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Einleitung 1

1. Einleitung

Neurodermitis, Asthma bronchiale und allergische Rhinokonjunktivits gehdren zu den
hiufigsten Vertretern der Krankheiten des atopischen Formenkreises. In den letzten
Jahrzehnten ist die Pridvalenz dieser Erkrankungen in den industrialisierten Lindern
dramatisch gestiegen. Heute zdhlen sie zu den hiufigsten chronischen Erkrankungen.
Allen diesen Erkrankungen liegt eine Hypersensibilitit gegen harmlose Umweltantigene
zugrunde, die sich in einer tibermédBigen Immunantwort mit den jeweiligen Symptomen

der manifesten, allergischen Erkrankung duf3ert.

Beim Asthma bronchiale handelt es sich um eine chronisch entziindliche Erkrankung
der Atemwege. Bei entsprechend veranlagten Personen fiihrt die Entziindung zu einer
reversiblen, anfallsweisen Luftnot, die auf eine Verengung der Atemwege
zuriickzufithren ist. Aufgrund der Entziindung entwickelt sich eine bronchiale
Hyperreagibilitit. Die Atemwege reagieren empfindlicher auf eine Vielzahl von Reizen.
Die Atemwegsverengung wird durch vermehrte Sekretion von Schleim der
Bronchialschleimhaut, durch einen Spasmus der Bronchialmuskulatur und durch Bildung
von Odemen verursacht. Es wird zwischen extrinsischem (Synonym: allergischem)
Asthma bronchiale, intrinsischem (Synonym: nicht-allergischem) Asthma bronchiale und
Mischformen unterschieden. Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich ausschlieSlich mit

der extrinsischen Form des Asthma bronchiale.

Die allergische Rhinokonjunktivits ist eine IgE-vermittelte Entziindung der oberen
Luftwege, die mit einer hohen Komorbiditit einhergeht. Sie wird zum Beispiel mit der
Entstehung von anderen Atemwegserkrankungen wie Asthma und Sinusitis in
Zusammenhang gebracht. Die Erkrankung beginnt hiufig im frithen Kindesalter und
fiihrt oftmals iiber Jahrzehnte hinweg zu einer erheblichen Beeintrdchtigung der
Lebensqualitidt. Die negativen gesundheitlichen Auswirkungen betreffen oft das

Sozialleben, die schulische Leistungsfihigkeit und die Arbeitsproduktivitit.

Die Neurodermitis (Synonym: atopische Ekzem) ist eine Hautkrankheit, deren
Hauptsymptome rote, schuppende, manchmal auch nidssende Ekzeme auf der Haut und
ein oft quélender Juckreiz sind. Sie tritt vorwiegend im Kleinkindsalter auf und ist

behandelbar, aber bislang nicht heilbar.
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1.1 Epidemiologie

Das Vorkommen allergischer Erkrankungen steigt in den westlichen Lindern stetig *>*%.
Laut statistischem Bundesamt (GBE) litten in den neunziger Jahren in Deutschland 1%
aller 4-jahrigen Kinder, 2,1% der 6-jdhrigen 2,8% der 9-jdhirgen und 5,5% der 12-15-

jihrigen Kinder an Asthma '**.

Bei den Erwachsenen im Alter von 20-44 Jahren zeigte
sich 1995 eine Asthma-Jahresprivalenz von 2,1%, davon 3% in den alten Bundeslidndern

und 1,3% in den neuen.

Die Jahrespriavalenzen der allergischen Rhinitis in Deutschland lagen in den 90er Jahren
im Mittel bei den 6-Jihrigen bei 1,7% (West: 2%/Ost: 1,4%), bei den 9-11-Jdhrigen bei
5,6% (West: 8,6%/Ost: 2,6%) und bei den 12-15-Jdhrigen bei 16,7% (West: 21,5%/Ost:
11,9%). 18,2% der Erwachsenen im Alter von 20-44 Jahren erkrankten im Jahr 1995 in
Deutschland an Heuschnupfen (West: 23,1%/Ost: 13,3%). Die Lebenszeitpriavalenz der
atopischen Dermatitis in der deutschen Bevolkerung liegt bei 3,4%. Von atopischer
Dermatitis sind 4,7% der Erwachsenen (18-35 Jahre) betroffen. Laut statistischem
Bundesamt waren in den 1990er Jahren 12,6 % aller 4-jdhrigen Kinder erkrankt, im Alter

von 6 Jahren waren es 4,6% und bei den 9-11-Jdhrigen waren es 7,3% 128,

Nach der Wiedervereinigung 1990 untersuchten verschiedene Arbeitsgruppen
asthmatische Symptome und allergische Sensibilisierungen im Ost-West-Vergleich. Den
Studien lagen genetisch sehr #hnliche Populationen zugrunde, die iiber 40 Jahre
unterschiedlichen Lebensbedingungen ausgesetzt waren und unter verschiedenen
allgemeinen Lebensverhiltnissen gelebt hatten. So zeigte 1992 eine Untersuchung von
sechsjdhrigen Kindern in Sachsen, Sachsen-Anhalt und Nordrhein-Westfalen, dass
Husten haufiger im Osten, Rhinitis und Asthma hingegen hiufiger im Westen auftraten.
Untersuchungen in Leipzig, Halle und Miinchen in den Jahren 1992 und 1994 bestitigten
dieses Ergebnis %4 Heinrich et al. berichteten, dass die Pridvalenz von atopischen
Erkrankungen bei nach der Wiedervereinigung geborenen Kindern in Ostdeutschland
dramatisch anstieg °. In Hamburg gaben 85% mehr Erwachsene im Alter von 20 bis 44
Jahren Atemwegs- und allergische Krankheiten an als in Erfurt. 8,9% der Hamburger,
aber nur 3,4% der Erfurter wiesen bronchiale Hyperreaktivitit und Asthmasymptome auf.
Die im Kindesalter wirksamen Einfliisse der Innenraumluft-Faktoren waren in dieser
Studie fiir die Entwicklung asthmatischer und allergischer Erkrankungen bedeutsamer als

eine langjihrig hohe Belastung der AuBenluft mit Schwefeldioxid und Staubpartikeln *°.
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Auch aus dem europdischen Ausland lassen neuere Studienergebnisse auf eine Zunahme
des Asthma bronchiale schlieen. 40% bis 80% der Kinder mit Asthma verlieren ihre
Beschwerden wihrend des Heranwachsens. Allerdings reagieren die Atemwege bei iiber
der Hailfte der Patienten auch nach mehrjahriger Beschwerdefreiheit noch
tiberempfindlich. Rund ein Drittel der im Jugendalter beschwerdefrei gewordenen
Asthmatiker erleidet spiter einen Riickfall. Die Prognose des Asthmas im Kindesalter ist
schlechter, wenn bereits asthmatische Erkrankungen in der Familie bestehen, wenn
gleichzeitig Allergien und Ekzeme auftreten, wenn die Symptomatik bei
Erkrankungsbeginn sehr ausgeprdgt ist und wenn entweder aktiv oder passiv

. - . 14971,126
Zigarettenrauch eingeatmet wird "%,

Im europdischen Vergleich fiihrt England in der Pridvalenz des Asthma bronchiale und
der allergischen Rhinitis (8% Asthma, 27% allergischer Rhinitis), gefolgt von Schweden
(Asthma 6,2%, allergische Rhinitis 21,9%). Den geringsten prozentualen Anteil an
Asthma bronchiale hat Griechenland mit 2,9% und an allergischer Rhinitis Island mit
17,8%. Die Linder mit den weltweit hochsten Privalenzen sind Australien (Asthma
11,9% / allergischer Rhinitis 40,9%) und Neuseeland (Asthma 10,4% / allergischer
Rhinitis 36,3%) '*. Laut CDC (Center for Disease Control/NCHS National Center for
Health Statistics) betrug die Jahrespridvalenz von Asthma in den Vereinigten Staaten im
Jahr 2002 7,2%, wobei 8,2% der Betroffenen unter 17 Jahre alt waren und 6,8% iiber 17
Jahre . Im Jahr 2004 wurde in den USA bei 8,7% (18,6 Millionen) der Erwachsenen
und bei 9,2% (6,7 Millionen) der Kinder unter 17 Jahren Heuschnupfen diagnostiziert 2,

Auch die gesundheitsokonomische Bedeutung der atopischen Erkrankungen hat
dramatische Ausmalle angenommen. Aufgrund von Asthma gingen 1993 in Deutschland
etwa 2,6 Mio. Arbeitstage durch Arbeitsunfihigkeit der GKV-Pflichtmitglieder verloren,
im Durchschnitt dauerte die Arbeitsunfdhigkeit rund 20 Tage an. 3019 Asthmatiker
wurden 1995 aufgrund verminderter Erwerbsfahigkeit vorzeitig berentet; bei
Rentenbeginn waren Frauen im Durchschnitt 51, Manner 54 Jahre alt. 1994 wurden fiir
Asthmapatienten knapp 2,1 Milliarden DM ausgegeben. Diese direkten Krankheitskosten
fielen an fiir die ambulante und stationdre Behandlung, fiir Arzneimittel, fiir
Rehabilitation, fiir Krankengeld und fiir Leistungen der Berufsgenossenschaften bei

berufsbedingten Krankheitsfillen '**.
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Im internationalen Vergleich unterscheiden sich die Krankheitskosten, weil die Lénder
verschiedene Schwerpunkte in der Behandlung von Allergikern verfolgen. In
Deutschland fallen in der stationiren Versorgung weniger Kosten an als im Ausland;

dennoch ist der Anteil der klinischen Intervention noch hoch.

An Asthma erkrankte Erwachsene konnen kaum auf eine Spontanheilung hoffen; die
Wahrscheinlichkeit dafiir liegt unter 20%. Die Auswirkung auf die Sterblichkeit ist
dagegen gering; verglichen mit gleichaltrigen Gesunden versterben maximal 2% mehr
Asthmatiker. 1995 verstarben 5.546 Menschen in Deutschland an Asthma und dessen
Folgen, 4.750 im Westen und 796 im Osten. Etwa 75% der Verstorbenen waren iiber 65
Jahre alt. Uber einen lingeren Zeitraum betrachtet ging im Westen wie im Osten die
Asthmasterblichkeit zuriick, im Osten allerdings deutlich langsamer als im Westen. Die
Sterberate lag 1995 in Deutschland bei 6,8 pro 100.000 Einwohner, im Westen bei 7,2
und im Osten bei 5,1. Damit ist die Asthmasterblichkeit im internationalen Vergleich

trotz riickliufiger Zahlen weiterhin hoch '**.

1.2 Protektive Faktoren - Die Hygiene Hypothese

Die genaue Ursache fiir die dramatisch ansteigende Privalenz von atopischen
Erkrankungen in den letzten Jahrzehnten konnte trotz intensiver Forschungsbemiihungen
noch immer nicht hinreichend gekliart werden. In epidemiologischen Untersuchungen
wurde gezeigt, dass ein Zusammenhang zwischen dem enormen Anstieg von allergischen
Erkrankungen und dem modernen westlichen Lebensstil besteht. Dieser Zusammenhang

130 -
3,1nder

wurde erstmals 1989 in der ,,Hygiene Hypothese* von Strachan beschrieben
postuliert wird, dass das moderne Hygieneverhalten zu einer relativen Sterilisation in den
industrialisierten Lindern gefiihrt hat. Dadurch hat sich die Exposition zu bakteriellen
und viralen Antigenen verringert, wodurch deren Potential, hemmenden Einfluss auf

allergische Reaktionen auszuiiben, reduziert wird .

Seit der Aufstellung dieser Hypothese gab es viele Studien, die dieses Konzept

46,114 1~ . . -
", Die Unterschiede zwischen den alten und neuen Bundeslidndern,

unterstiitzt haben
beziehungsweise der Anstieg der Pridvalenz der allergischen Erkrankungen im
ehemaligen Ostdeutschland nach der Wiedervereinigung, spiegeln die Anpassung an den
moderneren Lebensstils Westdeutschlands wider *°. Eine epidemiologische Beobachtung
aus Schweden beschiftigte sich mit einem Zusammenhang zwischen der Haltung von

Haustieren und der Entstehung von allergischen Erkrankungen. Hier wurden Schulkinder,
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die in ihren ersten Lebensjahren Haustiere besessen hatten, mit Kindern ohne Haustiere
verglichen und auf Sensibilisierungen und manifeste Allergien untersucht. Die
Ergebnisse lassen vermuten, dass die Exposition von Haustieren wéhrend der Kindheit
einen protektiven Effekt auf die Allergieentwicklung im spiteren Leben haben konnte *°.
In einer weiteren Studie von Strachan et al. konnte eine Assoziation zwischen der Anzahl
alterer Geschwister und der Entwicklung von allergischen Erkrankungen nachgewiesen
werden: je groBer die Anzahl dlterer Geschwister, desto geringer war das Risiko fiir
Heuschnupfen, atopisches Ekzem und respiratorische Allergien. Dieser so genannte
Geschwister-Effekt ist auf hohere Infektionsraten zwischen den Geschwistern
zuriickzufiithren und steht ebenfalls in Einklang mit der Hauptaussage der Hygiene
Hypothese '*'. Ebenso wurde bei Kindern, die Kindergirten und Tagesstitten besuchten,
gefunden, dass diese eine geringere Wahrscheinlichkeit fiir die Entwicklung von Asthma
haben *°. Einige Studien haben einen Zusammenhang zwischen dem individuellen
Lebensstil und dem Auftreten allergischer Erkrankungen untersucht: so zeigte eine
Studie von Alm et al., dass Kinder aus Familien mit anthroposophischen Lebensstil eine

geringere Atopieprivalenz aufwiesen °.

