus einen geringeren Einfluss auf die IFN-y
Expression der Neugeborenen hat. Der negative Effekt einer mdtterlichen Asthma
Diagnose wird maoglicherweise durch die allergieprotektiven Einfliisse des Bauernhofs
vermindert, so dass die Bauernkinder tendenziell mehr IFN-y produzieren im Vergleich
zu Nicht-Bauernkindern. Dies ist jedoch die erste Studie, welche gleichzeitig die
Auswirkungen des Bauern- und des Allergiestatus der Mutter auf die Zytokinexpression
der Neugeborenen untersucht. Demzufolge sind weitere Studien nétig um diese These

zu Uberprufen.
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IL-12

IL-12 zdhlt ebenfalls zu den Thl-Zytokinen. Seine Hauptaufgabe besteht in der
Unterdriickung der tberschieRenden IgE-Produktion und der allergischen Entziindungs-
reaktion, indem es die Thl-Zelldifferenzierung und Thl-Zytokinproduktion induziert
und die Th2-Zellen unterdriickt [85].

Demnach ergibt sich nun die Frage ob IL-12 ebenso wie IFN-y bei Neugeborenen mit

einem erhohten Allergierisiko vermindert ist.

Die Ergebnisse zeigten in den Gruppen der Bauernkinder (1. Modell) und Nicht-
Bauernkinder (2.Modell) eine geringere IL-12 Produktion (PI, 24 und 48 Std., LPS 48
Std.) bei Neugeborenen mit allergischen Muttern. Dies galt bei den Bauern fur Mdtter
mit Asthma oder allergischem Schnupfen, bei den Nicht-Bauern fir Mdtter mit
allergischem Schnupfen oder mindestens einer positiven Allergieanamnese. Die Daten
legen nahe, dass es auch unabhdngig vom Bauernstatus einen Zusammenhang zwischen
einer verminderten IL-12 Produktionskapazitdt und einer positiven mitterlichen
Allergiediagnose geben muss. Insgesamt lagen die Messwerte von IL-12 jedoch h&ufig
unterhalb der Nachweisgrenze, so dass nur eine geringe Fallzahl an positiven 1L-12

Werten verglichen werden konnte, was die Beurteilung der Ergebnisse erschwerte.

Gabrielsson et al. beschreiben ebenfalls eine negative Korrelation zwischen IL-12 und
einer allergischen Vererbung. So zeigte sich auch bei ihm in der Gruppe mit
mitterlicher Vererbung die geringste Anzahl an IL-12 produzierenden Zellen im
Vergleich zu den Gruppen mit doppelter oder keiner Vererbung [36]. Hier konnten nach
Mitogenstimulation deutlich weniger IL-12 produzierende Zellen nachwiesen werden,
wie nach Allergenstimulation. Die Begriindung hierfur liegt wahrscheinlich in einer
defekten Hochregulation von CD 154 auf neonatalen T-Zellen, wie bereits in anderen
Studien beschrieben wurde [35;96]. Prescott et al. konnten zwar keinen Zusammenhang
zwischen einer positiven Familienanamnese und der IL-12 Produktionskapazitat der
NBMC finden. Dafir zeigte sich ein Trend beziiglich einer verminderten IL-12
Expression nach Allergenstimulation in der Gruppe der Neugeborenen mit einem hohen
Allergierisiko und einer Allergie im Alter von 6 Jahren [109]. Nilsson et al. beschreiben
dieselbe negative Korrelation zwischen IL-12 und einer IgE-Sensibilisierung mit 2
Jahren [95]. Ferner korrelierte bei Prescott et al. die verminderte IL-12 Antwort mit
einer schwacheren IFN-y und einer starkeren 1L-13 Antwort [109]. Hier spiegelt sich die
Komplexitat des Zusammenspiels der einzelnen Zytokine wieder. So hemmen IL-4 und
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IL-10 die Synthese von Thl-Zytokinen, IL-12, IL-18 und IFN-y hingegen férdern die
Produktion. Daher mussen bei der Beurteilung der Zytokinproduktion immer auch

eventuelle Einflisse anderer Zytokine berlicksichtigt werden.

Die Daten dieser Arbeit legen nahe, dass eine verminderte I1L-12 ebenso wie eine
verminderte IFN-y Produktion der NBMC im Zusammenhang mit dem Allergiestatus
der Mutter steht. Diese flihrt zu einer schwacheren allergiehemmenden Th1l-Antwort

und stellt damit einen pradiktiven Marker flr die spatere Entstehung einer Allergie dar

Des Weiteren ist zu beachten, dass hier sowohl bei den Bauern- als auch bei den Nicht-
Bauernkindern eine signifikant erniedrigte 1L-12 Produktion gefunden wurde. Es muss
jedoch  berlcksichtigt werden, dass dies fur teilweise unterschiedliche
Allergiediagnosen der Mitter zutraf. Daher scheint der Einfluss des Bauernstatus auf
die IL-12 Expression zwar insgesamt vernachlassigbar zu sein. Dennoch sind weitere
Studien nétig um dies zu bestatigen, da auf Grund der geringen Fallzahlen, die

Beurteilung der Ergebnisse nur eingeschrankt maglich war.

TNF-a

TNF-a besitzt eine paradoxe Rolle bezlglich der Immunregulation. Es wirkt einerseits
allergiehemmend, indem es die Produktion des Thl-Zytokins IL-12 férdert und die
Phagozytose und die Zytotoxizitdt von Neutrophilen und Makrophagen steigert [123].
Andererseits verstéarkt es auch chronische Entziindungsreaktionen wie sie zum Beispiel

beim Asthma vorliegen [126].

Hieraus ergibt sich nun die Frage, welchen Einfluss TNF-a auf die Entwicklung des
kindlichen Immunsystems hat und ob es in einem Zusammenhang mit dem

Allergiestatus der Mutter steht.

Die Ergebnisse unserer Untersuchung zeigten fir alle Kinder, unabhangig vom
Bauernstatus, keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der Allergiediagnose der
Mutter und der TNF-a Produktion der NBMC. Es ergaben sich lediglich zwei nicht-
signifikante Trends (LPS, 24 Std.) im 1. Modell. Neugeborene, deren Mutter Asthma
hatten, zeigten erniedrigte TNF-a Spiegel, wohingegen die TNF-a Expression erhoht
war, falls die Muitter mindestens unter einer allergischen Erkrankung litten. In den
Subpopulationen wiesen, bei Mittern mit Neurodermitis, sowohl die Bauern- als auch
die Nicht-Bauernkinder eine erhthte TNF-a Produktion (LPS, 24 bzw. 48 Std.) auf.
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Der Vergleich mit anderen Studien ist schwierig, da in den meisten die TNF-a
Produktion nicht berlcksichtigt wird. Dennoch sollte man die immunregulatorische
Funktion von TNF-a nicht vernachléssigen. So fordert es die Thl-Antwort, indem es
die IL-12 Produktion der Dendritischen Zellen stimuliert [123]. Dartber hinaus fungiert
es in einem reinen Th1l-Zytokinmilieu als Makrophagen aktivierender Faktor [46]. Dies
spricht fur die allergiehemmende Wirkung von TNF-a und steht im Einklang mit
unserem Ergebnis bezuglich einer erniedrigten TNF-o Produktion bei einem erhdhten
Allergierisiko. Ubereinstimmend mit der allergieprotektiven Wirkung von TNF-a
zeigten auch Macaubas et al. einen negativen Zusammenhang zwischen der TNF-a

Expression von NBMC und einer Allergieentstehung im Alter von 6 Jahren [81].

