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1. Einleitung

1.1 Das Immunsystem

1.1.1 Das angeborene und das erworbene Immunsystem

Das Immunsystem wird in das angeborene (unspezifische) und das erworbene (spezifische)

Immunsystem eingeteilt, die eng zusammenarbeiten und sich gegenseitig beeinflussen [1].

Das angeborene Immunsystem arbeitet antigen-unspezifisch, d.h. es erkennt hiufig
vorkommende Merkmale von Pathogenen und unterscheidet so Fremd von Eigen. Zellen
des angeborenen Immunsystems sind Phagozyten wie Makrophagen und neutrophile
Granulozyten, inflammatorische Zellen wie basophile Granulozyten und Mastzellen, ferner
dendritische Zellen und natiirliche Killerzellen (NK-Zellen).

Zum erworbenen Immunsystem, das antigen-spezifisch ist und sich im Laufe des Lebens
entwickelt, gehoren die T-Lymphozyten (zelluldre Abwehr) und die B-Lymphozyten
(humorale Abwehr). Die T-Lymphozyten wiederum werden in T-Helferzellen (Th1/Th2-
Zellen), zytotoxische T-Zellen (TC1/TC2-Zellen) und regulatorische T-Zellen (Treg)
eingeteilt [2].

Fiir die erworbene Immunabwehr spielt die Prisentation von Pathogenen durch Antigen-
prasentierende Zellen (APC) im Zusammenspiel mit Molekiilen des MHC (Major
Histocompatibility Complex) eine wichtige Rolle. Zu den APC gehoren unter anderem
Dendritische Zellen (DC), deren unreife Formen iiber die Blutbahn in periphere Gewebe
wandern. Auf der Oberfldche der DC finden sich Pattern Recognition Receptors (PRR) wie
Toll-like-Rezeptoren, Lecithin und intrazellulére ,,nucleotide-oligomerization domains*
(NOD). Diese erkennen Molekiile verschiedener Pathogene, die “pathogen-associated
molecular patterns* (PAMP) und fiihren zu einer Aktivierung der Dendritischen Zellen.
Daraufhin reduzieren die DCs ihre endozytotische Aktivitit und steigern die Expression
von MHC, Adhisions- und Co-stimulierenden Molekiilen (wie CD 80+, CD 86+) auf ihrer
Oberfliche und wandern in die T-Zell-Zonen der sekundédren lymphatischen Organe. Dort
prasentieren sie die Antigen-Peptide mit Hilfe der MHC-Molekiile den T-Zell-Rezeptoren
(TZR) naiver T-Zellen (CD45RA+) [2].

Abhidngig von Art und Menge des prisentierten Antigens, der co-stimulierenden Faktoren
und des umgebenden Zytokinmilieus differenzieren sich die naiven ThO-Zellen zu Th1-

bzw. Th2-Zellen [3]. CD4+ T-Helferzellen (TH1) entwickeln sich bevorzugt bei einem IL-
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12- dominierten Zytokinmilieu und aktivieren durch Ausschiittung von IFN-y, aber auch
IL-2, IL-12 und TNF-B, Makrophagen und zytotoxische T-Zellen [4, 5]. Sie sind fiir die
Abwehr von intrazelluldren Pathogenen (Bakterien, Viren und Pilzen) verantwortlich [2,

3, 6-9].

Die Entwicklung zu CD8+-T-Helferzellen (Th2) wird dagegen durch IL-4 eingeleitet. Th2-
Zellen produzieren hauptsichlich IL-4, IL-5 und IL-13 [5] und aktivieren dadurch B-Zellen
(unter anderem verantwortlich fiir den Isotypwechsel von IgM zu IgE) [10, 11], Mastzellen
und eosinophile Granulozyten, die sich gegen extrazelluldre Pathogene (Wiirmer) richten
[2, 3, 6, 7]. Th1- und Th2-Zellen regulieren sich gegenseitig und befinden sich dadurch
normalerweise in einem Gleichgewicht. So unterdriickt IFN-y (produziert von Th1-Zellen)
die Ausbildung von Th2-Zellen und IL-4 (produziert von Th2-Zellen) die Entwicklung von
Th1-Zellen [3]. Ein Ungleichgewicht zugunsten der Th1-Zellen kann zur Ausbildung von
Autoimmunkrankheiten und chronischen Entziindungen fiihren, eine iiberschieBende Th2-

Zellaktivierung zur Entstehung von Erkrankungen des atopischen Formenkreises [12-15].
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Abb.1: Einfluss der verschiedenen Zytokine auf die Ausreifung der naiven Th0-Zelle, auf
die Beziehungen der Th1- und Th2-Zellen untereinander und zu anderen Zellen des

Immunsystems.



Die dritte Gruppe der T-Zellen, die Treg-Zellen (natiirliche regulatorische T-Zellen,
induzierte Trl- und Th3-Zellen), macht etwa 1% der T-Zellen aus. Diese produzieren
inhibitorische Zytokine wie TGF- und IL-10, auBerdem den Transkriptionsfaktor FOX P3
[16]. Treg-Zellen regulieren die Balance zwischen Th1- und Th2-Antwort [17], induzieren
eine Immuntoleranz gegeniiber Eigen- und Fremd-Antigenen [18], inhibieren die Bildung
von spezifischem IgE und fordern die Bildung von IgG4 und IgA [19]. Storungen der
regulierenden Treg-Aktivitit fithren zu einem Th1-/Th2-Ungleichgewicht [17, 20].

1.1.2 Die Zytokine

Zytokine stellen eine heterogene Gruppe von Polypeptiden und Glycoproteinen (~25 kDa)
dar, die von verschiedenen Zellen des Korpers gebildet werden konnen. Die Wirkung der
Zytokine zeigt sich autokrin (auf die produzierende Zelle selbst), parakrin (auf
Nachbarzellen) oder auch endokrin (auf entfernter gelegene Zellen). Durch Bindung an
spezifische Zell-Rezeptoren wird iiber die darauffolgende verdnderte Genexpression in der
Zelle eine Aktivierung, Proliferation und Differenzierung der Zelle, ebenso Chemotaxis
und Apoptose bewirkt [2].

Die verschiedenen Zytokine sind je nach Struktur in Gruppen zusammengefasst, zu deren
bedeutendsten die Himatopoetin-Familie, die TNF-Familie und die Chemokin-Familie
gehoren. Daneben gibt es noch andere Zytokine, die keiner bestimmten Gruppe zugeordnet

werden konnen [2] [siehe Tab. 1].

Tabelle 1: Ubersicht iiber einige wichtige Zytokine

Zytokin GroBe Produzierende | Rezeptoren Wirkungen
Zellen
IL-2 (H) | 133 AS, T-Zellen CD25 (o), Proliferation der T-Zellen
Monomer CD122 (B),
CD132 (y)
IL-4 (H) 129 AS, T-Zellen, CD124, B-Zell-Aktivierung, IgE-
Monomer Mastzellen CD132 (y) Wechsel, hemmt Th1-Zellen
IL-5 (H) 115 AS, T-Zellen, CD125 (B) Wachstum und
Homodimer | Mastzellen Differenzierung der
eosinophilen Zellen




Zytokin GroBe Produzierende | Rezeptoren Wirkungen
Zellen
IL-10(S) | 160 AS, T-Zellen, IL-10Ra, Wirksamer Inhibitor von
Homodimer | Makrophagen, CFR2-4, Makrophagenfunktionen
EBV- IL10-Rp Immunmodulation
transformierte
B-Zellen
IL-12 (S) | 197 und 306 | B-Zellen, IL-12Rp1, Aktiviert NK-Zellen,
AS, Makrophagen IL-12Rp2 induziert die Differenzierung
Heterodimer von CD4-T-Zellen zu Thl-
dhnlichen Zellen
IL-13 (H) | 132 AS, T-Zellen IL-13R, Wachstum und
Monomer CD132 (y), Differenzierung der B-
evtl. CD24 Zellen, hemmt Th1-Zellen
und die Produktion
inflammatorischer Zytokine
durch Makrophagen
IFN-y (I) | 143 AS, T-Zellen, CD119, Aktivierung der
Homodimer | NK-Zellen IFNGR2 Makrophagen, erhohte
Expression von MHC-
Molekiilen und
Komponenten des
Antigenprozessierungs-
systems, Ig-Klassenwechsel,
hemmt Th2-Zellen
TNF-a 157 AS, Makrophagen, P55, p75, Lokale Entziindungen,
(T) Trimere NK-Zellen, CD120a, Endothelaktivierung
T-Zellen CD120b

Tabelle 1: Ubersicht iiber einige wichtige Zytokine.

H:Himatopoetin-Familie, I: Interferon-Familie, T: TNF-Familie, S: Sonstige ohne bestimmte
Zugehorigkeit; fett: Zytokine, die hauptséchlich eine Th1-Antwort begiinstigen; kursiv: Zytokine,
die hauptsichlich eine Th2-Antwort hervorrufen [nach Janeway, S.725 ff.]



1.1.3 Besonderheiten des kindlichen Immunsystems

Schon prénatal, etwa in der 22. Schwangerschaftswoche, ldsst sich Zytokinproduktion
beim Ungeborenen nachweisen, die zur Ausreifung des kindlichen Immunsystems beitragt
[21].

Die in der Fetalperiode und unmittelbar nach Geburt untersuchten Zellen im kindlichen
Blut zeigen eine deutliche Th2-Gewichtung. Es wird vermutet, dass diese durch den
Einfluss miitterlicher Hormone entsteht, die durch die Unterdriickung einer Th1-Antwort
einen Schutz vor dem plazentatoxischen IFN-y bieten und eine AbstoBung des
semiallogenen fetalen Gewebes verhindern sollen [22-26].

Das kindliche Immunsystem bei Geburt ist zwar durchaus schon funktionsféhig, allerdings
zeigt es im Vergleich zum Immunsystem von Erwachsenen Unterschiede beziiglich Anzahl
und Funktion der verschiedenen, an der Abwehr beteiligten Zelltypen wie APC, NK-
Zellen, B-Zellen und T-Zellen, ebenso fallen erniedrigte Werte fiir bestimmte Zytokine,
v.a. IL-4 und IFN-y, und eine verminderte AK-Produktion auf [26].

In den ersten 18 Monaten nach Geburt wird wohl durch mikrobielle Stimuli, besonders
durch die Besiedelung des Darms mit Bakterien, die Ausbildung einer Th1-Antwort
gefordert und so ein Gleichgewicht der Th1- und Th2-Immunantwort geschatfen [27, 28].
Bleibt dies aus, kann die Th2-Persistenz zur Ausbildung von Atopien pradisponieren [29,
30]. Die Sensibilisierung gegeniiber Allergenen erfolgt hierbei der sogenannten
»Allergiekarriere® (,,allergic march®). Die recht durchlidssige Darmmukosa der Kinder in
den ersten Lebensmonaten begiinstigt die Sensibilisierung fiir Nahrungsmittelallergene mit
Ausbildung einer atopischen Dermatitis. Spiter steigt die Empfindlichkeit gegeniiber
inhalativen Allergenen mit der Ausbildung eines Asthma [31-35]. So haben Kinder, die
schon friith Allergien zeigen, wohl spiter ein erhohtes Risiko, an Asthma zu erkranken, v.a.
wenn zusitzlich noch keuchendes Atmen, z.B. bei Atemwegsinfektionen, auftritt [27, 32,

35].

1.2 Perinatale Modulatoren des Immunsystems

1.2.1 Die Hygienehypothese

Im Laufe der letzten Jahrzehnte konnte eine deutliche Verbesserung der hygienischen
Lebensbedingungen in den westlichen Lindern erreicht werden, gleichzeitig beobachtete

man allerdings auch ein gehiuftes Auftreten atopischer Erkrankungen und
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Autoimmunerkrankungen [36]. Den Zusammenhang dieser Beobachtungen beschrieb
erstmals David Strachan im Jahr 1989 [37]. Er zeigte, dass Kinder, die mit dlteren
Geschwistern aufwuchsen und daher mehreren Infektionen in frithester Kindheit ausgesetzt
waren, seltener an Asthma und anderen allergischen Erkrankungen litten. Seine

Uberlegungen wurden unter dem Begriff der ,,Hygienehypothese** zusammengefasst.

Diese Hypothese wurde auch durch zahlreiche andere Beobachtungen gestiitzt: Die
Zunahme an allergischen Erkrankungen, aber auch an Autoimmunerkrankungen, korreliert
direkt mit der Zunahme der hygienischen Bedingungen, und zwar sowohl auf nationaler
Ebene (verbesserte Trinkwasser- und Nahrungsmittelqualitit, Antibiotikagebrauch,
Impfungen, etc.) als auch auf individueller Ebene (sozio-6konomischer Status [38], Anzahl
der dlteren Geschwister [39-41], etc.) . Dies wurde ebenfalls am Nord-Siid-Gradienten des
Auftretens von Autoimmunerkrankungen in Europa deutlich, der ebenfalls mit dem
soziookonomischen Status zusammenhéngt [42], wie auch in einer groBangelegten Studie
(ISAAC), die Kinder aus West- und Ostdeutschland 5 Jahre nach der Wende beobachtete.
Direkt nach der Wende fand sich im Osten des Landes eine deutlich niedrigere Priavalenz
an atopischen Erkrankungen [43-45], wéahrend 5 Jahre spiter schon eine deutliche

Zunahme beobachtet werden konnte [46].

Gestiitzt wurde die Hygienehypothese auch durch Beobachtungen bei der Einfithrung von
Priventionsmafinahmen gegen Infektionserkrankungen in drmeren Léndern. So stieg die
Atopierate sowohl in Siidafrika - moglicherweise als Folge einer weitldufigen Impfung
gegen Streptokokkus pneumoniae [47] - als auch in Venezuela und Gabon nach
Einfiihrung einer systematischen antihelminthischen Therapie von befallenen Kindern [48,

49], deutlich an.

1.2.2 Bauernstudien

1.2.2.1 Endotoxinbelastung

Die Inhalation von Extrakten aus Stallstaub zeigte im Mausmodell einen moglichen
allergieprotektiven Effekt und eine Verringerung der IgG1- und IgE-Produktion, wobei das
Staubextrakt neben den Lipopolysacchariden noch weitere biologisch aktive Substanzen

enthielt [50].



Eine wichtige Erkenntnis lieferte eine Untersuchung an Schulkindern, deren Miitter in der
Schwangerschaft regelmé@Bigen Stallkontakt hatten. Es zeigten sich hier stirkere protektive
Effekte bzgl. der atopischen Sensibilisierung, aber auch eine erhthte Expression von
Rezeptorgenen des angeborenen Immunsystems wie TLR2, TLR4 und CD14 dieser

Kinder, als bei allein gegenwiértiger Exposition [51].

Allerdings zeigte die ALEX-Studie wiederum einen vom Stallaufenthalt unabhédngigen
Endotoxin-Effekt [52], was zu der Annahme fiihrte, dass es wohl noch andere mikrobielle
Einflussfaktoren im Stallmilieu geben muss. In der PARSIFAL-Studie konnte zudem
nachgewiesen werden, dass auch Kinder aus anthroposophischen Familien protektiven
Faktoren ausgesetzt waren, allerdings mit geringerem Effekt als bei den Bauernkindern

[53].

1.2.2.2 Haus- und Stalltierkontakt

Auch Haustiere wurden in einigen Studien als protektive Faktoren fiir die Entstehung
allergischer Erkrankungen angenommen [54-61], in anderen dagegen als Risikofaktoren
gesehen [62-64]. Da der Haustier-Effekt vornehmlich bei Bauernkindern beobachtet
wurde, musste die Moglichkeit in Betracht gezogen werden, dass der protektive Effekt
eventuell vom gleichzeitig bestehenden Stalltierkontakt herriihrte. Die in Bauernfamilien
meist grolere Anzahl an Haustieren und das gemeinsame Vorkommen von Katzen und

Hunden konnten ebenfalls ausschlaggebend gewesen ein [56, 65].

1.2.3 Probiotika

Erste Untersuchungen der Darmflora atopischer Kinder haben gezeigt, dass diese im
Vergleich zu gesunden Kindern oftmals eine geringere Kolonisation mit Bakteroides und
Bifidobakterien, dafiir aber eine vermehrte Zahl an Clostridien aufweist [66-69]. Diese
Beobachtung fiihrte zu der Annahme, dass die mikrobielle Besiedelung des Magen-Darm-
Traktes womdoglich eine entscheidende Rolle bei der Ausreifung des kindlichen
Immunsystems spielt.

Zum Zeitpunkt der Geburt ist der Magen-Darm-Trakt von Kindern steril. In den ersten
Lebensmonaten und —jahren erfolgt die Kolonisation mit Mikroorganismen bis hin zur

Ausbildung einer stabilen Darmflora [70, 71]. Diese Entwicklung wird von verschiedenen
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Faktoren beeinflusst, so nimmt man an, dass der Geburtsmodus und die individuelle
Darmflora der Mutter hierbei eine Rolle spielen, ebenso wie die Erndhrung des Kindes und

die damit verbundene Aufnahme verschiedener Mikroorganismen [72, 73].

Oben genannte Beobachtungen bzgl. der mikrobiellen Darmbesiedelung und des
Auftretens allergischer Erkrankungen — im jungen Lebensalter vornehmlich atopische
Dermatitis und Nahrungsmittelallergien - fithrten zu der Annahme, dass die intestinale
Flora ein sehr potenter Stimulator fiir den Reifungsprozess von Vorlduferzellen des
Immunsystems zu sein scheint. Diese Zellen zirkulieren durch den Darm, bevor sie auch in
andere Gewebe auswandern. So kann die Art der mikrobiellen Besiedelung Einfluss auf
das gesamte Immunsystem des Korpers nehmen, was Effekte auf die I[gA-Produktion im
Respirationstrakt und damit auf ein spiter mogliches Auftreten von allergischem Asthma

erkldren konnte [74, 75].

Im Hinblick auf den Einfluss mikrobieller Substanzen auf die Ausbildung des kindlichen
Immunsystems wurden in den letzten Jahren vermehrt Studien durchgefiihrt, die den Effekt
einer Probiotika-Supplementation auf die Entwicklung atopischer Erkrankungen

untersuchen sollten.

Probiotika sind Kulturen, die lebensfihige Mikroorganismen in einer Menge enthalten, die
grof} genug ist, um die Wirtsmikroflora zu beeinflussen und dabei gute Effekte auf die
Gesundheit des Wirtes haben [76, 77].

So verbessern Probiotika die Darmschleimhautbarrierefunktion, die bei Kindern mit
Nahrungsmittelallergien und atopischem Ekzem vermehrt durchléssig ist, und fordern die
darmspezifische IgA-Antwort [70, 78, 79]. Sie konnen Nahrungs-Antigene enzymatisch
modifizieren und degradieren und férdern die Umwandlung der Th2-gewichteten
Immunitét in eine Th1-gewichtete, vornehmlich durch eine vermehrte Bildung von Treg-
Zellen, die IL-10 bilden und so die Ausbildung anderer T-Zellen regulieren konnen. [70,
76, 80, 81]. Dadurch koénnen inflammatorische Reaktionen, sowie die Ausbildung
allergischer Erkrankungen durch eine persistierende Th2-Gewichtung wohl vermieden

werden.

Die Studienlage beziiglich des Einflusses der Probiotikasupplementation zur

Primirprophylaxe allergischer Erkrankungen ist allerdings uneinheitlich.



Kallioméki et al. konnten in ihrer Studie von 2001 eine 50%ige Reduktion des Auftretens
von atopischem Ekzem bei Kindern, die Lactobacillus rhamnosus GG bis zum 6. LM
einnahmen, zeigen. Ahnliche Studien in Australien [74] und Deutschland [82] konnten
diesen positiven Effekt nicht bestidtigen. Abrahamsson et al. konnten lediglich einen
positiven Effekt von Lactobacillus reuteri auf die Entstehung des IgE-assoziierten Ekzems
feststellen [68]. Zudem fiel in den oben genannten Studien teilweise ein erhohtes Auftreten
von Bronchitiden mit keuchendem Atemgerédusch [82], allergischem Schnupfen und allerg.
Asthma [77, 82-84] und eine hohere IgE-Sensibilisierung [74] auf. Die teils
widerspriichlichen Ergebnisse konnen in Abhédngigkeit vom genetischen Hintergrund der
untersuchten Kinder (TLR-Polymorphismus) [76, 85], und ihrer allergischen
Pridisposition gesehen werden, ebenso kommen unterschiedliche Umwelteinfliisse wie die
individuelle mikrobielle Belastung, Erndhrungsgewohnheiten, aber auch
Antibiotikagebrauch, in Betracht. Unterschiede im Studiendesign bzgl. der verwendeten
Probiotika und Art und Zeitraum der Applikation konnten ebenso zu den teils
widerspriichlichen Ergebnissen beigetragen haben. Die verschiedenen Probiotika scheinen
zudem unterschiedliche Wirkweisen und Einfliisse zu haben, auch ein dosisabhidngiger
Effekt und die Art der Supplementation miissen als mogliche Faktoren der
unterschiedlichen Wirkungen diskutiert werden [68, 80, 86, 87]. Die oben genannten
Punkte fithren dazu, dass die Probiotikasupplementation nach der derzeitigen Studienlage
nicht als Primarprophylaxe empfohlen werden kann und weitere Studien in diesem Bereich

notwendig sein werden.



2. Zielsetzung

In zahlreichen Studien wurde bisher das Zytokinprofil bei Geburt und zu bestimmten
Zeitpunkten im ersten Lebensjahr untersucht, wobei jedoch die Entwicklung des bei
Geburt gemessenen Zytokin-Responderstatus einzelner Individuen im Verlauf der ersten
12 Lebensmonate nicht genauer betrachtet wurde. Gegenstand dieser Arbeit ist es nun -
neben der Darstellung des unterschiedlichen Zytokin-Sekretionsprofil zum Zeitpunkt der
Geburt und nach 12 Monaten - auch den dynamischen Verlauf dieser Zytokinentwicklung
darzustellen und mit moglichen Einflussfaktoren aus den Bereichen
Schwangerschaftsexposition der Mutter, Umwelt, Erndhrung und Gesundheitszustand von

Mutter und Kind in Zusammenhang zu bringen.

Folgende Hypothese sollte getestet werden:

Die Immunantwort nach mikrobieller Stimulation von Nabelschnurblut und von

peripherem Blut nach dem ersten Lebensjahr unterscheidet sich.

Nebenhypothese:

Einfluss auf die Immunantwort haben Umweltfaktoren sowie Lebens- und
Erndhrungsgewohnheiten von Mutter und Kind in der Perinatalzeit und im ersten Jahr nach

Geburt.

Dabei ergaben sich im Einzelnen nachfolgende Fragen:

1. Inwiefern unterscheiden sich die Zytokinexpressionsmuster der Kinder nach

Stimulation mit LPS, SEB und PI bei Geburt und nach einem Jahr?
a) Gibt es Unterschiede zwischen Bauern- und Nichtbauernkindern?
b) Treten Unterschiede beziiglich der verwendeten Stimulantien auf?

2. Wieviele Kinder zeigen bei Geburt einen positiven Responderstatus auf mindestens

eines der verwendeten Stimulantien, wieviele nach einem Jahr?
3. Wie entwickeln sich die Non-Responder bei Geburt im ersten Lebensjahr?

4. Gibt es Umweltfaktoren oder bestimmte Lebens- und Erndhrungsgewohnheiten bei

Mutter und Kind, die die unter 3. genannte Entwicklung beeinflussen? Welche
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Rolle spielen der Bauernstatus und die damit verbundenen unterschiedlichen
EinfluBfaktoren im ersten Lebensjahr im Vergleich zum Aufwachsen auferhalb

eines Hofes?

11



3. Material und Methoden

3.1 Studiendesign und Aufgabenverteilung

Die Daten dieser Arbeit wurden im Rahmen der PASTURE-Studie (Protection against
Allergy: A Study in Rural Environments) erhoben, einer prospektiven longitudinalen
Studie. Insgesamt waren fiinf Léander beteiligt, neben Deutschland (Oberbayern) waren
dies Osterreich (Salzburger Raum), Frankreich (Besancon), Finnland (Kuopio) und die
Schweiz (6stlicher Teil). In Deutschland lief die Studie unter dem Namen LUKAS
(Landliche Umgebung und Kinder: Allergiestudie), es wurden hierfiir die Regionen
Peiflenberg, Penzberg, Bad T6lz und Wolfratshausen ausgewihlt.

Ziel der Studie war es, die Rolle der mikrobiellen Exposition von Bauernkindern im
Vergleich zu nicht auf einem Bauernhof, aber in der gleichen Region lebenden Kindern,
hinsichtlich ihrer Entwicklung allergischer Erkrankungen zu untersuchen. Desweiteren
sollten die Faktoren ndher betrachtet werden, die hierbei den protektiven
,Bauernhofeffekt“ ausmachen, ebenso wie weitere immunologische und genetische
Mechanismen, die hierbei eine Rolle spielen konnten.

In jedem der teilnehmenden Zentren wurden zwischen August 2002 und Mirz 2005
schwangere Béduerinnen und Nicht-Biuerinnen im dritten Trimenon durch Hebammen bei
der Vorstellung im Krankenhaus oder bei Schwangerschaftskursen rekrutiert. Die Studie
wurde zudem bei den Versammlungen der Ortsbduerinnen vorgestellt. Anhand von
Fragebogen wurden demographische Daten der Miitter erhoben. Bei Geburt des Kindes
wurde durch die Hebammen Nabelschnurbut und Blut der Miitter entnommen, Blutproben
der Viter folgten im Laufe der ersten zwei Monate post partum. Die Proben wurden durch
Feldarbeiter an das von Hauner‘sche Kinderspital gesandt. Dort wurde in der
Arbeitsgruppe von PD Dr. Susanne Krauss-Etschmann das Nabelschnurblut zur spiteren
Zytokinbestimmung mit verschiedenen Substanzen stimuliert, ein differenziertes Blutbild
zur Bestimmung der Leukozytenzahl angefertigt und miitterliches Serum zur IgE-
Bestimmung gewonnen.

Die Extraktion von DNA aus miitterlichem, viterlichem und kindlichem Blut zur
Detektion von Gen-Polymorphismen, die der Erkennung mikrobieller Stoffe dienen, und
Messungen zur Expression dieser Gene wurde durch die Arbeitsgruppe von PD Dr.
Michael Kabesch durchgefiihrt.

Nach dem 2. Lebensmonat der Kinder fand ein Hausbesuch statt, bei dem ein weiterer

Fragebogen beziiglich Geburt und Entwicklung des Kindes mit den Miittern erhoben
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wurde, desweiteren wurden Staub- und Milchproben (Muttermilch und Kuhmilch), ebenso
Stuhlproben der Kinder eingesammelt.

Bis zum Ende des 1. Lebensjahres der Kinder fithrten die Miitter ein Tagebuch zu
Gesundheit, Entwicklung und Titigkeiten der Kinder. Nach 1 Jahr erfolgten eine weitere
Befragung der Miitter zu den Kindern und eine Blutabnahme bei den Kindern zur erneuten
Durchfiihrung eines Stimulationsansatzes fiir die Zytokinbestimmung und Bestimmung der
Leukozytenzahl aus dem peripheren Blut der Kinder.

Den zeitlichen Zusammenhang von Rekrutierung, Ausfiillen der Fragebdgen und

Blutentnahmen zeigt Abbildung 2.

Rekrutierung
Schwangerschafts-

F8 Vater-FB 2-Monats-FB 1-Jahres-FB

! - !

-, . — e e,
3.Trimenon Geburt 2 Monate 1 Jahr
Nabelschnurblut- Blutabnahme Blutabnahme
Entnahme Vater Kind
Blutabnahme
Mutter

Abbildung 2: Studiendesign
*: Tagebuch iiber Erkrankungen und Aktivititen des Kindes; FB: Fragebogen

Die Staub-, Stuhl- und Milchproben wurden bis zur weiteren Verarbeitung in anderen
Zentren zwischengelagert. Die gewonnenen Uberstinde der Stimulationsansitze und die
Seren zur IgE-Bestimmung wurden an das Klinikum der Philipps-Universitit in Marburg
versandt, wo die weiteren Auswertungen unter Leitung von Prof. Dr. Harald Renz und PD
Dr. Udo Herz vorgenommen wurden. Die Eingabe der Daten wurde zentral im Institut fiir
Epidemiologie der Universitit Ulm unter Leitung von Prof. Dr. Stephan Weiland
durchgefiihrt.

Die Finanzierung der PASTURE-Studie erfolgte durch die Europdische Union,

Studienkoordinatorin war Prof. Dr. E. von Mutius des Dr. von Hauner’schen Kinderspitals
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in Miinchen. Des Weiteren waren beteiligt: Prof. Dr. Charlotte Braun-Fahrldnder (Institut
fiir Sozial- und Priventivmedizin, Basel), Prof. Dr. Joseph Riedler (Kinderspital der LKA,
Salzburg), Prof. Juha Pekkanen M.D., Ph.D. (Unit of Environmental Epidemiology,
national Public Health Institut, Kuopio), ebenso PD Dr. Roger Lauener (Ziirich), PD Dr.
Udo Herz (Marburg), Jeroen Douwes Ph.D. (Utrecht) und PD Dr. Michael Kabesch
(Miinchen).

Aus allen fiinf Lindern lagen die Einverstidndniserkldrungen der Ethikkomittees von

Studien an Menschen vor.

3.2 Pilotstudien und Bestimmung der Studiengrofie

Um im deutschen Studienarm der LUKAS-Studie die am besten geeigneten Gebiete zu
finden, wurde zunidchst eine Pilotstudie durchgefithrt. Dazu wurden etwa 55
Geburtskliniken in Sitidbayern kontaktiert, um Angaben iiber die jeweilige Anzahl an
Geburten und im Besonderen iiber den Anteil der Biuerinnen unter den Schwangeren zu
bekommen. Zudem wurden Daten des Bayerischen Statistikamtes eingesehen, um die
Gebiete mit der hochsten Dichte an Bauern zu bestimmen. Mithilfe dieser Daten wurden 6
Regionen (Ebersberg, Agatharied, Miesbach, Hausham, Peilenberg und Fiissen) fiir die
Pilotstudie ausgewihlt. Uber einen Zeitraum von sechs Wochen wurden die Hebammen in
den entsprechenden Gegenden gebeten, Daten iiber jede stattgehabte Entbindung zu
sammeln. Am Ende dieser Testphase stellte sich heraus, dass sowohl in Ebersberg, als auch
in Fiissen der Anteil der Biuerinnen unter den Gebérenden zu gering, und in Hausham die
Kooperation mit den Hebammen nicht ausreichend war. Daraufhin wurde die Pilotstudie
um fiinf Gebiete erweitert: Schongau und Weilheim, in denen die Studie ebenfalls iiber
sechs Wochen durchgefiihrt wurde, und Penzberg, Bad T6lz und Wolfratshausen mit einer
Studiendauer von vier Wochen. In Schongau war der Anteil der Biuerinnen unter den
Gebidrenden zu gering und in Weilheim die Kooperation mit den Hebammen nicht
zufriedenstellend.

Letztendlich wurden daher Peilenberg, Penzberg, Bad Tolz und Wolfratshausen als
geeignete Gebiete fiir die PASTURE-Studie ausgewihlt.

Um die Anzahl der Studienteilnehmer zu bestimmen wurden Powerkalkulationen (B=80%,
a=0,05) durchgefiihrt, die ergaben, dass in jedem Studienarm etwa 340 Teilnehmer
rekrutiert werden miissen, um im Alter von 1 Jahr einen Unterschied in der atopischen

Sensibilisierung von 12% vs. 6% zu entdecken. Das Vorkommen von atopischer
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Sensibilisierung im Alter von 1 Jahr wurde in einer grolen europdischen Multizentrischen
Geburtenstudie bei der Nicht-Risiko-Gruppe mit 12% geschitzt. Dieser Schitzwert konnte
auch in fritheren Beobachtungen von Bauernpopulationen beobachtet werden. Ebenso
wurden 340 Studienteilnehmer pro Arm als notwendig angesehen, um einen Anstieg des
INF-y um 20% im Uberstand stimulierter Nabelschnurblutzellen zu entdecken. Weitere
Hinweise aus fritheren Studien wurden beriicksichtigt, so zum Beispiel, dass nur etwa 60%
der als geeignet ausgewdhlten Studienteilnehmer auch ihre Zustimmung zur Studie geben
wiirden (geschétzt nach Erfahrungen der AMICS Kohorte), und dass etwa noch 80% der
Studienteilnehmer zum Klinikbesuch nach einem Jahr erscheinen wiirden. Unter
Beriicksichtigung dieser Schitzungen wurde schlieBlich festgelegt, dass etwa 400

Studienteilnehmer pro Studienarm eingeschlossen werden sollten.

3.3 Studienpopulation

Bei der Rekrutierung wurde zwischen ,,Bauern® und ,,Nicht-Bauern* unterschieden. Als
,Bauern* galten diejenigen Frauen, die auf einem Bauernhof mit Viehhaltung lebten, ohne
Unterscheidung zwischen Voll- oder Teilzeitbeschiftigung. Als ,,Nicht-Bauern* wurden
die Frauen bezeichnet, die in der gleichen Gegend, aber nicht auf einem Bauernhof, lebten
und im gleichen Krankenhaus betreut wurden, wobei Frauen aus Stiadten mit mehr als
30.000 Einwohnern oder aus Industriestandorten ausgeschlossen wurden. Um eine
anndhernd gleich groBe Menge an Nicht-Bauern und Bauern zu erhalten, wurden zunéchst
alle geeigneten Schwangeren rekrutiert und anschlieBend eine randomisierte Stichprobe
der Nicht-Bauern gebildet, entsprechend der Anzahl der im selben Zeitraum rekrutierten
Béuerinnen.

Als allgemeine AusschluBkriterien fiir die Teilnahme an der Studie galten
Zwillingsschwangerschaften, ein Alter der Frau unter 18 Jahren, bereits in dieselbe Studie
eingeschlossene Geschwister, geplanter Umzug vor Studienende, Familien ohne Telefon
oder mit mangelnden deutschen Sprachkenntnissen und Familien, bei denen ein Elternteil
tiglich in die Stadt pendelte. AusschluBkriterien nach der Geburt waren Frithgeburten vor
der 37. Schwangerschaftswoche und schwerwiegende genetische Erkrankungen des
Kindes.

Alle Schwangeren wurden ausfiihrlich iiber Zweck und Durchfithrung der Studie

informiert und gebeten, einen demographischen Fragebogen auszufiillen. Nach Priifung der
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Ein- und AusschluBBkriterien wurde von allen Frauen, die sich fiir die Teilnahme an der

Studie eigneten, eine schriftliche Einverstdndniserkldrung eingeholt.

3.4 Materialgewinnung

3.4.1 Blutentnahme, Transport und Lagerung

Nach Einwilligung der Mutter zur Studienteilnahme wurde von der Hebamme bei der
Geburt etwa 24 ml Nabelschnurblut nach einem festgelegten Schema entnommen, wobei

die Abnahme des Lithium-Heparin-Bluts die hochste Prioritit besall. Das genaue Schema

zeigt Tabelle 2.

Rohrchen Menge | Bestimmung

Lithium-Heparin | 2,5 ml | Stimulationsansatz und Zytokinbestimmung

EDTA 2,5ml | Differential-Blutbild und DNA-Analysen

Serum 4,0ml | IgE-Bestimmung

PAXgene 2,5ml | Genexpressionsuntersuchungen

EDTA 10 ml Isolierung von PBMC:s (periphere mononukleidre Zellen)
PAXgene 2,5ml | Genexpressionsuntersuchungen

Tabelle 2: Schema fiir die Blutabnahme aus Nabelschnur bei Geburt

Das entnommene Blut wurde bei 4°C gelagert und innerhalb der nichsten Stunden in das
von-Hauner’sche Kinderspital in Miinchen gebracht.

