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1  Einleitung

1.1 Allergische Erkrankungen

Zu den sogenannten ,atopischen® Erkrankungen zaHemschnupfen (allergische
Rhinitis), Asthma bronchiale und atopische DernsatiDiese drei Krankheitshilder
zeichnen sich immunologisch durch die Produktioge#fscher IgE-Antikorper aws
Die Symptome unterliegen starken inter-, und inttaiiduellen Schwankungen und
kénnen von leichten Beschwerden bis zu erheblicBaeintrachtigungen der
Lebensqualitéat reichen. In den seltenen FallenseB@atus Asthmaticus sind auch
Todesfalle beschrieben

Der Entstehungsmechanismus allergischer Erkrankungst immer noch
unzureichend verstanden. Es wurden verschiedeag&tereén identifiziert, die bei der
Genese der Atopie eine Rolle spielen. Seit langsimbékannt, dass genetische
Komponenten wichtige Einflussfaktoren sind. Dasikisatopische Symptome zu
entwickeln ist von 10% auf etwa 20-30% erhoht, wemn Elternteil Atopiker ist.
Sind beide Elternteile betroffen steigt das Risikchmals auf ungefahr 60% an
Allein durch die genetische Determination ist dagtieten atopischer Erkrankungen
jedoch nicht erklarbar. Dies wird durch Zwillingsdien deutlich, die die
Konkordanz eineiiger Zwillinge (EZ) untersuchenn&iStudie von 1981 kommt bei
EZ auf eine Ubereinstimmung von 56,7%, bei zwegiigwillingen (ZZ) liegt diese
bei nur 20%'.

Neben genetischen Faktoren gibt es eine Reihe neeiteéinflussgrofien, die bei
genetischer Disposition als Trigger der Erkrankiunegchrieben werden, wie z.B.
Endotoxinexposition, frihkindliche Infektionen (HAM. gondii, H. pylori, TBC),
Aufwachsen in kinderstarken Familien, anthropossger Lebensstil, Kontakt zu
Stalltieren und Genuss von nicht-pasteurisiertenriilch.

Auch die Geschwisterzahl ist eine Einflussgrol3et(eals beschrieben von David
Strachan®), wobei das Vorhandensein alterer Geschwister Alidrgieprotektion
assoziiert ist.

Dieses Phanomen wird der erhéhten Rate frihkingiti¢hfektionen, hervorgerufen
durch den Kontakt zu alteren Geschwister, zugesibén ("Hygienehypothese?)



Ebenfalls wichtig ist in diesem Zusammenhang derosbkonomische Status, wobei
ein niedriger sozio-6konomischer Status vermehit fndihkindlichen Infektionen,
dem Leben in Gebieten mit hoher Luftverschmutzungund miutterlichen
Rauchgewohnheiten vergesellschaftet sein kaiin niedriger sozio-6konomischer
Status ist mit einer geringeren Allergie-pravalesoziiert. Viele Untersuchungen
weisen auf die entscheidende Rolle einer Tabakr&xgosition von mdutterlicher
Seite, vor allem in den ersten Lebensjahren imtEhntsmigsmechanismus von Asthma
hin 2.

Die Art der Allergenexposition (inhalativ, z.B.: Hsstaubmilbes; Pollen; nutritiv,
z.B.: Kuhmilchprotein, Huhnereiweil3, Konservierustgéfe), ihre Konzentration,
Dauer und Intensit& sowie Erndhrungsgewohnheiten (z.B.: Vitamin D, rfadh
ungesattigte Fettsauren) und Stilldauer sind elienfaedeutsam®. Psychische
Faktoren scheinen zwar nicht ursdchlich, aber mewchrd involviert zu sein.
AuRRerdem kdnnen manche Infektionen wie z.B.: RSY¥ Kauchhusten die atopische
Sensibilisierung fordern. Bemerkenswert ist, dass die Haufigkeit allerggsch
Erkrankungen in den Industrielandern erhéhtighd dabei wiederum die Pravalenz

in der Stadtbevolkerung hoher ist als in der Landberung.

1.2 Die Immunologie der Allergie

Das Allergen wird zunachst von den antigenprasesrigen Zellen
(APCs) wie z.B. den Monozyten, B-Zellen oder detmgtrhen Zellen als
fremd erkannt. Es wird anschlielRend phagozytieozgssiert und an das
Oberflachenprotein MHC Il gebunden und so den CD4Helfer-Zellen
prasentiert. Hier wird die ,Richtung“ der Immunantwort bereits
festgelegt. Eine IL12-Produktion der aktivierten@d>kombiniert mit
dem Antigenkontakt ,triggert* die Immunantwort indRtung einer TH1-
basierten Immunantwort. Fir die Etablierung eindIbasierten
Immunantwort ist die IL-4-Produktion der APCs naafitigenkontakt
essentiell: . Ein wichtiger die Richtung der Immunantwort
beeinflussender Faktor ist dabei die Konzentradies Antigens. Hierbei
induzieren niedrige Konzentrationen eher eine THdidrte



Immunantwort, wahrend hohe Konzentrationen die kEriwng in
Richtung einer TH2-basierten Immunantwort fordern

Auch die antigenprasentierende Zelle muss hierbertdksichtigt werden:
Makrophagen sind TH1-gekoppelt, Antigenprasentatianch B-Zellen fordert die
TH2-Entwicklung®.

Die Interaktion der APCs mit den T-Zellen wird durcostimulatorische Molekile
unterstitzt. Somit bindet nicht nur das CD4-ObeH&nantigen der TH-Zelle an das
MHC Il der APC, sondern ebenfalls das CD28 der Tedean LFA3 und B7 auf der
APC, LFA-1 der T-Zellen an ICAM-1 (APC) und der BlERezeptor direkt an das
prasentierte Allergenpeptit. Anhand ihrer Cytokinexpressionsmuster konnen die
verschiedenen TH-Zell-Subtypen klassifiziert werdewnbei die TH2-Zellen in der

Allergieentstehung eine gro3e Rolle spieten

Die TH2-Zellen zeichnen sich durch die Produktie@n @ytokine IL-4,
IL-5, IL-6 und IL-13 aus. Die Cytokine IL-4 und IL3 verursachen in B-
Zellen einen Isotype-switch, der zur Produktion YgiB-AntikGrpern
fahrt, einem Merkmal atopischer Erkrankungekin dritter Subtyp der
TH-Zelle ist die TH3 oder regulatorische T-Zellebdy die Produktion
des Cytokins IL-10 und TGF-beta (Transforming Gre#ktor-beta) wird
Toleranz induziert. Die von den T-Zellen produzierten Cytokine
interagieren mit den B-Zellen, den Effektorzelless dmmunsystems.
Allergische Erkrankungen sind durch erhdhte Pradukgon
Immunglobulin E (IgE) charakterisiert, welches \aarsdifferenzierten
B-Zellen, den Plasmazellen, gebildet wird. Die l§&ikorper
interagieren spezifisch mit dem zu ihrer Produkfi@imrenden Allergen.
Der im Blut zirkulierende IgE-Ak bindet an Rezegtoiftr den Fc-Teil
der Immunglobulin-Schwer-Ketten auf den Effektolael(Mastzellen,
Basophile, Eosinophile). Bei einem zweiten Kontaktdem gleichen
Allergen vermitteln die membranstandigen IgE-Akakur
Quervernetzung Uber das Allergen eine Entziinduagsos, die durch
Ausschittung von Histamin und anderen Mediatoreraltergischen

Symptomen® fuhrt.



1.3 Das TH1/ TH2-Dogma der Allergie

Relativ gut definiert und besonders potent beildeiierung der Differenzierung der
naiven T-Zelle in TH1- oder TH2-Zellen sind die dkine selbst: IL-12, I1L-18 und
IFN-y initiieren die Differenzierung zu TH1-Zellen,wahce IL-4 die TH2-
Zelldifferentierung fordert. Der TH2-induzierendéfdkt von IL-4 dominiert dabei
Uber die Wirkung anderer Zytokine. Ein ausgesprocstarker Induktor der TH1-
Differenzierung ist IL-12, das von aktivierten Makhagen und dendritischen Zellen
produziert wird. Funktionelle Rezeptoren fur IL-thden sich nur auf frisch
aktivierten und noch nicht differenzierten CD4+-€H&n sowie auf TH1-Zellen nicht
aber auf differenzierten TH2-Zellen Viele mikrobielle Produkte oder intrazellulare
Bakterien wie Listerien und Mykobakterien stimudierdie IL-12-Produktion und
induzieren dadurch eine TH1-dominierte Immunantwort

Auch IFN« fordert die Differenzierung von TH1-Zellen, teilise durch eine
Steigerung der IL-12-Produktion von Makrophageiiwtase durch eine verlangerte
Expression des IL-12-Rezeptors auf CD4+-T-Zellena OH1-Zytokine die
Produktion von TH2-Zytokinen hemmen und umgekehsiyd die T-Zell-
Polarisierung im Laufe einer Immunantwort immer teeiakzentuiert. Wenn die T-
Zellen sich einmal in einen bestimmten Effektortye die TH1- oder TH2-Zelle
differenziert haben, sind ihre Zytokinprofile rédestark fixiert.

Das TH1/TH2-Paradigma betrachtet IFN-produzierende TH1-Zellen als
Gegenspieler der TH2-Zellen. Da TH2-Zellen in death®physiologie des
allergischen Asthma bronchiale die zentrale Rofieelen, wird entsprechend dem
TH1/TH2-Paradigma TH1-Zellen ein protektiver Effdh¢im allergischen Asthma
bronchiale zugeordnet. Es besteht die Hypothesss di#ie Inhibititon einer
allergischen Reaktion auf inhalative Antigene dueate frihzeitige Differenzierung
der Immunantwort in Richtung einer TH1-Immunantwatreicht wird. Viele
verschiedene Beobachtungen liefern indirekte Hiswveiflir einen solchen
Zusammenhang.