Andererseits zeigten verschiedene Studien, dass TNF-o. die Gewebeschéden durch
chronische Entziindungen verstarken kann [46;126]. Dies wiederum wirde fir den
zweiten beobachteten Trend, bezuglich einer erhéhten TNF-oo Produktion bei einer
allergischen Vorbelastung, sprechen. Dennoch darf auch die toxische Wirkung von
TNF-o. nicht auBer Acht gelassen werden, die eine wichtige Ursache fir
Plazentaschaden ist [129].

Dies wiederum wirft die Frage auf, ob eine erniedrigte TNF-a Expression von NBMC
Uberhaupt als pradiktiver Marker fur eine spatere Allergieentstehung herangezogen
werden darf, wie bei Macaubas et al. [81], und nicht nur eine Vorraussetzung fir eine
erfolgreiche Schwangerschaft ist. Um dies zu Uberpriifen, misste der Allergiestatus der

Kinder aus unserer Studie weiter beobachtet werden.

Dennoch darf die Beobachtung, dass TNF-a sowohl bei Bauern- als auch bei Nicht-
Bauernkindern mit Neurodermitis positiven Mittern erhdht war, nicht vernachlassigt
werden. Dies spricht, ebenso wie bei IL-12, fur einen geringeren Einfluss des
Bauernstatus, im Vergleich zum Allergiestatus der Mutter, auf die TNF-o Produktion.

Doch auch hier sind weitere Studien noétig um diesen Zusammenhang zu Uberprifen.

IL-5

IL-5 ist ein Th2-spezifisches Zytokin. Als wichtigster Aktivator von Eosinophilen ist es
fur deren Differenzierung essentiell [18;79]. Weiterhin ist es Kostimulator fir das
Wachstum und die Differenzierung aktivierter B-Zellen. Es leistet somit einen

entscheidenden Beitrag zur Th2-vermittelten allergischen Reaktion. In vielen Studien
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konnte eine Assoziation mit allergischen Erkrankungen beschrieben werden, wobei ein
besonderes Augenmerk auf die Pathogenese von Asthma gelegt wurde, da diese
Erkrankung durch eine starke Eosinophilie der Atemwege charakterisiert ist
[72;97;140].

Hieraus ergibt sich nun die Frage, ob es auch eine positive Korrelation zwischen einer
allergischen Vorbelastung und der IL-5 Produktionskapazitat der NBMC gibt.

Die Beurteilung von IL-5 erwies sich als besonders schwierig, da die Messwerte
groltenteils unterhalb der Nachweisgrenze lagen. Es zeigten sich zwar zwei signifikante
Ergebnisse (LPS, 24 Std.) im 1. Model. So war einerseits die IL-5 Produktion bei
Bauernkindern deren Mautter Neurodermitis hatten erhoht, andererseits die IL-5
Expression bei Nicht-Bauernkindern deren Muitter unter Asthma litten vermindert. Aber
auf Grund der geringen Fallzahl der positiven IL-5 Werte, die hier verglichen wurden,

kann an Hand dieser Ergebnisse kaum eine Aussage getroffen werden.

Auch in anderen Studien stellt die Messung von IL-5 auf dem Protein-Niveau aus
Uberstanden von NBMC teilweise ein Problem dar. So gelang es Van der Velden et al.
weder nach Stimulation mit Allergenen noch mit Mitogenen IL-5 mit Hilfe von ELISA
nachzuweisen [144]. Andere Untersuchungen hingegen zeigten sogar eine erhohte 1L-5
Produktion nach Stimulation der NBMC mit Mitogenen und mikrobiellen Antigenen
[117;128]. Sowohl Sharp et al. als auch Rowe et al. fanden eine positive Korrelation
zwischen der IL-5 Antwort von Neugeborenen mit einer positiven Familienanamnese
und der Entwicklung einer atopischen Dermatitis. Dabei wurde die positive
Familienanamnese an Hand der Allergiediagnose bzw. des Prick-Tests der Eltern
bestimmt. In beiden Studien zeigte die Stimulation mit SEB einen besonders starken
Zusammenhang [117;128]. Friihere Arbeiten berichteten bereits lber eine starke SEB-
induzierte Th2-Polarisation und eine verminderte IFN-y Produktion bei Kindern mit
einer aktiven atopischen Dermatitis [14]. Diese defekte IFN-y Produktion ist eventuell
die Ursache fir die fehlende Eradikation des Staphylococcus aureus von der Haut und
fuhrt somit durch die stdndige Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen zur
atopischen Dermatitis. Die Untersuchungen an Neugeborenen, welche dieselbe erhéhte
Th2-Reaktivitat zeigten, deuten darauf hin, dass diese Verschiebung des Thl1l/Th2
Gleichgewichts durch Vererbung und nicht durch die Exposition gegeniber
Staphylococcus aureus entstanden ist [101;128]. So fanden auch Piccinni et al. einen

Zusammenhang zwischen allergischen Eltern, einer erh6hten Th2-Zytokinproduktion,
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wie IL-4 oder IL-5, und einer spateren Allergieentstehung [101]. Hier wurden jedoch
NBMC aus isolierten T-Zellklonen untersucht. Insgesamt bestétigen diese Ergebnisse
die These, dass es eine positive Korrelation zwischen einer allergischen
Familienanamnese, einer gesteigerten IL-5 Expression der NBMC und der Entwicklung
einer allergischen Erkrankung gibt.

Dennoch gibt es auch Studien, die keinen Zusammenhang zwischen dem genetischen
Allergie-Risiko und der Th2-Produktion fanden [106;108]. So zeigten Prescott et al. bei
Neugeborenen mit und ohne einer positiven Familienanamnese eine Th2-polarisierte
Zytokinproduktion der NBMC [106]. Ein Grund fur diese Verschiebung des Th1/Th2
Gleichgewichts konnte das Zytokinmilieu an der Schnittstelle zwischen fetalem und
mitterlichem Organismus sein. Im Mausmodel zeigten sich hier wahrend der gesamten
Schwangerschaft Uberwiegend Th2-Zytokine [76]. Diese Th2-Polarisierung schutzt die
fetoplazentare Einheit gegeniiber der toxischen Wirkung von Thl-Zytokinen, wie zum
Beispiel IFN-y. Daruber hinaus kommt es mdglicherweise durch Umweltantigene,
welche die Plazentaschranke tberqueren, zu einer Stimulation der Th2-Zellen. So fand
man in NBMC eine erhohte 1gG-Antikdrper Antwort gegen eine Vielzahl inhalativer
Antigene [86]. Eine andere Studie von Prescott et al. hingegen beschreibt unabhéngig
vom familidren Risiko und einer Allergie im Alter von 2 Jahren eine niedrige Th2-
Antwort bei der Geburt [108]. In beiden Studien fand die Messung von IL-4, IL-5, I1L-9
auf MRNA-Ebene, die von IL-13 auf Protein-Niveau statt. Des Weiteren zeigte sich hier
zum ersten Mal, dass bei Kindern mit einer spateren Allergie eine Hochregulation der
Th2-Produktion innerhalb des ersten Jahres stattfand, wohingegen bei gesunden
Kindern die Th2-Polarisation zurtick ging [108]. VVan der Velden et al. fanden ebenfalls
bei Kindern mit einer positiven Familieanamnese und einer spateren Allergieentstehung
eine Verschiebung des Zytokinprofils in Richtung Th2 innerhalb der ersten 6 Monate
[144]. Diese Daten legen nahe, dass die ersten Lebensmonate ein kritisches Zeitfenster
fir die Entstehung einer allergischen Sensibilisierung darstellen. AufRerdem wird die
Aussagekraft der Zytokinproduktion zum Zeitpunkt der Geburt als prédikativer Marker
fur eine spéatere Allergieentstehung in Frage gestellt. Weitaus wichtiger scheint die
Effizienz des kindlichen Immunsystems innerhalb dieses Zeitraums zu sein, welches bei
nicht allergischen Kindern die Immunantwort in Richtung Th1-Zytokine umlenkt. Um
diese These nachzuprifen, wéare eine Fortfuhrung unserer Studie nétig, um das