Dort wurden das Lithium-Heparin-Blut fiir den Stimulationsansatz, die Serumrohrchen und
das EDTA-Blut zur Bestimmung des Differentialblutbildes innerhalb von 24 Stunden
weiterverarbeitet. Das abzentrifugierte Serum wurde bis zur weiteren Analyse bei -20°C
gelagert, iiberschiissiges Lithium-Heparin-Blut wurde im Verhiltnis 1:4 mit Trizol
gemischt und ebenfalls bei -20°C eingefroren. Die PAXgene-Rohrchen wurden bis zur
weiteren Verarbeitung bei -80°C zwischengelagert.

Von den Eltern der Kinder wurden jeweils etwa 15 ml Blut entnommen, davon 2,5 ml
EDTA-Blut fiir die DNA-Analyse, 2,5 ml in ein PAXgene-R6hrchen zur

Genexpressionsbestimung und Serum zur IgE-Bestimung.
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3.4.2 Fragebogen

Im Rahmen der PASTURE-Studie wurden vier Fragebdgen ausgefiillt. Der erste wurde vor
der Geburt im personlichen Gesprich mit einem Feldarbeiter bei der Mutter zu Hause
erhoben. Hier wurden allgemeine Daten der Mutter festgehalten (Gewicht, Alter,
Schulbildung etc.) und Fragen zum Allergiestatus der Mutter, ihrer Eltern und leiblichen
Kinder (Asthma, Heuschnupfen, Husten, Ekzeme, etc.), zu Schwangerschaft,
Rauchverhalten und Erndhrung der Mutter gestellt. Auerdem wurden bei der Gruppe der
,Bauern* Charakteristika des Hofes (HofgroBe, Art der Tierhaltung, Art der Tierfiitterung,
etc.) und Tatigkeiten der Mutter auf dem Hof abgefragt.

Entsprechende Angaben zur Vorgeschichte allergischer Erkrankungen beim Vater und
dessen Eltern, zu Titigkeiten des Vaters auf der Farm und dessen Rauchverhalten wurden
in einem von diesem selbst ausgefiillten Fragebogen gemacht. Dieser wurde ihm knapp
zwei Monate nach der Geburt des Kindes zugesandt.

Der zweite Fragebogen zwei Monate nach der Geburt des Kindes wurde wieder im
personlichen Gespriach mit einem Feldarbeiter bei der Familie zu Hause ausgefiillt. Hier
wurden Fragen zum Verlauf der Schwangerschaft, der Geburt, der ersten Lebenswoche des
Kindes und zum Stillen gestellt. Ebenso wurden Angaben zum héauslichen Umfeld
(Haustiere, Heizung, Rauchen der Eltern, etc.) und bei der Gruppe der ,,Bauern® zu den
Hofcharakteristika und der Exposition des Kindes auf dem Hof (zu Tieren, Tierfutter, Heu,
etc.) gemacht. AuBerdem wurden Daten zu Mutter und Kind aus dem Mutterpass
entnommen (Vorkommnisse in der Schwangerschaft, Kopfumfang, Linge und Gewicht
des Kindes bei Geburt, U2 und U3, etc.).

Ein Jahr nach der Geburt des Kindes fand im Rahmen eines Krankenhausbesuchs von
Mutter und Kind eine weitere personliche Befragung mittels eines 1-Jahres-Fragebogens
statt, der Erkrankungen und Lebensumstidnde des Kindes erfragte (Aufenthalt in Stall oder
Scheune, Kontakt zu Farmtieren, Genuss frischer Milch vom Hof, etc.). Auch
Verinderungen im Haushalt seit dem letzten Besuch und bei der Gruppe der ,,Bauern® in
der Hoffiihrung und Viehhaltung wurden festgehalten.

Zwischen dem zweiten Besuch bei der Familie zwei Monate nach der Geburt und ihrem
Krankenhausbesuch nach einem Jahr, fiihrte die Mutter ein Tagebuch iiber Gesundheit und
Erndhrung ihres Kindes, tiber Aufenthalte auf dem Bauernhof, Kontakt zu Tieren und
regelmiBigen Kontakt des Kindes zu fremden Kindern.

Ausschnitte aus den jeweiligen Fragebogen finden sich im Anhang.

17



Grundlage der Fragebogen bildeten Fragen, die schon in der Studie “International Study of
Allergy and Asthma in Childhood” (ISAAC), der “Allergy and Endotoxin Study” (ALEX)
und der Studie “Prevention of Allergy- Risk factors for Sensitization in children related to
farming and anthroposophic* (PARSIFAL) Verwendung fanden [88-90]. Auch Teile des

Fragebogens der American Toracic Society (ATS) wurden mit aufgenommen [91].

3.5 Methoden

3.5.1 Zytokinbestimmung

Zur Stimulation wurde Lithium-Heparin-Blut verwendet, das innerhalb von 24 h nach
Abnahme weiterverarbeitet wurde. Zunichst wurden 2,5 ml Blut mit 7,5 ml Medium 1:4
verdiinnt. Fiir den Stimulationsansatz wurden die Spalten 2 bis 5 einer 24-well-Platte
benutzt. Um anndhernd gleiche Bedingungen fiir alle wells zu schaffen, wurden in die
wells der Spalten 1 und 6 jeweils 1000 ul PBS pipettiert.

In die wells der Spalten 2 bis 5 wurden nacheinander zuerst je 500 ul Medium, dann das
jeweilige Stimulans (auBler Spalte 2) und zuletzt 500 ul des mit Medium verdiinnten Blutes
pipettiert (s. Tabelle 3)

Falls sich im Lithium-Heparin-Rohrchen mehr als 2,5 ml Blut befand, wurde das Restblut
in 3vol. Trizol aufgenommen und bei -20°C eingefroren.

Wenn weniger als 2,5 ml Lithium-Heparin-Blut vorlag, wurde das Blut zunidchst im
Verhiltnis 1:4 mit Medium gemischt und dann in einer zuvor festgelegten Reihenfolge in
die einzelnen wells pipettiert. Dabei wurde mit den Reihen 2 und 3 begonnen, da die wells
dort alle von mit PBS oder Medium gefiillten wells umgeben waren, und hier somit die
besten Bedingungen vorlagen. Innerhalb der Reihen wurde zuerst das well mit dem
Medium (Spalte 2), dann das mit LPS (Spalte 3), SEB (Spalte 5) und zuletzt das well mit
PI (Spalte 4) befiillt. Erst wenn alle wells der Reihen 2 und 3 gefiillt waren, wurde das
Restblut in gleicher Reihenfolge in die wells der Reihen 1 und 4 pipettiert.

Anschlieend wurde die Platte bei 37°C und 5% CO2?-befeuchteter Raumluft inkubiert.
Nach 24h wurden die Uberstinde der Reihen 1 und 2, nach 48h die der Reihen 3 und 4 in
Eppendorf-Tubes abpipettiert und bei 5000 rpm 3 Minuten zentrifugiert. Die hierbei
gewonnenen Uberstinde wurden wiederum in Eppendorf-Tubes abpipettiert, mit den
entsprechenden Studienaufklebern versehen und bei -18°C bis zum Versand an das

Klinikum der Philipps-Universitit in Marburg gelagert.
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Spalte 1 | Spalte 2 | Spalte 3 Spalte 4 Spalte 5 Spalte 6
Reihe 1 1000 pl M /B M/B M/B M/B 1000 pl
PBS + + + PBS
10ulLPS | 10 ulP+5ull| 4 ul SEB
Reihe 2 1000 ul M/B M/B M/B M/B 1000 pl
PBS + + + PBS
10l LPS | 10 ulP+5pull| 4 ul SEB
Reihe 3 1000 ul M/B M/B M/B M/B 1000 pl
PBS + + + PBS
10l LPS | 10 ulP+5pull| 4 ul SEB
Reihe 4 1000 pl M/B M/B M/B M/B 1000 pl
PBS + + + PBS
10ulLPS | 10 ulP+5pull| 4 ulSEB

Tabelle 3: Stimulationsschema; PBS = Phosphatpuffer; M/B = 500 ul Medium + 500 pl
verdiinntes Blut; LPS = Lipopolysaccharid; P = Phorbol-12-Myristat-13-Acetat; I =
Ionomycin; SEB = Staphylokokken Enterotoxin B

3.5.2 Blutbild

Fir die spitere Zytokinbestimmung unerldsslich war die Bestimmung des
Differentialblutbildes, um den prozentualen Anteil der Leukozyten/Lymphozyten zu
ermitteln, die fiir die Zytokinproduktion verantwortlich waren und auf deren Werte die
Zytokinergebnisse bezogen werden konnten. Hierfiir wurde Blut aus dem EDTA-Rohrchen
verwendet und innerhalb von 24 h nach Blutabnahme ein maschinelles Differentialblutbild

mit dem Sysmex-T-1800i im Labor des Dr. von Hauner’schen Kinderspitals erstellt.

3.5.3 ELISA

Die quantitative Bestimmung der Zytokine erfolgte mittels ELISA im Labor von Prof.
Renz in Marburg. Hierbei wurden Opteia ELISA kits (BD, Heidelberg) und 384 well-
Platten (Nunc) entsprechend den Angaben des Herstellers verwendet, allerdings mit einem
reduzierten Reaktionsvolumen von 50 pl und einem hoher konzentrierten ersten Standard
von 1000 pg/ml. Jede Probe wurde sowohl unverdiinnt, als auch in einer 1:20 Verdiinnung
gemessen, hoher konzentrierte Proben zusitzlich noch in einer 1:40 Verdiinnung. Es
wurden folgende Zytokine untersucht: IL-5 (charakteristisches Th2-Zytokin), IFN-y
(charakteristisches TH1-Zytokin), IL-10 (Zytokin der regulatorischen T-Zellen), TNF-a
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(beteiligt an einer generellen inflammatorischen Immunitét), und IL-12 (Einleitung einer

Th1-Entwicklung). Die Sensitivitidten lagen bei folgenden Werten: 10 pg/ml fiir IFN-y, 7,7
pg/ml fiir TNF-a, 8 pg/ml fiir IL-5, 7,2 pg/ml fiir IL-12 und 11,4 pg/ml fiir IL-10. Die

Mediumwerte wurden immer gleich Null gesetzt, au3er sie wiesen einen anormal hohen

Wert auf. In diesem Fall wurden sie aus den Messungen ausgeschlossen. Die

Abweichungen innerhalb derselben Probe lagen fiir drei verschiedene Verdiinnungen

zwischen 1,2% und 5,2% (Variationskoeffizient).

3.6 Verbrauchsmaterialien und Gerite

3.6.1 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Firma

Gewebekulturplatten, 24 well (steril)
Reaktionsgefifie, 1,5 ml

Probenrohrchen Falcon (15 ml, 50 ml),

Polystyren

Pipettenspitzen (2-200ul, 500-1250 ul)

Einmalpipetten 10 ml
Probenrohrchen Cellstar 50 ml
S-Monovette® 7,5ml K3E
S-Monovette® 7,5ml LH
CarePlan® VpH Handschuhe

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

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Sarsted, Niimbrecht, Deutschland

Greiner Bio-one, Kremsmiinster, Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland

Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland

Inverness medical Unipath Diagnostics,
Koln, Deutschland

Tabelle 4: Verbrauchsmaterialien

3.6.2 Reagenzien

Reagenzien Firma
Kulturmedium:
RPMI Gibco, Invitrogen Life Technologies

Mit 20% inaktiviertem fetalem
Kilberserum (FCS)
Mit Antibiotika/Antimykotika (100x)

Karlsruhe, Deutschland
PAA, Colbe

Gibco, Karlsruhe
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Reagenzien

Firma

Stimulantien:

PMA (Phorbol-12-Myristat-13-Acetat)
Stammldsung: 10 mg/ml in DMSO
Endkonzentration: 5 ng/ml in Medium

Ionomycin
Stammlosung: 1 mg/ml in DMSO
Endkonzentration: 1 pg/ml in Medium

LPS (Lipopolysaccharide von E. coli)
Stammlosung: 1 mg/ml in DMSO
Endkonzentration: 0,1 pug/ml in Medium

SEB (Staphylokoken enterotoxin B)
Stammlosung: 250 pg/ml in Medium
Endkonzentration: 0,1 pug/ml in Medium

Losungen:

PBS:

137 mM NaCl

2,7 mM KCI

4,3 mM Na,HPO4
1,4 mM KH,PO,

pH auf 7,3 eingestellt

Trizol© RS Reagent

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen

Prof. Otto Holst,

Forschungszentrum Borstel

Sigma, Deisenhofen

Gibco, Invitrogen Life Technologies;
Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen Life Technologies

Karlsruhe, Deutschland

Tabelle 5: Reagenzien

3.6.3 Geriite

Gerite

Firma

Laminarflow Laminair HBB 2472

CO;,-Inkubator BB6060

Eppendorf Tischzentrifuge 5415C
Ultrazentrifuge Rotanta 460R

Heraeus Instruments, Thermo Electron
Corporation, Langenselbold,
Deutschland

Heraeus Instruments, Thermo Electron
Corporation, Langenselbold,
Deutschland

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Heraeus, Osterode
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Gerite Firma

Pipetten ,,Research (0-2 ul, 2-20 ul, 10-100 pl, Eppendorf, Hamburg, Deutschland

100-1000p1)

Vortex-Genie 2 Scientific Industries, Bohemia, NY,
USA

Blood counter: XT-1800i Haematology Sysmex America, inc. Mundelein, USA

Analyser

Kiihlschrank +4°C Gerlingen-Schillerhohe, Deutschland

Gefrierschrank -20°C Siemens, Miinchen, Deutschland

Gefrierschrank -80°C Kendro, Thermo Electron Corporation,

Langenselbold, Deutschland
Personal Computer (PC) Acer

Tabelle 6: Gerite

3.6.4 Software

Software Firma

Windows Office 2007 Microsoft

SPSS V14.0 SPSS Inc.

EndNote Thomson Research Soft

Tabelle 7: Software

3.7 Statistische Auswertung

Die Charakteristika der Studienpopulation wurden zunichst einheitlich in kategoriale
Variablen umgewandelt. Fiir diese wurden dann jeweils die Anzahl n/N und die
Prozentzahlen bzgl. der Verteilung der Charakteristika auf Bauern bzw. Nicht-Bauern
berechnet und die Unterschiede mittels des Pearson Chi Quadrat-Tests (y2-Test) bestimmt.
Die Zytokinwerte wurden —getrennt nach Stimulans und Zeitpunkt der Messung (24h bzw.
48 h) als stetige Daten ausgewertet und der Median und die 25. und 75. Perzentilen der
positiven Zytokinwerte bei Geburt im Vergleich zu den Zytokinen nach 1 Jahr angegeben.
Die signifikanten bzw. tendenziell signifikanten Ergebnisse in Bezug auf die Trennung
nach Bauern und Nichtbauern wurden zudem als Boxplot-Diagramme dargestellt. Die
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Zytokinwerte wurden mit dem Kolmogorov-Smirnoff-Test auf Normalverteilung
untersucht. Da keine Normalverteilung vorlag, wurde der nicht-parametrische Test nach
Mann-Whitney-U fiir unverbundene Stichproben gewihlt. In einem zweiten Schritt wurden
die Zytokine in 2 Kategorien eingeteilt: Kategorie 0: Zytokin = 0 und Kategorie 1: Zytokin
> 0. Es wurden deskriptiv die Anzahl der Responder zum Zeitpunkt der Geburt und nach 1
Jahr angegeben. In einem néchsten Schritt wurde die Anzahl der Responder nach 1 Jahr in
Bezug auf den Responderstatus bei Geburt beschrieben, die p-Werte ergaben sich ebenfalls
durch Berechnung nach dem Pearson Chi Quadrat-Test, bzw. dem Exakten Test nach
Fisher bei einer erwarteten Haufigkeit < 5. Fiir die weiteren Berechnungen wurden die
Fille verwendet, bei denen ein Non-Responder-Status bei Geburt und eine Konversion
zum Responder nach 1 Jahr vorlagen, abziiglich der Daten mit fehlenden oder zu geringen
Non-Responder-Fallzahlen. Auch hier wurde zur Korrelation mit den Fragebogen-Fragen
der Chi-Quadrat-Test bzw. der Exakte Test nach Fisher angewandt.

Zur weiteren Untersuchung von Zusammenhéngen zwischen der Responderentwicklung im
ersten Lebensjahr und moglichen EinfluBfaktoren wurde die binére logistische
Regressionsanalyse angewandt. Als potentielle Confounder wurden nur diejenigen
Faktoren in das Modell einbezogen, die einen signifikanten Zusammenhang von p<0,013
(Pearson Chi-Quadrat-Test) beziiglich der Responderentwicklung aufwiesen, da eine noch
hohere Anzahl an zu untersuchenden Faktoren zu geringe Probandenfallzahlen ergeben
hitten. Die Berechnungen erfolgten im stepwise-forward-Verfahren unter schrittweisem
Einschluss der signifikanten Confounder (p<0,013). Es wurden die Odds ratio (OR) und
das 95%-Konfidenzintervall (95%-KI) angegeben.

Allen Berechnungen lag ein Signifikanzniveau von p < 0,05 bzw. p<0,013 in der binédren
logistischen Regression zugrunde.

Fiir die elektronische Berechnung wurde SPSS 14.0 (SPSS Inc.) verwendet. Tabellen und

Diagramme wurden mithilfe von Microsoft Word 2007 erstellt.

23



4  Ergebnisse

4.1 Zusammensetzung der Studienpopulation und Materialgewinnung

Aus dem Raum Siidbayern wurden im Rahmen der PASTURE-Studie 1021 Frauen im 3.
Schwangerschaftstrimenon kontaktiert (Abbildung 3).

Kontaktierte Probanden

n=1021
ausgeschlossen
> n=557
Geeignete Probanden
n=464
Teilnahme
v abgelehnt
Probanden mit Einwilligung n=196

zur Studienteilnahme

A\ 4

n=268
_ nicht rekrutiert
v g n=13
Rekrutierte Probanden

n=255
v v v Fragebogendaten
Zytokindaten Fragebogen- Fragebogen- nach 2 Monaten

aus dem daten in der daten n= 244
Nabelschnurblut Schwangerschaft Vater

n=147 n=254 n=239 Ausscheiden vor

Studienende
n=21

Probanden nach
1 Jahr
n=234

v

Y

Erhobene
Fragebogendaten
nach 1 Jahr
n=231

Erhobene
Zytokindaten
aus vendsem Blut
n=184

A\ 4

Probanden mit Geburts- und 1-Jahres- Zytokindaten bei Studienende
n=108

Abbildung 3: Studienpopulation
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Zunachst wurden 557 Frauen ausgeschlossen, auf die die Ein- oder AusschluBBkriterien
nicht zutrafen oder iiber die keine ausreichenden Informationen vorlagen. Von den
verbleibenden 464 Probanden willigten 268 ein, an der Studie teilzunehmen. Aus dieser
Gruppe wurden schlieBlich 255 Frauen rekrutiert. Im Rahmen eines ersten Besuches
wihrend der Schwangerschaft konnten 254 komplett ausgefiillte Fragebogen gewonnen
werden. Von den Fragebogen, die die Viter etwa 2 Monate nach der Geburt des Kindes
selbststindig ausfiillten, lagen insgesamt 239 komplett ausgefiillte Bogen vor. Bei der
Geburt der Kinder konnte in 216 Fillen Nabelschnurblut gewonnen werden. 183 dieser
Blutproben eigneten sich zur Stimulation, die restlichen 23 konnten nicht bearbeitet
werden, da sie entweder nicht ausreichend Blut fiir den Stimulationsansatz enthielten oder
bereits geronnen waren. Die Zytokinauswertung erfolgte in Marburg, wobei weitere 36
Proben aufgrund verzogerter Stimulation oder unplausibler Leukozytenwerte verworfen
wurden. SchlieBlich lagen die Zytokinwerte aus dem Nabelschnurblut von 147 Kindern
VOr.

Die 255 rekrutierten Familien wurden im ersten Jahr nach der Geburt weiterbeobachtet.
Nach 2 Monaten wurde von 244 Studienteilnehmern ein weiterer Fragebogen im
personlichen Gespriach mit einem Feldarbeiter ausgefiillt. Im Laufe des ersten Jahres
schieden insgesamt 21 Familien vorzeitig aus der Studie aus. Griinde hierfiir waren neu
aufgetretene  AusschluBkriterien (n=7) oder Studienabbruch auf Wunsch der
Studienbeteiligten (n=14). Somit lag nach einem Jahr eine Studienpopulation von 234
Probanden vor. Im Rahmen des Klinikbesuchs von Mutter und Kind nach einem Jahr
konnten 231 komplett ausgefiillte Fragebogen und venoses Blut fiir einen erneuten
Stimulationsansatz von 184 Kindern gewonnen werden.

Da in dieser Arbeit die Zytokinwerte aus dem Nabelschnurblut mit denen aus dem vendsen
Blut der Kinder nach 1 Jahr verglichen werden sollen, wurde hierfiir eine
Studiensubpopulation aus Familien gebildet, bei denen die Zytokinwerte zu beiden
Zeitpunkten vorlagen. Dies traf auf 108 Familien zu, von denen auch jeweils komplette

Schwangerschafts-, 2-Monats-, Vater- und 1-Jahres-Fragebogen vorlagen.

4.2 Allgemeine Charakteristika der Studienpopulation

Die gesamte Studienpopulation setzte sich zu Beginn aus 254 Familien zusammen, von

denen 112 Bauern (44,1%) und 142 Nicht-Bauern (55,9%) waren. Bei Studienende nach 1
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Jahr wurden Daten von 231 Familien erhoben, 107 Bauern (46,3%) und 124 Nicht-Bauern
(53,7%).

Die Subpopulation der 108 Familien mit Zytokindaten sowohl aus dem Nabelschnurblut,
als auch aus dem venosen Blut der Kinder nach 1 Jahr, umfasste 50 Bauern (46,3%) und 58
Nicht-Bauern (53,7%) (Tab 8)

Es wurden nur Fragebogen- und Zytokindaten dieser Subpopulation fiir die folgenden

Berechnungen verwendet.

Bauerninn (%) Nicht-Bauerninn (%)

Studienpopulation bei Geburt (N=254) 112 (44,1) 142 (55,9)
Studienpopulation nach 1 Jahr (N=231) 107 (46,3) 124 (53,7)
Studiensubpopulation® (N=108) 50 (46,3) 58 (53,7)

Tabelle 8: Umfang der Studienpopulationen bei Geburt und nach 1 Jahr und der
Subpopulation - aufgeteilt nach Bauern und Nicht-Bauern.

* Subpopulation mit kompletten Zytokindaten sowohl vom Zeitpunkt der Geburt als auch
nach 1 Jahr.

Bei der Auswertung der Fragebogendaten konnten einige signifikante Unterschiede

zwischen Bauern- und Nicht-Bauern-Familien gefunden werden (Tab. 9-13; Daten der

Gesamtpopulation werden nicht gezeigt).
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Tabelle 9: Anamnestische Angaben der Miitter der Studiensubpopulation (n=108; Gruppe
der Bauern- und Nicht-Bauernkinder mit Zytokinwerten sowohl aus dem Nabelschnurblut
als auch aus dem vendsen Blut ein Jahr nach der Geburt). Aufteilung der Ergebnisse nach

dem Bauernstatus.

Miitter Nicht-Bauern Bauern p-Wert
n/N % n/N %
Total 58 53,7 50 46,3
Alter
< 25 Jahre 1 1,7 0 0 0,647
25-35 Jahre 31 53,4 27 54
> 35 Jahre 26 44,8 23 46
BMI
<18 0 0 0 0 0,296
18-25 47 81 34 68
25-30 9 15,5 13 26
> 30 2 34 3 6
Hochster Schulabschluss
kein Schulabschluss 0 0 0 0 0,008
Hauptschule/Volksschule 11 19 18 36
Realschule/Mittlere Reife 28 48,3 24 48
Abitur/Fachabitur 6 10,3 7 14
Hoch-/Fachhochschule 13 22,4 1 2
Anzahl Geschwister der Mutter
keine 7 12,1 3 6 0,003
1 Geschwister 22 37,9 7 14
2 Geschwister 18 31 16 32
3 Geschwister 10 17,2 16 32
4 Geschwister und mehr 1 1,7 8 16
Eigene Kinder
ja 25 43,1 36 72 0,003
nein 33 56,9 14 28
Anzahl eigene Kinder n=25 n=36
1 17 68 14 38,9 0,063
2 7 28 12 33,3
3 1 4 8 22,2
>3 0 0 2 5,6
> 5 Schachteln Zigaretten im Leben
ja 27 46,6 8 16 0,001
nein 31 534 42 84
Mutter raucht im 1. LJ des Kindes
ja 13 22,4 2 4 0,006
nein 45 77,6 48 96
Mutter nach Geburt auf Hof titig
ja 5 8,6 39 78 0,000
nein 53 91,4 11 22
Frischmilch in SS getrunken
ja 11 19 36 72 0,000
nein 47 81 14 28
Frischmilch abgekocht n=11 n=36
ja, im Sommer 0 0 1 2,8 0,285
ja, immer 0 0 6 16,7
nein 11 100 29 80,6
Allerg. Schnupfen
ja 25 43,1 15 30 0,16
nein 33 56,9 35 70
Arztdiagnose allerg. Schnupfen n=25 n=15
ja 24 96 11 73,3 0,036
nein 1 4 4 26,7
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Miitter Nicht-Bauern Bauern p-Wert
n/N % n/N %
Arztdiagnose Neurodermitis Mutter
ja 10 17,2 11 22 0,533
nein 48 82,8 39 78
Neurodermitis Mutter 1 Jahr nach Geburt n=10 n=10
ja 5 50 9 90 0,051
nein 5 50 1 10
Verzicht auf scharfe Speisen in Stillzeit n=53 n=45
ja 23 43,4 29 64,4 0,037
nein 30 56,6 16 35,6

Beschreibung der Studiensubpopulation mit kompletten Zytokindaten aus dem Nabelschnurblut bei Geburt
und im vendsen Blut der Kinder nach einem Jahr in Anzahl (n/N) und Prozentwerten (%). Die Berechnung
des p-Wertes erfolgte mittels Chi2-Tests mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05. In die Auswertung
gingen Daten von 108 Miittern, Vitern und Kindern ein. Abweichende Probandenzahlen fiir die einzelnen

Variablen wurden jeweils angegeben.
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Tabelle 10: Anamnestische Angaben der Viter der Studiensubpopulation (n=108; Gruppe
der Bauern- und Nicht-Bauernkinder mit Zytokinwerten sowohl aus dem Nabelschnurblut
als auch aus dem vendsen Blut ein Jahr nach der Geburt). Aufteilung der Ergebnisse nach

dem Bauernstatus.

Viiter Nicht-Bauern Bauern p-Wert
n/N % n/N %o
Total 58 53,7 50 46,3
Alter Vater
< 35 Jahre 19 32,8 11 22 0,461
35-40 Jahre 23 39,6 23 46
> 40 Jahre 16 27,6 16 32
BMI Vater
<25 28 48,3 14 28 0,019
25-30 25 43,1 26 52
30-35 3 5,2 10 20
> 35 2 3,4 0 0
Hochster Schulabschluss
kein Schulabschluss 1 1,7 0 0 0,016
Hauptschule/Volksschule 21 36,2 34 68
Realschule/Mittlere Reife 21 36,2 10 20
Abitur/Fachabitur 4 6,9 3 6
Hoch-/Fachhochschule 11 19 3 6
Anzahl Geschwister des Vaters n=57
keine 8 14 1 2
1 Geschwister 26 45,6 13 26 0,003
2 Geschwister 16 28,1 16 32
3 Geschwister 5 8.8 11 22
4 Geschwister und mehr 2 3,5 9 18
> 5 Schachteln Zigaretten im Leben
ja 29 50 21 42 0,406
nein 29 50 29 58
Husten ohne Erkiltung im letzten Jahr
ja 10 17,2 10 20 0,713
nein 48 82,8 40 80
Husten besser, wenn Vater nicht arbeitet n=10 n=_8
ja 0 0 3 37,5 0,034
nein 10 100 5 62,5
Jemals allerg. Schnupfen (Heuschnupfen)
ja 23 39,7 11 22 0,049
nein 35 60,3 39 78

Beschreibung der Studiensubpopulation mit kompletten Zytokindaten aus dem Nabelschnurblut bei Geburt
und im vendsen Blut der Kinder nach einem Jahr in Anzahl (n/N) und Prozentwerten (%). Die Berechnung
des p-Wertes erfolgte mittels Chi2-Tests mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05. In die Auswertung
gingen Daten von 108 Miittern, Vitern und Kindern ein. Abweichende Probandenzahlen fiir die einzelnen
Variablen wurden jeweils angegeben.
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Tabelle 11: Anamnestische Angaben der Kinder der Studiensubpopulation (n=108;
Gruppe der Bauern- und Nicht-Bauernkinder mit Zytokinwerten sowohl aus dem
Nabelschnurblut als auch aus dem venosen Blut ein Jahr nach der Geburt). Aufteilung der
Ergebnisse nach dem Bauernstatus.

Kinder Nicht-Bauern Bauern p-Wert
n/N %0 n/N %0

Total 58 53,7 50 46,3

Geschlecht

Jungen 29 50 28 56 0,533

Midchen 29 50 22 44

Geburtsmodus n=57

spontan 42 73,7 40 80 0,712

vaginal operativ 1 1,8 1 2

Sectio 14 24,6 9 18

Geburtsgewicht aller Kinder

bis 2500 g 0 0 2 4 0,033

2501-3000 g 5 8,6 0 0

3001-3500 g 31 53,4 18 36

3501-4000 g 20 34,5 25 50

4001-4500 g 2 6,9 4 8

>4501 g 0 0 1 2

Gewicht aller Kinder bei U2 n=57 n=49

bis 2500 g 0 0 2 4,1 0,024

2501-3000 g 15 26,3 5 10,2

3001-3500 g 32 56,1 23 46,9

3501-4000 g 9 15,8 15 30,6

4001-4500 g 1 1,8 4 8,2

>4501 g

Gewicht Midchen bei U2 n=28 n=21

bis 2500 g 0 0 1 4.8 0,024

2501-3000 g 9 32,1 1 4.8

3001-3500 g 16 57,1 10 47,6

3501-4000 g 3 10,7 8 38,1

4001-4500 g 0 0 1 4.8

>4501 g 0 0 0 0

Gewicht aller Kinder bei U3 n=49

bis 3000 g 0 0 1 2 0,582

3001-3500 g 2 34 0 0

3501-4000 g 11 19 8 16,3

4001-4500 g 19 32,8 15 30,6

4501-5000 g 17 29,3 17 34,7

5001-5500 g 7 12,1 4 8,2

>5501¢g 2 3,4 4 8,2

Geburtslinge alle Kinder

40-46 cm 0 0 0 0 0,123

47-50 cm 14 24,1 8 16

51-54 cm 43 74,1 37 74

55-60 cm 1 1,7 5 10

Anzahl Kinder in der Familie bis 12 ]J.

1 Kind 34 58,6 12 24 0,000

2 Kinder 17 29,3 16 32

3 Kinder 7 12,1 14 28

4 Kinder und mehr 0 0 8 16

Anzahl Kinder in der Familie 13 bis 17 J.

keine 56 96,6 47 94 0,549

1 Kind 2 3,4 2 4

2 Kinder 0 0 1 2

3 Kinder und mehr 0 0 0 0
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Kinder Nicht-Bauern Bauern p-Wert
n/N %0 n/N %0
Anzahl Erwachsene in der Familie ab 18 J.
1-2 Erwachsene 57 98,3 32 64 0,000
3-4 Erwachsene 1 1,7 12 24
5 Erwachsene und mehr 0 6 12
RegelmiiBiger Hofaufenthalt Kind bis 2. LM
ja 13 22,4 25 50 0,003
nein 45 77,6 25 50
Antibiotikaeinnahme Kind bis 2. LM
nein 57 98,3 42 84 0,023
ja, aber nur duflerlich 1 1,7 4 8
ja, als Saft, Spritze oder Infusion 0 0 4 8
Antibiotikaeinnahme Kind im 1.LJ n=57 n=49
ja 7 12,3 12 24,5 0,102
nein 50 87,7 37 75,5
Bewusstes Vermeiden von Nahrungsmitteln beim
Kind zur Allergievermeidung
ja 35 60,3 23 46 0,136
nein 23 39,7 27 54
Vermeidung von Fisch beim Kind n=35 n=22
ja 26 74,3 9 9 0,012
nein 9 25,7 13 13
Kuhmilchkonsum vom Hof ohne Abkochen Kind im
1.LJ
ja 2 34 13 26 0,001
nein 56 96,6 37 74
Kuhmilchkonsum vom Hof mit Abkochen Kind im 1.
LJ
ja 5 8,6 27 54 0,000
nein 53 91,4 23 46
Pasteurisierte Frischmilch (Kuhmilch) 12 20,7 2 4 0,01
Kind im 1. LJ
ja 46 79,3 48 96
nein
H-Milch (Kuhmilch) Kind im 1. LJ
ja 23 39,7 10 20 0,027
nein 35 60,3 40 80

Beschreibung der Studiensubpopulation mit kompletten Zytokindaten aus dem Nabelschnurblut bei Geburt
und im vendsen Blut der Kinder nach einem Jahr in Anzahl (n/N) und Prozentwerten (%). Die Berechnung
des p-Wertes erfolgte mittels Chi2-Tests mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05. In die Auswertung
gingen Daten von 108 Miittern, Vitern und Kindern ein. Abweichende Probandenzahlen fiir die einzelnen

Variablen wurden jeweils angegeben.
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Tabelle 12: Anamnestische Angaben zu Haushalt und Umgebung der
Studiensubpopulation (n=108; Gruppe der Bauern- und Nicht-Bauernkinder mit

Zytokinwerten sowohl aus dem Nabelschnurblut als auch aus dem vendsen Blut ein Jahr
nach der Geburt). Aufteilung der Ergebnisse nach dem Bauernstatus.

Haushalt und Umgebung Nicht-Bauern Bauern p-Wert
n/N % n/N %
Total 58 53,7 50 46,3
MaBnahmen zur Allergievorbeugung
ja 17 29,3 7 14 0,056
nein 41 70,7 43 86
Renovierungsarbeiten/neue Mdabel
ja 35 60,3 30 60 0,971
nein 23 39,7 20 40
Neuer Bodenbelag im Kinderzimmer n=35 n=30
ja 13 37,1 4 13,3 0,029
nein 22 62,9 26 86,7
Streichen/Lackieren im Kinderzimmer n=35 n=30
ja 19 54,3 6 20 0,005
nein 16 45,7 24 80
Feuchtigkeitsflecken ohne Schimmel
ja 1 1,7 6 12 0,031
nein 57 98,3 44 88
Heizen mit Holz oder Kohle
nein 28 48,3 8 16 0,002
ja, ab und zu 4 6,9 5 10
ja, regelmiBig 26 44,8 37 74
Zentralheizung
ja 49 84,5 35 70 0,071
nein 9 15,5 15 30
Einzelraumheizung
ja 24 42,1 31 64,6 0,022
nein 33 57,9 17 35,4
Misthaufen in Hausniihe
ja 22 37,9 46 92 0,000
nein 36 62,1 4 8
Entfernung Misthaufen zum Haus n=22 n=46
<10m 0 0 16 34,8 0,004
10 bis 50 m 17 77,3 26 56,5
>50m 5 22,7 4 8,7
Komposthaufen auf Grundstiick
ja 33 56,9 16 32 0,01
nein 25 43,1 34 68
Entfernung Komposthaufen zum Haus n=33 n=16
<10m 17 51,5 4 25 0,071
10 bis 50 m 15 45,5 9 56,3
>50m 1 3 3 18,8

Beschreibung der Studiensubpopulation mit kompletten Zytokindaten aus dem Nabelschnurblut bei Geburt
und im vendsen Blut der Kinder nach einem Jahr in Anzahl (n/N) und Prozentwerten (%). Die Berechnung
des p-Wertes erfolgte mittels Chi2-Tests mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05. In die Auswertung
gingen Daten von 108 Miittern, Vitern und Kindern ein. Abweichende Probandenzahlen fiir die einzelnen

Variablen wurden jeweils angegeben.
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Tabelle 13: Anamnestische Angaben zur Haustierhaltung in der Studiensubpopulation
(n=108; Gruppe der Bauern- und Nicht-Bauernkinder mit Zytokinwerten sowohl aus dem
Nabelschnurblut als auch aus dem venosen Blut ein Jahr nach der Geburt). Aufteilung der
Ergebnisse nach dem Bauernstatus.