Eine Infektion mit M. bovis-BCG im Mausexperimenerhmt beispielsweise die
allergeninduzierte pulmonale Eosinophilie, die lmtuale Hyperreagibilitat sowie die
lokale IL-4- und IL-5-Produktiorr. Die protektive Rolle einer TH1-Immunitat wird
durch epidemiologische Studien zu THI1-dominiertemtofmmunerkrankungen
unterstrichen. Patienten mit Enzephalitis dissetainaRheumatoider Arthritis oder

Kinder mit Typ-I-Diabetes* haben ein deutlich reduziertes Risiko, allergische
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Asthma bronchiale oder andere allergische Erkrag&nrzu entwickeln. Vice versa
haben Kinder, bei denen frihzeitig eine Atopie ratiftein reduziertes Risiko, spéater
einen Typ-lI Diabetes mellitus zu entwickeinDie antagonistische Rolle von TH1-
und TH2- Zellen ist nicht unumstritten. Es gibt thertweile verschiedene
Beobachtungen, die eine protektive Rolle von THilefebei Erkrankungen des
allergischen Formenkreises in Frage stellen. Sonteorbeispielsweise in einem
Mausmodell fur allergisches Asthma der Transfer abergenspezifischen TH1-
Zellen die durch TH2-Zellen induzierte bronchialgpdrreagibilitdt und pulmonale
Entztindung nicht hemmen Aul3erdem kann eine hohe TH1-Cytokinexpression in
der Lunge eine Verstarkung der allergischen Entafigdhervorrufens=. Nach
neuesten Erkenntnissen ist das TH1/TH2-Paradigma\sel komplexer als bisher
angenommen, und die Unterdrickung der allergisdBetziindung in vivo wird
zumindest teilweise auf andere Zellen als die Tlellead zurtickgefuhrt. Hinweise
fur eine regulatorische Funktion beim allergisch@sthma bronchiale wurden
beispielsweise fugs-T-Zellen <, fur 1L-10 bzw. IL-10 produzierende Trl-Zellen
oder TGFB bzw. TGFB produzierende TH3-Zellen= erbracht. Weitere
Untersuchungen zur Rolle dieser verschiedenenypelttin der Pathophysiologie der
atopischen Erkrankungen sind unbedingt notwendig.

Die zentrale Rolle der allergenspezifischen T-Lyomften in der Pathophysiologie
allergischer Erkrankungen macht diese Zellen unel @bn ihnen produzierten
Cytokine zu wichtigen therapeutischen Zielstrukturdzine unspezifische Hemmung
der Cytokinsynthese wurde schon in der Vergangénkerch verschiedene
immunsupprimierende Medikamente wie Glukokortikoideler Cyclosporin A
therapeutisch genutzt. Zur Zeit werden préklinisched klinische Studien

durchgefuhrt, in denen einzelne Cytokine selekéiligmmt werden.



1.4 Umweltfaktoren und Allergie

Neben genetischen Faktoren sind verschiedene Ufakieliten beschrieben, welche
die Entstehung allergischer Erkrankungen beeindiuss

Protektive Faktoren, die mit Allergieprotektion ezsgert wurden, sind die
regelmaRig hohe Allergenexposition (Pollen, Nahsmigtel, Tierepithelien,
Milben), der Kontakt zu Stalltieren die Endotoxinexposition in Schlafmatratzen, im
Staub und in den Stallerr, der Konsum der schwangeren Frau von nicht-
pasteurisierter Milch und das Leben in traditiomeFarmumgebung.

Eine Studie an italienischen Rekruten zeigte egrengere Pravalenz an Asthma und
Rhinitis, wenn diese seropositiv auf HAV warenWeitere Studien konnten zeigen,
dass Kinder mit orofakalen Infekten (T. gondii ogéiepylori) und Maserninfektionen
weniger haufig an Erkrankungen des atopischen Fdkreeses leiden, als solche
ohne Infektior,

Eine japanische Studie an Kindern mit positivem d&riblintest zeigte eine
niedrigere Pravalenz an atopischen Erkrankungendialstuberkulintest-negativen
Kinder ¢ Gehaufte Atemwegsinfekte (in Tagesbetreuung, zkiilger
Kindergartenbesuch) haben eine inversen Bezug zapidneigung und jlingere
Kinder kinderreicher Familien leiden weniger untetkrankungen des atopischen
Formenkreises. So stellt die Geschwisteranzahl,. v frihzeitige Kontakt zu
anderen Kindern in Kindergarten oder Kindertagétesiaeine Allergieprotektion dar
. Die eine TH1l-Immunantwort induzierenden Infekéander frihen Kindheit
unterstitzen maoglicherweise die Umleitung der patsinphysiologisch bestehenden
TH2-Immunitat in eine TH1-Immunitdt und wirken dander Entwicklung einer
TH2-dominierten allergischen Erkrankung entgegeAuch der anthroposophische

Lebensstil (weniger Impfungen) zeigt Tendenzen ichiRing eines Allergieschutzes
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1.5 Nabelschnurblut-Cytokine als Pradiktoren flr die

Allergieentstehung

Mit der Beobachtung, dass das Cytokin IfFNsei den Neugeborenen in sehr
niedrigen Konzentrationen vorhanden ist, die spéitex Allergie entwickeln, hat sich
das Interesse an der Cytokinproduktion im Nabelgdiint als pradiktivem
Parameter der Allergie verscharft. Es ist jedochmén noch ungeklart, ob die
niedrige IFNy-Produktion bei Geburt ursachlich flr oder als Eolgn atopischen
Erkrankungen auftritt.

Ferner konnte gezeigt werden, dass niedrige SpayeTH1-Cytokine IFNy ¢ und
TNF-a “ bei Geburt invers mit der Atopieentstehung assudzisind. Hohe
Konzentrationen der TH2-Cytokine IL4 und IL5 beilstet haben jedoch ebenfalls
einen protektiven Einfluss auf die Allergieentstegts.
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Konzentration des Antigens, 2. der antigenprasesmden Zelle, 3. der Starke des

Signals an den Antigenrezeptor der T-Zelle undef. kbstimulatorischen Signalen



1.6 Prénatale Exposition und Allergie

Die Schwangerschaft und frihe Kindheit scheint pbdein Zeitfenster zu sein, in
welchem allergische Erkrankungen determiniert werdkodnnen®. In diesem
Zeitraum beeinflussen verschiedene Umweltexpogtorder Schwangeren die
Allergieentwicklung im Kind. So wird in der ALEX-8tlie beschrieben, dass der
frhe (pranatale und frih-postnatale) Kontakt zalltsren mit Allergieprotektion
assoziiert ist. Eine von Prescott veroffentlichterbéit untersuchte die
Cytokinproduktion ab der Geburt Gber zwei Jahré-monatigen Abstanden Dabei
zeigte sich, dass alle Kinder zum Zeitpunkt der @elein TH2-Cytokinmuster
aufwiesen. Dieses wurde jedoch bei Kindern ohnpistbe Erkrankung wéahrend der
ersten zwei Lebensjahre supprimiert, wohingegerbeasKindern persistierte, die
spater eine Atopie entwickelten. Diese Daten stiitdee Annahme, dass bereits
pranatal eine immunologische Weichenstellung zurikiee des Atopikers erfolgen
muss.

Mit Hilfe von Proliferationsstudien von Nabelschblutzellen konnte gezeigt
werden, dass das Immunsystem des Neugeborenemrmimsti Allergene z.B.
Kuhmilchprotein (BLG), Hiuhnereiweil3protein (OVA)irBenpollen u.a. erkennt, d.h.
dass es schon im Mutterleib zu einem Kontakt mésein Allergenen kommnit.
Studien zum aktiven Transport verschiedener Alleegéber die Plazenta bestatigen,
dass der Durchtritt dieser Allergene in das kifidBlutkreislaufsystem uber die
Plazenta mdglich ist.. D.h. Umweltfaktoren kénnten die T-Zellantwort &is
intrauterin beeinflussen. Eine groRe Zahl &tudien beschaftigte sich mit mdglichen
Mechanismen, die die pranatale Wirkung von Umwkltieen auf das kindliche
Immunsystem erklaren konnten. Haufig wurde eineergéinspezifische T-Zell-
Proliferation im Nabelschnurblut beobachtet. Dies flhrte zu der Hypothese, dass
wahrend der Schwangerschaft fetale T-Zellen Alleegeausgesetzt sind, die von der
Mutter durch Inhalation oder Ingestion aufgenommwenden. Es wird vermutet, dass
dieser Allergenkontakt bereits in einem sehr frilstadium der Schwangerschaft
auftritt (~20. SSWY.

Ende der 90er-Jahre wurde ein Mausmodell entwickeitdessen Hilfe
der Einfluss einer mutterlichen Umweltexpositiorh due
Allergieentwicklung der Nachkommen untersucht wutdediesem

Modell wurden weibliche Mause mittels intraperitalex Injektionen mit
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dem Modellallergen Hihner-Ovalbumin (OVA) sensgiéit. Im
Anschluss wurden sie mit nichtsensibilisierten Méren verpaart.
Wahrend der Schwangerschaft erfolgte jeden zwditgneine

Exposition mit OVA-Aerosol.

In den mononukledren Splenozyten der Nachkommen @A behandelten
Muttermausen war die Expression von lifeutlich vermindert, sodass ein relatives
Ubergewicht der TH2-Immunantwort vorlag In weiteren Versuchen wurde
untersucht, wie die Nachkommen im Alter von 4 Wachef eine-Laktoglobulin-
injektion reagierten. Zu diesem Zeitpunkt produzierdie Nachkommen der OVA-
sensibilisierten Mutter bereits signifikant hoh&lengen an Gesamt-IgE als die der
nichtsensibilisierten Muttertiere. Die Nachkommerr dsensibilisierten Mause
produzierten zudem deutlich schneller und in hanétenzentrationen spezifisches
lgG1 gegenp-Laktoglobulin als die Kontrollgruppe. Diese Reaktizeigte eine
leichtere Induktion einer heterologen allergisché&ensibilisierung in den
Nachkommen der allergischen Miutters (Es wird beschrieben, dass eine
Lipopolysaccharid-Exposition  wéhrend der Schwangeat® eine THI1-
Immunantwort in den Nachkommen induziert.) In einesiteren Mausexperiment
wurden schwangere Mause mit Endotoxin exponiertdiadillergieentwicklung der
Nachkommen analysiert. Es stellte sich heraus, di@zsBlachkommen im Vergleich
zu Nachkommen nichtexponierter Muttertiere verstdbN-y bei gleichbleibender
IL-4 und IL-2-Expression produzierten. Wenn die Naammen mit Ovalbumin
sensibilisiert wurden, war deren Produktion von5llund IL-13 im Vergleich zu
Nachkommen von endotoxinexponierten Mausmdutterniféignt reduziert, ebenso
die Produktion von spezifischem IgE und IgG1 ge@ealbumins. Das zunehmende
Interesse an der Frage der Pragung des kindlicmenuhsystems bereits vor der
Geburt fuhrte in den letzten Jahren zu einer AnzahlStudien, die sowohl in
humanen Interventionsstudien als auch im Tiermodath neuen methodischen

Ansétzen flr eine Allergiepravention suchten
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1.7 Die PASTURE-Studie

Die Pravalenz allergischer Erkrankungen ist vorerallin dem péadiatrischen
Bevolkerungsanteil in den letzten 20-30 Jahren ldbuangestiegen. Das Asthma
bronchiale stellt in den Industrienationen die Igaié chronische Erkrankung im
Kindesalter dar. Nach Ninan und Russel stieg die Pravalenz vohrAatbronchiale
bei 8 bis13-jahrigen Schulkindern in den letztenJabren von 4,1% auf 10,2 %
Auch bei der allergischen Rhinitis und dem atopeschEkzem wurde in
verschiedenen Untersuchungen eine Zunahme deemzigeobachtet

Uber zwei Billionen Dollar werden jahrlich zur Betfthung von Erkrankungen des
atopischen Formenkreises aufgewandt

Das Aufwachsen in einer traditionell bauerlichen détoung konnte in mehreren
Studien mit einem Schutz vor Erkrankungen des athygin Formenkreises assoziiert
werden.