Zytokinprofil und den Allergiestatus der Kinder weiter zu verfolgen.
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IL-10

Die Wirkungen von IL-10 gelten als sehr vielfaltig. Bisher wurde es als Th2-typisches,
allergieférderndes Zytokin angesehen. So besitzt es eine Thl-hemmende Wirkung und
fordert die IgE-Produktion bereits umgewandelter B-Zellen [54]. Weitere
Untersuchungen zeigten jedoch, dass es ebenso die Antigen-induzierte Proliferation wie
auch die Zytokinproduktion von Makrophagen, Thl und Th2 Zellen hemmt [28]. Somit
wirkt IL-10 auch anti-inflammatorisch, indem es z.B. MHC-I1 Antigene auf Monozyten
herunterreguliert und damit deren Fahigkeit zur Antigen-Prasentation inhibiert [26]. IL-
10 spielt demnach eine wichtige Aufgabe in der Aufrechterhaltung des Gleichgewichtes
zwischen der Thl und Th2 Antwort. Durch die Beschreibung der sogenannten Th3 oder
regulatorischen T-Zellen konnten neue Erkenntnisse Uber die Funktion von IL-10
gewonnen werden. Man fand heraus, dass die Tregs durch Zell-Zell-Kontakt und tber
die Freisetzung ihrer supprimierenden Zytokine, wie zum Beispiel IL-10, entscheidend

zu Induktion von Toleranz gegenuber Selbst- und Fremd-Antigenen beitragen [154].

Es stellt sich nun die Frage welche Rolle IL-10 bei der Pragung des kindlichen
Immunsystems spielt und ob ein erhohtes Allergierisiko die 1L-10 Produktion der
NBMC beeinflusst.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich unabhdngig vom Bauernstatus bei allen
Neugeborenen, deren Mitter die Diagnose Neurodermitis hatten, eine erhohte IL-10
(LPS, 48 Std.) Produktion (1.Modell). Im 2. Modell konnte lediglich ein Trend
beziglich einer erhdhten 1L-10 Produktion flr Mutter mit allergischem Schnupfen oder

mindestens einer positiven Allergieanamnese gefunden werden.

Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen beschreiben einige Studien ebenfalls eine
gesteigerte IL-10 Antwort bei Neugeborenen mit einem erhohten genetischen Risiko
[117;128]. Gleichzeitig zeigte sich hier auch eine positive Korrelation zwischen 1L-10
und einer spateren Allergie Entstehung. Rowe et al. fanden bei Kindern mit einer
positiven Familienanamnese eine hohe SEB-induzierte I1L-10 Produktion und
gleichzeitig eine Sensibilisierung im Alter von 2 Jahren [117]. Sharp et al. beobachteten
denselben Zusammenhang nach Mitogen- und Allergenstimulation fur Kinder, die eine
atopische Dermatitis entwickelten [128]. Diese Ergebnisse sprechen dafir, dass I1L-10
die spatere Entwicklung einer allergischen Reaktionslage entscheidend beeinflusst und
bei der Pragung des kindlichen Immunsystems eher als Th2-typisches Zytokin wirkt. Im

Einklang hiermit konnte bei Atopikern mehrfach eine erhéhte IL-10 Expression gezeigt

70



werden [55;94]. Man darf jedoch nicht auBer acht lassen, dass hier eine Altersklasse

untersucht wurde bei der die Reifung des Immunsystems weitgehend abgeschlossen ist.

Allerdings gibt es auch Arbeiten die hierzu abweichende Befunde aufzeigten
[10;56;68]. So fand sich bei Asthmatikern eine erniedrigte 1L-10 Expression der PBMC
und John et al. stellten fest, dass ein Therapieerfolg bei Asthmapatienten mit einer
Erhohung von IL-10 korreliert [56]. Prescott et al. bestétigten diesen Zusammenhang
zwischen einer verminderten IL-10 Produktion von NBMC und einem positiven Prick
Test im Alter von 6 Jahren. In der Verlaufsbeobachtung tber 2 Jahre entwickelte sich
dieser Unterschied jedoch wieder zuriick, so dass IL-10 nur zum Zeitpunkt der Geburt
zwischen Atopikern und Nicht-Atopikern variierte [105]. Diese Daten, welche
hauptsachlich aus Asthmastudien stammen, sprechen nun wiederum fur eine anti-
inflammatorische Wirkung von IL-10. Hier wird beschieben, dass es durch eine defekte
IL-10 Produktion zu einer mangelnden Immunsuppression entziindlicher Prozesse und
damit zur Entstehung von allergischen Krankheiten kommt. Dies wirde mit der These
Ubereinstimmen, dass IL-10 von Treg produziert wird und somit eine suppressive

Wirkung auf allergische Erkrankungen hat [160].

Entsprechend dieser Annahme zeigte sich in der vorliegenden Arbeit eine nicht
signifikant verminderte 1L-10 (PI, 24 Std.) Produktionskapazitit bei allen
Neugeborenen, deren Miitter Asthma hatten (1. und 2. Modell). Bei den Bauernkindern

konnte der gleiche Effekt beobachtet werden (signifikant im 2. Modell).

Da sich hier lediglich bei den Bauernkindern eine erniedrigte IL-10 Produktion der
NBMC zeigte, lasst sich vermuten, dass der Einfluss einer positiven Asthma Diagnose
den Effekt des Bauernstatus Ubertrifft. Weitere Untersuchungen sind jedoch nétig um
das Zusammenspiel von Bauern- und Allergiestatus der Mutter auf die IL-10 Expression

von Neugeborenen genauer zu beleuchten.

Des Weiteren ergaben sich bei der Darstellung der Zytokinwerte aller Kinder fir IL-10
(LPS und SEB-Stimulation) relativ hohe Synthesewerte im Vergleich zu den anderen
Zytokinen. Demnach stellt sich nun die Frage welche gesonderte Rolle IL-10 in der
Schwangerschaft hat.

Verschiedene Untersuchungen beobachteten wahrend der Schwangerschaft eine erhohte
Produktion von IL-10 der PBMC der Plazenta, Trophoblasten- und Deciduazellen.
AuBerdem fand sich in Fallen eines spateren Aborts eine verminderte IL-10 Produktion
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der Deciduazellen [43;102]. Ebenso kam es zum Zeitpunkt der Geburt in der Plazenta
zu einem lokalen Abfall von IL-10, wodurch es wahrscheinlich zur sogenannten
,AbstoBungsreaktion der Geburt* kommt. Diese Daten sprechen dafiir, dass IL-10 eine
wichtige schwangerschaftserhaltende Funktion hat. So hemmt IL-10 die Lyse von
Trophoblastzellen durch mitterliche NK-Zellen, indem es die HLA-G Expression auf
Trophoblasten und Monozyten erhoht und die MHC-I bzw.-1I Molekile auf den
Trophoblastzellen  herunterreguliert  [92].  Gleichzeitig vermindert es das
Trophoblastzellen Wachstum im Sinne einer autokrinen Hemmung [137]. IL-10 ist
somit nicht nur fur die Toleranz des miitterlichen Immunsystems gegenliber dem
,Fremdkorper® Kind verantwortlich, sondern schriankt auch die Reaktivitit neonataler
Zellen ein. Demnach ware es durchaus maglich, das die relativ hohen Expressionswerte
von IL-10 z.B. durch Treg bei der Geburt noch auf seine Fé&higkeit der
Toleranzinduktion zurtickzufuhren sind und somit unabhéngig sind vom Allergierisiko

der Kinder, bzw. ihrem Risiko spéter eine allergische Erkrankung zu entwickeln.