Haustiere Nicht-Bauern Bauern p-Wert
n/N % n/N %
Total 58 53,7 50 46,3
Haustiere in der SS
ja 27 46,6 34 68 0,025
nein 31 53,4 16 32
Anzahl Katzen in der SS n=27 n=34
keine 10 37 4 11,8 0,019
1-2 Katzen 16 59,3 20 58,8
3-4 Katzen 1 3,7 6 17,6
5-10 Katzen 0 0 4 11,8
Anzahl Hunde in der SS n=27 n=33
keinen 22 81,5 23 69,7 0,22
1 Hund 4 14,8 10 30,3
2 Hunde 1 3,7 0 0
Hund im Haus in der SS n=>5 n=10
nie 0 0 5 50 0,01
gelegentlich 0 0 1 10
hiufig 0 0 3 30
meistens 5 100 1 10
Katzen als Haustier im 1. LJ
ja 16 27,6 35 70 0,000
nein 42 72,4 15 30

Beschreibung der Studiensubpopulation mit kompletten Zytokindaten aus dem Nabelschnurblut bei Geburt
und im vendsen Blut der Kinder nach einem Jahr in Anzahl (n/N) und Prozentwerten (%). Die Berechnung
des p-Wertes erfolgte mittels Chi2-Tests mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05. In die Auswertung
gingen Daten von 108 Miittern, Vitern und Kindern ein. Abweichende Probandenzahlen fiir die einzelnen
Variablen wurden jeweils angegeben.

In der Studiensubpopulation der 108 Familien traten einige signifikante Unterschiede
zwischen Bauern und Nicht-Bauern auf, die allerdings ohne Anpassung des
Signifikanzniveaus nach Bonferroni zunéchst eher als deskriptive Groen zu verstehen
sind.

Wihrend das Alter der Miitter und Viter im Wesentlichen keine besonderen Differenzen
aufwies, zeigte sich jedoch sowohl bei den Miittern als auch bei den Vitern ein
signifikanter Unterschied in der Art des Schulabschlusses. So war der Anteil an
Hochschulabschliissen bei den Nicht-Bauern-Familien deutlich hoher, wiahrend man in den
Bauern-Familien hiufiger einen Hauptschulabschluss fand.

Die Geschwisterzahl der Miitter und Viter aus Nicht-Bauernfamilien lag mit 1-2
Geschwistern deutlich niedriger als die derer aus Bauernfamilien, die hdufig mit 3 und
mehr Geschwistern aufwuchsen. Die Bauernfamilien hatten zum Zeitpunkt der Studie

zudem schon hiufiger Kinder als die Nicht-Bauernfamilien und auch die Anzahl der
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eigenen Kinder lag bei Bauernfamilien mit bis zu 4 Kindern deutlich hoher als bei den
Nicht-Bauernfamilien mit 1-2 eigenen Kindern.

Einen signifikanten Unterschied zeigte ebenfalls das Rauchverhalten der Miitter, wobei
sowohl der Anteil der Raucherinnen im Allgemeinen als auch der speziell im ersten
Lebensjahr des Kindes unter den Nicht-Biuerinnen deutlich hoher lag. Bei den Vitern
konnten keine signifikanten Unterschiede im Rauchverhalten nachgewiesen werden.
Deutlich mehr Miitter aus Bauernfamilien arbeiteten nach der Geburt des Kindes auf dem
Hof, auch war unter ihnen der Anteil derer groB3er, die Frischmilch direkt vom Hof tranken,
wohingegen kein signifikanter Unterschied im Abkochverhalten beziiglich der Frischmilch
zwischen den Bauern- und Nicht-Bauernfamilien festgestellt werden konnte.

Unter den Nicht-Béduerinnen der Studiensubpopulation wurde vom Arzt hdufiger die
Diagnose ,,allergischer Schnupfen‘ gestellt, wohingegen die Diagnose ,,Neurodermitis‘ in
beiden Gruppen dhnliche Tendenzen aufwies. In der Gesamtpopulation zeigten sich hier in
beiden Fillen keine signifikanten Werte. Allerdings konnte 1 Jahr nach der Geburt des
Kindes in beiden Populationen ein Persistieren einer Neurodermitis-Erkrankung signifikant
hiufiger bei den Béauerinnen gefunden werden. Bei den Vitern gaben mehr Nicht-Bauern
an, jemals unter allergischem Schnupfen gelitten zu haben, wobei sich allerdings unter
diesen die Zahl drztlich bestitigter Diagnosen kaum unterschied. Der Anteil der
GroBmiitter viterlicherseits, die an allergischem Schnupfen litten, war bei den Nicht-
Bauern signifikant groB3er als bei den Bauern. Husten ohne Erkiltung trat in beiden Viter-
Gruppen gleich hiufig auf, bei den Bauern konnte eine Besserung bei Arbeitskarenz
festgestellt werden, die allerdings bei Betrachtung der Gesamtpopulation nicht mehr
signifikant war.

Die Erndhrung in der Stillzeit betreffend, konnte bei den Biuerinnen ein stiarkerer Verzicht
auf scharfe Speisen beobachtet werden, der allerdings in der Gesamtpopulation nicht

nachgewiesen werden konnte.

Bei den Kindern der Studiensubpopulation konnten weder beziiglich des Geschlechts noch
des Geburtsmodus signifikante Unterschiede nachgewiesen werden. Allerdings
unterschieden sich die Untergruppen hinsichtlich ihres Geburtsgewichtes. Die
Bauernkinder wogen bei Geburt hiufiger tiber 3500 g, wihrend bei den Nicht-Bauern-
Kindern der GroBteil unter 3500 g lag. Diese Tendenz des Gewichtsunterschieds zeigte
sich auch bei der U2 der Kinder, hier konnte dies ebenso fiir die Gruppe der Madchen
alleine gezeigt werden. Erst bei der U3 konnten derartige Gewichtsdifferenzen nicht mehr

nachgewiesen werden. In der Gesamtpopulation zeigten sich keine signifikanten
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Unterscheide beziiglich des Gewichts der Kinder. In der Geburtsldnge unterschieden sich
die Bauern- und Nicht-Bauernkinder nicht auffillig voneinander.

Wihrend die Nicht-Bauernkinder meist die einzigen Kinder mit einem Alter von bis zu 12
Jahren in der Familie waren, fanden sich in den Familien der Bauernkinder oft 3-4 Kinder
oder auch mehr in dieser Altersgruppe. Altere Kinder zwischen 13 und 17 Jahren kamen in
beiden Familien dhnlich selten vor, allerdings war die Anzahl an Erwachsenen in
Bauernfamilien mit 3-4 und mehr deutlich hoher als die der Nicht-Bauernfamilien, in
denen die Eltern des Kindes meist die einzigen Erwachsenen im Haushalt waren.

Unter den Bauernkindern hielt sich die Hélfte in den ersten beiden Lebensmonaten
regelmiBig auf dem Hof auf, wihrend es bei den Nicht-Bauernkindern nur etwa 20 %
waren. Die Einnahme von Antibiotika in den ersten beiden Lebensmonaten war unter den
Bauernkindern hiufiger anzutreffen, auf das gesamte erste Lebensjahr gesehen, zeigte sich
allerdings kein signifikanter Unterscheid mehr zu den Nicht-Bauernkindern.

Vorbeugende Mallnahmen beziiglich Nahrungsmittelallergien zeigten bei der
Studiensubpopulation nur in Hinblick auf das Vermeiden von Fisch beim Kind im ersten
Lebensjahr ein abweichendes Verhalten beider Gruppen, wobei hier die Nicht-
Bauernfamilien ein deutlich stirkeres Vermeidungsverhalten aufwiesen. In der
Gesamtpopulation konnte zudem zusitzlich ein stirkeres Vermeidungsverhalten der
Nichtbauern-Familien beziiglich Fleisch und Milch in der Erndhrung des Kindes
beobachtet werden.

In Bezug auf den Milchkonsum der Kinder lie$3 sich feststellen, dass Kinder aus
Bauernfamilien eher Kuhmilch vom Hof tranken — und zwar sowohl abgekochte als auch
frische Milch. Kinder aus Nicht-Bauernfamilien dagegen tranken eher pasteurisierte

Frischmilch oder H-Milch.

Auch das Lebensumfeld der Familien wies einige signifikante Unterschiede auf. Es
ergriffen tendenziell mehr Nicht-Bauernfamilien der Subpopulation Mainahmen zur
Allergievorbeugung, in der Gesamtpopulation konnten hier sogar deutlich signifikante
Unterschiede festgestellt werden. In der Gesamtpopulation zeigten sich signifikante Werte
fiir die Durchfiihrung von Renovierungsarbeiten im allgemeinen, die in der Subpopulation
nur noch als Tendenz zu erkennen waren, spezielle Aktivititen wie Streichen und
Lackieren im Kinderzimmer wurden in beiden Populationen hdufiger von den Nicht-
Bauernfamilien durchgefiihrt. Die Benutzung von Feinstaubfiltern im Staubsauger konnte
signifikant hiufiger bei Nicht-Bauernfamilien der Gesamtpopulation festgestellt werden,

das Verlegen von Teppichbdden fand sich dagegen nur bei den Nicht-Bauernfamilien der
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Subpopulation signifikant hdufiger. Feuchtigkeitsflecken in der Wohnung, die ohne
Schimmelbefall einhergingen, lieBen sich vor allem bei den Bauernfamilien finden.

Die Art der Heizung lie auch Unterschiede zwischen beiden Gruppen deutlich werden. So
tiberwogen bei den Bauernfamilien das Heizen mit Holz oder Kohle und in der
Subpopulation auch die Einzelraumheizung, wihrend bei den Nicht-Bauernfamilien eher
eine Tendenz zur Zentralheizung zu erkennen war.

Bei den Bauernfamilien fand sich im Gegensatz zu den Nicht-Bauernfamilien signifikant
hiufiger ein Misthaufen in Hausnéhe, die Entfernung des Misthaufens zum Haus war bei
den Bauernfamilien geringer. Dahingegen befand sich bei den Nicht-Bauernfamilien ofter
ein Komposthaufen auf dem Grundstiick, dessen Entfernung zum Haus in der
Subpopulation tendenziell, in der Gesamtpopulation sogar signifikant geringer war als bei

den Bauernfamilien.

Haustiere fanden sich in der Subpopulation signifikant hdufiger bei Bauernfamilien, dies
traf im Besonderen auf Katzen zu. Vor allem die Anzahl der Katzen war hier deutlich
hoher als bei den Nicht-Bauernfamilien, wohingegen die Anzahl der Hunde keinen
signifikanten Unterschied erkennen lie3. In der Gesamtpopulation zeigte die Katzenhaltung
ebenfalls signifikante Werte, hier konnten zudem dhnliche Signifikanzen fiir die
Hundehaltung nachgewiesen werden. Im Unterschied zu den Bauernfamilien, deren
Haustiere sich iiberwiegend im Freien authielten, fanden sich die Tiere der Nicht-

Bauernfamilien meistens im Haus.

4.3 Analyse der Zytokinwerte der Subpopulation

4.3.1 Deskription der Zytokinwerte aus dem Nabelschnurblut und dem
peripher-venosen Blut der Kinder nach einem Jahr

Im Nabelschnurblut und im peripheren Blut der Kinder nach 1 Jahr wurden die Zytokine
IL-5, IL-10, IL-12, IFN-y und TNF-a gemessen. Die Bestimmung erfolgte 24h und 48h
nach Stimulation und die Werte wurden in pg/ml angegeben.

Es wurden zunichst die Mediane und die 25%- und 75%-Perzentilen der einzelnen
Zytokine berechnet und getrennt nach den verschiedenen Stimulantien (LPS, SEB und P/I)
und nach Bestimmungszeitpunkt (24h und 48h) dargestellt. Die Unterschiede zwischen
Geburts- und 1-Jahres-Werten wurden durch die Angabe der p-Werte verdeutlicht, das

Signifikanzniveau hierfiir wurde mit a<0,05 angesetzt. Da eine breite Streuung der
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Zytokinkonzentrationen mit zahlreichen Null-Werten vorlag, wurden zur besseren

Veranschaulichung der Hohe der tatsichlich gemessenen positiven Zytokinkonzentrationen

bei der Berechnung der Mediane die Null-Werte nicht beriicksichtigt. Die Berechnungen

erfolgten zunichst fiir alle Kinder, danach aufgeteilt in die Gruppe der Bauern- und die der

Nicht-Bauernkinder (s. Tabelle 14-16).

Tabelle 14: Darstellung der Mediane, 25.- und 75. Perzentilen der Zytokinkonzentrationen
im Nabelschnurblut und im peripher-vendsen Blut der Kinder nach 1 Jahr (alle Kinder)

LPS Geburt 1-Jahr p-Wert
(24h) | N Median  25. 75. N Median 25. 75.
IL-5 4 1,52 0,65 11,42 |24 091 0,56 2,32 0,511/0,547
IL-10 |86 19,60 9,90 4432 | 92 57,39 28,05 107,99 0,000
IL-12 9 1,38 1,14 329 | 23 1,76 1,14 2,19 0,883/0,902
IFN-y |28 23,86 428 96,40 | 24 3,34 1,90 4,93 0,004
TNF-a | 67 12,64 461 4529 | 86 23,29 12,13 44,33 0,018
LPS Geburt 1-Jahr p-Wert
(48h) | N Median 25. 75. N Median 25. 75.
IL-5 3 1,24 0,93 5,84 | 38 1,31 0,64 2,59 0,582/0,618
IL-10 84 11,35 431 32,16 | 92 39,33 14,83 7541 0,000
IL-12 9 1,25 0,85 1,41 28 1,29 0,92 2,20 0,416/0,433
IFN-y | 34 50,50 9,26 88,27 | 36 4,30 2,49 13,52 0,000
TNF-0 | 42 10,21 2,67 4133 | 73 11,32 4,94 25,93 0,763
SEB Geburt 1-Jahr p-Wert
(24h) N Median 25. 75. N Median 25. 75.
IL-5 6 1,34 0,58 8,51 62 2,13 1,20 3,76 0,729/0,744
IL-10 57 3,99 1,34 8,99 | 85 8,20 4,57 14,07 0,000
IL-12 9 2,52 0,71 3,08 | 38 1,96 0,83 3,00 0,871/0,884
IFN-y | 42 28,51 849 70,17 | 67 6,36 3,46 14,66 0,000
TNF-o | 27 1220 445 21,41 | 65 9,56 4,78 19,12 0,485
SEB Geburt 1-Jahr p-Wert
(48h) N  Median 25. 75. N  Median 25. 75.
IL-5 19 1,77 0,84 3,85 66 3,43 1,68 5,60 0,038
IL-10 66 3,74 1,51 8,23 85 13,51 6,80 22,74 0,000
IL-12 9 1,33 0,82 2,30 18 1,47 0,59 2,53 | 0,959/0,980
IFN-y | 56 70,00 25,33 150,63 | 71 19,60 11,10 100,00 0,007
TNF-0 | 28 19,68 4,45 49,17 | 57 13,85 5,89 27,44 0,395
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PI Geburt 1-Jahr p-Wert
(24h) N Median 25. 75. N Median 25. 75.
IL-5 53 3,03 1,24 4,79 86 6,59 3,72 11,38 0,000
IL-10 52 2,12 1,10 4,16 86 9,01 3,41 21,99 0,000
IL-12 17 1,52 0,86 2,09 64 2,28 1,31 3,73 0,056
IFN-y | 70 89,38 28,12 265,77 | 93 11235 15,85 604,55 0,285
TNF-o0 | 77 59,34 21,65 119,69 | 91 54,44 2445 110,85 0,930
PI Geburt 1-Jahr p-Wert
(48h) | N Median 25. 75. N Median 25. 75.
IL-5 58 3,59 1,59 6,12 83 8,41 5,51 14,35 0,000
IL-10 |45 1,83 1,09 4,08 80 10,72 3,53 17,56 0,000
IL-12 | 8 1,13 0,70 1,34 44 1,89 0,96 3,05 |0,148/0,155
IFN-y |74 8392 38,35 330,41 | 85 448,04 48,33 1295,04 0,001
TNF-0 | 68 46,62 18,63 105,81 | 83 50,90 20,59 88,21 0,899

Darstellung der Mediane, 25.- und 75. Perzentilen der Zytokinkonzentrationen im Nabelschnurblut und im
peripher-vendsen Blut der Kinder nach 1 Jahr, aufgeteilt nach Stimulantien (LPS, SEB, PI) und
Messzeitpunkt (24h, 48h); Angabe der p-Werte fiir die Geburts-/1Jahres-Mediane mit einem

Signifikanzniveau a < 0,05 (Mann-Whitney-U-Test). Unterschiedliche Werte fiir ,,N* ergeben sich durch
Weglassen von Probanden mit nicht messbaren Zytokinwerten (,,Null-Werte*).

Tabelle 15: Darstellung der Mediane, 25.- und 75. Perzentilen der Zytokinkonzentrationen
im Nabelschnurblut und im peripher-venosen Blut der Kinder nach 1 Jahr (Bauernkinder)

LPS Geburt 1-Jahr p-Wert
(24h) | N Median 25. 75. N Median 25. 75.
IL-5 2 1,46 0,47 1,73 12 0,78 0,53 2,32 | 0,855/0,923
IL-10 |39 18,93 10,24 2543 | 43 56,29 29,28 104,48 0,000
IL-12 | 3 3,84 1,20 4,51 9 1,48 1,28 1,82 | 0,518/0,600
IFN-y | 13 2432 5,16 67,20 8 2,15 1,33 3,46 0,001
TNF-a | 30 12,20 2,45 52,15 | 40 23,29 11,82 50,32 0,148
LPS Geburt 1-Jahr p-Wert
(48h) | N Median 25. 75. N  Median 25. 75.
IL-5 2 1,09? 0,70 0,93? | 23 1,30 0,72 2,49 | 0,764/0,807
IL-10 | 36 9,28 4,52 36,55 | 44 41,32 2295 68,71 0,000
IL-12 | 3 0,79 0,44 1,28 13 1,34 0,93 2,80 |0,158/0,189
IFN-y |15 17,21 6,98 171,17 | 17 3,33 2,26 10,31 | 0,020/0,020
TNF-0 | 19 18,05 4,84 37,81 | 35 13,12 6,83 28,16 0,964
SEB Geburt 1-Jahr p-Wert
(24h) | N Median 25. 75. N  Median 25. 75.
IL-5 3 1,55 1,12 8,43 29 2,60 1,23 4,54 | 0,974/1,000
IL-10 |21 2,48 1,13 7,51 42 8,25 5,34 15,35 0,001
IL-12 | 3 2,57 2,52 3,93 21 2,05 0,49 3,07 |0,275/0,310
IFN-y |15 57,56 26,35 159,03 | 32 5,89 3,12 15,27 0,000
TNF-0 | 12 18,11 6,06 31,17 | 32 11,09 6,32 19,03 | 0,580/0,594
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SEB Geburt 1-Jahr p-Wert
(48h) | N Median 25. 75. N  Median 25. 75.
IL-5 7 3,19 1,13 5,43 34 3,49 1,49 5,87 |0,678/0,697
IL-10 |28 2,38 1,44 5,64 41 16,68 8,87 27,04 0,000
IL-12 | 3 1,33 0,58 2,78 9 1,91 1,45 4,83 | 0,405/0,482
IFN-y |22 81,07 21,49 144,02 | 34 20,19 12,23 110,05 0,164
TNF-0 | 12 20,66 7,61 37,89 | 31 13,75 5,97 28,96 | 0,432/0,446
PI Geburt 1-Jahr p-Wert
(24h) | N Median 25. 75. N  Median 25. 75.
IL-5 19 2,68 1,67 4,56 43 6,36 4,24 11,11 0,001
IL-10 | 17 1,95 0,99 3,20 40 8,37 4,16 17,30 0,000
IL-12 | 9 1,71 1,31 2,36 28 2,17 1,18 3,78 10,620/0,638
IFN-y |31 9041 27,44 237,84 | 45 112,35 33,31 409,05 0,389
TNF-a | 33 45,50 13,43 95,18 | 43 51,31 25,62 76,43 0,399
PI Geburt 1-Jahr p-Wert
(48h) | N Median 25. 75. N  Median 25. 75.
IL-5 25 3,14 1,50 5,76 43 9,52 6,08 14,81 0,000
IL-10 | 15 1,82 0,68 3,58 41 9,10 3,60 14,60 0,000
IL-12 | 4 0,93 0,40 1,33 23 1,96 0,92 3,32 | 0,065/0,069
IFN-y |32 142,52 49,71 396,95 | 42 429,66 91,85 861,86 0,036
TNF-a | 32 40,82 18,48 166,71 | 39 49,90 23,46 88,21 0,729

Darstellung der Mediane, 25.- und 75. Perzentilen der Zytokinkonzentrationen im Nabelschnurblut und im
peripher-vendsen Blut der Kinder nach 1 Jahr, aufgeteilt nach Stimulantien (LPS, SEB, PI) und
Messzeitpunkt (24h, 48h); Angabe der p-Werte fiir die Geburts-/1Jahres-Mediane mit einem

Signifikanzniveau a < 0,05 (Mann-Whitney-U-Test). Unterschiedliche Werte fiir ,,N* ergeben sich durch
Weglassen von Probanden mit nicht messbaren Zytokinwerten (,,Null-Werte*).

Tabelle 16: Darstellung der Mediane, 25.- und 75. Perzentilen der Zytokinkonzentrationen

im Nabelschnurblut und im peripher-vendsen Blut der Kinder nach 1 Jahr (Nicht-

Bauernkinder)
LPS Geburt 1-Jahr p-Wert
(24h) | N Median 25. 75. N  Median 25. 75.
IL-5 2 7,59 0,55 10,84 | 12 1,04 0,65 2,73 | 0,584/0,659
IL-10 |47 20,38 9,83 51,69 | 49 61,85 26,42 122,95 0,001
IL-12 | 6 1,29 0,95 2,04 14 1,81 0,98 3,18 | 0,409/0,444
IFN-y |15 2340 3,31 131,55 | 16 4,26 2,13 17,66 | 0,167/0,175
TNF-a |37 12,64 7,09 36,36 | 46 22,38 12,32 40,52 0,058
LPS Geburt 1-Jahr p-Wert
(48h) | N Median 25. 75. N  Median 25. 75.
IL-5 1 nicht genug Daten 15 1,32 0,50 2,90 0,233/0,375
IL-10 |48 14,34 3,86 38,01 | 48 38,01 12,20 81,89 0,001
IL-12 | 6 1,28 0,93 1,25 15 1,25 0,88 2,08 10,938/0,970
IFN-y |19 51,72 13,00 4,82 19 4,82 2,62 14,04 | 0,002/0,001
TNF-0 | 23 5,66 2,22 8,32 38 8,32 4,12 24,47 0,562
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SEB Geburt 1-Jahr p-Wert
(24h) | N Median  25. 75. N  Median 25. 75.
IL-5 3 0,60 0,51 8,77 33 1,98 1,08 3,24 | 0,710/0,746
IL-10 36 5,30 1,36 9,84 43 7,10 4,19 11,74 0,049
IL-12 6 0,91 0,65 2,94 17 1,93 1,54 2,84 | 0,327/0,354
IFN-y | 27 17,11 5,73 57,64 | 35 6,81 3,47 10,25 0,004
TNF-¢ | 15 10,59 4,30 21,41 | 33 7,48 3,80 20,54 0,443
SEB Geburt 1-Jahr p-Wert
(48h) | N Median 25. 75. N  Median 25. 75.
IL-5 12 1,47 0,81 3,30 32 3,26 1,94 5,28 0,019
IL-10 |38 6,55 1,57 10,59 | 44 11,08 5,86 19,91 0,003
IL-12 | 6 1,49 0,94 5,34 9 1,10 0,40 1,97 | 0,346/0,388
IFN-y |34 66,23 29,37 190,05 | 37 18,92 10,13 69,01 0,019
TNF-a | 16 10,14 3,42 64,28 | 26 13,97 5,60 23,88 0,717
PI Geburt 1-Jahr p-Wert
(24h) | N Median 25. 75. N  Median 25. 75.
IL-5 34 3,13 1,21 5,03 43 7,05 2,89 12,36 0,000
IL-10 |35 2,31 1,46 4,82 46 11,54 2,46 26,34 0,000
IL-12 | 8 1,02 0,68 1,93 36 2,40 1,50 3,71 | 0,045/0,045
IFN-y |39 88,36 28,35 31590 | 48 119,82 8,77 945,95 0,442
TNF-a | 44 75,47 22,99 168,74 | 48 59,95 17,70 137,30 0,563
PI Geburt 1-Jahr p-Wert
(48h) | N Median 25. 75. N  Median 25. 75.
IL-5 33 3,71 1,92 6,77 40 8,35 2,59 13,85 0,004
IL-10 | 30 2,21 1,09 4,20 39 11,40 3,35 19,53 0,000
IL-12 | 4 1,14 0,95 2,65 21 1,36 0,97 2,90 |0,767/0,803
IFN-y |42 64,60 30,71 248,34 | 43 538,86 28,19 1546,39 0,024
TNF-a | 36 49,39 19,37 102,42 | 44 51,74 10,01 92,05 0,685

Darstellung der Mediane, 25.- und 75. Perzentilen der Zytokinkonzentrationen im Nabelschnurblut und im
peripher-vendsen Blut der Kinder nach 1 Jahr, aufgeteilt nach Stimulantien (LPS, SEB, PI) und
Messzeitpunkt (24h, 48h); Angabe der p-Werte fiir die Geburts-/1Jahres-Mediane mit einem

Signifikanzniveau a < 0,05 (Mann-Whitney-U-Test). Unterschiedliche Werte fiir ,,N* ergeben sich durch
Weglassen von Probanden mit nicht messbaren Zytokinwerten (,,Null-Werte*).

Ein Blick auf die Anzahl N der gemessenen positiven Zytokinkonzentrationen zeigt, dass

vor allem bei den Messungen von IL-5 und IL-12 im Uberstand des Nabelschnurblutes

nach Stimulation mit allen drei Stimulantien (LPS, SEB, PI) viele Null-Werte vorlagen und

somit nur wenige positive Werte in die Berechnung der jeweiligen Mediane einflieBen

konnten.

Bei Betrachtung der Entwicklung der Zytokinwerte von 24h bis 48h nach Stimulation

konnte man einige Unterschiede beziiglich der verschiedenen Stimulantien und Zytokine

feststellen. Wahrend IL-5 und IL-12 sowohl zum Zeitpunkt der Geburt als auch nach
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einem Jahr kaum Unterschiede in den 24h- und 48h-Medianwerten aufwiesen, zeigte sich
fiir IFN-y nach Stimulation des Nabelschnurblutes mit LPS und SEB ein deutlicher Anstieg
des 48h-Medians im Vergleich zum 24h-Wert, ebenso nach Stimulation des 1-Jahres-
Blutes mit PI und SEB. Bei TNF-a stiegen die Medianwerte (24h auf 48h) sowohl bei
Geburt als auch nach 1 Jahr nach Stimulation mit SEB an. Bei 1I-10 zeigte sich eine
Erhohung des Medianwertes nach Stimulation mit SEB fiir die 1-Jahres-Daten, dagegen
eine Erniedrigung nach Stimulation mit LPS sowohl fiir die Geburts- als auch fiir die 1-
Jahres-Daten.

Auch ein Vergleich der Hohe der 24h- und 48h-Mediane der Zytokine zum Zeitpunkt der
Geburt und am Ende des 1. Lebensjahrs machten einige Unterschiede deutlich. So zeigte
sich fiir IL-10 im 1-Jahres-Blut im Vergleich zum Nabelschnurblut sowohl fiir die 24h- als
auch fiir die 48h-Mediane ein deutlicher Anstieg nach Stimulation mit LPS und ein
geringer Anstieg nach Stimulation mit SEB und PI. Auch IL-5 zeigte nach dem 1.
Lebensjahr einen solchen Anstieg nach Stimulation mit PI, wihrend bei IL-12 keine
groBBen Verdanderungen der Medianwerte festgestellt werden konnten.

Fiir IFN-y und TNF-a fiel die Verdnderung der Hohe der Mediane sehr unterschiedlich
aus: wihrend die IFN-y-Mediane bei Stimulation mit LPS und SEB nach 1 Jahr deutlich
niedriger waren, stiegen sie nach Stimulation mit PI (48h) eher an. Bei TNF-a fand man
einen signifikanten Anstieg der 24h-Mediane nach Stimulation mit LPS in der Gruppe aller
Kinder, der sich nach Aufteilung in Bauern- und Nicht-Bauernkinder allerdings als nicht
mehr signifikant erwies.

Im Vergleich der Bauern- bzw. Nicht-Bauern-Untergruppen zeigen folgende Geburts-
Zytokine nach jeweiliger Stimulation signifikante Unterschiede bzw. Trends in ihren
Medianen: die Medianwerte liegen fiir TNF-a bei Stimulation mit PI (24h-Wert; p=0,097;
MWU) und fiir IL-10 nach Stimulation mit SEB (48h-Wert; p=0,033; MWU) bei den
Nicht-Bauern hoher als bei den Bauern. Fiir IFN-y (Stimulation mit SEB, 24h-Wert,
p=0,015, MW U; Stimulation mit PI, 48h-Wert; p=0,091; MW U), IL-5 (Stimulation mit
SEB, 48h-Wert; p=0,091; MWU) und IL-12 (Stimulation mit SEB, 24h-Wert; p=0,086;
MWU) zeigt die Gruppe der Bauern hohere Medianwerte als die der Nicht-Bauern (siehe
Abb. 4).

Bei den Zytokinen nach 1 Jahr kénnen keine signifikanten Unterschiede beziiglich des

Bauernstatus festgestellt werden.
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Abb. 4: Darstellung der Boxplots zu signifikanten und tendenziell signifikanten

Unterschieden der Mediane der Zytokine bei Geburt in Abhéngigkeit vom Bauernstatus
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Abb. 4:Hohe der Mediane (in pg/ml) der Zytokine bei Geburt, die signifikante

Unterschiede bzw. Trends beziiglich des Bauern-Status aufweisen.

Die Daten liegen als Boxplots vor (Strich: Median, Boxen: IQR (Interquartilabstand), T-bars: range, * und °:

Ausreifler). Die Unterschiede beider Gruppen wurden mittels MW U-Test berechnet.

Fiir IFN-y, Stimulation mit PI, 48h-Wert, und fiir IL-10, Stimulation mit SEB, 48h-Wert, wurden der

Anschaulichkeit halber die jeweils obersten Ausreifier in der Graphik nicht beriicksichtigt. Graphik mit

Ausreifer s. Anhang.
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4.3.2 Responderraten in n/N im Nabelschnurblut und im venosen Blut
nach einem Jahr

Zunichst wurden die Responder und Nicht-Responder definiert. Zu den Respondern auf
ein bestimmtes Stimulans zéhlten diejenigen Probanden, bei denen mindestens einer der
24h- und 48h-Zytokin-Messwerte positiv ausfiel. Waren beide Werte negativ, wurde der
Proband fiir dieses Stimulans zu den Non-Respondern gezihlt. Bei Probanden mit
fehlenden Werten wurde folgendermallen vorgegangen: fehlten beide Werte, wurde der
Proband aus der Auswertung fiir dieses Stimulans und Zytokin ausgeschlossen, fehlte ein
Wert und der andere fiel positiv aus, galt der Proband als Responder nach der oben
genannten Definition. Fiel der andere dagegen negativ aus, wurde auch dieser Proband aus
der jeweiligen Auswertung genommen. So ergaben sich unterschiedliche
Gesamtprobandenzahlen N. In einem ersten Schritt wurde die Anzahl der Responder auf
die Stimulantien LPS, SEB und PI beziiglich der Zytokine IL-5, IL-10, IL-12, IFN-y und
TNF-a zum Zeitpunkt der Geburt und nach 1 Jahr angegeben. Hierbei ergaben sich
folgende Unterschiede des Responderverhaltens: Es zeigten sich tendentiell niedrigere
Responderzahlen bei Geburt fiir TNF-a nach Stimulation mit PI und fiir IL-10 nach
Stimulation mit LPS, kein Unterschied ergab sich fiir IFN-y nach Stimulation mit LPS.
Alle anderen Zytokin-Stimulans-Kombinationen wiesen signifikant niedrigere
Responderzahlen bei Geburt im Vergleich zu den 1-Jahres-Werten auf (siche Tabelle 17).
Bei Betrachtung der Responderantworten bezogen auf den Bauernstatus konnte nur in 2
Fillen ein signifikanter bzw. tendenziell signifikanter Unterschied zwischen Bauern und
Nicht-Bauern festgestellt werden: Auf Stimulation des Nabelschnurblutes mit PI fielen von
42 Bauern 20 Responder auf IL-10 auf, von 53 Nicht-Bauern dagegen 38 Responder. Der
Unterschied zeigt sich mit p=0,017 signifikant. Nach Stimulation des 1-Jahres-Blutes mit
LPS zeigte sich bei 24 von 46 Bauern und bei 17 von 51 Nicht-Bauern mit einer
tendenziellen Signifikanz von p=0,061 ein positiver Responderstatus beziiglich IL-5. (Der
Datensatz zum Responderstatus bei Geburt und nach 1 Jahr getrennt nach Bauern und

Nicht-Bauern findet sich im Anhang, Tabelle A.8 und A.9).