In der ALEX (Allergy and Endotoxin)-Studie, einemu€rschnittstudie, wurden 812
Kinder aus der traditionellen Farmerumgebung unchtfarmer-Kinder im Alter von
6-13 Jahren auf das Vorhandensein atopischer Hakngen untersucht. Die
Nichtfarmerkinder zeigten eine erhdhte Préavalenz camonisch entzindlichen
Erkrankungen vor allem des Asthma bronchiale In dieser Studie konnte
retrospektiv gezeigt werden, dass der Schutz véerdien wéhrend der Kindheit
besonders stark mit dem Aufenthalt der schwangé&mu im Stall sowie dem
Verzehr von nicht-pasteurisierter Kuhmilch wahretedt Schwangerschaft assoziiert
war. Diese Beobachtung kdnnte bedeuten, dass dergislschutz bereits pranatal
initiiert wird. Insbesondere zeigte sich dabei,sdder schiitzende Effekt umso starker
war, je friher der Kontakt zu den Stalltieren sodée Genuss von Milch "direkt von
der Kuh" stattfand.

In der multizentrischen (Deutschland, Osterreigankreich, Schweiz und Finnland),
prospektiven PASTURE-Studie Protection against Allergy-STUdy in Rural
Enviroment) sollen die Auswirkungen einer pranataland frih-postnatalen
Exposition zur traditionellen Bauernhofumgebung adie Entwicklung des
kindlichen Immunsystems und der nachfolgenden giémmtstehung analysiert
werden. Hierzu wurden pro Zentrum 100 schwangeren&a und 100 schwangere
Nichtfarmer-Frauen rekrutiert. Deren Kinder sollem Alter von einem und sechs
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Jahren einer Untersuchung auf atopische Dermétitdahr) und Asthma bronchiale
(6 Jahre) unterzogen werden.

Um die Auswirkungen der pranatalen Exposition genawntersuchen, wurden die
Cytokinkonzentrationen, als immunologischer Paramétereits im Nabelschnurblut
bestimmt.

Insbesondere die Verhaltensweisen der Mutter w@lhoer Schwangerschaft, wie
z.B. Stallaufenthalte und Milchkonsum, sollen mier dCytokinexpression im
Nabelschnurblut assoziiert werden. Die Untersughwird von der Europaischen
Union gefordert und neben Deutschland (Bayern) andrinnland, Osterreich, der
Schweiz und dem franzésischen Jura durchgefinhrt.

Im Nabelschnurblut wurde die Expression der Ietgkine 5, 10 und 12 sowie
Interferon-gamma (INR) und Tumornekrosefaktor-alpha (TMF- nach in vitro
Stimulation der Nabelschnurblutzellen mit PMA/longgm (P/I) und
Lipopolysaccharid (LPS) untersucht.

1.8 Cytokine

Cytokine sind eine heterogene Gruppe von Protemboen, die als Zellbotenstoffe
fungieren. Unter anderem spielen sie eine entsehd&l Rolle in der Entstehung von
allergischen Erkrankungen. Sie sind ein ,Indikatdiir die Richtung der T-
zellbasierten Immunantwort (TH1, TH2, TH3).

In der PASTURE-Studie (siehe unten) wurden die Ky IL-5, IL-10, IL-12, I[FNy

und TNFe untersucht.

Interferon-y (IFN-y) ist ein homodimeres Glykoprotein aus 21 bis 24ddhweren
Untereinheiten und wird von THO-, TH1-, CD8+ T-&#llund NK-Zellen produziert.
IFN-y stimuliert naive T-Zellen zur Differenzierung inidRtung einer THI1-
Immunantwort® und hemmt die Differenzierung zu TH2-Zellen. Esdert den
Isotypwechsels der Plasmazellen zu den Immunglobuterklassen IgG2a und IgG3
und hemmt gleichzeitig den Isotypwechsel von IgG1gE.
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Interleukin 10 (IL10) ist 18 kD schwer und wurde anfangs alswen TH2-Zellen
produziertes Cytokin beschrieben

Inzwischen konnte gezeigt werden, dass es ebenfatisTH1-Zellen, T-reg-Zellen
2 aktivierten Makrophagen und aktivierten B-Zellpnoduziert wird. Folgende
Wirkungsmechanismen sind bisher bekannt:

IL-10 hemmt die Cytokinproduktion von MakrophagemB(: TNF, IL1 oder 1L12)
und reduziert somit die von Makrophagen verstarkiell-Zellaktivierung
wahrscheinlich zusatzlich Gber die verminderte Espron von MHC II-Molekilen
und Kostimulatoren auf Makrophagen. Stimulierenfl die Plasmazellen wirkt IL-
10 als ,Switch-Faktor* fur die IgG4-Produktion. Aerfdlem fordert 1L-10 die TH2-
Differenzierung und ist malRgeblich an der Toleradaktion beteiligt. Unreife
dentritische Zellen scheinen die Produktion toleray T-Zellen zu fordern. TH3-
Zellen oder regulatorische T-Zellen sind eine dmemunantwort unterdrickende
CDA4+-T-Zell-Population, die IL-10 und TGF-b prodedis.

Interleukin 5 (IL5) ist ein 40 kD schweres Homodimer, dass tsdghlich von
TH2-Zellen aber auch von aktivierten Mastzellen &a$inophilen produziert wird.
Seine Funktion besteht tnder Stimulation des Wachstums und der Differenmxigr
von eosinophilen Granulozyterr, den malgeblichen Entziindungszellen bei
Allergien. Somit ist es entscheidend an der Entluiog der TH2- vermittelten

allergischen Reaktion beteiligt.

Der Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-o) ist ein proinflammatorisches Cytokin,
welches die Differenzierung der T-Zellen in Richdueiner TH1-Immunantwort

steuert.

Die wichtigsten Produzenten von TNFsind die aktivierten Monocyten. Aber auch
antigenstimulierte T-Zellen, aktivierte NK-Zellen ndi aktivierte Mastzellen

sezernieren TNIFe-

IFN-y erhoht die TNFa Synthese von LPS-stimulierten Monocyten. Dies beste

dass TNFa sowohl ein Mediator der natirlichen als auch demebenen Immunitat

ist und eine wichtige Verbindung zwischen der Imamtwort und der akuten

Entzindung darstellt. Man findet TNF-Rezeptoren fast allen Zelltypen, die bis

heute untersucht wurden.
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Interleukin 12 (IL-12) ist ein 70 kD schweres Heterodimer, das awei kovalent

gebundenen Polypeptidketten besteht, von dener3éik® (p35) und die andere 40
kD (p40) schwer ist. Die p35-Untereinheit wird vaielen verschiedenen Zelltypen,
wie z.B. T- und B-Lymphozyten, NK-Zellen und Mondey produziert. Die p40-
Kette wird hauptsachlich durch aktivierte Monozyterd B-Zellen gebildet. IL12 ist
wegen seiner Wirkung auf NK-Zellen und T-Lymphozyt&in wichtiger Regulator
der zellvermittelten Immunantwort.

IL12 induziert die Transkription von IFM- in T-Zellen und stimuliert auf diese
Weise die Differenziering der naiven CD4+T-Zelleanz TH1-Subset. Zusatzlich
wirkt IL-12 proliferativ auf die Differenzierung deCD8+T-Zellen in reife

funktionell aktive zytotoxische T-Lymphozyten

Die Cytokinkonzentrationen wurden mit (a) dem tighen Umfeld der Mutter
(Farmer/ Nichtfarmer-Status), (b) der Expositiongg@iber dem Stall (keine
Exposition/ weniger als 30h pro Monat/ mehr &k Bro Monat) und (c) dem Status
Farmer/ Nichtfarmer aktuell und wahrend der Kindlder Mutter assoziiert.
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1.9 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit ist es die Cytokinproduktion von
Nabelschnurblutzellen mit der speziellen ,Umwelthgmmente” der
traditionellen Farmerumgebung (Farmer- oder Nauintier) zu
assoziieren. Dabei wird im Besonderen der Aufehthexl schwangeren
Mutter im Stall berticksichtigt. Somit sollen préadatUmweltfaktoren

gefunden werden, welche die kindliche Cytokinexgias beeinflussen.

1.10 Fragestellung

1) Lassen sich in den Zellkulturiiberstanden von AR&homycin (P/l) und
LPS-stimulierten Nabelschnurblutzellen diedkyne IL-5, IL-10, IL-12,

TNF-a und IFNy nachweisen ?