Aus verschiedenen Studien geht hervor, dass die mikrobielle Exposition auf Bauernhtfen
mit einem erniedrigten Risiko fiir die Entwicklung allergischer Erkrankungen einhergeht.
In diesem Kontext zeigte die SCARPOL Studie aus der Schweiz, dass Kinder, die in ein
bauerliches Milieu hineingeboren worden waren und dort aufwuchsen, ein um 50%
verringertes Risiko gegeniiber Kontrollgruppen hatten, allergische Erkrankungen zu
entwickeln '. Eine weitere Studie aus Bayern zeigte zudem, dass vor allem fiir die
Kinder, die auf Bauernhofen mit Nutztierhaltung und Viehzucht, ein verringertes
Atopierisiko bestand '*’. Dies konnte durch eine finnische Studie bestiitigt werden '*. In
der ALEX Studie wurden diese Beobachtungen iiber das Leben und Aufwachsen in
biuerlichem Milieu bestiitigt und ausgebaut: man fand in den Untersuchungen heraus,
dass bei sehr frither oder sogar prianataler Exposition mit der bduerlichen Umwelt das
Auftreten von Asthma und Allergien bei Kindern signifikant vermindert war. Kinder, die
sich in Stillen authielten oder deren Miitter bereits wihrend der Schwangerschaft tiglich
mit Nutztieren auf dem Bauernhof in Kontakt getreten waren, hatten eine lang anhaltende

LJImmunitit“ gegen Asthma entwickelt »°.
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Neben diesen Beobachtungen fand man erndhrungsabhingige Faktoren, die das
Atopierisiko beeinflussen. Erhohter Konsum von unpasteurisierter Milch oder von

N o . o 3460115
ungesiittigten Fettsiuren war mit einem vermindertem Atopierisiko assoziiert ***'!,

Jedoch nicht alle Studien bestitigen die Hygienehypothese. Bei GroBstadtkindern aus den
USA, hauptsichlich aus sozial benachteiligten Familien, fanden sich trotz schlechter

hygienischer Verhiltnisse hohe Asthma-Privalenzen 1

1.3 Molekulare Mechanismen

Allergien treten auf, wenn der Kontakt mit bestimmten Antigenen nicht zu einer
normalen Immunisierung, sondern zu einer iiberschiefenden Immunantwort fiihrt.
Antigene, die eine allergische Reaktion hervorrufen, werden Allergene genannt; dabei
handelt es sich um harmlose Umweltantigene, wie Pollen, Hausstaubmilben oder
Milchproteine. Bei entsprechend veranlagten Menschen, so genannten Atopikern, kann
der Kontakt mit Allergenen eine allergische Reaktion hervorrufen. Diese wird nach
Coombs und Gell in vier Typen eingeteilt, wobei die Typen I-IIl eine humorale
Immunantwort beschreiben, wihrend Typ IV eine zellvermittelte Reaktion darstellt ''°.

Diese Arbeit behandelt die hdufigste und klinisch bedeutsamste Form der Allergie, die
Typ I Sofortreaktion.

1.3.1 Die allergische Reaktion

Die Typ I Reaktion (Reaktion vom Soforttyp) entsteht auf der Grundlage spezifischer
IgE-Antikorper, die mit Allergenen interagieren und Zellen des Immunsystems
aktivieren. Die Reaktion wird in zwei Phasen eingeteilt, eine Initial- oder
Sensibilisierungsphase und eine Effektorphase (Abb. 1.1). Diese beiden Phasen treten

meist gleichzeitig auf.

Sensibilisierungsphase

Nach Aufnahme des Allergens, meist iiber die Haut, den Gastrointestinaltrakt oder das
respiratorische Epithel, wird das Allergen von antigenprisentierenden Zellen (APC)
aufgenommen und {iber MHC-II Molekiille T-Lymphozyten présentiert. Letztere
interagieren iiber Oberfldchensignale und Zytokine, insbesondere 1L-4, IL-5 und IL.13,
mit B-Lymphozyten und stimulieren durch diese Interaktion die Differenzierung der B-

Lymphozyten zu IgE-produzierenden Plasmazellen '"°.
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Freies IgE bindet in der Folge an hochaffine Fce-Rezeptoren auf Mastzellen und
basophilen Granulozyten. Der Organismus ist nun gegen das betreffende Allergen

sensibilisiert, es kommt jedoch noch zu keiner allergischen Reaktion °.

Effektorphase

Die Effektorphase wird in eine Frith- und eine Spitphase unterteilt. Trifft der
sensibilisierte Organismus erneut mit dem entsprechenden Allergen zusammen, kommt
es zu einer Kreuzvernetzung der Fce-Rezeptoren iiber die gebundenen IgE. Durch diese
Kreuzvernetzung werden die sekretorischen Zellen aktiviert und geben in der Friithphase
der Effektorphase den Inhalt ihrer Granula durch Exozytose an die Umgebung ab. In den
Granula befinden sich verschiedene Entziindungsmediatoren. Zu ihnen gehoren Histamin,
ein kurzlebiges, vasoaktives Amin, welches GefidBpermeabilitit, Vasodilatation und
gastrointestinale Peristaltik steigert, und Odembildung, Ro6tung und erhohte
Sekretbildung bewirkt, und Proteoglykane sowie Prostaglandine, welche eine
Bronchokonstriktion hervorrufen. Interleukine (IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, TNF-a) leiten
durch Opsonierung von Basophilen und Eosinophilen die Spétphase der allergischen

Reaktion ein *7°.
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Abbildung 1.1: Schematische Darstellung einer allergischen Reaktion Typ I *

1.3.2 Das spezifische (adaptive) Imnmunsystem

Die molekularen, immunmodulatorischen Mechanismen, die zu dieser iiberschieBenden
Immunantwort fithren, konnten bisher trotz intensiver Forschungsansitze nicht
hinreichend geklart werden. Eine Schliisselrolle scheint T-Helfer-Lymphozyten (CD4+
T-Zellen) zuzukommen. Naive CD4+ T-Zellen (TH-0 Zellen) konnen zu TH-1 oder TH-2
Zellen differenzieren. Es wird angenommen, dass eine mangelnde TH-1 Antwort und
somit eine gesteigerte TH-2 Antwort ein grundlegender Mechanismus der
Allergieentstehung sind ', TH-2 Zellen stimulieren durch verschiedene Zytokine wie
IL-4, IL-5, IL-9 und IL-13 den Isotypenswitch der B-Lymphozyten und damit die IgE-
Produktion ***. Bei einem atopisch veranlagten Menschen dominieren TH-2-
Lymphozyten. TH-1 Zellen produzieren hingegen IFN-y, welches die zellulire

Immunantwort stimuliert und die Bildung von TH-2 Zellen inhibiert 120

1.3.3 Das unspezifische (erworbene) Immunsystem

Im Gegensatz zu Lymphozyten, die mit hochspezifischen Rezeptoren spezifisches
Antigen erkennen, interagieren Zellen des angeborenen Immunsystems, wie dendritische
Zellen, auf so genannte ,,pathogen associated moleculare patterns* (PAMP) iiber ,,pattern

recognition receptors® (PRR).
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Bei PAMPs handelt es sich um potentiell pathogene mikrobielle Oberflachenbestandteile,
die hédufig bei Viren, Bakterien oder Pilzen vorkommen. Unter den PRRs sind ,, Toll-
Like-Receptors* (TLR) die bekannteste Gruppe 87 Bis heute wurden zehn humane TLRs
und verschiedene korrespondierende PAMPs identifiziert.

Zu den PAMPs werden auch Endotoxine gezihlt. Endotoxine sind Bestandteile der
duBeren Zellwand gramnegativer Bakterien. Aufgereinigt werden sie als
Lipopolysaccharide (LPS) bezeichnet. Die biologische Aktivitit des Endotoxins ist nicht
an die lebende Bakterienzelle gebunden. Endotoxin interagiert mit TLR-4 und stimuliert
die Produktion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-a, Typ I Interferonen, IL-1, IL-

121,122

6, IL-10 und IL-12 von antigenprisentierenden Zellen . Diese Zytokine aktivieren

naive CD4+ Zellen zur Differenzierung in TH-1-Zellen 6119,

Bei verbesserten hygienischen Verhiltnissen und einer damit verbundenen, relativen
Sterilisation der Umwelt in westlichen Lindern ist es denkbar, dass diese beschriebene
Stimulation durch PAMPs ausbleibt oder nur in geringerem Umfang erfolgt. Demzufolge
wiirden weniger TH-1 Zellen und vermehrt TH-2 Zellen gebildet und die Entwicklung

eines atopischen Phinotyps begiinstigt *°.

Damit ist - in Bezug auf die Entstehungsmechanismen von Allergien - eine Briicke
geschlagen zwischen dem angeborenem, unspezifischem Immunsystem (Aktivierung
antigenpriasentierender Zellen mittels PAMPs iiber PRRs) und dem erworbenen,

spezifischen Immunsystem (Differenzierung naiver CD4+ T-Zellen zu TH-2-Zellen).

1.3.4 regulatorische T-Zellen (T-reg)

Einige neuere Studien beschreiben einen weiteren potentiellen Mechanismus, der das
TH-1/TH-2-Gleichgeweicht reguliert. Dieser beruht auf verschiedenen regulatorischen T-
Zellen (Treg) 18132 Diese Zellen iiben eine immunsuppressive Wirkung iiber Zytokine,
wie IL-10, TGF-B und kostimulatorische Molekiile wie CTLA4 (CD152) oder GITR
(Glukose-induzierter TNF Receptor), aus °’. Kommt es durch einen Mangel oder eine
Fehlfunktion von Treg-Zellen dazu, dass die Treg-vermittelte Suppression auf die
Aktivierung von TH-2-Zellen ausbleibt, konnte die Entstehung atopischer Erkrankungen

begiinstigt werden 129,
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1.4 Immunglobulin E (IgE)

Prausnitz und Kiistner beschrieben 1921 erstmals die Existenz eines humanen
Serumfaktors, der mit Allergenen reagiert. Heute wissen wir, dass es sich um den
Antikorper IgE handelt, der 1967 von Ishizaka et al. beschrieben wurde ''. IgE-
Antikorper sind Glykoproteine, bestehend aus zwei identischen schweren und leichten
Polypeptidketten. Diese H-Ketten (heavy) und L-Ketten (light) sind iiber symmetrisch
angeordnete Disulfid-Briicken miteinander verbunden. Durch die Ketten wird eine
Antigenbindungsstelle und eine konstante Fc-Region gebildet, iiber die IgE Molekiile an
Oberflichenrezeptoren von Effektorzellen binden (Abb.1.2).

Neben allergischen FErkrankungen konnen erhohte IgE-Werte durch eine Vielzahl
verschiedener Krankheitsbilder verursacht sein. Als typisches Beispiel sind parasitire

Infektionen zu nennen '°.

Schwere Ketten

Abbildung 1.2: humanes Immunglobulin E (- S - S- : Disulfidbriicken)
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1.5 Ziel der Arbeit

Die immer groer werdende Rolle und die dramatische Zunahme allergischer
Erkrankungen, aber vor allem der individuelle Leidensdruck und der damit verbundene
Verlust der Lebensqualitit verdeutlichen, wie wichtig es fiir die Zukunft ist, ein klares
Verstindnis iiber die genauen Entstehungsmechanismen der allergischen Erkrankungen
zu erlangen. Durch diese neuen Erkenntnisse kann der Trend der letzten Jahre durch

gezielte therapeutische und priaventive Interventionen unterbrochen werden.

Epidemiologische Forschungsansitze bieten zum einen die Moglichkeit, den bisherigen
Wissensstand durch Erkennen der krankheitsauslosenden Faktoren deutlich zu
verbessern, zum anderen sind sie eine wichtige Grundlage fiir experimentelle
Forschungsansitze. Die bisherige Datenlage liefert klare Hinweise iiber einen inversen
Zusammenhang zwischen atopischen Erkrankungen und dem Aufwachsen in
landwirtschaftlicher Umgebung. Vor allem in den ersten Lebensjahren nach der Geburt,
in denen sich das menschliche Immunsystem entscheidend ausbildet, scheint das
Bauernhofleben die Allergieentwicklung protektiv beeinflussen zu konnen. Welchen
Einfluss das bauerliche Milieu bereits wihrend der Schwangerschaft auf die Entwicklung
eines allergischen Phéinotyps hat, wurde bisher nur in wenigen Studien untersucht.

Diese Arbeit soll daher zeigen, ob sich die IgE-Profile im Nabelschnurblut solcher
»geschiitzten® Bauernkinder unterscheiden von denen solcher Kinder, deren Miitter
wihrend der Schwangerschaft keinen direkten Kontakt zu Bauernhofen hatten. Bekannt
ist, dass Kinder von Eltern mit allergischen Erkrankungen anfilliger sind fiir die
Entwicklung einer Allergie. Deshalb soll in dieser Arbeit zusitzlich untersucht werden,
inwieweit sich die neonatalen Sensibilisierungsmuster von denen der Eltern

unterscheiden.

Die vorliegende Arbeit hatte daher folgende Ziele:

1. Beurteilung von Nabelschnurblut-IgE-Profilen in Bezug auf eine potentielle
intrauterine Sensibilisierung

2. Erfassung einer potentiellen Korrelation zwischen neonatalen und
miitterlichen/viterlichen Sensibilisierungsmustern

3. Vergleich des IgE-Profils in Nabelschnurblut in einer Bauern- und einer

Kontrollgruppe
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2. Material und Methoden

2.1 Studiendesign und -population

Im Rahmen der PASTURE Studie (Protection against Allergy — Study in Rural
Enviroment) wurden in fiinf ldndlichen Gebieten in Deutschland, in der Schweiz, in
Osterreich, in Finnland und in Frankreich schwangere Frauen im dritten Trimenon
identifiziert. Lebten oder arbeiteten diese schwangeren Frauen auf Bauernhofen oder
wohnten sie in kleinen Dorfern in ldndlicher Umgebung, wurden sie zur Teilnahme an
der Studie eingeladen. Nachdem der Kontakt zu den schwangeren Frauen aufgenommen
worden war, mussten diese einen Rekrutierungsfragebogen ausfiillen, um die Eignung
zur Studie zu priifen. Waren die Befragten geeignet und willigten zur Teilnahme ein,
erfolgte die Rekrutierung und Einteilung in zwei Kohorten, eine Bauerngruppe und eine

Kontrollgruppe.