43



Zytokin Stimulans Responder bei  Responder nach 1 p-Wert

Geburt Jahr in n/N (%)

in n/N (%)

LPS 7/101 (6,9) 41/97 (42,3) <0.0001
IL-§ SEB 23/103 (22,3) 75197 (77,3) <0.0001
PI 66/104 (63.5) 94/101 (93,1) <0.0001
LPS 91/100 (91,0) 97/100 (97,0) 0.0740
IL-10 SEB 78/98 (79,6) 93/98 (94,9) 0.0013
PI 58/95 (61,1) 92/99 (92,9) <.0001
LPS 13/101 (12,9) 35/98 (35,7) 0.0002
IL-12 SEB 15/100 (15,0) 42/94 (44,7) <.0001
PI 21/100 (21,0) 69/97 (71,1) <.0001
LPS 43/100 (43,0) 42/102 (41,2) 0.7930
IFN-y SEB 65/102 (63,7) 85/100 (85,0) 0.0005
PI 85/103 (82,5) 97/101 (96,0) 0.0019
LPS 73/99 (73,7) 90/101 (89,1) 0.0051
TNF-a SEB 41/99 (41,4) 74/99 (74,7) <.0001
PI 85/100 (85,0) 94/101 (93,1) 0.0669

Tab. 17: Responderraten in n/N im Nabelschnurblut und peripher-vendsen But der Kinder
nach 1 Jahr, getrennt nach Zytokinen und Stimulantien, p-Werte nach Chi2-Test — alle
Kinder

4.3.3 Entwicklung des Geburts-Responderstatus im ersten Lebensjahr

Hierbei galten die oben genannten Definitionen fiir Responder bzw. Non-Responder. Die
unterschiedlichen Werte fiir N ergaben sich aus dem Ausschlufl3 der Probanden mit
fehlenden Zytokindaten fiir die jeweiligen Zytokine und Stimulantien zum Zeitpunkt der
Geburt oder nach 1 Jahr. Es zeigten sich kaum Unterschiede beziiglich des
Responderstatus nach 1 Jahr, je nachdem, ob zum Zeitpunkt der Geburt ein Responder-
oder Non-Responderstatus vorlag, lediglich nach Stimulation mit PI fiel beziiglich der IL-
5-Poduktion auf, dass alle Responder bei Geburt auch nach 1 Jahr noch Responder waren,
wihrend von den Non-Respondern bei Geburt nur 80,6 % zu Respondern wurden. Hierbei
zeigte sich eine Signifikanz von p=0,001 nach dem Exakten Test von Fisher. Nach

Stimulation mit SEB zeigte sich im Antwortverhalten des IL-12 bei Geburt und nach 1 Jahr
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ein tendenziell signifikanter Unterschied (p=0,06, y2-Test), wobei 69,2% der Responder bei
Geburt und 41,1% der Non-Responder bei Geburt nach einem Jahr Responder waren.

(Siehe Tabelle 18).

Zytokin  Stimulans R nach 1 Jahr (n) R nach 1 Jahr (n) p-Wert
von den R bei von den NR bei
Geburt (N) in n/N Geburt (N) in n/N
und (%) und (%)

LPS 3/6 (50,0) 33/84 (39,3) 0,68*
IL-5 SEB 15/21 (71,4) 56/71 (78,9) 0,556*
PI 61/61 (100,0) 29/36 (80,6) 0,001*

LPS 81/84 (96,4) 8/8 (100,0) 1,00*

IL-10 SEB 68/72 (94,4) 16/16 (100,0) 1,00%*

PI 47/51 (92,2) 33/35 (94,3) 1,00%*
LPS 5/11 (45.5) 28/80 (35,0) 0,519%

IL-12 SEB 9/13 (69,2) 30/73 (41,1) 0,06
PI 12/18 (66,7) 53/71 (74,6) 0,556*

LPS 21/42 (50,0) 19/52 (36,5) 0,189

IFN-y SEB 54/61 (88,5) 27/33 (81,8) 0,369%

PI 76/80 (95,0) 16/16 (100,0) 1,00%*

LPS 65/71 (91,5) 20/22 (90,9) 1,00%*

TNF-a SEB 32/40 (80,0) 38/51 (74,5) 0,621%*
PI 77/80 (96,3) 13/14 (92,9) 0,481%

Tab. 18: Entwicklung des Geburts-Responderstatus nach 1 Jahr, getrennt nach Zytokinen

und Stimulantien; (es gingen nur Probanden mit jeweils komplettem Zytokindatensatz zu Geburt UND 1
Jahr in Bezug auf Zytokin und Stimulans ein) P-Werte nach Chi%-Test, *: Exakter Test nach Fisher
fiir eine erwartete Hiaufigkeit <5; R: Responder, NR: Non-Responder — alle Kinder

4.3.4 Untersuchung moglicher Einflussfaktoren auf die Entwicklung des
Responderstatus der Non-Responder bei Geburt

Fiir die weiteren Berechnungen wurde die Gruppe der Non-Responder bei Geburt
ausgewihlt, um die Einfluf3faktoren von Umwelt, Erndhrung und Gesundheit der Kinder
und ihrer Familien auf die Entwicklung des Responderstatus nach 1 Jahr zu untersuchen.

Aufgrund geringer oder fehlender Fallzahlen der Non-Responder nach 1 Jahr wurden die
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Daten fiir IL-10 (nach Stimulation mit SEB, LPS, PI), IFN-y (nach Stimulation mit PI) und
TNF-a (nach Stimulation mit PI, LPS) aus den Berechnungen herausgenommen, so dass

sich fiir die weiteren Auswertungen der Datensatz wie in Tab. 19 abgebildet ergab.

Zytokin  Stimulans R nach 1 Jahr (n) von NR bei Geburt (N) (in %)
LPS 33/84 (39,3)
IL-5 SEB 56/71 (78.9)
PI 29/36 (80,6)
LPS 28/80 (35,0)
IL-12 SEB 30/73 (41,1)
PI 53/71 (74,6)
LPS 19/52 (36.5)
IFN-y SEB 27/33 (81,8)
TNF-a SEB 38/51 (74,1)

Tab. 19: Entwicklung der Studienpopulation (N‘=108) vom Geburts-Non-Responder zum
Responder nach einem Jahr, getrennt nach Zytokinen und Stimulantien; abweichendes N
ergibt sich durch Ausklammerung der Probanden mit fehlenden Daten bei Geburt oder 1
Jahr; R: Responder, NR: Non-Responder

Es wurden Angaben aus allen vier Fragebogen (Mutter, Vater, 2-Monate, 1-Jahr) mit
folgenden Fillen korreliert: Non-Responder bei Geburt und Entwicklung zum Responder
nach einem Jahr beziiglich der in Tab. 19 genannten Zytokine auf Stimulation mit SEB,
LPS bzw. P1. Dabei wurden hinsichtlich der Fragen aus den Fragebogen Themenkomplexe

gebildet, die nachfolgend veranschaulicht werden sollen:

a) Mutter:

¢ Allgemeine Daten (Kindheit auf dem Bauernhof, hochster Schulabschluss,
erste Schwangerschaft)

e Familienanamnese (Ekzem des Grofvaters miitterlicherseits)

e Medizinische Vorgeschichte (Beeinflussung der Moblierung/Tierhaltung
durch Allergien in der Familie der Mutter, spastische oder obstruktive
Bronchitis in Kindheit, Neurodermitis)

e Hoftitigkeiten (Uberwachung von Vieh, Verabreichung von Medikamenten
an Vieh)

¢ Erndhrung, Infektionen und Medikamenteneinnahme der Mutter in der SS
(Antibiotikaeinnahme, Allergien (au3er atopischen Erkrankungen),
Infektionen (auBler Erkéltung und Angina), Konsum von Frischmilch vom

Bauernhof, vaginale Pilzinfektion)
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¢ Erndhrung, Infektionen und Medikamenteneinnahme der Mutter in der
Stillzeit (Verzicht auf saure Speisen und Getrinke, scharfe Gewiirze,

koffeinhaltige Getrinke)

b) Kind:

e Erkrankungen (Hautausschlag in der 1.Lebenswoche, pfeifende/keuchende
Atemgerdusche oder Neugeborenenexanthem bis zum 2. Lebensmonat,
Antibiotika ab dem 2. Lebensmonat)

¢ Erndhrung (Vermeidung von Fisch oder Zitrusfriichten im 1. Lebensjahr, H-
Milch-Konsum im 1. Lebensjahr)

e Kontakt zu Umweltfaktoren (Wochenbettzeit im Zimmer der Mutter,
Durchschnittliche Stallaufenthaltszeit im 2. Lebensmonat, Ort des
Schlafplatzes des Kindes ab dem 2. Lebensmonat)

e Kontakt zu Geschwistern und anderen Kindern (Im Haus lebende Kinder

von 0-12 Jahren)

¢) Umgebung:
e Bauernhofeigenschaften (Sdgemehl als Einstreu bis zum 2. Lebensmonat,
Stroh als Tierfutter und langes Stroh als Einstreu im 1. Lebensjahr,)
e  Wohnumgebung (Misthaufen in Wohnungsnihe, geodelte Felder < 300m
vom Haus entfernt, Traktorenverkehr)
e Heizart (Heizen mit Holz oder Kohle, Einzelraumheizung, Zentralheizung)
e Haustiere (Katze in der SS und im 1. Lebensjahr des Kindes, Katze in der

Wohnung im 1. Lebensjahr des Kindes)

Die Ergebnisse der Korrelation zwischen Responderverhalten und moglichen
Einflu3faktoren zeigen die Tab. 20-22, hierfiir wurden die Ergebnisse zunidchst nach
Themen sortiert und danach jeweils die Daten zu den einzelnen Zytokinen dargestellt.
Es wurden lediglich Daten mit signifikanten Ergebnissen in die Arbeit aufgenommen.
Weitere Daten mit tendenziell signifikanten Ergebnissen finden sich im Anhang (siehe

Tabellen A.7-A.9).
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Tabelle 20: Mutter

Mutter LPS SEB PI
NR-Rin % undn/N  p-Wert NR-Rin% undn/N  p-Wert NR-Rin % undn/N  p-Wert
Allgemeine Daten
Bauernstatus
Ja IL-5 50,0% (19/38) 0,068 77,1% (27/35) 0,725 88,2% (15/17) 0,408
Nein 30,4% (14/46) 80,6% (29/36) 73, 7% (14/19)
Ja IL-12 36,8% (14/38) 0,742 51,5% (17/33) 0,1 74,2% (23/31) 0,938
Nein 33,3% (14/42) 32,5% (13/40) 75,0% (30/40)
Ja IFN-y 31,8% (7/22) 0,545 83,3% (15/18) 1,0 - -
Nein 40,0% (12/30) 80,0% (12/15) -
Ja TNF-a - - 75,0% (18/24) 0,94 - -
Nein - 74,1% (20/27) -
Hochster Schulabschluss
Volks-/Hauptschule IL-5 - - 75,0% (12/16) 0,016 100,0% (10/10) 0,022
Realschule/Mittlere Reife - 87,5% (35/40) 92,3% (12/13)
Abitur/Fachabitur - 85,7% (6/7) 57,1% (417)
Fach-/Hochschule - 37,5% (3/8) 50,0% (3/6)
Bereits eigene Kinder
Ja IL-12 46,8% (22/47) 0,008 52,4% (22/42) 0,023 - -
Nein 18,2% (6/33) 25,8% (8/31) -
Ja IFN-y 20,7% (6/29) 0,008 - - - -
Nein 56,5% (13/23) - -
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LPS
NR-R in % und n/N

p-Wert

SEB
NR-R in % und n/N

p-Wert

PI
NR-Rin % und n/N  p-Wert

Eigene Kindheit auf Bauernhof
Ja IFN-y
Nein
Ja TNF-a

Nein

62,5% (10/16)
100,0% (17/17)
88,0% (22/25)
61,5% (16/26)

0,007%*

0,03

Medizinische Vorgeschichte

Beeinflussung der
Mbéblierung/Tierhaltung durch
Allergien in der Familie der
Mutter
Ja IL-5

Nein

Ekzem des eigenen Vaters
Ja IL-5
Nein
Wiederholt spastische oder
obstruktive Bronchitis in der
Kindheit
Ja IL-12
Nein
Neurodermitis in der
Vorgeschichte
Ja IL-12
Nein

15,8% (3/19)
46,2% (30/65)

10,0% (1/10)
44,4 (32/72)

7,7% (1/13)
50,0% (10/20)

0,017

0,044%

0,022%*

83,3% (5/6)
35,5% (22/62)

0,033*
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NR-R in % und n/N

LPS

p-Wert NR-R in % und n/N

PI
NR-R in % und n/N

p-Wert

Erndhrung, Infektionen und
Medikamenteneinnahme in der SS

Frischmilchkonsum direkt vom
Bauernhof
Ja

Nein

Allergien (auBler atopischen
Erkrankungen)
Ja

Nein

Infektionen (auBer Erkiltung
und Angina)
Ja

Nein

Vaginale Pilzinfektion
Ja

Nein

Antibiotikaeinnahme
Ja
Nein

IL-12

IL-5

IL-12

IFN-y

IL-5

47,8% (22/46) 0,005
17,6% (6/34)

9.1% (1/11) 0,037
45,0% (18/40)

57, 7% (15/26)
84.,4% (38/45)

55,6% (5/9)
88,9% (24/27)

40,0% (2/5)
87,1% (27/31)

0,013

0,05*

0,04*
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LPS

SEB

PI

NR-Rin % undn/N  p-Wert NR-Rin % undn/N  p-Wert NR-Rin % undn/N  p-Wert
Ernihrung der Mutter in der Stillzeit
Verzicht auf saure
Speisen/Getrinke
Ja IL-5 51,4% (18/35) 0,034 - - - -
Nein 27,9% (12/43) - -
Verzicht auf scharfe Gewiirze
Ja IL-12 47,5% (19/40) 0,033 - ) i i
Nein 23,5% (8/34) - -
Verzicht auf koffeinhaltige
Getrinke
Ja IL-12 51,4% (19/37) 0,01 - - - -
Nein 22,2% (8/36) - -
Ja TNF-a - 62,5% (15/24) 0,046 - -
Nein - 87,5% (21/24) -
Hoftatigkeiten
Viehiiberwachung und -
medikamentengabe
Ja IL-12 14,3% (3/21) 0,002%* - - - -
Nein 69,2% (9/13) - -
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Tabelle 21: Kind

Kind LPS SEB PI
NR-Rin % undn/N  p-Wert NR-Rin% undn/N  p-Wert NR-Rin % undn/N  p-Wert

Erkrankungen

Hautausschlag des Kindes in der
1. LW
Ja IL-5 70,0% (7/10) 0,044%* - - - -
Nein 35,1% (26/74) - -
Antibiotika ab dem 2.LM
Ja IL-5 - - 50,0% (5/10) 0,031* 40,0% (2/5) 0,04*
Nein - 83,3% (50/60) 87,1% (27/31)
Pfeifende/keuchende
Atemgeriusche bis zum 2.LM
Ja IL-12 71,4% (5/7) 0,048* - - - -
Nein 31,5% (23/73) - -
Neugeborenenexanthem bis zum
2. LM
Ja IL-12 40,0% (24/60) 0,023 - - - -

Nein 11,1% (2/18) - -
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LPS

SEB

PI

NR-Rin % undn/N  p-Wert NR-Rin % undn/N  p-Wert NR-Rin % undn/N  p-Wert
Ernidhrung
Fisch vermieden im 1. LJ
Ja IL-12 - - 33,3% (9/27) 0,028 - -
Nein - 66,7% (12/18) -
H-Milch getrunken im 1. LJ
Ja IFN-y 61,5% (8/13) 0,047* - - - -
Nein 28,2% (11/39) - -
Zitrusfriichte vermieden im 1. LJ
Ja IFN-y - - 100,0% (11/11) 0,012* - -
Nein - 50,0% (5/10) -
Umweltkontakte
Stallaufenthaltszeit im 2. LM
0 Tage/Woche IL-5 - - 83,3% (15/18) 0,026 - -
Bis 3 Tage/Woche - 44.4% (4/9) -
Uber 3 Tage/Woche - 100,0% (6/6) -
Wochenbettzeit bei Mutter
Bis 16 Std./Tag IL-12 60,0% (9/15) 0,028* - - - -
Mehr als 16 Std./Tag 25,9% (15/58) - -
Schlafplatz seit dem 2. LM
Im eigenen Bett IL-12 - - 30,5% (18/59) 0,001 - -
Im Elternbett - 75,0% (6/8) -
Im eigenen und im Elternbett - 100,0% (5/5) -
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Tabelle 22: Umgebung

Umgebung LPS SEB PI
NR-Rin % undn/N  p-Wert NR-Rin% undn/N  p-Wert NR-Rin % undn/N  p-Wert
Bauernhof-Eigenschaften
Stroh als Tierfutter im 1. LJ
Ja IL-5 76,9% (10/13) 0,006 - - - -
Nein 28,6% (6/21) - -
Ja IL-12 61,5% (8/13) 0,046 - - - -
Nein 27,3% (6/22) - -
Langes Stroh als Einstreu
im1.LJ
Ja IL-12 52,4% (11/21) 0,049 77,8% (14/18) 0,001 - -
Nein 20,0% (3/15) 15,4% (2/13) -
Sédgemehl als Einstreu bis
zum 2. LM
Ja IFN-y 0,0% (0/8) 0,045* 25,0% (1/4) 0,018* - -
Nein 45,5% (5/11) 100,0% (8/8) -
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LPS SEB PI
NR-Rin % undn/N  p-Wert NR-Rin % undn/N  p-Wert NR-Rin % undn/N  p-Wert

Wohnumgebung

Misthaufen in Wohnungsnéihe
Ja IL-5 49,0% (25/51) 0,023 - - - -
Nein 24.2% (8/33) - -
Traktorenverkehr in der Strafie
< 5x/Tag IL-5 - - 87,5% (21/24) 0,018 - -
5-25x/Tag - 79,1% (34/43) -
> 25x/Tag - 25,0% (1/4) -
Geodelte Felder < 300 m vom
Haus entfernt

Ja IL-12 81,4% (48/59) 0,008*
Nein 41,7% (5/12)
Entfernung des Misthaufens
<10m TNF-a - - 100,0% (12/12) 0,017 - -
10-50 m - 52,6% (10/19) -
>50 m - 75,0% (3/4) -

Haustiere

Katze als Haustier bis zum 2. LM
Ja IL-12 19,4% (7/36) 0,008 - - - _
Nein 47,7% (21/44) - .
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LPS

NR-Rin % und n/N  p-Wert

SEB

NR-Rin % und n/N  p-Wert

PI
NR-R in % und n/N

p-Wert

Kontakt zu Geschwistern

Im Haus lebende Kinder von 0-
12 Jahren
1 Kind

2 Kinder
3 Kinder und mehr

IL-12 21,2% (7/33) 0,009
57,1% (16/28)
26,3% (5/19)

Heizart

Heizen mit Holz oder Kohle

Ja

Nein

Einzelraumheizung

Ja

Nein
Ja

Nein

Zentralheizung

Ja

Nein

IL-5 - -

IL-5 - -

TNF-o - -

IL-5 - -

63,3% (19/30) 0,016%*
95,0% (19/20)

69,6% (16/23)
100,0% (13/13)

64,3% (9/14)
95,2% (20/21)

89,3% (25/28)
50,0% (4/8)

0,034

0,028%*

0,03*

Tabellen 20-22: Gruppe der Non-Responder bei Geburt (NR), die nach 1 Jahr Responder (R) sind - Aufteilung nach verschiedenen Charakteristika und
Ermittlung der p-Werte durch Chi2-Test (%?) mit einem Signifikanzniveau von p<0,05. Bei einer erwarteten Hiaufigkeit von < 5 wurde der Exakte Test

nach Fisher angewendet.
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Fiir jedes der Zytokine (IL-5, IL-12, IFN-y, TNF-a) wurden die oben aufgefiihrten Kategorien
einzeln betrachtet, wobei sich folgende Einfluf3faktoren signifikant zeigten:

Es fielen einige Faktoren auf, die das Verhalten oder Eigenschaften der Mutter betrafen. Je
hoher zum Beispiel der Schulabschlufl der Mutter war, desto weniger Non-Responder
beziiglich IL-5 zeigten nach einem Jahr einen Responderstatus auf Stimulation mit SEB und
PI (p=0,016 bzw. p=0,022). Bei den Miittern, die als Kinder selbst auf einem Bauernhof
gelebt hatten, zeigten etwa 62,5% der Kinder nach einem Jahr einen positiven
Responderstatus nach Stimulation mit SEB beziiglich IFN-y, wihrend alle Kinder der Miitter,
die auBlerhalb eines Hofs aufwuchsen, nach 1 Jahr Responder waren (p=0,007). In Bezug auf
die Responderentwicklung bei TNF-a zeigte sich hierbei ein gegenteiliger Effekt (p=0,03).
Bei Miittern, die auf dem Hof in der Viehiiberwachung und Medikamentenverabreichung der
Tiere titig waren, zeigten nach Stimulation mit LPS signifikant weniger Kinder eine
Konversion in einen positiven Responderstatus beziiglich IL-12 (p=0,002). Hatte die Mutter
in der Vorgeschichte eine Neurodermitis, wurde der Responderstatus fiir IL-12 nach
Stimulation mit LPS bei nur 7,7% der Kinder positiv (versus 50% der Kinder bei fehlender
Neurodermitis der Mutter, p=0,022), bei obstruktiver Bronchitis der Mutter zeigte sich nach
Stimulation mit SEB ein gegensitzliches Verhalten: 83,3% der Kinder hatten bei miitterlicher
Erkrankung einen positiven Responderstatus fiir [L-12, versus 35,5% der Kinder bei Fehlen
der Erkrankung auf Seiten der Mutter (p=0,033). Auch anamnestische Hinweise auf das
Vorliegen allergischer Erkrankungen in der Familie der Mutter (Ekzem des GrofBvaters,
Beeinflussung der Moblierung und Tierhaltung aufgrund von Allergien) zeigten eine
geringere Konversionsrate der Kinder in einen positiven Status fiir IL-5 nach Stimulation mit
LPS.

Des Weiteren konnten Einflu3faktoren im Bereich Erndhrung, Infektionen und
Antibiotikaeinnahme der Mutter Schwangerschaft und Stillzeit beobachtet werden. Vaginale
Pilzinfektionen wihrend dieser Zeit (Stimulation mit LPS) und Einnahme von Antibiotika
(Stimulation mit PI) zeigten bei den Kindern geringere Konversionsraten in einen positiven
Responderstatus beziiglich IL-5 und IL-12 bei Antibiotikaecinnahme (jeweils p=0,04), und
IFN-y bei vaginalen Pilzinfektionen (p=0,037) im Vergleich zu Kindern, deren Miitter
hiervon nicht betroffen waren. Bei anderen Infektionen der Mutter in der Schwangerschaft
fand sich ein gegensitzliches Ergebnis fiir [L-12 nach Stimulation mit LPS (p=0,005). Kinder
von Miittern, die in der Schwangerschaft Frischmilch direkt vom Hof getrunken hatten,

zeigten eine geringere Konversionsrate in einen positiven Responderstatus beziiglich IL-12
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nach Stimulation mit PI als die Gegengruppe (p=0,013). Bei Verzicht der Mutter auf saure
Nahrungsmittel bzw. scharfe Gewiirze in der Stillzeit, fiel bei den Kindern ein hoherer Anteil
derer auf, die nach Stimulation mit LPS einen positiven Responderstatus aufwiesen (p=0,034
bzw. p=0,033). Bei Verzicht der Mutter auf koffeinhaltige Getrinke fiel bei den Kindern nach
Stimulation mit LPS ein erhohter Anstieg der Responderrate fiir IL-12 (p=0,01), nach
Stimulation mit SEB eine niedrigere Responderrate fiir TNF-a im Vergleich zur Gegengruppe
auf (p=0,046). Handelte es sich um die erste Schwangerschaft der Mutter, zeigten die Kinder
nach Stimulation mit LPS verstérkt eine positive Responderentwicklung fiir IFN-y (p=0,005).
Bei Miittern, die bereits eigene Kinder hatten, zeigte sich ebenso eine deutlich hohere Anzahl
an positiver Responderkonversion fiir IL-12 nach Stimulation mit LPS und SEB (p=0,008
bzw. p=0,023), wohingegen die Rate der positiven Konversion fiir [IFN-y nach Stimulation
mit LPS fiir Miitter ohne vorher geborene eigene Kinder groer war (p=0,008).
Einflussmerkmale, die die Kinder direkt betrafen, fanden sich im Bereich Erndhrung,
Erkrankungen im ersten Lebensjahr und Kontakt mit anderen Kindern und Umweltfaktoren
wie Stallaufenthalt oder Art der Schlafstitte. Bei der Entwicklung eines positiven
Responderstatus fiir [L-12 zeigte sich nach Stimulation mit SEB bei Kindern, die Fisch zu
sich nahmen, eine hohere Konversionsrate als bei Kindern, die diesen mieden (p=0,028). Die
Entwicklung beziiglich IFN-y zeigte eine 100%ige Responderentwicklung nach Stimulation
mit SEB fiir Kinder, die Zitrusfriichte vermieden, im Gegensatz zu denen, die sie alBen (50%)
(p=0,012). Kinder, die im ersten Lebensjahr H-Milch tranken wiesen nach Stimulation mit
LPS ebenso hohere Responderraten fiir IFN-y auf, als solche, die diese mieden (p=0,047).
Kinder, die nach dem 2. Lebensmonat Antibiotika einnahmen, wiesen eine nur halb so hohe
Konversionsrate in einen positiven Responderstatus fiir IL-5 auf (Stimulation mit SEB:
p=,031; Stimulation mit PI: p=0,04). Dahingegen zeigten Kinder mit Erkrankungen wie
Hautausschlag in der ersten Lebenswoche (Beobachtung von IL-5) und
Neugeborenenexanthem oder pfeifenden Atemgerduschen in den ersten beiden
Lebensmonaten (Beobachtung von IL-12) nach Stimulation mit LPS mindestens doppelt so
hohe Konversionsraten wie gesunde Kinder.

Beziiglich der im Haushalt lebenden Kinder bis 12 Jahre zeigte sich ein erhohtes positives
Responderverhalten fiir Kinder mit einem Geschwisterkind im Vergleich zu Kindern mit
keinem oder mindestens zwei Geschwistern. Dies zeigte sich fiir die Entwicklung von IL-12

nach Stimulation mit LPS (p=0,009).

58



Kinder, die sich im zweiten Lebensmonat bis zu 3 Tagen pro Woche im Stall aufhielten
wiesen geringere Responderraten fiir IL-5 auf, als solche, die keine Zeit im Stall verbrachten
oder sich mehr als 3 Tage wochentlich dort aufhielten (Stimulation mit SEB, p=0,026).
Beziiglich der Entwicklung von IL-12 nach Stimulation mit SEB zeigten Kinder, die im
Elternbett oder sogar im eigenen und im Elternbett schliefen wesentlich hohere
Responderraten (75% bzw. 100%) als diejenigen, die ausschlieBlich das eigene Bett benutzten
(30,5%) (p=0,001). Kinder, die in der Wochenbettzeit mehr als 16 Stunden tiglich im Zimmer
der Mutter verbrachten, wiesen deutlich geringere positive Responderkonversionen auf
(25,9%), als solche, die weniger als 16 Stunden dort verbrachten (60%) (p=0,028).

Auch das Wohnumfeld zeigte einige Einflussfaktoren auf die Responderentwicklung im
ersten Lebensjahr der Kinder. So erhohte ein Misthaufen in der Nidhe der Wohnung die Rate
an positiven Respondern auf IL-5 deutlich (Stimulation mit LPS, p=0,023), dieser Effekt
zeigte sich zudem bei Stimulation mit SEB in Bezug auf den Responderstatus fiir TNF-o, und
zwar umso stirker, je ndher sich der Misthaufen in Hausnéhe befand (p=0,017). Auch
geodelte Felder in Wohnungsnihe zeigten bei Stimulation mit PI stark erhohte
Responderkonversionsraten fiir IL-12 (p=0,008). Bei ansteigender Haufigkeit von
Traktorenverkehr in unmittelbarer Wohnungsnéhe fiel eine abnehmende Rate an
Responderkonversion fiir IL-5 auf (Stimulation mit SEB, p=0,018).

Wurde im ersten Lebensjahr der Kinder Stroh als Tierfutter auf dem Hof verwendet, stiegen
die Responderraten sowohl fiir IL-5 als auch fiir IL-12 nach Stimulation mit LPS deutlich an
(p=0,006 bzw. p=0,046). Ebenso verhielt es sich bei Benutzung von langem Stroh als Einstreu
in Bezug auf die Responderentwicklung fiir IL-12 nach Stimulation mit LPS (p=0,049) und
SEB (p=0,001). Wurde dagegen Sdgemehl als Einstreu verwendet, fiel die Zahl der
Responderkonversionen fiir [IFN-y nach Stimulation mit LPS bzw. SEB deutlich ab (p=0,045
bzw. p=0,018).

Die Art der Raumheizung machte ebenfalls einige signifikante Unterschiede im
Responderverhalten deutlich. So stieg bei Benutzung eines Holz- oder Kohleofens die Zahl
der Responderkonversionen fiir IL-5 nach Stimulation mit PI deutlich an (p=0,034). Ebenso
verhielt es sich mit der Responderentwicklung fiir IL-5 nach Stimulation mit PI und derer von
TNF-a nach Stimulation mit SEB bei Benutzung von Einzelraumheizungen (p=0,028 bzw.
p=0,016), wohingegen die Kinder in Wohnungen mit Zentralheizungen eine geringere Rate an

Responderkonversionen fiir IL-5 zeigten (Stimulation mit PI, p=0,03).
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Befand sich wihrend der Schwangerschaft der Mutter eine Katze im Haushalt, zeigten die

Kinder am Ende des ersten Lebensjahres sowohl nach Stimulation mit LPS, als auch nach

Stimulation mit SEB eine geringere positive Responderrate fiir IL-12 (p=0,006 bzw.

p=0,028). Je weniger sich die Katze im Haus aufhielt, desto hoher wurde die Rate der

Responderkonversionen fiir IL-12 (Stimulation mit LPS, p=0,049).

4.3.5 Binire logistische Regressionsanalyse: Abhingigkeit des Responder-
Entwicklungsstatus von verschiedenen Einflussfaktoren

Um den Zusammenhang zwischen der Responderentwicklung im ersten Lebensjahr und den

in den Tabellen 14-16 aufgezeigten signifikanten Einfliissen weiter zu untersuchen wurde eine

binire logistische Regressionsanalyse durchgefiihrt. Da die Fallzahlen insgesamt sehr gering

ausfielen, wurden nur Einflu3faktoren mit einem stark signifikanten p-Wert bis 0,01 in die

Analysen aufgenommen, um eine noch verwertbare Anzahl einschlieBbarer Fille zu erhalten.

Dabei ergaben sich fiir die einzelnen Zytokine folgende Confounder, von denen allerdings nur

die jeweils Fettgedruckten letztlich in die schrittweise Analyse eingingen (Tab. 21):

IFN-y (LPS):
IFN-y (SEB):

IL-12 (LPS):

IL-12 (SEB):

IL-12 (PI):

IL-5 (LPS):

Mutter hat bereits eigene Kinder

Mutter hat Kindheit auf Bauernhof verbracht

Kind hat Zitrusfriichte vermieden im 1. Lebensjahr

Mutter ist in Viehiiberwachung und —-medikamentengabe tiitig
Mutter hat bereits eigene Kinder

Mutter hatte Infektion in Schwangerschaft (auer Erkédltung/Angina)
Verzicht der Mutter auf koffeinhaltige Getrinke in der Stillzeit
Katze als Haustier bis zum 2. Lebensmonat

Im Haus lebende Kinder von 0-12 Jahren

Langes Stroh als Einstreu im 1.Lebensjahr

Schlafplatz des Kindes seit dem 2.L.ebensmonat

Geodelte Felder < 300 m vom Haus entfernt (Schritt 1)
Frischmilchkonsum in der Schwangerschaft direkt vom Bauernhof
(Schritt 2)

Stroh als Tierfutter im 1. Lebensjahr
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Confounder OR 95 % -KI1 p-Wert N

IFN-y (LPS) ,,Bigene Kinder* 0,201 0,059 - 0,679 0,007 52

IL-12 (LPS) ,Viehiiberwachung und — 0,094 0,017 - 0,524 0,004 31

medikamentengabe*
IL-12 (SEB) ,Langes Stroh* 19,25 2,961 — 125,161 0,000 31
IL-12 (PI) ,,Geodelte Felder1) 6,109 1,630 — 22,903 0,007 71
,.,Frischmilchkomsum*?2) 0,224 0,066 — 0,759 0,001
,,Geodelte Felder2) 6,947 1,664 — 28,992
IL-5 (LPS) ,.otroh als Tierfutter 8,333 1,682 — 41,288 0,006 34

Tab. 23: Berechnung der Odds Ratio (OR), des 95% Konfidenzintervalls (95% KI) und des p-
Werts mit binirer logistischer Regression. Als Signifikanzniveau wurde p < 0,01 gewihlt. N=
Anzahl der in die Berechnung eingegangenen Fille. Eine negative Korrelation liegt bei OR<1,
eine positive Korrelation bei OR>1 vor. 1) Schritt 1 der stepwise-Analyse, 2) Schritt 2 der
stepwise-Analyse.

Wie in Tab.23 ersichtlich, wurde in den schrittweisen Analysen meist nur ein einziger
Confounder aufgenommen, bei IL-12 (PI) nur zwei von sechs moglichen, da die restlichen
Confounder im stepwise-Modell keine Signifikanz von p<0,01 erreichten. Fiir IFN-y (SEB)
konnte gar keine Variable in das Modell aufgenommen werden.

Bei Betrachtung der Ergebnisse fillt auf, dass das Vorhandensein weiterer eigener Kinder
negativ mit der Entwicklung eines Responderstatus fiir [IFN-y (nach Stimulation mit LPS) im
ersten Lebensjahr korrelierte, ebenso zeigten sich negative Korrelationen in Bezug auf die IL-
12-Konversion fiir die miitterliche Tatigkeit in der Viehiiberwachung und —
medikamentengabe (LPS) und fiir den Frischmilchkonsum der Mutter in der Schwangerschaft
(PI). Ein positiver Zusammenhang fand sich fiir IL-12 (PI) und dem Vorkommen geodelter
Felder in Hausnihe und fiir die Verwendung von Stroh als Tierfutter in Bezug auf die IL-5-
Konversion (LPS). Ebenso fillt eine deutliche positive Korrelation fiir die Verwendung von
langem Stroh als Einstreu und der IL-12-Responderkonversion (SEB) auf. Diese Ergebnisse
decken sich mit den in Kapitel 3.3.4 beschriebenen signifikanten Zusammenhéngen der hier
im Regressionsmodell untersuchten EinfluB3faktoren auf die jeweiligen Zytokin-

Responderentwicklungen.
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5 Diskussion

5.1 Studie

Bei der PASTURE-Studie handelt es sich um eine prospektive longitudinale Studie, die im
Vergleich zu Querschnittsstudien [88, 89] nicht nur eine Momentaufnahme der
Probandenkohorte aufzeigt, sondern diese iiber einen lingeren Zeitraum, hier ein Jahr,
beobachtet. Dies ist allerdings mit einem hoheren Zeit- und Kostenaufwand verbunden, und
auch der Kohortenverlust iiber die Dauer von einem Jahr muss bedacht werden [92]. So
reduzierte sich die GroB3e der Subpopulation, die vollstandige Datensétze fiir die Zytokine
sowohl bei Geburt als auch nach 1 Jahr aufwies und dieser Arbeit zugrunde lag, auf 42,5 %
der anfénglichen Populationsgrofle bei Geburt. Dadurch war eine weitere Aufteilung in die
Kategorien Bauern - Nicht-Bauern teilweise nicht mehr moglich.

Zur Bestimmung der notwenigen Fallzahlgrofle wurden im Vorfeld der Studie
Powerkalkulationen durchgefiihrt (a=0,05, Power 80%), um auch nach Abzug der Drop-out-
Rate noch eine ausreichende Probandenzahl zu erhalten. Hierbei ergab sich die Notwendigkeit
des Einschlusses von 400 Probanden pro Studienarm.