2) Sind die kindlichen Cytokinexpressionsmuster mitdeauslichen Umfeld

der schwangeren Mutter (Farmer/ Nichtfarmer) assa2i

3) Sind die kindlichen Cytokinexpressionsmuster mit B&positionsdauer der
schwangeren Mutter gegeniiber dem Stallmilieu @ssbékeine Exposition/

weniger als 30h pro Monat/ mehr als 30h pro Monat)?
4) Kann man bei Assoziation der Cytokinmuster mit dSmatus der Mutter

- (Farmer/Nichtfarmer) im Moment und wahrend ihr&indheit -

Unterschiede erkennen?
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2. Material und Methoden

2.1 Materialiibersicht (siehe 7.)

2.2 Studienkohorte

Die Studienkohorte besteht aus 265 Nichtfarmer- 28@lI Farmer-Neugeborenen aus
den vier Studienzentren in Deutschland, Finnlanstefeich und der Schweiz. Die
Probanden wurden im Rahmen der von der Eropaisdbheion geforderten
PASTURE- Studie rekrutiert.

2.3 Proben

Nach Entnahme des Nabelschnurblutes in den stadieghhmenden Instituten
wurden die gesamten Blutzellen ,invitro* stimuliert

Es wurde je eine Stimulation mit PMA/lonomycin (PPMA 5 ng/ ml und

lonomycin dug/ ml) und Lipopolysaccharid (LPS; Oub/ ml) durchgefuhrt und diese
fur 24 bzw. 48 Stunden inkubiert (P/I-24h, P/l1-48hd LPS-24h, LPS/48h).
Nach Erfolgter Inkubation wund Zentrifugation wurdedlie gewonnenen
Kulturiberstdande bei —-80°C tiefgefroren und auf ckemeis zur Cytokin-

konzentrationsmessung an das Biomedizinische FRangdzentrum des Instituts far
Klinische Chemie und Molekularer Diagnostik der IRips-Universitdt Marburg

geschickt.

In Marburg wurden die Kulturiiberstande zu je 20Galliquotiert, um die gleiche

Qualitat der Proben flr eine eventuelle Zweit-Mesgszu sichern.
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Abbildung 2: Stimulation mit PMA/ lonomycin

PMA/lonomycin o p

lonomycin

T-Zelle ——>

Cytokine

Abbildung 3: Stimulation mit LPS

LPS LPS

MAL/ \‘ MyD88

TIRAP
\A /

APC —> IRAK2 NF«B

Cytokine
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2.3 Probenanalyse mittels ELISA-Methode
(EnzymeLinkedl mmunoSorbentAssay)

Die Cytokinkonzentrationen der Proben wurden nsttkbmmerziell erhaltlicher
ELISA OptEIA™-Kits fur humanes IL-5, IL-10, IL-12, IFN-und TNFea (BD
Biosciences, USA) bestimmit.

Zur Vorbeschichtung der 384-Well-MikrotiterplattgiNunc GmbH Deutschland,
Wiesbaden) wurden 5@l des im jeweiligen Kit enthaltenen cytokinspezfien
Fangantikorpers (Capture-Antibody) pro Kavitatgeisetzt.

Die nachfolgende Inkubation erfolgte fur 15 Stunden4°C.

Nach dreimaligem Waschen der Kavitaten (Washer Bgma Tecan) mit
Waschpuffer bestehend aus PBS (Dulbecco’s PhospBatiered Saline, PAA
Laboratories GmbH, Pasching, Osterreich) + 0,1% éfw20 (Sigma Biochemica,
Deisenhofen) wurden die Platten mehrmals auf sénuggm Papier ausgeschlagen.
Dies geschah auch nach jedem der nachfolgenden Hatsidte.
Alle Kavitdten wurden zum Abblocken Uberschissigangantikrper mit 10Qul
PBS + 10% FCS (endotoxinfreies Fetal Calf SerumSFGold, PAA Laboratories
GmbH, Pasching, Osterreich) beschickt und fur &nade schuttelnd (350 rpm) bei
Raumtemperatur inkubiert.

Nach dreimaligem Auswaschen der Platten wurde dexd¥hnungsreihe des
mitgelieferten Standards sowie die Zellkulturibi@mgie mit 50 pl/ Kavitat
aufgetragen und fur 2 Stunden auf dem RuUtteltiS80 (rpm bei Raumtemperatur)
inkubiert. Die Standardreihe wurde zweifach auf 8iatte aufgetragen und der
Mittelwert  beider zur  Konzentrationsbestimmung  heezogen. Der
Ausgangsstandard betrug fur die Cytokine IL-5, 10.- und IL-12
500 pg/ml, far IFNy und TNFe 1000 pg/ml und wurde mit PBS + 10% FCS
sechsfach im Verhdltnis 1:2 verdinnt. Zwei Kavitdteurden als Bezugsleerwert
(Blank) nur mit PBS + 10% FCS beschickt. Zur Bestinmg der IL-5 und IL-12-
Konzentrationen wurden die Zellkulturiiberstandenhieerdiinnt. Hingegen mussten
fur die Konzentrationsbestimmung der Cytokine IL-16N-y und TNFe die
Kulturiberstéande 1:10 verdinnt gemessen werden.

Wahrend der Inkubation bindet das im Kulturiberdtaenthaltene Cytokin
proportional zu seiner Konzentration an den Fank@mer. Durch anschlie3endes
dreimaliges Waschen wurden unspezifisch gebundtite &ntfernt.
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Ein biotinylierter Zweitantikorper (Detection-Anbdly) wurde mit dem
Enzymreagenz (Avidin-horseradish peroxidase comg)gan PBS+ 10% FCS
vermischt und die Platten mit @0 Kavitat beschickt.

Es folgte eine einstiindige Inkubation auf dem Riigtdh (350 rpm bei
Raumtemperatur). Danach wurde erneut durch einé@mdgchen Waschvorgang die
Elimination der ungebundenen Reste garantiert.

Im letzten Schritt wurde zu allen Kavitaten, eirgdblich des Blank, fir 20 Minuten
20Qul POD Substrat (BM Blue, Roche Diagnostics Corporat Mannheim,
Deutschland) gegeben und der Ansatz im Dunkelnbigt Das Substrat POD wird
durch die Peroxidase zu einem blauen Farbstoff getge Die Farbreaktion wurde
durch Zugabe von 2 M Schwefelsaure,$8u gestoppt. Die Farbintensitat ist
proportional zu der Cytokinkonzentration und wumdeinem ELISA-Reader bei 450
nm bei 690nm Referenzwellenlange gemessen.

Anhand der Standards und im Bezug zum Blank-Ledrwarde mit der Software

(Magellan5) die Cytokinkonzentration bestimmt.

2.5 Satistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde durch die Abtaglufir Epidemiologie der
Universitdt Ulm vorgenommen. Die Cytokinkonzentwagn im Nabelschnurblut
wurden durch eine Bivariatanalyse mit verschiedeepositionsvariablen (a)
hausliches Umfeld (Farmer/ Nichtfarmer, Status zdeitpunkt der Studie), (b)
Exposition gegenuber dem Stall (keine Expositioahiger als 30h pro Monat/ mehr
als 30h pro Monat) und (c) Status Farmer/ NichteErm Moment und wéahrend der
Kindheit der Mutter assoziiert. Signifikante Assatimnen wurden mit Hilfe der
Trend-Tests Two-sided Wilcoxon-Test und Two-sideddkal-Wallis-Test bestimmt
und durch den p-Wert ausgedriickt (p< 0,05 stelie epinfache Signifikanz dar,
p<0,01 stellt eine hohe Signifikanz dar). Die absmh Cytokinkonzentrationen
wurden auf 10 Blutleukozyten bezogen und, aufgrund einer schiéferteilung, in

die Kategorien Null, kleiner Median und groRer Medeingeteilt.
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Zur Ubersicht: Pipettierschema einer 384-well- telat

Abklrzungen: Std. : Standard; BL : Blank; M:dilem/unstimulierter Zellkulturtiiberstand; ReiherHAIL5, I-P: IL10, Stimulationszeit in h
A Std.500| Std.250| Std.125| Std.62,5| Std.31,25| Std.15,625 Std.7,8125 BL BL 1 P/l P/l | LPS| LPS| 2 P/l | P/l | LPS | LPS
pg/ml | pg/ml | pg/mi pag/ml pag/ml pag/ml pg/ml M24h| 24h | 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h
B Std.500| Std.250| Std.125| Std.62,5| Std.31,25| Std.15,625 Std.7,8125 BL BL 3 P/ | Pl | LPS| LPS| 4 P/l P/l | LPS | LPS
pg/ml | pg/ml | pg/mi pag/ml pag/ml pag/ml pg/ml M24h| 24h | 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h
C 5 P/l P/l LPS LPS 6 P/l P/l | LPS| LPS| 7 P/l P/l | LPS| LPS| 8 P/l | P/l | LPS | LPS
M24h | 24h 48h 24h 48h M24h 24h 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h
D 9 P/ P/l LPS LPS 10 P/ P/l LPS | LPS 11 P/l P/l | LPS | LPS 12 P/l P/l LPS | LPS
M24h | 24h 48h 24h 48h M24h 24h 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h
E 13 P/l P/ LPS LPS 14 P/l P/l LPS | LPS 15 P/l P/l LPS | LPS 16 P/l P/l | LPS | LPS
M24h 24h 48h 24h 48h M24h 24h 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h
F 17 P/l P/l LPS LPS 18 P/ P/l LPS | LPS 19 P/l P/l | LPS | LPS 20 P/l P/l LPS | LPS
M24h | 24h 48h 24h 48h M24h 24h 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h
G 21 P/l P/ LPS LPS 22 P/l P/l LPS | LPS | 23 P/l P/l LPS | LPS | 24 P/l P/l | LPS | LPS
M24h | 24h 48h 24h 48h M24h 24h 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h
H 25 P/ P/l LPS LPS 26 P/ P/l LPS | LPS | 27 P/l P/l | LPS | LPS 28 P/l P/l LPS | LPS
M24h | 24h 48h 24h 48h M24h 24h 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h
I Std.500| Std.250] Std.125| Std.62,5| Std.31,25| Std.15,625 Std.7,8125 BL BL P/ P/l LPS | LPS 2 P/ P/ LPS | LPS
pg/ml | pg/ml | pg/mi pag/ml pag/ml pag/ml pag/ml 24h | 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h
J Std.500| Std.250] Std.125| Std.62,5| Std.31,25| Std.15,625 Std.7,8125 BL BL 3 P/ P/ LPS | LPS 4 P/ P/ LPS | LPS
pg/ml | pg/ml | pg/mi pag/ml pag/ml pag/ml pag/ml M24h| 24h | 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h
K 5 P/ P/ LPS LPS 6 P/ P/ LPS | LPS 7 P/ P/ LPS | LPS 8 P/ P/ LPS | LPS
M24h | 24h 48h 24h 48h M24h 24h 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h
L 9 P/ P/ LPS LPS 10 P/ P/l LPS | LPS 11 P/ P/ LPS | LPS 12 P/ P/ LPS | LPS
M24h 24h 48h 24h 48h M24h 24h 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h
M 13 P/ P/ LPS LPS 14 P/ P/l LPS | LPS 15 P/ P/ LPS | LPS 16 P/ P/ LPS
M24h 24h 48h 24h 48h M24h 24h 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h
N 17 P/ P/ LPS LPS 18 P/ P/ LPS | LPS 19 P/ P/ LPS | LPS 20 P/ P/ LPS
M24h 24h 48h 24h 48h M24h 24h 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h
O 21 P/ P/ LPS LPS 22 P/ P/ LPS | LPS | 23 P/ P/ LPS | LPS 24 P/ P/ LPS
M24h 24h 48h 24h 48h M24h 24h 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h
25 P/ P/ LPS LPS 26 P/ P/l | LPS | LPS | 27 P/ P/l | LPS| LPS| 28 P/ P/l | LPS
p M24h 24h 48h 24h 48h M24h 24h 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h | 48h | M24h| 24h | 48h | 24h
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3. Ergebnisse