Bei der PASTURE Studie handelt es sich um eine multizentrische, prospektive
Kohortenstudie '**. Das Gesamtziel dieser Studie besteht darin, den Einfluss der
Exposition zu verschiedenen mikrobiellen Produkten auf die Entstehung von Allergien
durch ein prospektives Studiendesign in ldndlicher Umwelt in Europa zu beurteilen und
die immunologischen sowie genetischen Mechanismen, die den individuellen
Reaktionen zu diesen Antigenen zugrunde liegen, zu untersuchen. Um diesem Ziel
nachzugehen, wurden Blutproben der Eltern und der Kinder zum Zeitpunkt der Geburt,
nach dem vollendetem ersten Lebensjahr und - noch ausstehend - im Alter von 4,5 und 6
Jahren auf spezifische IgE-Antikorper, DNA zur Bestimmung genetischer
Polymorphismen, RNA zur Beurteilung der Expression von Genen wie TLRs,
Zellkulturstimulationsiiberstinde zur Bestimmung des Zytokinmusters, Haustaubproben,

Kuhmilch- und Muttermilchproben untersucht.

2.2 Kohortenkriterien, Teilnahmebedingungen, Betreuung

2.2.1 Bauerngruppe

Der Bauerngruppe wurden diejenigen Schwangeren zugeordnet, die zum Zeitpunkt der
Rekrutierung auf einem Bauernhof mit Tierhaltung lebten und dort entweder als Voll-
oder Halbzeitkrifte arbeiteten. Alternativ wurden diejenigen Schwangeren in die
Bauerngruppe eingeteilt, die nur als Mieter auf dem Bauernhof lebten und nicht an der

landwirtschaftlichen Arbeit beteiligt waren. Wenn die Familie bis zur Geburt umgezogen
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war, wurde sie nachtriglich der Kontrollgruppe zugeordnet. Um zu viele
Subgruppenanalysen zu vermeiden, wurden genaue Kriterien fiir die Bauerngruppe
definiert. Zu diesen Kriterien gehorte unter anderem, dass es sich um so genannte
traditionelle Bauernhofe handelte. Landwirtschaftliche Betriebe, die nur mit
Getreideanbau aber ohne Tierhaltung wirtschafteten, wurden beispielsweise

ausgeschlossen.

2.2.2 Kontrollgruppe

Die Familien der Kontrollgruppe lebten in denselben Gegenden wie diejenigen der
Bauerngruppe, hatten jedoch keinen direkten Kontakt zu Bauernhofen. Sie wurden in
denselben Kliniken rekrutiert. Um Unterschiede in anderen Lebensstilfaktoren zu
reduzieren, wurden keine Kliniken aus grofleren Stidten (zum Beispiel Miinchen)
gewihlt. Die Stiddte, aus denen die Familien der Kontrollgruppe stammten, waren nicht
groBer als 30.000 Einwohner. Zudem wurden kleine Stddte mit groBen industriellen
Fabriken ausgeschlossen. Familien, bei denen entweder die Mutter oder Vater zur Arbeit

in groB3e Stidte pendelten, wurden ebenfalls ausgeschlossen.

2.2.4 Ausschlusskriterien
Generell wurden aus der Studie ausgeschlossen:
e Frauen unter 18 Jahren
e Zwillingsschwangerschaften oder bereits in die Studie eingeschlossene
Geschwister
e Hausgeburten (auBler Deutschland)
e Schwangere, bei denen ein Umzug aus dem Rekrutierungsgebiet anstand
¢ Familien ohne Telefonanschluss
¢ Unzureichende Sprachkenntnisse der jeweiligen Landessprache
e Miitter oder Viter, die in ldndlichen Regionen leben aber tdglich in grofen
Stadten arbeiten
e Frithgeburten vor der 37. SSW

® Genetische Krankheiten wie Down Syndrom
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2.2.5 Betreuung

Wihrend der letzten Schwangerschaftswochen wurde den Familien ein erster
Hausbesuch abgestattet. Hierbei wurde ein Gesprich mit den Miittern gefiihrt, in dem
Lebensstilfaktoren und eine mogliche Allergieanamnese der Mutter erhoben wurden. Ein
besonderes Augenmerk der Fragen iiber Lebensstil und Umwelt lag auf der Beurteilung
von jeglichem Kontakt zu landwirtschaftlicher Umwelt, insbesondere im Hinblick auf
Kontakt zu Nutztier.

Die Fragebogen wurden von der PASTURE Study Group entwickelt. Diese orientierte
sich an Fragebogen der ISAAC *, ALEX ' und PARSIFAL Studie ', wie auch am ATS

Fragebogen *' zur Beurteilung des respiratorischen Gesundheitszustandes der Eltern.

2.3 Studienorte

2.3.1 Basel

Die Region um Basel liegt im Nordosten der Schweiz. Vier administrative Distrikte sind
involviert: Kanton Appenzell Innerrhoden, Kanton Appenzell AuBlerrhoden, Kanton St.
Gallen und Kanton Glarnerland. Diese Kantone liegen alle im Voralpenland und haben
eine relevante Menge an Landwirtschaft und Viehzucht und nur sehr wenig industrielle
Produktionsstétten.

Acht Kliniken sind in die Studie eingeschlossen, die alle in Stidten mit weniger als 5000
bis 10000 Einwohnern in einer Hohe von 400 bis 800 Metern liegen. Die
Studienpopulation besteht hauptsidchlich aus in dorflicher Umgebung lebenden

Menschen.

2.3.2 Besancon

Franche-Comté ist eine im Mittelgebirge liegende Region (mit Hohen von 200m bis
1200m). Sie liegt im Osten Frankreichs. Die Einwohnerzahl betrdgt dort 1.200.000
Einwohner. In dieser Region befinden sich vier Départements: Doubs, Jura, Haute-Sadne
und Territoire Belfort. Die Rekrutierung der Schwangeren wurde durch ein spezielles,
fir Landwirte/-innen versicherndes Gesundheitsversicherungssystems gewéhrleistet
(Mutualité Sociale Agricole, MSA). Fast alle Landwirte in dieser Region arbeiten mit
Milchkithen. Obwohl die Anzahl der Landwirte in den letzten 40 Jahren stark
abgenommen hat, bleibt diese Zahl seit ein paar Jahren konstant. Neben den in der
Landwirtschaft Erwerbstidtigen arbeiten die meisten in Besancon und weiteren kleinen

umliegenden Stéidten.
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2.3.3 Kuopio

Der Studienort besteht aus drei administrativen Gesundheitsbezirken (Pohjois-Savo,
Pohjois-Karjala und Keski-Suomi) im Osten Finnlands. Das Krankenhaus jedes Bezirks
nimmt an der Studie teil. Auch ein kleines Krankenhaus in Pohjois-Savo ist involviert.
Die Kliniken sind in Stiddten von 20000 bis 90000 Einwohnern, die alle von kleinen
Dorfern umgeben sind. Die natiirliche Umgebung ist bewaldet und es gibt einige Seen.

Die Anzahl an Bauernhofen nimmt dort ab.

2.3.4 Miinchen

Die Studienregion besteht aus drei Bezirken, Bad Tolz/Wolfratshausen,
Weilheim/Schongau und Starnberg. Innerhalb der Studienregion waren sieben Kliniken
in Stiddten von 13.000 bis 17.000 Einwohnern involviert. In der gesamten Studienregion
pendelt eine relevante Anzahl an Einwohnern zur Arbeit nach Miinchen. Die
Studienregion liegt im Voralpenland. Die Anzahl der landwirtschaftlichen Betriebe
nimmt aus wirtschaftlichen Griinden kontinuierlich ab. Viele der Bauernhofe haben

zusitzliche Einkommensquellen wie Ferienappartements.

2.3.5 Salzburg

Die Studienregion liegt im Nordwesten Osterreichs. Sie besteht aus den Bezirken
Braunau, Flaugau, Tennengau und Pongau. Die Flichen dieser Bezirke erstrecken sich
tiber das Voralpenland, die Voralpen und die Hochalpen. 360.000 Einwohner leben in
dieser Region in Hohen zwischen 300m und 1000m. Zusammen existieren 11.000
Bauernhofe. Die meisten betreiben Ackerbau und Viehzucht. Fiinf Krankenhduser
gehoren zu dieser Studienregion, die alle in Stiddten mit Einwohnerzahlen zwischen
3.000 und 16.000 liegen. Eine dieser Kliniken ist in Salzburg, weil viele Frauen aus der
umliegenden Gegend dort ihre Kinder zur Welt bringen. Trotzdem wird aus Salzburg

selbst keine Familie rekrutiert.
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Abbildung 2.1: Geografische Standpunkte der Studienorte

2.4 Messung von spezifischem IgE

Die Serum Proben fiir die Messung der spezifischen IgE-Antikorper wurden wéhrend
oder kurz nach der Geburt von den Eltern und aus der Nabelschnur des Neugeborenen
gewonnen. Das Blut wurde innerhalb von 27 Stunden nach Abnahme zentrifugiert.
Aliquots wurden bei -20°C in den Labors der jeweiligen Zentren gelagert. Jeweils ein
Aliquot wurde an das Zentrallabor nach Marburg geschickt, wihrend die restlichen fiir
weitere Analysen in den Zentrallabors der einzelnen Zentren aufbewahrt wurden. In
Marburg wurden Messungen auf 13 inhalative und 7 Nahrungsmittelallergene mit Hilfe

des Allergy Screen test panel for Atopy (Mediwiss Analytic) durchgefiihrt.
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Tabelle 2.1: Allergene (Allergy Screen Test — Mediwiss Analytic)

Saisonal Ganzjahrig Nahrungsmittel
Erle D. pteronyssimus Eiweil3
Birkenpollen D. farinae Kuhmilch
Haselnusspollen Katzenhaar Erdnuss
Griserpollen Hundehaar Haselnuss
Roggen Pferdehaar Karotte

Beifuss Weizenmehl
Wegerich Sojabohne
Alternaria

2.4.1 Testmethoden

Der Allergy Screen Test ist ein Immunoblot zur semiquantitativen Bestimmung des
zirkulierenden allergenspezifischen Immunglobulins der Klasse E (IgE) in humanem

Serum '%.

2.4.2 Testprinzip

An die Oberfliche von Nitrozellulosemembranen sind spezielle Allergene gebunden.
Diese Nitrozellulosemembranen befinden sich in einem Reaktionstrog. In diesen
Reaktionstrog wird das Patienten Serum pipettiert und bei Raumtemperatur inkubiert.
Dabei reagieren die allergenspezifischen IgE Antikorper mit dem Allergen und werden
so iiber das Allergen an die Nitrozellulosemembranen gebunden. Nicht gebundenes
Material wird durch Waschen entfernt. Danach erfolgt die Zugabe eines mit Biotin
gekoppelten Anti-Human-IgE Antikorpers. Dieser bindet an das jeweilige spezifische
IgE aus den ersten Inkubationen in den Testfeldern. Nicht gebundene Detektorantikorper
werden durch Waschen entfernt. Anschlielend erfolgt die Zugabe eines mit alkalischer
Phosphatase konjugierten Streptavidins. Dieses bindet an das Biotin aus der zweiten
Inkubation in den Testfeldern und an die Positivkotrolle.  Nicht gebundenes
Streptavidinkonjugat wird durch Waschen entfernt. Nach der Zugabe einer
Farbstofflosung (Bromo-Chloro-Indolylphosphat und Nitroblautetrazolium) erfolgt eine

enzymatische Farbreaktion der alkalischen Phosphatase mit Bildung von Prézipitaten auf



Material und Methoden 18

den Teststreifen im Sinne einer spezifischen Reaktion. Die Firbung ist direkt
proportional zu dem Gehalt spezifischer Antikorper der Serumprobe. Die Auswertung
erfolgt nach Vollstindiger Trocknung des Teststreifens im Information Manager. Dabei
handelt es sich um eine Charge-Coupled-Device-Kamera (CCD), die ein Foto des
Streifens erstellt (Abb. 2.2) . Die Software des Info Managers analysiert die Grauwerte
der Streifen und gruppiert sie in eine gespeicherte Standardkurve ein (Abb. 2.3). Es
werden Klassen berechnet, die einen Bezug zum spezifischen IgE Gehalt der Probe

haben. Ebenfalls ist eine visuelle Eingruppierung der Farbentwicklung méglich.



Material und Methoden 19

:. “I Assay Report Rapid Reader

AllergyScreen Panel 1 vi4 D Information Haﬂager
Erstellt durch
Klinikum Philipps-Univ.-Marburg Proben 1D SALZBURG, 40352-K
Zentrallabor Test AllergyScreen Panel | vi4 D
Dir. Prof. Dr. med. H. Renz
35033 Marburg
Datum 18.06.2008 - 09:13:13

DI T2 T4 GI2 W3 E3 ME F2 F17 F4
Contio p2 T3 GX W56 E1 ES H Fiz F31 Fi14

|

1
. -

Allergen Allergen IU/ml Klasse Beurteilung
Code Name
ni Perm: preronyssinus 1.9 24 erhohi
02 Derm, farinac 1.4 i3 erhddi
12 Frbe 000 LX) nicht ader kawm vorhanden
T3 Birks 000 LLX1] icht oder kaum vorhanden
T4 Husel (.00 LR} nicht odder kaum vorhanden
X Uirilser (i} 21 erhihi
(]2 Roggen (1.4 o nicht ader kaum vorhanden
Wi Beitull 0,{K) (81} nicht oder kaum vorhanden
wa Wegerich {0,(Kx L] nicht oder kaum vorhanden
El Katzc 13 12 erhiht
F3 Pferd LRI i nichi oder knum vorhanden
E3 Hund LIRVY i nichi nder kaum vorhanden
L4 Alternaria allematn (LK) 0. nichi oder kaum vorhanden
Fl Eweilh LR [IRH) nicht oder kaum vorhanden
F2 Iilch LN 0k nicht nder kaum vorhanden
F13 Erdnufi LN 0.6k nichi oder kaum vorhanden
Fi17 Haseltnui LR Y nichi oder kaum vorhanden
Fil K arotte LN {0k nichi oder kaum vorhanden
F4 Wetzenmehl (V1] .0 nikcht oder kaum vorhanden
Fl4 Sojabohne (i A nichi oder ksum vorhanden
Control ] 52 Fest giiltig

Rapid Reader # 1001234 / 8037 Gedruckr - 24062008 15:25:22

Abbildung 2.2: Rapid Reader, computerunterstiitzte Auswertung eines Testpanels. Ausdruck einer
Auswertung eines Testpanels. Zu erkennen ist ein Testpanel mit mehreren positiven Banden, einer
Positiv Kontrolle und einer nicht-erkennbaren Negativ Kontrolle. Zusitzlich sind die einzelnen
Allergene und die gegebenenfalls entsprechend erhohten spezifischen IgE-Antikérper in IU/ml und

der Eingruppierung in Klassen angegeben.
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2.4.3 Lagerung der Proben

Der Allergy Screen ist fiir die Untersuchung humaner Serumproben entwickelt worden.
Das durch Venenpunktion gewonnene Blut wurde nach der Gerinnung (30-40min) durch
Zentrifugieren fiir 10 min bei 4000g behandelt und das Serum gewonnen. Die Lagerung
der Proben erfolgte durch Aufbewahrung bei -20°C oder kilter. Wiederholtes Auftauen

und Einfrieren wurde vermieden.