Im deutschen Arm der Studie, die unter dem Namen LUKAS gefiihrt wurde, fand zunichst
eine Pilotstudie statt, um die geeigneten Studienorte zu ermitteln. Hierbei wurden sich
dhnelnde Regionen und Kleinstddte in Siidbayern hinsichtlich der Mitarbeit der Hebammen in
den Krankenhdusern und in Bezug auf den Anteil der Bauerinnen unter den Gebidrenden
beurteilt. Dadurch sollten regionalspezifische Unterschiede der Rekrutierungsorte minimiert
werden [92].

Auch die Reduzierung moglicher systematischer Fehler ist in Studien von groer Bedeutung
[92]. Dies wurde zum einen dadurch erreicht, dass die schwangeren Probandinnen einheitlich
tiber Hebammen in den Krankenh&usern oder in Geburtsvorbereitungskursen rekrutiert
wurden. Zudem wurde eine dhnliche Anzahl an Béduerinnen und Nicht-Biuerinnen
eingeschlossen (44,1 % Bauern vs. 55,9% Nicht-Bauern in der Gesamtpopulation; 46,3%
Bauern vs. 53,7% Nicht-Bauern in der Subpopulation). Die Ein- und AusschluB3kriterien fiir
die Studienteilnahme galten fiir beide Gruppen gleichermallen. Orte und Zeitpunkte der
Interviews und Blutentnahmen waren zwar im Studienprotokoll festgelegt, aber doch so
flexibel, dass eine Wahrnehmung der Termine fiir fast alle teilnehmenden Familien moglich
war und die drop-out-Rate diesbeziiglich gering gehalten werden konnte. Auch hier galten

gleiche Bedingungen fiir Bauern wie fiir Nicht-Bauern [92].
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Grundlage der Interviews bildeten standardisierte Fragebogen, die bereits in verschiedenen
anderen Studien validiert wurden [88-91]. Das Fragenspektrum war sehr breit gewéhlt, um
moglichst ausfiihrliche Informationen iiber Lebens- und Erndhrungsgewohnheiten, sowie
Erkrankungen von Mutter, Vater und Kind zu erhalten. Ebenso wurden zahlreiche Fragen zur
Umgebung, bzw. zu den Hofeigenschaften der Bauernfamilien gestellt. Auch mogliche
StorgroBen wie Schulbildung, Rauchverhalten der Eltern, Familienanamnese, etc. fanden
Eingang in die Fragebogen.

Zwischen der Gruppe der Bauern und der Nicht-Bauern gab es jedoch in der dieser Arbeit
zugrunde liegenden Subpopulation neben bauernspezifischen Faktoren wie Hoftdtigkeit,
Frischmilchkonsum, Art der Heizung, Anzahl der Haustiere und der Nihe von Mist- und
Komposthaufen, auch personenbezogene signifikante Unterschiede. Diese betrafen den
Schulabschluss und die Geschwisterzahl der Eltern, ebenso das Rauchverhalten der Miitter
und den BMI der Viter. Beziiglich des Alters der Eltern, des BMI der Miitter und des
Rauchverhaltens der Viter zeigte sich kein signifikanter Unterschied in beiden Gruppen. Bei
den Kindern fand sich in beiden Gruppen ein dhnliches Verhiltnis von Geschlecht und
Geburtsmodus, jedoch ein signifikanter Unterschied in Bezug auf das Gewicht der Kinder.
Auch hier zeigte sich ein unterschiedliches Verhalten beziiglich Frischmilchkonsum,
Hofaufenthalt und Geschwisteranzahl.

Um reproduzierbare Ergebnisse fiir eine Studie zu erhalten, muss eine ausreichende
Qualitdtskontrolle gewihrleistet sein. Hierfiir wurden detaillierte Arbeitsanleitungen sowohl
fiir die Probengewinnung und Durchfiihrung der Interviews durch die Feldarbeiter, als auch
fiir die Arbeiten im Labor entworfen. Trotzdem kann es zu lokalen Unterschieden zwischen
den einzelnen teilnehmenden Lindern kommen, v.a. durch verschiedene Arten der Hofhaltung
oder landerspezifische Unterschiede der Labore. Fiir die vorliegende Arbeit wurden
ausschlieBlich Daten des deutschen Studienarms verwendet, die dadurch in sich homogener
sind, auch wenn dies zwangsldufig mit geringeren Fallzahlen einhergeht.

Das Studiendesign wurde in allen beteiligten Lindern von den lokalen Ethikkommittees fiir

Studien am Menschen gebilligt.

5.2 Methoden

Fiir Stimulationsansitze zur Bestimmung der Zytokinproduktion stehen als Material

grundsitzlich Vollblut und isolierte periphere mononukleédre Zellen (PBMC) zur Verfiigung.
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Verschiedene Studien haben gezeigt, dass Vollblut das geeignetere Milieu fiir in vitro-
Versuche darstellt, da PBMCs aus ihrer natiirlichen Umgebung entfernt sind und daher
wichtige regulierende Faktoren der Zytokinproduktion fehlen [93, 94]. Zudem zeigten sich in
Vollblut etwas geringere interindividuelle Schwankungen in den Zytokinantworten [93, 95],
und eine insgesamt hohere Produktion von Zytokinen wie IFN-y und TNF-a, die unter
anderem in dieser Arbeit gemessen wurden [93]. Es zeigte sich au3erdem, dass das
Zelliiberleben abhingig von der Plasmakonzentration und darin enthaltener Elemente ist, was
wiederum fiir die Verwendung von Vollblut im Gegensatz zu PBMCs spricht [94]. Bei
Vorliegen groBler Probenzahlen stellt die Verwendung von Vollblut auBerdem eine schnelle
und kostengiinstige Methode dar [96]. Da es sich bei Vollblut um ein Probenvolumen mit
unbekannter Anzahl an zytokinproduzierenden Zellen handelt, wurde in dieser Studie von
jeder Probe ein Differentialblutbild angefertigt und die gemessene Zytokinkonzentration auf
die Leukozytenzahl bezogen, um die interindividuellen Unterschiede aufgrund der
Leukozytenzahl zu minimieren [95].

Zur Detektion von Zytokinen hat sich die vorherige Zellstimulation bewéhrt. Hierfiir kommen
verschiedene Stimulantien in Frage, die je nach Art und Stimulationsdauer verschieden hohe
Zytokinkonzentrationen hervorrufen koénnen [97]. Fiir die vorliegende Arbeit wurden
folgende Stimulantien verwendet: Staphylokokkenenterotoxin B (SEB), Lipopolysaccharid
(LPS), und Phorbol-12-Mpyristat-13-Acetat/lonomycin (PI). Dabei stellt SEB ein
Modellstimulans fiir grampositive Bakterien [98, 99] und LPS fiir gramnegative Bakterien
[93, 100] dar - einer physiologischen Stimulation entsprechend. Zu Bedenken ist allerdings
die Endotoxin-Toleranz, eine verminderte Stimulierbarkeit von Monozyten und Makrophagen
bis zu 24 h nach Kontakt mit Endotoxin (wie LPS), was zu einer verminderten
Zytokinproduktion fiihren kann [101].

PI stellt einen nicht natiirlichen Stimulus dar, der jedoch schon in zahlreichen Studien
Anwendung fand. Ionomycin erhoht die intrazelluldre Calciumkonzentration, was zusammen
mit der durch PMA hervorgerufenen Aktivierung der Proteinkinase C wie eine extrazellulére
Antigenstimulation wirkt und zur vermehrten Genexpression und somit Proteinsynthese in T-
Zellen fiihrt. Die gemessenen Zytokinkonzentrationen miissen allerdings kritisch beurteilt
werden, da PI keinen T-Zell-spezifischen Stimulus darstellt, sondern auch die
Zytokinproduktion in Monozyten, dendritischen Zellen und NK-Zellen induziert, was zu

falsch hohen Zytokinwerten fiithren kann [102-104].

64



Alle in dieser Studie verwendeten Stimulantien wurden zentral im Marburger Labor
hergestellt, auf die Endkonzentration verdiinnt und aliquotiert, um durch ein standardisiertes
Herstellungsverfahren laborspezifische Schwankungen in den einzelnen Studienzentren zu
vermeiden. Beziiglich der Dosierung der Stimulation mit LPS konnte auf Endotoxindaten der
ALEX-Studie zuriickgegriffen werden [105].

Auch hinsichtlich des Stimulationsansatzes wurde nach einem festen Schema vorgegangen.
Es wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt, um durch Bildung der Mittelwerte moglichst
genaue Daten zu erhalten. Die 24-well-Platten wurden in den Randspalten mit PBS und
Medium befiillt, um fiir die inliegenden Spalten gleiche Umgebungsbedingungen zu schaffen.
Die Stimulation verlief nach einem standardisierten Schema: zuerst wurden die Reihen 2 und
3 befiillt, und zwar in der Reihenfolge Medium — LPS — SEB — und PI. Wenn genug Lithium-
Heparin-Blut vorhanden war, wurden die Reihen 1 und 4 (fiir die Doppelbestimmungen) nach
dem gleichen Schema befiillt. Die Zytokinmessungen aus den gewonnenen Uberstinden
wurden wiederum zentral in Marburg durchgefiihrt, um eine standardisierte Messung zu
gewihrleisten.

Die jeweilige Zytokinkonzentration ist abhiingig von der Stimulationsdauer [97]. Ideal wire
die Messung zum Zeitpunkt der hochsten Zytokinkonzentration, welcher sich allerdings
zwischen den einzelnen Zytokinen und je nach verwendetem Stimulans unterscheidet. So
konnte zum Beispiel in Studien gezeigt werden, dass IFN-y und IL-5 (nach Stimulation mit
SEB) die héchsten Konzentrationen nach 48 h aufweisen [96], im Vergleich zu
Bestimmungen nach 24h und 72 h. Durch verschiedene Versuche im Vorfeld dieser Studie,
konnte gezeigt werden, dass fiir alle hier untersuchten Zytokine eine ausreichende Synthese
nach 24 h und 48 h vorliegt.

Bei der Auswahl der zu messenden Zytokine wurde auf eine Reprisentation der
verschiedenen zu untersuchenden Immunantwortwege und auf eine gute Detektierbarkeit im
Vollblut Wert gelegt. So fiel die Wahl auf IL-5 (Th2-Antwort), IL-12 und IFN-y (Th1-
Antwort), IL-10 (Zytokin der regulatorischen T-Zellen) und TNF-a (Zytokin
inflammatorischer Reaktionen).

Fiir die Messung der Zytokinwerte sind prinzipiell zwei verschiedene Wege moglich. Zum
einen die Bestimmung der Zytokine durch Verwendung mono- oder polyklonaler Antikorper,
wie es bei ELISA, DurchfluBzytometrie oder Fluoreszenzimmunoassay der Fall ist, oder aber
die Quantifizierung der mRNA-Transkripte. Letztere ist zwar sensitiver und daher ohne

vorherige Stimulation moglich, jedoch durch ihren wesentlich gro3eren Zeit- und
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Kostenaufwand gerade fiir groB3e Probenzahlen wie in der vorliegenden Studie eher nachteilig
[106]. Die hier verwendete Methode der Enzyme-linked-immunosorbent-assays (ELISA)
stellt eine gut etablierte und viel angewendete Methode in der Zytokinbestimmung dar, die
zudem zeitsparend, kostengiinstig und daher fiir grole Probenvolumen bestens geeignet ist
[107-110], wenngleich die Bestimmung mittels Durchfluzytometrie den Vorteil der
gleichzeitigen Messung verschiedener Zytokine und ihre Zuordnung zum sezernierenden
Zelltyp geboten hitte.

Obwohl fiir TNF-a eine teils schlechte Nachweisbarkeit mittels ELISA beschrieben wurde
[111], lag bei Uberpriifung unserer Daten die Anzahl der nicht detektierbaren MeBwerte fiir
TNF-a dhnlich hoch wie bei den anderen gemessenen Zytokinen, so dass hier kein Nachteil

beziiglich der Entscheidung fiir ELISA als MeBmethode zu erkennen war.

5.3 Ergebnisse

5.3.1 Zytokindaten bei Geburt und nach einem Jahr in Bezug zum

Bauernstatus

Auf Stimulation der NBMC und PBMC nach einem Jahr mit den Stimulantien LPS, SEB und
PI ergaben sich fiir alle Zytokine zahlreiche Nullwerte mittels ELISA-Messung. Dies konnte
auch in anderen Studien beobachtet werden. So gelang van der Velden et al weder nach
Stimulation mit Mitogenen, noch mit Allergenen der Nachweis von IL-5 mittels ELISA [112].
Bei von Yaqoob et al lagen ebenso zahlreiche Zytokinwerte unterhalb der Nachweisgrenze
[95].

Andererseits zeigten Studien von Rowe und Sharp sogar eine erhdhte IL-5-Produktion in
NBMC nach Stimulation mit Mitogenen und mikrobiellen Antigenen [113, 114].

Es gilt zu bedenken, dass Zytokinwerte interindividuellen Schwankungen unterliegen, die
unabhingig von den verwendeten Stimulantien oder den Stimulationszeiten sind [95, 115,
116]. Als Erkldarung hierfiir kann das Vorhandensein moglicher Polymorphismen in den fiir

die Regulierung der Zytokinsekretion zustidndigen Genen dienen [95].

In einer Studie von Sullivan Dillie et al konnte eine Jahreszeitenabhingigkeit der IL-5-
Konzentration beobachtet werden [117]. In dieser Studie wurde ebenfalls PI als Stimulans

verwendet, zudem noch SAC und PHA. Die Zytokinkonzentrationen von unter anderem IFN-
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v, IL-10 und IL-5 wurden mittels ELISA gemessen. Dabei lagen die PHA-induzierten IL-5-
Antworten im Frithling und Sommer um 50% hoher als im Herbst und Winter [117], was
eventuell mit einer gesteigerten Pollenbelastung oder anderen Umweltfaktoren wéhrend einer
Schwangerschaft in der ersten Jahreshilfte erklart werden kann [118-121]. Die hier
vorliegenden Daten wurden das ganze Jahr iiber gesammelt, so dass sich
Jahreszeitenunterschiede insgesamt ausgleichen sollten. Eine Beeinflussung dadurch kann
allerdings nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen werden.

Zudem konnten Sullivan Dillie et al zeigen, dass Klumpenbildung in den
Nabelschnurblutproben und eine Zeitdauer von mehr als 12 h bis zur Weiterverarbeitung der
Proben niedrigere Medianwerte fiir IL-5 (Stimulation mit PHA) und erhéhte fiir IL-10
(Stimulation mit SAC) ergaben [117]. Trotz sorgféltiger Abnahme- und Versandtechniken der
in unserer Studie gewonnenen Blutproben, kann auch ein Einfluss diesbeziiglich nicht
letztlich ausgeschlossen werden, da zwischen Gewinnung der Proben und Weiterverarbeitung
aufgrund der teilweise weiten Entfernungen der untersuchten Studienregionen und aufgrund
mangelnder Versandmoglichkeiten nach Geburten in der Nacht unterschiedlich lange
Zeitraume lagen, allerdings galt fiir alle Proben ein maximales Weiterverarbeitungs-

Zeitfenster von 24 Stunden, das streng eingehalten wurde.

Zum Zeitpunkt der Geburt lagen im Nabelschnurblut fiir alle Stimulantien mehr Zytokinwerte
im nicht-detektierbaren Bereich als dies im peripheren Blut nach einem Jahr der Fall war.
Besonders wenige positive Werte fanden sich fiir IL-5 und IL-12 bei Geburt. Eine Ausnahme
bildete IL-5 auf Stimulation mit PI (24 h und 48 h), fiir das sowohl bei Geburt, als auch nach
einem Jahr deutlich mehr detektierbare Werte vorlagen als nach Stimulation mit SEB oder
LPS. Die Schwankungen in der IL-5-Produktionskapazitit konnten - wie oben bereits
beschrieben — stimulantienabhingig [112-114], die insgesamt niedrigere Zytokin-
Produktionskapazitit zum Zeitpunkt der Geburt in der Unreife des kindlichen Immunsystems
begriindet sein [122].

Bei Betrachtung der Zytokin-Mediane in Hinblick auf den Bauernstatus zeigten sich keine
Unterschiede in der Anzahl der nicht-detektierbaren Werte zwischen Bauern- und Nicht-
Bauernkindern. Auch die deutlich hohere Anzahl detektierbarer IL-5-Werte bei Geburt auf
Stimulation mit PI (im Gegensatz zu SEB oder LPS) — mit Steigerung nach einem Jahr -

konnte in beiden Gruppen gesehen werden.
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Die weiteren Berechnungen wurden nur noch mit den positiven Zytokin-Messwerten
durchgefiihrt, da sonst sehr viele Mediane mit Null-Werten vorgelegen und damit
gegebenenfalls zu unzureichend interpretierbaren Ergebnissen gefiihrt hitten.

Bei Betrachtung der Hohe der einzelnen Zytokin-Mediane in Abhédngigkeit vom jeweiligen
Stimulans, fielen einige signifikante Unterschiede zwischen den Geburts- und den 1-Jahres-
Daten auf. Insgesamt lie8 sich feststellen, dass es im Laufe des ersten Lebensjahres zu einem
Anstieg fast aller Zytokinmediane kam, mit Ausnahme von IFN-y (LPS und SEB) und TNF-a
(SEB).

Auch Kawamoto et al konnten bereits eine positive Korrelation des Zytokinprofils (sowohl
Th1-, als auch Th2-Zytokine) mit dem Alter aufzeigen. Ebenso konnten sie keine
Unterschiede in der Th2-Gewichtung zum Zeitpunkt der Geburt in Abhéngigkeit von der
spateren Allergieentstehung feststellen. Die hoheren Werte der Th2-gewichteten Zytokine bei
Allergiepriadisposition stellten sich erst nach der Geburt heraus [123]. Dies wiirde in Einklang

mit den hier prisentierten Daten stehen.

5.3.1.1 TNF-a

TNF-a zeigte bei Geburt eine vergleichbar hohe Anzahl positiver Werte wie IFN-y, nach
Stimulation mit LPS sogar eine hohere als diese.

Die Hohe der gemessenen TNF-a-Medianwerte zeigte sich zum Zeitpunkt der Geburt und
nach einem Jahr eher hoch, mit den hochsten Werten nach Stimulation mit PI. Nach
Stimulation mit LPS (24h) stiegen die Mediane im ersten Lebensjahr sogar signifikant an.
Insgesamt befanden sich die TNF-a-Mediane zum Zeitpunkt der Geburt unter denen von IFN-
v. Nach einem Jahr galt dies jedoch nur noch nach Stimulation mit LPS (24 und 48 h) und
SEB (24h), wihrend nach Stimulation mit SEB (48h) und PI (24 und 48h) TNF-a hohere
Werte erreichte.

Die aktuelle Studienlage zeigt, dass TNF-a ganz unterschiedliche Funktionen hat und sowohl
allergieprotektiv, als auch allergieférdernd wirken kann: So kann TNF-a eine Induktion der
IL-12-Produktion Dendritischer Zellen (Th1-Gewichtung) und eine Steigerung der
Phagozytose- und Zytotoxizitidtsfahigkeit von Neutrophilen und Makrophagen bewirken [124,
125], andererseits kann es Gewebeschidden durch chronische Entziindungen, wie sie bei

allergischen Erkrankungen wie Asthma vorliegen, noch verstiarken [125, 126].
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In der Literatur wird zudem eine toxische Wirkung des TNF-a auf die Plazenta beschrieben
[127]. Niedrige Konzentrationen bei Geburt konnten daher auch als Voraussetzung fiir eine
erfolgreiche Schwangerschaft gesehen werden [128]. Hohe TNF-a-Konzentrationen, wie sie
in dieser Arbeit gesehen wurden, zeigten sich allerdings auch in einigen anderen
Untersuchungen [129, 130]. Hier wurde der vaginale Geburtsmodus als eine Form der
Inflammation angesehen, die eine erhohte TNF-a-Produktion des miitterlichen und kindlichen

Immunsystems erkldren kann [129].

5.3.1.2 IL-10

IL-10, ein Th2-Zytokin mit THI1-hemmender Wirkung gehort einerseits zu den
allergieférdernden Zytokinen [131], andererseits stellt es aber auch ein von Treg-Zellen
produziertes Zytokin dar [18, 132], das durch Herunterregulierung der monozytiren
Antigenpriésentation [133] und Hemmung der Antigen-induzierten Proliferation und
Zytokinproduktion von Makrophagen, Th1- und Th2-Zellen [134] ausgleichend auf das
Th1/Th2-Gleichgewicht wirkt.

Fiir den Zeitraum der Schwangerschaft sind hohe IL-10-Spiegel - durch Produktion in
plazentaren Trophoblasten- und Deziduazellen - als Schwangerschafts-protektiv beschrieben
worden. Diese These wird auch durch den Nachweis einer verminderten IL-10-Produktion bei
spiaten Aborten untermauert [4, 135, 136].

Im vorliegenden Datensatz lagen die IL-10-Werte bei Geburt nach Stimulation mit SEB und
PI eher im niedrigen, nach Stimulation mit LPS im mittleren Bereich und stiegen samtlich
signifikant im ersten Lebensjahr an. Da auch Zellen des angeborenen Immunsystems wie z.B.
Makrophagen durch LPS stimuliert werden, konnte - wenn man von der These der Unreife
des erworbenen Immunsystems bei Geburt ausgeht [122] - die erhohte 1L-10-Produktion nach
Stimulation mit LPS auch auf die Produktion in Zellen des angeborenen Immunsystems
zuriickzufiihren sein [137]. Diese unterschiedlichen IL-10- Produktionswege konnten so die
inkonsistente Studienlage beziiglich einer vermehrten [138] bzw. verminderten [139-141] IL-

10-Produktion bei Geburt erkliren.
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5.3.1.3 IL-12

Die Werte fiir IL-12 fielen allesamt sehr niedrig aus, es konnten keine signifikanten

Unterschiede in der Hohe der Zytokine bei Geburt und nach einem Jahr gezeigt werden.

Beziiglich der IL-12-Produktion durch die NSBC zeigte sich bei Gabrielsson et al eine
deutlich niedrigere Produktionsrate nach Mitogen-Stimulation als nach Stimulation mit
Allergenen [142], wie sie auch in der vorliegenden Arbeit nach Stimulation mit mikrobiellen
Stoffen beobachtet werden konnte. IL-12 gehort zu den Th1-Zytokinen. Es unterdriickt eine
tiberschieBende IgE-Produktion und allergische Entziindungreaktionen durch Induktion der
Th1-Zelldifferenzierung und -Zytokinproduktion und Unterdriickung einer Th2-Zellantwort
[143]. Die bei Prescott et al beschriebene positive Korrelation zwischen IL-12- und IFNYy-

Antwort [128] konnte in dieser Arbeit nicht gesehen werden.

5.3.1.4 IL-5 und IFN-y

Die IL-5-Werte bei Geburt und nach einem Jahr fielen erstaunlich niedrig aus — vereinbar mit
Ergebnissen von Prescott et al [144] - allerdings mit einer signifikanten Steigerung im ersten
Lebensjahr nach Stimulation mit SEB (48h) und PI (24 und 48h). Diese Steigerung konnte
durch die zunehmende Reife des erworbenen Immunsystems im ersten Lebensjahr erklért
werden, das auf Stimulation mit SEB und PI nun effektiver reagieren kann als noch bei
Geburt [122, 137]. Die Reifung erfolgt unter anderem durch die postnatale Exposition mit
vielféltigen inhalativen und nutritiven Allergenen und mikrobiellen Stoffen der Umwelt [30,

95, 119, 145].

Bei generell hohen Geburtswerten fiir IFN-y fielen nach Stimulation mit PI nochmals héhere
IFN-y-Werte nach einem Jahr auf (signifikant nur fiir 48h). Nach Stimulation mit LPS und
SEB dagegen lagen die 1-Jahres-Werte alle signifikant niedriger. Moglicherweise erklaren
sich die hoheren Werte nach Stimulation mit PI durch eine gleichzeitige Aktivierung von
Monozyten durch dieses Stimulans [146] und eine daraus resultierende vermehrte monozytére

IFN-y-Produktion.

Bei Betrachtung der Ergebnisse fiir IFN-y und IL-5 verwundert zunéchst die Verteilung und

Hohe der Th1- und Th2-gewichteten Zytokine, da in zahlreichen anderen Studien nach
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Stimulation von NBMC vermehrt Th2-Zytokine (wie IL-5) bei verminderter Produktion von
TH1-Zytokinen (wie IFN-y) gemessen wurden [25, 147, 148], wihrend in dieser Arbeit die
Mediane der positiven IL-5-Werte unter denen der IFN-y-Werte lagen — noch dazu bei einer
sehr geringen absoluten Anzahl positiver IL-5-Werte nach Stimulation mit SEB und LPS.
Die Th2-gewichtete Immunititslage bei Geburt [149], die einige Autoren durch den Einfluss
einer Allergenexposition in utero mit nachfolgender Th2-Polarisierung erklirten [147, 149],
konnte hier nicht beobachtet werden. Ebenso wenig bestitigte sich die These, dass eine Th2-
Polarisierung der uteroplazentaren Einheit und des Fetus physiologisch sei und den Erhalt der
Schwangerschaft garantiere [150], indem sie durch Unterdriickung einer Th1-Antwort die
miitterliche Plazenta vor toxischen Einfliissen des IFN-y schiitze [22, 151].

Moglicherweise erklért sich die in Studien beobachtete unterschiedlich hohe IFN-y-
Produktionskapazitit der NBMC durch die verschiedenen verwendeten Stimulantien. So fiel
in Stimulationsansétzen von Kondo et al [152] und Warner et al [153] eine verminderte IFN-
v-Produktion nur bei Verwendung von Nahrungsmittelallergenen, nicht aber bei anderen
Allergenen auf. Die hier verwendeten polyklonalen Stimulantien aktivieren sowohl die
angeborene (SEB, LPS) als auch die erworbene (SEB, PI) Immunabwehr. IFN-y wird
hauptsichlich von Th1-Zellen der erworbenen Abwehr gebildet. Wenn man von einer
gewissen Unreife des kindlichen Immunsystems bei Geburt ausgeht [122], wiirde man
allerdings eine erniedrigte Expression nach Stimulation mit PI erwarten [25, 147, 148, 154,
155]. In vorliegender Arbeit ist sie aber deutlich hoher als nach Stimulation mit Aktivatoren
der angeboren Abwehr wie LPS und SEB. Zudem konnte im ersten Lebensjahr ebenfalls nach
Stimulation mit PI ein IFN-y-Anstieg beobachtet werden — wie auch schon in zahlreichen
anderen Arbeiten zuvor [154, 156, 157] -, so dass sich die Frage stellt, ob PI an sich
moglicherweise ein potenterer Stimulator ist und ob es als reines in vitro-Stimulans eventuell
nur eine eingeschrinkte Aussagekraft besitzt.

Fiir die insgesamt unerwartet hohen IFN-y-Werte bei Geburt - mit Abfall nach einem Jahr
nach Stimulation mit SEB und LPS-, konnte auch als Erkldrung dienen, dass zum Zeitpunkt
der Messungen im Nabelschnurblut noch gréere Mengen an durch die Trophoblasten der
Plazenta produziertem IFN-y vorlagen, die gar nicht die kindliche Produktionskapazitit
darstellten [21, 158]. Zudem kommt es wohl bei vaginaler Entbindung (die bei iiber 75% der
hier untersuchten Kinder vorlag) zu einer vermehrten Produktion inflammatorischer Zytokine,
unter anderem INF-y und TNF-a [129], die bis zu vier Tagen nach der Entbindung erhoht
bleiben konnen [129, 130]. Moglicherweise stellen erhohte IFN-y-Werte unter der Geburt
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auch einen Schutz von Mutter und Kind vor Viren und mikrobiellen Stoffen dar [159, 160],

allerdings zeigten nicht alle Studien erhohte Werte in diesem Zusammenhang [161, 162].

5.3.1.5 Einfluss des Bauernstatus

In Studien konnten hohe Konzentrationen von IFN-y und TNF-a im Nabelschnurblut mit
einer spiteren geringeren Allergieentwicklung assoziiert werden [21]. Solche Assoziationen
wurden bevorzugt im Bauernmilieu bzw. beim Leben in ldndlicher Umgebung beobachtet, die
eine hohe Exposition mit mikrobiellen Stoffen wie z.B. Endotoxin bieten [163-165]. So
wiesen auch Gereda et al eine erhohte IFN-y-Konzentration im peripheren Blut von
Bauernkindern im 9. bis 24. Lebensmonat nach sowie eine Assoziation zu erhohter
Endotoxinexposition [166]. Diese Beobachtungen konnten auch auf die der Arbeit
zugrundeliegende Studienpopulation zutreffen, die sdmtlich aus ldndlichen Regionen, zur
Hilfte sogar von Bauernhofen stammt. Bei Betrachtung der IFN-y-Werte in Abhédngigkeit
vom Bauernstatus, fielen bei den Bauern zum Zeitpunkt der Geburt signifikant (fiir SEB, 24h)
hohere Medianwerte als bei den Nicht-Bauern auf, mit weiterer Erhohung auf allerdings
dhnlich hohe Werte fiir Bauern und Nicht-Bauern im ersten Lebensjahr (v.a. nach Stimulation
mit PI). Die bei Geburt signifikant erhohten IFN-y-Werte (SEB, 24h) der Bauernkinder
konnten einen allergieprotektiven Charakter haben [30, 112, 152, 153, 167-169] und
moglicherweise auf eine erhohte Endotoxinkonzentration im Lebensumfeld der schwangeren
Miitter zuriickzufiihren sein [12, 163], sowie auf andere Einfluf3faktoren im Bauernumfeld
wie Frischmilchkonsum [170, 171], Halten von Haustieren [56, 172, 173] oder regelmifigen
Umgang mit Stalltieren [89].

Die im NSB der Bauern im Vergleich zu Nicht-Bauern gemessenen tendenziell signifikant
hoheren Werte fiir [FN-y (P/I 48h), IL-5 (SEB 48h) und IL-12 (SEB 24h) deuten eine
tiberwiegende Th1-Dominanz der Bauernkinder an (IFN-y, IL-12) und weisen zudem auf eine
insgesamt hohere Zytokinproduktionskapazitit (Th1- und Th2-Zytokine wie IL-5) hin, wie sie
schon bei Roponen et al fiir Bauernkinder beschrieben wurde [173].

Die geringere Exposition der Nicht-Bauern-Kinder gegeniiber oben genannten Umwelt- und
v.a. Bauernhoffaktoren [171] konnten die hier beobachteten signifikant hoheren IL-10-Werte
(SEB, 48h) und die tendenziell erhohten TNF-a-Werte (P/I 24h) im Gegensatz zu den

Bauernkindern erkldren. Eine Assoziation diesbeziiglich konnte in mehreren Studien gezeigt
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werden [113, 114, 174, 175]. Allerdings sind hohe TNF-a-Werte nicht zwangslaufig mit
einem erhohten allergischen Risiko verbunden, so finden sich auch Studien, die einen
protektiven Effekt von TNF-a auf atopische Erkrankungen zeigten [21, 176, 177].
Interessanterweise trat keiner der (tendenziell) signifikanten Unterschiede beziiglich des
Bauernstatus nach Stimulation mit LPS auf, sondern hauptsichlich nach Stimulation mit SEB
und PL

Fiir die 1-Jahres-Zytokindaten ergaben sich keine signifikanten Unterschiede in beiden
Gruppen, was verwundert, wenn man von einer niedrigeren Allergiepridisposition bei den
Bauernkindern mit Verschiebung des Zytokinprofils in Richtung einer verstarkten Th1-
Antwort ausgehen wiirde, wie es vielfach beschrieben wurde [178-181]. Bei Betrachtung der
Zytokinmessungen der ALEX-Studie [164] — deren Probanden mit 6-12 Jahren allerdings
weitaus dlter waren - wurden bei den Bauernkindern im Vergleich zu den Nicht-
Bauernkindern zwar dhnlich hohe Werte fiir IL-10 und IL-12 , allerdings signifikant
niedrigere Werte fiir IFN-y und TNF-a gemessen. Zudem wurden nach Stimulation mit SEB
(72h) in beiden Gruppen TNF-a-Werte nahe Null gemessen, in unserer Studie dagegen waren
diese nach 48h deutlich positiv und in beiden Gruppen gleich hoch. Ahnliche Ergebnisse
beider Studien zeigten sich daher nur fiir IL-10, mit hheren Zytokinwerten nach Stimulation
mit LPS (24h) als nach SEB (72 h ALEX, 48 h PASTURE) und gleich hohen Werten fiir IL-
12.

Beim Zusammenfassen der 24h- und 48h-Zytokinwerte galten diejenigen Probanden als
Responder, bei denen zu wenigstens einem Zeitpunkt (24h und/oder 48h) ein detektierbarer
Zytokinwert vorlag. Es wurde die Anzahl der Responder sowohl zum Zeitpunkt der Geburt

als auch nach einem Jahr angegeben, wobei auffiel, dass auch nach Zusammenfassen der 24h-
und 48h-Werte die Anzahl der positiven Zytokinwerte bei Geburt allesamt signifikant bzw.
tendenziell signifikant (mit Ausnahme von IFN-y nach Stimulation mit LPS) unter denen der
1-Jahres-Werte lagen, was wiederum die Theorie der Unreife des kindlichen Immunsystems
untermauern konnte [122]. Bei Betrachtung in Hinsicht auf den Bauernstatus war lediglich der
nun um 50% hoher liegende IL-10-Responderanteil der Nicht-Bauernkinder im Vergleich zu

den Bauernkindern auffallend.
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5.3.2 Entwicklung vom Non-Responder- zum Responderstatus im ersten

Lebensjahr

Fiir die weiteren Berechnungen wurde die Entwicklung des Geburts-Responderstatus im
ersten Lebensjahr dargestellt. Hierbei muss bedacht werden, dass die Gesamtfallzahlen etwas
geringer sind als bei getrennter Betrachtung der Geburts- und 1-Jahresdaten, da nur
Probanden verwendet werden konnten, fiir die zu beiden Messzeitpunkten Daten vorlagen.
Die Anzahl der Responder bei Geburt verringerte sich so im Schnitt um 8%, die der Non-
Responder um 11 %.

Von den Respondern bei Geburt waren nach einem Jahr nur fiir IL-5 (PI) alle Probanden
immer noch Responder. Zu mehr als 90% Responder blieben sie fiir IL-10 (alle Stimuli), IFN-
v (PI) und TNF-a (LPS und PI). Auffallend weniger Responder nach einem Jahr zeigten sich
fiir IL-5 (LPS), allerdings lag hier die Fallzahl nur bei n=6. Ebenso lag die 1-Jahres-
Responderrate fiir die Geburtsresponder von IL-12 (LPS) nur bei 45,5%, wohingegen sie nach
Stimulation mit SEB und PI knapp 70% betrug. Auch fiir IFN-y fanden sich nach Stimulation
mit LPS nach einem Jahr nur noch 50% bestehende Responder, wihrend es nach Stimulation
mit SEB und PI 88,5% bzw. 95% waren. Interessanterweise zeigten sich insgesamt gesehen
die hochsten Responderraten nach Stimulation mit PI und SEB, wihrend diese auf
Stimulation mit LPS deutlich schlechter ausfielen.

Auch Betrachtungen der Entwicklung der Geburts-Non-Responder zu Respondern im ersten
Lebensjahr zeigten weitestgehend diese Tendenz: Nach Stimulation mit LPS zeigten sich nur
geringe Konversionsraten fiir IL-5 (39,3%), IL-12 (35%) und IFN-y (36,5%). Eine 100%ige
Konversionsrate fiel fiir [FN-y nach Stimulation mit PI, sowie fiir IL-10 nach Stimulation mit
SEB, aber auch mit LPS auf. Uber 90% der Probanden konvertierten beziiglich IL-10 nach PI-
und TNF-a nach LPS- und PI-Stimulation.