3.1 Studienkohorte

Die in dieser Arbeit betrachtete Studienkohorteteesich aus 265 Nichtfarmer- und
233 Farmer- Neugeborenen aus den vier Studienremr®eutschland, Finnland,

Osterreich und der Schweiz zusammen. Diese Populatar eine Teilkohorte der

Gesamtstudienpopulation von 430 Nichtfarmer- und Barmer- Neugeborenen.

Ein soziodemographischer Vergleich von Farmer- Nicht-Farmerfamilien zeigte,

dass die Farmerfamilien im Vergleich zu den Niamfar-Familien eine hdhere

Anzahl an Familienmitgliedern hatten und mehr HaustbesalRen. Mitter aus dem
traditionellen Farmer-Umfeld rauchten wahrend dehvé@&angerschaft seltener und
hatten weniger atopische Erkrankungen. Zwangslawiayen die schwangeren
Frauen aus dem Farmer-Umfeld signifikant haufigemdtypischen Farmer-

charakteristika, wie z.B. einem hohen Konsum varhinpasteurisierter Kuhmilch

und regelméafigem Kontakt zu Stalltieren ausgesetzt.

Die Cytokinkonzentrationen werden im folgenden Airstt mit (a) dem hauslichen
Umfeld (Farmer/ Nichtfarmer, Status zum Zeitpunkt &tudie), (b) der Exposition
gegeniber dem Stall (keine Exposition/ wenige3als pro Monat/ mehr als 30h pro
Monat) und (c) dem Status Farmer/ Nichtfarmer imnMat und wahrend der

Kindheit der Mutter statistisch assoziiert.

Mittels ELISA-Methode wurden in den Zellkulturib&msden der in vitro mit
PMA/lonomycin und Lipopolysacchariden (LPS) stinedien Nabelschnurblutzellen
die Cytokinkonzentrationen von IL-5, IL-10, IL-1EEN-y und TNFe bestimmt. Die
absoluten Konzentrationen wurden auf 1Blutleukozyten bezogen und dann mit
dem (1) aktuellen Status der Mutter (Farmer/ Namtfer), (2) Aufenthalt der
schwangeren Frau im Stall und (3) historischemuStater Mutter, d.h. war die
Mutter schon immer Farmer oder nicht (ever/ nevar) Hilfe der statistischen
Methode der Bivariat-Analyse assoziiert. Die Cyhdkinzentrationen wurden hierzu

in drei Kategorien, namlich gleich Null, kleiner BMian und gréf3er Median eingeteilt.
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3.2 Farmerkinder haben im Vergleich zu Nicht-Farmekindern
eine erhohte IFNy und TNF-a-Expression im Nabelschnurblut

Die Assoziation der Cytokinexpression mit dem alkme Farmer/ Nichtfarmer-
Status der Mutter zeigte drei signifikante Assoar@n (Zusammenfassung in
Tabelle 1).

Nach LPS-Stimulation (48h) zeigte sich bei sigrafik mehr Farmer-Kindern eine
hohe IFNy-Expression im Vergleich zu den Nicht-Farmer-KimdeDie Anzahl der
Kinder mit einer niedrigen IFN-Expression war hingegen bei Nicht-Farmer-Kindern
hoher. Ausgewertet wurden 217 Farmer- und 243 RNioner-Neugeborene. Von
den Farmer-Neugeborenen lag bei 152 Neugeboreme@ydokinkonzentration von
IFN-y bei Null, bei 34 Neugeborenen war sie kleiner Madiund bei 31
Neugeborenen war sie groRer Median.

Nach P/I-Stimulation (48h) zeigten sich fur die d&ation der Cytokinexpressionen
von IFN<y und TNFe mit dem Farmer-Status hohe Signifikanzen (Talkkllabb. 1
und 2).

Die Cytokinkonzentrationen von IL-5, IL-10 und Il21zeigten bei der Assoziation

der Cytokinexpression mit dem Farmer-Status kegrafikanten Assoziationen.

Tabelle 1: Assoziation Farmer/ Nichtfarmer

LPS 24h LPS 48h P/l 24h P/l 48h
IFN-y 0,1378 0,0212* 0,1018 0,0183**
IL-10 0,2569 0,2431 0,2976 0,8613
IL-12 0,1226 0,0688 0,9937 0,4067
IL-5 0,2918 0,5399 06851 0,5519
TNF-a 0,5494 0,7716 0,0501 0,0009**

In Abbildung 1 ist eine Population von 331 Neugemen (152 Farmer, 179 Nicht-
Farmer) berucksichtigt.

Von den Farmer-Neugeborenen zeigte eine AnzahbltoNeugeborenen eine IFN-
Konzentration von Null, bei 42 Neugeborenen war ldeiner Median und bei 59
Neugeborenen war sie groRer Median (Median = 53¢6B0 Blutleukozyten).
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Von den Nichtfarmer-Neugeborenen zeigten 76 Neugelgo eine IFN-
Konzentration von Null, bei 60 Neugeborenen war ldeiner Median und bei 43
Neugeborenen war sie groRer Median (Median = 24g84.6 Blutleukozyten).
Dieses Ergebnis zeigt, dass hochsignifikant mehrrmEaKinder hohe

Konzentrationen an IFNHm Nabelschnurblut aufwiesen.

Abbildung 1: Assoziation Farmer/ Nichtfarmer (aktue

Farmer/ Nichtfarmer
IFN- », Stimulation: P/l 48h

Nichtfarmer
(n=179)

Median: 21,38 pg/
18 Leukozyten

Farmer - Median: 57,63 pg/
(n=152) 18 Leukozyten

20 40 60 80 100
Anzahl Neugeborener P=0,0183
Abb. 1 Farmerkinder haben im Vergleich zu Nichtrrarkindern eine

Erhohte IFEXpression.

In Abbildung 2 ist eine Population von 389 Neugemer (181 Farmer, 208 Nicht-
Farmer) berucksichtigt.

Von den Farmer-Neugeborenen zeigten 46 NeugebaieeeTNFea-Konzentration
von Null, bei 59 Neugeborenen war sie kleiner Mediad bei 76 Neugeborenen war
sie groRer Median (Median = 66,74 pd/Blutleukozyten).

Von den Nichtfarmer-Neugeborenen zeigten 84 Neugeleo eine TNFe-
Konzentration von Null, bei 70 Neugeborenen war ldeiner Median und bei 54
Neugeborenen war sie groRer Median (Median = 19¢616 Blutleukozyten).
Dieses Ergebnis zeigt, dass hochsignifikant mehrrmEaKinder hohe

Konzentrationen an IFNHm Nabelschnurblut aufwiesen.
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Abbildung 2: Assoziation Farmer/ Nichtfarmer (aktue

Farmer/ Nichtfarmer
TNF-a, Stimulation: P/l 48h

(n=181) eu OZyten

Nichtfarmer Median: 1%,67 pg/
(n=208) 10 Leukozyten
| | | I
I I I I
20 40 60 80 100 P =0,0009
Anzahl Neugeborener
Abb. 2 Farmerkinder haben im Vergleich zu NichtrRarkindern eine
erhohte TNd~Expression.
33 Der Kontakt zu Stalltieren ist mit hoher Rrltion von IFNy

und TNFe assoziiert

Die Assoziation der Cytokinexpression von IfNind TNFea mit der Exposition der

schwangeren Frau zur Stallumgebung zeigte zwei digcifikante Assoziationen
nach P/I-Stimulation (48h).

Die Cytokinkonzentrationen von IL-5, IL-10 und I12 Zeigten bei dieser Assoziation

keine Signifikanzen.

Tabelle 2: Assoziation der Expositiondauer mit d&mallumgebung
wahrend der Schwangerschatft

LPS 24h LPS 48h P/l 24h P/l 48h
IEN-y 0,7751 0,0757 0,2649 0,0066**
IL-10 0,1608 0,3030 0,4249 0,4524
IL-12 0,3083 0,4547 0,6386 0,6504
IL-5 0,8732 0,3691 0,4387 0,6379
TNF-a 0,9519 0,9357 0,4706 0,0041**

Die Abbildungen 3 und 4 zeigen die Expression dgtokine IFNy (Abb.3) und
TNF-o (Abb.4) in Assoziation zu der Expositionsdauer 3tallumgebung wéhrend
der Schwanger-schaft (0 h/ weniger als 30 h undrals30 h pro Monat).
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Abbildung 3 zeigt eine Population von 278 Neugeberne(140 Schwangere mit Oh/
Monat, 52 Schwangere mit weniger als 30h/ Monat 8 &chwangere mit mehr als
30h/ Monat Exposition gegenuber der Stallumgebung).

Von den nicht mit der Stallumgebung exponierteruera(Oh/ Monat) zeigte sich im
Nabelschnurblut von 58 Neugeborenen eine {Hbnzentration von Null, bei 48
Neugeborenen war sie kleiner Median und bei 34 Meognen war sie grof3er
Median (Median = 22,52 pg/ 1®lutleukozyten).