Es bleibt also zu klaren, von welcher Zellpopulation IL-10 stammt und in welchem
Zusammenhang es mit der Allergieentwicklung steht. So herrscht, wie oben
beschrieben, in der Literatur noch immer Uneinigkeit dartiber, ob IL-10 bei Allergikern
erhdht oder erniedrigt ist. AuBerdem ist ein genaueres Verstandnis der vielfaltigen

Wirkungsweise von IL-10 nétig.

Zusammenhang mit dem Sensibilisierungsstatus der Mutter

IFN-y

Die vorher beschriebenen Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass das Defizit der
IFN-y Antwort der NBMC von ,,Risiko* Kindern tatsdchlich genetisch bedingt ist.
Dabei ist das ,,Risiko* entweder in einer allergischen Familienanamnese, der spéteren
Allergieentstehung oder beidem begriindet. Nur wenige Studien betrachteten dabei den

Sensibilisierungsstatus der Eltern zur Definition des Vererbungsrisikos.

Im Folgenden soll nun der Zusammenhang zwischen einer positiven Sensibilisierung

der Eltern und der IFN-y Produktionskapazitiat der NBMC untersucht werden.

Entgegen unserer Annahme zeigte sich in der vorliegenden Arbeit bei den
Bauernkindern eine erhodhte IFN-y Produktion (Pl, 48 Std.) bei Neugeborenen mit
sensibilisierten Muttern (1. und 2. Modell). Im 1. Modell ergab sich der gleiche Trend
fur alle Kinder, unabhéngig vom Bauernstatus. Jedoch war hier die IFN-y (SEB, 24

72



Std.) bei den Nicht-Bauernkindern, deren Miitter erhodhte spezifische IgE aufwiesen,

signifikant erniedrigt.

Diese erhohte IFN-y Expression steht im Einklang mit den Ergebnissen von
Hagendorens et al., die nach Mitogenstimulation ebenfalls mehr IFN-produzierende
Zellen fanden, als ohne Stimulation. Hier zeigte sich jedoch kein Zusammenhang mit
dem genetischen Risiko, welches als ,,mindestens ein Elternteil mit einer allergischen
Erkrankung und gleichzeitig erhohten spezifischen IgE-Werten* definiert war [40]. Van
der Velden et al. hingegen untersuchten nur Kinder, bei denen zumindest die Mutter
allergische Symptome, einen positiven Prick-Test und/oder spezifische IgE gegen
inhalative oder nutritive Allergene aufwies [144]. Sie beschreiben zwar auch eine
hohere IFN-y Produktion nach Stimulation mit Mitogenen im Gegensatz zu
Allergenstimulation. Es besteht hier aber keine Vergleichsmoglichkeit mit nicht
allergisch vorbelasteten Kindern. Beim Vergleich mit diesen Studien lasst sich jedoch
erkennen, dass hier nie allein der Sensibilisierungsstatus als Marker flr ein genetisches
Risiko verwendet wurde. Dies wiederum stellt die Aussagekraft der Sensibilisierung der
Eltern in Bezug auf das Vererbungsrisiko in Frage.

AuRerdem darf nicht auBer Acht gelassen werden, dass lediglich bei den Bauernkindern
mit sensibilisierten Muttern eine erhohte IFN-y Produktion vorlag. Bei den Nicht-
Bauernkindern hingegen war IFN-y erniedrigt. So scheint hier der Einfluss des
Bauernstatus auf die IFN-y Expression wichtiger zu sein, als der Sensibilisierungsstatus
der Mutter. Eine Ursache hierfur konnte natirlich der niedrige Cut-off-Wert von
0,2kU/ml sein, der lediglich als Marker fiir eine positive Sensibilisierung, nicht aber fir
eine allergische Erkrankung mit klinischen Symptomen eingesetzt werden kann.
Dadurch (berwiegt der positive Effekt des Bauernseins den negativen Einfluss der
Sensibilisierung der Mdtter. Folglich zeigen die Neugeborenen eine erhohte
allergieprotektive IFN-y Produktion im Gegensatz zu den Nicht-Bauernkindern. Da es
aber keine anderen Untersuchungen gibt, die sowohl den Einfluss des Bauern- als auch
des Sensibilisierungsstatus der Mutter auf das Zytokinexpressionsmuster
bertcksichtigen, ist diese Aussage rein spekulativ. Weitere Studien wéren nétig um

diesen Zusammenhang zu tberprifen.
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5.4 Ausblick

In den letzten Jahren hat das Interesse an den Zytokinsynthesemustern im
Nabelschnurblut deutlich zugenommen, da sich hier besonders im Hinblick auf ein
besseres Verstdndnis der Mechanismen der Allergieentstehung neue Mdglichkeiten
eroffneten. So zeigten die verschiedenen Studien, auch wenn ihre Ergebnisse nicht
immer deckungsgleich waren, doch Zusammenhdnge zwischen einer allergischen
Disposition, dem Zytokinexpressionsmuster von Neugeborenen und einer spateren
Allergieentstehung. Es ist jedoch sehr schwierig die einzelnen Studien zu vergleichen,
da es noch keine standarisierte Methode der Zytokinmessung gibt. So variieren vor
allem die Kulturbedingungen, wie die Art der Stimulantien und deren Konzentration,
die Kulturmedien, die inkubierte Zellzahl und die Inkubationszeit. Aber auch fir die
Zytokinbestimmung selber werden verschiedene Messmethoden eingesetzt. Eine
weitere Schwierigkeit besteht darin, dass es bisher keine validierten Normwerte fir die
in vitro Zytokinantwort von NBMC gibt. Es ist daher sinnvoll einheitliche Methoden
mit standardisierten VVorgehensweisen zur Bestimmung der Zytokinsynthesemustern im

Nabelschnurblut zu etablieren.

Daruber hinaus sind weitere Studien nétig um die Interaktion zwischen Umweltfaktoren
und genetischen Faktoren und die daraus resultierenden immunologischen Effekte
genauer zu untersuchen. So gibt es zum Beispiel noch keine anderen Arbeiten, welche
gleichzeitig die unterschiedlichen Effekte des Bauern- und des Allergiestatus der Mutter
auf die Zytokinexpression der NBMC beleuchten. Mit Hilfe derartiger Studien kdnnten
die unterschiedlichen Risikogruppen genauer identifiziert werden und somit neue

Interventions- und Praventionsmoglichkeiten bestimmt werden.
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6 Zusammenfassung

Die hohe Pravalenz allergischer Erkrankungen im Kindesalter verdeutlicht die
Notwendigkeit einer effektiven Prévention. Diese setzt jedoch eine genaue Kenntnis
moglicher Risikofaktoren und Risikopopulationen voraus. Ziel der vorliegenden Arbeit
war es deshalb, im Rahmen der PASTURE-Studie, einer prospektiven Geburtskohorten
Studie in Deutschland, Osterreich, Frankreich, Finnland und der Schweiz, die
Zusammenhange zwischen muitterlichem Allergiestatus und kindlichem Immunstatus
bei den deutschen Studienteilnehmerinnen zu untersuchen. Dabei findet der
Bauernstatus, d.h. die Unterteilung der Miitter in ,,Biduerinnen und Nicht-Béauerinnen*
besondere Bertcksichtigung. Insbesondere sollte Uberprift werden, ob sich die
Zytokinproduktion bei Neugeborenen von Muttern mit positiver Allergieanamnese
gegenliber Neugeborenen mit einer negativen mitterlichen Allergieanamnese
unterscheidet. Der gleiche Zusammenhang wurde bei Mdttern mit und ohne allergischer
Sensibilisierung untersucht. Hierbei wurde der Einfluss des Bauernstatus auf die

Zytokinproduktion besonders berticksichtigt.