Die insgesamt eher niedrigeren 1-Jahres-Responderzahlen auf LPS konnten eventuell mit der
schon in anderen Studien beschriebenen Endotoxin-Toleranz zusammenhéngen [101], die
nach Préstimulation mit Endotoxin bzw. LPS (pri- oder postnatal) eintritt und zu einer
verminderten Aktivierbarkeit der Zytokinproduktion von v.a. TNF-a, aber auch IL-10 und
IL-12 fiihrt [182]. So zeigte auch die ALEX-Studie diese inverse Korrelation der
Zytokinproduktion mit steigenden Endotoxinwerten im Matratzenstaub von Kinderbetten

[164].
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5.3.3 Einflussfaktoren der Responderentwicklung im ersten Lebensjahr

Fiir die folgende Betrachtung moglicher EinfluBfaktoren auf die Entwicklung des
Zytokinsekretionsmusters im ersten Lebensjahr wurde lediglich die Gruppe der Non-
Responder bei Geburt untersucht, die im ersten Lebensjahr zum Responder konvertierte.
Aufgrund der sich daraus ergebenden geringen Fallzahlen war eine weitere Unterteilung in
Bauern und Nicht-Bauern nicht mehr sinnvoll. Nach Vorliegen der PASTURE-Datensitze aus
allen Liandern konnte dies am daraus resultierenden grof3eren Probandenkollektiv untersucht
werden. Ebenso konnten wegen zu geringer Responder- bzw. Non-Responderzahlen nach
einem Jahr folgende Zytokine fiir die weiteren Berechnungen nicht beriicksichtigt werden:
IL-10 (alle Stimulantien), IFN-y (PI) und TNF-o (PI und LPS).

Fiir die verbleibenden Zytokine wurde die Konversionsrate vom Non-Responder bei Geburt
zum Responder nach einem Jahr in Bezug auf Erndhrungs- und Gesundheitseinfliisse des
Kindes im ersten Lebensjahr und der Mutter in Schwangerschaft und Stillzeit, aber auch
beziiglich zahlreicher Umwelteinfliisse in diesen Zeitrdumen betrachtet.

Ein signifikanter Zusammenhang wurde fiir p<0,05 festgelegt. Hierfiir fanden sich zahlreiche
signifikante Ergebnisse, wobei generell zu bedenken gilt, dass bei einer hohen Testzahl wie in
der vorliegenden Arbeit die Irrtumswahrscheinlichkeit a von 5% relevant werden kann.
Trotzdem wurde bewusst auf Berechnungen fiir Multitesting verzichtet, da auch schwache
Assoziationen zwischen den einzelnen EinfluBfaktoren und der Responderkonversion im
ersten Lebensjahr zunéchst nicht {ibersehen werden sollten. In einem nédchsten Schritt und mit
den groBeren Fallzahlen der gesamten PASTURE-Studienpopulation aus allen beteiligten
Lindern konnten solche Berechnungen durchgefiihrt werden. Das gleiche gilt fiir die
Adjustierung auf potentielle Confounder beziiglich der in dieser Arbeit dargestellten
signifikanten Assoziationen zwischen den verschiedenen EinfluSfaktoren und der
Responderkonversion im ersten Lebensjahr. Die Ergebnisse diesbeziiglich sind aufgrund der
sehr geringen Fallzahlen nur mit eingeschrinkter Aussagekraft zu verwerten und sollten
ebenfalls im groBeren Probandenkollektiv nochmals untersucht werden.

Die Betrachtung der Korrelationen zwischen den verschiedenen Einflufaktoren und einer
Responderkonversion im ersten Lebensjahr soll im Folgenden thematisch geordnet diskutiert
werden.

Schon in zahlreichen Studien wurde der Einfluss dullerer Faktoren auf die Zytokinproduktion
untersucht [95, 119]. Das sensible Fenster fiir diese Einfliisse wurde zunéchst fiir die frithe

Kindheit beschrieben, in der auch bevorzugt die T-Zell-Sensibilisierung auf Umweltallergene
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stattfindet [30, 145]. In weiteren Studien fiel eine schon in utero bestehende deutliche T-
Zellpriagung des Fetus auf [106, 149, 183-186], die nachfolgend das Augenmerk auf Einfliisse
der Mutter in der Schwangerschaft richtete. Besonders im Zeitraum um die 22.
Schwangerschaftswoche scheinen die fetalen Zellen auf Umweltallergene reagieren zu
konnen [147]. So konnten Mariani et al erhohte I[gG-Antikorper-Antworten gegen viele
inhalative Antigene im Nabelschnurblut nachweisen [187]. Szepfalusi et al konnten in einem
menschlichen Perfusionsmodell den Transfer nutritiver und inhalativer Allergene durch die
Plazenta aufzeigen [188]. Dies konnte den in einigen Studien beschriebenen protektiven
Effekt einer Probiotika- [83] und w-3-Fettsduren-Supplementation [189] in der
Schwangerschaft auf die spitere Allergieentstehung des Kindes erkldren [190]. Allerdings
finden sich auch Studien, die keine Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen einer Allergen-
Exposition in der Schwangerschaft und der Reaktivitit der NBMC zeigten [191], was durch
den Nachweis einer Antigen-Kumulation in der Plazenta erklidrt werden konnte[192].
Vielmehr schien in der Studie von Szepfalusi die geringe Menge an Antigenen, die die
Plazentaschranke letztlich tiberschritten, fiir die Ausbildung einer Th2-polarisierten
Immunantwort verantwortlich zu sein [193], die wiederum einen hemmenden Effekt auf die

Bildung von Th1-Zytokinen hatte.

5.3.3.1 Schulbildung der Eltern

Unter den IL-5-Non-Respondern bei Geburt fanden sich wesentlich mehr Kinder, deren Eltern
einen Haupt- oder Realschulabschluss hatten, nur wenige Eltern hatten Abitur oder sogar
einen Hochschulabschluss. Die Kinder von Letzteren wiesen signifikant niedrigere
Responderraten fiir IL-5 nach einem Jahr auf. Diese Ergebnisse verwundern insofern, da ein
hoherer soziookonomischer Status eine verstirkte Th2-Dominanz und damit erhohte IL-5-
Werte erwarten lassen wiirde [194]. Die Populationsbeschreibung dieser Studie zeigt, dass
niedrigere Schulabschliisse signifikant hidufiger bei den Bauern als bei den Nicht-Bauern
vorliegen. Das Leben der Bauern wiederum ist gepriagt durch einen meist naturbezogeneren
Lebensstil mit Verzehr hofeigener Produkte und Aufenthalt in Stéllen und in der Nédhe von
Tieren, was im Allgemeinen mit einer erhdhten Allergenexposition einhergeht [163, 165, 195,
196]. Es konnte aber eventuell auch die bei Duramad et al. gezeigte schwache Assoziation
zwischen erhohten IL-5-Werten und dem Vorkommen von Nagetieren im Haus - die bei

einem naturbezogeneren Leben mit Tierhaltung vermutlich vermehrt vorkommen — eine
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mogliche Erklarung fiir den in dieser Studie gezeigten Zusammenhang zwischen niedrigem

Schulabschluss und erhohter IL-5-Produktionskapazitit darstellen [197].

5.3.3.2 Ernidhrung von Mutter und Kind

Die Exposition mit verschiedenen Allergenen fiihrt zu einer Stimulation des Immunsystems
und kann so im Falle einer erhohten Th2-Zell-Antwort zur Entstehung allergischer
Erkrankungen beitragen [1, 198-201].

Allerdings kommt auch noch anderen EinfluBfaktoren hierbei eine Bedeutung zu. So wird die
genetische Priadisposition von einigen immer noch als der Hauptrisikofaktor fiir die
Entstehung allergischer Erkrankungen gesehen, die zusammen mit Umwelteinfliissen im
Sinne einer multifaktoriellen Genese zur Krankheitsentstehung beitrigt [202, 203].
Individuelle Unterschiede in der T-Zell-Antwort auf das gleiche Allergen (bzw. seine
Epitope) sind somit vom HLA-Typ des Individuums abhéngig und den daraus resultierenden
verschiedenen Moglichkeiten, die HLA-Bindungsproteine der Epitope zu erkennen [204].
Aber auch der Zeitpunkt der Allergenexposition spielt wohl eine Rolle. So zeigten einige
Studien einen prinatalen Einfluss von durch die Mutter aufgenommenen
Nahrungsmittelallergenen auf die postnatale Allergieentstehung des Kindes [185, 205, 206],
andere wiederum sahen keinen Einfluss [118, 185, 207, 208] oder sahen einen
Zusammenhang mit der aufgenommenen Allergenmenge [209]. Der Einfluss der Hohe der
Allergenexposition auf die Ausbildung des Zytokinmusters konnte auch bei Friedmann et al
gesehen werden [210]. Untersuchungen im Mausmodell zeigten sogar den Einfluss der Hohe
co-stimulierender Faktoren wie z.B. LPS auf die Immunantwort mit Ausbildung eines Th1-
gewichteten Zytokinprofils bei Stimulation mit hochdosiertem LPS und Th2-Gewichtung bei
niedrigdosiertem Stimulans [211].

Auch der Einfluss der durch die Mutter in der Stillzeit aufgenommenen Allergene auf die
Entstehung allergischer Erkrankungen beim Kind wurde vielfach untersucht. Hier konnten
Zeiger et al eine Assoziation von Nahrungsmittelrestriktion der Mutter in der Stillzeit und
einem geringeren Auftreten von atopischer Dermatitis und Nahrungsmittelallergien beim
Kind nachweisen [212], eine andere Studie dagegen zeigte keinen allergiepriaventiven Effekt
durch Allergenvermeidung der Mutter in der Stillzeit [208].

In der Isle-of-Weight-Studie, die den Einfluss einer Nahrungsmittelallergenvermeidung von

Kindern im ersten Lebensjahr untersuchte, wurde zwar eine erhohte transiente

77



Sensibilisierung auf die gemiedenen Allergene gesehen, Langzeitbeobachtungen iiber 8 Jahre
ergaben jedoch ein geringeres Auftreten permanenter allergischer Manifestationen [213].
Auch Marini et al konnten erst nach 3 Jahren einen Einfluss der Allergenvermeidung auf die
Entstehung allergischer Erkrankungen sehen [214], so dass das erste Lebensjahr fiir die
Untersuchung der Effekte einer Allergenvermeidung durch die Mutter in Schwangerschaft
und Stillzeit bzw. durch das Kind im ersten Lebensjahr wahrscheinlich ein zu kurzes
Beobachtungszeitfenster beziiglich der Langzeiteffekte darstellt.

SchlieBlich gilt auch zu bedenken, dass die Exposition mit unterschiedlichen
Nahrungsmittelallergenen iiber den Gastrointestinaltrakt (postnatal) oder systemisch
(prinatal) eine parallele Entwicklung verschiedener Th-Subtypen hervorrufen kann, die in der
Summe eher Th2- oder aber auch Th1-gewichtet sein konnen [215, 216], und daher keine
eindeutige Aussage iiber einen allergieprotektiven oder —begiinstigenden Charakter der
einzelnen Allergene moglich ist.

Diese - zum Teil kontroverse - Studienlage spiegelt sich auch in den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit wieder. An erndhrungsspezifischen Einflufaktoren zeigten sich
signifikante Ergebnisse fiir die Aufnahme saurer Speisen und Getridnke, scharfer Gewiirze und
Koffein durch die Mutter in der Stillzeit, den Konsum von Fisch und Zitrusfriichten durch das
Kind im ersten Lebensjahr und den Genuss von H-Milch durch das Kind und von Farmmilch
durch die schwangere Mutter.

Hierbei ging der Verzicht auf saure Speisen und Getrinke durch die Mutter in der Stillzeit mit
einer signifikant hoheren Konversionsrate zum Responder fiir IL-5 nach einem Jahr einher,
die Responderkonversion fiir IL-12 dagegen erhohte sich signifikant bei Verzicht auf scharfe
Gewiirze und Koffein, wobei die Einnahme von letzterem auch zu einer signifikant hoheren
TNF-a-Konversion fiihrte. In Studien an erwachsenen Arbeitern in Gewiirzfabriken in
Siidafrika konnte eine Sensibilisierung auf bestimmte (v.a. scharfe) Gewiirze gezeigt werden
[217]. Eine Vermeidung dieser potentiellen Allergene konnte so einen Schutz vor
Sensibilisierung darstellen und das Zytokin-Sekretionsprofil eher in eine Th1-Richtung
lenken, in diesem Fall durch eine erhohte IL-12-Produktion. Die erhohte Konversionsrate von
IL-5 bei Verzicht auf saure Speisen und Getrinke ldsst einen protektiven Effekt dieser
Nahrungsmittel vermuten, bei deren Fehlen ein moglicherweise atopische Erkrankungen
begiinstigendes Th2-Zytokinmilieu entsteht. Die Gruppe saurer Lebensmittel ist jedoch sehr
grof} und es fehlen Angaben zu Art und aufgenommener Menge der betreffenden

Lebensmittel, so dass diesbeziiglich weitere Beobachtungen angestellt werden sollten. In
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Hinsicht auf den Koffeinkonsum der stillenden Miitter zeigte sich in der vorliegenden Studie
einerseits eine erhohte Konversion zum Th1-Zytokin IL-12 bei Verzicht auf dieses,
andererseits aber auch eine erhohte Konversion des inflammatorischen Zytokins TNF-a bei
vermehrtem Konsum. Letzteres geht einher mit Ergebnissen eines japanischen Mausmodells,
in dem Kaffee eine inflammatorische Antwort ausgelost hat [218], gegen ersteres sprechen
jedoch Untersuchungsergebnisse aus einem Mausmodell, in dem Kaffee eine Th1-Antwort
hervorgerufen hat [219]. Allerdings sind auch hier die genetische Préidisposition der Kinder,
mogliche weitere Einflulfaktoren und die Hohe des Kaffeekonsums der Miitter nicht néher
betrachtet worden, was zu der inkonsistenten Datenlage beitragen konnte und genauerer
Studien bedarf.

Das Vermeiden von Fisch in der kindlichen Ernidhrung geht in dieser Studie mit einer
erniedrigten IL-12-Konversionsrate nach 1 Jahr einher, was die Vermutung nahelegt, dass
Fischkonsum durch eine Th1-Zytokin-Gewichtung protektive Eigenschaften besitzen konnte.
Die Studienlage hierzu weist unterschiedliche Ergebnisse auf: einerseits konnte der Konsum
von 6ligem Fisch mit einer verminderten Produktion proinflammatorischer Zytokine und
einer erniedrigten Privalenz an kindlichem Asthma in Verbindung gebracht werden, was
unter anderem durch den Gehalt an Omega-3-Fettsauren erkliart wurde [220]. Andererseits
zeigte sich Fisch in verschiedenen Studien als Nahrungsmittelallergen, das mit einer erhohten
Rate an allergischen Erkrankungen assoziiert wurde [213]. Das allergisierende Potential
wurde unter anderem auf das Vorkommen vielfach ungesittigter Fettsduren wie Linolsidure
zuriickgefiihrt [221].

Auch schon prinatal bestehende Einfliisse durch miitterlichen Fischkonsum in der
Schwangerschaft (Daten hierzu wurden in der vorliegenden Studie nicht erhoben) sollten
bedacht werden. In der Literatur finden sich hierfiir sowohl Daten zum Vorliegen eines
erhohten Allergierisikos durch miitterlichen Fischkonsum [222], als auch Daten, die keinen
Einfluss diesbeziiglich zeigten [223, 224]. Zur genaueren Interpretation der vorliegenden
Ergebnisse wiren auch Angaben zu Art und Menge des konsumierten Fisches hilfreich, da
z.B. der Linolsduregehalt je nach Fischsorte stark schwankt und auch die Menge des
aufgenommenen Allergens auf die Ausbildung des Zytokinsekretionsmusters Einfluss nimmt
[210].

Der Verzicht des Kindes auf Zitrusfriichte war mit einer erhohten Konversion fiir [FN-y
assoziiert. Diese Ergebnisse verwundern zunichst, ging doch in einer britischen Studie der

Verzehr von Obst und Gemiise mit einer niedrigeren Privalenz an Asthma einher, was auf
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deren antioxidative Eigenschaften zuriickgefiihrt wurde [225, 226]. Allerdings ergaben
Beobachtungen an Frauen, die in der Schwangerschaft Zitrusfriichte zu sich nahmen, eine
positive Assoziation zur Entstehung allergischer Sensibilisierungen [222, 227], so dass in
Hinblick auf die Ergebnisse dieser Studie der kindliche Konsum von Zitrusfriichten ebenfalls
als Risikofaktor fiir eine allergische Sensibilisierung mit geringerer Ausbildung eines Th1-
Zytokinprofils gesehen werden konnte.

Bei Betrachtung des Milchkonsums von Mutter und Kind fiel eine verminderte IL-12-
Konversionsrate unter den Miittern auf, die in der Schwangerschaft Frischmilch direkt vom
Bauernhof tranken, und eine vermehrte IFN-y-Konversion unter den Kindern, die im ersten
Lebensjahr H-Milch konsumierten, bei tendentiell signifikant verminderter IL-5- und IFN-y-
Konversion bei kindlichem Kuhmilchkonsum direkt vom Bauernhof (Daten s. Anhang Tab.
A.8). Diese Ergebnisse verwundern zunichst, da in der Literatur ein allergieprotektiver Effekt
fiir den Konsum von Frischmilch von der Farm beschrieben wurde [88, 228-230], der eher
eine Th1-Gewichtung erwarten lassen wiirde. Als Grund hierfiir wird der hohere Gehalt an
gramnegativen Bakterien und daher LPS [231] im Vergleich zu pasteurisierter Milch gesehen
[232]. Diese mikrobiellen Umweltfaktoren konnen Antigen-priasentierende Zellen aktivieren
und eine TH1-Zell-Polarisation durch die Produktion von unter anderem IFN-y, TNF-a und
IL-12 bewirken [233-236]. Andere Erkldarungsmodelle fiir den protektiven Effekt von Milch
im Allgemeinen sehen den hohen Gehalt an Milchfetten [237-239] und polyungesittigten
Fettsdauren [240], aber auch an trans-Fettsdauren [241] als ursdchlich an, die Zytokinproduktion
[242] und die Entwicklung allergischer Atemwegserkrankungen zu beeinflussen [243, 244].
Wiederum andere Studien sahen in Milchprodukten jedoch potentielle
Nahrungsmittelallergene [245], deren Vermeidung mit einer geringeren Anzahl permanenter
allergischer Erkrankungen assoziiert war — allerdings bei erhohtem Auftreten transienter
Erkrankungen [213]. Diese Effekte konnten allerdings nicht in allen Studien bestitigt werden
[223, 224]. Die bei Ege et al beschriebene Assoziation von miitterlichem Farmmilchkonsum
in der Schwangerschaft und erhdhten spezifischen IgE-Spiegeln gegen Kuhmilchprotein beim
Kind ldsst dagegen eher eine Th2-Gewichtung des Zytokinsekretionsprofils der Kinder
erwarten, was wiederum mit den Ergebnissen unserer Studie einhergehen wiirde.
Gegensitzliches zeigte sich wiederum in einer Studie von Perkin et al , in der der Verzehr
unpasteurisierter Milch — sogar unabhiingig vom Farmerstatus — mit einer geringeren
Privalenz an Ekzemen und Atopien, sowie niedrigeren IgE-Leveln und erhohten IFN-vy-

Spiegeln einherging [229]. Allerdings gilt es auch hier zu bedenken, dass die Menge des
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aufgenommenen Allergens einen Einfluss auf die Ausbildung des Zytokinprofils hat [246]
und dass gleichzeitig vorkommende andere Faktoren additive oder gegensitzliche Effekte

hervorrufen konnen.

5.3.3.3 Genetische Priadisposition und allergische und infektiose

Erkrankungen von Mutter und Kind

5.3.3.3.1 Allergische Vorerkrankungen in der Familie

Das Vorliegen atopischer Erkrankungen in der Familie konnte in mehreren Studien als
Risikofaktor fiir die Entstehung atopischer Erkrankungen beim Kind gesehen werden [118,
202, 203, 247-250], wobei der miitterliche Einfluss als dem viterlichen iiberlegen gilt [142,
251]. So scheinen Kinder atopischer Miitter ein eher Th2-gewichtetes Zytokinprofil zu
exprimieren [137], dessen anhaltende Dominanz im ersten Lebensjahr der Kinder eine
Assoziation zu vermehrter Allergieentstehung zeigte, wihrend nicht-allergische Kinder ab

dem 6. Lebensmonat eher eine stirkere Th1-Antwort aufwiesen [30].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit fallen beziiglich der genetischen Pridisposition
allerdings uneinheitlich aus. Wihrend eine Neurodermitis in der Vorgeschichte der Mutter mit
einer niedrigeren Konversionsrate fiir IL-12 nach einem Jahr bei den Kindern assoziiert war,
was mit den oben genannten Studienergebnissen einhergehen wiirde, zeigten die wenigen
Non-Responder fiir IL-5 bei Geburt, deren GroBviter miitterlicherseits an einer ekzematdsen
Hauterkrankung litten, signifikant geringere Konversionsraten zum Responder nach einem
Jahr als die Kinder mit gesunden GroBvitern. Ahnliche Ergebnisse zeigten Kinder aus
genetisch vorbelasteten Familien miitterlicherseits, die aufgrund von allergischen
Erkrankungen in der Familie Vorkehrungen in Bezug auf Haustiere oder die Art der
Moblierung trafen. Auch hier konvertierten nach einem Jahr weniger Kinder aus den
allergisch vorbelasteten Familien zum IL-5 Responder. Inwieweit eine innerhdusliche
Allergenvermeidung auf die Entstehung von Allergien Einfluss nimmt, bleibt aber auch nach
mehrfachen Untersuchungen unklar. Es konnten sowohl protektive Effekte der
Allergenvermeidung auf die Entwicklung atopischer Erkrankungen gesehen werden [214,
252-255], als auch ein gehduftes Auftreten von Atemwegssymptomen und bronchialer

Hyperreagibilitit in Haushalten mit hoher Allergenexposition [252, 256, 257], in einer
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anderen Studie wiederum konnte jedoch keine direkte Beziehung zwischen
Allergenexposition und Asthmaentstehung gesehen werden [258]. Eine weitere Studie zeigte
sogar eine erhohte Sensibilisierung auf ein gemiedenes Allergen [259].

Die signifikant hohere Konversionsrate fiir IL-12 bei den Kindern, deren Miitter in der
Kindheit an spastischer oder obstruktiver Bronchitis litten, im Vergleich zu Kindern von
Miittern ohne kindliche Bronchitis mag zunéchst verwundern. Allerdings muss bedacht
werden, dass obstruktive Atemwegserkrankungen nicht immer atopischer Genese sein
miissen, sondern haufig auch nicht-atopischen Asthmaformen entsprechen konnen [260] oder
Ausdruck infektioser Erkrankungen sind, die auf lange Sicht gesehen sogar allergieprotektiv
wirken konnen, wie dies schon fiir die hdufigeren Atemwegsinfekte von Kindern
angenommen wurde, die mit mehreren Geschwistern oder in Tageskrippen aufwuchsen [37].
Daher wire es fiir die Beurteilung des kindlichen Zytokinstatus sicher auch interessant
gewesen zu wissen, wie viele der oben genannten Miitter mit kindlicher Bronchitis selbst im
spéteren Leben an einer manifesten atopischen Erkrankung litten, oder ob es sich vorwiegend
um transiente Formen handelte.

Einen interessanten Punkt stellte auch die Frage dar, ob ein Einfluss auf die kindliche
Zytokinentwicklung im ersten Lebensjahr besteht, wenn die Mutter selbst auf einem Hof
aufgewachsen war. Das Leben auf einer Farm zeigt eine hohe positive Assoziation zur Menge
an mikrobiellen Bestandteilen in der direkten Umgebung [164], von denen unter anderem die
Hohe der Endotoxinlevel in mehreren Studien untersucht und bei Farmkindern mit einer
erniedrigten Asthma- und Atopierate in Verbindung gebracht wurde [163, 164]. In einer
hollidndischen Studie zeigte sich zwar eine positive Assoziation der Endotoxinexposition
erwachsener Farmer mit Asthma-dhnlichen Symptomen, aber eine negative Assoziation mit
Heuschnupfen, und zwar vor allem bei Erwachsenen, die als Kind auf einer Farm
aufgewachsen waren [261]. Auch in anderen Studien konnte gezeigt werden, dass das Leben
auf einem Hof durch die Endotoxinexposition, aber auch durch die Anzahl verschiedener
Vieharten priventiv gegen atopisches Asthma wirkte, nicht-atopische Formen dagegen
ausgelost werden konnten [260]. Bei Miittern, die auf einer Farm aufgewachsen sind, wiirde
man daher wohl am ehesten ein Th1-gewichtetes Zytokinprofil erwarten. In der Annahme,
dass die im finnischen Arm der PASTURE-Studie gezeigte Mutter-Kind-Korrelation der
Zytokin-Produktionskapazitidt mit einem Jahr auch auf die deutschen Kinder zutrifft, wiirde
man auch bei diesen eine vermehrte Th1-Gewichtung erwarten. Daher verwundern die

inhomogenen Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit erniedrigter Konversion fiir IFN-y und
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erhohter fiir TNF-a fiir die Kinder, deren Miitter auf einer Farm aufwuchsen. Dabei gilt zu
bedenken, dass in die Berechnungen fiir die Konversionsrate von TNF-a und IFN-y nicht
dieselben Kinder eingingen, so dass kein einheitliches Kollektiv bestand, das direkt
miteinander verglichen werden konnte. Die in einigen Studien gezeigte negative Assoziation
von TNF-o und dem Risiko fiir die Entstehung atopischer Erkrankungen wiirde die
vorliegenden Ergebnisse untermauern [21, 176, 177], wohingegen die erniedrigte IFN-y-Rate
unerklirt bleibt. Moglicherweise spielen Faktoren wie Viehart und —anzahl, Art der
landwirtschaftlichen Nutzung oder Einsatz von Pestiziden auf der miitterlichen Farm in der
Kindheit eine Rolle, die in der Summe doch eher eine Th2-Gewichtung bei der Mutter

hervorgerufen haben konnten.

5.3.3.3.2 Erkrankungen der Mutter in der Schwangerschaft

Es konnte schon mehrfach gezeigt werden, dass prinatale Einfliisse einen Effekt auf die
postnatale Entstehung atopischer Krankheiten haben [205]. Solche Einfliisse stellen Umwelt-
und Nahrungsmittelallergene dar, die zu einer prinatalen Sensibilisierung fithren konnen
[206, 262], aber auch fieberhafte und virale Infektionen und Atemwegserkrankungen der
Mutter in der Schwangerschaft [263, 264].

So konnen Miitter in der Schwangerschaft als Reaktion auf eine Umwelt-Antigen-Exposition
mit einer Hochregulation von Th2-Zytokinen reagieren, die wiederum iiber die Plazenta zum
Fetus gelangen und dort eine fetale Immunantwort hervorrufen konnen [149, 265]. Bei Thl-
polarisierten Miittern konnte dagegen kein entsprechender Effekt auf die kindliche
Zytokinproduktion nachgewiesen werden [266]. Dabei gilt in einigen Arbeiten die von der
Mutter aufgenommene Allergenmenge als ausschlaggebend [209], wihrend andere wiederum
den Einfluss in utero als bedeutend geringer einschétzten als den postnatalen Kontakt zu
Allergenen im ersten Lebensjahr durch das Kind selbst [267, 268] oder aber auch gar keinen
Einfluss einer Allergenexposition in utero sahen [118, 185, 207, 208]. Auch ein protektiver
Effekt konnte gezeigt werden: so kann es durch Exposition der Mutter mit einem Antigen in
der Schwangerschaft zur Produktion von IgE kommen, das iiber die Plazenta in den fetalen
Kreislauf iibertritt und ihn so vor einer Sensibilisierung gegen das betreffende Antigen bei
Kontakt in der frithen Kindheit schiitzt, was letztlich zur Toleranz gegeniiber diesem Allergen
fiihrt [188, 269-271]. In der vorliegenden Arbeit konvertierten die Kinder der wenigen Miitter,

die wihrend der Schwangerschaft unter einer Allergie, aber nicht unter einer atopischen
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Erkrankung litten, signifikant weniger zum Responder fiir IL-5, was fiir einen eher
protektiven Effekt der miitterlichen Allergie in der Schwangerschaft sprechen wiirde.

Bei Betrachtung infektidser Schwangerschaftseinfliisse fiel eine hohere Konversionsrate zum
Responder fiir IL-12 bei allgemein durchgemachter Infektion der Mutter in der
Schwangerschaft auf, eine vaginale Pilzinfektion der Mutter im Speziellen schien sich
dagegen negativ auf die Konversionsrate von IFN-y auszuwirken. Bei Antibiotikaeinnahme
der Mutter war die Konversionsrate sowohl beziiglich IL-12 als auch IL-5 reduziert. Letzteres
steht nur zum Teil im Einklang mit den bei McKeever et al beschriebenen Beobachtungen,
dass eine Antibiotikaeinnahme der Mutter in der Schwangerschaft zu einer Zunahme
atopischer Erkrankungen beim Kind fiihrte [264, 272], die wiederum mit einer vermehrten
Produktion von Th2-Zytokinen in Verbindung gebracht wurden [273, 274]. Die Zytokin-
Sekretionsmuster von allergischen Personen folgen jedoch nicht immer streng der Th2-
Definition, sondern konnen, je nach Einwirkung anderer Einfliisse auch ein gemischtes
Zytokinprofil unterschiedlicher Th-Subtypen aufweisen [215, 216]. Eine positive Assoziation
von Infektionen der schwangeren Mutter und spéterer Entwicklung allergischer Erkrankungen
beim Kind konnte ebenfalls bei McKeever et al gesehen werden [264], was die erhohte
Konversionsrate des Th1-Zytokins IL-12 der entsprechenden Kinder in der vorliegenden

Arbeit dagegen eher nicht erwarten lassen wiirde.

5.3.3.3.3 Erkrankungen des Kindes im ersten Lebensjahr

Schon Strachan et al vermuteten einen Zusammenhang zwischen dem gehéuften Auftreten
von Infektionen in der Kindheit durch vermehrten Kontakt mit Geschwisterkindern und einer
niedrigeren Privalenz atopischer Erkrankungen [37]. Auch in schwedischen Kinderkrippen
konnte ein gehduftes Auftreten von Otitis media und Atemwegsinfektionen gesehen werden
[275-277]. Die Schleimhautexposition mit Allergenen in Lunge und auch Gastrointestinaltrakt
gilt als wichtiger Faktor fiir die friihe Immunprogrammierung [73, 278]. Dabei ist eine
erhohte Th2-Zellantwort auf Allergene der Hauptmechanismus bei der Entstehung von
allergischen Erkrankungen [1], wobei der Einfluss der individuellen genetischen
Prédisposition nicht auBler Acht gelassen werden darf [118, 203, 247-250, 279]. So konnten
einige Studien zeigen, dass orofdkal erworbene Infektionen vor Asthma und Allergien
schiitzen konnten, insbesondere traf dies fiir Infektionen mit Toxoplasma gondii, Helicobacter

pylori und Hepatitis A zu [280-284]. Eine andere Studie wiederum konnte keine Reduktion
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der Inzidenz allergischer Erkrankungen durch kindliche Infektionen sehen [272], fiir
Atemwegsinfektionen mit dem RSV-Virus konnte sogar eine positive Assoziation zur

spateren Entwicklung asthmatischer Erkrankungen beobachtet werden [285].

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich in Hinblick auf frithkindliche Infektionen lediglich fiir
das Auftreten von pfeiffenden Atemgerduschen in den ersten beiden Lebensmonaten ein
signifikantes Ergebnis. Hierbei konvertierten die betreffenden Kinder nach einem Jahr
hdufiger zum Responder fiir IL-12, als Kinder ohne pfeiffende Atemgerdusche. Diese
Ergebnisse gehen einher mit Studiendaten einer polnischen Untersuchung, in der bei Kindern
mit keuchenden Atemgerduschen bis zum zweiten Lebensjahr erhohte IL-12-Level gemessen
werden konnten. Dabei korrelierten die Zytokinwerte positiv mit der Anzahl der Episoden
erschwerten Atmens [286]. Die Asthmaentstehung in spiterer Kindheit wurde in dieser Studie
allerdings nicht beriicksichtigt, auch konnte die Differenz der IL-12-Spiegel im 2-Jahres-
Follow-Up nicht mehr gesehen werden [286].

In einer spanischen Studie fiel desweiteren auf, dass Kinder, die spiter eine Bronchiolitis
durch eine RSV-Infektion entwickelten, im Vergleich zu gesunden Kindern zwar niedrigere
IL-12-Spiegel bei Geburt hatten, wihrend der Bronchiolitis-Episode jedoch hohe Werte fiir
IL-12 zeigten [287].

Inwiefern diese frithkindlichen Atemwegsbeschwerden einen Einfluss auf die langfristige
Entstehung atopischer Erkrankungen haben, bleibt jedoch unklar, auch wenn eine Erhhung
des Th1-Zytokins IL-12 eher als protektiv dahingehend gesehen wird [288-291]. Vermutlich
spielt auch der Ausloser der Atemwegsbeschwerden eine Rolle bei einer moglichen
Allergieentwicklung. Den in ldndlicher Umgebung und insbesondere auf Farmen
vorkommenden hohen Konzentrationen an Endotoxin, aber auch Pilzsporen und anderen
mikrobiellen Stoffen [164] konnte ein praventiver Effekt beziiglich der Entstehung atopischer
Asthmaformen zugeschrieben werden, wohingegen sie die nicht-atopischen Formen auslésen
konnten [260]. So zeigte sich in der PARSIFAL-Studie eine inverse Korrelation zur
Entstehung pfeiffender Atemgerdusche fiir die Exposition mit Endotoxin, aber auch mit
Glucan und EPS, wihrend keine Korrelation fiir die Asthmaentstehung gesehen werden
konnte [89].

Andere Studien wiederum zeigten einen Zusammenhang zwischen Allergenexposition und
dem Auftreten einer nicht-spezifischen bronchialen Hyperreagibilitit [252, 256] - zum Teil
bis zu einem Alter von 13 Jahren [257] - aber auch eine positive Assoziation zur

Asthmaentstehung [253-255, 267, 268]. Eine deutsche Studie von Lau et al dagegen konnte
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dagegen keine direkte Beziehung zwischen Allergenexposition und Asthmaentstehung sehen
[258].

Beziiglich der kindlichen Zytokinproduktion zeigten bei Machura et al Kinder mit
keuchenden Atemgerduschen, bei denen auch ein Hautausschlag bis zum 2. Lebensjahr
auftrat, signifikant niedrigere IL-12-Werte im Vergleich zu Kindern ohne Hautausschlag
[286]. In der vorliegenden Studie konvertierten die Non-Responder fiir IL-5, bei denen in der
ersten Lebenswoche ein Hautausschlag vorlag, nach einem Jahr doppelt so hdufig zum
Responder wie Kinder ohne Ausschlag. Dies wiirde auch Studienergebnisse von Kawamoto et
al. [123] stiitzen, die zeigen konnten, dass sich zwar das Th2-Profil im Nabelschnurblut von
Kindern, die spiter an allergischen Erkrankungen litten, nicht von dem nicht-allergischer
Kinder unterschied, aber ein Anstieg der Th2-gewichteten Zytokine mit zunehmendem Alter
erfolgte. Ahnliche Ergebnisse finden sich auch bei Duramad et al [197]. Moglicherweise ist
ein Hautausschlag in der ersten Lebenswoche ein erstes Anzeichen einer atopischen
Préadisposition mit nachfolgender, verstirkter Konversion der allergisch pridisponierten
Kinder zum Responder fiir das Th2-Zytokin IL-5. Auch Prescott et al fanden in Studien eine
Th2-Persistenz in den ersten beiden Lebensjahren bei Kindern mit atopischen Erkrankungen
[30], was die hier gezeigte Entwicklung ebenfalls untermauern wiirde.