Unter den weniger als 30h pro Monat mit der Statjebung exponierten Frauen
zeigte sich im Nabelschnurblut von 22 Neugeboreziea IFNy-Konzentration von
Null, bei 13 Neugeborenen war sie kleiner Mediad bai 17 Neugeborenen war sie
groRer Median (Median = 16,56 pglRlutleukozyten).

Bei den Neugeborenen, deren Mitter mehr als 30Marmmat mit der Stallumgebung
exponiert waren zeigten 23 Neugeborene eine W dnzentration von Null, bei 27
Neugeborenen war sie kleiner Median und bei 36 Meognen war sie grof3er
Median (Median = 77,76 pg/ 1®lutleukozyten).

Dieses Ergebnis zeigt, dass hochsignifikant melmnd&i, deren Mutter wéhrend der
Schwangerschaft mit der Stallumgebung exponieremahohe Konzentrationen an

IFN-y im Nabelschnurblut aufwiesen.
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Abbldung 3: Assoziation der  Expositionsdauer mit r de
Stallumgebung wéhrend der Schwangerschatft

Exposition Stall
IFN- », Stimulation: P/l 48h
EXp. Oh Median: 22,52 pg/
(n=140) 16 Leukozyten
EXp' < :?Oh Median: 16,56 pg/
(n=52 16 Leukozyten
Exp. > 30h Median: 77,76 pg/
(n=86) 16 Leukozyten
| | | | I
I I I I I
20 40 60 8C 100
Anzahl Neugeborener P=0,0066
Abb. 3 Die Expositionsdauer mit der Stallumgebungahrend der

Schwangerschaft ist mit eeinerhdhten [IFNrExpression im

Nabelschnurblut assoziiert.

Abbildung 4 zeigt eine Population von 333 Neugebere(165 Schwangere mit Oh/
Monat, 56 Schwangere mit weniger als 30h/ Mona®, $thwangere mit mehr als
30h/ Monat Exposition gegentuber der Stallumgebung)

Von den nicht mit der Stallumgebung exponierteruBra(Oh/ Monat) zeigte sich im
Nabelschnurblut von 63 Neugeborenen eine tNkenzentration von Null, bei 57
Neugeborenen war sie kleiner Median und bei 45g8karenen war sie grol3er
Median (Median = 21,82 pg/ 1®lutleukozyten).

Unter den weniger als 30h pro Monat mit der Stafjabung exponierten Frauen
zeigte sich im Nabelschnurblut von 17 Neugeboreziea IFNy-Konzentration von
Null, bei 22 Neugeborenen war sie kleiner Mediad bai 17 Neugeborenen war sie
groRer als Median (Median = 40,36 pgf Blutleukozyten).
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Bei den Neugeborenen, deren Mitter mehr als 30Marmmat mit der Stallumgebung
exponiert waren, zeigten 26 Neugeborene eine WKdnzentration von Null,
bei 33 Neugeborenen war sie kleiner Median und 32iNeugeborenen war sie
gréRer Median (Median = 92,64 pg/Blutleukozyten).

Dieses Ergebnis zeigt, dass hochsignifikant melmd&i, deren Mutter wahrend der
Schwangerschaft mit der Stallumgebung exponieremahohe Konzentrationen an

TNF-a im Nabelschnurblut aufwiesen

Abbildung 4: Assoziation der Expositionsdauer nait d
Stallumgebung wahreled Schwangerschaft

Exposition Stall
TNF-a, Stimulation: P/l 48h
EXp' Oh - Median: 21,82 pg/
(n=165) 18 Leukozyten
Exp. < 30h - Median: 40,36 pg/
(n=56 18 Leukozyten
(n=112) 18 Leukozyten
| | | | I
I I I I |
20 40 60 8C 100
Anzahl Neugeborener P=0,0041
Abb. 4 Die Expositionsdauer mit der Stallumgebungahrend der

Schwangerschaft ist mit eeinerhéhten TNFR-Expression im

Nabelschnurblut assoziiert.
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3.4 Die IFN-y- und TNF-a-Konzentrationen im Blut
Neugeborener, deren Mtter immer in der traditionelen

Farmumgebung lebten, sind hochsignifikant erhéht

Die Assoziation der Cytokinexpression von IFNmd TNFa mit dem historischen

Status der Mutter, d.h. war sie schon immer Farpzer. Nichtfarmer (ever/ never)
zeigte eine hochsignifikante und eine signifikaAtsoziation nach P/I-Stimulation
(48h) (Tabelle 3, Abb. 5 und 6).

Die Cytokinkonzentrationen von IL-5, IL-10 und 112 Zeigten bei dieser Assoziation

keine Signifikanzen.

Tabelle 3: Assoziation historischer Farmer-StaisMutter

LPS 24h LPS 48h P/l 24h P/l 48h
IFN-y 0,6664 0,8994 0,2279 0,0326*
IL-10 0,1325 0,3961 0,1917 0,6098
IL-12 0,4065 0,6602 0,4512 0,1877
IL-5 0,9263 0,5081 0,7047 0,8662
TNF-a 0,7350 0,5377 0,2427 0,0038**

Die Abbildungen 5 und 6 stellen die Expression @gtokine IFNy (Abb.5) und
TNF-a (Abb.6) in Assoziation zu dem Status Farmer/ Narmer (ever/ never) dar.
In Abbildung 5 ist eine Population von 229 Neugeber (100 ever, 129 never-
Farmer) berucksichtigt.

Von den ever-Farmer-Neugeborenen zeigten 32 Neugebo eine IFN-
Konzentration von Null, bei 29 Neugeborenen war ldeiner Median und bei 39
Neugeborenen war sie groer Median (Median = 60g400 Blutleukozyten).

Von den never-Farmer-Neugeborener zeigten 53 Neuwgeb eine IFN~
Konzentration von Null, bei 46 Neugeborenen war ldeiner Median und bei 30
Neugeborenen war sie groRer Median (Median = 2Fg#1.6 Blutleukozyten).
Dieses Ergebnis zeigt, dass signifikant mehr Kindlaren Mditter immer in der
traditionellen Farmerumgebung lebten, hohe Konatiotnien an IFN¢ im

Nabelschnurblut aufwiesen.
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Abbildung 5: Assoziation historischer Farmer-Ssader Mutter

Farmer (ever/ never)
IFN- », Stimulation: P/l 48h

Ever - Median: 60,40 pg/
(n=100) 18 Leukozyten

Never Median: 27,41 pg/
(n=129) 18 Leukozyten
| | | I
I I I I
20 40 60 80 100
Anzahl Neugeborener P =0,0325
Abb. 5 Bei Kindern, deren Mutter immer in der itemhellen Farmumgebung

lebten, ist die Konzenwatan IFNy signifikant erhdht.

In Abbildung 6 ist eine Population von 263 Neugeln@r (117 ever- und 146 never-
Farmer) berucksichtigt.

Von den ever-Farmer-Neugeborenen zeigten 28 Neugebo eine [FN-
Konzentration von Null, bei 40 Neugeborenen war ldeiner Median und bei 49
Neugeborenen war sie groRer Median (Median = 68¢2B0 Blutleukozyten).

Von den never-Farmer-Neugeborener zeigten 61 Newgee eine IFN-
Konzentration von Null, bei 43 Neugeborenen war ldeiner Median und bei 42
Neugeborenen war sie groRer Median (Median = 20¢@1.6 Blutleukozyten).
Dieses Ergebnis zeigt, dass hochsignifikant mehd&i, deren Mutter immer in der
traditionellen Farmerumgebung lebten, hohe Konatiotien an TN im

Nabelschnurblut aufweisen.
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Abbildung 6: Assoziation historischer Farmer-Ssader Mutter

Farmer (ever/ never)
TNF-a, Stimulation: P/l 48h
Ever - Median: 65,23 pg/
(n=117) 16 Leukozyten
Never - Median: 20,91 pg/
(n=146) 16 Leukozyten
I | I I I
I I I I |
20 40 60 80 100
Anzahl Neugeborener P =0,0038
Abb. 6 Bei Kindern, deren Mutter immer in der ftemhellen Farmumgebung

lebten, ist die Konzenwatan TNFe hochsignifikant erhdht.
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4. Diskussion

Ziel dieser Arbeit war die Charakterisierung derIlFHTH2-/ TH3-Polarisierung von
in vitro-stimulierten fetalen Nabelschnurblutzellenn Abhangigkeit von
farmassoziierten Umwelt-faktoren, denen die schwem{ylutter ausgesetzt war.

Die hierzu analysierte Studien-Population ist naeéleilpopulation der PASTURE-
Studien-Kohorte. Mit 265 Nichtfarmer- und 233 Farshleugeborener basieren die
Ergebnisse jedoch auf einer statistisch abgesemeabrundlage, die in ihrer Grofie
dem Vergleich anderer Studien standh&lt

Neugeborene immunologisch zu charakterisieren eiaifigeventuell die frihzeitige
Erkennung von Risikopopulationen. Die Charaktenigsig der hierfur
verantwortlichen Umweltfaktoren konnte zu einerekfiven Pravention fihren.
Zwar sind eine Reihe von Risikofaktoren bekanng die Wahrscheinlichkeit
erhohen atopische Erkrankungen zu entwickeln, wim Beispiel eine vorhandene
positive Familienanamnese oder ein erhohter SegkrAWert. Diese sind aber wenig
sensitiv und eignen sich deshalb nicht als Praztikiinarker-.

Die seit Ende der 90er Jahre formulierte Thesess tlanweltfaktoren (pranatal und
frih-postnatal) ©* und die Cytokinkonzentrationen von in vitro stineuten
Nabelschnurblutzellen™ einen pradiktiven Wert bezogen auf eine spétere

Allergieentstehung haben, war die Grundlage derduechgefiihrten Arbeit.