2.4.4 Testdurchfiihrung

Wir benutzten fiir die Abarbeitung der Proben den Tecan ProfiBlot 2inl. Dabei wurden
die Streifen automatisch gewaschen und die Reagenzienlosungen automatisch pipettiert.
Nur das Serum musste manuell pipettiert werden (250 pl). Nach Abschluss der
Abarbeitung im ProfiBlot 2inl wurden die Membranen mit flieBendem Wasser abgespiilt

und anschliefend getrocknet.

2.4.5 Serenbefundung

Die Farbintensitdt auf den Testfeldern ist direkt proportional zu der Menge an
spezifischen IgE-Antikérpern im Serum des Patienten und fiir das jeweilige Allergen.
Die quantitative Auswertung erfolgte mittels des InformationsManagers. Dabei handelt
es sich um eine CCD Kamera und eine Software. Die Software (1v4 und 1vl4,
Information Manager, MATEST, Miinsingen) evaluiert die optische Dichte jeder Bande
und berechnet daraus das Oberflachenintegral der Peaks. Die optische Dichte wurde auf
eine Standardkurve aufgetragen, um die spezifischen IgE-Konzentrationen in der Probe
zu bestimmen (Abb. 2.3). Die Kurve wurde aus einer logistischen Dosis-
Wirkungsfunktion der optischen Dichte (Ordinate) vs. spezifischem IgE gegen gx4
Grasspollen (Pharmacia) (Abzisse) festgelegt.

X =1U/ml

Y = (Al - A2)/(1 + (x/x0)*p + A2

Die ermittelten Werte wurden fiir die bessere Interpretation auf linearer Basis in 10

Subklassen gruppiert (z.B. Klasse 2 in 2,0-2,9).
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i MEDIWISS Analytic GmbH
iU/ml Human IgE, grass pollen standard PRESE

Abbildung 2.3: Die Kurve ist eine logistische Dosis-Wirkungsfunktion: optische Dichte (Y-Achse)
gegen spezifische Pharmacia gx4 Grass Pollen IgE (X-Achse) (CAP).

2.5 Qualitdtskontrolle

Fiir die Qualitdtskontrolle befinden sich auf jedem Teststreifen eine Positiv- und eine
Negativkontrolle.  Diese  dienen der Uberpriifung der ordnungsgemiBen
Testdurchfiihrung. Findet sich im Testfeld der Positivkontrolle keine Anfirbung, so ist

der Test nicht valide. Die Positivkontrolle sollte > Klasse 2,5 (>3,0 U/l) sein.

Zur Qualititssicherung der Seren wurden diese auf Kontamination durch maternales Blut
tiberpriift, indem 60 IgE-positive Nabelschnurblutproben mittels Immunturbidimetrie auf
IgA-Antikorper untersucht wurden. IgA kann die Plazenta wéhrend der Schwangerschaft
nicht iiberwinden. Ist dennoch IgA in fetalem Blut nachweisbar, spricht dies fiir eine
stattgefundene Kontamination mit miitterlichem Blut, zum Beispiel bei der Geburt. Die
turbidimetrische Reaktion wurde in einem Hitachi 917 Analyzer (Roche, Basel,
Schweiz) mit einem Transmissionslicht von einer Wellenldnge von 340nm quantifiziert.
Proben, deren IgA-Werte hoher waren als 32 pg/ml, wurden als kontaminiert

eingestuft .
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Zur weiteren Qualitdtskontrolle wurde das Testverfahren mit anderen in der
Allergiediagnostik herkdmmlichen Testverfahren tiberpriift. Dabei fanden wir eine gute
Ubereinstimmung mit dem Haut Prick Test und dem in vitro CAP System (Pharmacia,

Freiburg) (Tab. 2.2).

Tabelle 2.2: Ubereinstimmung mit Skin Prick Test und CAP

Sensitivitat | Spezifitit | .. ..
Ubereinstimmung | Ubereinstimmung | Ubereinstimmu
(in % (in %
Allergen AS zu SPT AS zu CAP ng CAP zu SPT
bezogen bezogen
(in %) (in %) (in %)
auf SPT) auf SPT)
D1(n=124) 97,8 83,5 88,7 93,2 89.8
D2(n=124) 91,8 84 87 88,4 89,6
T3(n=123) 98,3 87,1 92,7 92,5 94,1
GX(n=119) 98,6 82,6 92,4 90,1 88,4
F1(n=30) 100 90 93,3 76,6 83,3
F2(n=35) 85,7 96,4 94,3 77,15 77,15
F14(n=19) 100 87,5 94,7 100 94,7
F17(n=34) 91,3 100 94,1 97 85,3

Legende: SPT = Skin Prick Test, AS = Allergy Screen
D1= D. pteronyssimus, D2= D. farinae, T3= Birkenpollen, GX= Griserpollen, F2= Kuhmilch, F17=
Haselnuss, F14= Soja

Des Weiteren wurden zwei verschiedene Softwareversionen (1v4 und 1v14)
(Information Manager, MATEST, Miinsingen) verglichen. Die Softwareversion 1v4
befundet spezifische IgE-Werte als positiv bei einem unteren Grenzwert von 0,35 1U/ml,
die Softwareversion 1v14 hingegen bei einem unteren Grenzwert von 0,2 IU/ml. Fiir
jedes der beiden Verfahren fithrten wir Intra-Assay Untersuchungen zur Bestimmung des
Variationskoeffizienten auf Testungenauigkeiten durch. Dabei {berpriiften wir
verschiedene Serumproben auf spezifische IgE—Antikorper gegen acht Allergene (Tab.
2.3). Die Variationskoeffizienten, die mittels der Softwareversion 1v4 ermittelt wurden,
waren relativ hoch, wihrend diese unter Einbezug niedrigerer IgE-Konzentrationen bei
einem unteren Grenzwert von 0,2 IU/ml von 38%, 32% und 22% auf 11%, 20% und
13% fiir Haselnuss-, Sojabohne- und Kuhmilch-Allergene dramatisch verbessert werden

konnten %,
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Tabelle 2.3: Intra-Assay Kontrolle (n = 10) auf Testungenauigkeiten; Vergleich zweier

Softwareversionen

Variationskoeffizient Variatioskoeffizient
Allergen (Mittelwert) (Mittelwert)

Softwareversion 1v4 Softwareversion 1v14
D1 3% (3,8) 4% (3,8)
D2 3% (4,1) 5% (4,1)
T3 2% (3,2) 3% (3,2)
GX 6% (4,8) 6% (4,8)
F1 3% (3.06) 4% (3,06)
F2 33% (0,8) 7% (1,3)
F14 32% (1,1) 20% (1,3)
F17 38% (1,2) 11% (1,5)

D1= D. pteronyssimus, D2= D. farinae, T3= Birkenpollen, GX= Griserpollen, F2= Kuhmilch, F17=
Haselnuss, F14= Soja

2.6 Statistische Analyse

Die statistische Analyse wurde mit SAS 9.1.3 (The SAS Institute, Cary, NC, USA)
durchgefiihrt. p-Werte < 0,05 und < 0,001 wurden als signifikant und hochsignifikant
definiert. Spezifische IgE-Werte wurden ab dem Grenzwert von 0,2 IU/ml
dichotomisiert. Eine Sensitivitdtsanalyse bei einem hoheren Grenzwert von 0,35 TU/ml
wurde ebenfalls untersucht. Neben spezifischen IgE-Antikdrpern gegen einzelne
Allergene, wurden zudem Kombinationen/Gruppen spezifischer IgE-Antikorper
definiert: IgE gegen saisonale Allergene, IgE gegen ganzjdhrig auftretende Allergene,
IgE gegen inhalative Allergene und IgE gegen Nahrungsmittelallergene.

Zur Ermittlung einer potentiellen Korrelation zwischen elterlichen und neonatalen IgE-
Werten berechneten wir den Rangkorrelationskoeffizienten (r) nach Spearman. Dabei
handelt es sich um ein parameterfreies Mal3 fiir die Korrelation. Das heiflt der
Rangkorrelationskoeffizient (r) misst, wie gut eine beliebige monotone Funktion den
Zusammenhang zwischen zwei Variablen beschreiben kann, ohne irgendwelche

Annahmen iiber die Wahrscheinlichkeitsverteilung der Variablen zu machen .
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3. Ergebnisse

Bei der PASTURE - Studie (Protection against Allergy — Study in rural enviroments)
handelt es sich um eine multizentrische, prospektive Kohortenstudie. Nabelschnurblut
sowie miitterliches/viterliches Blut wurde in fiinf europédischen Lindern (Deutschland,

Schweiz, Osterreich, Finnland, Frankreich) gewonnen 144,

3.1 Studienpopulation

Zuniachst wurde die Studienpopulation erfasst (Abb. 3.1). Insgesamt nahmen nach
Ausschluss einzelner Familien anhand verschiedener Kriterien 933 Familien an der
Studie teil, von denen 503 Familien der Kontrollgruppe und 430 Familien der
Bauerngruppe zugeteilt wurden. Von jeder Familie stand jeweils eine Blutprobe des

Neonaten, der Mutter und des Vaters zur Ermittlung der IgE-Antikorper zur Verfiigung.
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Abbildung 3.1: Studienpopulation. Durch die Ausschlusskriterien, Teilnahmeberechtigung
Teilnahmebereitschaft und weitere Faktoren ergab sich die Gesamtzahl der an der Studie
teilnehmenden Familien und somit der verfiigharen Blutproben. Jede Zahlenangabe bezieht sich
schlussendlich auf jeweils 3 Blutproben von Mutter, Vater und Kind. (n = Anzahl der
Familien/Blutproben; D = Deutschland, Fi = Finnland, Fr = Frankreich, O = Osterreich, S =

Schweiz).
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3.2 Hiufigkeitsverteilungen von Neugeborenen mit erhohten IgE-Werten

Initial wurde untersucht, ob die Neugeborenen erhohte IgE Werte aufwiesen. Mittels
eines Immunoblots zur semiquantitativen Bestimmung des zirkulierenden
allergenspezifischen Immunglobulins der Klasse E (IgE) in humanem Serum konnten 20
verschiedene Allergene nachgewiesen werden (Tab. 2.1). Sobald die IgE-Konzentration
in den Serumproben den Grenzwert von 0,2 IU/l iiberschritt, wurden diese als positiv

bewertet.

Von allen untersuchten 933 neonatalen Blutproben waren insgesamt 224 positiv (24%)
gegen mindestens eins der untersuchten Allergene. In der Kontrollgruppe waren 119
neonatale Blutproben positiv (24%) und in der Bauerngruppe 105 Blutproben (24%)
(Abb.3.2). Die Pridvalenzen zwischen weiblichen und minnlichen Neugeborenen

unterschieden sich nicht signifikant.
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Abbildung 3.2: Absolute Anzahl (Zahl in Balken) und relativer, auf die Gesamtzahl aller Neonaten
bezogener Hiiufigkeitsanteil aller Kinder mit positiven IgE-Antikorpern gegen mindestens ein

Allergen (als positiv gewertet bei > 0,2 TU/).
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Zur besseren Beurteilbarkeit der ermittelten Ergebnisse, wurden zusitzlich die Anzahl
aller Neonaten mit positiven IgE-Werten gegeniiber den verschiedenen Gruppierungen
von Allergenen unterschieden. Zunichst wurde in zwei Gruppen unterteilt, erstens in die
Gruppe mit erhohten IgE-Werten gegen inhalative Allergene und zweitens in die Gruppe
mit erhohten IgE-Werten gegen Nahrungsmittelallergene. Die erste Gruppe wurde noch
weiter unterteilt in ganzjdhrig auftretende Allergene sowie saisonal, also nur zu einer
bestimmten Jahreszeit auftretende Allergene. Die Verteilungshiufigkeiten aller Neonaten
mit positiven IgE-Werten gegen diese Untergruppierungen zeigte signifikante

Unterschiede zwischen der Bauern- und der Kontrollgruppe (Abb. 3.3).

140
120 B Landwirtschaftsgruppe
W Referenzgruppe
100 - —
a0 - |
B —
50 |

Anzahl (n)
S

Abbildung 3.3 Anzahl von Neonaten mit positiven IgE Werten gegen verschiedene Allergengruppen
in der Bauern- und der Kontrollgruppe (n = Anzahl aller Neonaten/Blutproben; *p < 0,05; (als
positiv gewertet bei > 0,2 IU/).

Die Anzahl von Neonaten, die gegen Nahrungsmittelallergene erhohte IgE-Werte
aufwiesen, war in der Bauerngruppe signifikant hoher (p = 0,033) als in der
Kontrollgruppe, wihrend die Neonaten, die gegen inhalative Allergene sensibilisiert
waren, in der Kontrollgruppe signifikant hiufiger (p = 0,022) betroffen waren.