Bei weiterer Betrachtung der Ergebnisse dieser Arbeit zeigte sich, dass bei den Kindern aus
der Non-Responder-Gruppe fiir IL-12, die ein Neugeborenenexanthem hatten, die
Konversionsrate bei insgesamt eher niedrigen Werten hoher ausfiel als bei den Kindern ohne
Exanthem. Diese Exanthemform tritt hdufig voriibergehend bei Neugeborenen in den ersten
48 Lebensstunden auf und scheint Ausdruck einer Reaktion des angeborenen Immunsystems
auf die plotzliche Belastung der Haut mit Umweltkeimen zu sein [292, 293]. Sie darf nicht
mit einer atopischen Dermatitis verwechselt werden, die sich gehéuft bei allergisch
pradisponierten Kindern findet, die spéter im Leben vermehrt asthmatische Erkrankungen
zeigen [294], und mit erniedrigten IL-12-Werten assoziiert sind [288-291]. Im Sinne einer
Infektion scheint das Neugeborenenexanthem hier vielmehr eine vermehrte Th1-Antwort
hervorzurufen, die moglicherweise sogar eine allergieprotektive Wirkung haben konnte.
Dieser Zusammenhang miisste allerdings anhand eines langeren Beobachtungszeitraums
untersucht werden, der hier mit einem Jahr nicht gegeben ist.

Ein interessantes Ergebnis stellte auch die um etwa 50% niedrigere IL-5-Konversionsrate bei
den Kindern dar, die ab dem zweiten Lebensmonat Antibiotika eingenommen hatten - im

Vergleich zu Kindern ohne Antibiotikaeinnahme.
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In Tierversuchen hatte sich gezeigt, dass Darmbakterien fiir die Ausreifung des
Immunsystems eine wichtige Rolle zu spielen scheinen [295]. Gab man neugeborenen
Mi:usen Antibiotika, fiihrte das zu einer Anderung der intestinalen Keimbesiedelung und
beeintrichtigte die Th1-Antwort [296]. Es scheint daher moglich, dass auch beim Menschen
oral aufgenommene Antibiotika in der frithen Kindheit die intestinale Mikroflora veriandern
und zu einer Th2-Polarisation fithren konnen. Auf diese Weise konnte die Einnahme von
Antibiotika in frither Kindheit zur Atopie priadisponieren [297, 298]. Auch Bjorksten et al
konnten schon Unterschiede in der Darmflora von atopischen und nicht-atopischen
Sduglingen zeigen [69].

Hinweise auf eine erhohte Atopierate durch Antibiotikaeinnahme in frither Kindheit finden
sich in der Literatur in mehreren Studien [272, 297, 299, 300], wobei dosisabhiingige Effekte
[272, 298] und eine Assoziation zur genetischen Pridisposition fiir atopische Erkrankungen
[300] beobachtet wurden. Andere Studien wiederum konnten keinen Zusammenhang
zwischen Antibiotikaeinnahme im ersten Lebensjahr und einer Zunahme der Atopierate
erkennen [301], nicht einmal bei Kindern atopischer Eltern [302]. Eine Querschnittsstudie an
5- bis 10-jdhrigen Kindern einer Rudolf-Steiner —Schule in Neuseeland wiederum konnte eine
Antibiotikaeinnahme im ersten Lebensjahr zwar mit einem erhohten Risiko fiir
Asthmaerkrankungen und pfeifenden Atemgerduschen in Zusammenhang bringen, nicht
jedoch mit Heuschnupfen oder atopischem Ekzem [303].

Auch die Daten der vorliegenden Arbeit mit niedrigeren IL-5-Werten nach
Antibiotikaeinnahme lassen eher keine positive Assoziation zu einer sich spiter
entwickelnden atopischen Erkrankung erwarten, Langzeitbeobachtungen wéren jedoch notig,
um diese These zu iiberpriifen. Auch sollte bedacht werden, dass keine Daten zu
Einnahmehiufigkeit und —griinden erhoben wurden, die aber als mogliche confounder in

Betracht gezogen werden sollten.

5.3.3.4 Haustiere

Interessanterweise lag die Konversionsrate der Non-Responder fiir IL-12, deren Familien bis
zum 2. Lebensmonat des Kindes keine Katze als Haustier besa3en, nach einem Jahr deutlich
hoher als die der Katzenbesitzer. Zudem konvertierten bei den Familien mit Katzenhaltung
tendenziell signifikant mehr Kinder zu Respondern fiir IL-12, bei denen sich die Katze

wihrend der Schwangerschaft nicht oder moglichst wenig im Haus aufhielt, wihrend sich
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wiederum tendenziell signifikant hohere Konversionsraten fiir TNF-a und IFN-y bei haufigem
Aufenthalt der Katzen im Haus bzw. Kinderschlafzimmer im Laufe des ersten Lebensjahres

fanden (s. Tab. A.9 im Anhang).

Letztere Beobachtung geht einher mit Daten einer finnischen Studie, in der gezeigt werden
konnte, dass bei Kindern mit einer Katze als Haustier - und daher hoheren Endotoxin-
Konzentrationen im Matratzenstaub des miitterlichen Bettes - eine Erhohung der Zytokin-
Produktionskapazitit in den ersten drei Lebensmonaten auffiel, insbesondere in Bezug auf die
IFN-y-Spiegel [173].

Insgesamt gesehen zeigten sich jedoch sehr inhomogene Studienergebnisse in Bezug auf die
Katzenhaltung. In einigen Studien erwies sie sich als eher allergieprotektiv, unter anderem
dadurch begriindet, dass Katzen als Endotoxintriger zu hoheren Endotoxin-Spiegeln im Haus
beitragen, die eine Assoziation zu erhohten Th1-Spiegeln bei im Haushalt lebenden Kindern
zeigten [52, 55-58, 171-173, 196, 304-314]. Dieser Endotoxin-Effekt konnte allerdings nicht
in allen Studien als ursédchlich gesehen werden [56, 173, 315, 316].

Eine mogliche weitere Erklidrung fiir eine geringere Ausbildung allergischer Erkrankungen
durch Katzenkontakt konnte man darin sehen, dass Katzenallergene als Sdugetierantigene
vollmethylierte DNA enthalten und daher menschlichen Proteinen dhneln und somit hohe
Dosen notwendig wiren, um iiberhaupt eine Immunantwort auszulosen [317, 318].

Aber auch ein eher allergieférdernder Effekt der Katzenhaltung [62-64, 304, 305, 319, 320]
oder aber auch gar kein Effekt [258] konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden.
Moglicherweise ist auch der bei Bauernkindern gezeigte Haustiereffekt eher durch den
gleichzeitig vermehrten Aufenthalt in Tierstéllen erklért, wie es in der Studie von Waser et al
diskutiert wird [65]. Auch andere EinfluB3faktoren im Bereich des ldndlichen Lebens miissen
kritisch auf ihren moglichen Einfluss auf den Haustiereffekt betrachtet werden.

Ebenso von Bedeutung sind wohl auch der Zeitpunkt und die Menge des aufgenommenen
Allergens [267, 268]. Durch den Nachweis von Katzenallergenen im fetalen Kreislauf und in
der Amnionfliissigkeit scheint der Einfluss wohl schon prinatal zu beginnen [206], wobei die
Menge des plazentar iibertragenen Allergens moglicherweise eher gering ausfillt [192] und
nicht sicher zu einer Sensibilisierung zum Zeitpunkt der Geburt fiihrt [321]. Eine hochdosierte
Allergenexposition in der frithen Kindheit dagegen konnte in einigen Studien als Risikofaktor
fiir die Entstehung eines allergen-induzierten Asthmas gesehen werden [267, 268] und wiirde

ein eher Th2-gewichtetes Zytokinprofil erwarten lassen. Dazu passend wéren die
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Beobachtungen der vorliegenden Studie mit hoheren Konversionsraten fiir das Th1-Zytokin
IL-12 bei Kindern ohne Katze im Haushalt.

Interessant ist allerdings auch die in einigen Studien gezeigte modifizierten Th2-Antwort auf
Exposition mit Katzenallergenen wie Fel d1, die zu einer Produktion von IgE und IgG4-
Antikorpern fiihrte, allerdings nicht mit einer atopischen Sensibilisierung oder erhohtem
Asthmarisiko einherging [65, 311]. Diese modifizierte Th2-Antwort fand sich auch bei
College-Studenten in Virginia und war hier ebenfalls negativ mit dem Auftreten atopischer
Erkrankungen assoziiert. Als Ursache hierfiir wurde diskutiert, dass hohe Dosen an
Katzenallergenen in frither Kindheit moglicherweise durch die Induktion von regulatorischen
T-Zellen und konsekutiver Verldngerung der IL-10-Produktion zur Unterdriickung von Th2-
Antworten auf andere Allergene fiihrten und somit das geringere Vorkommen von Atopien in
dieser Gruppe erklarten. Allerdings schien eine permanent hohe Allergenexposition
notwendig zu sein, um die Level an regulatorischen T-Zellen und die dadurch entstandene
modifizierte Th2-Antwort zu erhalten [204, 311, 315, 322]. So konnte der allergieprotektive
Effekt, der in einigen Studien fiir die Katzenhaltung gezeigt wurde, trotzdem mit einem Th2-
gewichteten Zytokinprofil einhergehen, was moglicherweise zu Erklarungsversuchen der

inkonsistenten Studienlage beitragt.

5.3.3.5 Geschwister

Das Vorhandensein dlterer Geschwister wurde erstmals von Strachan im Rahmen der
Hygienehypothese als protektiver Faktor fiir die Entstehung von Asthma und anderen
allergischen Erkrankungen gesehen und von ihm auf die hdufigeren Infektionen im
Kindesalter bei Kontakt mit anderen Kindern zuriickgefiihrt [37]. Auch zahlreiche weitere
Studien konnten diesen protektiven Effekt des Aufwachsens mit Geschwisterkindern oder in
Tageskrippen auf die Entstehung allergischer Erkrankungen im spéteren Leben sehen — vor
allem bei Exposition im ersten Lebensjahr [40, 323, 324]. Da der Hauptmechanismus bei der
Entstehung allergischer Erkrankungen in einer erhohten Th2-Zell-Antwort auf Allergene und
der konsekutiven Induktion der Produktion von Gesamt- und spezifischem IgE gesehen
werden kann [1, 5], wiirde das Vorhandensein idlterer Geschwister eher ein Th1-gewichtetes
Zytokinprofil der betroffenen Kinder erwarten lassen. Bei Betrachtung der vorliegenden
Studiendaten zeigte sich fiir die Non-Responder fiir IL-12, die dltere Geschwister hatten, nach

einem Jahr auch tatsédchlich eine mehr als doppelt so hohe Konversionsrate zum Responder
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als fiir Einzelkinder. Bei Korrelation der Anzahl der im Haushalt lebenden Kinder bis
einschlieBlich 12 Jahren mit der Konversionsrate der Non-Responder fiir IL-12 fiel ebenfalls
auf, dass Einzelkinder nach einem Jahr signifikant weniger konvertierten als solche mit einem
Geschwisterkind. Erstaunlicherweise zeigte sich dieser Effekt aber nicht, wenn zwei oder
mehr Geschwister im Haushalt lebten, obwohl gerade fiir die zunehmende Anzahl an
Geschwisterkindern auch ein zunehmender protektiver Effekt beschrieben wurde [313, 325,

326].

Ebenso verwundert, dass sich fiir Kinder ohne dltere Geschwister eine positive Assoziation
zur Konversionsrate fiir [IFN-y nach einem Jahr im Vergleich zu Kindern mit dlteren
Geschwistern zeigte, obwohl in Auswertungen der Daten aller an der PASTURE-Studie
beteiligten Léinder die Kinder mit den élteren Geschwistern hohere IFN-y-Werte zeigten, was
wiederum eher mit der oben diskutierten Studienlage iibereinstimmt und die Frage aufwirft,
ob die hier beobachtete Subpopulation eventuell ein zu kleines Kollektiv darstellt, um
verwertbare Aussagen machen zu konnen.

Allerdings wurde in Studien durchaus auch ein vermehrtes Auftreten von Asthma und
Atemwegssymptomen in Kinderkrippen beobachtet [277, 326, 327], wobei nicht klar ist, ob
es sich hierbei wirklich um manifeste Formen atopischer Erkrankungen handelte oder nicht
vielmehr um transiente frithkindliche Infektionen [275-277], die auf ldngere Sicht wiederum
einen protektiven Effekt auf die Entstehung andauernder atopischer Erkrankungen haben
konnten. Es wurden aber auch einige Faktoren in Kinderkrippen - wie z.B. Schimmel oder
Staub in Vorhdngen oder offenen Biicherregalen, sowie Rauch von Holzheizungen -
beschrieben, die einen Einfluss auf die Entstehung allergischer Erkrankungen haben kénnten
und somit eventuell den Effekt des Kontaktes mit anderen Kindern negativ beeinflussen
[324]. Letztlich entscheidet wahrscheinlich die Summe aller Faktoren, ob ein Milieu protektiv
wirkt oder nicht. Diese These konnte in der PARSIFAL-Studie generiert werden, in der das
Vorliegen von vier bis fiinf als allergieprotektiv geltenden Faktoren mit einer signifikant
geringeren Privalenz an Asthma und atopischer Sensibilisierung als bei Vorliegen von einem

oder keinem protektiven Faktor assoziiert war [89].
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5.3.3.6 Art der Heizung

In den Familien der Non-Responder fiir IL-5 wurde zu einem grofen Teil mit Holz oder
Kohle geheizt, was eine negative Assoziation zum Konversionsverhalten aufwies. So wurden
alle Kinder der Familien ohne Holz- oder Kohleheizung nach einem Jahr zum Responder,
wihrend dies nur fiir etwa 70% der Kinder mit einem solchen Heizverhalten im Haus zutraf.
Dieselbe Assoziation zeigte sich fiir die Nutzung von Einzelraumheizungen, wihrend bei
Benutzung einer Zentralheizung mit etwa 90% fast doppelt so hohe Konversionsraten der

Non-Responder fiir IL-5 vorlagen wie in der Gruppe ohne Nutzung einer solchen.

Des Weitern fiel eine negative Assoziation zwischen der Nutzung von Einzelraumheizungen
und der Konversionsrate fiir TNF-a nach einem Jahr auf.

Die in dieser Studie gemessenen niedrigeren Konversionsraten fiir IL-5 und TNF-a bei
Gebrauch von Holz- oder Kohledfen und Einzelraumheizungen im Vergleich zur Nutzung
einer Zentralheizung wiirde ein niedrigeres Vorkommen an Th2-assoziierten atopischen
Erkrankungen in dieser Gruppe vermuten lassen, was mit Ergebnissen der ALEX-Studie
einhergeht, in der die Nutzung einer Holz- oder Kohleheizung mit niedrigeren Raten an
Heuschnupfen, allergischer Sensibilisierung und bronchialer Hyperreagibilitit bei Kindern in
diesen Haushalten assoziiert war [328]. Moglicherweise kommen derartige Heizungen aber
auch nur hdufiger in Haushalten mit einem traditionelleren Lebensstil - wie es bei
Bauernfamilien [170] oder anthroposophischen Familien [165] der Fall ist - vor, so dass
moglicherweise noch weitere Faktoren aus diesem Milieu einen Einfluss auf die
Zytokinentwicklung und Entstehung atopischer Erkrankungen haben, deren Summe letztlich
ausschlaggebend sein konnte [89].

Die bei Duramad et al gezeigte Assoziation von vermehrter NO,-Emission mit erhohter Th2-
gewichteter Zytokinproduktion [197] wiirde dagegen eher eine erhohte IL-5-Konversionsrate
unter den Kindern dieser Studie erwarten lassen, in deren Umfeld durch eine Holz- oder
Kohleheizung vermutlich hohere NO,-Emissionen in der Umgebung entstanden sind. Auch in
anderen Studien konnte eine Beziehung zwischen erhohten NO,-Werten und dem Auftreten
und Schweregrad von Asthma gesehen werden [329-336], ebenso wie die Feinstaub- und
RuBbelastung, die durch Gebrauch von Holzofen erhoht werden diirfte, zu gehduftem
Auftreten von Asthmaerkrankungen bei Kindern fithren kann [326, 330, 337]. Dahingegen
zeigte sich in der PEACE-Studie, die in 28 europdischen Liandern durchgefiihrt wurde, kein

negativer Einfluss von Feinstaub, Ruf} oder NO; auf die Lungenfunktion oder
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Atemwegssyndrome, allerdings fand die Untersuchung an 6-12 jahrigen Kindern statt und

Langzeitbeobachtungen fehlten [338].

5.3.3.7 Einflussfaktoren der liindlichen Umgebung

5.3.3.7.1 Stallaufenthalt

Die meisten Geburts-Non-Responder fiir IL-5 hielten sich in den ersten zwei Lebensmonaten
nicht im Stall auf. Von den Kindern mit Stallexposition betrug diese bei 60% maximal drei
Tage in der Woche, nur wenige Kinder waren hiufiger im Stall. Die Konversionsrate der
Kinder ohne Stallexposition war doppelt so hoch wie die der Kinder mit Aufenthaltsdauern
bis zu drei Tagen pro Woche. Die Kinder mit haufigerer Aufenthaltsdauer konvertierten
allerdings zu 100% nach einem Jahr. Bei Interpretationsversuchen dieser zunichst
widerspriichlich erscheinenden Ergebnisse gilt es zu bedenken, dass die niedrigen Fallzahlen
von n=9 fiir Kinder mit mittlerer Stallexposition und n=6 fiir Kinder mit hdufiger
Stallexposition statistisch nur eingeschrinkt aussagekriftig sind, so dass diese Ergebnisse
anhand der Daten des groleren Probandenkollektivs aller Lander iiberpriift werden sollten.
Die Erwartung, dass Kontakt mit Umweltallergenen und Tieren im Stall im frithen
Lebensalter einen allergieprotektiven Effekt hat [88, 164, 170, 195, 339] und zu einer
geringeren Th2-Gewichtung bei den Kindern im ersten Lebensjahr fiihrt [1, 50], wiirde durch
oben genannte Ergebnisse bei Betrachtung der Kinder ohne und mit Stallaufenthalt bis zu drei
Tagen pro Woche gestiitzt werden. So konnte in der PARSIFAL-Studie gezeigt werden, dass
regelméBiger Stallaufenthalt mit einem geringeren Auftreten atopischen Asthmas assoziiert
war, was wiederum niedrigere Th2-Spiegel erwarten lassen wiirde [89]. Auch in der ALEX-
Studie fiel ein protektiver Effekt beziiglich des Auftretens von Asthma, Heuschnupfen und
atopischer Sensibilisierung bei Stallkontakt des Kindes im ersten Lebensjahr auf, ebenso auch
bei Langzeitkontakt in den ersten fiinf Lebensjahren, was ebenso die oben angefiihrten
Ergebnisse mit niedrigeren Konversionsraten fiir IL-5 bei einem Stallaufenthalt von bis zu
drei Tagen pro Woche unterstiitzen wiirde. Hinsichtlich der Asthmaentstehung konnte in der
ALEX-Studie jedoch nur ein Zusammenhang zwischen Stallaufenthalt und den nicht-
atopischen Asthmaformen gesehen werden. Der protektive Einfluss auf die atopischen

Asthmaformen wiederum wurde durch den vom Stallaufenthalt und Bauernstatus
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unabhingigen Endotoxineffekt erklért [88, 182]. Angaben iiber den Endotoxingehalt im
Haushalt der Probanden dieser Studie lagen jedoch leider nicht vor.

Da Kinder im zweiten Lebensmonat nicht alleine in den Stall gehen kénnen, sondern ihre
Aufenthaltsdauer dort am ehesten von der ihrer Miitter abhdngt, spielen wahrscheinlich noch
zahlreiche andere Einflu3faktoren eine Rolle, die hier nicht beriicksichtigt wurden. So auch
der schon prinatale Einfluss des Stallaufenthaltes der Mutter in der Schwangerschaft und
andere miitterliche Titigkeiten auf dem Hof und in der Landwirtschaft [51]. Hier wére eine
Regressionsanalyse zur Detektion moglicher Confounder am groBeren Probandenkollektiv
und mit mehr Informationen iiber die miitterlichen Téatigkeiten interessant.

Die unerwartete 100%ige Konversion von Kindern mit Stallaufenthaltsdauern von mehr als
drei Tagen pro Woche konnte eventuell darin begriindet sein, dass die Miitter dieser Kinder
auch stirker in andere landwirtschaftliche Tatigkeiten eingebunden waren, zu denen sie ihre
Kinder ebenfalls mitnahmen. Dadurch wiederum konnten zusétzliche Einflufaktoren wie
z.B. eine erhohte Pestizid- oder Herbizidbelastung zum Tragen kommen, die dann eventuell
nicht mehr allergieprotektiv, sondern -fordernd wirken und so einen Anstieg der I1-5-
Konzentration bei den Kindern hervorrufen konnten [197, 340]. Aber auch die Art der
Viehhaltung und die Anzahl der verschiedenen Vieharten scheinen einen Einfluss darauf zu
nehmen, ob ein Milieu allergieprotektiv wirkt oder insgesamt eher ein Risikoumfeld darstellt
[170, 260]. So kamen in der PARSIFAL-Studie der Rinder- und Schweinehaltung
allergieprotektive Eigenschaften zu, wohingegen die Schafzucht das Risiko atopischen

Asthmas eher erhohte [89].

5.3.3.7.2 Mikrobielle Stoffe in lindlicher Umgebung

In mehreren epidemiologischen Studien konnte ein allergieprotektiver Effekt fiir das Leben
auf einer Farm gezeigt werden [179, 341-343]. Dieser ,,farm effect* beruht moglicherweise
auf einer hohen Belastung mit mikrobiellen Bestandteilen in der Farmumgebung [164], deren
Antigene durch eine Aktivierung Antigen-priasentierender Zellen zu einer vermehrten Th1-
Zytokinproduktion fithren konnen [233-236], was wiederum durch Unterdriickung einer Th2-
Antwort mit der im Farmmilieu beobachteten geringeren Ausbildung allergischer
Erkrankungen einhergehen wiirde [1, 163, 164]. Der protektive Farmeffekt konnte allerdings
in der PARSIFAL-Studie nach Adjustierung auf die Titigkeiten des Kindes auf dem Hof und

auf bestimmte Hofcharakteristika nicht mehr gesehen werden [89], was das Augenmerk auf
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die Untersuchung ebendieser Faktoren hinsichtlich ihres allergieprotektiven Effekts gelegt
hat. So scheint die Summe aller beeinflussenden Faktoren ausschlaggebend dafiir zu sein, ob
ein Milieu als protektiv anzusehen ist oder nicht [89]. Mikrobielle Stoffe wie Endotoxin, aber
auch EPS und B(1-3)Glucan konnten mit einer inversen Assoziation zur Entstehung
allergischer Erscheinungen in Zusammenhang gebracht werden [89, 344], was auch nach
Adjustierung auf den Farmerstatus davon unabhiingige Effekte zeigte. Weitere als protektiv
geltende Faktoren sind regelméBiger Farmtierkontakt [88, 163, 164, 345], Stallaufenthalt [88],
der Verzehr hofeigener Milchprodukte [61, 88, 228, 229] und die Haustierhaltung [56]. Die
PARSIFAL-Studie konnte zudem bei Kindern auf deutschen Hofen eine Verstiarkung des
protektiven Effekts erkennen, wenn zusétzlich zur Viehzucht auch noch Ackerbau betrieben
wurde [89].

Allerdings konnte bei Berger et al auch ein erhohtes Risiko fiir das Auftreten allergischer
Reaktionen im Rahmen landwirtschaftlicher Titigkeiten gesehen werden — zum Beispiel
durch eine Belastung mit Allergenen wie Hautschuppen von Kiihen [346]. Auch in einer
Kalifornischen Studie konnte eine erhohte Asthmarate bei Kindern bis zum 5. Lebensjahr
gesehen werden, wenn sie im ersten Lebensjahr mit Getreide, Farmstaub und Farmtieren
exponiert waren. Aber auch der Kontakt mit in der Landwirtschaft eingesetzten Herbiziden
und Pestiziden schien eine erhohte Asthmaentstehung zu bewirken [326]. Zudem wird der Art
der Viehhaltung ein Einfluss zugeschrieben. Daten der PARSIFAL-Studie legen nahe, dass
Rinder- und Schweinefarmen ein eher allergieprotektives Potential haben, Schaffarmen
dagegen mit einer erhdhten Rate an allergischen Erscheinungen assoziiert sind [89].

In der vorliegenden Arbeit wurde der Zytokinresponderstatus der einjdhrigen Kinder in Bezug
zu einigen Faktoren des ldndlichen Lebens gesetzt, bei denen eine hohe Belastung mit
mikrobiellen Stoffen erwartet wurde. Dabei zeigten sich signifikante Ergebnisse fiir die
Nutzung von Stroh und Sdgemehl auf dem Hof, ebenso wie fiir das Vorkommen eines
Misthaufens und das Diingen von Feldern in Hausnéhe. Die Ergebnisse fielen sehr inhomogen
und zum Teil unerwartet aus. Wurden die Farmtiere mit Stroh gefiittert, zeigte sich bei den
einjahrigen Kindern dieser Farmen eine signifikant hohere IL-5-Konversionsrate als bei
Kindern von Farmen ohne Strohnutzung. Die Konversion fiir IL-12 fiel allerdings ebenfalls
bei den Kindern hoher aus, auf deren Farmen Stroh als Tierfutter oder auch Einstreu im Stall
benutzt wurde, so dass es zunéchst so erscheint, als wiirde Kontakt mit Stroh eine vermehrte
Produktion von sowohl Thl-als auch Th2-Zytokinen férdern. Bei genauerer Betrachtung der

Daten fillt allerdings auf, dass lediglich in der Hélfte der Fille ein Kind sowohl fiir IL-5 als
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auch fiir IL-12 vermehrt konvertierte, in den restlichen Fillen betrafen die erhohten
Konversionsraten unterschiedliche Kinder. Stroh wurde auch in der PARSIFAL-Studie als
moglicher Einflussfaktor auf die Entstehung allergischer Erkrankungen untersucht. Hierbei
konnte eine negative Assoziation gesehen werden, wihrend die Benutzung von Heu mit einer
erhohten Rate an Asthma und atopischer Sensibilisierung einherging [89]. Moglicherweise
spielt die Art der mikrobiellen Besiedelung des jeweiligen Futters hierbei eine Rolle, wobei
wohl auch die Art der Lagerung, also in gepresster Form oder frisch, einen Unterschied macht
[347, 348]. Da Stroh aus den Halmen verschiedener Pflanzen wie Getreide, Hiilsenfriichten,
Ol-oder Faserpflanzen besteht, wiren Angaben zur genauen Zusammensetzung des Strohs auf
den jeweiligen Hofen der Kinder dieser Arbeit fiir die Interpretation der Ergebnisse hilfreich
gewesen. Moglicherweise unterschied sich die mikrobielle Besiedelung der unterschiedlichen
Strohbestandteile voneinander und konnte so die inhomogenen Ergebnisse erkldren. Es muss
allerdings auch bedacht werden, dass meist noch andere Futterstoffe in derselben Scheune
gelagert werden, die mit immunmodulatorischen Substanzen, wie z.B. Mycotoxinen,
kontaminiert sein konnen [349-351], so dass auch hier je nach Zusammensetzung der
unterschiedlichen Stoffe ein eher allergieprotektives oder eben —forderndes Milieu entstehen
kann [89].

Die Nutzung von Sdgemehl als Einstreu im Stall ging mit einer geringeren Konversionsrate
von IFN-y bei den Kindern der betreffenden Hofe einher. Moglicherweise stellt Sdgemehl mit
seiner geringen Partikelgrofe ein geeignetes Transportmedium fiir verschiedene Allergene
dar, die so inhalativ aufgenommen werden [255, 315] und je nach Art und Menge des
Antigens unterschiedliche Immunreaktionen auslésen konnen [210]. Die hier beobachtete
niedrigere Konversionsrate fiir das Th1-Zytokin IFN-y bei Sdgemehlkontakt lédsst eine eher
allergieférdernde Wirkung vermuten, die im Tiermodell fiir den Kontakt mit niedrigen
Allergendosen beobachtet werden konnte [246]. Moglicherweise enthilt aber auch das
Sédgemehl an sich Epitope, die eine eher Th2-gerichtete Immunantwort auslésen kdnnen.
Ebenfalls widerspriichlich erscheinende Ergebnisse zeigten sich in Bezug auf das
Vorkommen eines Misthaufens in Hausndhe. Wihrend hierbei die Konversionsraten fiir IL-5
fast doppelt so hoch ausfielen wie bei Kindern ohne Misthaufen in der Wohnumgebung, was
eher eine vermehrte Rate an allergischen Erkrankungen erwarten lassen wiirde, zeigte sich
eine umso hohere Konversion fiir TNF-a , je ndher der Misthaufen am Haus lag. So lag die
Responderrate der Non-Responder bei Geburt nach einem Jahr bei 100%, wenn der

Misthaufen nur 10 m vom Haus entfernt lag. Bei einer Entfernung von 50 Metern betrug die
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Konversionsrate nur noch die Hélfte. TNF-a ist ein proinflammatorisches Zytokin und wird
den Th1-Zytokinen zugerechnet, was daher eher fiir einen allergieprotektiven Charakter des
Misthaufens sprechen wiirde. Auch das Diingen von Feldern, die sich in weniger als 300
Metern Entfernung zum Wohnhaus befanden, konnte mit einer hoheren Konversionsrate fiir
das Th1-Zytokin IL-12 im ersten Lebensjahr der betreffenden Kinder in Verbindung gebracht
werden. Sowohl Mist als auch Diingemittel enthalten eine Vielzahl an mikrobiellen Stoffen,
deren Zusammensetzung von Interesse wire, um den hier beobachteten Trend zu einem eher
Th1-gewichteten Zytokinprofil mit vermutlich allergieprotektivem Potential genauer
beurteilen und eventuell den einzelnen Bestandteilen zuschreiben zu konnen [ 144, 352]. Dafiir
bedarf es allerdings weiterer Studien.

Bei allen genannten Einflufaktoren der lindlichen Umgebung muss natiirlich bedacht
werden, dass diese hochstwahrscheinlich schon auf die schwangere Mutter eingewirkt haben,
so dass mogliche Effekte auf das Kind schon in utero bestanden haben konnen [51]. Somit
konnen auch prinatal entstandene Sensibilisierungen oder Toleranzentwicklungen auf

Umweltallergene das Zytokinantwortverhalten im ersten Lebensjahr beeinflusst haben.

5.3.3.7.3 Mikrobielle Stoffe im Haus und durch miitterliche

Farmtitigkeiten

Es fiel auf, dass der Grof3teil der Non-Responder fiir IL-12 wihrend der Wochenbettzeit tiber
16 Stunden am Tag im Zimmer der Mutter war, und dass diese im Vergleich zu den Kindern
mit kiirzeren Aufenthaltszeiten im miitterlichen Zimmer nach einem Jahr signifikant weniger
zu Respondern konvertierten. Ab dem zweiten Lebensmonat dagegen schliefen die meisten
Non-Responder fiir IL-12 im eigenen Bett, nur wenige schliefen ganz oder teilweise im
Elternbett. Auffallend war, dass letztere nach einem Jahr nahezu alle zu Respondern
konvertierten, wahrend die Responderrate der Kinder, die nur im eigenen Bett schliefen,

lediglich 30% betrug.

Diese Ergebnisse scheinen zunichst widerspriichlich, da im ersten Fall der Aufenthalt im
miitterlichen Bett eine geringere Th1-Konversion zu bewirken scheint, wihrend dies im
zweiten Fall genau umgekehrt ist.

Als allergieprotektive Faktoren im miitterlichen Bett, die eine erhohte Th1-Konversion

erwarten lassen wiirden [233-236], konnte die Endotoxinkonzentration in der Matratze
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gesehen werden [173]. Diese scheint in Farmhaushalten hoher zu liegen als bei Nichtfarmern
[163, 164] und wurde schon in einigen Studien mit einer geringeren Rate an allergischen
Erkrankungen bei den betreffenden Kindern assoziiert [56, 163, 164, 171, 260] — auch
unabhingig vom Farmerstatus [353]. Auch die Haustierhaltung konnte mit erhohten
innerhduslichen Endotoxinleveln in Verbindung gebracht werden [306-308], was sich jedoch
nicht in allen Studien zeigte [173, 304, 305].

Es gibt allerdings auch zahlreiche andere Faktoren im héuslichen Bereich, die allergische
Reaktionen auslosen und so den protektiven Endotoxineffekt autheben konnen [105]. Dies
konnte zum Beispiel schon mehrfach fiir eine hohe Belastung mit Hausstaubmilben gezeigt
werden [314, 354-359], aber auch Katzenallergene oder Allergene von Farmtieren und
Stallprodukten, die durch die auf der Farm arbeitenden Eltern ins Haus gebracht werden,
konnten zur Ausbildung allergischer Reaktionen fiihren [164, 346] und somit Grund fiir
niedrigere Th1-Level beim Kind sein [288-291]. Das konnte auch die deutlich niedrigere IL-
12-Konversionsrate der Kinder erkldren, deren Miitter in der Viehiiberwachung und
Medikamentengabe tétig waren. Es wire interessant zu evaluieren, mit welchen
Umweltstoffen die Miitter bei dieser Tatigkeit in Kontakt kamen und welche Antigene sie
dadurch in das Wohnhaus und evtl. das eigene Bett brachten. Daten hierzu liegen leider nicht
vor. Es wire allerdings auch moéglich, dass Kinder der betreffenden Miitter vermehrt zu deren
Farmtitigkeiten mitgenommen wurden und daher selbst mit einer groBeren Vielfalt
mikrobieller Umweltstoffe, moglicherweise aber auch Substanzen wie Tierallergenen,
Futterstoffen oder auch Pestiziden [340]in Beriihrung kamen, die in der Summer hier eine
eher allergiefordernde Wirkung hatten [319, 326] und somit Grund fiir die niedrigeren Th1-
Level waren [288-291]. Auch eine Belastung mit und moglicherweise Sensibilisierung auf
diese Stoffe schon in utero kann nicht ausgeschlossen werden [149, 299], da die betreffenden
Miitter die Viehbetreuung sehr wahrscheinlich nicht erst nach der Geburt begonnen, sondern
schon vorher ausgefiihrt haben, und in mehreren Studien gezeigt werden konnte, dass
EinfluBfaktoren durch die Mutter im Zeitraum der Schwangerschaft einen groBeren Effekt
haben als nach der Geburt [51].

Bei Betrachtung der Schlafplatzsituation des Kindes stellt sich zudem die Frage, wo sich die
Kinder mit kiirzeren Aufenthaltszeiten im miitterlichen Bett sonst aufgehalten haben.
Moglicherweise verbrachten sie mehr Zeit im Wohnraum oder im Kinderzimmer mit dlteren
Geschwistern, was sowohl das Spektrum an mikrobiellen Umweltstoffen, mit denen sie in

Kontakt kamen, als auch die Gefahr einer Ansteckung mit Infektionen durch die
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Geschwisterkinder erhohte [37, 313] und somit in der Summe ein eher allergieprotektives
Milieu [40, 89, 313, 323] mit einem Th1-gewichteten Zytokinprofil [233-236] geschaffen
haben konnte.