4.1 Cytokine als Marker fur eine spatere Allergieentvicklung

Mit der Beobachtung, dass die IRNProduktion im Nabelschnurblut der
Neugeborenen erniedrigt ist, die spater eine Akergntwickeln, hat sich das
Interesse an der Cytokinproduktion bei Geburt datsera pradiktiven Allergie-
parameter verstarkt. Obwohl eine erniedrigte Exqoesvon IFN bei Allergikern
inzwischen vielfach bestétigt und als allgemeintigidnerkannt ist, bleibt die Frage
des zugrundeliegenden Mechanisnmis Aus verschiedenen Grinden wird zur
Klarung dieser Frage das Augenmerk auf die frihEgteheit gerichtet: einerseits
wurde mehrfach der pradiktive Wert der erniedrigtéfNy- Produktion von

Nabelschnurblutzellen beschrielzen
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Andererseits konnte gezeigt werden, dass es imelLdef Schwangerschaft und
frihesten Kindheit ein sensitives Fenster gibt, welchem bevorzugt eine
.Pradisposition zum Allergiker” festgelegt wird Es wurde bereits gezeigt, dass das
.Lebensumfeld® bereits prénatal mafigebend an detwiEklung atopischer
Erkrankungen beteiligt ist

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdemssddie Cytokinexpression der
Farmer-Neugeborenen nach Stimulation mit P/l (48bghsignifikant in Richtung
einer TH1-Immunantwort mit erhdhter IFN-und TNFea-Expression verschoben ist.
Dieses Ergebnis steht im Einklang mit anderen Wohtungen®. Macaubas
beschrieb in einer prospektiven Studie an 407 Kimaéne signifikante Assoziation
zwischen erhohten Nabelschnurblutcytokinen (hier4LIFN<y und TNFe) bei
Geburt und geringerer Allergieentwicklung im Altesn 6 Jahren. Gereda beschrieb
eine positive Assoziation zwischen hohen Konzeiotnan des Cytokins IFN-im
peripheren Blut von 61 Farmer-Kleinkindern (9-24 mdte) und der erhéhten
Exposition zu Endotoxinen (gram-), die in der Fammgebung in hohen
Konzentrationen vorliegen.

Ferner konnte gezeigt werden, dass die Entwickldeg Immunsystems offenbar
schon vor dem fiinften Lebensjahr stattfindet unérzworzugsweise in Richtung
einer TH1-Immunantwort. Eine von Prescott veroffentlichte Arbeit untersigcdie
Cytokinproduktion ab dem Zeitpunkt der Geburt tberi Jahre in 6-monatigen
Abstéanderr. Dabei zeigte sich, dass alle Kinder zum Zeitpudedt Geburt ein TH2-
Cytokinmuster aufwiesen. Dieses wurde jedoch bendEin ohne atopische
Erkrankung wahrend der ersten zwei Lebensjahrersumst, wohingegen es bei
Kindern persistierte, die spéter eine Atopie erkefien. Die Farmerumgebung
verschiebt mdoglicherweise die T-Helferzellprodukti@er Mutter. Vor diesem
Hintergrund ist es interessant, dass es wahrend Sdbwangerschaft zu einer
Verschiebung der T-Helferzellpopulation der Muttat einer vermehrten Produktion
der TH2-Cytokine (IL4, IL5, IL10) und mit einer wvamderten Produktion der TH1-

Cytokine (IL2, TNFa, IFN-y) kommt™.

Wir kdnnen mit dieser Arbeit zeigen dass die Faumgrebung bereits wahrend der
Schwangerschaft die Cytokinexpression und damit @84/TH2-Gleichgewicht

beeinflusst.

31



4.2 Préanatale Beeinflussung der Allergieentwicklunglurch die

Umwelt

In der Literatur ist beschrieben, dass sich Umwakttdren des traditionellen
Farmerumfeldes (Endotoxine, Allergenexpostion, Naggsmittel, Infektions-
krankheiten) auf die Regulation der Immunantwogveitken.

Das Konzept der fetalen Programmierung, das dawusgedt, dass Stérungen der
intrauterinen Umwelt des Feten zu dauerhaften \Gémgen fundamentaler
Lebensprozesse im spateren Leben fuhren konneadst fir die Allergieforschung
ein wichtiger Ansatz geworden. Hierbei geht manaotaaus, dass ein allergisches
Milieu im Mutterleib die spatere Bereitschaft demdes, ,allergisch zu reagieren®,
deutlich erhoht. Als Ursache wird die ausbleibendiastellung zu einer TH1-
Immunantwort angesehen. Diese Umstellung erfolgtmiaterweise im ersten
Lebensjahr, die Weichenstellung dafur jedoch veliotutschon wahrend der
Schwangerschatft.

Auch in dieser Arbeit konnte gezeigt werden, daas tladitionelle Farmerumfeld
pranatal die Ausrichtung des Neugeborenen-Immuesysbeeinflusst.

Es gibt verschiedene Beobachtungen , die einerduSspranataler Faktoren auf die

spatere Allergieentwicklung denkbar erscheinerefass

a) Epidemiologische Evidenz

Viele Forscher beschaftigten sich mit moglichen Mausmen, die die pranatale
Wirkung von Umweltfaktoren erklaren konnte. Haufigurde dabei eine
allergenspezifische T-Zell-Proliferation im Nabélsarbluts” beobachtet. Dies flihrte
zu der Hypothese, dass wahrend der Schwangersighale T-Zellen Allergenen
ausgesetzt sind, die von der Mutter durch Inhatatider Ingestion aufgenommen
wurden. Dieser Allergenkontakt soll bereits in @nesehr frihen Stadium der
Schwangerschatft erfolgen (~20. SSWEine Dosis-Wirkungs-Beziehung zwischen
der Allergenexposition in der Schwangerschaft unér dReaktivitat der
Nabelschnurblut-Zellen konnte dagegen nicht gezeegtden~. Als mdgliche Wege
fur die fetale Allergenexposition in der Schwangbedt werden sowohl der Transfer
von Allergenen tber das Fruchtwasser als auch @arsier Gber das Plazentagewebe
diskutiert=. Szepfalusi et al. beschaftigte sich eingehenddaih transplazentaren
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Allergentransfer am Beispiel der Nahrungsmittetgéme Ovalbumin undp-
Lactoglobulin sowie des Inhalations-allergens Be{Birkenpollenallergeny.

In Perfusionsversuchen mit humanen Plazenten kanregem Ex-vivo-Modell der
Transfer der untersuchten Allergene in die fetakkufation nachgewiesen werden.
Dabei war der Anteil der tatsachlich in das fetatenpartiment gelangten Allergene
allerdings gering. Es kommt zu einer Kumulation Akergene im Plazentagewebe
Diese Ergebnisse erklaren moglicherweise auch dehleriden direkten
Zusammenhang zwischen der Allergenexposition inStdwangerschaft und einer
dosisabhangigen, allergen-spezifischen Zellredktivin Nabelschnurblut.

Der Befund dass Neugeborene von Mittern mit hohgro&ition gegentber dem
Stallmilieu bereits zum Zeitpunkt der Geburt eiretsignifikante IFNy- und TNF-
a-Produktion und damit eine Verschiebung in Richtuitgl-Antwort aufweisen,
bestétigt die bisherigen Erkenntnisse einer intiaen Pragung der fetalen T-

Zellantwort.

b) Mausmodelle

Ende der 90er-Jahre wurde ein Mausmodell entwickettdessen Hilfe der Einfluss
einer mdutterlichen  Umweltexposition auf die Allegntwicklung der
Mausnachkommen untersucht wurde. In diesem Modealden weibliche Mause
mittels intraperitonealer Injektionen mit dem Mddbérgen Hidhner-Ovalbumin
(OVA) sensibilisiert und im Anschluss mit nichtsdmésierten Mannchen verpaart.
Wahrend der Schwangerschaft erfolgte jeden zwdisaneine Exposition mit OVA-
Aerosol. In den mononukledren Splenozyten der Nawwinken von OVA behandelten
Muttermausen war die Expression von lifeutlich vermindert, sodass ein relatives
Ubergewicht der TH2-Antwort vorlag. In weiteren Versuchen wurde untersucht,
wie die Nachkommen im Alter von 4 Wochen auf efirkaktoglobulin-Injektion
reagieren. Zu diesem Zeitpunkt produzierten dielNaammen der sensibilisierten
Mitter bereits signifikant hohere Mengen an Gesgft- als die der
nichtsensibilisierten Muttertiere. Die Nachkommemr dsensibilisierten Mause
produzierten ebenfalls deutlich schneller und ihdrén Konzentrationen spezifisches
lgG1 gegenp-Laktoglobulin als die Kontrollgruppe. Dies Ergebraeigte, dass in
Nachkommen allergischer Mdutter die Induktion einfegterologen allergischen

Sensibilisierung sehr viel starker Ausgepragt war.
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In einem weiteren Mausexperiment wurden schwanddéeise mit Endotoxin
exponiert und die Allergieentwicklung der Nachkonmremnalysiert. Es stellte sich
heraus, dass die Nachkommen verstarkt yFbei gleichbleibender IL-4 und IL-2-
Expression produzierten. Wenn die Nachkommen mial@min sensibilisiert
wurden, war deren TH2-Interleukin-Produktion (IL-8,-13) im Vergleich mit

Nachkommen von LPS-exponierten Mausmuttern sigaifikreduziert, ebenso wie
die Produktion von spezifischem IgE und IgG1l ge@®ralbumin. Parallel dazu
waren allergisch-asthmatische Reaktionen reduziefEine Endotoxinexposition
wéahrend der Schwangerschaft induziert eine THI1-lmantwort in den

Nachkommen.

c) Klinische Studien

Das zunehmende Interesse an der Frage der Pragsnkjmdilichen Immunsystems
bereits vor der Geburt fuhrte in den letzten Jalateklinischen Interventionsstudien.
Die Supplementierung mit probiotischen Bakterierhlizadnit Sicherheit zu den
interessantesten, wenn auch nicht unumstrittenensat&an zur frihen
Allergiepravention. In einer Studie wurde unterduckie die Verabreichung des
probiotischen Keimes Lactobacillus GG (LGG) ab 8@r SSW bis zur Geburt und 6
Monate dartber hinaus die Haufigkeit eines atogiscBkzems bei Kindern aus
Hochrisikofamilien beeinflusst. In dieser randomiten, placebo-kontrollierten
Studie sank die Ekzemhaufigkeit bei den KindermedeMitter LGG erhielten, im
Alter von 2 Jahren um 50%, und nach 4 Jahren um*%3%

Die antiinflammatorischen Eigenschaften von langgen, mehrfach ungesattigten
o-3-Fettsauren machen diese Gruppe von Nahrungsfetts auch in Hinblick auf
eine pranatale Pravention allergischer Erkrankungeinch eine entsprechende
Supplementierung in der Schwangerschaft interesfaatAnzahl von Studien, die
den Einfluss vonw-3-Fettsduren auf die Entwicklung des fetalen/friidkchen
Immunsystems untersuchen, ist zum gegenwartigetputdit relativ gering. Im
Rahmen einer randomisierten, doppelblinden, pldaaftoollierten Studie wurde
schwangeren Frauen aus Hochrisikofamilien ab derS®W ein Fischélpraparat
andererseits ein Placebo verabreicht.