In Deutschland wurden 254 schwangere Frauen in sudbayerischen, landlichen Gebieten
rekrutiert. VVon diesen Familien wurden in standardisierten Fragebtgen die Lebens-
umstande und der Gesundheitszustand der Mutter bzw. des Vaters beantwortet. Bei der
Geburt wurde plazentares Nabelschnurblut und vendses Blut der Mutter abgenommen.
Fur die Bestimmung der Zytokine wurde Nabelschnurvollblut mit den bakteriellen
Stimuli Lipopolysaccharid (LPS) und Staphylokokken Enterotoxin B (SEB) sowie den
Mitogenen Phorbol-12-Myristat-13-Acetat und lonomycin (PI) stimuliert. Nach 24- und
48-stiindiger Inkubationszeit wurden die Zytokine IL-5, IL-10, IL-12, IFN-y und TNF-a
quantitativ mittels ELISA gemessen. Die Analyse der spezifischen IgE-Werte gegen 20
verschiedene Inhalations- und Nahrungsmittelallergene erfolgte mit Hilfe des Allergie
Screening Systems der Mediwiss Analytic GmbH. Nach der Auswertung standen von
147 Kindern Zytokindaten und von 243 Muttern spezifische IgE-Werte zur Verfugung.
Fir die weitere Untersuchung wurde die Subpopulation von 147 Familien, bestehend

aus 66 Bauern- und 81 Nicht-Bauernfamilien, verwendet.

Die Darstellung der Zytokinwerte aller Kinder zeigte, dass alle Zytokine nach
Stimulation mit PIl, LPS und SEB nachweisbar waren. Fir IFN-y konnte in
Abhangigkeit vom Asthma der Mutter eine verminderte Produktionskapazitat bei allen
Neugeborenen, unabhangig vom Bauernstatus, und bei den Nicht-Bauernkindern

nachgewiesen werden. Die IL-12 Synthese war bei den Bauern- und Nicht-
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Bauernkinder geringer. Dies konnte bei den Bauern fur Mutter mit Asthma oder
allergischem Schnupfen, bei den Nicht-Bauern fiir Mitter mit allergischem Schnupfen
oder mindestens einer positiven Allergieanamnese festgestellt werden. Hingegen wies
TNF-a bei Bauern- und Nicht-Bauernkindern, deren Miitter unter Neurodermitits litten,
eine erhohte Produktion auf. IL-5 zeigte einerseits eine erhdhte Produktion bei
Bauernkindern deren Muitter Neurodermitis hatten, andererseits eine verminderte
Expression bei Nicht-Bauernkindern deren Miitter unter Asthma litten. Auf Grund der
geringen Fallzahl der positiven IL-5 Werte, die hier verglichen werden konnten, ist die
Aussagekraft dieser Ergebnisse jedoch deutlich eingeschrankt. Fur IL-10 konnte
unabhangig vom Bauernstatus bei Miuttern mit Neurodermitis eine erhohte
Produktionskapazitat gezeigt werden. Bei Muttern mit Asthma hingegen ergab sich flr
die Bauernkinder eine verminderte IL-10 Expression. In Abhangigkeit vom positiven
Sensibilisierungsstatus der Mdtter, zeigte sich bei Bauernkindern eine erhohte IFN-y

Produktion und bei den Nicht-Bauernkindern eine erniedrigte Produktionskapazitat.

Die Analyse der Daten zeigte zum Teil deutliche Unterschiede in der Produktions-
kapazitdt der Zytokine in Abhéangigkeit vom Bauernstatus. So scheint der
allergieprotektive Einfluss des Bauernhofs den negativen Effekt des muiitterlichen
Asthma zu vermindern, so dass Bauernkinder tendenziell mehr IFN-y produzieren im
Vergleich zu Nicht-Bauernkindern. Der gleiche Effekt zeigte sich in Abhéngigkeit vom
Sensibilisierungsstatus der Mutter. Auch hier Uberwiegt moglicherweise der Einfluss
des Bauernstatus auf die [IFN-y Produktion eine vorhandene miitterliche
Sensibilisierung. Andererseits zeigten IL-12 erhohte und TNF-a erniedrigte
Produktionskapazitaten sowohl bei Bauern- als auch bei Nicht-Bauernkindern. Dies
wirde wiederum fur einen geringeren Einfluss des Bauernstatus, im Vergleich zum
Allergiestatus der Mutter, auf die jeweilige Zytokinproduktion sprechen. Man muss
jedoch berticksichtigen, dass auf Grund geringer Fallzahlen, die Beurteilung der

Ergebnisse nur eingeschréankt moglich war.

Als Resiimee bleibt festzustellen, dass der Einfluss des Bauernstatus auf die
Produktionskapazitat der Zytokine von plazentarem Nabelschnurblut nicht zu
vernachléssigen ist. Diese Arbeit zeigt, dass bisherige Th1/Th2-Modellvorstellungen,
welche nur bei Nicht-Bauernkindern erhoben wurden, somit nur eingeschrénkt gultig
sind. Weitere Studien sind daher notig, um den Einfluss des Allergie- bzw.
Sensibilisierungsstatus im Zusammenhang mit dem Bauernstatus der Mutter zu

uberprufen.
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7 Anhang

Tabelle 8: Populationsbeschreibung aller Studienteilnehmer fiir die Gruppe der Bauern
und Nicht-Bauern (Gesamtpopulation).

Mitter Nicht-Bauern Bauern P-Wert
[N] [%0] [N] [%0]

Total 142 56 112 44

Alter bei Studienbeginn 0,798

< 25 Jahre 19 13 12 11

25-35 96 68 77 69

> 35 27 19 23 21

BMI 0,213

<18 0 0,0 0 0,0

18-25 109 77 75 67

25-30 24 17 28 25

>30 9 6,3 9 8,0

Schulabschluss 0,002

keiner 2 0,7 1 0,9

Hauptschule 26 18 37 33

Realschule 72 51 52 46

Abitur 15 11 17 15

Hochschule 27 19 5 4,5

Sonstige 0 0,0 0 0,0

Geschwisteranzahl der Mutter 0,002

0 17 12 5 4,5

1 56 39 30 27

2 39 28 31 28

3 und mehr 30 21 46 41

Frischmilch wahrend SS 0,000

ja 29 20 87 78

nein 113 80 25 22

Frischmilch abgekocht 28 86 0,509

ja, nur im Sommer 0 0,0 2 2,3

ja, immer 7 25 15 17

nein 21 75 69 80

In mt > 5 Pack. Zigar n

imsﬁgzin t>5Pac garette 0,000

ja 62 44 23 20

nein 80 56 89 80

Rauchen wahrend SS, momentan 0,027

ja 9 6,3 1 0,9

nein 133 94 111 99

ﬁ;rz)zr;iglmzz;garetten pro Tag, 0,027

<=10/d 9 6,3 1 0,9

keine 133 94 111 99

Rauchen aufgehort 53 22 0,009

in der SS 24 45 3 14

vor der SS 29 55 19 86

Haustiere 0,001

ja 67 47 77 69

nein 75 53 35 31
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Vater Nicht-Bauer Bauer P-Wert
[N] [%0] [N] [%0]