Die weitere Untergruppierung der IgE-Werte gegen inhalative Allergene in ganzjihrig

und saisonal vorkommende Allergene zeigte, dass Kinder aus der Kontrollgruppe
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hochsignifikant (p < 0,001) héaufiger gegen saisonal auftretende Allergene sensibilisiert

waren, als Kinder aus der Bauerngruppe.

Im nidchsten Schritt wurden die erhobenen Daten weiter differenziert, indem die

allergenspezifischen IgE-Werte untersucht wurden (Tab. 3.1).

Tabelle 3.1 Haufigkeitsverteilung der Neugeborenen positiven IgE-Werten

Positive

Positive Kinder

Positive Kinder

IgE gegen Kinder % Bauerngruppe % Kontrollgruppe % | p-Wert
Erle 6| 1 210 41 1 0,692
Birkenpollen 10 1 4 1 6 1 0,76
Haselnusspollen 33 4 13 3 20 4 0,48
Griser 36| 4 5| 1 31| 6| <0,001
Roggen 7| 1 0| o 7 1 0,017
Beiful3 210 1 0 11 0 1
Wegerich 0] 0 0| O 0, 0

Alternaria 2 0 0 0 2 0 0,503
Saisonal 77| 8 20| 5 57 | 11 | <0,001
D.peteronyssimus 12 1 3 1 9 2 0,158
D. farinae 2 0 0 0 2 0 0,503
Katzenhaar 8 1 3 1 5 1 0,732
Pferdehaar 8 1 5 1 3 1 0,482
Hundehaar 14 2 10 2 4 1 0,063
Ganzjihrig 35| 4 17| 4 18| 4 0,836
Alle inhalativen 105 | 11 37 9 68 | 14 0,022
Hiihnereiweif3 36| 4 22| 5 14| 3 0,087
Kuhmilch 71 42 | 10 29| 6 0,025
Erdnuss 8 1 5 1 3 1 0,482
Haselnuss 43 5 24 6 19 4 0,212
Karotte 3,0 1| 0 21 0 1
Weizenmehl 18 2 10 2 8 2 0,478
Soja 64| 7 34| 8 30 6 0,246
Nahrungsmittel 153 | 16 8319 70 | 14 0,033
Gesamt 224 | 24 105 | 24 119 | 24 0,818
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Aus dieser Untersuchung ging hervor, dass Neonaten aus der Kontrollgruppe signifikant
hiufiger gegen die saisonal auftretenden Allergene Griéser (p < 0,001) und Roggenpollen
(p = 0,017) sensibilisiert waren. Im Gegensatz dazu war die Anzahl der Neugeborenen
aus der Bauerngruppe, die gegen Kuhmilch erhohte IgE-Werte aufwiesen, signifikant (p

= 0,025) hoher als in der Kontrollgruppe.

Im nichsten Schritt wurde untersucht, ob sich die Kontroll- und Bauerngruppe in der
Anzahl koexistierendener Sensibilisierungen unterscheiden (Tab. 3.2). Hierfiir wurde die
Anzahl an Neugeborenen in beiden Gruppen ermittelt, die positive IgE-Werte gegen
mehrere Allergene gleichzeitig aufwiesen, wobei signifikante Unterschiede nicht
nachgewiesen werden konnten. Auch die Analyse nur innerhalb der Neugeborenen, die
gegen saisonal auftretende Allergene oder Nahrungsmittelallergene Sensibilisierungen

aufwiesen, ergab keine signifikanten Unterschiede (Tab. 3.3, 3.4).

Tabelle 3.2 Anzahl koexistierender Sensibilisierungen

g:;;l;:lglsiEZrungen Bauerngruppe Kontrollgruppe Gesamt
n n % n % n %
0 325 | 75,58 384 | 76,34 709 | 75,99
1 61 | 14,19 76 | 15,11 137 | 14,68
2 27 | 6,28 25 | 4,97 52| 5,57
3 8] 1,86 91 1,79 17 | 1,82
4 31 0,70 4| 0,80 71 0,775
5 31 0,70 31 0,60 6| 0,64
6 31 0,70 0 0 31 032
7 0 0 1| 0,20 1| 0,11
8 0 0 1| 0,20 1| 0,11
Total 430 100 503 100 933 100
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Tabelle 3.3: Anzahl von Neonaten mit Kkoexistierenden Sensibilisierungen gegen

Nahrungsmittelallergene

g:;;l;:lglsiEZrungen Bauerngruppe Kontrollgruppe Gesamt
n n % n %o n %
0 393 | 91,40 435 | 86,48 828 | 88,75
1 31| 7,21 551 10,93 86 | 9,22
2 41 093 6| 1,19 10 | 1,07
3 1| 023 4| 0,80 5| 054
4 1| 023 2| 040 31 032
7 0 0 1] 0,20 1| 0,11
Total 430 100 503 100 933 100

Tabelle 3.4 Anzahl von Neonaten mit koexistierenden Sensibilisierungen gegen inhalative Allergene

Anzahl der Bauerngruppe Kontrollgruppe Gesamt

Sensibilisierungen
n

n % n % n %0

0 347 | 80.70 433 | 86,08 780 | 83,60

1 46 | 10,70 46 | 9,15 92 | 9,86

2 27 | 6,28 16 | 3,18 43 | 4,61

3 5| 1,16 51 0,99 10 | 1,07

4 2| 047 3| 0,60 5| 054

5 3| 0,70 0| 0,00 3] 0,32

Total 430 100 503 100 933 100

3.3 Haufigkeitsverteilung von Eltern mit positiven IgE-Werten

Neben der Hiufigkeitsverteilung IgE-positiver Neonaten, wurde die Anzahl IgE-
positiver  Eltern untersucht. Zum einen wollten wir damit typische
Sensibilisierungsmuster im Hinblick auf die jeweilige Zuordnung zur Bauern-
beziehungsweise Kontrollgruppe detektieren, zum anderen war dieser Schritt notwendig,
um in einem weiteren Schritt eine potentielle Korrelation zwischen elterlichen und

neonatalen Sensibilisierungsmustern beurteilen zu konnen.
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Ingesamt waren 728 Miitter (68%) gegen mindestens ein Allergen sensibilisiert, davon in
der Bauerngruppe 330 (66%) und in der Kontrollgruppe 398 (71%) (Abb.3.4). Der

Unterschied zwischen beiden Gruppen war nicht signifikant (p > 0,05).

B Landwirtschaftsgruppe

400 i Referenzgruppe

Anzahl (n)

Abbildung 3.4: Anzahl von Miittern mit positiven IgE Werten gegen verschiedene Allergengruppen
in der Bauern- und der Kontrollgruppe (n = Anzahl aller Neonaten/Blutproben; *p < 0,05) (als

positiv gewertet bei > 0,2 IU/).

Dagegen wiesen Miitter aus der Kontrollgruppe signifikant hiufiger positive IgE-Werte

gegen inhalative Allergene und gegen saisonal auftretende, inhalative Allergene auf

(Abb. 3.4).

Zusitzlich differenzierten wir unsere Untersuchungen, indem wir die Anzahl von

Miittern mit positiven, allergenspezifischen IgE-Werten ermittelten.
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Tabelle 3.5: Anzahl von Miittern mit positivem IgE

I4E gegen Positive % Positive Miitter % Positive Miitter % | p
Miitter Bauerngruppe Kontrollgruppe

Erle 202 | 19 86 | 17 116 | 21 | 0,159
Birkenpollen 189 | 18 75 | 15 114 | 20 | 0,024
Haselnusspollen 225 | 21 102 | 20 123 | 22 0,548
Griiser 255 | 24 9% | 19 159 | 28 | <0,001
Roggen 272 | 26 121 | 24 151 | 27 | 0,325
Beifuss 81| 8 341 7 47| 8| 0,356
Wegerich 44 | 4 24 | 5 20| 4| 0,356
Alternaria 15| 1 3| 1 12| 2| 0,038
D.peteronyssimus 176 | 17 70 | 14 106 | 19 | 0,032
D. farinae 179 | 17 80 | 16 99 | 18 0,511
Katzenhaar 157 | 15 75 | 15 82 | 15 0,931
Pferdehaar 47 | 4 24 | 5 23 4 0,655
Hundehaar 252 | 24 121 | 24 131 | 23| 0,773
Hiihnereiwei3 76 | 7 42 8 341 6 0,154
Kuhmilch 145 | 14 78 | 16 67 | 12 | 0,090
Erdnuss 80| 8 441 9 36| 6| 0,163
Haselnuss 171 | 16 88 | 18 83 | 15 0,242
Karotte 125 | 12 65 | 13 60 | 11 | 0,254
Weizenmehl 921 9 50 | 10 42| 7| 0,157
Soja 146 | 14 70 | 14 76 | 14 | 0,859
Gesamt 728 | 68 330 | 66 398 | 71 | 0,086

Dabei wurde deutlich, dass Miitter aus der Kontrollgruppe signifikant haufiger gegen die
inhalativen Allergene Griaser (p < 0,001) und Birkenpollen (p = 0,024) sensibilisiert
waren. Die Anzahl von Miittern, die erhohte IgE-Werte gegen die einzelnen
Nahrungsmittelallergene aufwiesen, unterschied sich zwischen den beiden Gruppen nicht

signifikant.

Die Anzahl der Viter mit positiven IgE-Werten gegen alle ermittelten Allergene
unterschied sich nicht signifikant (Abb.3.5). Insgesamt waren 665 Viter (68%)
sensibilisiert, davon 304 (66%) aus der Bauerngruppe und 361 (70%) aus der

Kontrollgruppe. Bei der weiteren Einteilung der Allergene fiel auf, dass hochsignifikant
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mehr Viter aus der Kontrollgruppe (p < 0,001) gegen inhalative und insbesondere gegen
die saisonal auftretenden Allergene sensibilisiert waren. Bei IgE-Antikorpern gegen die
Nahrungsmittelallergene  konnten  keine  signifikanten = Hiufigkeitsunterschiede

beobachtet werden.
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Abbildung 3.5 Anzahl von Vitern mit positiven IgE Werten gegen verschiedene Allergengruppen in
der Bauern- und der Kontrollgruppe (n = Anzahl aller Neonaten/Blutproben; *p < 0,05; **p< 0,001)
(als positiv gewertet bei > 0,2 IU/I).

Auch bei den Vitern ermittelten wir die IgE-Werte gegen die einzelnen Allergene (=
allergenspezifische IgE-Antikorper). Es zeigte sich, dass Viter aus der Kontrollgruppe
gegen die saisonal auftretenden Allergene Erle (p = 0,048), Birkenpollen (p = 0,005) und
Griaser (p < 0,001) signifikant hidufiger sensibilisiert waren. Gegen ganzjihrig
auftretende inhalative Allergene und gegen Nahrungsmittelallergene konnten bei den
Vitern hingegen keine signifikanten Hiufigkeitsunterschiede beobachtet werden (Tab.

3.6).



Ergebnisse 34
Tabelle 3.6: Anzahl von Vitern mit Sensibilisierungen gegen alle untersuchten Allergene
I4E gegen Positive % Positive Viiter % Positive Viiter % | p
Viiter Bauerngruppe Kontrollgruppe
Erle 251 | 26 105 | 23 146 | 28 | 0,048
Birkenpollen 232 | 24 91 | 20 141 | 27 | 0,005
Haselnusspollen 264 | 27 117 | 25 147 | 29 0,249
Griser 306 | 31 116 | 25 190 | 37 | <0,001
Roggen 357 | 36 155 | 33 202 | 39 | 0,063
Beifuss 98 | 10 46 | 10 52110 | 1,000
Wegerich 70 7 31 7 39 8 0,621
Alternaria 11 1 3 1 8 2 0,231
D.peteronyssimus 152 | 16 60 | 13 92 | 18 0,034
D. farinae 188 | 19 78 | 17 110 | 21 0,074
Katzenhaar 128 | 13 50 | 11 78 | 15 0,046
Pferdehaar 35 4 17 4 18 3 1,000
Hundehaar 153 | 16 71| 15 82| 16 | 0,860
Hiihnereiwei3 40 4 16 3 24 5 0,419
Kuhmilch 132 | 13 60 | 13 72 | 14 | 0,641
Erdnuss 105 | 11 56 | 12 49 | 10 | 0,215
Haselnuss 180 | 18 94 | 20 86 | 17 0,161
Karotte 209 | 21 110 | 24 99119 | 0,101
Weizenmehl 130 | 13 68 | 15 62| 12 | 0,258
Soja 144 | 15 66 | 14 78 1 15| 0,718
Gesamt 665 | 68 304 | 66 361 | 70 | 0,132
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3.4 Korrelation zwischen elterlichen und neonatalen Sensibilisierungsmustern
Um einen Einfluss der miitterlichen/viterlichen Sensibilisierungsmuster auf diejenigen
der Neonaten zu untersuchen, wurden neonatale und elterliche IgE-Werte miteinander

korreliert (Tab. 3.7).