Im Alter von einem Jahr zeigten die Kinder der tmgmtionsgruppe eine geringere
Sensibilisierung gegen Ovalbumin, ausgepragte E&kzeaten seltener auf Auch

wenn es zum gegenwartigen Zeitpunkt noch keine z@itggudien zur Fischol-
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supplementierung in der Schwangerschaft gibt, atiitzen diese vorlaufigen
Ergebnisse das Konzept einer pranatalen Praveallengischer Erkrankungen.
Allergenvermeidungsstudien, die durch eine geziddemeidung oder Verringerung
der Allergenexposition wahrend der Schwangerschafhe Senkung des
Allergierisikos der Kinder aus Hochrisikofamilienra Ziel hatten, fihrten nicht zum
Erfolg. So konnten z.B. durch die pra- und postieat@rringerung der Hausstaub-
milbenexposition keine Unterschiede im allgemeirglergierisiko der Kinder im
Alter von 3 Jahren im Vergleich zur Kontrollgruppestgestellt werden. Jedoch
zeigten die Kinder aus Haushalten mit geringereuddtubmilbenbelastung eine
erhohte Sensibilisierung gegen dieses Allergen Eine schwedische Studie
untersuchte den Einfluss von diatetischen Eins¢hmdgen auf die
Allergieentwicklung bei Kindern aus Hochrisikofamait. Hierbei fihrte der
konsequente Verzicht auf Eier und Kuhmilch im letet Trimester der
Schwangerschatft zu einer verstarkten Hihnereiwleila bei den Kindern im Alter
von 5 Jahren.

Diese Daten zeigen, dass die Schwangerschaft emmeseP darstellt, in der
verschiedenste Umwelteinflisse auf den Fetus winketh dessen Risiko fir eine
spatere allergische Erkrankungen beeinflussen konKerschiedene Substanzen,
denen die Mutter wahrend der Schwangerschaft egpoist, scheinen hierbei nach
aktuellem Wissensstand einen protektiven Einflugshaben. Hierzu zéhlen z.B.

probiotische Bakterien oder3-Fettsauren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten auf eine Sehlfimktion des traditionellen
Farmerumfeldes vor und wéhrend der SchwangerschBizug auf die Ausrichtung
der T-Zell-Antwort des Neugeborenen hin. Geradehdiehsignifikanten Ergebnisse
bei Assoziation der Cytokinexpression zu der Adfaltsdauer der Schwangeren im
Stall lassen auf mal3gebliche Komponenten im StalB.( die Stalltiere) als
Modulatoren der T-Zell-immunantwort der Farmer-Neligrenen in Richtung TH1-
Antwort vermuten. Diese Cytokinexpressionsdaten Geiburt missen mit der
spateren Allergieentwicklung des Kindes assoziwegrden, um Aussagen Uber

eventuelle protektive Funktion der erhdhten TH1-kmmantwort treffen zu kénnen.
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5. Zusammenfassung

ZIELSETZUNG : Ziel der Arbeit war die Charakterisierung der &HZAntwort
fetaler Nabelschnurblutzellen in Abhangigkeit vaer dExposition der schwangeren
Mutter zur traditionellen Farmumgebung im Vergleigh nicht-farmexponierten
Schwangeren.

METHODEN : Dazu wurden von 265 Nichtfarmer- und 233 Farmeud&borener
Nabelschnurblutproben gewonnen. Fir die BestimmuergCytokine (IL-5, IL-10,
IL-12, TNF-a, IFN-y) wurden Nabelschnurblut-Zellkulturen mit PMA/longan
(P/) und Lipopolysaccharid (LPS) stimuliert undr figweils 24 und 48 Stunden
inkubiert. Die Cytokinkonzentration wurde mitteltnes kommerziell erhaltlichen
Sandwich-ELISA bestimmt. Die Cytokinkonzentrationemirden nachfolgend mit
drei verschiedenen Variablen assoziiert: (1) demellen Lebensumfeld der Mutter
(Farmer/ Nichtfarmer), (2) der Expositionsdauer &shwangeren im Stall ( nie/
weniger als 30h pro Monat/ mehr als 30h pro Mooat) (3) dem historischen Status
der Mutter, d.h. ob sie schon immer im Farmumfakéigt hat (ever/ never).
ERGEBNISSE: Signifikant mehr Neugeborene von zum einen Faihittern und
zum anderen Mduttern mit einer hohen Exposition z8tallmilieu wahrend der
Schwangerschaft zeigten eine hohe Produktion \e-ylund TNFe und damit eine
Verschiebung in Richtung einer TH1-basierten Imnmivvart.
SCHLUSSFOLGERUNG: Das traditionelle Farmermilieu beeinflusst beyeit
pranatal die Entwicklung des fetalen ImmunsystemRichtung einer TH1-basierten
Immunantwort. Besonders stark ist dieser Effekthnvdie schwangere Mutter eine
hohe Exposition zum Stall hatte, d.h. moglichereessnd die ,Stalltiere” fir den
Effekt verantwortlich. Die Assoziation der friherHI-Antwort mit der spateren
Allergieentwicklung des Kindes soll im nachsten i@thden Zusammenhang
zwischen der verschobenen Immunantwort und einermglion@rweise damit

verbundenen Allergieprotektion klaren.
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7. Materialibersicht
Artikel Bezeichnung Firma Bestellnummer
384-Well-Platte 384 well cleaNUNC A/S 065813
Maxisorp
BM blue POD-43,3-5,5- TetratRoche Diagnosticsl484281
Substrat methylbenzidin Corporation
(TMB)
Desinfektionsmitte| Softasept Reagenzienzentra@008171
Einfrier-
Pappschachteln
Eis
ELISA-Reader Tecan GENios
ELISA-Reader- Magellan 3
Software
FCS Fetal calf serupnPAA Laboratories
Gold GmbH
Fein-Waage
Finnpipette 300 ul | Labsystems
(automatisch)
Finnpipette 50-300 ul | Labsystems
(manuell/
mechanisch)
H,SOy 2 mmol/ |
Handschuhe Gr. 7
unsteril
Kuhlschrank -20 °C
Kuhlschrank 2-6 °C
Kuhlschrank -80 °C
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Opt-EIA  ELISA|Capture AntibodyBD Bioscience$555142
Kit IFN-y Detection AntibodyPharmingen

Enzym Reagent

Standard
Opt-EIA  ELISA|Capture AntibodyBD Bioscience$555157
Kit IL-10 Detection Antibody Pharmingen

Enzym Reagent

Standard
Opt-EIA  ELISA|Capture AntibodyBD Bioscience$555171
Kit IL-12 Detection Antibody Pharmingen

Enzym Reagent

Standard
Opt-EIA  ELISA|Capture AntibodyBD Bioscience$555202
Kit IL-5 Detection AntibodyPharmingen

Enzym Reagent

Standard
Opt-EIA  ELISA|Capture AntibodyBD Bioscience$555212
Kit TNF-a Detection AntibodyPharmingen

Enzym Reagent

Standard
PBS Dulbeccos’ PAA Laboratories

Phosphate BufferedsmbH

Saline
Pipetten “reference” Eppendorf

10-100 ul (gelb)
0,5-10 pl (grau)
50-200 ul gelb)
“research”
500Qul (lila)

Pipetten-Spitzen

Gelb
Blau
Lila

Transparent

Probenstander
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Reagiergefalie

Micro-Tubes

Cryo-Tubes

Schiittler

Stiroporkiste

Tween 20 Polyoxyethylene | Sigma 9005-64-5
Sorbitant

Monolaurate

Verschlussfilm

Parafilm

Vortexer

Wasserbad
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8. Anhang

8.1 Lebenslauf

Personliche Daten

Name:

Adresse:

Geburtsdatum und —ort:

Staatsangehorigkeit:
Konfession:
Familienstand:
Kinder:

Jens Erwin Uffelmann
Auf der Haide 16
35043 Marburg
14.12.1976 in Schluchtern

deutsch
evangelisch

verheiratet

Tochter, Katharina (geb. 23.08.2004),
Sohn, Jan (geb. 12.01.2007)

Ausbildung

08.1987-06.1996
07.1996-07.1997

02.2000-09.2000

10.2000-09.2006

Ulrich- von- Hutten- Gymnasium|8chtern
Zivildienst, DRK Rettungswachel&dfitern

Ausbildung zum Bankkaufmann, Kreissparkasse

Schliichtern

Anstellung als Bankkaufmann, Kreissparkasse

Schliichtern

Studium der Humanmedizin, Phillips-Universitat

Marburg
09.2002
08.2003
09. 2005
11. 2006

Physikum
1.Staatsexamen
2.Staatsexamen

3.Staatsexamen
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Famulaturen

03.2003 Abt.

Kardiologie, Prof. Dr. B. Maisch,

Universitats-Klinikum Marburg

09.2003
03.2004

03.2005

Allgemeinarzt- Praxis Dr. H. Meil3, Marburg

Abt. fir Klinische Chemie, Diabetes Préaimmt
St. Georgen

MZR- Strahlendiagnostik, Prof. Dr. K. J. Klose,

Universitatsklinikum Marburg

Praktisches Jahr

10.2005- 02.2006

02.2006- 05.2006
Notfallbereich,

05.2006- 09.2006

seit 01.07.2007

Strahlendiagnostik, Nuklearmedinid
Siientherapie,
MZR des Universitatsklinikums Marburg

Abteilung flr Gastroenterologieta(®24), Pulmologie/ Kardiologie (Stat. 222) und

Universitatsklinikum Marburg
Allgemeinchirurgie (Stat. 138),fallchirurgie (Stat.
136), Universitatsklinikum Marburg

wissenschatftlicher Mitarbeiterzfp in der Abteilung

fur Allgemeinmedizin, Praventive und Rehabilitative

Medizin der Philipps-Universitat Marburg
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