Total 130 54 109 46

Alter 0,303

< 25 Jahre 6 4,6 2 1,8

25-35 58 45 57 52

> 35 66 51 50 46

Schulabschluss 108

keiner 1 0,8 1 0,9 0,000

Hauptschule 49 38 75 70

Realschule 46 35 21 19

Abitur 6 5,6 4 3,7

Hochschule 28 22 7 6,5

Sonstige 0 0,0 0 0,0

Geschwisteranzahl des Vaters 129

0 15 12 3 2,7 0,000

1 53 41 23 21

2 34 26 34 31

3 und mehr 27 21 49 45

Insgesamt > 5 Pack. Zigaretten

im Leben 0,114

ja 67 52 45 41

nein 63 48 64 59

Rauchen derzeit 0,230

ja 39 58 21 47

nein 28 42 24 53

Asthma 0,552

ja 11 8,5 7 6,4

nein 119 92 102 94

Diagnose Asthma 0,280

ja 10 91 5 71

nein 1 9,1 2 29

Allergischer Schnupfen 0,000

ja 56 43 20 18

nein 74 57 89 82

Diagnose allergischer Schnupfen 0,516

ja 40 73 13 65

nein 15 27 7 35

Neurodermitis 0,324

ja 10 77 5 4,6

nein 120 92 104 95

Diagnose Neurodermitis 0,171

ja 7 70 5 100

nein 3 30 0 0,0

Kinder Nicht-Bauern Bauern P-Wert
[N] [%0] [N] [%0]

Total 134 55 110 45

Geschlecht 0,335

Junge 66 49 61 56

Méadchen 68 51 49 44
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Gewicht in Perzentilen/Madchen 0,088

2000 - 25009 (<3.Perz.) 0 0,0 1 2,0
2501 - 3300 (3.-50. Perz.) 30 44 14 29
3301 - 4000 (>50-97.Perz) 35 52 27 55
4001 - 5000 (>97.Perz) 3 4,4 7 14
Gewicht in Perzentilen/Jungen 0,843
2000 - 23009 (<3.Perz.) 1 1,5 1 1,6
2301 - 3500 (3.-50. Perz.) 29 44 22 36
3501 - 4300 (>50-97.Perz) 32 49 34 56
4301 - 5000 (>97.Perz) 4 6,1 4 6,6
Lange in Perzentilen/Madchen 0,553
40-46¢cm (<3.Perz) 0 0,0 0 0,0
47-50 (3.-50.Perz) 19 28 10 20
51-54 (50-97.Perz) 45 66 37 76
55-60 (>97.Perz) 4 59 2 4,1
Lange in Perzentilen/Jungen 0,387
40-46¢cm (<3.Perz) 1 1,6 0 0,0
47-50 (3.-50.Perz) 13 20 7 12
51-56 (50-97.Perz) 50 76 53 87
57-60 (>97.Perz) 2 3,0 1 1,6
Geburtsmodus 133 0,443
spontan 88 66 81 74
vaginale Operation 4 3,0 3 2,7
Sectio 41 0,8 26 24

Beschreibung der Studienpopulation in Anzahl [N] und Prozentwerten [%]. Der P-Wert
wurde mit Hilfe des Chi2-Tests berechnet, als Signifikanzniveau wurde p < 0,05
gewahlt. Insgesamt standen Angaben von 254 Mittern, 239 Vatern und 244 Kindern zur
Verfugung. Bei folgenden Variablen fehlten Angaben: Frischmilch abgekocht (n=2),
Schulabschluss und Anzahl der Geschwister (n=1), Geburtsmodus (n=1).

Tabelle 11: Allergische Erkrankungen der Mutter fiir die Gruppe der Bauerinnen und
Nicht-Bauerinnen (Gesamtpopulation).

Mutter Nicht-Béuerinnen Bé&uerinnen P-Wert
[N] [%] [N] [%]
Total 142 56 112 44
Asthma 0,021
ja 22 16 7 6,3
nein 120 84 105 94
Diagnose Asthma 0,408
ja 20 91 7 100
nein 2 9,1 0 0,0
Asthmain SS 0,593
ja 7 32 3 43
nein 15 68 4 57
Allergischer Schnupfen 0,295
ja 48 34 31 28
nein 94 66 81 72
Diagnose allergischer Schnupfen 0,062
ja 41 85 21 68
nein 7 15 10 32
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Allergischer Schnupfen in SS 0,104
ja 26 54 11 36
nein 22 46 20 64
Hautausschlag > 6 Monate 0,373
ja 42 30 39 35
nein 100 70 73 65
Neurodermitis 0,230
ja 16 38 10 26
nein 26 60 29 74
Diagnose Neurodermitis
ja 16 100 10 100
nein 0 0,0 0 0,0
Neurodermitis in SS 0,899
ja 6 38 4 40
nein 10 62 6 60
Beschreibung der allergischen Erkrankungen der Mautter in Anzahl [N] und

Prozentwerten [%]. Der P-Wert wurde mit Hilfe des Chi2-Tests berechnet, als
Signifikanzniveau wurde p < 0,05 gewdhlt. Insgesamt standen Angaben von 254

Mattern.

Tabelle 13: Darstellung der Allergen Kategorien fir die Gruppe der Bauerinnen und

Nicht-Bauerinnen (Gesamtpopulation).

Allergen Bauerinnen Nicht-Bauerinnen Gesamt Chi2-Test

g Kat. [N]  [%] IN] % [N  [%] P-Wert

Hausstaubmilbe 1 1 89 80 99 76 188 77 0,072
2 - - 6 4,6 6 2,5
3 23 20 26 20 49 20

Hausstaubmilbe 2 1 85 76 103 79 188 77 0,345
2 1 0,9 4 3,1 5 2,1
3 26 23 24 18 50 21

Erlenpollen 1 85 76 98 75 183 75 0,977
6 54 7 5,3 13 5,3
3 21 19 26 20 47 19

Birkenpollen 1 88 79 97 74 185 76 0,692
2 3 2,7 5 3,8 8 3,3
3 21 19 29 22 50 21

Haselnusspollen 1 77 69 96 73 173 71 0,329
2 8 7,1 4 3,1 12 49
3 27 24 31 24 58 24

Graspollen 1 80 71 89 68 169 70 0,840
6 5,4 8 6,1 14 5,8
3 26 23 34 26 60 25

Weidelgras 1 69 62 87 66 156 64 0,691
2 6 54 5 3,8 11 4,5
3 37 33 39 30 76 31

80



Beifuss 1 98 88 118 90 216 89 0,647

1 0,9 2 1,5 3 1,2
3 13 12 11 8,4 24 9,9

Spitzwegerich 1 100 89 127 97 227 93 0,054
2 5 45 2 1,5 7 2,9
3 7 6,3 2 1,5 9 3,7

Katzenhaare 1 93 83 112 85 205 84 0,681
2 7 6,3 5 3,8 12 49
3 12 11 14 11 26 11

Pferdehaare 1 103 92 127 97 230 95 0,023
2 1 0,9 3 2,3 4 1,6
3 8 7,1 1 0,8 9 3,7

Hundehaare 1 79 71 103 79 182 75 0,347
9 8,0 8 6,1 17 7,0
3 24 21 20 15 44 18

Schimmelpilz 1 111 99 129 99 240 99 0,656
3 1 0,9 2 1,5 3 1,2

Huhnereier 1 105 934 125 95 230 95 0,841
2 1 0,9 1 0,8 2 0,8
3 6 5,4 5 3,8 11 4,5

Kuhmilch 1 95 85 118 90 213 88 0,169
11 9,8 5 3,8 16 6,6
3 6 5,4 8 6,1 14 5,8

Erdnuss 1 96 86 118 90 214 88 0,437
3 2,7 4 3,1 7 2,9
3 13 12 9 6,9 22 9,1

Haselnuss 1 90 80 109 83 199 82 0,090
8 7,1 15 12 23 9,5
3 14 13 7 5,3 21 8,6

Karotte 1 86 77 116 89 202 83 0,050
2 8 7,1 5 3,8 13 53
3 18 16 10 7,6 28 12

Weizenmehl 1 97 87 120 92 217 89 0,179
2 2 1,8 4 3,1 6 2,5
3 13 12 7 53 20 8,2

Sojabohnen 1 98 88 116 89 214 88 0,421
2 6 5,4 10 7,6 16 6,6
3 8 7,1 5 3,8 13 53

Beschreibung der IgE-Kategorien flr alle getesteten inhalativen Allergene und
Nahrungsmittelallergene in Anzahl [N] und Prozentwerten [%]. Die Kategorien
entsprechen folgenden Ige-Werten: Kat.1: 0,00 — 0,19 kU/I; Kat.2: 0,20 — 0,34 kU/I;
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Kat.3: >0,35 kU/I. Der P-Wert wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests berechnet,
als Signifikanzniveau wurde p < 0,05 gewahlt. Insgesamt standen Angaben von 243
Miittern, 112 B&uerinnenund 131 Nicht-Bduerinnen zur Verfligung.