Tabelle 3.7: Korrelation neonatale und elterliche IgE-Werte

IgE gegen Korrelation (r) | p- Korrelation (r) | p-
mit Mutter Wert mit Vater Wert
Saisonal Erle 0,10 0,002 ** -0,05 0,157
Birkenpollen 0,12 | <0,001 ** 0,02 0,618
Haselnusspollen 0,06 0,055 + -0,04 0,300
Griser 0,18 | <0,001 ** 0,13 | <0,001 **
Roggen 0,06 0,056 + -0,01 0,708
Beifuss 0,08 | 0,021 * -0,02 | 0,645
Wegerich
Alternaria -0,01 0,866 0,00 0,889
Gesamt 0,10 | 0,004 ** 0,06 | 0,075 +
Ganzjihrig D.peteronyssimus 0,06 0,089 + 0,04 0,263
D. farinae 0,04 0,220 0,04 0,250
Katzenhaar 0,09 | 0,005 ** 0,01 | 0,883
Pferdehaar 0,04 | 0,268 -0,02 | 0,584
Hundehaar 0,16 | <0,001 *=* -0,03 0,392
Gesamt 0,14 | <0,001 *=* 0,04 0,204
Nahrungsmitte] Hiihnereiweif3 0,64 | <0,001 ** 0,02 | 0,523
Kuhmilch 0,49 | <0,001 ** 0,02 | 0,490
Erdnuss 0,27 | <0,001 *=* 0,01 0,798
Haselnuss 0,33 | <0,001 ** 0,00 | 0,949
Karotte -0,02 | 0,546 -0,02 | 0475
Weizenmehl 0,16 | <0,001 *=* -0,03 0,382
Soja 0,42 | <0,001 ** 0,06 | 0,075 +
Gesamt 0,37 | <0,001 ** -0,05 | 0,149
Gesamt 0,19 | <0,001 ** 0,00 | 0,926

r = Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman; +p borderline Signifikanz; *p < 0.01; **p < 0.001).
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Die Nabelschnurblut IgE-Werte wurden quantitativ mit den korrespondierenden
miitterlichen IgE-Titern gegen die Allergene, bei denen beide, sowohl die Mutter als
auch das Kind positive IgE-Werte aufwiesen, korreliert. Die neonatalen IgE-Werte
waren in 30% bis 100% hoher als die der miitterlichen IgE-Werte, abhingig von den
jeweiligen Allergenen. Zudem zeigte sich eine positive Korrelation zwischen den
spezifischen IgE-Antikorpern gegen Hiihnereiwei3 (r = 0,64) und Kuhmilch (r = 0,49) in
miitterlichem Blut und Nabelschnurblut. Obwohl Neonaten aus der Bauerngruppe
signifikant hdufiger gegen Nahrungsmittelallergene sensibilisiert waren als Neonaten aus
der Kontrollgruppe und Neonaten aus der Kontrollgruppe signifikant hdufiger gegen
inhalative Allergene, konnte die Korrelation in beiden Gruppen gleichermalen

nachgewiesen werden.

Aufgrund zu vieler Nullwerte bei den Vater-Kind-Paaren, konnte hierbei eine potentielle
Korrelation nicht beurteilt werden. Eine Ausnahme stellten 11 Vater Kind Paare mit
erhohten IgE-Werten gegen Gréser Pollen dar, bei denen jedoch keine Korrelation
detektiert werden konnte (r = -0,03, p=0,93). Die Korrelation wurde anhand des
Korrelationskoeffizienten (r) nach Spearman (positiver linearer Zusammenhang)

berechnet.

Abb. 3.6, 3.7 und 3.8 zeigen graphisch die oben beschriebene lineare Korrelation der
Mutter-Kind-Paare mit erhohtem IgE gegen Kuhmilch und Hiihnerei in der Bauern- und

Kontrollgruppe.
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Abbildung 3.6: graphische Darstellung der Korrelation solcher Mutter-Kind-Paare mit erh6htem

IgE gegen Kuhmilchallergene. Einheiten beider Achsen [IU/].
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Hen's egg
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Abbildung 3.7: graphische Darstellung der Korrelation solcher Mutter-Kind-Paare mit erh6htem
IgE gegen Hiihnereiallergene. Einheiten beider Achsen [IU/].
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Abbildung 3.8 Korrelation (Korrelationskoeffizient (r) nach Spearman) miitterlicher und neonataler

IgE-Werte der Bauern- und Kontrollgruppe)

3.5 IgA-Antikorper in Nabelschnurblut

Um eine potentielle Kontamination auszuschlieBen, wurden IgA-Werte in 60 IgE-
positiven, zufillig ausgesuchten Nabelschnurblutproben bestimmt. In 57 von den 60
Proben (95%) konnten keine IgA-Antikorper iiber dem Grenzwert von 32ug/ml
detektiert werden. Zum weiteren Ausschluss einer Kontamination untersuchten wir
sieben Mutter-Kind Paare mit positiven IgE-Werten gegen dasselbe Allergen. Bei dieser

Untersuchung waren alle der untersuchten Nabelschnurblutproben IgA-negativ.
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Studie war es, allergenspezifische Immunglobuline der Klasse E
im Nabelschnurblut von Kindern aus einer Bauern- und einer Kontrollgruppe
miteinander zu vergleichen. AuBlerdem wurden neonatale Sensibilisierungsmuster mit
miitterlichen und viterlichen Sensibilisierungsmustern korreliert, um Riickschliisse auf
eine potentielle Assoziation zwischen neonatalen und elterlichen IgE-Mustern zu ziehen
und in diesem Zusammenhang eine potentielle intrauterine Sensibilisierung zu

beurteilen.

Die Anzahl an Neonaten mit erhohten IgE-Antikorpern in Nabelschnurblut ergab in
beiden Gruppen keinen signifikanten Unterschied. Die Verteilung der verschiedenen
untersuchten spezifischen IgE-Antikorper gegen zwanzig verbreitete
Nahrungsmittelallergene und inhalative Allergene zeigte jedoch unterschiedliche
Sensibilisierungsmuster in beiden Gruppen: Kinder aus der Kontrollgruppe waren
signifikant h#ufiger gegen inhalative, saisonal auftretende Allergene sensibilisiert,
wihrend Kinder der Bauerngruppe signifikant hiufiger erhohte IgE-Werte gegen

Nahrungsmittelallergene aufwiesen.

Bei der Beurteilung potentieller Zusammenhidnge zwischen neonatalen und
miitterlichen/viterlichen Sensibilisierungsmustern fanden wir eine positive Korrelation
zwischen miitterlichen und neonatalen IgE-Antikorpern gegen Hiihnerei- und
Kuhmilchallergene. Diese war in beiden Gruppen - sowohl der Bauern- als auch der
Kontrollgruppe - vorhanden. Keine Ubereinstimmung konnte dagegen zwischen

viterlichen und neonatalen IgE-Profilen eruiert werden.

4.1 Klinische Wertigkeit erhohter IgE Werte in Nabelschnurblut

Atopie und allergische Erkrankungen stehen in einem engen Zusammenhang mit
erhohten Serum IgE-Werten. Neben der Hypersensibilisierung gegeniiber vielfiltigen
Allergenen kann eine IgE-Erhohung im Serum Ausdruck verschiedener anderer

Erkrankungen sein, ein typisches Beispiel sind parasitire Erkrankungen'*’.

Bereits vor iiber 20 Jahren wurden IgE-Antikorper in Nabelschnurblut auf ihren

pradiktiven Aussagewert in Bezug auf die Entstehung von Asthma und allergischen
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Erkrankungen im weiteren Lebensverlauf untersucht '

. Der Nachweis von IgE-
Antikorpern im Nabelschnurrblut als Risikofaktor oder Préidiktor fiir die Entstehung
allergischer Erkrankungen wurde seither kontrovers diskutiert. In einigen Studien wurde
die Bestimmung von IgE-Konzentrationen in Nabelschnurblut als sinnvolle
Untersuchung zur Risikoabschédtzung einer allergischen Erkrankung postuliert. Die
Empfehlung zu dieser Untersuchung wurde mit der Zeit wegen niedriger pradiktiver

i ; 2,36,39,52,60,141
Aussagekraft jedoch wieder verlassen >392

. Bis heute gilt zumindest, dass
erhohte IgE-Werte zusammen mit einer positiven Atopieanamnese der Eltern als
Pradiktor fiir die Entwicklung allergischer Erkrankungen eine hohe Aussagekraft

. 43,49,73,89,92,98,136,145
besitzen .

Ein Problem bei der Beurteilung von Nabelschnurblut IgE-Antikorpern war, dass sich
die Ergebnisse der Studien durch verschiedene Untersuchungsmethoden nicht
miteinander vergleichen lieBen. Eine der Einschriankungen bestand darin, dass der
Follow-Up Zeitraum bis zur moglichen Manifestation einer allergischen Erkrankung zu
kurz gewidhlt wurde, und somit eine spidtere Manifestation von allergischen
Erkrankungen nicht erfasst oder ausgeschlossen werden konnte. Auflerdem wurde in
vielen Studien nur die Konzentration an Gesamt-IgE bestimmt und nicht die an allergen-
spezifischen IgE-Antikérpern. In den letzten Jahren wird der Untersuchung von
allergenspezifischem Nabelschnurblut IgE wieder mehr Aufmerksamkeit gewidmet
12125 1n neueren Arbeiten erhofft man sich dadurch jedoch eher einen besseren Einblick
in die immunmodulatorischen Mechanismen wihrend der fetalen Periode, weniger geht

es um die Risikoabschitzung fiir die Entwicklung allergischer Erkrankungen.

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich zundchst mit der Untersuchung allergen-
spezifischer IgE-Antikorper in Nabelschnurblut im Hinblick auf eine bereits prinatal
stattgefundene Sensibilisierung. Hierbei sollen Fragen nach der Herkunft der IgE-
Antikorper im Nabelschnurblut geklirt und potentielle Ubereinstimmungen der IgE-

Profile von Eltern und Neonaten untersucht werden.

Nicht zuletzt soll die Definition der Grenzwerte betrachtet werden, bei denen ein
Testergebnis als positiv oder negativ gilt. Die Grenzwerte wurden in vorliegenden

Untersuchungen unterschiedlich angesetzt, was Auswirkungen auf die Sensitivitit,

54,73,141

Spezifitit und die pradiktiven Werte hat Seit den 1970er Jahren ist der
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Grenzwert der RAST-Klassen iiblicherweise bei 0,35 TU/ml festgelegt, so auch bei den
neueren in vitro Testmethoden. Dieser Wert ist altersunabhingig. Um jedoch IgE
Antworten in einer sehr frithen Lebensphase detektieren zu konnen, ist es notwendig, IgE
bereits in sehr niedrigen Konzentrationen zu erfassen, da in der Postnatalperiode
typischerweise nur sehr niedrige IgE-Konzentrationen auftreten. Wir setzten daher den
Grenzwert fiir IgE in der vorliegenden Studie auf 0,2 U/ml herab. Dadurch konnen die
Variationskoeffizienten (von 38%, 32% und 22% auf 11%, 20% und 13% bei IgE-

Antikorpern gegen Haselnuss, Sojabohne und Kuhmilch verbessert werden °®.

4.2 Das neonatale Immunsystem und IgE
Fiir das Verstindnis der frilhen Mechanismen bei der Allergieentstehung ist
entscheidend, dass alle Neugeborenen bei Geburt ein TH-2 Zytokinmuster aufweisen

73108 Bereits wihrend  der Schwangerschaft verschiebt sich das TH-1/TH-2-

103,148 .
80.103.198  Dyieser

Gleichgwicht der Mutter zugunsten der TH-2-Lymphozyten
Mechanismus ist sinnvoll, weil der Fetus wie ein klassisches Allotransplantat mit HLA-
Antigenmuster der Mutter, aber auch des Vaters, von der maternalen zytotoxischen

TH-1-Immunantwort abgestoBen werden konnte '*.

Eine komplikationsfreie
Schwangerschaft und das Ausbleiben eines Aborts hiingt somit unter anderem von einer
hohen Toleranz des Immunsystems seitens der Mutter ab '3 Die miitterliche
TH-2 dominierte Zytokinproduktion iibt wahrscheinlich einen Einfluss auf die fetale
Immunreaktivitit in Richtung TH-2-Zytokinproduktion aus °"'**.  Offenbar wird das
initiale TH-2-Zytokinmuster bei Neonaten, die keine Atopie entwickeln, wihrend der
ersten zwei Lebensjahre regulativ abgeschaltet *°. Im Gegensatz dazu persistiert in
verstirkter Weise das initiale TH-2 Zytokinmuster iiber den 18. Lebensmonat hinaus bei
solchen Neonaten, die in diesem Zeitraum eine atopische Erkrankung entwickeln
TAT8108109.135.139.146 “Wenn das TH-1/TH-2 Gleichgewicht beim neonatalen Immunsystem
physiologischerweise auf Seiten der TH-2-Lymphozyten liegt und dadurch eine
humorale Antwort getriggert wird, sind erhohte IgE-Werte kritisch zu beurteilen, denn
diese charakterisieren demnach nicht notwendigerweise einen atopischen Phénotyp,
sondern haben im Rahmen der miitterlichen und fetalen Immuninteraktion unter

anderem zu einer komplikationsfreien Schwangerschaft beigetragen 132
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Viele Studien haben sich mit den immunmodulatorischen Interaktionen zwischen Mutter
und Kind und daraus resultierenden Sensibilisierungen der Kinder beschiftigt. So konnte
schon 1983 durch Jarrett et al. im Rattenmodell gezeigt werden, dass diaplazentar
iibertragene maternale IgG-Antikorper zu niedrigeren IgE-Konzentrationen bei den
Abkémmlingen fiihrten ®. Uthoff et al. zeigten bei den Abkdmmlingen
immunsupprimierter Miuse, die prikonzeptionell passiv gegen Ovalbumin sensibilisiert
worden waren, eine Erniedrigung der IgE-Antikorper bei postnataler Exposition gegen
Ovalbumin, bedingt durch eine IgGl-Antigen-Komplex vermittelte Hemmung des
Isotypenswitches der B-Zellen und daraus resultierender, verminderter IgE-Produktion.
Wurden die Abkommlinge dagegen postnatal einem anderen Antigen exponiert, zeigten

138

sie erhohte IgE-Konzentrationen im Blut . Dieser zweite Effekt war durch eine

mangelnde Inhibition durch IFN-y auf die CD4+ TH-2-Zellen gekennzeichnet. Weitere

#4192 Hierdurch wird deutlich, dass viele

Studien fanden dhnliche Ergebnisse
immunmodulatorische Mechanismen einen stimulierenden oder inhibierenden Einfluss

auf Nabelschnurblut IgE-Konzentrationen ausiiben konnen.