Zu Bedenken gilt auch, dass die signifikant niedrigere IL-12-Konversion bei Kindern mit
langen Aufenthaltszeiten im miitterlichen Bett wihrend der Wochenbettzeit und bei Kindern
von in der Viehiiberwachung tatigen Miittern nach Stimulation mit LPS detektierbar war, die
hohere IL-12-Konversionsrate der Kinder, die nach dem 2. Lebensmonat im elterlichen Bett
schliefen, dagegen nach Stimulation mit SEB, so dass moglicherweise auch die verwendeten

Stimulantien bei der Interpretation der Ergebnisse beriicksichtigt werden sollten.

5.3.3.7.4 Beeinflussung durch Verkehrsabgase

Ein weiterer Umweltfaktor, der einen Einfluss auf die Entwicklung des Immunsystems im
ersten Lebensjahr nehmen konnte, ist die Belastung durch Verkehrsabgase. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Frequenz des Traktorenverkehrs in der
zum Wohnhaus fiithrenden Straf3e mit signifikanten Unterschieden in der Konversionsrate fiir
das Th2-Zytokin IL-5 assoziiert war. So zeigte sich bei einer Frequenz von bis zu fiinf
Traktorfahrten am Tag die hochste Konversionsrate, bei einer Frequenz von bis zu 25 mal
taglich zeigten sich ebenfalls noch hohe Werte, wihrend bei einer Frequenz von iiber 25 mal
kaum noch Konversion stattfand.

Ein hohes Verkehrsaufkommen lésst eine erhohte Belastung mit Feinstaub, Stickoxiden und
anderen Abbauprodukten vermuten. Diese zeigten zwar nicht in allen Untersuchungen
Auswirkungen auf die Atemwegsfunktion [338], konnten aber in einigen Studien durchaus
mit einer erhohten Rate an Asthma und anderen Atemwegssymptomen bei Kindern in
Zusammenhang gebracht werden [326, 329, 331-337, 360, 361]. Eine hierbei zu erwartende
erhohte Th2-Antwort [1] konnte bei Duramad et al bei Exposition mit Stickstoffdioxid
gesehen werden [197]. Auch Erwachsene zeigten nach vierstiindiger Exposition mit
Stickstoffdioxid eine Hochregulation von Th2-Zytokinen [362], so dass die hohe IL-5-
Responderrate unter den Kindern mit regem Traktorenverkehr in der unmittelbaren
Wohnumgebung mit diesen Ergebnissen kongruent wire. Die geringere Konversionsrate der
Kinder, in deren Umgebung mehr als 25 mal am Tag Traktorenverkehr herrschte, stellt
dagegen ein eher unerwartetes Ergebnis dar, wobei man bedenken muss, dass mit n=4 eine

nur sehr geringe Fallzahl herangezogen wurde, die bei Testverfahren mit unsteten Variablen
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nur eingeschréinkte Interpretationsmoglichkeiten zulédsst. Gegebenenfalls lassen
Auswertungen am gesamten Datenmaterial aller beteiligten Studienzentren genauere

Aussagen zu.
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6 Zusammenfassung

Hintergrund: Die in den letzten Jahrzehnten deutlich werdende Zunahme allergischer
Erkrankungen im Kindes- und Jugendalter gab Anlass zur Durchfiihrung zahlreicher Studien,
die die genetischen und immunologischen Faktoren, aber auch mégliche Risikofaktoren und
protektive Konstellationen im Lebensumfeld der betreffenden Kinder zu ermitteln versuchten.
Dabei konnte mehrfach ein allergie-protektiver Effekt fiir das Leben im ldandlichen Bereich,
insbesondere auf Bauernhofen, gesehen werden. Die zugrundeliegenden Mechanismen und
ihr Bezug zu den verschiedenen Faktoren im Bauernhofumfeld sind jedoch noch in vielen
Punkten unklar. In diesem Rahmen entstand daher das PASTURE-Projekt (,,Protection
against Allergy: A Study in Rural Environment*), eine prospektive longitudinale Studie, die
in fiinf europdischen Lindern (Deutschland, Osterreich, Schweiz, Frankreich und Finnland)
durchgefiihrt wurde, und sowohl umfassende genetische und immunologische Daten der
Bauern- und Nicht-Bauern-Kinder, als auch mikrobiologische und familidre EinfluBfaktoren

ihres Lebensumfelds zum Zeitpunkt der Geburt und am Ende des ersten Lebensjahrs erhob.

Zielsetzung: Gegenstand dieser Arbeit war es, anhand der Subpopulation der deutschen
Probanden neben der Darstellung des unterschiedlichen Zytokin-Sekretionsprofils der
Bauern- und Nicht-Bauern-Kinder zum Zeitpunkt der Geburt und nach einem Jahr, auch den
dynamischen Verlauf dieser Zytokinentwicklung darzustellen und mit Einflulfaktoren aus
den Bereichen Schwangerschaftsexposition der Mutter, Umwelt, Erndhrung und

Gesundheitszustand von Mutter und Kind in einen méglichen Zusammenhang zu bringen.

Methoden: In der vorliegenden Arbeit wurde eine Subpopulation von 108 Kindern,
bestehend aus 50 Bauern- und 58 Nicht-Bauern-Kindern, verwendet. Anhand mehrerer
standardisierter Fragebdgen wurden umfassende Daten zu Lebensumstéinden,
Erndhrungsgewohnheiten und Gesundheitszustand von Mutter, Vater und Kind erhoben. Fiir
die Bestimmung der Zytokine wurde plazentares Nabelschnurblut und peripheres Vollblut der
einjahrigen Kinder entnommen und jeweils mit Lipopolysaccharid, Staphylokokken
Enterotoxin B und Phorbolester/lonomycin stimuliert. Nach einer Inkubationszeit von 24h
bzw. 48h wurden die Uberstinde entnommen und die Zytokine IL-5, IL-10, IL-12, IFN-y und
TNF-a mittels ELISA quantitativ erfasst.
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Ergebnisse: Insgesamt fiel eine breite Streuung der Zytokinkonzentrationen mit zahleichen
Nullwerten (v.a. fiir IL-5 und IL-10) auf, die Berechnung der Mediane erfolgte daher unter
Ausschluss dieser. Die 48h-Median-Werte von IFN-y und TNF-a lagen im Allgemeinen
sowohl bei Geburt als auch nach einem Jahr hoher als die 24 h-Werte, IL-10 zeigte zum Teil
niedrigere Werte nach 48 h und IL-5 und IL-12 zeigten keine Verdnderung beziiglich des
Stimulationszeitpunktes. Die 1-Jahres Mediane lagen - auBer bei IFN-y nach Stimulation mit
PI - iiber denen der Geburtsmediane und beziiglich des Bauernstatus zeigten sich bei Geburt
fiir IL-10 und TNF-a niedrigere Werte bei den Bauern, hohere dagegen fiir IFN-y, IL-12 und
IL-5. Die 1-Jahreswerte der Bauern und Nicht-Bauern unterschieden sich nicht voneinander,
ebenso bestand kein Unterschied in der Anzahl der detektierbaren Werte zu beiden
Zeitpunkten. Es konnte nur fiir IL-5 (PI) und IL-12 (SEB) ein signifikanter Unterschied in der
Anzahl der 1-Jahres-Responder (=Kinder mit positiven Zytokinwerten) in Abhidngigkeit vom
Geburts-Responderstatus gesehen werden.

Die Entwicklung der Non-Responder bei Geburt zum Responder nach einem Jahr, wurde mit
verschiedenen Faktoren aus den Bereichen Ernidhrung, Gesundheit und Lebensumfeld von
Mutter und Kind korreliert. Dabei waren beziiglich miitterlicher Faktoren erhohte
Konversionsraten fiir IL-5 mit ,,niedriger Schulbildung* assoziiert, niedrige dagegen mit
»Allergenmeidung aufgrund von Allergien in der Familie®, ,,Ekzem des Vaters der Mutter®,
»Allergie der Mutter in der Schwangerschaft®, ,,Antibiotikaeinnahme der Mutter in der
Schwangerschaft” und ,,Verzehr saurer Speisen und Getrinke in der Stillzeit*. Erhohte 1L-12-
Konversion zeigte sich fiir ,,Vorhandensein weiterer eigener Kinder®, ,,spastische Bronchitis
in der Kindheit* und ,,Infektionen wihrend der Schwangerschaft®, niedrige 1L-12-Konversion
dagegen fiir ,,Neurodermitis in der Vorgeschichte®, ,,Frischmilchkonsum in der
Schwangerschaft®, ,,Verzehr scharfer Gewiirze in der Stillzeit®, ,,Verzehr von Koffein in der
Stillzeit,, und ,, Tatigkeit in der Viehiiberwachung und Medikamentengabe“. Erhohte
Konversion fiir TNF-a ergab sich fiir ,,Kindheit der Mutter auf einem Hof* und ,,Verzehr von
Koffein in der Stillzeit,,, niedrige IFN-y-Konversion fiir ,,Vorhandensein weiterer eigener
Kinder*, ,,Kindheit der Mutter auf einem Hof* und ,,vaginale Pilzinfektion in der
Schwangerschaft*. Hinsichtlich kindlicher Faktoren fand sich eine Assoziation von erhohter
IL-12-Konversionrate mit ,. keuchendem Atmen bis zum 2. Lebensmonat®,
,INeugeborenenexanthem bis zum 2. Lebensmonat* und ,,Verzehr von Fisch®, und von
niedriger IL-12-Konversion mit ,,Wochenbettzeit iiber 16 Stunden tiglich im miitterlichen

Bett* und ,,eigenes Bett als Schlafplatz ab dem 2. Lebensmonat®. Die IFN-y-Konversion war
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erhoht bei ,,H-Milchkonsum* und erniedrigt bei ,,Verzehr von Zitrusfriichten®, wihrend IL-5
eine erhohte Konversionsrate fiir ,,Hautausschlag in der ersten Lebenswoche* und eine
erniedrigte Rate fiir ,,Antibiotikaeinnahme ab dem 2. Lebensmonat* zeigte. ,,Stallaufenthalt
im 2. Lebensmonat* war bei einer Dauer von mehr als drei Tagen pro Woche und keinem Tag
pro Woche assoziiert mit hoher IL-5 Konversion im Vergleich zu mittleren
Aufenthaltsdauern. Beziiglich Faktoren aus dem Lebensumfeld der Kinder fiel eine erhohte
IL-5-Konversionsrate fiir ,,Stroh als Futter®, ,,Misthaufen in Wohnungsnéhe*, ,,Nutzung einer
Zentralheizung* und ,, Traktorenverkehr in der Strafe mit einer Frequenz bis 25 mal tiglich*
auf, eine erniedrigte IL-5-Konversion fiir ,,Nutzung einer Holz-, Kohle- oder
Einzelraumheizung®. Erhohte 1L-12-Konversion waren assoziiert mit ,,Stroh als Tierfutter
oder Einstreu®, ,,Gediingten Feldern in Wohnungsnihe* und ,,Zwei weiteren Kindern im
Haushalt* (im Vergleich zu einem bzw. drei oder mehr Kindern), erniedrigte IL-12-
Konversion mit ,,Katze als Haustier. Eine erniedrigte IFN-y-Konversion fiel fiir ,,Sdgemehl
als Einstreu* auf, eine erniedrigte TNF-a-Konversion fiir ,,Nutzung einer Einzelraumheizung*
und eine erhohte TNF-a-Konversion fiir ,,Misthaufen in weniger als 10 oder mehr als 50

Metern Entfernung zum Haus*.

Schlussfolgerung:

Das héufigere Auftreten von Zytokinen oberhalb der Nachweisgrenze und die insgesamt
hoheren Medianwerte nach einem Jahr beruhen moglicherweise auf einer gewissen Unreife
des kindlichen Immunsystems bei Geburt. Eine Ausnahme bildeten IFN-y und TNF-a mit
hoheren Werten im Nabelschnurblut, was der bisherigen Annahme eines eher Th2-
gewichteten Zytokinprofils bei Geburt eher widerspricht. Auch eine Stimulantienabhéngigkeit
beziiglich der Messwerte muss bedacht werden, zeigten sich doch fiir die Stimulation mit PI
zum Teil hohere Medianwerte als fiir SEB oder LPS. Die bei den Bauern (tendenziell)
signifikant hoheren Geburtswerte fiir [FN-y und IL-12 lassen zwar die erwartete Th1-
Dominanz erkennen, die ebenfalls erhohten IL-5-Werte wiren im Sinne einer Th2-
Gewichtung jedoch eher bei den Nicht-Bauernkindern zu erwarten gewesen, bei denen
dagegen hohere Werte fiir das regulatorische Zytokin IL-10 und das Th1-Zytokin TNF-a
auffielen. Erstaunlicherweise konnten keine Unterschiede nach einem Jahr festgestellt
werden, was bei dem vielfach postulierten allergie-protektiven Effekt des Bauernstatus

anzunehmen gewesen ware.
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Die Ergebnisse zu moglichen Einflufaktoren auf die Zytokinentwicklung fielen sehr
inhomogen und zum Teil unerwartet aus. Der in Studien gezeigte protektive Effekt von
Faktoren wie Stallaufenthalt, regelmédBigem Farmtierkontakt, Haustierhaltung, Verzehr
hofeigener Milchprodukte und hohem Endotoxingehalt im Lebensumfeld konnte hier nur
teilweise im Sinne einer Th1-Gewichtung der Zytokinentwicklung der davon betroffen Kinder
gezeigt werden. Auch die Ergebnisse beziiglich mikrobieller Umweltstoffe in der
Lebensumgebung, Erndhrungsgewohnheiten von Mutter und Kind, familidrer Vorbelastung
beziiglich allergischer Erkrankungen und Infektionen von Mutter und Kind fielen sehr
unterschiedlich aus: teilweise zeigte sich eine Gewichtung in die eine oder andere Richtung,
zum Teil waren aber sowohl Th1- als auch Th2-Zytokine erhoht. Bei all diesen Einfliissen
bleibt jedoch letztlich unklar, welches die genauen Bestandteile sind, die fiir die beobachteten
Effekte verantwortlich sind, und wie sie sich gegenseitig beeinflussen. Auch ist unklar, ob die
Menge eines Allergens ausschlaggebend dafiir ist, ob sich ein eher Th1- oder Th2-gewichtetes
Zytokinprofil entwickelt, oder ob der Art der Aufnahme (inhalativ, oral) eine besondere
Bedeutung zukommt. Auch der Zeitpunkt der Exposition (Schwangerschaft, Stillzeit, frithe
Kindheit) und die generelle genetische Pridisposition der einzelnen Kinder diirfen nicht aufler
Acht gelassen werden. Genauere Untersuchungen zu den einzelnen Faktoren mit all ihren
Einfliissen sollten daher in weiteren Studien erfolgen. Letztlich entscheidet wahrscheinlich
auch die Summe aller beeinflussenden Faktoren, ob ein Milieu als allergieprotektiv oder —
fordernd gilt. Daher wére es hilfreich, die in dieser Arbeit beobachteten Assoziationen von
Einflufaktoren und Zytokinentwicklungen in weiteren multivariaten Analysen am gesamten,
groBeren PASTURE-Probandenkollektiv aller Linder auf mogliche Abhéngigkeiten zu
iberpriifen, da die Fallzahlen dieser Studie fiir zuverlédssige Aussagen zum Teil zu klein
ausfielen. Die hier erhobenen Daten erstrecken sich zudem auf einen vergleichsweise kurzen
Beobachtungszeitraum von nur einem Jahr und konnten durch Langzeitbeobachtungen
sinnvoll ergdnzt werden. Auch sollte nicht vergessen werden, dass aufgrund verschiedener
verwendeter Stimulantien und Stimulationszeiten in den sich mit diesem Thema befassenden
unterschiedlichen Studien eine Beeinflussung der Ergebnisse stattgefunden haben kann und

die Studien dahingehend nur eingeschrinkt miteinander verglichen werden konnen.
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7.5 Ergianzende Ergebnistabellen
7.5.1 Boxplots mit Ausreiflern

Abb. A.1: Boxplot mit Ausreiller zu IL-10 (Stimulation mit SEB, 48h-Wert):
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Abb. A.2: Boxplot mit Ausreifler zu IFN-y (Stimulation mit PI, 48h-Wert):
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Abb. A.1 und A.2: Hohe der Mediane (in pg/ml) der Zytokine bei Geburt, die signifikante

Unterschiede bzw. Trends beziiglich des Bauern-Status aufweisen.
Die Daten liegen als Boxplots vor (Strich: Median, Boxen: IQR (Interquartilabstand), T-bars: range, * und °:

Ausreifler). Die Unterschiede beider Gruppen wurden mittels MW U-Test berechnet.
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7.5.2 Responderraten in n/N im Nabelschnurblut und im venosen

Blut nach einem Jahr nach Bauernstatus getrennt

Tab. A.5: Responderraten in n/N im Nabelschnurblut und im venésen Blut nach 1 Jahr

(Bauern)
Zytokin Stimulans Responder bei Geburt Responder nach 1 Jahr in
in n/N (%) n/N (%)

LPS 4/46 (8,7) 24/46 (52,2)

IL-5 SEB 8/46 (17,4) 36/46 (78,3)

PI 29/47 (61,7) 45/47 (95,7)

LPS 42/45 (93,3) 45/46 (97,8)

IL-10 SEB 32/44 (72,7) 44/46 (95,7)

PI 20/42 (47,6) 43/46 (93,5)

LPS 5/46 (10,9) 15/46 (32,6)

IL-12 SEB 7/46 (15,2) 23/44 (52,3)

PI 12/46 (26,1) 31/46 (67,4)

LPS 20/45 (44,4) 18/46 (39,1)

IFN-y SEB 26/46 (56,5) 39/45 (86,7)

PI 40/47 (85,1) 45/46 (97,8)

LPS 33/46 (71,7) 43/46 (93,5)

TNF-a SEB 19/46 (41,3) 37/46 (80,4)

PI 38/47 (80,9) 44/46 (95,7)

Tab. A.5: Responderraten in n/N im Nabelschnurblut und peripher-venosen But der Kinder

nach 1 Jahr, getrennt nach Zytokinen und Stimulantien — nur Bauern
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Tab. A.6: Responderraten in n/N im Nabelschnurblut und im venésen Blut nach 1 Jahr

(Nicht-Bauern)

Zytokin Stimulans Responder bei Geburt Responder nach 1 Jahr in n/N
in n/N (%) (%)

LPS 3/55 (5,5) 17/51 (33,3)
IL-5 SEB 15/57 (26,3) 39/51 (76,5)
PI 37/57 (64,9) 49/54 (90,7)
LPS 49/55 (89,1) 52/54 (96,3)
IL-10 SEB 46/54 (85,2) 49/52 (94,2)
PI 38/53 (71,7) 49/53 (92,5)
LPS 8/55 (14,5) 20/52 (38,5)
IL-12 SEB 8/54 (14,8) 19/50 (38,0)
PI 9/54 (16,7) 38/51 (74,5)
LPS 23/55 (41,8) 24/56 (42,9)
IFN-y SEB 39/56 (69,6) 46/55 (83,6)
PI 45/56 (80,4) 52/55 (94,5)
LPS 40/53 (75,5) 47/55 (85,5)
TNF-a SEB 22/53 (41,5) 37/53 (69,8)
PI 47/53 (88,7) 50/55 (90,9)

Tab. A.6: Responderraten in n/N im Nabelschnurblut und peripher-venosen But der Kinder

nach 1 Jahr, getrennt nach Zytokinen und Stimulantien — nur Nicht-Bauern
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7.5.3 Untersuchung moglicher Einflulfaktoren auf die Entwicklung des Responderstatus der

Non-Responder bei Geburt — tendenziell signifikante Ergebnisse bis p<0,01

Tab. A.7: Mutter

Mutter LPS SEB PI
NR-Rin % undn/N  p-Wert NR-Rin% undn/N  p-Wert NR-Rin % undn/N  p-Wert
Allgemeine Daten
Erste SS der Mutter
Ja IL-12 21,4% (6/28) 0,062 26,9% (7/26) 0,067 - -
Nein 42,3% (22/52) 48,9% (23/47) -
Gewicht vor der SS
Bis 60 kg TNF-a - - 56,3% (9/16) 0,058 - -
61 - 80 kg - 86,7% (26/30) -
Uber 80 kg - 60,0% (3/5) -
Anzahl der eigenen Kinder
1 IL-12 61,5% (16/26) 0,079 - - - -
2 28,6% (4/14) - -
3 und mehr 28,6% (2/7) - }
Geschwisterzahl bei Geburt
0 TNF-a - - 42.9% (3/7) 0,077 - -
1-2 - 75,0% (21/28) -
3 und mehr - 87,5% (14/16) -
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LPS
NR-R in % und n/N

SEB
p-Wert

NR-R in % und n/N

PI

p-Wert NR-R in % und n/N

p-Wert

Mediznische
Vorgeschichte

Jemals Asthma
Ja
Nein

> 5 Schachteln Zigaretten im

Leben geraucht
Ja

Nein
Jemals juckender

Hautausschlag < 6 Mon.
Ja

Nein

IL-12

IL-12

TNF-a

- 61,9% (13/21)
83,3% (25/30)

- 100,0% (10/10)
70,5% (43/61)

- 87,0% (20/23)
68,8% (33/48)

0,084 -

0,056*

0,099

Ernihrung, Infektionen
und
Medikamenteneinnahme
in Schwangerschaft

Antibiotikaeinnahme in SS
Ja
Nein

IL-5

11,1% (1/9)
42,7% (32/75)

0,082%* 55,6% (5/9)

82,3% (51/62)

0,087%* 40,0% (2/5)

87,1% (27/31)

0,04*
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LPS SEB PI
NR-Rin % undn/N  p-Wert NR-Rin% undn/N  p-Wert NR-Rin % undn/N  p-Wert

Ernihrung, Infektionen

und
Medikamenteneinnahme
in Stillzeit
Allergiebeschwerden

Ja IL-5 20,0% (3/15) 0,09 - - 50,0% (3/6) 0,086*

Nein 43,8% (28/64) - 85,7% (24/28)

Verzicht auf koffeinhaltige
Getrinke

Ja IL-12 51,4% (19/37) 0,01 - - 83,3% (25/30) 0,092

Nein 22,2% (8/36) - 64,7% (22/34)

Verzicht auf scharfe Gewiirze

Ja IFN-y 26,9% (7/26) 0,1 - - - -

Nein 50,0% (11/22) - -

Verzicht auf blihende Speisen

Ja IL-5 44,6% (25/56) 0,073 - - - -

Nein 22,7% (5/22) - -

Einnahme von Schmerzmitteln

Ja IFN-y 18,8% (3/16) 0,069 - - - -

Nein 45,5% (15/33) - -

Erkiltung ohne Fieber

Ja IL-12 - - - - 66,7% (12/18) 0,095%*

Nein - - 93,3% (14/15)
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LPS

SEB

PI

NR-Rin % undn/N  p-Wert NR-Rin% undn/N  p-Wert NR-Rin % undn/N  p-Wert
Hoftatigkeiten
Stallarbeit im 2. SS-Trimenon
Bis 3d/Woche 1L-12 71,4% (5/7) 0,07* - - - -
Uber 3d/Woche 25,9% (7/27) - -
Hoftitigkeit seit Geburt des
Kindes
Ja IL-5 50,0% (17/34) 0,097 - i i i
Nein 32,0% (16/50) - -
Scheunenarbeit im 1. SS-
Trimenon
0 Tage/Woche IL-S 64,3% (9/14) 0,068 - - - -
Bis 3 Tage/Woche 18,2% (2/11) - -
Mehr als 3 Tage/Woche 50,0% (4/8) - -
Hofaufenthalt von Nicht-
Bauerinnen in der SS
Wenige min. IL-5 25,0% (3/12) 0,092 60,0% (6/10) 0,068 - -
1-2 Std. 37,5% (6/16) 100,0% (11/11) -
> 2 Std. 70,0% (7/10) 80,0% (8/10) -
Hofaufenthalt von Nicht-
Bauerinnen in den letzten 3
Jahren vor der SS
Nie IL-5 100,0% (8/8) 0,094 - . ) i
< 1x/Monat 60,0% (6/10) - -
Mind. 1x/Mon. 100,0% (5/5) - -

Mind. 1x/Woche

83,3% (15/18)
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LPS SEB PI
NR-Rin % undn/N  p-Wert NR-Rin% undn/N  p-Wert NR-Rin % undn/N  p-Wert

Hoftitigkeit im 1. Lebensjahr des

Kindes
Ganztags IL-12 - - 71,4% (5/7) 0,1 - -
Halbtags - 25,0% (2/8) -
Weniger als halbtags - 41,7% (5/12) -
Uberhaupt nicht - 83,3% (5/6) -

Stallaufenthalt im 3.-4.
Lebensmonat des Kindes

Ja IL-12 - - - - 65,0% (13/20) 0,064*
Nein - - 100,0% (10/10)
Ja TNF-a - - 84,2% (16/19) 0,078* - _
Nein - 40,0% (2/5) -
Tab. A.8: Kind
Kind LPS SEB PI

NR-Rin % undn/N  p-Wert NR-Rin% undn/N  p-Wert NR-Rin % undn/N p-Wert

Erkrankungen

Art der verabreichten
Medikamente bis zum 2.

Lebensmonat
Schulmedizin und IL-5 32,1% (9/28) 0,066* - - - -
Homdopathie/Naturheilkunde
Nur Homdoopathie/Naturheilkunde 80,0% (4/5) - -
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LPS

NR-Rin % und n/N  p-Wert

SEB
NR-R in % und n/N

p-Wert

PI
NR-R in % und n/N

p-Wert

Bindehautentziindung/Entziindu
ng des Tranenkanals bis zum 2.
Lebensmonat
Ja
Nein
Hautausschlag in der 1.
Lebenswoche
Ja
Nein
Hautausschlag im Windelbereich
ab dem 2. Lebensmonat
Ja
Nein
Ja
Nein

IL-12

IL-12

IL-5

IL-12

61,5% (8/13)
29,9% (20/67)

0,053*

46,3% (25/54)
26,7% (8/30)

0,078

57,9% (11/19)
80,8% (42/52)

80,9% (38/47)
62,5% (15/24)

0,067*

0,093

Ernidhrung

Nahrungsmittel zur
Allergievorbeugung vermieden
Ja
Nein
Nahrungsmittel auf
Arztempfehlung hin vermieden
Ja

Nein

IL-12

IL-12

86.2% (25/29)
58,3%(7/12)

58,3% (7/12)
86,2% (25/29)

0,093*

0,093%*
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LPS SEB PI
NR-R in % und n/N p-Wert  NR-Rin % undn/N  p-Wert NR-Rin % undn/N p-Wert

Abgekochte Kuhmilch vom Hof
getrunken ab dem 2.
Lebensmonat
Ja IFN-y - - 57,1% (4/7) 0,093* - -
Nein - 88,5%(23/26) -
Fisch vermieden im 1.
Lebensjahr
Ja IL-5 28,6% (8/28) 0,065 - ) i i
Nein 55,0% (11/20) - -
Kuhmilch direkt vom Hof
getrunken im 1. Lebensjahr
Ja IL-5 - - 66,7% (16/24) 0,072 - -

Nein - 85,1% (40/47) -
Ja IFN-y - - 57,1% (4/7) 0,093* - -
Nein - 88,5% (23/26) -
Niisse vermieden im 1.
Lebensjahr
Ja IL-12 - - - - 84,4% (27/32) 0,087*
Nein - - 55,6% (5/9)
Ja IFN-y - - 87,5% (14/16) 0,063* - -
Nein - 40,0% (2/5) -
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LPS
NR-R in % und n/N

SEB
p-Wert  NR-R in % und n/N

p-Wert

PI
NR-R in % und n/N

p-Wert

Umweltkontakte

Leben auf Bauernhof im 1.
Lebensjahr
Ja
Nein
Nutzung einer Daunen-
/Federdecke
Ja

Nein
Nutzung einer Naturfaserdecke
Ja
Nein
Renovierung/neue Mobel im

Vorjahr bis zum 2. Lebensmonat
Ja
Nein
RegelmiéBiger Heukontakt im 1.

Lebensjahr
Ja

Nein

IL-5

IL-§

TNF-a

TNF-o

IL-12

50,0% (19/38)
30,4% (14/46)

66,7% (6/9)
31,0% (22/71)

0,068 -

- 42,9% (3/7)
79,5% (35/44)

- 65,6%(21/32)
89,5% (17/19)

0,059% -

0,06*

0,096*

100,0% (12/12)
70,8% (17/24)

0,07*
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LPS SEB PI
NR-Rin %9 undn/N  p-Wert NR-Rin% undn/N  p-Wert NR-Rin % undn/N  p-Wert
Stallaufenthalt bis zum 2.
Lebensmonat
Ja IL-12 - - 30,8% (4/13) 0,072 - -
Nein - 63,2% (12/19) -
Durchschnittliche
Stallaufenthaltszeit im 2.
Lebensmonat
0d/Woche 1L-5 54,5% (12/22) 0,093 83,3% (15/18) 0,026 - -
Bis 3d/Woche 25,0% (2/8) 44,4% (4/9) -
Uber 3d/Woche 83,3% (5/6) 100,0% (6/6) -
0d/Woche IL-12 40,9% (9/22) 0,087 - - - -
Bis 3d/Woche 50,0% (4/8) - -
Uber 3d/Woche 0,0% (0/7) - -
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Tab. A.9: Umwelt

Umwelt LPS SEB PI
NR-Rin % undn/N  p-Wert NR-Rin% undn/N  p-Wert NR-Rin % undn/N  p-Wert
Bauernhofeigenschaften
Grascops als Tierfutter bis
zum 2. Lebensmonat
Ja IL-5 61,9% (13/21) 0,091 - - - ,
Nein 33,3% (5/15) - -
Sédgemehl als Einstreu im 1.
Lebensjahr
Ja IL-5 60,0% (12/20) 0,086 - - - -
Nein 31,3% (5/16) - -
Langes Stroh als Einstreu im 1.
Lebensjahr
Ja IL-5 60,0% (12/20) 0,086 - - - i}
Nein 31,3% (5/16) - -
Futtermehl als Tierfutter im 1.
Lebensjahr
Ja IL-12 - - - - 40,0% (2/5) 0,091
Nein - - 81,8% (18/22)
Saures Gras als Einstreu im 1.
Lebensjahr
Ja IL-12 63,6% (7/11) 0,067 - - - ,
Nein 28,0% (7/25) - -
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LPS SEB PI
NR-Rin %9 undn/N  p-Wert NR-Rin% undn/N  p-Wert NR-Rin % undn/N  p-Wert

Andere Art von Einstreu im 1.
Lebensjahr (kein Rindenmulch,
Sdgemehl, Hobelspine, langes
Stroh, gehiickseltes Stroh, saures
Gras aus Feuchtwiesen)

Ja IL-5 83,3% (5/6) 0,081%* - - - -
Nein 40,0% (12/30) - -
Anzahl Milchkiihe auf Hof in SS
Bis 30 IFN-y 18,8% (3/16) 0,054%* - - - -
Uber 30 66,7% (4/6) - -
Anzahl sonstiger Rinder auf Hof
in SS
Bis 30 IFN-y 18,8% (3/16) 0,054%* - - - -
Uber 30 66,7% (4/6) - -
Bauernstatus
Ja IL-5 50,0% (19/38) 0,068 - - - -
Nein 30,4% (14/46) - -
Ja IL-12 - - 51,5% (17/33) 0,1 - -
Nein - 32,5% (13/40) -
Wohnumgebung
Komposthaufen auf Grundstiick
Ja IL-5 29,3% (12/41) 0,066 68,8% (22/32) 0,058 - -
Nein 48,8% (21/43) 87,2% (34/39) -
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LPS SEB PI
NR-Rin % undn/N  p-Wert NR-Rin% undn/N  p-Wert NR-Rin % undn/N  p-Wert
Entfernung des Komposthaufens
<10m TNF-o. - - 91,7% (11/12) 0,069%* - -
>10m - 50,0% (6/12) -
Misthaufen in Wohnungsnéhe
Ja IL-5 49,0% (25/51) 0,023 - - 91,3% (21/23) 0,073*
Nein 24.2% (8/33) - 61,5% (8/13)
Entfernung des Misthaufens
<10m IL-12 33,3% (4/12) 0,069 - - - -
10-50 m 34,4% (11/32) - -
>50m 83,3% (5/6) - -
Haustiere
Mutter hat Haustiere
Ja IL-12 26,7% (12/45) 0,076 - - - -
Nein 45,7% (16/35) - -
Katze als Haustier im 1.
Lebensjahr
Ja IFN-y 48,0% (12/25) 0,099 - - - -
Nein 25,9% (7/27) - -
Katze im Kinderschlafzimmer im
1. Lebensjahr
Ja TNF-a - - 100,0% (12/12) 0,074%* - -
Nein - 60,0% (3/5) -
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LPS SEB PI
NR-Rin %undn/N  p-Wert NR-Rin% undn/N  p-Wert NR-Rin % undn/N p-Wert
Katze in Wohnung wihrend SS
Nie IL-12 50,0% (2/4) 0,088 - - - -
Gelegentlich 22.,2% (2/9) - -
Haufig 0,0% (0/12) - -
Meistens 11,1% (1/9) - -
Katze in der Wohnung im 1.
Lebensjahr
Keine Katze IFN-y 26,9% (7/26) 0,056 - - - -
Nie 14,3% (1/7) - -
Gelegentlich 25,0% (1/4) - -
Haufig 60,0% (6/10) - -
Meistens 80,0% (4/5) - -
Kontakt zu Geschwistern
Geschwister besuchen
Kindergarten
Ja IFN-y - - 100,0% (9/9) 0,054* - -
Nein - 61,5% (8/13) -
Kontakt zu anderen Kindern bis
zum 2. Lebensmonat (mind.
1x/Woche)
Ja IFN-y 25,0% (7/28) 0,062 - - - -
Nein 50,0% (12/24) - -
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LPS SEB PI
NR-Rin % undn/N  p-Wert NR-Rin% undn/N  p-Wert NR-Rin % undn/N  p-Wert
Im Haus lebende Kinder von 0-
12 Jahren
1 Kind 1IL-12 21,2% (7/33) 0,009 26,7% (8/30) 0,063 - -
2 Kinder 57,1% (16/28) 57,7% (15/26) -
3 Kinder und mehr 26,3% (5/19) 41,2% (1/17) -
1 Kind IFN-y 54,5% (12/22) 0,066 - - - -
2 Kinder 21,1% (4/19) - -
3 Kinder und mehr 27,3% (3/11) - -
Heizart
Heizen mit Holz oder Kohle
Ja IL-12 - - - - 67,4% (29/43) 0,084
Nein - - 85,7% (24/28)
LPS SEB PI
NR-Rin % undn/N  p-Wert NR-Rin% undn/N  p-Wert NR-Rin % undn/N p-Wert
Einzelraumheizung
Ja IFN-y - - 66,7% (10/15) 0,07* - -
Nein - 94,4% (17/18) -

Tabellen A.7-A.9: Gruppe der Non-Responder bei Geburt (NR), die nach 1 Jahr Responder (R) sind - Aufteilung nach verschiedenen
Charakteristika und Ermittlung der tendenziell signifikanten p-Werte durch Chi2-Test (y2) (p<0,1). Bei einer erwarteten Haufigkeit von < 5 wurde
der Exakte Test nach Fisher angewendet
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