Tabelle 15: Darstellung des Sensibilisierungsstatus der Mutter gegen Allergen-Gruppen
flr die Gruppe der Bauerinnen und Nicht-Bauerinnen (Gesamtpopulation).

Bauerinnen _, NSt Gesamt  Chi2-Test
Allergen-Gruppen Bauerinnen

Sensibilisiert [N] [%] [N] [%] [N] [%] P-Wert

Inhalative Ja 73 65 82 63 155 64 0,676
Allergene Nein 39 35 49 37 88 36
Nahrungsmittel Ja 51 46 51 39 102 42 0,298
Allergene Nein 61 54 80 61 141 58
Saisonale inhalative Ja 51 46 58 44 109 45 0,844
Allergene Nein 61 54 73 56 134 55
Perenniale inhalative Ja 51 46 63 48 114 47 0,691
Allergene Nein 61 54 68 52 129 53
Alle Allergene Ja 80 71 99 76 179 74 0,465
Nein 32 29 32 24 64 26

Beschreibung des Sensibilisierungsstatus der Mutter gegen die Gruppe aller Allergene,
der Nahrungsmittelallergene, der inhalativen Allergene und deren Untergruppen in
Anzahl [N] und Prozentwerten [%]. Ein positiver Sensibilisierungsstatus bedeutet eine
Sensibilisierung gegenuiber mindestens einem Allergen der jeweiligen Gruppe (IgE >
0,20 kU/I). Der P-Wert wurde mit Hilfe des Chi2-Tests berechnet, als Signifikanzniveau
wurde p < 0,05 gewdhlt. Insgesamt standen Angaben von 243 Mittern, 112 Bauerinnen
und 131 Nicht-Bduerinnen zur Verfugung.

Tabelle 25: Storfaktoren fir die signifikanten Zytokine der Kategorie (Kat. 0, 1).

IL-10 (PI 24h) Kat. 0 Kat. 1 Gesamt P-Wert
Mutter > 5 Pack. Zigaretten ) 40 45 85 0,065
nein 74% 58% 65%
. 14 32 46
12 26% 42% 35%
Familie lebt auf Bauernhof . 24 52 76 0,008
nein 44% 68% 58%
. 30 25 55
Ja 56% 32% 42%
Mutter Erkaltung in der SS nein 20 16 36 0,040
37% 21% 27%
. 34 61 95
12 63% 79% 73%
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Mutter Kindheit auf dem Hof . 25 48 73 0,069
nein
46% 62% 56%
. 29 29 58
a
J 54% 38% 44%
IL-10 (PI 48h) Kat. 0 Kat. 1 Gesamt P-Wert
Mutter > 5 Pack. Zigaretten . 52 32 84 0,006
nein
75% 52% 65%
o 17 29 46
J 25% 48% 35%
Vater raucht derzeit nein 19 7 26 0,011
|
56% 24% 41%
. 15 22 37
a
J 44% 76% 59%
IL-10 (LPS 48h) Kat. 0 Kat. 1 Gesamt P-Wert
Mutter hat Rauchen . 2 3 5 0,024
nein
aufgegeben 40% 7.1% 11%
o 3 39 42
J 60% 93% 89%
Geburtsgewicht Jungen 1 0 1 0,015
<3. Perz.
8,3% 0,0% 0,8%
6 61 67
3.-50. Perz.
50% 52% 52%
50.-97. 5 51 56
Perz. 42% 43% 43%
0 6 6
>97. Perz.
0,0% 5,1% 4,6%
Schulabschluss des Vaters cei 1 0 1 0,009
elner
8,3% 0,0% 0,8%
6 61 67
Hauptschule
50% 53% 52%
2 36 38
Realschule
17% 31% 30%
. 2 5 7
Abitur
17% 4,3% 5,5%
1 14 15
Hochschule
8,3% 12% 12%
IL-12 (PI 48h) Kat. 0 Kat. 1 Gesamt P-Wert
Geschwister der Mutter Kat. Mlgtlel’er Rangsumme 0051
ang
0 67,5 8506,0
1 90,4 1085,0
Geburtslange Madchen 30 0 30 0,066
3.-50. Perz.
24% 0,0% 22%
50.-97. 85 12 97
Perz. 68% 100% 71%
10 0 10
>97. Perz
8,0% 0,0% 7,3%
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Vater > 5 Pack. Zigaretten ) 67 3 70 0,055
nein
54% 25% 51%
ja 57 9 66
46% 75% 49%
IL-12 (LPS 48h) Kat. 0 Kat. 1 Gesamt P-Wert
Familie lebt auf Bauernhof . 68 11 79 0,078
nein
54% 79% 56%
o 58 3 61
J 46% 21% 44%
Frischmilch abgekocht . 1 0 1 0,064
a
J 1,7% 0,0% 1,6%
ja, 6 2 8
immer 10% 50% 13%
. 53 2 55
Nein
88% 50% 86%
Geburtslange Jungen 28 2 30 0,009
3.-50. Perz.
22% 14% 22%
97 11 108
50.-97. Perz.
7% 79% 78%
0 1 1
>97. Perz.
0,0% 7,1% 0, 7%
Geburtslange Madchen 28 2 30 0,053
3.-50. Perz.
22% 14% 22%
50.-97. 91 9 100
Perz. 73% 64% 72%
6 3 9
>97. Perz.
4,8% 21% 6,5%
Alter des Vaters 2 2 4 0,021
< 25 Jahre
1,6% 14% 2,9%
66 8 74
25-35
54% 57% 54%
55 4 59
> 35 Jahre
45% 29% 43%
Vater Diagnose Asthma ) 116 11 127 0,032
nein
94% 79% 93%
i 7 3 10
J 5,7% 21% 7.3%
Vater Diagnose allergischer ) 98 7 105 0,013
nein
Schnupfen 80% 50% 77%
ia 25 7 32
J 20% 50% 23%
Vater Diagnose Neurodermitis . 120 12 132 0,025
nein
98% 86% 96%
. 3 2 5
ja
2,4% 14% 3, 7%
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IFN-y (LPS 24h)