4.3 Herkunft von Nabelschnurblut-IgE-Antikorpern

Die postnatale Periode ist normalerweise durch sehr niedrige IgE-Werte gekennzeichnet,
da miitterliches IgE die Plazenta nicht {iberwinden kann und der Fetus nur eine sehr
niedrige Eigenproduktion an IgE hat . Eine potentielle Erklirung fiir erhohte IgE-Werte
in Nabelschnurblut beruht auf der Annahme, dass neonatales Blut mit miitterlichem zum
Beispiel wihrend des Geburtvorgangs kontaminiert wird und so IgE-Antikorper ins
Nabelschnurblut iibertragen werden. Viele Studien fithrten erhohte IgE-Konzentrationen
im Blut auf diesen Mechanismus zuriick '2°*3>1%7, Bonnelykke et al. beschrieben zuletzt,
dass eine Sensibilisierung gegen Allergene nicht in utero stattfindet, sondern dass
erhohtes allergenspezifisches Nabelschnurblut-IgE auf eine Kontamination mit
miitterlichem Blut zuriickzufiihren ist und nur zeitlich begrenzt nachweisbar ist ' Eine
solche Kontamination spricht jedoch gegen die Beteiligung des fetalen Immunsystems in
Zusammenhang mit erhohtem, allergenspezifischem IgE in Nabelschnurblut. In der
vorliegenden Arbeit wurden daher folgende Untersuchungen durchgefiihrt, um eine

Kontamination auszuschliefen:
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1y

2)

3)

4)

5)

Zum Ausschluss einer Kontamination gilt die gleichzeitige Bestimmung von IgA als
anerkannte Methode **'®. Erhohte IgA-Werte in Nabelschnurblut sind ein Indikator
fiir eine Kontamination, da IgA-Antikorper nicht plazentagéingig sind und vom Feten
nicht produziert werden. In unserer Arbeit untersuchten wir 60 zuféllig ausgewihlte
IgE-positive Proben auf IgA. In den 60 Proben fanden wir nur in dreien IgA-Werte
groBer als 32ug/ml, die damit tiber den hochsten beschriebenen Grenzwerten fiir IgA
in Nabelschnurblut lagen **"***'° Somit konnten wir in 57 von 60 Fillen (95%)
eine Kontamination mit miitterlichem Blut ausschlieen.

Zum weiteren Ausschluss einer Kontamination untersuchten wir sieben Mutter-Kind
Paare mit positiven IgE-Werten gegen dasselbe Allergen. Bei dieser Untersuchung
waren alle Nabelschnurblutproben IgA-negativ.

Zudem bietet IgE selbst ein Argument gegen miitterliche Kontamination: Bei bis zu
60% der IgE-positiven Nabelschnurblutproben waren die miitterlichen Proben fiir das
jeweilige Allergen negativ. Diese Neugeborenen konnen ihr spezifisches IgE nicht
auf dem Weg der perinatalen Kontamination von der Mutter erhalten haben.
AuBerdem fanden wir in 199 Nabelschnurblutproben hohere IgE-Werte als bei der
Mutter.

Zuletzt tiberpriiften wir tibereinstimmende IgE-Werte bei Mutter-Kind-Paaren und
fanden, dass nur bei sehr wenigen selektiven Allergenen eine Ubereinstimmung der
Ergebnisse bestand. Unter diesen IgE-positiven Mutter-Kind-Paaren war die positive
Korrelation einzig auf Nahrungsmittelallergene beschrinkt. Wenn jedoch eine
potentiell stattgefundene miitterliche Kontamination eine Verfidlschung unserer
Ergebnisse darstellen wiirde, wiirde diese das Gesamtspektrum aller gemessenen

Allergene betreffen.

Unsere Hypothese fordert, dass die gefundenen erhohten IgE-Werte in neonatalem Blut

in Zusammenhang stehen mit einem allergischen Phénotyp, der im weiteren Verlauf bei

den heranwachsenden Kindern zum Auftreten manifester, allergischer Erkrankungen

fiihren konnte. Die durchgefiihrten Untersuchungen lassen es wahrscheinlich erscheinen,

dass die erhohten IgE-Antikorper in neonatalem Blut auf eine bereits in utero

stattgefundene Eigenproduktion des Feten zuriickzufiihren sind. Nach in vitro-

Stimulation mit IL-4 konnten neonatale B-Zellen IgE freisetzen

191 Demnach kénnen

erhohte IgE-Werte im Nabelschnurblut aus der Eigenproduktion des Neonaten wéhrend
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36,107,150

der fetalen Periode resultieren Hierzu ist der Fetus ab der 12.

Schwangerschaftswoche fihig .

4.4 Korrelation zwischen neonatalen und elterlichen Sensibilisierungsmustern

Anhand des Rangkorrelationskoeffizienten r nach Spearman wurden in der vorliegenden
Arbeit lineare Zusammenhinge zwischen neonatalen und miitterlichen/viterlichen
Sensibilisierungsmustern ermittelt. Hierbei zeigte sich eine positive Korrelation
zwischen den spezifischen IgE-Antikérpern gegen Hiihnereiweil (r = 0,64) und
Kuhmilch (r = 0,49) in miitterlichem Blut und Nabelschnurblut. Obwohl Neonaten aus
der Bauerngruppe signifikant hiufiger gegen Nahrungsmittelallergene sensibilisiert
waren als Neonaten aus der Kontrollgruppe, konnte die Korrelation in beiden Gruppen
gleichermallen nachgewiesen werden. Ein Zusammenhang zwischen véterlichen und

neonatalen IgE-Mustern bestand nicht.

Viele Studien haben einen Zusammenhang zwischen Atopieanamnese der Eltern und

12,14,51,65,71,85,117,126 .
. Diesem

spezifischem Nabelschnurblut-IgE festgestellt
Zusammenhang wird jedoch hdufig eine Verfidlschung durch die Fragebogen
entgegengesetzt, bei deren Bearbeitung es zu Fehlinterpretationen scheinbarer
Allergiesymptome wie beispielsweise intrinsisches Asthma bronchiale, seborrhoische
Dermatitis oder vasomotorische Rhinitis kommen konnte.

Wenige Studien haben jedoch bisher einen Zusammenhang zwischen IgE-Werten aus

13,81-84,99,127,132 ..
3 99127132 Dyrch Scirica et al.

elterlichem Blut und aus Nabelschnurblut untersucht
wurde beispielsweise gezeigt, dass alle Neonaten, deren Miitter Gesamt-IgE-Werte iiber
115 U/ml aufwiesen, selbst erhohte IgE-Werte in Nabelschnurblut aufwiesen 125 1n einer
Studie von Liu et. al. fand man, dass erhohtes miitterliches Gesamt-IgE mit erhohtem
neonatalen Gesamt-IgE korrelierte. Dieses Ergebnis war mit einer Spezifitit von 83%
und einer Sensitivitit von 34% fiir die Pridiktion von atopischen Erkrankungen von

84

herausragender Bedeutung Alle diese Studien bestitigen das FErgebnis der

vorliegenden Arbeit, ndmlich einer Korrelation miitterlicher mit neonatalen, nicht aber
viiterlicher mit neonatalen Sensibilisierungsmustern %!

In der vorliegenden Arbeit wurden diese Zusammenhinge jedoch nicht auf Grundlange
von Gesamt-IgE, sondern — noch einen Schritt weiter — bei allergenspezifischen
IgE-Antikorpern gefunden. Diese Assoziation wurde bislang nur in sehr wenigen Studien

untersucht:
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Lin et al. zeigten, dass IgE-Antikorper gegen Hundehaare im miitterlichen Blut auch in
Nabelschnurblut in erhdhter Konzentration zu finden waren ®'. In einer Studie von
Bertino et al. wurde ermittelt, dass eine Sensibilisierung der Mutter gegen
Kuhmilchproteine erhohte IgE-Werte gegen dieselben Antigene im Nabelschnurblut
nach sich zog. Von den 52 Blutproben der Miitter waren 25 IgE-positiv. 19 neonatale
Blutproben von diesen 25 Miittern mit spezifischen IgE-Antikdrpern gegen
Kuhmilchproteine waren ebenfalls IgE-positiv gegen dieselben Allergene. Dariiber
hinaus zeigt diese Studie, dass alle Nabelschnurblutproben von Neugeborenen IgE-
negativer Miitter ebenfalls IgE-negativ waren und dass ein enger Zusammenhang
zwischen miitterlichen und neonatalen IgE-Mustern gegen Kuhmilchproteine beobachtet
wurde . Die Studie bestitigte auch das in der vorliegenden Arbeit gefundene Ergebnis
einer positiven Korrelation erhohter spezifischer IgE-Werte im Blut der Mutter und im

Nabelschnurblut des Kindes gegen Kuhmilchproteine und Antigene aus Hiihnerei.

Sucht man nach Erkldrungsansétzen fiir die bisherigen, auch in der vorliegenden Arbeit
gefundenen Daten einer maternalen/fetalen Assoziation, ist ein miitterlichen Erbgang
auf Chromosom 11 oder anderen Genloci als eine vieler Mdglichkeit denkbar '°!76104,

Eine weitere Erkldrung fiir diese Zusammenhinge miitterlicher und neonataler
Sensibilisierungsmuster  stiitzt sich auf die so genannte ,IgE-vermittelte
antigenspezifische Fokussierung®: diese resultiert aus dem transamniotischen Transfer
von miitterlichen IgE-Antikorpern. Diese im Fruchtwasser befindlichen IgE-Antikorper

67,68,106,137

werden vom Feten verschluckt . Die Anwesenheit spezifischer IgE-Antikorper

ermOglicht eine Konzentrierung und Fokussierung der Antigene/Allergene via IgE-
Rezeptoren (zum Beispiel CD23 oder FceRI) auf antigenpriisentierenden Zellen *'%.
Die vom Feten verschluckten intakten IgE-Antikorper binden an diese Rezeptoren im
GALT oder MALT (gut/mucosa associated lymphatic tissue). Kommen diese nun mit
den passenden Allergenen, deren diaplazentarer Transfer unumstritten ist 2435.62.133.134.140
in Kontakt und erhohen die lokale Konzentration durch Fokussierung 91,105 , bildet der
Fetus via Antigenprisentation an die T-Zellen selbst spezifische IgE-Antikorper gegen

diese Allergene °.

Dieser Weg war evolutionsbedingt vielleicht ein wichtiger
Bestandteil in der sofortigen postnatalen Abwehr von Parasiten-Infektionen und konnte
heute mit der Entwicklung atopischer Erkrankungen in Zusammenhang stehen .

Dieser Erkldrungsansatz fiir erhohte spezifische IgE-Antikorper gegen die

Nahrungsmittelallergene Kuhmilch und Hiihnerei sowohl bei der Mutter als auch beim
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Feten setzt die gleichzeitige Anwesenheit von Allergenen im miitterlichen Blut, deren

diaplazentarer Transfer in die fetale Zirkulation '**'**

, IgE-Transfer ins Fruchtwasser
und die Kompetenz des fetalen lymphatischen Gewebes, eine antigenspezifische Antwort
in Form einer Produktion spezifischer IgE-Antikorper gegen das betreffende Allergen zu
generieren, voraus. Die Fiahigkeit zur Eigenproduktion von spezifischen IgE-Antikdrpern

. . . 66,67
besitzt der Fetus ab dem zweiten Trimenon

. Diese Hypothese erklirt jedoch nicht
abschlieend, warum die gefundene Korrelation nicht gegeniiber allen untersuchten,
spezifischen IgE-Antikorpern auftritt. Ein potentieller Mechanismus, der unsere
Ergebnisse erkldren konnte, beruht auf der Theorie, dass die Quantitit von Allergenen in
miitterlichem Blut mit konsekutivem Ubergang in die fetale Zirkulation eine
entscheidende Rolle spielt:

Somit konnte der Ort der Allergenaufnahme via Respirations- bzw. Gastrointestinaltrakt
die Quantitdt der in die miitterliche Zirkulation gelangenden Allergene beeinflussen:
Chehade et al. postulierten, dass die Allergendosis von Nahrungsmittelallergenen, die
iiber die gastrointestinale Schleimhaut resorbiert werden, deutlich hoher ist als die
inhalativer Allergene *°. Denkbar wire, dass deutlich geringere Dosen inhalativer,

92,134
. Im

pulmonal resorbierter Allergene in die maternale Zirkulation gelangen
Gegensatz dazu sind die Expositionsdosen von Nahrungsmittelallergenen, zum Beispiel
von Milch oder Milchprodukten, die ins maternale Blut gelangen hoher. Diese erhohte
miitterliche Blutkonzentration von Nahrungsmittelallergenen konnte auch die
intrauterine Exposition des Feten durch diaplazentaren oder transamniotischen Transfer

der Allergene erh6hen 62 (Abb. 4.1).
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Sensibilisierung gegen:  Inhalative Allergene Nahrungsmittelallergene

Tagliche Aufnahme Mg —Ng g

Mutter

Intrauteriner Transfer
von Allergenen

Kind

Abbildung 4.1: inhalative versus gastrointestinale Allergenaufnahme und deren Einfluss auf den

diaplazentaren Allergentransfer.

Diese Theorie konnte erkldren, dass vornehmlich Nahrungsmittelallergene in die fetale
Zirkulation gelangen und dort eine Immunantwort mittels Produktion von IgE-
Antikorpern auslosen. Offen bleibt, warum keine IgE-Antworten gegen weitere
Nahrungsmittelallergene detektierbar waren. Eine einfache Begriindung hierfiir beruht
auf der Uberlegung, dass es sich gerade bei Kuhmilch und Hiihnerei um
Grundnahrungsmittel handelt, die in deutlich hoherer Menge konsumiert werden als die

weiteren untersuchten Nahrungsmittelallergene.

Da aus den vielen Forschungsbemiihungen, die sich mit Atopie und allergischen
Erkrankungen auseinandersetzen, hervorgeht, dass es sich bei der Pathogenese von
Sensibilisierungen und manifesten allergischen Erkrankungen um &uferst komplexe und
multifaktorielle Mechanismen handelt, ist diese Hypothese nur als ein Baustein dieser

vielfiltigen Mechanismen in Betracht zu ziehen.
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Zusammenfassend bilden die hier ermittelten Daten eine gute Ubersicht iiber potentielle,
fetomaternale Atopie-Zusammenhénge, die in vielerlei Hinsicht in Einklang mit den

bisherigen Studien stehen 2892

. Trotzdem bleibt das Thema ,,Sensibilisierung in utero*
ein spekulatives und kontrovers diskutiertes Feld in der Allergieforschung, da die
genauen Mechanismen und der Effekt der intrauterinen IgE-Produktion noch immer
weitestgehend unbekannt sind. Zukiinftige Follow-Up Untersuchungen dieser groflen
Kohortenpopulation werden genauer beleuchten, ob die Detektion allergenspezifischer
IgE-Antikorper zum Zeitpunkt der Geburt nur ein voriibergehendes Phinomen darstellt
oder mit der Entwicklung eines allergischen Phénotyps in Zusammenhang gebracht
werden kann. Aus immunregulatorischer Sicht weisen unsere Ergebnisse jedoch deutlich
darauf hin, dass Maturation und Programmierung des Immunsystems bereits prénatal
beginnen. Welchen Einfluss diese Mechanismen auf die Ausbildung des Immunsystems

und die Entstehung allergischer Erkrankungen haben, wird zukiinftig Gegenstand

weiterer Untersuchungen der PASTURE-Studie sein.

4.5 Der Bauerneffekt

Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass Kinder, die auf traditionellen
Bauernhofen aufwachsen, ein reduziertes Risiko fiir die Entstehung von
Sensibilisierungen und allergischen Erkrankungen gegeniiber denjenigen Kindern haben,

19,72,116,143

die in urbanen Gegenden leben . Dariiber hinaus ist bekannt, dass eine

Exposition gegeniiber Stalltieren - besonders in der frithen Kindheit - das Risiko fiir

. . 110,115
atopische Erkrankungen verringert

. Diese Beobachtungen fiihrten auf der
Grundlage der Hygiene Hypothese zu der Theorie des Bauerneffektes, dessen genaues
Verstindnis in den letzten Jahren zunehmend Interesse erweckt hat und Gegenstand von

Forschungsbemiihungen geworden ist.

Die Idee des Bauerneffekts beruht auf der Annahme, dass auf Bauernhofen ein weites
Spektrum und hohe Konzentrationen von mikrobiellen Bestandteilen zu finden sind. Am
besten beschrieben ist der Effekt des Endotoxins Lipopolysaccharid (LPS). Eine Reihe
epidemiologischer Studien haben einen inversen Zusammenhang zwischen der
Entwicklung allergischer Erkrankungen und vermehrter Exposition mit LPS
gefunden 172047 Gerhold et al. konnten zudem im Mausmodell nachweisen, dass bei

lokaler wie systemischer LPS-Applikation mit darauf folgender Sensibilisierung mit
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Ovalbumin die IgE-Produktion sowie eine TH-2 Antwort supprimiert wurde **. Neben
LPS wurden weitere mikrobielle Bestandteile, die einen allergo-protektiven Effekt
aufweisen, erforscht. Darunter finden sich CpG-Oligonukleotide '°, Lipoproteine und

1 14

Lipoglykane '**, Zymosan und Peptidoglykan '* und weitere. All diese Stoffe finden

sich vermehrt in landwirtschaftlicher Umgebung.

Es ist jedoch ebenso bemerkenswert, dass eine Reihe von Studien keine signifikanten
Zusammenhinge zwischen Asthma bronchiale und dem Heranwachsen auf einem
Bauernhof nachweisen konnten '*?%**77!12151 Einjge Studien beschrieben sogar eine

.. .. 33.88
positive Assoziation >,

Frithere Studien, die den Bauerneffekt beschrieben haben, fithrten ausschlieBlich
Untersuchungen auf der Grundlage eines retrospektiven Studiendesigns durch: Kinder
und Erwachsene mit allergischen Erkrankungen wurden retrospektiv auf mogliche
Einfliisse der béauerlichen Umgebung in der frithen Kindheit untersucht. Die aktuelle
Diskussion {iiber die Entstehungsmechanismen von Krankheiten des atopischen
Formenkreises beschiftigt sich jedoch zunehmend mit der Ausbildung des
Immunsystems in utero. Bis heute gibt es noch keine Studien, die allergenspezifisches
IgE in Nabelschnurblut in Zusammenhang mit Einfliissen landwirtschaftlicher Umwelt
untersucht haben. Im Rahmen der PASTURE-Studie sind diese Untersuchungen auf
Grundlage eines longitudinalen, prospektiven Studiendesigns geplant und werden in der
vorliegenden Arbeit als erster Teilschritt beschrieben:

Unsere Ergebnisse zeigen, dass 24 % aller Neonaten erhohte IgE-Werte aufweisen,
davon 24,4 % in der Bauerngruppe und 23,7 % in der Kontrollgruppe. Unerwartet ist
dabei der hohe Anteil an Neonaten mit Sensibilisierungen gegeniiber
Nahrungsmittelallergenen. Kinder aus der Kontrollgruppe sind hingegen signifikant
hiufiger gegen die saisonal auftretenden Allergene, insbesondere gegen Griserpollen
und Roggenpollen sensibilisiert. Ein signifikanter Haufigkeitsunterschied sensibilisierter

Neonaten gegen ganzjihrig auftretende Allergene bestand jedoch nicht.

Friithere Studien bestdtigen unsere Ergebnisse: Braun-Fahrldnder et al. fanden bei 6-15-
Jahrigen einen inversen Zusammenhang zwischen der Exposition gegeniiber
landwirtschaftlichen Umgebung und dem Auftreten respiratorischer, allergischer

Erkrankungen, wie Heuschnupfen oder Asthma '°. Von Ehrenstein et al. bestitigten diese
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Ergebnisse bei 5-7-Jihrigen '*. Auch Riedler et al. zeigten, dass bei 1-5 Jihrigen
weniger hédufig respiratorische, allergische Erkrankungen auftraten, wenn die Kinder vor
Vollendung ihres ersten Lebensjahrs Tierstidllen exponiert waren und unpasteurisierte

Milch tranken '°. Ege et. al. beschrieben dhnliche Funde *'.

Alle diese Studien beschreiben retrospektiv eine inverse Assoziation zwischen préanataler
Exposition gegeniiber biduerlicher Umgebung und dem Auftreten atopischer
Sensibilisierungen und allergischer Erkrankungen. Die vorliegende Arbeit demonstriert,
dass die pridnatale Exposition gegeniiber landwirtschaftlicher Umwelt bereits zum
Zeitpunkt der Geburt zu allergenspezifischen Sensibilisierungsmustern beim Neonaten
gefiihrt hat. Unsere Ergebnisse erlauben keine Vorhersage, ob die Neugeborenen eine
den erhohten spezifischen IgE-Werten entsprechende allergische Erkrankung entwickeln
werden. Es bleibt auBBerdem fraglich, ob die erhohten IgE-Werte bestehen bleiben oder
ob es sich nur um ein voriibbergehendes Phidnomen im Nabelschnurblut des
Neugeborenen handelt '8 Weiterhin bleibt zu untersuchen, welche Einfliisse in der
Bauern- und Kontrollgruppe zu den hier gefundenen Sensibilisierungsmustern in

Nabelschnurblut gefiihrt haben konnten.

Sowohl das Ausmall als auch das zeitliche Fenster prinataler Expositionen gegeniiber
einigen der wuntersuchten Allergene (saisonal auftretende Allergene und
Nahrungsmittelallergene), jedoch nicht gegeniiber allen untersuchten Allergenen
(ganzjdhrig auftretende Allergene) konnen demnach eine Rolle bei der Entwicklung
allergischer Sensibilisierungen in utero spielen. Die signifikant héufigere
Sensibilisierung gegen saisonal auftretende Allergene in der Kontrollgruppe
unterstreicht die Theorie des Bauerneffekts. Folgeuntersuchungen im Rahmen der
PASTURE-Studie werden den Bauerneffekt in Bezug auf die Reifung des

Immunsystems und die Manifestation allergischer Erkrankungen genauer beleuchten.
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8. Zusammenfassung

Die Priavalenz von Krankheiten des atopischen Formenkreises hat in den letzten
Jahrzehnten in den westlichen Lindern dramatisch zugenommen. Neben der
gesundheitsokonomischen Bedeutung fithren allergische Erkrankungen durch ihren
chronischen Verlauf zu hohem individuellen Leidensdruck und hohen Einbuflen der
Lebensqualitit. Trotz intensiver Forschungsbemiihungen konnten die
Entstehungsmechanismen noch nicht hinreichend geklart werden, so dass kausale
Therapieansitze und Priaventionsstrategien bislang wenig Anwendung finden.

Ein viel diskutierter Erkldrungsansatz ist die so genannte Hygiene Hypothese. Sie beruht
auf der Annahme eines Zusammenhangs zwischen dem enormen Anstieg allergischer
Erkrankungen und einem modernen westlichen Lebensstili mit {ibertriebenem
Hygieneverhalten. Dies fiihrt zu einer relativen Sterilisation der Umwelt und einer
verminderten Exposition gegeniiber mikrobiellen Antigenen. Dadurch soll es zur
Entwicklung eines modulierten Immunsystems kommen, es reagiert auf harmlose
Umweltantigene, so genannte Allergene, mit einer iiberschieBenden Immunantwort. Auf
der Hygiene Hypothese basierend wurde der so genannte Bauerneffekt postuliert:
Kinder, die auf Bauernhofen aufwuchsen, entwickelten weniger hiufig allergische
Erkrankungen als Kinder aus urbanen Regionen. Zur Stiitzung dieser Hypothese wurde
eine multizentrische prospektive Kohortenstudie aufgelegt, die PASTURE-Studie
(protection against allergies - study in rural areas). Im Rahmen dieser Studie wurden in
der vorliegenden Arbeit Nabelschnurblutproben von Neugeborenen einer ruralen
Population auf allergenspezifisches IgE gegen 20 verschiedene Allergene (inhalative
Allergene und Nahrungsmittelallergene) in einer Bauern- und einer Kontrollgruppe
bestimmt. Dadurch wurde die Moglichkeit geschaffen, den Bauerneffekt in Bezug auf
eine bereits intrauterin stattgefundene Sensibilisierung zu untersuchen und zu beurteilen.
Dariiber hinaus hatte die vorliegende Arbeit das Ziel, eine potentielle Korrelation von
miitterlichen und véterlichen Sensibilisierungsmustern mit neonatalen zu untersuchen.
Von den insgesamt 933 untersuchten Nabelschnurblutproben wurden bei 24% erhohte
IgE-Werte gefunden. Zwischen der Bauern- und der Kontrollgruppe gab es keine
signifikanten Hiufigkeitsunterschiede. Allerdings wiesen die Nabelschnurblutproben aus
der Kontrollgruppe signifikant hiaufiger erhohte IgE-Werte gegen saisonal auftretende
Allergene (Griser, Roggen) auf, wéihrend sich in der Bauerngruppe bei signifikant mehr
Kindern erhohte IgE-Werte gegen Nahrungsmittelallergene (Kuhmilch) fanden.
AuBerdem konnte eine positive Korrelation zwischen miitterlichen und neonatalen

Sensibilisierungsmustern gegen die Nahrungsmittelallergene Hiihnerei und Kuhmilch
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ermittelt werden. Dieser Befund war sowohl in der Bauern- als auch in der
Kontrollgruppe nachweisbar. Eine Korrelation zwischen viterlichen und neonatalen
Sensibilisierungsmustern bestand nicht.

Allergische Sensibilisierung in utero ist ein kontrovers diskutiertes Gebiet der
Allergieforschung. Dabei ist unter anderem die Herkunft von Nabelschnurblut-IgE nicht
unumstritten. Einige Studien postulieren, dass IgE-Antikorper in Nabelschnurblut eine
Kontamination mit miitterlichem Blut als Ursache haben. In der vorliegenden Arbeit
konnte eine solche Kontamination durch verschiedene Analysen ausgeschlossen werden,
unter anderem durch die Abwesenheit von maternalen IgA-Antikérpern in
Nabelschnurblut. =~ Demnach  resultieren  allergenspezifische = IgE-Antikorper
wahrscheinlich aus der Eigenproduktion des Feten.

Viele Studien, die den Bauerneffekt beschrieben haben, beleuchteten retrospektiv eine
Exposition gegeniiber bauerlicher Umwelt in Bezug auf das Vorhandensein allergischer
Sensibilisierungen oder manifester allergischer Erkrankungen. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit deuten erstmals darauf hin, dass diese Effekte einer prénatalen
Exposition mit dem Nachweis allergenspezifischer Nabelschnurblut IgE-Antikorper
bereits zum Zeitpunkt der Geburt vorliegen. Unerwartet war in diesem Zusammenhang
die hohe Anzahl an Neonaten aus der Bauerngruppe mit erhohten IgE-Werten gegen
Nahrungsmittelallergene. Ein Erkldrungsansatz fiir die vorliegende fetomaternale
Korrelation allergenspezifischer IgE-Antikorper stiitzt sich auf die so genannte ,,IgE-
vermittelte antigenspezifische Fokussierung®: Transamniotischer IgE-Transfer und IgE-
vermittelte Fokussierung von Allergenen, die diaplazentar in die fetale Zirkulation
gelangen, induzieren eine fetale Immunantwort in Form einer allergischen
Sensibilisierung. Ob die Anwesenheit von IgE-Antikorpern in Nabelschnurblut nur ein
voriibergehendes Phdnomen darstellt oder mit der Entstehung von allergischen
Erkrankungen assoziiert ist, bleibt umstritten. Aus immunregulatorischer Sicht weisen
die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit jedoch deutlich darauf hin, dass die Maturation
und Programmierung des Immunsystems bereits prinatal beginnen. Festzuhalten ist, dass
die Entstehung von Atopie und Allergie ein multifaktorielles Geschehen darstellt,
welches weiterhin intensiver Forschungsbemiihungen bedarf, um die einzelnen
Mechanismen im Detail zu verstehen. Im Rahmen des Gesamtprojektes der PASTURE-
Studie wird sich kiinftig zeigen, welche Bedeutung den in der vorliegenden Arbeit
gefundenen, allergenspezifischen Nabelschnurblut-IgE-Antikorpern in Bezug auf die

Entwicklung allergischer Erkrankungen zukommt.
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