Mittlerer

Kat. Rang Rangsum. P-Wert
Geschwister des Kindes 0 73,7 6996,5 0,055
1 60,3 25945
IFN-y (SEB 24h) Kat. 0 Kat. 1 Gesamt P-Wert
Mutter > 5 Pack. Zigaretten . 64 28 92 0,000
nen 79% 50% 67%
. 17 28 45
12 21% 50% 33%
Familie lebt auf Bauernhof nein 39 36 75 0,062
48% 64% 55%
. 42 20 62
12 52% 36% 45%
Frischmilch vom Hof . 37 37 74 0,019
nein 46% 66% 54%
. 44 19 63
12 54% 34% 46%
Vater > 5 Pack. Zigaretten . 47 23 70 0,053
nein 59% 42% 52%
. 33 32 65
12 41% 58% 48%
Vater Diagnose Neurodermitis . 75 55 130 0,025
nem 94% 100% 96%
) 5 0 5
12 6,3% 0,0% 3, 7%
IFN-y (PI 48h) Kat. 0 Kat. 1 Gesamt P-Wert
Mutter Erkaltung in SS ) 16 20 36 0,012
nein 41% 20% 26%
. 23 79 102
12 59% 80% 74%
Vater raucht derzeit ) 5 25 30 0,028
nein 25% 54% 45%
_ 15 21 36
1a 75% 46% 55%
IFN-y (LPS 48h) Kat. 0 Kat. 1 Gesamt P-Wert
Frischmilch abgekocht ) 0 1 1 0,061
12 0,0% 5,0% 1,6%
L 7 0 7
ja, immer
16% 0,0% 11%
Nein 36 19 55
84% 95% 87%
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Mutter Erkaltung in SS ) 29 7 36 0,022
nein

33% 15% 26%
- 60 41 101
J 67% 85% 74%
TNF-a (LPS 24h) Kat. 0 Kat. 1 Gesamt P-Wert
Vater Diagnose Asthma . 37 88 125 0,009
nein
84% 97% 93%
. 7 3 10
a
J 16% 3,3% 7,4%
TNF-a (LPS 48h) Kat. 0 Kat. 1 Gesamt P-Wert
Alter des Vaters 4 0 4 0,021
< 25 Jahre
5,2% 0,0% 2,9%
46 29 75
25-35
60% 49% 55%
27 30 57
> 35 Jahre
35% 51% 42%

Beschreibung der Storfaktoren fur die signifikanten Zytokinkategorien (0,1). Der P-
Wert von nominalskalierten Variablen wurde mit dem Chi2-Test, von
verhaltnisskalierten Variablen mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet. Als
Signifikanzniveau wurde p < 0,05 gewéhlt. Untersuchte Storfaktoren: Alter,
Schulabschluss und Nikotinabusus der Eltern, Geschwisterzahl der Eltern und des
Kindes, Besitz von Haustieren, ob die Familie auf einem Bauernhof lebt bzw. die
Mutter ihre Kindheit auf dem Bauernhof verbracht hat, Bewirtschaftung des
Bauernhofes durch die Familie bzw. die Mutter selber und er Kontakt der Mutter zu
Vieh, der Konsum von Frischmilch (Kuhmilch), Infekte oder Antibiotika Einnahme der
Mutter wahrend der Schwangerschaft, Geburtsmodus, Gewicht und Lange des Kindes,
Allergiestatus des Vaters bezuglich Asthma, allergischem Schnupfen und
Neurodermitis.

Tabelle 26: Storfaktoren fur den Allergie- und Sensibilisierungsstatus der Mutter.

Diagnose Asthma Diagnose N Mittl. Rang Rangsumme P-Wert
Geschwister der Mutter nein 130 76,2 9.903,5 0,077
ja 17 57,3 974,5
Geschwister des Kindes nein 130 76,9 10.002,0 0,014
ja 17 51,5 876,0
Diagnose Asthma nein Ja Gesamt P-Wert
Frischmilch vom Hof . 66 14 80 0,014
nein 51% 82% 54%
. 64 3 67
12 49% 18% 46%
Mutter Kindheit auf Hof ) 68 13 81 0,060
nein 52 76% 55%
. 62 4 66
2 48% 24% 45%
Vater > 5 Pack. Zigaretten . 70 5 75 0,046
nein 55% 29% 52%
. 57 12 69
12 45% 71% 48%
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Diagnose allergischer

Schnupfen Diagnose N Mittl. Rang Rangsumme P-Wert
Geschwister der Mutter nein 103 81,9 8.440,0 0,000
ja 44 55,4 2.438,0
Geschwister des Kindes nein 103 79,5 8.190,0 0,011
ja 44 61,1 2.688,0
Diagnose allergischer nein Ja Gesamt P_Wert
Schnupfen
Familie lebt auf Bauernhof nein 50 32 82 0,007
49% 73% 56%
. 53 12 65
1a 51% 27% 44%
Frischmilch vom Hof nein 49 31 80 0,011
48% 70% 54%
. 54 13 67
12 52% 30% 46%
Mutter Kindheit auf Hof nein 47 34 81 0,000
46% 7% 55%
. 56 10 66
12 54% 23% 45%
Diagnose Neurodermitis nein ja Gesamt P-Wert
Schulabschluss der Mutter Keiner 1 0 1 0,076
0,8% 0,0% 0,1%
35 2 37
Hauptschule
27% 12% 25%
64 9 73
Realschule
49% 53% 50%
. 11 5 16
Abitur
8,5% 29% 11%
Hochschule 19 1 20
15% 6,0% 14%
Frischmilch vom Hof nein 67 13 80 0,052
52% 7% 54%
ja 63 4 67
49% 24% 46%
Mutter Kindheit auf Hof . 68 13 81 0,060
nein 52 76% 55%
. 62 4 66
1a 48% 24% 45%
Diagnose ,Allergie” Diagnose N Mittl. Rang Rangsumme P-Wert
Geschwister der Mutter nein 95 82,3 7.821,5 0,001
ja 52 58,8 3.056,5
Geschwister des Kindes nein 95 81,5 7.742,0 0,002
ja 52 60,3 3.136,0
Diagnose ,,Allergie” nein Ja Gesamt P-Wert
Familie lebt auf Bauernhof . 45 37 82 0,005
nem 47% 71% 56%
ia 50 15 65
53% 29% 44%
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Frischmilch vom Hof . 44 36 80 0,008
nein

46% 69% 54%
- 51 16 67
J 54% 31% 46%
Mutter Kindheit auf Hof . 40 41 81 0,000
nein
42% 79% 55%
. 55 11 66
a
! 58% 21% 45%
Sensibilisierung gegen . )
Allergene nein ja Gesamt P-Wert
Alter der Mutter 3 12 15 0,035
< 25 Jahre
9,4% 10% 10%
19 89 108
25-35
59% 77% 74%
10 14 24
> 35 Jahre
31% 12% 16%
Mutter Kindheit auf Hof ) 13 68 81 0,063
nein
41% 59% 55%
i 19 47 66
J 59% 41% 45%
Geburtslange Madchen 6 24 30 0,025
3.-50. Perz.
19% 21% 21%
50.-97. 20 85 105
Perz. 63% 75% 72%
6 5 11
>97. Perz.
19% 4,4% 7,5%

Beschreibung der Storfaktoren fiir den Allergie- und Sensibilisierungsstatus der Mutter.
Der P-Wert von nominalskalierten Variablen wurde mit dem Chi2-Test, von
verhaltnisskalierten Variablen mit dem Mann-Whitney-U-Test berechnet. Als
Signifikanzniveau wurde p < 0,05 gewdhlt. Untersuchte Storfaktoren: Alter,
Schulabschluss und Nikotinabusus der Eltern, Geschwisterzahl der Eltern und des
Kindes, Besitz von Haustieren, ob die Familie auf einem Bauernhof lebt bzw. die
Mutter ihre Kindheit auf dem Bauernhof verbracht hat, Bewirtschaftung des
Bauernhofes durch die Familie bzw. die Mutter selber und der Kontakt der Mutter zu
Vieh, der Konsum von Frischmilch (Kuhmilch), Infekte oder Antibiotika Einnahme der
Mutter wahrend der Schwangerschaft, Geburtsmodus, Gewicht und Lange des Kindes,
Allergiestatus des Vaters beziglich Asthma, allergischem Schnupfen und
Neurodermitis.
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